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CaMK皿のキナーゼ活性と構造的役割の相互
作用によるシナプス構造可塑性のゲート機構

林康紀，金力ラム，岡本賢一

　CaMKIはシナプスでFアクチンを束化することで安定化させている．　LTP誘導により，細胞内Ca2＋が

上昇しCaMKllが活性化されると，　CaMK　llがF一アクチンより解離し，その再構成を促す．細胞内Ca2＋が

低下すると，CaMKHは再構成されたF一アクチンを再び安定化させる．このメ力ニズムにより，　CaMKn

はシナプス細胞骨格再構成のゲート機構であると考えられる．

　Ca2｝、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼll

（CaMKH）はCaL’トにより活性化されるセリン・スレオ

ニンタンパク質キナーゼである．脳，特に興奮性シナ

プスに多いことで知られ．全海馬タンパク質の約2％，

シナプス後膜肥厚（PSD：postsynaptic　density）両分

では20～30％を占める．これはCaMKHの重要性を述

べる際の枕詞のようになってしまっているが，よく考

えてみると不思議だ．通常キナーゼは・分子が多数の

基質をリン酸化することができるので．基質より多い

必要はない，ところが，CaMKHはほぼすべての基質

タンパク質の量を凌駕しており，なぜそれほどまでに

多いのかという合理的な説明はなかった．

　CaMKHにはもう1つの謎がある．それは12量体か

らなる回転対称体であるということである、CaMKn

は単量体同［：で相ll：にリン酸化することで活性型にな

ることが知られているが．それでも：量体でト分であ

る．なお12量体をとっているのはなぜであろうか．

　これらの疑問を抱いていた頃．われわれはLTP（long－

term　potentiation，長期増強）に伴い，樹状突起スパ

イン内のアクチンが急速に重合し，それに伴いスパイ

ンが拡大すること（以下strLlctしlral　LTP，　sLTP）を報

告したばかりでL’　1，（岡本賢一：実験医学，23：276－279、

カレントトピックス参照）．そのシグナル伝達がどう

なっているか，それにどうアプローチするかを議論し

ていた．特にCaMK　llはNMDA受容体のC　aL’＋流人に

より活性化されることが知られており，このシグナル

伝達がアクチンの調節にどう結び付くかが1番の問題

であった．

1　CaMKIIはF一アクチン束化9＞・w質である

われわれはCaMKIIはシグナル情報伝達物質として
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図1CaMK　HはF一アクチンを束化し，樹状突起スパインの形態維持に寄与する
　　　A）CaMKnβに対するshRNAを発現する細胞ではスパインがフィロボディア状になる　B）CaMKHにより束化されたF一ア

