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Ｌ要旨

Ｉ目的］シグナル伝達分子004はタンパク質脱リン酸化酵素proteinphosphatase2Aの

触媒サブユニット（PP2Ac）と直接結合してその酵素活性を調節する。そのターゲットの

全容は明らかになっていなかった。その理由の１つにα４遺伝子ノックアウトは胎生致死

となることが挙げられる。そこでこれまでに組織特異的な004ノックアウト（KO）マウス

の解析がなされている｡ＢおよびＴリンパ細胞それぞれに特異的なＫＯマウスの解析によ

りｑ４はリンパ細胞の増殖、分化に重要であった。本研究にあたり、ｃｃ４には脳および精巣

に特異的に発現するファミリー分子であるoc4-bが存在すること、PP2Acは脳において強

く発現していることよりα４は脳神経細胞において重要な機能を有していると考えた。さ

らにoU4-bが存在する脳神経細胞においてoC4をノックアウトすればｑ４の機能をより明確に

し得ると予想された。そこで本研究において脳神経細胞特異的なoc4KO（N-q4KO）マウ

スを作製し解析することによりｑ４の脳神経細胞における機能を明らかとすることを目的

とした。

［方法および結果］Ｎ－ｄ４ＫＯマウスの作製にはCre/loxPシステムを用いた｡脳神経細

胞特異的に発現するｑ４－ｂのプロモーター下流にＣｒｅｒ巳combinasecDNAを導入して

oL4-b-Creマウスを作製し、q4floxマウスと交配することによりＮ－ｕ４ＫＯマウスを作製し

た。ニッスル染色による脳神経細胞の解析では脳神経細胞数、細胞の形態および脳組織の

構築は正常であった。次に脳機能を解析するために行動実験を行った。運動機能と情動性

は正常であった。モリス水迷路テストにおいて障害を認め、ｑ４は海馬依存性の空間学習

記憶に重要であることが明らかとなった。このことに着目し、そのシグナル伝達機構を解

明するために海馬依存性の学習記憶で最も重要な分子の１つである

calcium/calmodulin-dependentproteinkinasellcc(ＣａＭｍα）とｑ４の関連を解析した。野生型

マウスの脳神経細胞を用いた免疫沈降実験においてｑ４はＣａＭｍＩｑと結合していた。同様

にPP2AcもCaMKIIocと結合していた。したがってα４，PP2AcおよびCaMKIIqは複合体を

形成していた。次にcc４によるCaMKIIocの制御をみるためにＮ－ｑ４ＫＯマウスの海馬の

CaMKII活性を測定した。N-oc4KOマウスのCaMKII活性はコントロールマウスに比し有

意に上昇していた.すなわちｑ４はＣａＭｍｑを負に制御していた。さらに野生型マウスの

海馬ではoc4とPP2Acはpostsinapticdensity(PSD)ではなく細胞質内に局在していた。

１



［考察および結論］Ｎ－ｏｃ４ＫＯマウスは海馬依存性の空間学習記憶が障害されていた。

そのメカニズムとして、ｏｃ４およびPP2AcがＣａＭｍｃＬと結合することを初めて明らかと

した。Ｎ－Ｑ４ＫＯマウスの海馬のCaMmI活性が上昇していたことなどより、cL4／PP2Ac

はＣａＭｍ活性を負に調節していることが分かった｡004／PP2Acは脳神経細胞の細胞質内

でＣａＭｍＩｑを脱リン酸化することにより学習記憶に伴うシグナル伝達を制御していると

考えられた。

２



Abstract

lntroduction：

α４，asignaltmnsductionmolccule,associatesdirectlywiththecatalyticsubunitofprotein

phosphatasｅ２Ａ(PP2Ac)andregulatesitsenzymaticactMty、Thedownstreammoleculesof

cL4/PP2AcremalnuncleaLItisoneofthereasonstllatthegenetargetingofｑ４ｗａｓｅｍｂｌｉｏｎｉｃ

lethaLTYlen,conditionalgenetargetingofa4hasbeenanalyzed・Conditionalgenetargetingof

MinBorT1ymPhocytesdemonstratedthatq4playedapivotalroleinlheprolifbmtionandthe

diHerentiationoflymphocytes・Itisthoughtthatcc4playsanimportantrolemtheneuronalcells

becauseq4-b,anoc4-relatedmolecule,isselectivelyexpressedinthebrainandtestis,andPP2Ac

isabundantlyexpressedinthebrain・Inaddition,itiseXpectedthatthefi1nctionofoI4isableto

bemadeclearerbydeletingq4geneinq4-beXprcsslngneumnalcells・so,toinvestigatethe

neuronspecificfimctioｎｏｆｑ４,oc4genewasdeletedintheneronalcellsOW-q4KOmouse)by

conditionalgenetargetingmthisreseamh

Methodsandresults：

TYleCre/loxPsystemwasusedfbrpr巳paringN-cc4KOmice、a4-b-Cretransgemcnmcewere

preparedusmgtheplasmidconstructmwhichCregeneistranscribedundertheneuronspecific

M-bpromot慾Tbdisrupttheoc4geneinneuronalcells,afemaleMfloxedmousewasmated

witｈａｍａｌｅｏｃ4-b-Cretransgemcmouse・TheNissl-stainedcoronalsectionｓｏｆｔｈｅＮ－ｑ４ＫＯ

ｂｒａｉｎｓｄｉｄｎｏｔｓｈｏｗａnygrossabnonnalitiesintheneuronnumberbcytoarchitectureand

histologicalstructurecomparedtothoseofcontrolmice、Next,toinvestigatethebminfimction，

behavioraltestsweredone，ＴｈｅｍｏｔｏｒfUnctionandanxietywerenormal,TheN-cL4KOmice

werehnpairedintheMorriswatermazetest・Thus,itwasclearthatMwasinvolvedinspatial

learningandmemorydependentonhippocampus・Tbconfirmthissignaltransduction

mechanism，theldationbetweenq4andCalcium/calmodulin-dependentpmteinkinaseIIq

(CaMKIIq)thatwasoneofthemostimportantmoleculesmthehippocampus-dependentlearning

andmemorywasanalyzed，q4wasassociatedwithCaMKIIqintheimmunoprecipitationusmg

theneuronalceUsofwild-typemice・Ａｓｑ４,PP2AcwasassociatedwithCaMKIIcL、nlerefbre，

α4,PP2Ac,ａｎdCaMKIIqfbrmedthecomplex・Next,toinvestigatetheregUlationofCaＭＫＩＩｄ

３



ｂｙｑ４,theCaMKIIactivityinthehippocampusofN-MKOmicewasdetermined・TheCaMKII

activitywashighermthehippocampusofN-oc4KOmicethaninthatofthecontrolmice・Ｔｈａｔ

is，ou4negativelyregulatedCaMKIIu・Inaddition，ｃc4andPP2Acwerelocalizedinthe

cytoplasmbutnotinthepostsinaptic｡ensity(PSD)inthehippocampusofwildtypemice．

Discussionandconclusion：

N-cL4KOmiceshowedimpairedspatialleaningandmemorydependentonhippocampus、It

wasclearfbrthefirsttimethatcL4andPP2AcwereassociatedwithCaMKIIqunderthesignal

transductionmechanismlthasbeenunde1泪toodthatcc4/PP2Acnegativelyregulatedthe

CaMKIIactivityftomthattheCaMKIIactiｖｉｔｙｗａｓｅ血ancedinthehippocampusofN-MKO

mice,andextraexperimcnts，Itwassuggestedthatq4/PP2Acregulatedthesignaltransductionm

learningandmemorybydephosphorylatingCaMKIIocinthecytoplasmoftheneuronalcells．
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Ⅳ、略語一覧

Ａｂ;antibody

CaMKII;calcium/Calmodulin-dependemproteinkinaselI
ＣＮＳ;centralnervoussistem

CS;conditionedstimulus

BCR;Bcellantigenleceptor
BSA;bovineserumalbumin

FITC;fluorcsceinisothiocyanate

HRP;horsemdishperoxidase
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LrP;long-tennpotenciation
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PCR;polymerasechainreaction

