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研究成果の概要（和文）：脳機能を理解するためには、複雑な脳の中での神経活動とそれによって活性化される
生化学反応を計測し、演算を理解する必要がある。神経細胞での生化学演算を計測するために、本研究では非常
にダイナミックレンジを改善した新型のCa2+依存的酵素に対するプローブを開発した。そして、これらのプロー
ブを用いて、Ca2+依存的リン酸化酵素(CaMKII)と脱リン酸化酵素(カルシニューリン)の活性化の時空間的プロフ
ァイルを生きた神経細胞の樹状突起およびシナプスにおいて計測し、全く異なることが明らかになった。この成
果は、神経細胞における生化学演算機構の一端を明らかにし、高次脳機能の理解につながるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Understanding how complex neuronal activities and biochemical computation 
induced by synaptic input in neuronal circuit is fundamental question in neuroscience. To begin to 
answer that question, direct measurement of biochemical activities in synapses of living neuron is 
necessary. We developed new probes for measurement of Ca2+ dependent kinase (CaMKII) and Ca2+ 
dependent phosphatase (calcineurin) activities, which have improved signal to noise ratio. With 
these new probes, we investigated Ca2+ dependent kinase and phosphatase activities in dendrites and 
synapses of living neurons during induction phase of synaptic plasticity. Distinct spatial and 
temporal profiles between the two enzymes was discovered. These results provide new insights into 
the biochemical computation in neurons and shed new light on how the brain works.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
脳機能の中心となるシナプスでは、神経の

入力に対してどのような情報処理が行われ

てシナプスや神経細胞の応答を引き起こし

ているのだろうか？過去２０年以上にわた

るタンパク質と相互作用の同定によって、シ

ナプス入力から受容体、セカンドメッセンジ

ャー、酵素、足場タンパク質、細胞骨格、転

写因子へといたる情報伝達を、静的なフロー

チャートとして表現してきた。しかし、こう

した静的なネットワーク図だけでは、複雑な

地下鉄の路線図を眺めるようなものなので、

脳の動作原理を理解するためには『時刻表』

が必要である。すなわち、神経細胞内・樹状

突起内・シナプス内で、いつ、どこで、どの

分子が、どのくらい活性化されるのかを直接

計測し、生きて動く生化学反応システムとし

てのオーガナイゼーションを理解する必要

がある。 
 特に、記憶・学習においては、こうした生

化学反応システムによる神経機能・シナプス

機能の変化が重要な役割を果たしていると

考えられている。長期増強や長期抑圧といっ

たシナプスの機能的可塑性および、こうした

機能的な変化に伴いシナプスの形態が変化

するシナプス構造的可塑性は、記憶や学習と

いった高次脳機能の神経細胞・シナプス的基

盤と考えられている。こうしたシナプス可塑

性が誘導される際には、Ca2+依存的リン酸化

酵素である CaMKII および Ca2+依存的脱リ

ン酸化酵素酵素であるカルシニューリンの

活性化が非常に重要な役割を果たしている

ことが、これまでの遺伝子改変動物や薬理学

的実験により明らかになっており、『路線図』、

すなわちシグナル伝達の静的なネットワー

ク図はかなりの部分解明されてきている。し

かし、『時刻表』の部分、つまり生きた神経

細胞や樹状突起、シナプスにおける生化学シ

グナルの活性化の時間的、空間的なパターン

はまだ十分に理解されていない。こうしたこ

とから、申請者は CaMKIIおよびカルシニュ
ーリンの活性化を可視化する FRET プロー
ブ(酵素活性をシアンと黄色の 2 色の蛍光タ
ンパク質の蛍光強度比として検出するプロ

ーブ)を世界に先駆けて開発した。そして、生
きた神経細胞やシナプスにおけるこれらの

酵素の活性化の時空間的パターンを明らか

にするとともに、様々な頻度や回数で入って

くる神経入力パターンに対するこれらの酵

素の生化学的な演算過程を明らかにした

(Fujii et al., Cell Rep, 2013)。しかし、申請
者の先行研究においてはこれらの生化学シ

グナル可視化プローブの性能（シグナル変化

率）は十分ではなく、シナプスや樹状突起で

の生化学シグナルによる演算過程はまだ十

分には理解されていない。また、複数の生化

学シグナルの間での活性化の空間的な拡が

りの比較検討やさまざまな入力刺激に対す

る応答性の違いも十分に理解されていない。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、申請者の先行研究を

