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研究成果の概要（和文）：  

IRBIT による CaMKIIα 活性制御の分子機構およびその生理的意義を明らかにし、脳神経系にお
ける IRBIT の役割を解明するため、in vitro kinase assay, 細胞株発現系、培養神経細胞およ
び IRBIT を全身で欠損した IRBIT KO マウスを用いて IRBIT が CaMKIIα 活性に及ぼす効果を検
討した。いずれの実験系においても IRBIT が CaMKIIα 活性を抑制する事を明らかにした。さら
にIRBIT KOマウスが学習行動試験や社会性行動試験等の行動実験において行動異常を示す事を
明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：An IP3R binding protein termed IRBIT (IP3R binding protein released 
with inositol 1,4,5-trisphosphate) that interacts with the IP3 binding core domain of 
IP3R and regulate the IP3 sensitivity of IP3R. Recently, we identified 
calcium/calmodulin-dependent kinase II alpha (CaMKIIα) as an IRBIT binding protein. In 
this study, we investigated the effect of IRBIT on the CaMKIIα activity and analyzed 
IRBIT KO mice to explain the function of IRBIT in the central nervous system. 
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１．研究開始当初の背景 
アービット(IRBIT, IP3R binding protein 
released with inositol 1,4,5- 

trisphosphate)は IP3 受容体(IP3R)からイノ
シトール３リン酸(IP3)により解離する分子
として同定された分子量約 60kDaの蛋白質で、
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N 末端側に特徴的なセリンリッチ領域、Ｃ末
端側にコイルドコイル領域および NAD+結合
領域を持つ。また IRBIT のＣ末端はアミノ酸
代 謝 酵 素 の 一 つ で あ る
S-adenosylhomocysteine hydrolase/AHCY と
51%の相同性を持つが、酵素活性は有してお
らず IRBITの機能については全く未知であっ
た 。 (Ando H et al. 2003, JBC, 278: 
10602-10612) 。 
近年、セリンリッチ領域がリン酸化された
IRBIT が IP3に擬態する事で IP3R に対し IP3

と競合的に結合し、IP3R の Ca2+放出活性を調
節する事が明らかにされた(Ando H et al. 
2006, Mol Cell. 22: 795-806.)。IRBIT によ
るIP3Rの活性制御は細胞内Ca2+振動の高さと
頻度を決める重要な因子であると考えらて
いる。 
さらに、IRBIT が細胞膜上の Na+/HCO3 – 
cotransporter 1 (pNBC1)の活性を制御し細
胞内外の pH 環境を調節する事を明らかにし
た(Shirakabe K et al. 2006, PNAS, 103: 
9542 - 9547. )。 
IRBIT は当初、小脳マイクロソーム画分から
IP3R の相互作用分子として同定され、脳に豊
富に存在している事がわかっている。しかし
ながら、これまで脳神経系に重点を置いた研
究は報告がなく、脳神経系における IRBIT の
役割については未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
我々は IRBITが記憶学習において重要な働き
を担う海馬神経細胞に豊富に存在している
事を見出した。この事は IRBIT が記憶学習の
基盤現象と考えられる神経可塑性に寄与し
ている可能性を示唆する。また、IRBIT は IP3R
の Ca2+放出活性を調節するだけでなく、pNBC1
の活性を制御し pH 環境調節を行うといった
様に,相互作用相手を変える事で多機能に働
く分子である。よって IP3R, pNBC1 だけでな
く未知の蛋白質との相互作用によりこれま
で知られていない新たな機能を脳神経系に
おいて担っている可能性が考えられる。本研
究では、海馬における IRBIT 新規相互作用分
子 と し て 同 定 し た
calcium/calmodulin-dependent kinase II 
alpha (CaMKIIα)に着目し、IRBIT による
CaMKIIα 活性制御の可能性について検討し、
IRBIT の神経可塑性における役割を明らかに
する事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（1）大腸菌および昆虫細胞発現系を用いて
精製 IRBIT ならびに精製 CaMKIIa を作成し、
In vitro kinase assay を用いて IRBIT が
CaMKIIa 活性に及ぼす効果を検討した。 
 

