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Abstract 小脳平行線維―プルキンエ細胞（PF-PC）シナプスは、PFの活動亢進によって細胞外Ca濃度（[Ca

]o）が大きく減少することが知られている。PF-PCシナプスに局在するδ2型グルタミン酸受容体
（GluD2）について近年、Dセリンと結合することで同シナプスに長期抑圧（Dセリン-LTD）を引
き起こすこと、また結晶構造解析からDセリン結合部位近傍にCa結合部位が存在することも明ら
かになった。更に、in vitroの実験から、GluD2のDセリンに対する親和性はこのCa結合部位を介し
て[Ca]oの影響を受けることが報告されている。本研究では、[Ca]oの活動依存的な変化が、PF-PC
シナプスにおける情報伝達に及ぼす影響を神経回路レベル、個体行動レベルで解明することを目
指す。2020年度は、電気生理学実験及び行動解析から以下に示す示唆的なデータを得ることがで
きた。
野生型マウスの小脳から急性スライス標本を作製し、電気生理学的実験を行った。PC からホール
セルクランプ法を適用してPF-PCシナプスを解析した結果、同シナプスで観察されるDセリン-LT
Dは[Ca]o依存性を示した。即ち、Dセリン-
LTDは[Ca]oを低下させると増強し、上昇させると抑制される傾向を示した。
また、Ca結合能を操作した変異型GluD2を発現するKIマウスを使って同様の電気生理学的実験を
行った。Ca常時結合を模倣した変異GluD2を発現するKIマウス（①）では、野生型と比べてDセリ
ン-LTDが抑制される傾向を示した。一方、Ca結合能が欠損した変異GluD2を発現するKIマウス（
②）では、Dセリン-LTDは亢進する傾向を示した。これらの結果は、小脳PF-
PCシナプスにおけるDセリン-GluD2シグナリングが[Ca]oの影響を受けることを示している。
更にKIマウスを使った行動解析も開始した。KIマウス①を用いてOKRを行ったところ、まだ予備
実験の段階であるが、野生型に比べて学習が低下する可能性を示した。
It has been well-known that extracellular Ca concentration ([Ca]o) at cerebellar parallel fiber-
Purkinje cell (PF-PC) synapse can dynamically change by its synaptic activity. Delta 2 glutamate
receptor (GluD2) is known to be localized at PF-PC synapse. Our laboratory recently has reported
that GluD2 triggers long term depression at this synapse by binding with D-serine as a ligand and
that GluD2 has Ca binding sites near its ligand binding domain (LBD). In addition to these findings,
it has been reported by in vitro experiments that the GluD2 affinity to D-serine may be regulated by
[Ca]o. The goal of this study is (1) to investigate whether the activity dependent [Ca]o dynamics
can regulate the GluD2-D-serine signaling at PF-PC synapse and (2) to elucidate the functional
significance of this new synapse regulation mechanism at behavioral level as well as cerebellar
local neuronal circuit level.
In 2020, two kinds of experiments were performed: (A) electrophysiological experiment and (B)
behavioral experiment. (A): cerebellar acute slice preparations were obtained from wild type mice
and whole-cell clamp recordings were performed from PCs. When D-serine was applied in different
[Ca]o condition, D -serine dependent LTD (D-LTD) showed [Ca]o dependence; higher [Ca]o
generated more suppressed D-LTD.
Similar experiments were performed using two kinds of KI mice; (i) expressing the mutant GluD2
whose structure mimics its Ca bound state so that the affinity to D-serine is lower than wild type
GluD2, and (ii) expressing the mutant GluD2 which is disabled to bind to Ca so that the affinity to D-
serine is higher. When electrophysiological experiments were performed using these two KI mice,
KI mice (i) showed smaller D-LTD but KI mice (ii) showed larger D-LTD. These results indicate that
D-LTD can be regulated by [Ca]o via the Ca binding site near the LBD of GluD2.
(B): To get some insight about the functional significance of this new synapse regulation
mechanism, OKR adaptation, well established cerebellar motor learning paradigm, were performed
using these KI mice. Preliminary data showed the tendency that KI mice (i) showed more
suppressed OKR adaptation and KI mice (ii) showed more enhanced adaptation compared to wild
type mice.
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１．研究成果実績の概要