発展させ、明るさや変化率を改善した新規の

Ca2+依存的酵素活性を測定するためのFRET
プローブを開発する。そして、複数の Ca2+

依存的酵素について神経細胞、樹状突起、シ

ナプスでの活性化の時空間的パターンや生

化学的演算処理の解析を行い、Ca2+依存的リ

ン酸化酵素・脱リン酸化酵素の活性化バラン

スによるシナプス構造的可塑性の意思決定

過程について解析する。 
 
３．研究の方法 
申請者が先行研究において開発した

CaMKII およびカルシニューリンの FRET
プローブを(Fujii et al., Cell Rep, 2013)、構
造生物学的データ（三次元立体構造）および

比較進化ゲノム学データ（生物種間でのタン

パク質アミノ酸配列の違い）を応用した合理

的プローブ設計法のアプローチを用いて再

設計し、シグナル変化率の改良を行う。その

ために、近年開発された種々の新規蛍光タン

パク質、FRETプローブの基本骨格に対する
蛍光タンパク質の挿入位置やそれらをつな

ぐリンカー配列を変化させた種々のコンス

トラクトを作成する。作成したコンストラク

トはHEK293T細胞に発現させ、ライセート
を作成し、蛍光プレートリーダーを用いて

FRET計測を行ってそのシグナル変化率の比
較検討を行う。また、FRETプローブの蛍光
シグナル変化が酵素活性のリードアウトと

なっていることを確認するために、プレート

リーダーによる FRET 計測を用いて薬理学
的な検討を行う。次に、樹状突起上のシナプ

スに対する入力の空間パターンと生化学的

反応の検討を行うために、種々の刺激方法



（グルタミン酸光誘拐法による刺激や多点

刺激、シナプス構造的可塑性を誘導するため

の刺激、自発的な活動を誘導するための薬剤

処理刺激など）を検討する。海馬分散培養神

経細胞に対して、本研究で開発した新規

FRETプローブを遺伝子導入し、蛍光顕微鏡
を用いて CaMKII およびカルシニューリン
の活性化パターンの計測を行う。 
 

４．研究成果 

 合理的プローブ設計法により作成した

種々の FRET プローブコンストラクトを作成

し、蛍光プレートリーダーによる FRET 計測

を用いてそれらのシグナル変化率の比較検

討を行った結果、従来のカルシニューリン

FRET プローブよりもシグナル変化率が改善

された新型カルシニューリンプローブの開

発に成功した。また、CaMKII プローブについ

ても蛍光タンパク質の種類を変更すること

で、より高輝度の CaMKII プローブの開発に

成功した。次に、新型カルシニューリンプロ

ーブを HEK293T 細胞に発現させ、薬理学的阻

害実験を行ったところ、このプローブは Ca2+/

カルモジュリン依存的な FRET シグナル変化

を示し、このことから、従来の生化学的手法

よりも時空間分解能が飛躍的に向上し、生き

た神経細胞での計測が可能な光学的な酵素

活性の読み出しとして用いることができる

ことが示された。 

 次に、神経細胞に対して種々の刺激方法の

検討を行った結果、薬剤処理による内在的な

活動・神経伝達物質放出や多点パターンでの

刺激方法を行うことが可能になった。神経細

胞に CaMKII プローブもしくは新型カルシニ

ューリンプローブとシナプス構造を可視化

する赤色蛍光タンパク質を導入し、グルタミ

ン酸の光融解法による単一シナプスで構造

的可塑性を誘導する刺激を行い、その時の活

性化シグナルの時空間パターンの違いを検

討した。この結果、CaMKII とカルシニューリ

ンでは全く異なる活性化プロファイルを示

すことが明らかとなった。これらの成果は生

きた神経細胞の樹状突起およびシナプスに

おける生化学的演算過程の新たな一面を明

らかにしたものであり、高次脳機能の理解に

つながる非常に重要な成果である。 
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