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研究成果の概要（和文）：扁桃体依存性の学習・記憶のメカニズムを探るために、キナーゼ活性

を欠損させたカルモジュリンキナーゼ II 遺伝子改変マウスを用いて、各種解析を行った。その

結果、カルモジュリンキナーゼ II のキナーゼ活性が扁桃体依存性学習・記憶の成立メカニズム

に重要な役割を果たすこと、しかしながら、海馬依存性学習・記憶とは、そのメカニズムへの

関与の度合いが異なることが明らかとなった。このことは、脳部位によって学習・記憶を成立

させる分子の組み合わせが異なることを示唆している。 

 
研究成果の概要（英文）：To examine the role of calmodulin-kinase II in the mechanism of 
amygdala-dependent learning and memory, we analyzed genetically-engineered mice with a 
mutation that rendered the kinase inactive. We found that kinase activity of 
calmodulin-kinase II plays a major role in the mechanism of amygdala-dependent learning 
and memory, while the extent of its contribution was different from that to the mechanism 
of hippocampus-dependent learning and memory. These results indicate that combination 
of different types of molecules seems to be involved in the formation of brain 
region-specific types of learning and memory. 
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１．研究開始当初の背景 

 恐怖条件付けに代表される扁桃体依存性
の学習・記憶は、哺乳動物が身の回りの危険
を察知し、回避するという、生存して行く上
で非常に重要な学習機能である。また、この
学習機能の異常がヒトの心的外傷後ストレ
ス障害（PTSD）と関係することから、そのメ

カニズムの解明は、今日の神経科学における
重要な課題の一つである。これまで研究が進
んでいる海馬依存性の学習・記憶に比べて、
そのメカニズムの解明は非常に遅れており、
新たな方法、特に、遺伝子改変マウスを用い
た分子・行動といった多角的レベルの検討を
進めることにより、飛躍的な展開が望める状
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況にある。 

 

２．研究の目的 

 本申請者らは、これまで、脳内において重
要な情報伝達を担うと考えられる蛋白分子、
Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキナ
ーゼ IIα（CaMKIIα）について、その機能解
析を含めた様々な研究を進めて来た。中でも、
CaMKIIα の蛋白としての主要な機能である
キナーゼ活性を完全になくした遺伝子改変
マウス「CaMKIIα-KI」を作製し、その解析
を進めて来ている。このノックイン型の遺伝
子改変マウスは、従来の蛋白自体をなくして
しまうようなノックアウトと異なり、蛋白の
特定の機能に絞った解析ができる点に特徴
がある。このマウスでは、高次脳機能を担う
脳部位のひとつである海馬におけるシナプ
ス可塑性と、海馬依存性の学習・記憶に高度
の障害があることが判明し、その結果、
CaMKIIα による蛋白質リン酸化、すなわちキ
ナーゼ活性が、これらのメカニズムに重要な
役割を果たすことが明らかとなっている。本
研究の目的は、このマウスの解析をさらに扁
桃体へと発展させることにより、CaMKIIα の
キナーゼ活性が扁桃体依存性の学習・記憶に
果たす役割を明らかにし、その分子メカニズ
ムに迫ることにある。 

 

３．研究の方法 

（１）恐怖条件付け学習 

 扁桃体依存性の学習テストの中でも、「音
などの感覚刺激とフットショックとの条件
付け（cued conditioning）」については、扁
桃体の破壊によって条件付けが起こらなく
なることが、古くから知られている。一方、
「場所情報とフットショックとの条件付け
（contextual conditioning）」については、
扁桃体の破壊のみならず、海馬の破壊によっ
ても条件付けが起こらなくなることがわか
っている。従って、これら二種類の条件付け
学習を調べることにより、扁桃体と海馬につ
いての機能評価が可能となる。そこで、前述
の遺伝子改変マウス「CaMKIIα-KI」と、そ
の比較対象となる野生型マウスを用いて、1

回あるいは複数回の条件付け刺激で学習・記
憶が成立するかどうかを評価する。学習効果
が観察された場合には、さらに期間を置いて
の評価を行い、記憶の長期持続性を評価する。 