PP1;proteinphosphatasel

PP2A;proteinphosphatase2A

PP2Ac;thecatalyticsubunitofPP2A

PSD;postsynapticdensity

Tgtmnsgenic

US;unconditionedstimulus

WTiwild-type
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Ｖ・研究の背景と目的

Ａ、シグナル伝達分子α４の同定

α4はＢリンパ細胞抗原レセプター（BCR）複合体を形成する1９００（MB-1/CD79a）と結

合する新規シグナル伝達分子として同定された。以下にその背景と発見の経緯を述べる。

ＢＣＲへの刺激は抗原特異的Ｂ細胞の増殖に対して様々なシグナル伝達経路の活性化を

誘導する（SakagUchieta1.,1993,Pleimaneta1.,1994,DeFranco,1995,RethandWienands，

1997)｡ＢＣＲは細胞表面に発現している膜型immunoglobulmM(IgM)とIgq(MB-1/CD79a）

／196（B29/Cd79b）ヘテロニ量体によって構成されている（Sakaguchieta1.,1993)。この

BCR複合体は細胞内の機能的分子群であるsrc／非src型チロシン・キナーゼ、Ｓｙｋキナ

ーゼ、ホスフアチジルイノシトール３－キナーゼ（PI3-K）および未知のキナーゼ群にシグ

ナルを伝達していくことが知られている（RethandWienands,1997)。KuwaharaらはＭＢ－１

に結合するs2kDaのリン酸化タンパクｐ５２を認識するモノクローナル抗体19-14を作製し

た（Kuwaharaeta1.,1994)。Ｂ細胞において、この分子はプロテイン・キナーゼＣ（PKC）

を直接活性化させるホルボール・エステルＰＭＡ刺激によってリン酸化が誘導された。ま

た、BCR-クロスリンク刺激後に一過性にチロシン・リン酸化分子の結合が誘導されたこ

とから、ＢＣＲを介したシグナル伝達に関与しPKC活性化経路とチロシン・キナーゼ群を

介した活性化経路を結ぶ新しい分子であることが示唆された｡そこでInuiらはこの分子を

さらに解析するため、モノクローナル抗体19-14をプローブとして大腸菌でタンパク質を

産生する発現ベクター入gtllのcDNAライブラリーをスクリニーニングし、α4cDNAをク

ローニングした（InuietaL,1995)。その後、マウスＢ細胞を抗IgM抗体で刺激するとチ

ロシンリン酸化タンパクが一過性にｑ４と結合することから、α４はＢＣＲからのシグナル

伝達に関与することが確認された（InuietaL,1995）（図１)。
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lgIVi
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~愛sｒｃｐｉｒＫｓ ■

笹▲←④Oil4

Ｉ
SignaItransduction

図１シグナル伝達分子ｑ４の同定

ｑ４はＢリンパ細胞抗原レセプター（BCR）複合体を形成するIgoc（MB-1/CD79a）と
結合する新規シグナル伝達分子として同定された。Ｂ細胞において、ｑ４はプロテイ

ン・キナーゼＣ（PKC）を直接活性化させるホルボール・エステルPMA刺激によってン・キナーゼＣ（PKC）を直接活性化させるホルボール・エステルPMA刺激によって

リン酸化が誘導された。また、BCR-クロスリンク刺激後に一過性にチロシン・リン

酸化分子の結合が誘導されたことから、BCRを介したシグナル伝達に関与しPKC活性

化経路とチロシン・キナーゼ群を介した活性化経路を結ぶ新しい分子であることが示

唆された。

Ｂａ４ファミリー分子

α４分子は既存の分子とは部分的にも相同性が認められない、新しいタイプのシグナル

伝達分子である。現在までにcc４相同遺伝子（ホモログ）はヒト、マウス、ラット、酵母

およびイネで単離されている｡予測アミノ酸配列が種を超えて良く保存されていることが

特徴的である。ほ乳類においてはアミノ酸レベルで８０％以上の相同性が認められ、非常

に高く保存されている。酵母とイネでは、それぞれ全体で３０％の相同性があり、特に力

９



ルボキシル基末端２０アミノ酸残基が５０％以上で保存されている。

また、脳神経細胞および精巣で組織特異的に発現するcc４ファミリー分子としてａ４－ｂが

単離された（Maedaeta1.,1999)。以下にそれぞれのα４ファミリー分子について述べる。

Ｂ１マウスｑ４

ｑ４は前述の如く1995年､Inuiらによってマウス解cDNAが単離されたことにより発見

された。マウス解ｃＤＮＡは、全長３４０アミノ酸残基をコードする。ＰＫＣによるリン酸化

可能部位が６か所､カゼインキナーゼⅡ(CKII)によるリン酸化可能部位がｇか所存在し、

さらにプロリンに富んだsrc相同３（SH3）結合様モチーフを持つ。そして、いかなる既

存のシグナル伝達分子とも相同性が認められないユニークな構造であった（Inuieta1.,

1995）（図２)。畷の発現はすべての組織で認められていた。構造がよく保存されているこ

と、発現パターンがubiquitousであることからｑ４はＢＣＲ以外のシグナル伝達にも関与す

るのではないかと推測された。

S2０ S6７

T19IS60IS12dIS195SH3-binding

ｍｏｔｉｆ

340aａｍｏｃ４

「'１１－’
S４Ｔ３８Ｓ５８

Sl78S2O511S234T267S6４

S224

図２マウス四分子の構造

S:セリン、Ｔ:スレオニンリン酸化可能部位。SH3:srchomologydomain3

Ｂ２ヒトcc４

ヒト畷cDNAはマウス解cDNAをプローブとしてｃＤＮＡライブラリーをスクリーニン
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グし単離された（OndaetaL,1997)。ヒト“cDNAは339アミノ酸残基をコードしており

