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研究成果の概要（和文）：  

 我々は CaMKIIを自己リン酸化させるとアクチンとの相互作用低下することを見いだし、それ
がアクチン結合領域に存在する多くのセリンとスレオニンの自己リン酸化によることを見いだ
した。CaMKII は神経活動が基底状態下で actin を束化しているが、活性化により F-actin か
ら遊離し、それにより actin が修飾され、構造可塑性が引き起こされると考えられた。これら
の事実は CaMKII が構造可塑性のゲートとして機能していることを示唆する。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We found autophosphorylation of CaMKII on multiple serine and threonine residues 
on F-actin binding domain detaches CaMKII from F-actin.  We concluded that 
CaMKII bundles F-actin under basal neuronal activity but when it is activated, it 
releases F-actin, thereby allowing its modification.  This results in structural 
plasticity.  In this way, we speculate that CaMKII act as a gate of structural plasticity. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 我々は海馬長期増強(LTP)ならびに長期抑
圧(LTD)の誘導に伴い樹上突起 spine の形態
が急速に変化する事を見いだし、シナプスの
構造がこれまで考えられてきたよりダイナ
ミックな事を示した。 
 

２．研究の目的 

 

 この「構造可塑性」に至る分子機構を明ら
かにするために、シナプス後部に多量に存在
す る シ グ ナ ル 分 子 で あ る
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 
(CaMKII)に注目し、CaMKIIが F-actinを束化
する事で細胞骨格の一員として機能する事
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を示し、そのシナプスの機能的、構造的可塑
性との関係について理解する事を主目的と
した。 
 

３．研究の方法 

 質量分析はハーバード大学の質量分析計
室、抗リン酸化タンパク質抗体の作成は
Covance社に依頼した。FRET-FLIMはオリン
パス社二光子顕微鏡を用い、Becker & Hickl
社製 SPC-730または SPC−830 を用い、計測し
た。構造可塑性は幼弱ラット由来海馬スライ
ス培養を用い、MNI-グルタミン酸を uncaging
することにより誘導した。LTPはレンチウイ
ルスを幼弱ラットに注入し、２週間後に急性
切片を作成した上で全細胞記録で記録した。
KillerRedは二光子顕微鏡を用い 900 nmで活
性化させた。 
 
 その他の分子生物学的手法、生化学的手法
は標準的な方法を用いている。 
 
４．研究成果 
 まず、アクチンとの相互作用の調節に必要
なリン酸化部位を決定するため、質量分析計
を用いてリン酸化を検出した。その結果、ア
クチン結合領域に存在する多くのセリンと
スレオニンがほとんどリン酸化を受けるこ
とが明らかになった。そのうち S331 と S371
に対する抗リン酸化タンパク質抗体を作成
して、リン酸化の時系列を検討したところ、
これのリン酸化はよく知られている T287 の
リン酸化と比較してゆっくりと上昇し、また、
同じオリゴマーの異なったサブユニット間
でおこることが分かった。 
 
 この部位がリン酸化されることにより
CaMKII がアクチンから遊離するかを検討す
るため、アスパラギン酸に置換した変異体を
作成した。その結果、アクチンとの結合が弱
くなり、同時にシナプスへの集積が減弱する
ことが見いだされた。これはアクチンとの結
合の減弱を観察しているものと考えられる。
また、アクチンとの FRET を用いることでシ
ナプスにおいてアクチンとの結合を観察し
たところ、グルタミン酸のアンケージングに
より、一過性にアクチンとの結合が減弱する
こと、またアラニン変異体はその減弱がみら
れないことが明らかになった。 
 
 構造可塑性と CaMKII による F-actin 束化
調節の機能解析を行い、シナプスの CaMKIIb
は F-actin を束化しており構造可塑性には
CaMKII の遊離が必要であるという仮説を検
証した。このため、アラニン変異体をドミナ
ントネガティブ体として用い、spine の構造
可塑性が阻害されるかを検討した。その結果、
グルタミン酸のアンケージングによる構造

可塑性が阻害され、仮説が正しいことが実証
された。また、同じ変異体により電気生理学
的に測定される LTPも阻害された。 
 
 次になぜ CaMKII がアクチンから離脱しな
いと構造可塑性がおこらないかを考察した。
CaMKII がアクチンを束化することにより、そ
の他のアクチン結合因子との結合を抑えて
いるのではないかと考えた。これを実証する
ため、ピレンアクチン重合実験などを用い、
アクチンと CaMKII の共存下では、コフィリ
ン、ゲルゾリン、Arp2/3とアクチンとの相互
作用が抑えられることが分かった。このこと
から、CaMKII はアクチンの修飾を阻害してい
ることが分かった。これにより、シナプス形
態を維持しているものと考えられる。 
 
 この機構がシナプスの構造可塑性に関与
し て い る か を 検 討 す る た め 、
chromophore-assisted light inactivation 
(CALI)を用いた、F-actin 束化調節の機能解
析を行った。GFP ファミリー蛋白の一つであ
る KillerRed を用い、光照射により CaMKII
を活性化させる事なく F-actinから遊離させ
る。その上で spine の形態がどう変化するか
を検討した。その結果、CALI を用いて、CaMKII
を活性化させる事なく F-actinから遊離させ
るのにグルタミン酸のアンケージングを加
えると、それだけで構造可塑性が誘導できる
ことが分かった。 

 

 以上より、CaMKII は神経活動が基底状態
下で actin を束化しているが、活性化により
F-actin から遊離し、それにより actin が修飾
され、構造可塑性が引き起こされると考えら
れた。いわば CaMKII は構造可塑性のゲート
として機能するのではないかと考えられた。 
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