 

（２）受動的回避反応学習 
 夜行性のげっ歯類には暗いところを好む
性質があり、その性質を利用して、「暗い部
屋に入るとフットショックを受ける」という
ことを学習する条件付けテストである。「場
所情報とフットショック」を関連づけるとい
う点では、「contextual conditioning」と似
ているが、マウスが自ら行動した結果の出来

事である点、また、その評価として、「暗い
部屋に入るまでの時間」というマウス自らの
行動に基づいて判断する点が、恐怖条件付け
学習とは異なる。情動を伴う、より強い条件
付けとなり、正常な動物の場合、一度の条件
付け刺激によって、二度と同じ部屋に入らな
くなり、しかもその記憶が長期間持続するこ
とが知られている。この学習テストについて
も、「CaMKIIα-KI」マウスと野生型マウスと
で、条件を揃えて、比較検討を行う。 
 
（３）生化学的検討 

 海馬および扁桃体には、CaMKII が多く発現
しているが、中でも海馬は脳内で最も高発現
する部位とされている。そこで、「CaMKIIα- 
KI」マウスと野生型マウスを用いて、その海
馬と扁桃体に含まれるカルモジュリンキナーゼ
II 活性と、CaMKIIα ともうひとつのサブタイ
プである CaMKIIβ の蛋白量を、脳部位毎の
ホモジネートを用いて測定し、比較する。 
 
４．研究成果 
（１）恐怖条件付け学習 

 野生型マウスでは、１回の条件付け刺激で、
「contextual learning」、「cued learning」共に、明
らかに認められたのに対し、「CaMKIIα-KI」マ
ウスでは、「contextual learning」は全く成立せず、
一方、「cued learning」は、野生型に比べると少
ないながらも、一定程度認められた。４週間後に
再度テストを行ったところ、記憶の程度は漸減す
るものの、野生型、「CaMKIIα-KI」マウス共に、
初期に認められた記憶は保持されていた。 
 次に別グループのマウスを用いて、複数回の
条件付け刺激を行ったところ、野生型マウスで
は、「contextual learning」、「cued learning」共に、
より強度の学習効果が認められたのに対し、
「CaMKIIα-KI」マウスでは、むしろ恐怖反応の
全般化が認められた。すなわち、指標となる恐
怖反応自体は増大するが、場所に依存せず、フ
ットショックを受けなかったチェンバー内でも恐
怖反応の亢進が認められた。４週間後に再度テ
ストを行ったところ、恐怖反応の全般化自体は消
失し 、その結果顕在化した現象として 、
「contextual learning」は全く認められず、「cued 
learning」は野生型マウスより劣るものの、一定程
度観察された。 
 これらの結果から、「CaMKIIα-KI」マウスで
は、場所記憶に関する海馬依存性の学習・記憶
障害が非常に顕著であるのに対し、扁桃体依存
性の学習・記憶障害は中等度にとどまることが示
された。 
 
（２）受動的回避反応学習 
 野生型マウスでは、テストしたすべてのマウス
において、１回の条件付け刺激で、フットショック
を受けた暗い部屋を回避する学習が成立し、１
週間後、４週間後のテストでもその記憶が保持さ



 

 

れていた。一方、「CaMKIIα-KI」マウスは、１
回の条件付け刺激の直後でも再びフットショック
を受けた部屋に入ってしまうなど、まったく学習
が成立しなかった。 
 そこで、別グループのマウスを用いて、複数回
の条件付け刺激を行ったところ、「CaMKIIα- 
KI」マウスでは、刺激直後にはすべてのマウス
において回避反応が観察されたが、２４時間後
には一部のマウスで回避反応が消失し、一部で
残存していた。これらの回避反応が場所認識に
基づく学習の成立によるものかどうかを確認する
ために、これらマウスを全く異なる環境下におい
て観察したところ、恐怖反応の増大を示した。一
方、野生型マウスでは、複数回刺激を行った後、
異なる環境下に置いた場合でも、恐怖反応の増
大は認められなかった。さらに、異なる環境下で
恐怖反応を示した「CaMKIIα-KI」マウスを、そ
の環境下に繰り返し暴露させたところ、この環境
下における恐怖反応は消失した。 
 これらの結果から、「CaMKIIα-KI」マウスで
は、フットショックが起こった場所に関する海馬
依存性の学習・記憶に強い障害があると同時に、
強い刺激を受けると場所特異性を持たない恐怖
記憶が形成され、恐怖反応の全般化が起こるこ
と、しかしながら、その全般化は消去しうるもので
あることを示している。また、場所記憶を伴わな
いものの強い刺激によって恐怖記憶が形成され、
持続することから、扁桃体依存性の学習・記憶
はある程度保持されていると考えられた。 
 
