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研究成果の概要： 
シナプス分子動態の最先端顕微鏡技術による解析を、遺伝子改変動物の作成などの研究手法と

融合することで、組織レベルでの神経回路の機能変化とシナプスでの分子集積の間の関連を明

らかにする事を目的として研究を行い、シナプスに集積する分子がそれぞれの分子種特異的な

動態を持つこと、カルシウムにより制御されるリン酸化酵素 CaMKIIDの活性化が神経回路の
機能的変化に必須であることを見出した。 
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研究分野：総合領域 
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１．研究開始当初の背景 
 
神経回路の機能とシナプス後部構造の分子
組成の間の関連は、グルタミン酸受容体自体
に関してはノックアウト動物の作成などの
手法により研究が進められているが、受容体
の集積に重要な足場蛋白質、あるいはシナプ
ス後部での情報伝達に働くリン酸化酵素・細
胞骨格蛋白質などについての情報は研究開
始時点ではきわめて限られていた。本研究で
は、申請者の研究グループがこれまで開発し
てきた様々なシナプス後部分子の可視化プ
ローブを利用して、局所神経回路の機能発現
とシナプス後部での分子構築の変化の間の
関連を解明することを目標とした。またシナ
プスに集積する足場蛋白質・リン酸化酵素・

細胞骨格蛋白質などについて、遺伝子改変動
物を作成・利用することによって、組織内で
進行するシナプスと神経回路の形成過程を
記述するだけでなく、更に機能的な解析にも
取り組んだ。遺伝学的手法とシナプス可視化
技術とを組み合わせる事で、特定の遺伝子の
機能が欠損した組織内でシナプス形態およ
びその分子構築が変化していく過程を可視
化することが可能となる。このようなアプロ
ーチは研究開始当初はほとんど手が付けら
れておらず、新しい試みとしてシナプス形
成・維持機構の理解に有効であることを期待
した。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、スライス・分散神経培養標
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本内におけるシナプス分子動態の共焦点顕
微鏡および二光子顕微鏡による解析、遺伝子
改変動物の作成、などの研究手法の融合によ
って、組織レベルでの神経回路の機能変化と
シナプス後部における分子集積の間の関連
を明らかにする事を目標とする。 
（１）複数のシナプス後部分子の特異的動態
の培養海馬神経細胞におけるタイムラプス
イメージングによる解析 
グルタミン酸作動性シナプス後部に集積す
る足場蛋白質の内、PSD95, GKAP, Shank, 
Homer と呼ばれる４種類の蛋白質に注目し
てそのシナプス局所での交換速度、シナプス
活動による局在変化、細胞骨格との相互作用
について明らかにし、これらの蛋白質の動態
が神経回路の機能変化をどのように制御す
るのかを明らかにする。 
（２）シナプス後部に集積するリン酸化酵素
CaMKIIDの酵素活性のシナプス機能に与え
る影響 
カルシウム・カルモデュリン依存性リン酸化
酵素 IID �CaMKIID� のノックアウトマウス
ではシナプス可塑性に大きな障害が存在す
ることが報告されており、本酵素が記憶学習
の素過程とされるシナプス可塑性の鍵とな
る分子であることは多くの研究者によって
認められている。CaMKIIDは特に大脳皮質・
海馬のシナプス後部に大量に存在する分子
であり、その足場蛋白質としての機能とリン
酸化酵素としての機能を区分して実験を行
うことは従来の手法では困難であった。
CaMKIIDのリン酸化酵素活性を消失させた
遺伝子改変動物を作成して、酵素機能と足場
機能の遺伝学的な分離を行い、CaMKIIDのシ
ナプス機能をより明確にすることを本研究
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）GFP融合シナプス足場蛋白質の神経細
胞への発現 
PSD-95, GKAP, Shank, Homer, CaMKIID
それぞれの cDNAに GFPおよびその変異体
であるYFP, CFPの cDNAを付加して融合蛋
白質をコードする発現プラスミドを作成し
た。これらの遺伝子をトランスフェクション
法あるいは組み換えアデノウィルスにより
培養海馬神経細胞に発現させた。 
（２）海馬分散培養およびスライス培養の作
成 
マウス胎児(E16.5)より海馬を摘出し、トリプ
シンによって細胞を分散させた後、
MEM-B27-5%牛胎児血清(FCS)培地中にて
２－３週間培養した。グリア細胞の増殖は分
裂阻害剤を添加することにより抑制した。海
馬スライス培養は生後３－７日のマウスか
ら海馬を剖出し、厚さ 300-400ミクロン程度
のスライスを作成後、多孔膜上に静置し FCS
と馬血清を含む培地上で2―3週間培養した。 
（３）GFP融合シナプス足場蛋白質の培養海
馬神経細胞でのタイムラプスイメージング 
共焦点レーザー走査倒立型顕微鏡のステー
ジ上に培養細胞を置き、温度と二酸化炭素濃
度を調節した環境においてNA1.2-1.3の対物
レンズを用いて蛍光シグナルの観察を行っ
た。画像はｚ方向に 5ミクロン程度のスタッ
ク画像として、数時間にわたり同一細胞の同
一シナプス部位からの記録を行った。光源と
してのレーザーには多波長発振型のアルゴ
ンレーザーおよび 543 nm発振のヘリウムネ

