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研究成果の概要（和文）：神経シナプスは特殊化した細胞膜ドメインの接着部位からなり、これら膜ドメインの
ダイナミックな改変はシナプス可塑性に重要な役割を果たす。これまでに、私共はパルミトイル化脂質修飾関連
酵素の細胞膜局所における動的活性変化が、シナプス膜ドメイン構築の基盤的機構の一つであることを見出して
きた。本研究では、パルミトイル化酵素や脱パルミトイル化酵素の活性を光遺伝学的に人工操作するプローブの
開発を試みた。具体的にはLight-Oxygen-Voltage sensing (LOV2)やCRY2-CIB1、LOVTRAP、Zdk1-iLIDシステムを
検討し、これらの中から酵素活性を光操作するための手がかりを得た。

研究成果の概要（英文）：The neuronal synapse comprises specialized membrane domains and their 
dynamic remodeling plays an important role in synaptic plasticity. So far, we proposed that the 
dynamic change in (de)palmitoylating enzyme activity at local synapses is a critical factor for 
reorganization of synaptic membrane domains. In this study, we aimed at creating the optogenetic 
probes that spatio-temporally manipulate the (de)palmitoylating enzyme activity. Taking advantage of
 LOV2, CRY2-CIB1, LOVTRAP and Zdk1-iLID systems, we got a promising clue.

研究分野：神経科学、細胞生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景	
神経シナプス後部の細胞膜領域は、グルタミ
ン酸受容体などの膜蛋白質が集積し機能す
るために特殊化しており、Postsynaptic	
density（PSD）と呼ばれている。この PSD 領
域は静的で均一なものではなく、神経活動依
存的にその構造や質（構成成分）がダイナミ
ックに改変される。例えば、シナプス可塑性
のモデルであるシナプス伝達の長期増強
（LTP）時には、PSD 領域の改変が起こり、シ
ナプス外細胞膜（非 PSD 領域）に存在するリ
ザーブプールの AMPA 型グルタミン酸受容体
（AMPA 受容体）が PSD でより効率的に捕捉さ
れ、PSD における AMPA 受容体密度が上昇する
と考えられている（Grangerら	Nature	2014）。
しかし、PSD 構造の超微小性（<	1	mm サイズ）
と生化学的特殊性のため、PSD 構築改変とシ
ナプス可塑性との因果関係は十分に実証さ
れていない。	
	 PSD-95 は PSD 構成蛋白質の約 2％を占め、
PSD 構造のコア（核）となるだけでなく、足
場蛋白質として AMPA 受容体を PSD で捕捉す
る。重要なことに、膜貫通領域を有さない
PSD-95 が PSD に局在するには、パルミトイル
化と呼ばれる脂質修飾が必須である。私共は
PSD-95 をパルミトイル化する酵素群(DHHC 蛋
白質)を同定し、その機能解析を通じて AMPA
受容体の制御機構を明らかにしてきた	(深
田ら	Neuron	 2004;	則竹ら	J	 Cell	 Biol	
2009;	深田ら	Nat	Rev	Neurosci	2010)。ま
た、パルミトイル化 PSD-95 を可視化する分
子プローブの開発に成功し、超解像 STED 顕
微鏡を組み合わせて、PSD 膜がナノメートル
サイズの構造単位（PSD ナノドメイン）の集
合体であることを発見した	(深田ら	J	Cell	
Biol	2013)。興味深いことに、PSD ナノドメ
インの PSD-95 は持続的にパルミトイル化状
態と脱パルミトイル化状態の間をサイクル
しており、シナプス膜上のパルミトイル化酵
素 ZDHHC2 活性が直接 PSD ナノドメインを形
成､維持することが強く示唆された。このよ
うに、PSD 構築にはパルミトイル化修飾によ
る動的な制御が関与することが示唆される
ようになってきた。	
	
