
東京大学・大学院医学系研究科（医学部）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(A)（一般）

2017～2015

認知行動を制御するCa2+/CaMKシグナル伝達機構解明と操作

Interrogation and manipulation of Ca2+/CaMK signaling mechanisms underlying 
cognitive behavior

００２９１９６４研究者番号：

尾藤　晴彦（BITO, HARUHIKO）

研究期間：

１５Ｈ０２３５８

平成 年 月 日現在３０   ６   ５

円    32,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究課題では、生きた脳内におけるニューロンへのCa2+/カルモジュリン依存的な
情報書込み過程を解明するため、①新規改良Ca2＋シグナリングセンサー群の開発し、②１光子イメージングに
よるCa2+シグナル・Ca2+エフェクター活性化の伝播・情報処理過程の解明を成体脳・発達期脳で進めた。さらに
③長期記憶の固定におけるCa2+/カルモジュリン依存的な情報処理の高次機能発現における役割の解明をめざ
し、「神経回路への情報書込み」の分子的実体に迫る成果をいくつか得た。今後ともこれらの成果を元に、脳の
根本的な作動原理の一端が一層明らかになるとともに、脳機能の計測から操作に至る基盤技術の開発が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to obtain mechanistic insights on the Ca2+
/calmodulin-dependent information “writing” process that neurons utilize in the living brain. To 
address this, 1) we developed new improved Ca2+ signaling sensors, and 2) took advantage of these 
tools to dissect the spread and information processing encoded by Ca2+ signals and Ca2+ effector 
activation. Furthermore, we investigated the role of Ca2+/calmodulin-dependent signaling in 
long-term memory consolidation, and identified several new key molecular players involved in this 
process. These results shed new light on basic principles on how the brain works, and epitomizes the
 urgent need to developing foundational technologies to record and manipulate brain functions.  
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１．研究開始当初の背景 
 
デカルトの「Cogito ergo sum 我思う故

に我在り」という言葉に象徴される通り、脳
は人が人たる所以の臓器である。記憶・学習
を含め、様々な脳高次機能の基盤には、特異
的な入・出力関係を保持する神経回路網が存
在する。このような機能的神経回路網には、
２つの普遍的な特徴がある。一つは、1011個
の神経細胞同士が結合し、機能的なシステム
を作り上げる「設計図」とそれを間違えずに
読み出す、厳格な「文法」の存在である。も
う一つは、個体ごとに内部・外部の環境の変
化に合わせ 1014 個のシナプスが刻一刻と対
応できる「適応性・順応性」の存在と、過去
の経験の記憶に基づき応答を修飾していく
内在的な「学習能力」である。 
このような「剛」と「柔」の特性を規定す

る分子基盤は何であるか？多種多様な電気
的・化学的シグナルの密接な絡み合いから成
立つと考えられ、中でも、Ca2+/カルモジュリ
ン依存的リン酸化・脱リン酸化は、３０年前
の発見当初より、神経回路への情報書込を司
る主要な分子基盤の一端を担うのではない
かと推察されてきたが、その実態は不明であ
り、特に in vivo 脳における空間的ダイナミ
クスは未知である。 
申請者は 20 年来、ニューロン内で神経活

動依存的に活性化されるメカニズムとして
最も重要と考えられる Ca2+/カルモジュリン
情報伝達系探索を進め、律速段階となる素過
程を同定し、その作動原理を明らかにするこ
とを戦略として研究を進めてきた。特に、１）
CaMKK-CaMKIV-CREB-Arc 経路の長期記
憶 形 成 に お け る 意 義 同 定 、 ２ ）
CaMKK-CaMKI-アクチン経路の神経形態形
成における役割解明、３）不活型CaMKIIbeta
のスキャフォルド機能によるArc逆シナプス
タギングの発見、など多くの Ca2+依存的エ
フェクター分子の機能解明に尽力してきた。 
こ れ ま で の 仕 事 は 、 loss-of-function 
(knockout, RNA 干渉法), gain-of-function 変
異に基づくシグナル機能解明が主であり、生
きた脳における情報処理、すなわち 4D 時空
間的シグナルダイナミクスと支配機能の関
係性まで踏み込んだものではなかった。この
点を克服するため、申請者らは、複数の細胞
内シグナルを簡便に測定可能な dual FRET
計測技術や、他の緑色ベースで開発されたイ
ンディケーターと共測定可能な高性能・高速
Ca2+センサープローブ R-CaMP2 など新規
方法論の開発を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
 

Ca2+/カルモジュリン依存的リン酸化・脱リ
ン酸化は、３０年前の発見当初より、神経細
胞への情報書込みを司る主要な分子基盤の
一端を担うのではないかと推察されてきた
が、その全貌はまだ明らかとなっていない。

そこで本研究課題では、生きた脳内における
ニューロンへの Ca2+/カルモジュリン依存的
な情報書込み過程を解明するため、 
①新規改良 Ca2＋シグナリングセンサー群の
開発、 
②１光子イメージングによる神経回路形成
における Ca2+シグナル・Ca2+エフェクター活
性化の伝播・情報処理過程の解明、 
③長期記憶の固定における Ca2+/カルモジュ
リン依存的な情報処理の高次機能発現にお
ける役割解明、 
を試みる。本研究を通じ、「神経回路への情
報書込み」の分子的実体に迫り、脳の根本的
な作動原理の一端を明かにするとともに、エ
ビデンスに基づき脳機能の解析から操作に
至る基礎技術の開発が期待される。 
 