オンレーザーを用いた。 
 
（４）GFP発現海馬スライス培養の二光子顕
微鏡によるタイムラプスイメージング 
スライス培養には GFP を発現するプラスミ
ドを遺伝子銃を用いて導入した。GFPを発現
する海馬 CA1 領域の錐体細胞の頂上樹状突
起を同定し、その樹状突起セグメントについ
て二光子顕微鏡による観察を行った。レーザ
ーには SP社製Tsunamiを 860 nmに調整し
て使用し、ｚ方向に樹状突起セグメント全体
が入るようなスタック画像として記録した。
シナプス刺激によるスパイン形態変化の誘
導はガラス電極を樹状突起近傍に置いてテ
タヌス刺激を加えることによって行った。 
 
４．研究成果 
（１）複数のシナプス後部分子の特異的動態
の培養海馬神経細胞におけるタイムラプス
イメージングによる解析 
海馬分散培養に組み換えアデノウィルスを
用いて GFP 融合シナプス後部足場蛋白質
(PSD-95, GKAP, Shank, Homer)を発現させ
た。これらの足場蛋白質の動態は分子毎に異
なり、PSD-95 は最も安定してシナプスに存
在し、Homer の動態が最も速く、GKAP と
Shankはその中間であった。PSD-95のシナ
プス局在をパルミトイル化の阻害剤を用い
て阻害しても、他の足場蛋白質の局在および
動態には直接の影響はなく、PSD-95 がシナ
プス後部における足場蛋白質集積の鍵分子
であるとは考えにくい、同様に NMDA 受容
体のノックアウトマウス由来の培養標本を
利用した実験から、NMDA 受容体も足場蛋
白質の局在を決める因子ではないことが示
された。一方で薬理学的にアクチン線維を脱
重合させると足場蛋白質のうち GKAP, 
Shank, Homerはその局在が大きく変化する
ことから、スパイン内に存在するアクチン線
維は複数の足場蛋白質の集積に重要な役割
を果たしていることが示された。神経細胞の
シナプスを介した伝達を薬理学的に増加さ
せると、シナプスに存在するGKAP, Shank, 
Homerはその局在を変化させる。この刺激依
存的な局在変化も、アクチン動態を安定化さ
せる薬剤で処理する事で阻害された。従って
シナプス後部の足場蛋白質の集積に関与す
るだけでなく、アクチン線維はシナプス活動
と足場蛋白質のシナプスにおける局在量の
間の関係を規定する役割も果たしていると
考えられる。 
 
図 1 刺激依存的な GKAPとHomerの樹状
突起内での局在変化（GKAPはシナプスへの
集積量が増加し、Homerは逆に減少する） 



 
（２）シナプス後部に集積するリン酸化酵素
CaMKIIDの酵素活性のシナプス機能に与え
る影響 
CaMKIIDのリン酸化酵素活性を完全に除去
するために、ATP結合部位に点突然変異を導
入した genomic DNAを作成し、相同組み換
えによりこの変異を ES細胞のゲノム中に導
入した。Blastcyst injectionによりキメラマ
ウスを得、更に交配によって germline 
transmission を経てノックインマウスを樹
立した。このマウスの脳組織では CaMKIID
を含む CaMKII 遺伝子ファミリーの mRNA
発現は正常であり、蛋白質の発現は
CaMKIIDにおいて軽度の低下が認められる
以外は正常であった。CaMKIIのリン酸化活
性および自己リン酸化の程度は CaMKIIDノ
ックアウトマウスと同程度に低下しており、
このノックインマウスにおいて CaMKIIDの
リン酸化酵素としての機能がほぼ完全に除
去されていることを裏付けた。培養海馬神経
細胞におけるイメージング実験から、リン酸
化酵素活性を持たない CaMKIIDも刺激依存
的にシナプス後部へと移動することが示さ
れ、足場蛋白質としての機能は阻害されてい
ないことが明らかとなった。これに対して電
気生理学的に検出される海馬 CA1 野におけ
る長期増強(LTP)はこのノックインマウスで
はほぼ完全に阻害され、更に二光子顕微鏡に
よる海馬錐体細胞樹状突起における刺激依
存的なスパイン頭部の体積増加についても
著名な阻害効果が認められた。更に学習行動
の試験においてもノックインマウスでは著
名な学習障害が観察された。以上の結果より、
CaMKIIDのリン酸化酵素活性は、機能的なシ
ナプス可塑性とスパイン形態という点から
見た形態学的な可塑性の誘導の両者に必須
であることが遺伝学的に証明された。一方で
CaMKIIDの刺激依存的なシナプスへの移動
という、足場蛋白質としての機能のみでは、
スパイン頭部の増大という形態学的な可塑
性を惹起することは出来ないことから、
CaMKIIDの構造的な機能はあくまでリン酸
化酵素活性を補足するものであると考える
のが適切である。 
 
図2 テタヌス刺激による海馬スライス標本
でのスパイン頭部の体積増加（野生型で観察
される刺激後のスパイン形態変化が
CaMKIIDの活性を阻害したノックインマウ
ス由来のスライスでは観察されない） 
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