マウス解よりも１アミノ酸短い゜マウスとの相同性はアミノ酸レベルで82.9％と非常に

高く保存されている(図3)｡染色体マッピングの結果からＸ染色体の長腕(Xql31-Xql33）

に位置していることが明らかとなっている。現在、ヒト“遺伝子はHumanGene

NomenclatureCommitteeにIGBP１（ImmunoglobulinPrcceptorbindingproteinl）として登録さ

れている。

Ｅ３ラットoC4

ラットｑ４はプロラクチン（PRL）依存ラットリンパ腫細胞のＰⅢシグナル伝達に関与

する遺伝子の１つとして単離された（Tbo,1997)。報告されたアミノ酸配列は374残基で

マウスとヒトの配列に比べ３０残基以上長い。これはアミノ酸残基299番目と300番目の

間に相当する位置でアデニン塩基が欠失したことにより読み取り枠にミスセンス変異が

生じたためと考えられる。このことを考慮すると実際はラットＭ分子も３４０アミノ酸か

らなると考えられる。

Ｂ４酵母ホモログｎｐ４２

1996年、アメリカのＤｉＣｏｍｏらが酵母のcL4相同遺伝子をクローニングした（DiComo

andAmdt,1996)。それはセリン／スレオニン・ホスフアターゼの１つＳＩＴ４に結合する分

子をみつける方法で行なったものであった。ＳｍはＰＰ２Ａ（proteinphosphatase2A）と構

造の似たホスフアターゼである。彼らはＳｍ結合分子をｍｐ４２と名付け、マウスｑ４と構

造が類似している事を指摘した。mdLP42は酵母細胞の生存に必須の分子であり、栄養因子

の存在がｎｐ４２とＳｍおよびPP2Aとの結合を誘導することが示された。ＳⅡ4は細胞周

期のＧ１からＳ期への移行に必須であり、SIT4の突然変異はG1arrestを起こすことが知

られていた。そこで同じく酵母にG1arrestを起こすことが知られていた免疫抑制剤ラパ

マイシンとの関係を調べたところ､T1ap42とSIT4およびPP2Aとの結合はラパマイシンに

よって阻害されることが明らかとされた。したがってｑ４の酵母ホモログであるTap42は

ラパマイシン感受性経路（後述）に関与することが示唆された。Hp42のアミノ酸配列は

ｑ４と３２％の相同性が認められる（図３)。

1１



ZＩ

士好一Ｈミニニレｂｅ国

.,OL-ZOL`”ＺｗＷＤｏＪｇＷ"回.(6661).IUJeUPSEn

uoI6a｣peA｣esuoolBu1山｣el-O
uoI6e｣UoUu1lo｣d

uoI6e｣６u1pu1q-oVZdd
enp1Se」peA｣eSUOO

●●●●●●●●●●０

０.ｊｌ

６
２
０
６
６

羽
詑
施
”
酌

乙嗣ELUsBeバ
ャＤｕＥ山ｎＵ

Ｗ］図

しＤｅｕＵｎ山

ｑ･ＰＤｅｕＵｎ山

”
鈩
鈩
←
》

頭亟
｜唖
輌唖 密

“
“
》
》
“

》四
巫巫

趣
噸
顕
覗
、
顕

》錘錘
》錘

》》
》

OＣＣ

ｌＩＣ

ＺＩＣ

ＺＩＣ

９ＬＧ

①unu両面【ＷV6目

ローq何雨”面５

回一旦面面、、回ら －

画－s何面、２５麺

ロー－両、、稲甸f「

Zし｡E上りsEeパ
ｗｕＥｕｍｌＩ

し刀リE」

ゥＤｅｕｕｎ山

ｑ－ﾔのｅｕ１』、山

》 》》》
》

回回且ｍｄ璽回区JhSDqmaDJ[､､入

=菫騨|鰯三； 一旦麺Saa-Vm国V回ひⅡ－m己

巫
巫
画
巫

》一
一一６》
》

n打面、r面白△-ｍ

●回⑤、｡｡③●●￣●●●●⑥⑨●

XqAm且瓜汪工Ａ６ｅｍＱｴIaXNエLu面nｍｍ且DLSQmhUSmHHエ６匹王甑ﾊ顕八
mQSハエFM、ⅡＳａｘＤＶａﾕﾊXV6VymmhTT､汀空Ａ－ａａ沮画-ひＨＳＳ風SｴWmVs
AIQSAmDqmpzSmDL､鋤ＸＨ６Ｖ〕『唖ＬＴＴ.R麹肉一aaX図-aⅡSS50vgn雨訂

mqSAmDmpｴSammDaJpIVOVw晒工TT,何ＲＸＤＵ－ａａＸ且－aⅢSSHDV[同ｍ滴

&AQhUmUUm面ＢａｴDVD且ADV6VAg泡』TTTﾊ酊亟正一ａＲｗ司る己一sS笹SVS巫面、

Ｚ
ｚ
ｚ
Ｚ
Ｚ

Ｂ
Ｌ
Ｌ
Ｌ
Ｌ

９
０
１
ト
ワ
コ

Zﾔ｡E」；seeA
抑ｕＢ山､I’

し、１画

しＤｅｕ１｣ｎＩｕ

ｑ－しＤｅｕＵｎ山

ｚ
ｚ
ｚ
Ｚ
Ｚ

Ｓ
ｚ
Ｚ
ｚ
Ｚ

３
角
Ｂ
ｒ
ｒ
（
汀

Zし｡E上りsBe（
ｗｕＥ山、Ｕ

しり１画

しＤｅｕＵｎ山

ｑ-しＤｅｕＵｎ山

0回mhm6ロエ１，エ皿ロエS且一一ＨｍｍｍＲ可、W工Ⅲ画□百ｍｍ同fTIu

--ｴ回6ロエs回エ画面ｴsエロ、ＨひｴH五エズ頭△－－Ⅱ回□ｍｆ６ｏ

－－ｴ顕ロエs回エ回画工s工sｴAdH淫zHTⅡｘｘｍｍ－－Ｈ回ｍｖＣＤ

－－,ｴ銅ﾛｴ８国Ⅱ画趣ｴＳＡＮｾﾞｴは已汪、ＴｴH入図ＨＡ－－Ｈｍｄｖ６ｅ
－－エ頭画ｴN画工回ロエsｴＳｍ[Ｈｍ６Ⅲｴ｣[ｘ同羽Ａ－－Ｈ画、Hf)、

》》
》》

》
》’

’
一
一

ｍ
ｍ
、
、

、Ⅱ
》矼

匝
》》

ＳＳ
Ｓ

ク
ハ
ｕ
・
図
山
山

ｅ
ｎ
１
ｎ
ｎ

Ｅ
山
ｕ
・
ｕ
・

稻
巳
ｕ
ｕ

ｕ
ｅ
ｅ

廻卸
脚夘
抄 ｑロ

』
巴

Ｌ
ｌ
ｌ
Ｌ
ｌ

Ｂ
８
８
８
８

３
ト
ワ
：
ｂ
ｎ
ｂ

函
唖
錘
誕
韓 騒》

麺 『一
一一
一

『 ６
頭
醜
蔀
師

》
》》錘

密

唾
函
唾
“

》》
》
》

麺》
》》

、

Z加巳」UsEeA

WuEumU

し⑩OB」

しＤｅｕＵｎ山

ｑ－ＷｅｕＵｎ山

３Ｃｌ

ＬＧト

OGし

BG}

BＣＩ

、困れ､ｗ､雷

nつamxNT河円

HヱｴﾜT廊閂T,何Ｎ

ＨＯＢＪｍ汀百ﾊ.顕

凹巫、TTL旬皿璽Ⅱ

函
一
一
一
一

》》
》》
》

癩
沁
顕
顕
率

》》》
稗》》》

□
ぬ
わ
、
輯

》“
“ 》

》
》》

》》
錘

亟
》》
》》

》癖
》癖

辨
麺
魍

、
噸

Z嗣BLUsEe（
しＤｕＥ山、Ｕ

しりリB」

しＤｅｕ１｣、山

ｑ-しDeu1Jn山

８
６
６
６
６

６
Ｚ
８
Ｂ
Ｂ

》琿牽
》》 函》

》一
一一

一

ＳＶエＲヘnrTTJz訂

qmbSVエョ野T回亙

ロエS1fI図画、7両

qmS1fZ回回Ｔロ回

dVBUI面面Ｍｎ面

ＮｍＳ且正Ｖ７可可、【エマrm7TlT面xx

hUHS且匝dI5S正ＦⅥ回Ｖｖｗ回T正一q

lIHSaⅡｄｍＳⅡDUDVv〕麺、－画

｣、Ｓｍ｡ｴ5sⅡＺＭＤＷ〕『汀T江一回

nUF白.誼ロエOSIFmSmmfII-X

ZしdELUsEeパ
ｗｕＥ山、Ｕ

し⑩Ｕｍ

ヤＤｅｕＵｎ山

q-bのｅｕＵｎ山

Ｅ
ウ
ヤ
ウ
ウ

６
９
Ｌ
Ｌ
Ｌ

ｴLSTmDDx曰ａＳＱ０ざｴＳｍＨ－－回－℃【－－－－

Ⅱ､OL且ADKmJLエHSSVa画､Ｗ１回△回。Ⅱご己面⑨巫團

麗鰡謡::::::鯛:I駕鶏:鶉
ＴＶ矼已ﾊｺ【回らｴaXSemamVfV回△回mT5IS亟

『』
》錘

幽
一
一
一
一

－mＳエエーＳエエロ

･汀可頭、『訂而ひエ

,可可囿包や可汀而亜工

図矼亙ＨＴ沮包正面エ

ＴＴｎＷｆｎＴｍＨＹ可､［



Ｂ５イネの鴎ホモログ

ホモロジー検索により植物のイネにもcL4ホモログが存在することが明らかとなってい

る。イネのＭホモログであるpBC601クローンは寒冷刺激により発現が誘導される遺伝

子群の１つとして同定された（BinhandOono,1992）が機能については明らかではない。

B､６組織特異的α４ファミリー分子d4-b

cc4-bは脳神経細胞および精巣で組織特異的に発現するＭのファミリー分子として同定

された（MaedaetaL,1999)。Maedaらは新たな岬関連配列を含んだフアージＤＮＡクロー

ンを単離しａ４－ｂと名付けた。脳ｃＤＮＡライブラリーから単離した晩－６cDNAの構造から

はM-b遺伝子はイントロンレスの遺伝子であった｡ノーザンブロッティングとRILPCRの

解析から岬-6遺伝子は脳と精巣でのみ発現していた（図４)。〃s”ハイブリダイゼーシ

ョンによる解析では〃－６mRNAは海馬錐体細胞や小脳プルキンエ細胞を含め神経細胞で

発現しているがグリア細胞では発現していなかった（図５)。“-6遺伝子は343アミノ酸

残基をコードしておりマウス卿より３アミノ酸長かつた。アミノ酸配列はマウス004

（66％)、ヒト004(66％)、ラット004(67％)、酵母map42(33％）およびイネpBC601（32％）

と高い相同性を示した（図３)。卿遺伝子がubiquitousに発現しているのに対し僻-6遺伝

子は脳神経細胞および精巣でのみ発現しており、α4およびoc4-bの組織特異的な機能の存

在が示唆された（図4,5)。

また、ｏｃ４と同様にPP2Acと結合する（後述）ことが明らかとなっておりoc4-bはPP2Ac

を調節することにより脳神経細胞や精巣においてシグナル伝達に関与するものと考えら

れた。
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ｑ４－ｂは脳神経細胞および精巣特異的に発現するcc4ファミリー分子である１
i神経細胞および精巣で組織特異的に発現するｑ４のファミリー分子として同定された（Maedaetal

