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１．背景 

 脳は時々刻々と変わりゆく外部環境からの入力を、神経回路を構成するニューロンの電気的活動（活

動電位やシナプス電位）と生化学的活動（酵素活性や遺伝子発現など）によって情報処理し、適切な行

動として出力する（参考文献 1～6）。この情報処理のプロセスを神経細胞・シナプスという、脳をつく

る基本構成単位からボトムアップに理解することは、神経科学のみならず、神経疾患や薬物依存などの

病態を理解する上で非常に重要である。21世紀に入り、生きた脳の神経細胞の電気的活動を電気生理学・

Ca2+イメージングによって「計測」し、光遺伝学で「操作」するという新たな順・逆両方向からのアプ

ローチが開拓され、神経回路での電気的活動の意義が明らかにされつつある。しかし、一方の生化学的

活動に関しては、多くの研究が時空間分解能の低い方法（生化学的解析、遺伝子改変動物や薬理学的介

入）で行われており、シナプス・細胞・細胞集団レベルでの活性の時空間パターンやその生理的意義は

未だによくわかっていない。本研究では、この問題に答えるため、神経細胞において高い時空間分解能

での生化学的活動の光計測と光操作の方法論を開発する。特に脳機能や神経可塑性に重要な役割を果た

すCa2+依存的なリン酸化・脱リン酸化シグナル伝達(Ca2+/カルモジュリン依存的脱リン酸化酵素である

カルシニューリン、Ca2+/カルモジュリン依存的リン酸化酵素II(CaMKII)の可視化プローブを開発すると

ともに、ケイジドグルタミン酸光誘拐法といった光操作手法と組み合わせることで、様々な脳機能解析

への応用を目指す。 

 

 

２．方法 

２－１、プローブの作製 

ドナー・アクセプター蛍光タンパク質をPCR法により増幅し(Thermo Fisher Scientific社SimpliAmp)、

カルシニューリンおよびCaMKIIに組み込み、合計31種類のFRETプローブを開発した。これらプローブを

組み込んだ哺乳類発現ベクタープラスミドを作成し、以下の実験で使用した。 

 

２－２、初代培養海馬神経細胞でのイメージング 

哺乳0日～1日齢のSDラットより初代培養海馬神経細胞を作成し、培養9日目にリポフェクションにより蛍

光プローブのプラスミドを導入した(参考文献 2, 5)。FRETプローブのイメージングは倒立型顕微鏡

(Olympus, IX-81)に二波長イメージスプリッティング光学系(浜松ホトニクス社 W-view)を組み合わせ、

ドナーとアクセプターからの蛍光を分離し、EM-CCD カメラ(浜松ホトニクス社ImagEM)を用いて計測した。

グルタミン酸光融解には紫外線レーザー(New-Wave Research社、Polaris II)を用いた。イメージングに

より得られた画像は、画像解析ソフトFijiを用いて関心領域を設定し、その中での蛍光輝度変化を解析

した。 

 

 

３、結果 

３－１、生化学シグナル光計測プローブの開発 

カルシニューリンおよびCaMキナーゼは基底状態では自己抑制ドメイン(AID)と触媒ドメインの相互作用

によって酵素活性が抑制されているが、Ca2+/カルモジュリンの結合によってコンフォメーション変化が

聞き起こされて、触媒ドメインがAIDから解放されて活性化する。本研究では、この活性化に伴うコンフ

ォメーション変化をFRET(蛍光共鳴エネルギー移動)として蛍光スペクトル変化に変えて可視化するFRET

プローブを開発した(図1)。 

そのために、申請者が先行研究において開発したカルシニューリン・CaMキナーゼプローブ(参考文献5)

を骨格として、合理的な高性能プローブ設計や長波長化による多色化・高組織透過性(参考文献2)を適応

し、PCRおよび制限酵素を用いたDNAコンストラクションにより、リンカー長の調整や新型高輝度蛍光タ

ンパク質の利用した新規FRETプローブを開発、高性能プローブのスクリーニングを行った。その結果、

初代培養海馬神経細胞においてダイナミックレンジが向上した新型カルシニューリンプローブの開発に

成功するとともに、高輝度化・長波長化した新型CaMKIIプローブの開発に成功した。 



 

３－２、神経細胞における光計測と光操作 

初代培養海馬神経細胞において開発した高ダイナミックレン

ジ・高輝度の新規カルシニューリンプローブおよび新規

CaMKIIプローブを発現させ、光融解グルタミン酸刺激による単

一シナプス刺激に対する生化学応答のダイナミクスを計測し

た。その結果、シナプスおよび樹状突起におけるカルシニュー

リンおよびCaMKIIの時空間的な生化学シグナルの違いが明ら

かとなった。 

 

 

４、考察・まとめ 

本研究において、従来型よりもダイナミックレンジが向上した

新型カルシニューリンプローブおよび、高輝度CaMKIIプローブ

の開発に成功し、多重FRETイメージング法を用いた高時空間分

解能での生化学シグナルのダイナミクス計測の礎を築くこと

ができた。生体内でのシグナル計測は非常にS/Nが低い場合が

多く、そうした意味で高ダイナミックレンジ・高輝度のプロー

ブは非常に有用であり、今後脳内での生化学活性測定に応用さ

れると考えられる。 

また、本研究はシナプス可塑性が誘導されたシナプスと、樹状突起やその隣のシナプスにおけるリン酸

化・脱リン酸化シグナルのバランスの定量と、その生理的機能を解明する今後の試みに大いに役立つと

考えられる。特にカルシニューンの下流で活性化される因子(例えばCRTC1)はシナプスから核へのシグナ

リング(参考文献3)やヘテロシナプス性のシナプス可塑性に重要な役割を果たしていると考えられてお

り、シナプス・樹状突起・神経細胞レベルでの脳機能解明に重要な役割を果たすと考えられる。本研究

ではこうした神経細胞シナプスにおける脳内生化学シグナルの一端を明らかにしており、今後、こうし

た絶妙に調整された生化学シグナルの脳機能における役割、脳病態における破綻についての研究へとつ

ながることが期待される。 
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図 1、活性化に伴う酵素のコンフォ

メーション変化を利用した酵素活性

化可視化 FRET プローブのデザイン 




