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研究成果の概要（和文）：本研究では長期増強過程におけるシナプスでのRac活性化の可視化に成功した。NMDA型グル
タミン酸受容体およびCaMKII依存的な持続するRac 活性はスパインの構造維持に必須であった。Rac活性化因子TIAM1は
、Rac活性化、シナプス伝達効率とスパイン形態維持の両面に必要であった。TIAM1とCaMKIIは刺激を受けたスパイン内
でシグナル複合体を形成した。この複合体は、カルシウム、カルモデュリン依存的に形成されるが、刺激後長期にわた
り維持された。この複合体内ではCaMKIIは活性化されており、TIAM1-CaMKIIがスパイン構造を長期間維持するメカニズ
ムであることが考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this grant period, we have successfully visualized Rac activation induced by 
LTP stimulation by two-photon fluorescent lifetime imaging microscopy (2pFLIM). The Rac 2pFLIM revealed 
that Rac activation lasted more than 30 min post LTP stimulation, which depended on NMDA-receptor, 
CaMKII, and TIAM1. We also demonstrated that CaMKII was locked in active conformation through interaction 
with TIAM1 in independently from phosphorylation of Thr-286.

研究分野：神経科学一般

キーワード： シナプス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

長期増強刺激を受け肥大化したス

パインは刺激が消失した後も元のサイズに

戻ることなく形態を維持する。これにはアク

チン重合状態の維持が関わるが（Okamoto 

etal., 2009）、いったいどのような分子機序

によってアクチン重合状態が維持されるの

であろうか？ Rho 族 小 GTPase は Rac, Rho, 

Cdc42 より構成されアクチン細胞骨格系を制

御する重要な情報伝達経路として幅広く研

究されている（Saneyoshi et al., 2010）。

シナプス可塑性の中心分子であるCaMKIIは、

Rho 族の上流分子として機能する（Murakoshi 

etal., 2011）。しかし、CaMKII は LTP の誘導

に必須であるものの、維持には寄与しない

（Chen et al., 2001; Buard et al., 2010）。

実際、単一スパインレベルでの CaMKII の活

性化状態は数十秒間しか持続しない。一方、

Rho 経路下流の cofilin のリン酸化状態は、

LTP 誘導刺激後少なくとも３０分間は持続す

る（Chen et al., 2007）。また、Rac 活性は

少なくとも５分間は持続する（未発表）。従

って、スパイン構造維持に働くシグナル伝達

は CaMKII より下流で活性化状態が維持され

る機構があると考えられる。 

これまでの研究により電気生理学

的に測定したLTP はRac阻害剤により阻害さ

れ（ Martinez andTejada-Simon, 2011）、さ

らに Rac1 変異マウスでは LTP および記憶、

学習に障害が観察される（Haditsch et al., 

2009）。これらの研究から Rac 分子は LTP の

誘導および維持の両方に関わることが示唆

されている。sLTP ではどのような役割をして

いるのだろうか？本研究計画の作業仮説は、

１）Rac によって活性化された Pak が Rac 活

性化因子、betaPIX を活性化し更なる Rac 活

性化をもたらす。２）同時に Pak は Rac 阻害

因子（RhoGDI）をリン酸化し、Rac から遊離

させることで Rac を活性化しやすくさせる。

これら二つの仕組みによりRac活性のフィー

ドバックループが成立する。それ以外に RhoA

による制御も考えられている。以上、これま

では Racを活性化する方法も Rac活性を測定

する方法もなかったため、単一スパインでの

Rac 活性のポジティブフィードバックループ

の検証が不可能であった。申請者の開発した

Rac 活性バイオセンサーと光活性化 Rac

（PA-Rac）の組み合わせによって初めて検証

可能な仮説である。 

２．研究の目的 

海馬長期増強現象（LTP）は、シナ

プス伝達効率が、一度受けた刺激に対して長

期間にわたって上昇する現象であり、記憶・