図４
oc4-bは脳神経細胞および精巣で組織特異的に発現するｑ４のファミリー分子として同定された（MaedaetaL，
1999）。ノーザンブロッテイングとRT-PCRの解析からoc4-b遺伝子は脳と精巣でのみ発現している。
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図Ｓ０Ｌ４－ｂは脳神経細胞および精巣特異的に発現する“ファミリー分子である２

ｍｓ”ハイブリダイゼーシヨンによる解析ではcc4-bmRNAは海馬錐体細胞や小脳プ

ルキンエ細胞を含め脳神経細胞で発現していたが、グリア細胞では発現していなかった。

ＣＰＰ2A(ProtemPhosphatase2A）

Ｃｌセリン／スレオニン・ホスファターゼの分類

ｑ４が結合し、その機能を調節しているＰＰ２Ａは代表的なセリン／スレオニン・ホスフ

ァターゼである。ホスファターゼは細胞内におけるシグナル伝達に重要である。多くのシ

グナル伝達はリン酸化反応によってなされるが､キナーゼによるリン酸化反応はホスファ

ターゼによる脱リン酸化反応によって調節される。セリン／スレオニン・ホスファターゼ

の数はこれまでに同定されているセリン／スレオニン･キナーゼに比較してはるかに少な

い（Humenl995)。セリン／スレオニン・ホスファターゼは、数多い種類のリン酸化され

たタンパク質を基質とし得るために様々な調節分子と結合することによって数多くのホ

ロ酵素型をつくっている｡セリン／スレオニン･ホスファターゼは酵素学的性質に基づき、

4種類（PP1,PP2A,PP2B,PP2C）に分類されている（Cohen,1989)。さらに、ＰＰ２Ａのサブ

フアミリーであるＰP４（Brewiseta1.,1993)、ＰＰ６（SIT4/BastiansandPonstingl,1996）や新

1５



しいファミリー分子であるＰP５（Cheneta1.,1994)、ＰＰ７（HuangandHonkanen,1998）が報

告されている。

Ｃ､ｚＰＰ２Ａ

ＰＰ２Ａは哺乳動物細胞において量的に最も豊富なホスファターゼであり、細胞増殖や細

胞周期のコントロールといった重要な機能を有する（Lechwardeta1.,2001,Somag,2001,

Zolnierowicz,2000)。ＰＰ２Ａホロ酵素は触媒（C‐）サブユニットと様々な調節サブユニット

の複合体からなる（MumbyandWaltenl993,WeraandHemmmgs,1995)。Ｃ－サブユニットは

調節Ａ－サブユニットと結合し、さらにこのＡ/Ｃダイマーは様々なＢ－サブユニットや他の

結合分子と結合する（Ruedigereta1.,1992)。Ａ－サブユニットや様々なＢ－サブユニットを

含むホスフアターゼ調節分子が結合することにより、ＰＰ２Ａは多様なホロ酵素型（図６）

として存在し、多様な基質親和性、基質特異性および細胞内局在を持つことが可能となっ

ている（図７）（JanssensandGoris,2001,TnrowskietaL,1997,Agostiniseta1.,1992)。したが

ってＰＰ２ＡにおいてはＣ－サブユニット（PP2Ac）に結合する調節分子がその機能を規定し

ており重要な役割を果たしている。
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図７ＰＰ２Ａ結合分子

ＯサブユニットはＡ－サブユニットや様々なＢ－サブユニットを含むホスファターゼ調節

分子が結合することにより､PP2Aは多様なホロ酵素型として存在し､多様な基質親和性、

基質特異`性および細胞内局在を持つことが可能となっている。

α４はＡ－サブユニットと競合的にＣ－サブユニット（PP2Ac）と直接結合する、Ａ－サブユ

ニットやＢ－サブユニットのカテゴリーに属さない新しいＰＰＺＡ調節分子である（後述)。

その他のPP2Acに結合する分子として､eRF1(Andjelkoviceta1.,1996)、ＨＯＸ１１(Kawabe

eta1.,1917)、ＣＫＺｑ（Heicheeta1.,1997)、ＣａＭＫＩＶ（Westphaleta1.,1998)、Ａｘｍ（Hsueta1.,

1999)､Bcl-2(DengetaL,1998)､Ｓ６キナーゼ(S6K)(WestphaletaL,1999,Petersoneta1.,1999,

Yamashitaeta1.,2005)､E-cadherin/p-catenm(Gotzeta1.,2000)､Ｍｍｌ(Liueta1.,2001)､PKCα

（BoudreauetaL,2002)、CyclinG2（Benmneta1.,2002）などが報告されている（表１)。
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表１ＰＰ２ＡのＣサプユニット（PP2Ac）と結合する分子群