（2）細胞株ならびに培養神経細胞を用いて
IRBIT を過剰発現または発現抑制した際の
CaMKIIα 活性を評価し、細胞内での IRBIT に
よる CaMKIIα 活性制御を評価した。 
 
（3）IRBIT を全身で欠失させた IRBIT KO マ
ウスの作成と表現型解析 
 
IRBIT KO マウスを用いて、胎児由来線維芽
細胞(MEF 細胞)および培養神経細胞を調製し、
IRBIT欠失がCaMKIIα活性に及ぼす効果を培
養細胞レベルで検討した。 
 
IRBIT KO マウスを用いた細胞組織学的解析
および行動学的解析により神経発生および
脳高次機能における IRBITの機能を解析した。 
 
４．研究成果 
IRBITによるCaMKIIα活性制御の分子機構を
解明するため、大腸菌または昆虫細胞を用い
て IRBIT および CaMKIIα の精製タンパク質
を調整し、CaMKIIα によりリン酸化される事
が知られている Homer3 の精製蛋白質および
Homer3のリン酸化特異的抗体を用いて IRBIT
が CaMKIIα 活性与える効果を評価した。 
その結果、In vitro kinase assay において、
IRBIT添加量依存的にHomer3のリン酸化が抑
制される事がわかった。この結果は IRBIT が
CaMKIIα の活性を抑制的に制御している事
を示唆している。 
次に、合成ペプチドを基質として放射性同位
体を用いた in vitro kinase assay により
IRBITがCaMKIIαの活性に及ぼす効果を種々
の条件で定量的に評価した。IRBIT,基質、カ
ルモジュリン(CaM)および ATP 濃度を変える
事で IRBITの阻害様式について解析したとこ
ろ、低濃度の IRBIT 存在下において、IRBIT
は CaM に対し競合阻害様式を示し、基質、ATP
に関しては非競合阻害様式であった。この事
から IRBIT は CaM と競合的に CaMKIIα に結
合することで活性を抑える働きをしている
事がわかった。 
この結果は、CaMKIIα の調節領域に IRBIT が
結合すること、また結合した IRBIT が過剰量
の Ca2+/CaM により溶出されるという結合実
験の結果ともよく一致している。 
しかしながら、高濃度の IRBIT 存在下では、
IRBITはCaMに対し単純な競合阻害ではなく、
複合阻害様式を示したことから、高濃度の
IRBIT 存在下では単純な結合阻害に加えて何
らかの協同するメカニズムが存在している
事を示唆している。CaMKIIα は自身のリン酸
化状態により正の制御(Thr286 のリン酸化)
および負の制御(Thr305/306 のリン酸化)を
受ける。また、IRBIT および CaMKIIα はいず
れも単量体ではなく、多量体で存在すると考
えられていることからIRBITによるCaMKIIα



 

 

の活性制御においても正または負の共同性
が存在することが考えられる。高濃度 IRBIT
存在下での複合阻害様式について理解する
ためにはこれらの要素を考慮したより詳細
な解析および多量体を考慮した計算モデル
解析等が必要である。現在までに、表面プラ
ズモン共鳴を用いた定量的相互作用解析シ
ステムを用いて IRBIT と CaMKIIα の結合を
検出する事に成功し、見かけ上の結合強度を
算出する事ができた。さらに、この結合が
Ca2+/CaM の添加により濃度依存的に阻害さ
れる事もわかった。これらの定量的な実験系
を用いて結合と CaMKIIα の活性を定量的に
評価し、IRBIT による CaMKIIα 活性制御機構
をより詳細に解析していく事が今後の課題
である。 

