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研究成果の概要（和文）：　近年、青色光受容体であるPhototropin1のLOV2ドメインを利用して、様々な遺伝子
コード型の光応答性分子が開発されてきており、細胞生物学の分野を中心として様々な分野での利用が進められ
ている．そこで我々は、LOV2ドメインを用いて、光応答性キナーゼ阻害ペプチドの開発を行った．さらにこの分
子を用いて、海馬神経細胞のシナプスにおいて、1分間程度のCaMKII活性化がシナプスの可塑的変化を惹起する
のに十分であることを明らかにした．また、受動的回避テストを用いて、恐怖記憶形成には扁桃体での比較的短
時間のCaMKII活性化が重要であり、持続的なCaMKIIの活性化は必要ないことを明らかにした．

研究成果の概要（英文）： Recently, the various types of genetically-encoded optogenetic tools using 
blue-light sensitive LOV2 domain from Phototropin1 have been developed and utilized in a wide range 
of areas including cell biology field. Here, we succeeded in developing a genetically-encoded light 
inducible CaMKII inhibitory peptide. Using this newly developed optogenetic tool, we found that the 
1 min of CaMKII activation is sufficient for triggering structural plasticity of synapses in 
hippocampal neurons. Furthermore, using passive avoidance based memory test, we found that transient
 CaMKII activity is only required for fear memory formation in amygdala of mice.

研究分野：生物物理、細胞生物、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、青色光受容体である Phototropin1
の LOV2 ドメインを利用して、様々な遺伝子
コード型の光応答性分子が開発されてきて
おり、細胞生物学の分野を中心として様々な
分野での利用が進められている．そこで我々
は、LOV2 ドメインを用いて、光応答性キナー
ゼ阻害ペプチドの開発を行い、シナプス可塑
性や個体動物の記憶システムの研究に応用
することを目指した． 
 
２．研究の目的 
脳は動物の記憶を司る器官であることが
分かっているが、その記憶メカニズムは不明
な点が多く残っている．例えば、記憶が一体
どのような形で脳に長期間保持されている
のかといった基本的なことすら分かってい
ない．記憶は、脳神経細胞が担っていると考
えられている．特に神経細胞の接着領域であ
るシナプスが重要であると考えられている．
近年、光学顕微鏡技術やプローブ作製技術の
発展により、シナプス内部で、シグナル伝達
分子の活性化を観察したり、自在に操作する
ことができるようになりつつある．本研究で
は、アクチンの重合、脱重合を制御すること
でシナプスの可塑性にとって重要な役割を
果たしていると考えられるCaMKIIに着目し、
CaMKII の活性化を光照射によって制御（不活
化）することができる分子の開発を目的とし
た．この分子は細胞内で１ミクロンの空間分
解能、秒レベルの時間分解能で CaMKII 活性
を阻害できるものである．また、開発する分
子を海馬スライスの神経細胞に発現させ、ケ
イジドグルタミン酸刺激によって引き起こ
される長期増強に対する CaMKII 機能や個体
動物の記憶における CaMKII の機能を調べる
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
大脳皮質や海馬の興奮性神経細胞には
CaMKII が豊富に発現している（全タンパク質
量の数%）．CaMKII は、主にαとβサブユニ
ットから成る 12 量体を形成しており、Ca2+に
より活性化したカルモジュリンの結合によ
り活性化する．特に、隣合うキナーゼドメイ
ンが同時に活性化すると、それぞれのキナー
ゼが隣のサブユニットの Thr286 を自己リン
酸化することによって、その活性がカルモジ
ュリンが外れた後もキナーゼの活性が持続
する．このような自立した活性状態の維持が
可能であることから、CaMKII がシナプス可塑
性において、メモリー分子のような機能を持
っていると考えられてきた．しかしながら、
シナプス長期増強時の CaMKII 活性化時間と
機能については、現在までにコンセンサスが
得られている訳ではない．すなわち、CaMKII

の長時間活性がシナプス可塑性に重要であ
るという報告がある一方で、短時間の活性化
で十分であるという報告もされている．そこ
で本申請研究では、CaMKII 活性を高い時間分
解能で可逆的に阻害することが可能な光応
答性 CaMKII 阻害ペプチドを開発することに
した．また、これを用いて、シナプス可塑性
と個体動物の記憶形成における CaMKII 活性
の時間窓を調べることにした． 
 