　　　クチンの電子顕微鏡画1象スケールバー＝500nm，　C）CaMKロβにはαにはないF一アクチン結合部位（緑）があるがその

　　　部位には多数の自己リン酸化部位が存在する．（A．Bは文献3より転載）

だけではなく，じつは，細胞骨格の・部として機能す

るではないかと考えたll．まずこれを実証するため，

shRNAを用い，神経細胞においてCaMKrI吊：を減少さ

せたところ，2つあるCaMKHサブタイプのうち．βサ

ブユニットを減少させたときにはスパインが小さくな

りフィロボディア1状となった咽1A）．　一ノ∫，αサ

ブユニットを減少させた場合は変化はなかった．この

表現型は変異を人れキナーゼ活性をなくしたCaMKII

βでもレスキューすることが可能であり，キナーゼ活

性とは別にCaMKIIβはスパインの構造維持に必要で

あることがわかった．

　ではαとβサブユニットの差はなんであろうか．以

前，Shenらはβサブユニットが線維状アクチン｛F一ア

クチン）に結合することを報告していたい．彼らはこ

の結合はCaMKHがシナプスに集積するメカニズムだ

と考えた，ところが．CaMKHはα，βサブユニット

の12量体からなっており．1つのCaMKIIが同II寺に複

；・ブイロボデイア
〔単数系：fi［opod［um，複数形　一dia．糸状仮足）移動，伸展しつつ

ある細胞や，未熟な神経細胞で観察される．細胞表面の細く長い突起

束化さぜたアクチンが細胞骨格として存在する．微小管からなる線毛．

鞭毛とは異なる　特に末熟な神経細胞で観察されるものは　樹状突起

スパインの前駆休と考えられ，シナプスを形成するとアクチンが分枝

化し，茸状の成熟したスバインになる

数のF一アクチンと結合する可能性がある．われわれは

CaMKIIはそのような結合によりアクチンを束化して

いるのではないかと考えた．PSDにはCaMKnはほぼ

アクチンと同程度存在することからも，このモデルが

妥当と思われた．

　そこで．精製したタンパク質を川いてCaNIKHβが

F一アクチンを束化することを生化学的下法，電子顕微

鏡を用いて実証した（図1B）．　・方，αサブユニット

にはそのような機能はなかった．以トより．CaMKII

はβサブユニットを介してF一アクチンを束化すること

で．シナプスにおける細胞骨格系の安定化を担ってい

ることが示唆された．

■　活性化に伴うCaMK皿の自己リン酸化によるF一

　アクチンからの解離がsLTP誘導に必要である

　次に当然，CaMKnのキナーゼ活性と構造的役割の

相互作用が興昧深い点であるTわれわれは当初，活性

化が細胞骨格系をより安定化させるのではないかと考

えていた．これは，sLTPの誘導に伴いアクチンが重

合化するという知見を説明しやすい．ところが、実験

結果は逆であった．CaMKHをCa2　カルモジュリン

で活性化するどF一アクチンからCaMKnが解離して
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CaMK∬がF一アクチンを束化するこ
とにより安定化（→）．アクチン調節

タンパクとの相互作用を阻害（→）．

胤丈rp誘導．
CaMK　llが自己リン酸化によりF一

アクチンより離脱．アクチン調節タ

ンパク質がアクチンを再構成．

CaMK皿不活型⑧　　自己リン酸化／活性型⑧

F一アクチン既存輪　新規
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CaMK皿がF一アクチンに再結合．

再構成されたF一アクチンを安定
化．

図2CaMKHはアクチン調節タンパク質とアクチンとの相互作用を制御することにより，
　　　可塑性を制御する

　　　（文献1より引用）

スパインの構造

F一アクチンがばらけてしまう．ところがキナーゼ活性

をなくすと，結合したままになる．そのためCaMK　H

の活性化に伴う自己リン酸化によって，F一アクチンと

結合しなくなるのではと考えた，

　よく見ると，F一アクチンとの結合部位にセリンとス

レオニンが18個もある1）．質量分析をしてみると，そ

れらのほとんどが自己リン酸化されるという結果が出

た（図IC）．最初は1つずつアラニン（A）変異を入れ

ていたが，どの部位も弱く結合に影響するため，最終

的に全部まとめて変異させたAll　A変異体をつくった．

この変異体はCa2＋／カルモジュリンで活性化させても

F一アクチンに結合したままだった．つまり，CaMKIl

はその活性化に伴いβサブユニットのアクチン結合部

位が白己リン酸化することによって，F一アクチンから

解離するのである．

　それではその生理学的な意義は何であろうか．これ

を解くにはAll　A変異体が有用であることに気づいた．

この変異体は野生型と同じ程度キナーゼ活性はあるの

にもかかわらず，アクチンに結合したままになる．そ

のため，キナーゼ活性とアクチン結合能の役割を分離

することができると考えた．この変異体を発現した神

経細胞を観察したところ，sLTPが抑制されており，

CaMK　llの活性化依存的なF一アクチンからの解離が

sLTPにおいて必要であることを示唆した．

　さらにCaMKHとアクチンの結合と解離がsLTP誘

導後どのような時間経過で起こっているのかを検討す

るため，F6rster共鳴エネルギー移動（FRET）を用い

た計測を行った．その結果，LTP誘導刺激後，スパイ

ン内で20秒以内にほぼすべてのCaMKHがアクチンか

ら遊離し，1分以内に再結合することがわかった．一

方，先程のAllA変異体は結合したままであった．

■　CaMK　9のF一アクチンからの解離はsLTP
　のゲート機構として機能する

　以上からsLTPの成立には，　CaMKIIがいったんF一

アクチンから解離する必要があることがわかった．そ

れでは解離することにどのような意義があるのであろ

うか？解離してしまうのであればアクチンを安定化

することはなさそうである．そこで逆に，解離するこ

とで，アクチン調節タンパク質が働くようになるので

はないかと考えた．これを検証するため，代表的なア

クチン調節タンパク質であるコフィリンtArp2／3，ゲ
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ルゾリンとのアクチンとの相互作用を観察したところ，