Ｃ３脳におけるＰＰ２Ａの発現およびCaMKIIとの関連

ＰＰ２ＡのＣ－サブユニット（PP2Ac）にはccとβという二つのアイソフオームが存在し、量

的にはαはβの約十倍である。二つのアイソフォームともにその発現はubiquitousであるが、

特に脳と心臓で強く発現していることが明らかとなっている（KhewCoodalland

Hemmings，1988)。したがってＰＰ２Ａは脳においても重要な機能を有することが示唆され

ていた。

CaMKIIは脳において多量に存在するプロテインキナーゼで、海馬依存性の学習記憶に
１８

結合タンパク質 特徴

eＲＦ１ ＡＣダイマーに結合し、ＰＰ２Ａをリボソームに局在させる。

ＨＯＸ１１ Ｃサブユニットに結合し、ＰＰ２Ａ活性を阻害する。

ＣＫ２ｑ ＡＣダイマーに結合し、ＰＰ２Ａ活性を増強する。

ＣａＭＫＩＶ
ABCトリマーに結合し、ＰＰ２Ａの基質となる。

SV40small-t抗原により結合が阻害されCREＢ活性が変化。

Ａｘｉｎ
Ｃサブユニツトに結合し、ＰＰ２ＡをAxin,APC,GSK3およびp-catenin

複合体のターゲットとする（Wntシグナルに関与させる)。

Bcl-2
ABCトリマーに結合し、ＰＰ２ＡはBcI-2を脱リン酸化する。

アポトーシスにおけるBcI-2の機能を制御する。

S6Ｋ
ｑ４ﾉPP2Acとトリマーを形成し、ＢＣＲおよびＬＰＳ刺激により

PP2A活性が阻害されＳ６Ｋ活性は増強する。

E-cadherin/D-catenin
ＣａサブユニットによりEcadhe『in/p-catenin複合体が

細胞膜において安定化する。

ＭＩＤ１
α４と結合してＣサブユニットと共に複合体を形成。

この結合はＭＩＤ１を微小管に結合させ、中線の形成を制御する。

ＰＫＣａ
Ｃサブユニットに結合し、ＰＰ２Ａにて脱リン酸化される。

この結合は肥満細胞におけるIL-6産生の制御に重要である。

CyclinG2 ＣおよびＢ，サブユニットと結合し、細胞周期進行の阻害に関与する。



重要であることが明らかにされている（LismanetaL,2002)。最近、このCaMKIIとＰＰ２Ａ

との関連が報告されている。CaMKIIは自己リン酸化することにより活性型となり、シナ

プス機能調節に重要なシナプス後肥厚（PSD,postsynapticdensity）へ移行する。ＣａＭＫＩＩ

が活性化型となるスイッチオンが自己リン酸化であるのに対し､スイッチオフにあたる脱

リン酸化を担うプロテインホスファターゼの重要性が認識されるようになった｡ＰＳＤにお

いてはＰＰ１によって主に脱リン酸化されることが報告されてきた。（StlacketaL,1997)。

一方、ＰＰ２ＡもＣａＭｍの脱リン酸化に関与しているとの報告がなされるようになった。

ラット海馬抽出液においてはCaMKIIの脱リン酸化活性の９０％をＰＰ２ＡとＰＰ２Ｃが占め、

PP1は全体の10％にすぎないことが報告されている（FukunagaetaL,2000)。また、ラット

脳スライスの系において細胞質のＣａＭＫＩＩの脱リン酸化は主にＰＰ２Ａが担っていた

（BennecibetaL,2001)。さらにＰＰ２Ａが学習記憶に関与するという報告もされている。海

馬スライスでのシナプス伝導効率の長期増強(ⅢPI1ong-termpotentiation)発現刺激により

PP2A活性が低下し、またカリクリンＡ（PP1とＰＰ２Ａの阻害剤）によるプロテインホス

ファターゼの阻害により海馬においてⅢＰ様の伝達増強を認めた(FukunagaetaL,2000)。

これらの結果はPP2Aが細胞質内においてCalVmIを脱リン酸化し学習記憶を制御してい

る可能性を示唆している。

ＤＭとPP2Ac

Ｄ１ｕ４とPP2Acの直接結合

ｑ４はPP2Acと細胞内で直接結合する(InuietaL,1998,Mumtaeta1.,1997,NanahoshietaL，

1998,Cheneta1.,1998）（図８)。Inuiらはｑ４の中央領域（94-202番目）のアミノ酸がPP2Ac

との結合に重要であることを示した（Inuieta1.,1998).また筆者はInuiらとともにPP2Ac

の19-22番目および150-164番目のアミノ酸がoc4との結合に重要であることを明らかとし

た（YamashitaetaL,2005）（図，および10)。

前述のごとく、脳神経細胞および精巣で組織特異的に発現するｑ４のファミリー分子

であるoc4-bもｑ４と同様にPP2Acと結合することが明らかとされている（Ｍａｅｄａｅｔａ1.,

1999）（図１１）

1９



①
］
何
の
勇
一
一
一
の
。
①
｜
◎
二
二
二

◎
く
Ｎ
Ｌ
Ｌ
０
』
⑩
①

守
己
０
垣
こ
ぐ

。
く
ぺ
Ｌ
Ｌ
日
垣
こ
ぐ

の
区
Ｚ

①
■
◎
石
ト
⑩
①

幽
巨
一
安
◎
己
士
一
コ
△]Ｐ：

庁三一

壜一色一＋ＰＰＺＡｃ
（BIot）

＋α４

（BIot）

口
つ 「一戸」

Inuietal.(1998).Ｂわod92,539-546.

図８α4はPP2Acと直接結合する
（A）Ｔ細胞株Julkat細胞の細胞抽出液を抗α4抗体、

コントロール）と共に4℃、２時間反応させて免疫Ｉ

抗PP2Ac抗体およびNRS（非免疫ウサギ血清・陰性

コントロール）と共に4℃、２時間反応させて免疫沈降（ｐ）を行なった。沈降物はSDS-PAGEで展開し

ニトロセルロース。フィルターに転写後、抗PPZAc抗体でプロットした。

（B）Jurkat細胞の細胞抽出液（WholeCelllysate）［5ｘ107個]にGST-PP2Ac融合タンパク、GSTalone
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を行なった。沈降物をSDS-PAGE後、フィルターに転写し抗α4抗体でプロットした。
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、２００４によるＰＰ２Ａ活性の調節

また、InuiらはＭＢＰ（ミエリン塩基タンパク）およびヒストンを基質としたj"Ｗ”ホ

スフアターゼ・アッセイによりｑ４がＰＰ２Ａ活性を増強することを示した（InuietaL,1998）

（図12)。すなわちｑ４はPP2Acと直接結合することによりPP2Acの酵素活性を調節して

おり、α４がPP2Acの調節サブユニットとして機能することが明らかとなっている。

、３００４／PP2Acと免疫抑制剤ラパマイシン

cL4とPP2Acの結合は、免疫抑制剤ラパマイシンによる増殖抑制に感受性をもつＴリンパ

細胞株Jurkat細胞において､ラパマイシンによって濃度依存的に解離する(InuietaL,1998）

（図１３)。したがってoL4は後述するラパマイシン感受性経路に関与することが示唆されて

いる。

Ｅラパマイシン感受性経路

免疫抑制剤ラパマイシンはリンパ細胞や上皮細胞の細胞増殖を阻害する（Abraham，

1998,AbrahamandWiederrechL1996)。ラパマイシンは免疫抑制剤FK506と類似の構造を

もつが、ラパマイシンとFK506はＴ細胞活性化の異なるステージに作用することが知ら

れていた（Dumonteta1.,1190)。すなわちFK506はＴ細胞抗原レセプター（TCR）からの

シグナル伝達を阻害するのに対し、ラパマイシンはⅡ－２レセプターからの増殖シグナル

を阻害する。ラパマイシンが阻害するシグナル伝達経路はラパマイシン感受性経路と称さ

れ、ラパマイシンの標的分子は、TOR（mammaliantargetofrapamycin）であることが明ら

かとなっている。ｍTORはPI3-Kと同構造のキナーゼ・ドメインを持ち、４E-BP1および

S6Kをリン酸化する（BumettetaL,1998,Haraeta1.,1997)。非リン酸化型の4E-BP1はイン

ヒピターである､elF-4Eと結合しており４E-BP1がリン酸化するとelF-4Eがはずれて活性

化型となり、５，キャップ構造をもつｍＲＮＡの翻訳を導く（Browneta1.,1996,TI1omasand

Hall,1997,KhaleghpouretaM999)。Ｓ６Ｋはリボソーム・タンパクＳ６をリン酸化し､ｍＲＮＡ

の翻訳効率を増加させてほ乳動物細胞における細胞周期の進行を誘導する（Brownand

Schreibem996,ThomasandHall,1997,DuhlerandThomas,1999)。

ｏｃ４とPP2Acの結合がラパマイシンによって阻害されることから、α4／PP2Ac複合体は

､TORを介したラパマイシン感受性経路に強く関連していることが示唆された（図14)。

2４
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Ｅｃｃ４／PP2AcによるＳ６Ｋの調節

Ｓ６Ｋは哺乳動物細胞においてＳ６Ｋ１とS6K2の２つのファミリー分子をもち、Ｓ6Ｋ活性

はリン酸化および脱リン酸化によって調節される（ThomasandHall,1997,Thomas,2002,

VblarevicandThomas,2001)。Ｓ６Ｋの脱リン酸化はＰＰ２Ａによってなされることが明らかと

なっている（FerrarietaL,1993)。また、上述のように哺乳動物細胞においてＰＰ２ＡはＳ６Ｋ

と結合することが報告されている（WestphaletaL,1991,PetersonetaL,1999)。

Ｓ６Ｋの活性化はこれまでに、マクロフアージの細胞株ではＬＰＳ（lipopolysaccharide）刺

激によって、またＢ細胞においてはBCRPクロスリンクによって誘導されることが報告さ

れている（LietaL,1997,LietaL,1999,Salheta1.,1998)。また、Ｂ細胞の活性化は、BCR‐

クロスリンクと同様にＬＰＳ刺激によって誘導され、その活性化はラパマイシンによって

阻害される、すなわちラパマイシン感受性であることが明らかとなっている（SakataetaL，

1999)。

筆者はＢ細胞においてＬＰＳ刺激によりＭはPP2Ac､さらにＳ６Ｋとの結合が誘導されて

（図１５)､004／PP2Ac／S6Kへテロトリマー複合体を形成することを明らかとした(図16）

（YamashitaetaL,2005)｡そのシグナル伝達においてｑ４はPP2Ac活性を負に調節すること

によりＳ6Ｋ活性を正に調節し、細胞増殖に関与していると考えられた。上述の如くＭＢＰ

やヒストンを基質としたi"Ｗｒｍの実験ではα4はPP2Ac活性を正に調節した。したがって

００４は基質や結合物質などの変化により、PP2Acを正にも負にも調節し得ることが明らか

となった。
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ＷＴマウスの脾臓B細胞にLPS（Ｚ５Ｕｇ/ml）、ＬＰＳ（Z5Ug/ml）＋ラパマイシン（100,Ｍ）を加え、
した。４８時間後に細胞を回収し細胞抽出液を抗α4抗体で免疫沈降した。沈降物をSDS-PAGEで