４．研究成果 
 CaMKII の活性を生きた細胞内で高い時
空間分解能で活性を阻害できるようにする
ため、LOV2-Jαドメインを用いて遺伝子コー
ド型の光応答性 CaMKII 阻害分子を開発する
ことにした．LOV2-Jαは植物タンパク質であ
るPhototropin1の光感受性ドメインであり、
青色光照射によって、LOV2 ドメインに結合し
ていた α へリックスが解離し、分子構造が
可逆的に変化する．そこで本研究では、
CaMKII の 阻 害 ペ プ チ ド で あ る AIP2
（ Autocamtide2-Related Inhibitory 
Peptide、13 アミノ酸から成る）に LOV2 を遺
伝子工学的に融合することによって、遺伝子
コード型光応答性 CaMKII 阻害ペプチド
（paAIP2）を開発した.開発には、LOV2-Jα
と AIP2 の間のリンカー配列を変えたものを
多数作製し、CaMKII のキナーゼ活性を光照射
依存的に阻害するかどうかを生化学的に調
べた．我々が開発した paAIP2 は光照射後に
直ちに構造変化し、暗状態に戻すことで 40
秒程度で元に戻る． 
 
次に、本研究で開発したpaAIP2を用いて、
光照射による CaMKII 阻害がグルタミン酸刺
激によるスパイン体積の可塑的な変化を阻
害するかどうかを調べた．まず、海馬スライ
スのCA1領域にある神経細胞に遺伝子銃を用
いて mGFP（単量体緑色蛍光タンパク質）、
mCherry（単量体赤色蛍光タンパク質）、
paAIP2 を同時に発現させた．次に落射蛍光顕
微鏡下でmCherryの赤色蛍光を発している細
胞を同定し、その細胞を 2 光子顕微鏡下で
mGFP の蛍光を観察した．刺激後のスパイン体
積の変化は mGFP の蛍光強度によって定量し
た．ケイジドグルタミン酸による 2光子単一
スパイン刺激（30 pulses at 0.5 Hz）を行
ったところスパイン体積は一過的に4倍程度
増大した後、収縮し、刺激前よりも 2倍程度
の体積の状態を 20 分以上持続していた．一
方、ケイジドグルタミン酸刺激と同時に青色
光（100 mW/cm2）により CaMKII の活性を 1分
間阻害したところ、一過的な体積変化が劇的
に阻害され、さらに、持続的な体積変化が完
全に阻害された．このことは、初期の CaMKII
の活性がスパイン体積の変化にとって極め



て重要であることを示している． 
 
paAIP2 の利点の一つは、遺伝子コードされ
ている点である．細胞特的なプロモーター遺
伝子を利用することで、生きた個体動物の特
定の細胞の特定の場所に導入することがで
きる．そこで、paAIP2を用いて、記憶とCaMKII
活性の関係を個体マウスで調べた．paAIP2 を
マウスの扁桃体領域（恐怖記憶を司る脳領
域）の神経細胞へ導入するため、GFP を融合
した paAIP2 をコードするアデノ随伴ウイル
スを作製し、扁桃体へのインジェクションを
行った．その後、このマウスを用いて、動的
回避テスト（記憶テストの一種）を行った．
明室と暗室の間にマウスが通れるくらいの
出入口がついた箱にマウスをおく．マウスは
暗い場所を好むため暗い部屋に入るが、この
時、マウスが嫌う軽い電気ショックを与える．
すなわち、暗い部屋に入ると電気ショックが
来ることを記憶させる（恐怖記憶）．このト
レーニングを行ったマウスを再び明るい部
屋に入れると、暗い部屋にはなかなか入らな
くなる（受動的回避テスト）．すなわち、明
るい部屋に滞在する時間を計測することで、
電気ショックの記憶を記憶しているかどう
かを判別することができる．テストの結果、
記憶トレーニングからテストの直前までの
間、光照射によって CaMKII を阻害した動物
は、比較的短い時間で暗い部屋に入った．す
なわち、電気ショックがあることを記憶して
いなかった．一方で、トレーニング時に光照
射を行わな行った動物では記憶は阻害され
なかった．これらの結果から、記憶形成の瞬
間に CaMKII 活性が必要であり、保持には必
要ないことを示唆するデータを得ることが
できた． 
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