２．研究の目的	
上述のように、私共はパルミトイル化脂質修
飾関連酵素（パルミトイル化および脱パルミ
トイル化酵素）の細胞膜局所における動的活
性変化が、PSD 構築の基盤的機構の一つであ
ることを見出してきた。本研究では、パルミ
トイル化酵素や脱パルミトイル化酵素の活
性を光遺伝学的に人工操作するプローブを
開発し、PSD 膜ドメインを時空間的に改変す
ることを目的とする。本研究により、パル
ミトイル化酵素と脱パルミトイル化酵素を
特定の細胞膜で自在に活性化することが可
能となれば、これら膜ドメインにおけるパ
ルミトイル化修飾の普遍的な役割が解明さ
れることが期待される。	

３．研究の方法	
パルミトイル化・脱パルミトイル化酵素の光操
作プローブを開発するために、PSD-95 パルミ
トイル化酵素 ZDHHC2 と脱パルミトイル化酵
素候補 ABHD17 に、さまざまなパターンで
LOV2(Light-Oxygen-Voltage	sensing)ドメイ
ンを融合させたコンストラクト･ライブラリ
ーを作成する。酵素活性が遮光条件下（暗状
態）で抑制され、光刺激下（明状態）で復活
するコンストラクトを生化学的、細胞生物学
的に評価し、ライブラリーから単離する。	
	
４．研究成果	
本研究では、パルミトイル化酵素や脱パルミ
トイル化酵素の活性を光遺伝学的に人工操
作する手法の開発を試みた。	
（１）まず、PSD-95 の脱パルミトイル化酵素
として ABHD17 ファミリー（ABHD17A、ABHD17B、
ABHD17C）を同定した。そして、ABHD17 を海
馬神経細胞に過剰発現させると、PSD におけ
る PSD-95 や AMPA 受容体が激減し、スパイン
の数も減少することを見出した（横井、深田
ら	J	Neurosci,	2016）。これらの知見は、シ
ナプス局所におけるパルミトイル化・脱パル
ミトイル化酵素の活性が、シナプス膜の足場
タンパク質の量を調節することで、シナプス
機能を制御することを示唆する。また、私共
は独自に蛋白質のパルミトイル化のストイ
キオメトリーを評価できる手法(Acyl-PEGyl	
exchange	gel	Shift	method:	APEGS 法)を開
発し、初めて内在性 PSD-95 の大部分が２カ
所でパルミトイル化修飾を受けていること
を見出した。本手法を駆使して、新規のパル
ミトイル化基質として mGluR5 や vGlut1 を同
定するとともに、既知のパルミトイル化基質
蛋白質のパルミトイル化部位数とストイキ
オメトリーを網羅的に明らかにした。	
	
	

図：PSD-95 脱パルミトイル化酵素活性を示す
セリン加水分解酵素群	
中でも ABHD17 は最も強い酵素活性を示し、
神経シナプス膜に局在する。	



（２）続いて、新たに同定した脱パルミトイ
ル化酵素 ABHD17 に様々なパターンで
Light-Oxygen-Voltage	sensing	(LOV2)ドメ
インを融合させたコンストラクト・ライブラ
リーを作成した。しかし、これまでのところ、
LOV 融合 ABHD17 コンストラクトの中で、
ABHD17 の酵素活性が光照射依存的に制御可
能なプローブの単離には至っていない。平行
して、青色光の照射依存的に 2量体化を引き
起こすことができる CRY2-CIB1 コンストラク
トも複数作成し、光照射依存的に特定の細胞
内領域に ABHD17 をリクルートすることに成
功した。しかし、これらのコンストラクトで
も光照射依存的に効率良く酵素活性を再構
築するには至らなかった。そこで、新たに
LOVTRAP システム(Wang	H	ら Nat	Methods	
2016)や Zdk1-iLID システム(Guntas ら	PNAS	
2015)を導入し、各種コンストラクトを作成
し、その性状解析を進めた。これらシステム
では、非常に効率良く ABHD17 を光照射依存
的に特定の細胞膜にリクルートすることが
できるようになった。酵素活性の評価には、
細胞生物学的手法と生化学的手法の両方を
用いて検討している。未だ目的のプローブを
開発するには至っていないが、ABHD17 の酵素
活性を光操作するための有望な手がかりを
得たと言える。さらに、PSD-95 のパルミトイ
ル化酵素 ZDHHC2 に対しても同様に各種コン
ストラクトを作成した。さらなる改変の余地
は残っているが、本研究の基礎的な目的は果
たせたと考えられる。	
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