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研究成果の概要（和文）： 

 

本研究では、新たなCREB制御キナーゼを単離するとともに、CREBの標的遺伝子の一つが神経
活動依存的前初期遺伝子Arcであることを示し、その転写制御機構について画期的な知見を得た。
また、周産期の脳発達にて活性化されるCaMKI経路の神経回路形成、特に樹状突起・軸索伸展に
おける意義について明らかにした。さらに、PSDやプレシナプスの情報伝達蛋白複合体を形成す
るPSD-95, RIM1, Shankについて、アクチン動態制御との連関を含め、新たな制御機構を解明し
た。これらの解析を行うために、シナプス形成・形態変化の可視化や操作の手法の開発にも成
功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 
Through this program, we identified several new CREB-regulatory kinases. Furthermore, we showed 

that the immediate early gene Arc is a bona fide CREB target gene, and elucidated the transcriptional 

mechanisms implicated in activity-dependent Arc gene activation. Additionally, we characterized the 

essential roles of CaMKI isoforms in the growth of dendrites and axons during the perinatal 

development of neuronal circuits. Finally, novel modes of regulation of PSD and presynaptic active zone 

scaffolding proteins (such as PSD-95, RIM1 and Shank) were investigated, with emphasis on their link 

with actin cytoskeletal remodeling. In parallel, we developed new protocols to visualize and manipulate 

synapse formation and morphological remodeling of neurons.  
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シナプスは、神経回路の中で神経細胞同士
の連結を機能的・構造的に担う神経特異的膜
小器官である。中枢神経系では、神経細胞は、
分化の途上で各々予め定められた脳領域に
移動・配置した後、突起形成が起こり、脳領
域間には高度の機能特異的な投射・シナプス
が出来上がり、神経回路は形成されてくる。
出来上がったシナプスは、本質的に多様であ
るが、シナプス数、シナプス部位、シナプス
形態などがどのようにして制御されている
のかは、ほとんど明らかになっていない。ま
た、神経回路形成のダイナミクスそのものも
ほとんど解明されていない。 

研究代表者らは、これまで、長期可塑性の
分子機構を解明する目的で、1) CaMK-CREB経
路、2)神経アクチン細胞骨格再編成機構の２
つシグナル伝達系に着目し、関与するシグナ
ル分子を同定し、次々と機能解析を行ってき
た。その過程で、これら両伝達経路は、長期
可塑性のみならず、神経細胞形態変化を含む
長期的応答を、種々の局面で普遍的に制御す
る機構の一端である可能性が浮上した。 

そこで、本研究では、どのようなCREB制御
分子、さらにCREB下流の標的分子が実際に神
経回路形成に関与するのか、また、その際の
アクチン動態制御はどのように起こるのか、
徹底的に探索する。また、これらの解析を行
うために必要なシナプス形成・形態変化の可
視化・操作の手法の開発も行う。このような
技術が可能となれば、短期的には、障害され
た神経の機能的再生、また長期的には、特定
の神経回路の破綻に由来する神経変性疾患
や脳高次機能障害に対しても応用可能とな
ることが期待される。 
 
２．研究の目的 

 

本研究課題は、 

１）新規CREB活性制御キナーゼ候補とし
て同定したCaMKファミリーキナーゼ群の
神経回路形成・リモデリングにおける機能解
明、ならびに、 

２）活動依存的シナプスリモデリングの観
察とその基盤となる分子的実体の探索、 

という２つの柱からなり、そのための実験
計画として、次の３つのプロジェクトを進行
させた。 

1)新規CREB活性制御パスウェイの機能解析 

2)CaMK経路の神経回路形成における役割探
索 

3)分子scaffoldに着目した活動依存的シナプ
スリモデリング機構の解明 

 

３．研究の方法 

1)新規CREB活性制御パスウェイの機能解析 

CREBリン酸化の基質特異性を目安に、新た
な CREB活性制御キナーゼ候補を単離し、そ

の機能解析を行う。また、従来より CREBリ
ン酸化を担うことが示されている CaMKIV 経
路の synaptic tagging and capture におけ
る意義を解明する。加えて、CREB下流の標的
遺伝子のプロモータ解析を実施市、その制御
機構を明らかにする。 
 
2)CaMK経路の神経回路形成における役割探
索 

 CaMKK-CaMKI 経路の意義を解明するため、
ＲＮＡ干渉法に基づき、各 CaMKI アイソフォ
ームの役割を初代培養神経細胞ならびに in 
vivo脳発達期において明らかにする。さらに、
CaMK→低分子量Ｇタンパク室→アクチン制
御というシグナル伝達の存在を実証する。 
 
3)分子scaffoldに着目した活動依存的シナプ
スリモデリング機構の解明 

 プレシナプス・ポストシナプスにおいて代
表的ないくつかの scaffold タンパクに着目
し、それを介した分子間相互作用の意義につ
いて、初代培養神経細胞にて解明する。 
 
４．研究成果 
 
１）新規 CREB 活性制御パスウェイの機能解
析 

新規 CREB 活性制御キナーゼ候補として
CLICK-I,-II,-r（別名 Dclk1, Dclk2, Dclk3）
を同定・クローニングし、これらが CREB コ
アクチベータである CRTC1, CRTC2 の核移
行を直接阻止することを明らかにしたさら
に、CLICK-I,-II は N-末端に doublecortin 領
域を有し、これを通じて、幼弱神経細胞の微
小管バンドリングを誘導する活性ことを明
らかにした。（Ohmae et al. J. Biol. Chem. 