培

養した。４８時間後に細胞を回収し細胞抽出液を抗α4抗体で免疫沈降した。沈降物をSDS-PAGEで展

開しニトロセルロース・フィルターに転写後、抗PPZAc抗体（左図）、抗S6K抗体（右図）でプ
ロットした。その後フィルターを脱プローブし抗α4抗体で再プロットした（下図）。
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Ｇ組織特異的００４ノックアウトマウス

Inuiらはα４のｉ"Ｗｖｏにおける機能を解析するため、“遺伝子を欠損したマウス胚性幹

細胞の作成を試みたが、致死性であった。したがってoc4はほ乳類の発生に必須である事

が示された。そこで組織特異的にｑ４をノックアウトすることによりoL4の機能を解析する

こととした｡oL4はその発見の経緯からＢ細胞においてＢＣＲからのシグナル伝達に関与す

ると考えられたため､筆者はInuiらと共にＢ細胞特異的α４ノックアウトマウス(InuietaL，

2002）を作成し解析した。さらにＢＣＲとＴＣＲからのシグナル伝達の類似性からｑ４はＴ

細胞においても重要な機能を果たすと考えられたため、Ｔ細胞特異的α４ノックアウトマ

ウス（DmgetaL,2003）を作成し解析した。組織特異的な晩遺伝子の欠損にはCre-loxP

システムを用いた。以下にそれぞれのマウスの解析により明らかとなったことを述べる。

Ｇ１Ｂ細胞特異的α４ノックアウト（B-MKO）マウス

Ｂ－ｑ４ＫＯマウスは雄のCD19-Creマウス（Ｂ細胞特異的に発現するＣＤ１９のプロモータ

ー下流にCrerecombinasecDNAを導入したトランスジェニックマウス）と雌のq4-floxマ

ウス（後述）を交配して作成した。B-oc4KOマウスは正常に成長し、脳、肝臓、心臓、腎

臓および胸腺の構築も正常であった。

Ｂ－ｑ４ＫＯマウスのＢ細胞数はコントロールと同等であったが、成熟Ｂ細胞数が減少し

ていた。すなわち004-Ｂ細胞では分化が障害されていた。

Ｂ－ｑ４ＫＯマウスのＢ細胞では、１Ｍ､抗ＣＤ40抗体およびＬＰＳをそれぞれ加えた抗IgM

抗体刺激後の細胞増殖が障害されていた（図１７)。また抗IgM抗体刺激後のＳ６Ｋの活性

化が低下していた（図１８)。さらに抗IgM抗体、抗ＣＤ40抗体およびＬＰＳ刺激による細胞

増殖に対するラパマイシン感受性の低下が認められた（図１９)。したがって、ｏＬ４はi"Ｗｖｏ

においてもＢＣＲからのシグナル伝達に関与しており、ｑ４の下流にＳ６Ｋが存在している

こと、またｑ４はラパマイシン感受性経路に関与することが明らかとなった。

B-0c4KOマウスはT非依存性（TI）抗原およびT依存性（TD）抗原刺激による抗体産生

能が低下していた(図20)。さらに、抗原刺激に対する反応においてはクラススイッチ(図

17)、胚中心形成（図21）およびV領域体細胞突然変異が強く障害されていた（図22)。

Ｂ－ａ４ＫＯマウスの解析によりjlTWvoにおいてα4は抗原刺激によるシグナル伝達におい

てＢ細胞の活性化と分化に重要であることが明らかとなった。
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Ｇ２Ｔ細胞特異的cc４ノックアウト（TLoc4KO）マウス

ＴＬｑ４ＫＯマウスは雄のLck-Creマウス（Ｔ細胞特異的に発現するLckのプロモーター下

流にCrerecombmasecDNAを導入したトランスジェニック・マウス）と雌のoc4-floxマウ

スを交配して作成した。ＴＬＭＫＯマウスは正常に成長し、主要な器官や組織の構築も正常

であった。

ＴＬｑ４ＫＯマウスの胸線細胞数はコントロールの５％以下に減少し、組織構築が障害され

ていた（図２３)。また胸腺におけるＴ細胞の分化はＣＤ4/CD８ダブルネガティブ（DN）３

ステージでほぼ止まっていた（図２４，２５)。したがって004は初期のＴ細胞分化に重要で

あり、このためTLoL4KOマウスの胸腺は形成不全となったものと考えられた。さらにＴＬｑ４

ＫＯマウスの胸線細胞は抗ＣＤ3抗体およびサイトカイン（Ⅱ-2、IL-1およびTNF）刺激に

対する増殖能が障害されていた。

脾臓T細胞は減少しており、抗CD3抗体十IL-2、抗CD3抗体十抗CD28抗体刺激に対する増

殖能が障害されていた。また、抗CD3抗体刺激によるCD2５（IL-2レセプターα）の発現が

障害されていた。したがって肌はTCR複合体をなすCD3からのシグナル伝達に関与し、Ｔ

細胞の増殖に重要であることが明らかとなった。

ＴＬｑ４ＫＯマウスの解析により慨は初期T細胞分化に必要な胸線細胞の増殖に重要である

ことがわかった（図25)。
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Ｈ本研究の目的

ｄ４には脳および精巣に特異的に発現するファミリー分子であるｑ４－ｂが存在すること、

PP2Aは脳において強く発現していることよりｑ４は脳神経細胞において重要な機能を有

していると考えた（図２６)。さらにoc4-bが存在する脳神経細胞においてｑ４をノックアウ

トすればｑ４の機能をより明確にし得ると予想された。そこで本研究において脳神経細胞

特異的なｑ４ＫＯ(N-cc4KO)マウスを作製し解析することによりｑ４の脳神経細胞における

機能を明らかとすることを目的とした。

cL4／oL4-bandPP2Acexpression

ti二二四、 α４ ｕ４－ｂ PＰ２Ａｃ
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-日

図２６“ cL4-bおよびPP2Acの発現部位

tousに発現するのに対し、ｑ４－ｂは脳および精巣のみに発現する。

、

ｑ４がubiquitousに発現するのに対し、ｑ４－ｂは脳および精巣のみに男

また、PP2Acはubiquitousに発現するが脳と心臓で強く発現している。
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Ⅵ実験方法

Ａ実験動物

oL4-b-Crcマウス

C７℃遺伝子はpBS185ベクター（Gibco/BRL,ＮＹ）より、制限酵素X7ioI-HiMmにて切り

出した。卿－６の最小プロモーター領域（ATGより-289）はBsrEII-jWlol断片とした。こ

れらの断片をpBSKS(-）ベクター（Statagene,LaJoUa,ＣＡ）の`ｄｐｑＩ－Ｈ７Ｍｍサイトに挿

入した｡ベクター領域はAqP718-Ebomで切り出して2.4kbの最終コンストラクトとした。

C57BL/６マウスの近交受精卵細胞の雄性前核へ最終コンストラクトをマイクロインジェ

クシヨンすることによりキメラマウスを得､C57BL/6マウスと交配させてq4-b-Creトラン

スジエニックマウス（q4-b-Creマウス）を得た。q4-b-Creマウスは実験に用いるまでに

C57BL/6マウスと３回以上交配した。

cc4-floxマウス

解遺伝子のエクソン２の下流に２つのloxPサイトで挟んだネオマイシン耐性遺伝子を導

入してターゲテイング・ベクターを作製した。エクソン１の上流にもう１つのloxPサイ

トを挿入した。このベクターをＣＢＡマウス由来の胚性幹細胞にエレクトロポレーション

し、Ｇ418セレクションにて５００以上のコロニーを得た。サザンブロッテイングにより岬

遺伝子を相同遺伝子組換えしていることをスクリーニングした。この胚性幹細胞クローン

からキメラマウスを得、このマウスとC57BL/6マウスを交配してq4-floxマウスを得た。

q4-floxマウスはC57BL/6マウスと１２回以上バッククロスした後に使用した。

Ｎ－ｑ４ＫＯマウス

脳神経細胞特異的なノックアウトマウス（Ｎ－ｑ４ＫＯマウス）は雌のoc4-floxマウスと雄の

q4-b-Creマウスを交配することにより作製した。Cre-1oxPシステムでは０℃遺伝子の存在

下でloxP配列の組換えが起こり２つのloxP配列間で挟まれた遺伝子配列を欠損させる。

岬遺伝子はＸ染色体に位置するため、floxおよびCre遺伝子を持った雄のマウスがcL4-b

存在下でのみｕ４を欠失することとなる。つまり雄の性染色体はＸＹであるから、雌の

oL4-floxマウスからのflox＋のＸ染色体かつ雄のoc4-b-CreマウスからのＹ染色体を受け継

いだ雄のマウス（Cre+）がＮ－ｑ４ＫＯマウスである（図２８)。全てのマウスは熊本大学

動物資源開発研究センター（CARD）のガイドラインに沿って取り扱い、ＣＡＲＤ内で飼育
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した。

