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研究成果の概要（和文）：

神経細胞特異的セリン・スレオニンキナーゼ Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5)の機能を、

活性化サブユニット p35 のコンディショナルノックアウト(KO)マウスを作製し、空間学習

課題や恐怖条件付け課題などの行動解析、電気生理学的解析、生化学的解析を行なう事で

明らかにする事を本研究の目的とした。本研究では p35 遺伝子座に 2 つの loxP を挿入し

た（p35-flox）マウスを作成した。脳形成が終了してから p35 遺伝子を破壊するために、

タモキシフェン(TM)で Cre 活性を誘導できる CreER マウスと交配して、誘導型 p35 コン

ディショナル KO を作成した。2mg TM の経口投与３日間連続で p35 の 80%以上の量的

低下が確認された。また、生後約３週の海馬 CA1 特異的に Cre が発現する CaMKII-Cre

マウスとの交配で、CA1 特異的 p35 コンディショナル KO を作成し、Cre 発現後に p35

タンパク質量が海馬で低下していることが確認できた。CA1 特異的 p35 コンディショナル

KO マウスにおいては、海馬 CA1 錐体神経細胞のスパイン数の減少が観察されている。こ

れらの p35 コンディショナル KO について、現在行動解析を行なっている。

研究成果の概要（英文）：

The purpose of this study is to analyze the function of neuron-specific serine/threonine

kinase Cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5) by using conditional KO mice of its activating

subunit p35 trough the behavioral analysis such as spatial learning and fear

conditioning test, and electrophysiological analysis and biochemical analysis. In this

study we generated p35-flox mice in which two loxP sequences were inserted in p35

gene allele. We generated inducible p35 conditional KO by crossing p35-flox and

CreER mice in which Cre is activated by Tamoxifen (TM) and p35 gene was destructed

after brain formed. We confirmed decrease of p35 protein by p.o. administration of 2

mg TM for three days. We also generated CA1-specific p35 conditional KO mice by

crossing CaMKII-Cre mice, and confirmed decreased level of p35 protein in

hippocampus. We observed decreased numbers of dendritic spines in the hippocampal

CA1 pyramidal neurons in CA1-p35 cKO mice. Using these p35 conditional KO mice,

we currently conduct behavioral analysis of p35 cKO mice.
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１．研究開始当初の背景

我々の脳がどの様に記憶・学習を行ない、恐怖な

どの情動がどの様に記憶されるか、そのメカニズ

ムの解明は、神経・精神疾患の病態を理解し、治

療に結びつける上で、重要な脳科学の研究テーマ

であり、多くの研究者が取組んでいる課題である。

研究アプローチの対象としては、神経細胞レベル

から、神経回路レベル、１つのシステムとしての

脳、と様々であるが、神経細胞のレベルでの分子

メカニズムの解明が急速に進んでいる。神経細胞

内で刺激依存的に起きる細胞内シグナル伝達の解

明は、神経細胞レベルで研究を進める上で重要で

ある。

我々はこれまで、シグナル伝達の中でも特に神

経細胞特異的セリン・スレオニンキナーゼ Cdk5

によるタンパク質リン酸化に着目して研究を進め

てきた。Cdk5 は Cdk5 と活性化のサブユニット

p35 または p39 がヘテロダイマーを形成してはじ

めて活性型となるが、p35 と p39 が神経細胞特異

的に発現しているため、主に神経細胞で活性が検

出されるユニークな Cdk メンバーである。

我々は Cdk5 欠損マウスを作製し、その解析を

通じて、Cdk5 の脳形成における役割を明らかに

してきたが、Cdk5 欠損マウスが胎生致死のため、

Cdk5 の脳機能に関する役割を p35 欠損マウスで

解析し、LTP が誘発され易く、LTD が誘発されな

い事と、空間学習に障害があることを明らかにし

てきた（Wei ら 2005, Ohshima ら 2005）。しかし

ながら、p35 欠損マウスには軽度であるが、脳構

造に異常があり、こうした学習の障害が機能的障

害によるものか結論を得ていない。また昨年、米

国の Bibb 博士らの研究グループが、CreERTMを

用いた Cdk5 の誘導型コンディショナル KO マウ

スを解析した結果、シナプス後膜での NR2B のタ

ンパク質量が増加し、NR2B overexpression マウ

スと同様に LTP が増強し、学習・記憶が野生型に

比 べ 増 強 し た と 報 告 し た (Nat. Neurosci.