３．研究の方法 
 
①新規改良 Ca2＋シグナリングセンサー群の
開発： 
これまでに開発された、GCaMP6f など緑

色 Ca2＋シグナリングセンサーや、R-CaMP2
など赤色 Ca2＋シグナリングセンサーの色異
性体などの開発を、蛍光団骨格構造の理解に
基づく点変異導入により試みる。また、膜結
合型の Ca2＋シグナリングセンサー開発によ
り、膜直下のシグナル動態解析を実施する。 
 
②１光子イメージングによる神経活動・回路
形成における Ca2+シグナル・Ca2+エフェクタ
ー活性化の伝播・情報処理過程の解明： 
 これまでに開発した緑・赤色センサーを効
率良く活用し、成体脳における神経活動多重
記録・発達期回路形成時における Ca2+シグナ
ルの超長期記録を可能にする手法を開発し、
動態解析に応用する。 
 
③長期記憶の固定における Ca2+/カルモジュ
リン依存的な情報処理の高次機能発現にお
ける役割解明： 
 シナプスから核へのシグナルにおけるカ
ルシウム動態の下流の分子経路動態と生理
的意義探索を行う。 
 
４．研究成果 
 
①新規改良 Ca2＋シグナリングセンサー群の
開発 
既存の蛍光プローブを越える新規センサ

ー分子開発に取り組み、in vivo 単一活動電位
が測定可能な黄色 Ca2＋センサーの開発を行
い、実証実験を実施した。さらに、それまで
に開発した高速 Ca2+インディケーター
R-CaMP2 を用い、種々の in vivo 実験への
応用を試みた。さらに、膜結合型の新規カル
シウムセンター Lck-G-CaMP7 を開発し、
脳発達期幼弱神経細胞のカルシウム動態解
析に応用した。 
 



②１光子イメージング等による神経活動・回
路形成における Ca2+シグナル・Ca2+エフェク
ター活性化の伝播・情報処理過程の解明 
・多重イメージング法の開発 
小脳学習課題における GCaMP6f/R-CaMP2
同時イメージング法を開発した（Gaffield et 
al. J. Neurophys.2016）。さらに緑・赤以外
のカルシウムセンサープローブにさらに改
良を加え、二色以上の同時イメージングが可
能な活動計測プロトコールを樹立した。 
・自由行動マウスにおける多重多色ファイバ
ーイメージング法の開発 

GCaMP6/R-CaMP2 を用い、深部脳機能動
態を解明する目的で、線条体 VTA 活動記録
を多重ファイバーイメージングによって実
施し、同一領域内の他種の神経細胞種の活動
同時記録に成功した(Kim et al. Nature Met 
2016)  
・さらに、成体海馬 CA1 神経細胞等にカル
シウムセンサーを導入し、１光子蛍光内視鏡
イメージングを実施し、Ca2+シグナル・Ca2+
エフェクター活性化の伝播・情報処理過程の
可視化の条件検討を進めた。 
・Lck-G-CaMP7 を開発し、脳発達期幼弱神
経細胞のカルシウム動態解析に応用したと
ころ、大脳皮質幼弱神経細胞の突起内で自発
的に誘発される新たなカルシウムシグナル
を発見し、spontaneous regenerative Ca2+ 
Transient (SRCaT)と命名した。SRCaT は、
電位依存的L型カルシウムチャンネルによる
カルシウム流入を引きがねとしており、脳発
生初期の脳層構造・細胞構築にも関与する可
能性が示唆された。自閉症様症状をヒトで伴
うL型カルシウムチャンネルを異所性に発現
したところ、移動異常が誘発されたが、生後
にチャンネル活性を正常化することにより
この異常が回復したことから、脳発達初期に
おけるL型カルシウムチャンネルの脳形成に
おける意義が初めて明らかとなった（Kamijo 
et al. in press）。 
 
③長期記憶の固定における Ca2+/カルモジュ
リン依存的な情報処理の高次機能発現にお
ける役割解明： 
 シナプスから核へのシグナルにおけるカ
ルシウム動態の下流の分子経路動態と生理
的意義探索を行う目的で、場所記憶の生成・
想起に必要と考えられている嗅内野-海馬歯
状回の回路を刺激する光遺伝学的条件を整
え、マウス疾患モデルに対する応用が可能と
なった（Yamamoto et al. Cell Rep 2015）。 
 さらに、CREB リン酸化を感受する新たな
センサー分子 pCREB-AR を創出し、in vivo
展開への技術開発を実施した。さらに CREB
下流遺伝子産物Arcの個体動物における可視
化解析に関わる数多くの国際共同研究を先
導した。 
加えて、複数の CaMK 分子種について、

個体レベルのでノックアウト・ノックダウン
実験等を実施し、その細胞形態・回路形成・

神経可塑性・行動レベルの表現型を解析した。 
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