2006）。  

  一方、in vivo での CREB キナーゼ活性を
修飾するため、個体マウスでの投与系を模索
し、骨粗鬆症モデルにおいて、KN-93 投与に
よる CaMKK-CaMKIV カスケード抑制が著
効であることを実証した（Sato et al. Nature 



 

 

Arc 遺伝子の上流にある神経活動応答
エレメント（SARE）と転写因子複合体 

Med. 2006）。 

 さらに長期増強（LTP）形成における
CaMKK-CaMKIV 経路と CaMKII 経路の役
割 分 担 機 構 を 解 明 す る た め 、
STO-609(CaMKK 経 路 の 抑 制 ) と
AIP(CaMKII の特異的阻害)の 2 者を分別し
て薬理的投与する実験系を確立した。その結
果、LTP のさらなる長期化（L-LTP）のメカ
ニズムとして、タグ形成に CaMKII が、タグ
がリクルートする CREB 依存的翻訳の産物
合成促進に CaMKK-CaMKIV 経路が関与し
ていることを示した（ Redondo et al. J. 

Neurosci. 2010） 

  CaMKIV の下流で CREB 活性を調節する
シナプス活動の種類を探索していく過程で、
前初期遺伝子Arcのプロモータにおける神経
活動応答性エレメント SARE を発見した。こ
のエレメントは、100Hz, 1s 刺激 x10 回で 10

時間にわたり、持続的に転写活性化されるこ
とを見出した（Kawashima et al. PNAS 2009）。 

本 エ
レメント
は、クロ
マチン構
造上も転
写開始が
極めて容
易な特殊
領域であ
ることを
ChIP-Se

q などに
より明らかにした（Kim et al. Nature 2010）。 

 

２）CaMK 経路の神経回路形成における役割
の解明 

 

 CREB 修飾経路の候補キナーゼ単離の途
上で、新規の膜アンカー型 CaMK を世界で
初 め て 同 定 し た 。 こ の キ ナ ー ゼ
CLICK-III/CaMKIは樹状突起脂質ラフトに
局在し BDNF シグナルをラフト近傍に集積
する STEF/Rac 経路を介して、樹状突起伸展
に寄与するアクチンシグナルへ共役変換さ
せ る 機 能 を 有 す る こ と を 解 明 し た 。
CLICK-III-KO マウス由来の単離神経細胞の

解析からも、CLICK-III の樹状突起形成にお
ける役割が確認された（Takemoto-Kimura et al. 

Neuron 2007）。 

 

CaMKIを含む CaMKI subfamily は、５
種の遺伝子（CaMKIと CaMKIV）から
成るが、この subfamily のキナーゼの機能解
明は進展が遅い。これらは、すべて発生初期
の皮質板に発現しているが、神経回路形成に
おける機能解明は進んでいなかった。上記の
通り、ラフトの Rac 活性亢進を通じて樹状突
起伸展のみを特異的に促進する CaMKIの
意義が明らかになったため、逆に軸索伸展の
みを制御する CaMKI アイソフォームの可能
性を探索したところ、CaMKIがそのような
全く鏡像関係にある機能を有していること
を in vitro, in vivo で証明した（Ageta-Ishihara 

et al., J. Neurosci. 2009）。 

 

３）分子scaffoldに着目した活動依存的シナ
プスリモデリング機構の解明 

 

  RIM1はシナプス前部アクティブゾーン
の主要なスキャフォルド蛋白である。京大森
泰生研究室と共同にて、RIM1が電位依存性
Ca2+チャンネルのサブユニットと結合し、
チャンネルキネティックスの制御とシナプ
ス前終末における局在を制御することを解
明した（Kiyonaka et al. Nature Neurosci. 2007）。 

 

また、PSD-95 はシナプス後肥厚部 PSD に
最も豊富に含まれ、NMDA 受容体などの受
容体やシグナル伝達分子や細胞接着分子と
結合する足場タンパク質である。我々は、京
大藤吉好則研究室と共同で、リガンド結合不
全型 PSD-95 ドミナントネガティブ変異体の
過剰発現による表現型解析を初代培養海馬
錐体細胞で行った。その結果、変異 PDZ ド
メインの数を増すほど、その表現型（クラス
ター効率の低下、スパイン長の増大傾向）が
亢進し、さらに、クラスター効率とスパイン
の長さとの間に有意な負の相関関係があっ
た。synGAP 結合変異体の導入で PSD-95 変
異体と同様の表現型が得られたことから、
PSD-95 上の SynGAP 結合能により、PSD

のクラスター効率とスパインの長さが拮抗
的に調節されていることが明らかとなった



 

 

（Nonaka et al., J. Neurosci. 2006）。 

 

海馬細胞では神経活動にカルシウムシグ
ナルとアクチンシグナルが協調して PSD 構
成を制御している（Kuriu et al. J. Neurosci. 

2006）が、逆に、プルキンエ細胞のポストシ
ナプスでは、Shank を中心とした複合体のダ
イナミクスがカルシウムシグナルとアクチ
ンシグナルによって拮抗的に制御されてい
ることを明らかにした（ Fuse et al. in 

preparation）。 
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