　小脳平行線維―プルキンエ細胞（PF-PC）シナプスは、PF の活動亢進によって細胞外 Ca 濃度（[Ca]o）が大きく減少することが知ら
れている。PF-PC シナプスに局在する δ2 型グルタミン酸受容体（GluD2）について近年、D セリンと結合することで同シナプスに長期
抑圧（D セリン-LTD）を引き起こすこと、また結晶構造解析から D セリン結合部位近傍に Ca 結合部位が存在することも明らかになっ
た。更に、in vitro の実験から、GluD2 の D セリンに対する親和性はこの Ca 結合部位を介して[Ca]o の影響を受けることが報告されて
いる。本研究では、[Ca]o の活動依存的な変化が、PF-PC シナプスにおける情報伝達に及ぼす影響を神経回路レベル、個体行動レベ
ルで解明することを目指す。2020 年度は、電気生理学実験及び行動解析から以下に示す示唆的なデータを得ることができた。
　野生型マウスの小脳から急性スライス標本を作製し、電気生理学的実験を行った。PC からホールセルクランプ法を適用して PF-PC
シナプスを解析した結果、同シナプスで観察される D セリン-LTD は[Ca]o 依存性を示した。即ち、D セリン-LTD は[Ca]o を低下させる
と増強し、上昇させると抑制される傾向を示した。
　また、Ca 結合能を操作した変異型 GluD2 を発現する KI マウスを使って同様の電気生理学的実験を行った。Ca 常時結合を模倣した
変異 GluD2 を発現する KI マウス（①）では、野生型と比べて D セリン-LTD が抑制される傾向を示した。一方、Ca 結合能が欠損した変
異 GluD2 を発現する KI マウス（②）では、D セリン-LTD は亢進する傾向を示した。これらの結果は、小脳 PF-PC シナプスにおける D
セリン-GluD2 シグナリングが[Ca]o の影響を受けることを示している。
　更に KI マウスを使った行動解析も開始した。KI マウス①を用いて OKR を行ったところ、まだ予備実験の段階であるが、野生型に比
べて学習が低下する可能性を示した。

２．研究成果実績の概要（英訳）

It has been well-known that extracellular Ca concentration ([Ca]o) at cerebellar parallel fiber-Purkinje cell (PF-PC) synapse can
dynamically change by its synaptic activity. Delta 2 glutamate receptor (GluD2) is known to be localized at PF-PC synapse. Our
laboratory recently has reported that GluD2 triggers long term depression at this synapse by binding with D-serine as a ligand and
that GluD2 has Ca binding sites near its ligand binding domain (LBD). In addition to these findings, it has been reported by in vitro
experiments that the GluD2 affinity to D-serine may be regulated by [Ca]o. The goal of this study is (1) to investigate whether the
activity dependent [Ca]o dynamics can regulate the GluD2-D-serine signaling at PF-PC synapse and (2) to elucidate the functional
significance of this new synapse regulation mechanism at behavioral level as well as cerebellar local neuronal circuit level. 
In 2020, two kinds of experiments were performed: (A) electrophysiological experiment and (B) behavioral experiment. (A): cerebellar
acute slice preparations were obtained from wild type mice and whole-cell clamp recordings were performed from PCs. When D-
serine was applied in different [Ca]o condition, D -serine dependent LTD (D-LTD) showed [Ca]o dependence; higher [Ca]o generated
more suppressed D-LTD. 
Similar experiments were performed using two kinds of KI mice; (i) expressing the mutant GluD2 whose structure mimics its Ca bound
state so that the affinity to D-serine is lower than wild type GluD2, and (ii) expressing the mutant GluD2 which is disabled to bind to
Ca so that the affinity to D-serine is higher. When electrophysiological experiments were performed using these two KI mice, KI mice
(i) showed smaller D-LTD but KI mice (ii) showed larger D-LTD. These results indicate that D-LTD can be regulated by [Ca]o via the
Ca binding site near the LBD of GluD2.
(B): To get some insight about the functional significance of this new synapse regulation mechanism, OKR adaptation, well established
cerebellar motor learning paradigm, were performed using these KI mice. Preliminary data showed the tendency that KI mice (i)
showed more suppressed OKR adaptation and KI mice (ii) showed more enhanced adaptation compared to wild type mice.
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