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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が分子同定を行い、神経樹状突起形成におけ

る役割と脂質修飾過程を明らかとしてきた、膜挿入型カルシウム/カルモジュリン依存性蛋白質

リン酸化酵素(CaMK)である CLICK-III/CaMKIに焦点を当て、本酵素のマウス個体における生理

的機能の解明を目指す。そのために、in vitro 培養系によるシグナリング経路の解明に加えて

ノックアウトマウスを用いた脳組織構築異常、行動異常の探索を行った。また、マウス脳内へ

の遺伝子導入法を確立し、より詳細な細胞形態異常について検討した。 

 

研究成果の概要（英文）：We previously identified and cloned CLICK-III/CaMKI a novel 

lipid-anchored neuronal CaM kinase, which we further showed played a critical role in 

dendritogenesis in cultured cortical neurons. Here, we attempted to investigate the 

physiological functions of this kinase in mouse tissues in vivo. In order to obtain clues 

about the neuronal functions associated with CLICK-III/CaMKIwe generated a knockout 

mouse with a view to carrying out histological and behavioral analyses. Furthermore, we 

established in vivo gene transfer methods to study the impact of CLICK-III and related 

CaMKI isoforms in regulating fine neuronal morphologies during brain development. 
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１．研究開始当初の背景 

神経カルシウム流入は、神経回路形成にお

いて必須である神経細胞の形態変化・細胞移

動や脳の層構造構築にとってきわめて重要

な意義を有する。しかしながら、実際にカル

シウムによって制御される回路形成・再編成
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機構や、カルシウムの下流分子機構には不明

な点が多く、これらの過程の障害が脳機能の

異常の引き金となると考えられることから、

その分子機構の探索は喫緊の課題である。  

カルシウム/カルモジュリン依存性蛋白質

リン酸化酵素群(CaMキナーゼまたは CaMK)は、

カルシウム/カルモジュリン複合体によって

速やかに活性化され神経系において発現が

高いという性質を有し、神経回路機能におけ

る役割が注目される。研究代表者は、自ら発

見した新規膜挿入型カルシウム/カルモジュ

リン依存性蛋白質リン酸化酵素(CaM キナー

ゼまたは CaMK)である CLICK-III/CaMKI

（Takemoto-Kimura et al. JBC 2003）が、

脂質修飾によりラフト膜へ選択的に挿入さ

れ、その結果カルシウム依存的な樹状突起伸

展を制御することを明らかにした

（Takemoto-Kimura et al. Neuron 2007）。

そこで、本研究課題は、研究開始時に既に得

られていたこれらの成果に基づき、脂質修飾

型 CaMK である CLICK-III による神経機能制

御を更に推進し、神経回路形成・回路再編成

における機能や、個体行動制御における CaMK

脂質修飾の意義を総合的に理解し立証する

ことを目指した。 

 

２．研究の目的 

 ラフト膜挿入型 CaMK である CLICK-III が

ラフト膜挿入され樹状突起形成を制御する

細胞内シグナリング機構を解明する。またノ

ックアウトマウスを用いてマウス個体の神

経回路形成や、神経回路再編成、更には個体

行動制御における CLICK-III 機能を明らかと

し、CaMK 脂質修飾の意義を個体レベルで立証

する。これらの研究を通して、酵素・細胞・

個体といった多階層生命現象における CaMK

脂質修飾の意義を総合的に理解することを

目指す。 

 

３．研究の方法 

（１） 神経突起伸展を制御する CLICK-III

を中心とした情報伝達系の解明 。 

① 大脳皮質初代神経培養を用い、ノックダ

ウンベクターや過剰発現ベクターを発現さ

せた際の神経突起伸展を計測することで、細

胞内情報伝達機構の解明を行う。 

② これまで大腸菌での精製が困難であっ

た全長のリコンビナントリン酸化酵素を、

Sf9 細胞を用いて発現・精製し、至適活性化

条件や下流基質の同定を生化学的な手法を

用いて推進する。 

 

（２）ノックアウトマウス作出によるマウス

個体内神経機能における CLICK-IIIの役割解

明。 

① 脳組織構築の異常や細胞形態の異常が

認められるか、組織学的な手法により検討す

る。 

② 生体脳内にて CLICK-III の発現が多い辺

縁系機能に着目した行動解析を行う。 

 

４．研究成果 

（１）初代大脳皮質神経細胞培養における

CLICK-III 樹状突起伸展作用の分子機構を更

に探索するため、類似キナーゼによる突起伸

展作用を検討した結果、同じファミリーに属

する CaMKI、、は樹状突起伸展作用を有し

ていないことが分かった。一方、CaMKIは樹

状突起ではなく軸索伸長を促進させる作用

を有することを新たに見出し、類似 CaM キナ

ーゼによる軸索・樹状突起伸展という他に類

を見ない細胞現象を発見した

（Ageta-Ishihara et al. J. Neurosci. 2009）。 

図１:CLICK-III ノックダウン（shKI）と CaMKI

ノックダウン（shKI）による、樹状突起短縮（青

矢印）と軸索短縮（赤矢頭）。 



 

 

（２）in vitro にて生化学的特性を明らかと

するために、これまで全長の精製が非常に困

難であった、全長 CLICK-III リコンビナント

蛋白質発現を、Sf9 細胞を用いて確立するこ

とに成功した。精製方法を確立後、リコンビ

ナントタンパク質の酵素活性を検討し、in 

vitro における本酵素の活性化には Ca2+/CaM

ならびに上流リン酸化酵素によるリン酸化

が重要であることを明らかとした。 

 

（３）CLICK-III ノックアウトマウスを用い

た脳組織構築異常の探索を行い、顕著な異常

が認められないことを明らかとした。また各

種神経細胞マーカーとの２重染色を行い、本

酵素の脳内における分布を検討した。 

 

（４）これまで技術的困難により進展が比較

的遅れていた、in vivo における各酵素の機

能を解明するために、in utero 

electroporation や in utero virus 

infection の実験系を確立し、それぞれの酵

素のノックダウンベクターを導入した。その

結果、CaMKIのノックダウンにより in vivo

においても軸索伸長が障害されることを示

した（図 2）。本知見は、これまで不明であっ

た CaMKI ファミリーの初めての in vivo 機能

として注目される。 

 

図２：.交連線維軸索先端における CaMKI-ノックダ

ウンの効果 

 

更に、CLICK-III ノックアウトマウスを用

いて in utero electroporation 法やレンチ

ウイルスを用いて神経細胞の形態を可視化

し、in vivo における樹状突起形態異常の有

無を検討した。 

 

（５）生体脳内において CLICK-III の発現が

多い辺縁系機能に着目した行動解析を、世界

に先駆けて作出した CLICK-III ノックアウト

マウスを用いて着手し、複数の行動実験系に

おいてノックアウトマウスで異常を認める

可能性を見出した。 
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