学習の細胞レベルでのモデルであると考え

られている。近年 LTP 誘導刺激によりアクチ

ン細胞骨格によるスパインの体積が増大し、

それが維持される事（シナプス構造可塑性、

sLTP）が見いだされた。LTP誘導におけるNMDA

型グルタミン酸受容体とそれによる Ca2+上昇

は一過性である為、アクチンに至るシグナル

カスケードのいずれかの段階で、シグナル活

性が長期的に維持される必要がある。申請者

はこれまでRhoファミリーについての研究を

行った結果、特に Rac がスパインのアクチン

制御の中心分子である事を見いだしてきた。

その過程で興味深い事にRacの下流分子であ

る Pakが Rac の上流分子を活性化させる事に

気づいた。この事実から、スパインの構造維

持にRacタンパク質のシグナルのポジティブ

フィードバック機構が関わるという仮説を

立てた。本研究計画ではこの仮説を光活性化

型 Rac、ならびに Rac 活性プローブという二

つの新技術を用いて検証する。  

３．研究の方法 

ラット培養海馬切片に遺伝子銃（バ

イオラッド社）を用いて各バイオセンサーを

発現させる。遺伝子導入後１日から２日後に

二光子顕微鏡（オリンパス社）を用いて観察

する。観察用レーザーは910 nmに設定し、刺

激用レーザーは720 nmに設定する。蛍光寿命



測定はSPC-830 (Becker&Hickl社)を用いる。

海馬切片は人工脳髄液に還流しておき、刺激

前１５分間、刺激後３０分間２分間隔で撮影

する。光活性化Racの活性化はラット培養海馬

切片にPA-Racとバイオセンサーを共発現させ、

二光子顕微鏡下（観察レーザー1030 nm, 刺激

レーザー720 nm）でRacの活性化による効果を

FLIM-FRETで解析する。 

４．研究成果 

（１）Rac はシナプス構造可塑性に必要十分

な分子である。Rac 阻害剤 EHT1864 で Rac 活

性化を阻害すると構造可塑性が有意に減少

した。また、阻害剤を LTP 刺激後、５分、１

５分後に添加してもスパインの構造が縮小

した。すなわち、Rac 活性化スパイン構造維

持に必要な分子であることがわかった。また、

光活性化 Racを用い単一スパインで Rac活性

化を起こすとスパイン体積増大、アクチン重

合の亢進が観察され、このプロセスは Rac 阻

害剤、Pak 阻害剤に感受性があり、CaMKII 阻

害剤では影響を受けないことからRac活性化

がシナプス構造可塑性の十分因子であるこ

とがわかった。さらに、Rac バイオセンサー

を用いたイメージング実験によりRac活性化

は刺激後３０分以上持続し、それは CaMKII, 

NMDA 受容体依存的な活性化であることがわ

かった。 

（２）Rac 活性化分子、TIAM1 はシナプス可

塑性に必要な分子である。Rac 活性化のメカ

ニズムを知る為、NMDA 受容体の影響を受ける

３つの Rac 活性化分子、TIAM1, Kalirin7, 

betaPIX についてノックダウンによる構造可

塑性に与える影響を調べた。すべての分子の

ノックダウンにより構造可塑性が有意に減

少した。CaMKII との相互作用を調べたところ、

TIAM1 のみが CaMKII と強く結合した。TIAM1

に焦点を当て、ドミナントネガティブ TIAM1

発現による構造可塑性およびシナプス可塑

性に与える影響を調べた。構造可塑性、Rac

活性化、シナプス可塑性すべてドミナントネ

ガティブ TIAM1 により減少または消失した。

すなわち、TIAM1 はシナプス可塑性の必須分

子であることがわかった。 

（３）CaMKII と TIAM1 はスパインで活性化シ

グナル複合体として機能する。続いて TIAM1

と CaMKII相互作用について詳細に検討した。

TIAM１は CaMKII とカルシウム、カルモデュ

リン依存的に結合するが、一旦結合すると安

定な結合になり、カルシウムを除いても複合

体は壊れない。ペプチド阻害、CaMKII 変異体

実験からこの相互作用は TIAM1 のアミノ酸

1543-1557 に CaMKII の T-site を介して行わ

れることもわかった。さらに、この複合体で

の CaMKII の酵素活性を調べるとカルモデュ

リ非依存的活性を示した。従って、TIAM1 が

CaMKII によるリン酸化により活性化される

事実と合わせると TIAM1-CaMKII 複合体は恒

常的活性型シグナル複合体であることがわ

かる。スパインでの TIAM1-CaMKII 複合体形

成を 2pFLIM イメージングするとグルタミン

酸刺激により複合体が形成され、その後３０

分以上スパイン内で複合体は持続して観察

された。以上により TIAM1-CaMKII 複合体は

シナプスにおける新しい形態維持装置とし

て機能するモデルを提唱する。 
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