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研究成果の概要（和文）：本研究では、シナプス内でシグナル伝達経路を選択的に活性化することができる光遺伝学的
ツールを開発することを目的とした。これによって、長期増強誘起に必要な分子種、シグナル伝達経路を調べることが
可能になる。現在までに、光応答性のCaMKII分子の作製に成功しつつある。この過程で、LOV2をCaMKIIに挿入すること
で分子全体のフォールディング効率の低下や、凝集が起こりやすくなることが分かってきた。そこで、ランダム変異導
入によるフォールディング効率の改善法を開発した。この方法を光応答性のCaMKII分子に適用することで、細胞内局在
と活性のダイナミックレンジを大きく改善できた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to develop optogenetic tools to selectively activate a 
specific pathway of biochemical signaling in synapses. These tools enable us to identify the essential 
pathways and signaling molecules required for the induction of long-term potentiation. By far, we have 
developed a prototype photo-activatable CaMKII (paCaMKII), and found that the insertion of LOV2 domain 
into CaMKII decreases the folding efficiency and induces aggregation of paCaMKII. Therefore, we developed 
a method to improve the folding efficiency and expression pattern of signaling molecule. An application 
of this method to paCaMKII also improved the expression pattern and dynamic range of activity in HeLa 
cells.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
海馬神経細胞において、後シナプスを形成
するスパインの形態はアクチン繊維によっ
て制御されており、シナプス結合の増強や収
縮とも相関関係があることがこの５年程度
の間に分かりつつあった。そこで申請者らは、
アクチン制御タンパク質である RhoA, Cdc42
に着目し、これらの分子の海馬神経細胞中で
の時空間活性化パターンを FRET イメージン
グにより調べることで、RhoA と Cdc42 が
CaMKII の一過的な活性化を記憶しているこ
とを明らかにしたのである。しかしながら、
このようなイメージングによる研究だけで
は、分子活性の時空間パターンを知ることが
できても、各分子がどのように機能している
のかを知ることは容易ではなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、分子機能を直接的に調べるた
めに、シナプス内でシグナル伝達経路を選択
的に活性化することができる光遺伝学的ツ
ールを開発し、個々の分子の機能のみならず
長期増強誘起に必要な分子数や分子種、シグ
ナル伝達経路を調べるためのツールの開発
を目的としている。現在までに、光応答性の
CaMKII 分子の作製に成功しつつあるが、この
過程で、LOV2 を CaMKII に挿入することで分
子全体のフォールディング効率の低下や、凝
集が起こりやすくなることが分かってきた。
そこで、本研究では CaMKII の FRET プローブ
をモデルとして、ランダム変異導入によるフ
ォールディング効率の改善法を開発するこ
とにした。この方法は、各種光応答性分子の
フォールディング効率を改善するための一
般的な方法となる。 
 
３．研究の方法 

Ca2+/カルモジュリン依存性プロテインキ
ナーゼ II（CaMKII）は、カルモジュリンが
結合することにより活性化する。この分子の
活性化を可視化するために、FRETプローブ
がよく用いられるが、細胞に発現させると一
部の細胞でプローブが凝集してしまうとい
う問題がある。そこで、CaMKIIの結合領域
にランダム変異導入法によって、変異を導入
し、下流の蛍光タンパク質のフォールディン
グ効率を上昇させることによって、CaMKII 
FRETセンサーを高感度化することを目的と
した。このために、CaMKIIの結合領域をエ
ラー誘発 PCR によって増幅し、大腸菌ベク
ターに導入し大腸菌をトランスフォーメー
ションすることでライブラリーを作製し、変
異を同定する。 
 
 
 

 
 
 
４．研究成果 
ライブラリーから明るい赤色コロニーを
ピックアップしシークエンスすることによ
って、CaMKIIの結合領域に４つの変異を同
定した。同定した４つの変異を CaMKII FRET
センサーに導入し、感度が上昇しているかど
うかをテストした。個々の細胞での CaMKII
活性化を観察し、そのタイムコースを調べた
ところ、オリジナルの FRET センサーと比べ
て、変異体は、平均として感度は上昇してい
なかったが、個々の細胞反応については、反
応のバラツキが極めて小さくなっていた。す
なわち、細胞の反応を極めて高精度に測定す
ることが可能になったと考えられる。バラツ
キが小さくなった原因はおそらく、CaMKII の
結合ドメインに変異を導入したことによる
下流の蛍光タンパク質（sREACh）のフォール
ディング効率の上昇によるものであると考
えられるが、詳細は今のところ不明である。 
FRET センサーの変異体を神経細胞に導入
しケイジドグルタミン酸による単一スパイ
ン刺激を行ったところ、刺激したスパイン内
で CaMKII の活性化が観察され、スパイン体
積の増大も観察された（図３）。このことは
本研究で作製した FRET センサーが神経細胞
の微小コンパートメント内にも適用可能で
あることを示している。さらに、細胞毎の反
応を高精度に捉えることができるので In 
vivo における多細胞の同時観察にも使用し
易い。ここで用いた方法は CaMKII の FRET セ
ンサーだけでなく、様々な FRET センサーに
も適用可能であり、応用範囲は極めて広い。 
一方で、我々は光応答性の CaMKII 分子の
作製に成功しつつある。この過程で、LOV2 を
CaMKII に挿入することで分子全体のフォー
ルディング効率の低下や、凝集が起こりやす
くなることが分かってきた。そこで、本研究
で得られた変異を光応答性の CaMKII 分子に
適用することで、活性のダイナミックレンジ
や細胞内局在を大きく改善できた。 
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図３.単一スパイン内 CaMKII活性化．
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