Ｂ細胞株と細胞培養

脳神経細胞株としてNeuro2aを用いた。Neum2aはマウスの神経芽細胞腫由来の細胞株

であり、“および卿-6遺伝子の発現が確認されている（Maedaeta1.,1999)。Neuro2aは

熊本大学大学院医学薬学研究部生体医科学専攻分子･細胞医科学講座神経分化学田中英

明教授より御供与頂いた。

Neuro2aは5％のCO2、３７℃の環境下で10％熱不活化ウシ胎児血清（Intergen,Purchase，

NY)、ＺｍＭＬ－グルタミン（F1owLabomtories,NorthRyde,ＮＳ､WBAustralia)、100149/mlス

トレプトマイシン、100u/mlペニシリン、５xlO~5Ｍ2-メルカプトエタノール（2-ME）を

加えたIscove，sModifiedDulbecco,sMedium（IＭＤＭ）培地（GmCOBRL）で培養した。

ｃ抗体と試薬

抗ヒト、および抗マウスＭ抗体はそれぞれGST-hoL4､ＧＳＴ－ｍｑ４融合タンパクを作

製してウサギに免疫し、その血清を用いた。抗PP2Ac抗体はUpstateBiotechnology社よ

り、抗Cre抗体はBABCO社より、ピオチン化抗ウサギIgG抗体およびストレプトアピジ

ンーHRPはVector社より、tyramidesignalamplificationfluorcsceinsystemはPerkinElmer社よ

り、抗ＣａＭＫⅡ抗体（H-300）はSantaCmz社より、抗FLAG抗体（Ｍ２）および抗ＨＡ抗

体（YL11）はStratagene社より購入した。抗リン酸化CaMKII抗体は福永浩司先生（東北

大学大学院・薬学研究科教授）より御供与頂いた。ヒトα４（InuietaL，1998)、マウス

CaMKIIq(Hanleyeta1.,1989)cDNAはそれぞれ､公表されたシーケンスに基づいてRILPCR

にて作製した｡プライマーはヒトＭが５，－GGArccAGArGGCTGcTGAGGACGAG-3，およ

び５，－GGArCCCGCCCATGTrCTGTCGGTTCC-3，、マウスCaMKnoLが

5,-GGGGArccArGGcTAcCArcACcTGCAc-3，およぴ

5,-GGGAATTCTCAArGCGGCAGGACGGAGG-3,を用いた。GSTLq4、GSTLPP2AccDNA

はそれぞれのコーディング領域をＰＣＲで回収し、ｐＢＳベクター（Stratagene）のＭＣＳの

Bcmlmサイトにサブクローニングし、BCY〃H1で切り出してＧＳＴ遺伝子を持つpGEX-3X

（PharmaciaBiotechAB社)のＢＺｍｍサイトに挿入して作製した。
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D・免疫沈降

１％ＴＮＥ溶液［１０mMTris-HC1(ｐＨ7.8),l50mMNaCl,ＳｍMEDIA,１％NonidetP-40,

0.05％ＮａN3,100ILMNa3VO4,１ｍＭＰＭＳＥ１０１Ｌｇ/mlaprotinin］にNeuro2A細胞およびマウ

ス脳細胞を氷上で１５分間インキュベーシヨン後、14,000回転／分、２０分間の遠心で可溶

分画を回収した。調整した細胞抽出液（1xlO7cells相当）に1IL1の沈降抗体を加え、４℃

で２時間反応させた。それぞれの沈降抗体に合わせて、プロテインＧまたはプロテイン

Ａ－セファロースビーズ(Pharmacia社)を加えて免疫複合体を沈降した｡1％TNE溶液で４

回洗浄し３０ＵｌのZxSDSサンプルバッファー[0.125MTris-HC1(ｐＨ6.8),2％SDS,20％グリ

セロール,0.002％ＢＰＢ溶液,１０％２－ＭＥ］に溶解し５分間煮沸して免疫複合体を抽出した。

抽出した試料はSDS-PAGE(SDS変性10％ポリアクリルアミドゲル電気泳動)で泳動後、

ウエスタンブロッティングで検出した。

ＥＧＳＴプルダウンアッセイ

各１０肥のＧＳＴ融合タンパクをSxlO７個のC57BL/６マウスの脳細胞抽出液と混合し

４℃で一晩反応させた｡30ILlのグルタチオンセフアロースピーズ(Pharmacia社）を加え、

GST融合タンパクを沈降した。１％TNE溶液で４回洗浄しl0ILlのＺｘＳＤＳサンプルバッ

ファーに溶解し５分間煮沸してＧＳＴ融合タンパクを抽出した。抽出した試料はSDS-PAGE

で泳動後、ウエスタンブロッティングで検出した。

Ｅウエスタンブロッティング

上述の如く調整した試料をSDS-EAGEにて泳動した｡SDS-PAGEによって分離されたタ

ンパク質を電気ブロッティング装置を用いてニトロセルロース膜(Schleicher＆Schuell社）

にプロットした。ブロッテイングはトランスファー溶液［OO25MTris,0.2MG1ycine,10％

メタノール］中で100Ｖ､４℃で60分間行った。トランスファー後の膜をブロッキング溶

液［5％スキムミルク,PBS-0.1％TWeen20］中で１時間インキユベー卜した後､－次抗体を

加えて１時間インキュベー卜した。PBS-0.1％TWeen20で１５分１回、５分２回洗浄後、二

次抗体中で１時間インキュベートした。１５分１回、５分４回洗浄後、ＥＣＬウエスタンブ

ロッティングキット（Amersham社）を用いてシグナルをＸ線フイルムに露光して検出し

た。
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Ｇ組織染色および免疫組織染色

マウスの脳は４％パラフオノレムアルデヒドで漕流固定し摘出した。その後30％スクロ

ース／PBSで置換した（Higoeta1.,1996)。

ニッスル染色

脳をマイクロトームにて冠状方向に50ILmの厚さでスライスし切片を作製した｡クレシル

バイオレッド（Sigma社）で染色し、光学顕微鏡で観察した。

免疫組織染色

脳をティシューテック０ｃｍコンパウンド（Miles社）に包埋、凍結しクリオスタット

でＺ０ｕｍの厚さの凍結切片を作製した。凍結切片は室温にて解凍後、４％パラフオルムア

ルデヒドで20分間固定した。５％ＢＳＡにて３７℃で３０分間ブロッキングした後、抗Ｃｒｅ

抗体または抗CaMmI抗体にて３７℃、６０分間インキュベー卜した。次にピオチン化抗ウ

サギIgG抗体にて３７℃､60分間インキュベー卜した｡最後にFITC-tyramideにて３７℃、

５分間インキュベー卜した後、コンフオーカル・レーザー・スキャン顕微鏡（FV300,オ

リンパス社）にて観察した。

Ｈ･オープンフィールドテスト

運動能力および情動性をみるためにオープンフィールドテストを用いた。装置は３０ｃｍ

四方のアクリル箱からなる。箱のx,Y軸の床から２ｃｍの高さに、１０ｃｍおきに赤外線ビー

ムを通し、それぞれの軸の2つのビームについてフリップフロップ（Uip-flop）回路を構成

することにより、動物の移動量（locomotion）を測定した。２０分のセッションのうち、前

半の10分間は点灯して明期とし、後半の10分間は照明を消して暗期とした。

1．モリス水迷路テスト

海馬依存性の空間学習記憶を検討するためにモリス水迷路テストを施行した（Yi｣kawa

etaL,2000)。テスト装置は内側を黒くペイントした直径90ｃｍ、深さ６０ｃｍの円形のプー

ルより成り、中に入れる水も墨で黒くしておいた。プールは直方体形の部屋に置かれ、プ

ールの周囲には様々な視覚的な目印を設置した｡マウスがプールを泳ぐ様子はプールの上

部に設置した小さいＴＶカメラで撮影した。プールを４区画に分け、そのうちの１区画に
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直径９ｃｍの足場を置き、足場のないある１区画からマウスを放して足場に到達するまで