（３）生化学的検討 

 「CaMKIIα-KI」マウスでは、上記のように、
野生型マウスと比べて、海馬依存性の学習・記
憶に顕著な障害があるものの、扁桃体依存性の
学習・記憶には部分的な障害しか認められない
ことがわかってきた。そこで、これらの違いが、そ
もそも海馬と扁桃体に含まれるカルモジュリンキ
ナーゼIIの含量や活性に違いがあるためなのか
どうかを明らかにするために、「CaMKIIα-KI」
マウスと野生型マウスの脳より、海馬と扁桃体を
それぞれ分離、抽出し、そのホモジネート中に
含まれるカルモジュリンキナーゼ II 活性とカルモ
ジュリンキナーゼ II サブタイプの蛋白量の測定
を行った。その結果、CaMKIIαの失活を反映す
る「CaMKIIα-KI」マウスでのキナーゼ活性の
減少の程度は、海馬と扁桃体のいずれにおい
ても、ほぼ同じであった。また、CaMKIIβサブタ
イプの蛋白量には増減がなく、また、CaMKIIα
サブタイプの蛋白量は野生型に比較して若干減
少しているものの、その減少の度合いにも違い
がないことが明らかとなった。 
 これらの結果は、「CaMKIIα-KI」マウスにお
ける海馬依存性と扁桃体依存性の学習・記憶の
障害の程度の違いが、単にそれら脳部位におけ
るカルモジュリンキナーゼ II の含量の違いによる
ものではなく、関与する分子自体に違いがあるこ
とを示している。すなわち、海馬依存性の学習・

記憶の形成には、CaMKIIα のキナーゼ活性が
不可欠であるのに対し、扁桃体依存性の学
習・記憶の形成には、CaMKIIα のキナーゼ活
性が重要であるものの、これ以外にも主要な
役割を果たす分子が存在することを示唆してい
る。 
 
（４）研究の意義、今後の展望 

 海馬依存性の学習・記憶は高次脳機能のひと
つとして重要であり、ヒトの認知症初期に出現す
るいわゆる「物忘れ」においては、この機能が特
に障害される一方で、恐怖反応といった情動に
関わる学習・記憶は比較的保たれている。すな
わち、「物忘れ」は日常生活に支障を来すものの、
生きていく上では必ずしも問題とはならない。 
 一方、扁桃体依存性の学習・記憶は、生物とし
て危険を回避し、生存を維持するためになくて
はならない機能と言える。このように生存に直接
関わるような基本的な学習・記憶のメカニズムに
は、複数の蛋白分子が相補的に関与し、その機
能を支えていると考えることができる。 
 他方で、生物が進化してより高等な生物となっ
てから現れるような高次脳機能については、そ
れぞれに特化した特定の分子がその機能を支
えていると想定できる。本研究課題で取り上げた
CaMKIIα は、こういった分子のひとつで、海
馬機能に特化した機能分子と言えるのかも
しれない。 
 さらに、本研究課題で用いた「CaMKIIα- 
KI」マウスは、海馬に特異的な機能障害を示す
ことから、認知症初期の「物忘れ」のモデルマウ
スとして、また、強い刺激に対して恐怖反応の全
般化を示し、しかも、その全般化が軽減・消失可
能であることから、PTSD のメカニズムの究明や
治療法の開発にも役立つモデルマウスとして、
今後の応用が期待できる。 
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