10:880-886, 2007)。Cdk5 が Calpain や NR2B と

complex を作り、Calpain による NR2B の限定分

解に寄与し、Cdk5の喪失により Calpainの NR2B

分解が減少し、結果として NR2B 量が増加した結

果である。即ち、Cdk5 のリン酸化酵素としての機

能的意義に関しては、解明されないままである。

２．研究の目的

Cdk5のリン酸化酵素としての機能を明らかにする

ためには、p35 コンディショナル KO マウスの作成

が必要であり、p35 コンディショナル KO マウスの

解析により、Cdk5 のキナーゼとしての脳機能の役

割が明らかになる事が期待される。p35 欠損マウ

スを用いた検討から、空間学習に加えて、恐怖条

件づけ課題の検討から、Cdk5/p35 が扁桃体依存的

恐怖記憶の形成や、消去に関与している可能性が

示唆されている（未発表データ）。従って、空間学



習課題に加え、恐怖条件付け課題などの行動解析、

電気生理学的な解析を行なう事で、LTP, LTD のシ

ナプス可塑性の変化と行動解析の結果を関連付け

て検討する事を目的として研究を開始した。

３．研究の方法

Cdk5/p35 の脳高次機能における役割の解明

① p35コンディショナルKO (cKO)マウスラインの

作成

a) p35-flox マウスの作成

b) CreER line: 誘導型 p35 cKO マウスの作成

c) CaMKII-Cre line: 海馬 CA1 特異的 p35 cKO

マウスの作成

② p35コンディショナルKOマウスラインの解析

a) 組織学的、p35-flox の脳形成の評価

b) 生化学的解析 p35 タンパク質量の低下の

確認

c) 行動解析 空間学習、恐怖条件付け、など

d) 電気生理学的、CA1-LTP, LTD などの検討

Cdk5/p35,p25 の神経変性疾患での役割の解明

p35KO マウスと神経変性疾患モデルマウスとの

ダブルＴｇマウスの作成と解析

４．研究成果

①p35-flox マウスラインの確立

C57BL/6 由来 ES 細胞をにおいて、p35 遺伝子と相

同組換えを起こすことにより、2つの loxP を挿入

した。Neo カセットは FLP-frt 組換えを利用して

取り除いた。これにより、p35-flox マウスが作成

された。組織学的に、脳構造には異常がなく、生

化学的にも、脳各部位の p35 タンパク質量は野生

型と同量であった。従って、組換えを起こす前の

p35 タンパク質量に変化はなく、flox 配列の挿入

により脳発達に影響はないことが確認できた。

②CreER p35cKO line の確立

p35-flox マウスと CAG-CreER マウスを交配し、

誘導型の p35 コンディショなる KO (cKO)マウスラ

インを確立した。タモキシフェン(TM)の投与法を

検討し、2mg TMの経口投与３日間連続で p35の 80%

以上の量的低下が確認された。

③CaMKIIa-Cre p35cKO line の確立

CaMKII-Cre マウスを用いて、海馬 CA1 特異的

p35 cKO マウスの作成を行なった。Cre の発現は

P14-17 以後に海馬 CA1 特異的に起きるので、3-4

週齢のマウス海馬の p35 タンパク質量を検討し、

海馬 CA1 特異的 p35cKO マウスにおいて、p35 タン

パク質量の低下が確認された。

④p35cKO マウスの組織学的解析

誘導型、海馬 CA1 特異的 p35cKO マウスともに、脳

の組織構築に異常はないことを確認した。

Golgi 染色法により、海馬 CA1 錐体神経細胞の樹

状突起 spine の数を p35-flox マウスと比較して、

数の減少を確認した。

⑤p35cKO マウスの行動解析、電気生理学的解析

現在、一連の行動解析及び海馬の電気生理学的解

析を行なっている。

⑥p35KO マウスとアルツハイマー病モデルマウス

とのダブルＴｇマウスの作成と解析

p35cKO マウスとの交配に先立って、p35KO マウス

を用いた研究を行なった。アルツハイマー病にお

いては、p35 から p25 の産生が起こることが、病

態の悪化につながるとの考えから、p35 欠損によ

りアルツハイマー病モデルマウスにおける病態の

改善が期待されたが、組織学的及び記憶学習の評

価において、ダブルトランスジェ二ックにおいて

病態の進行が認められ、仮説に反する結果となっ

た。現在、さらに解析を進めている。
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