CaMKnの存在下では．これらのアクチン調節タンパ

ク質とアクチンとの結合が阻害されることがわかった．

おそらく，CaMKHがアクチンを束化することで立体

障害が起き．アクチン調節タンパク質が結合できない

のであろう．

　それでは，CaMK　Hのアクチンからの解離がsLTP誘

導にト分なのであろうか．それともキナーゼ活性も同

時に必要なのであろうか．そんな中で著者のひとりで

ある岡本がおもしろい文献に気づいた．彼が見つけた

のはロシアのグループが発見したKillerRedといかにも

な名前がついたタンパク質である．これはGFPファミ

リー蛍光タンパク質であるが，おもしろいことに光を

照射すると蛍光だけではなく，活性酸素を発する．こ

れを用いると近隣の分f一を不活化する光照射分子不活

性化法（chromophore－assisted　light　inactivation：

CALI）という現象を誘導することができる．有効距離

は一般的に5nm以内，だいたいFRETがよく起こる

範囲である．ところがこのタンパク質は凝集しやすく，

扱いづらかった．大阪大学の永井健治らは単量体にす

ることでそれを解決し，名前もSuperNovaとずっとス

マートなものにした5）．

　CaMKHのキナーゼドメインをSuperNovaに人れ替

えると，ちょうどアクチン結合部位に隣接して

SuperNovaが融合される形となる．もちろんキナーゼ

活性もなくなる．これを神経細胞にshRNAと共発現

し，内在性のCaMK　nβをSuperNova融合タンパク質

と置き換えた．この条件下でCALIを誘導すると，

SuperNova融合タンパク質は局在していたスパインか

ら流出し．アクチンから解離したことを示唆した．と

ころがスパインの大きさはほとんど変化しなかった．

そこで光照射に加え，グルタミン酸を二光子脱ケージ

化により投与してみた．そうするとはじめてsLTPが

起こった．つまり．CaMK　HのF一アクチンからの解離

は必要であるが十分ではないということであるtF一ア

クチンの解離とグルタミン酸受容体のド流にあるシグ

ナルが同時に機能することで，はじめてsLTPが誘導

された．

1おわりに

　CaMKHは定常状態のスパインにおいてはアクチン

を束化することで．その安定性を高めているが，CaZ＋

により活性化されると，自己リン酸化を受け，アクチ

ンから解離する（図2）．解離したアクチンはコフィリ

ンなどのアクチン調節タンパク質の標的となる．この

機構により一過性にF一アクチンの再構成が起こる．そ

して．細胞内カルシウム濃度が低「すると脱リン酸化

されたCaMKHが再びF一アクチンと結合し．新たな定

常状態となる．このようにして，CaMKH自身はF一ア

クチンを変化させないが，アクチン調節タンパク質と

の相互作用を制御する一種のゲート機構であると考え

られた．

　これらの知見は興奮性シナプスでCaMKHがアクチ

ンと並ぶほど量が多いこと，特異な回転対称構造をし

ていることを合理的に説明でき，その発見以来の謎を

解決したといえる．

　COI開示：林は武田薬品工業，富1通研究所から研究資

金を得ている．

　あれは10年ほど前のことであっただろうか．もう季節も覚えていないが，真夜中で

あった．筆者の1人（林）は家への帰途チャールズ川をわたる橋のたもとにあるロータ

リーを車で回っていた．そのときであった，CaMKHがシナプスに大量にあることと，回

転対称体（ratational　symmetry）であることを同時に説明できるモデルを思し、ついた

のは．ただそのときはそのアイデアを証明し，完全な論文に仕上げるまで10年もかかる

とは夢にも思っていなかった．論文が一部他のグループに先を越されるなど，たいへん

なこともあったが，金君，岡本君，他の共同研究者の努力に深く感謝するしだいである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（林康紀）
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