次に、CaMKIIα を安定的に発現する

HEK-293 細胞を樹立し細胞レベルで IRBIT の

効果を検証した。IRBIT を過剰発現または

siRNA により発現抑制した結果、IRBIT 過剰

発現により CaMKIIα の活性が抑制され、

IRBIT発現抑制によりCaMKIIαの活性が亢進

する事がわかった。これらの結果は、細胞内

においても IRBIT が CaMKIIα と CaM の結合

を競合阻害することで、その活性を抑える事

を示唆している。 

次に、IRBIT による CaMKIIα 活性制御機構

が脳神経系に果たす役割を解析するため、

IRBIT ノックアウトマウスの作成を行った。 

IRBIT ノックアウトマウスの作成は、

Cre-loxP システムを用いる事で全身または

部位特異的に IRBIT遺伝子を欠損できる様に

デザインした。 

IRBIT遺伝子のイントロン内にloxP配列を導

入した IRBIT loxP マウスの樹立を PCR 法お

よびサザンブロッティング法で確認した。 

IRBIT loxP マウスと卵形成時から Cre組み換

え酵素を発現する EIIa-Cre マウスを交配す

る事で、全身でIRBIT遺伝子を欠失するIRBIT 

KO マウスの作成に成功した。 

IRBIT KO マウスにおける IRBIT 蛋白質の欠

失は、ウェスタブロッティング法で確認した。 

IRBIT KOマウスの各部位から組織染色用切

片を作成し、HE 染色ならびに脳においてはニ

ッスル染色を用いて形態学的解析を行った

ところ、臓器形成段階における明らかな異常

は確認されなかった。 

次に、IRBIT KO マウスの胎児を用いたマ

ウス胎仔由来線維芽細胞(MEF 細胞)を樹立し、

IRBIT KO MEF 細胞における CaMKIIα の活性

を、蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を利用し

た CaMKIIα 活性プローブ“Camuiα”を用い

て調べた。 

その結果,前述した HEK-293 細胞を用いた

実験の結果と一致して、IRBIT KO MEF 細胞に

おいて CaMKIIα の活性が有意に亢進してい

た。さらに、IRBIT KO MEF 細胞における

CaMKIIα の活性亢進は、外因性の IRBIT を発

現させることでコントロールレベルまで抑

えられた。 
さらに、IRBIT KO マウス胎児を用いた初代
海馬培養神経細胞を調整し、活性化型
CaMKIIα(T286 リン酸化 CaMKIIα)を特異的
に認識する抗体を用いて CaMKIIα の活性化
レベルを解析した。その結果、IRBIT KO マウ
スから調整した海馬培養神経細胞において
活性化型 CaMKIIα の割合が増加しているこ
とがわかった。また、Camuiα を海馬培養神
経細胞に導入し、NMDA 刺激により生じる
CaMKIIα 活性化を観察したところ、IRBIT KO
マウスから調整した海馬培養神経細胞にお
いて CaMKIIα 活性化が有意に亢進している
ことがわかった。 
次に、IRBIT KO マウス海馬組織サンプルを
調製し、ウェスタンブロット法により
CaMKIIα の自己リン酸化ならびに、CaMKIIα
によりリン酸化される事が報告されている
GluR1のSer831のリン酸化を特異的に認識す
る抗体を用いて GluR1のリン酸化レベルを比
較したところ、IRBIT KO マウスの海馬組織
において CaMKIIα および GluR1 のリン酸化
が亢進していた。これらの結果から、IRBIT
が海馬神経細胞において CaMKIIα 活性を制
御し、記憶や学習等の脳高次機能に大きな役
割を果たす事が期待される。 
そこで、IRBIT KO マウスおよびコントロー
ルマウスを用いて、種々の行動解析を行った。
その結果、自発活動活性、オープンフィール
ド試験、聴覚性驚愕反応試験、バーンズ迷路、
T 字型迷路、恐怖条件付け試験などの試験に
おいて IRBIT KO マウスが行動異常を示す事
を明らかにした。 
これらの結果は海馬神経細胞において IRBIT
が CaMKIIαの活性制御を介して記憶学習と
いった脳高次機能に寄与する事を示唆して
おり、IRBIT による CaMKIIαの活性制御の障
害が学習障害、社会性異常といった人におけ
る脳発達障害等に関わっている事が考えら
れる。 
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