の様子を撮影し、かかった時間を測定する。まず可視テストを行なった。これは足場を水

面上１ｃｍに位置しマウスに足場が見えている状態で行なうもので１日に５回行なった。

次に空間学習記憶テストを行なった。これは足場を水面下１ｃｍに位置してマウスには足

場が見えない状態で行なうもので､マウスはテストを繰り返すうちにプール周囲の様々な

目印を空間的に捉えて見えない足場の位置を学習していく。このテストはトレーニングと

して１日に５回を３日間行ない､最後に空間記憶の獲得を確認するプローブテストを行な

った。プローブテストとは足場を取り去り、足場があったはずの区画にマウスが６０秒間

中何秒間留まっているかを計測するものである。

J・シャトルボックス回避学習テスト

20xlOx20cmの２ウェイーシヤトルボックスを使用した（SasakietaL,1999)。１ｃｍの高さ

の区切りにより左右の２区画に分かれ、一方から他方への移動を反応とする。実験は１日

に５０試行の逃避／回避訓練を平均30秒の試行間間隔で行った｡試行ではＣＳ(conditioned

stimulus）としてブザー音信号（1500Ｈｚ､８５dB）が与えられ、１０秒後にＵＳ(unconditioned

stimulus）として電気ショック（160Ｖ、０．５ｍＡ）が始まる。動物が隣室に逃げると両方

の刺激は停止する（逃避反応)。もし、Ｃｓ開始から１０秒以内に隣室に移動すれば、その

時点でＣｓは停止し、ＵＳは与えられない（回避反応)。この反応時間はコンピューター・

ソフト（SampleCat：ＣＡＳＥ社）により記録された。

Ｋ、CaMKIIアッセイ

海馬の細胞抽出液におけるCaMKIIのリン酸化活性をCaMKinaselIassaykit（Upstate社）

を用いて測定した。方法はキットのプロトコールに従った。１００１｣Ｍのautocamtide2

(KKALRRQETVDAL）を基質として､４ＭＭOPS(ｐＨ7.2)､smMl3-グリセロホスフエート、

0.2,ＭDTT、Ｓ０ＵＭＡｒＰ、８Ⅱg/ｍｌカルモジュリン、ＰＫＡおよびPKC阻害剤中でリン酸

化させた。Ｃａ2+非依存性および依存性のリン酸化活性を測定するために１ｍＭＥＧＴＡまた

は0.2mMCaCl2を加えて測定した｡ｌ５ｍＭＭｇ２+および１ILCi/ﾄL1b/-32P]-AIP(3,000Ｃｉ/inmol）

を加えた後にアッセイを開始した。１０分間のインキュベート後にＺ５ＩＬ１の試料をP81紙

にスポットしその放射性活性を測定した｡基質のリン酸化は放射性活性に基づいて計算し
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た。

ＬＰＰ２Ａアッセイ

0.05％TritonX-100,50mMThPis-HC1(ｐＨ7.4),７５ｍＭＮａＣ１,ZmMEGndL,ＺｍＭＥＤＴＡ,１ｍM

DT、０．１MLeUpeptin,７５ILMpepstatinAおよび0.1ｍｇ/mlaprotininからなるバッファーにて

マウス海馬を超音波破砕機によりホモジェネートした。15,000ｘｇで５分間遠心分離した

後に不溶成分を除いた。オカダ酸（PP1およびPP2A阻害剤）に感受性のあるホスフアタ

ーゼ活性を32p_カゼインを基質として測定した。ホスファターゼ・アッセイは､HEpES(50

,Ｍ,ｐＨ7.5),ＤＴＴ(１，M),ＥＤＴＡ(３，Ｍ),ＢＳＡ(1ｍｇ/ml),inhibitor2(PP1阻害剤、200,Ｍ)，

32P-カゼイン（4Ⅱg）および±オカダ酸（3,Ｍ）のバッファー２５lLlで行なった。アッセイ

の反応は海馬細胞抽出液251Llを加えて開始した。３０℃、１０分間インキュベートした後、

251L1のトリクロロ酢酸およびｓ０ｌＬｌのＢＳＡ(6ｍｇ/ml）を加えて反応を終了した。ボルテツ

クスによる混和後、遠心分離した上清（８０IL1）のインキュベート中に放出した32P活性を

測定した。オカダ酸感受性PP2A活性はオカダ酸を加えない時の値からオカダ酸を加えた

時の値を減じて算定した。

Ｍ・統計学的分析

マウスの行動実験にはANOVAおよびposthoctest(Scheffes，stest）を用いて統計学的分析

を行なった。CaMmIおよびＰＰ２Ａアッセイにはsmdent,srtestを用いた。ｐ＜０．０５を統計

学的有意とした。
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Ⅶ実験結果

ＡＮ－０ｃ４ＫＯマウスの作製

Ｎ－ｑ４ＫＯマウスは雌のq4-floxマウスと雄のq4-b-Creマウスを交配することにより作製

した（図27)。Cre-loxPシステムでは０℃遺伝子の存在下でloxP配列の組換えが起こり２

つのloxP配列間で挟まれた遺伝子配列を欠損させる。僻遺伝子はＸ染色体に位置するた

め、ｆｌｏｘおよびCre遺伝子を持った雄のマウスがoc4-b存在下でのみ００４を欠失することと

なる。つまり雄の性染色体はＸＹであるから、雌のoc4-floxマウスからのflox＋のＸ染色

体と雄のq4-b-CreマウスからのＹ染色体を受け継いだ雄のマウス（Crc+）がＮ－ｑ４ＫＯマ

ウスである（図２８)。

BM-b-CreマウスにおけるCreタンパクの局在

q4-b-CreマウスにおけるCreタンパクの発現を脳の凍結切片を作製し､免疫組織化学染

色により確認した（図２９)。Ｃｒｅタンパクは大脳、間脳および小脳でも発現していたが、

海馬の脳神経細胞で特に強く発現していた｡コントロールには脳神経細胞における重要な

シグナル伝達分子であるCaMqIを用いた。海馬におけるCreタンパクの分布はＣａＭＫＩＩ

と類似していた。

ＣＮ－ａ４ＫＯマウスの脳におけるα４タンパクの消失

Ｎ－ｑ４ＫＯマウスの脳においてＭタンパクが消失していることを確かめるためにＮ－ｑ４

ＫＯマウスの脳を大脳、間脳、小脳および海馬に分けてそれぞれに細胞可溶化液を作製し

抗叫抗体でウェスタンブロッテイングを行なった。海馬についてはさらにＣA1、CA3お

よびＤＧにわけて解析した。大脳、間脳、小脳および海馬の各組織で帆は検出されなか

った（図３０A,Ｂ)。
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ＤＮ－ｑ４ＫＯマウスの脳における細胞構築

N-0L4KOマウスの脳の大きさと質量はコントロールと同等であった｡脳組織の形態や脳

神経細胞の構築に変化があるかどうかを解析するために､脳切片のニッスノレ染色を行なっ

た。大脳、線条体、海馬および小脳において組織の形態、細胞構築に異常は認めなかった

（図３１)。

Ｂ－０ｃ４ＫＯマウスやTLoc4KOマウスでは細胞数の減少や組織構築の障害を認めた。本研

究の目的はｑ４の脳神経細胞における機能を明らかにすることであるが、００４の消失により

脳神経細胞数が減少したり脳組織構築の障害があれば、ｑ４のシグナル分子としての機能

がマスクされてしまう危険性がある。そこでa4-b-Creマウスを用いることにより、Ｍは

Ｍ－ｂの存在する組織でのみ消失するためＭ－ｂは存在しており、脳神経細胞や脳組織の発

達の障害を避けることが可能であった。したがって、Ｎ－ｑ４ＫＯマウスはｍＷｖｏでの脳神

経細胞におけるＭの機能を明らかとするのに､非常に適した実験系であると考えられた。

ＥＮ－ｑ４ＫＯマウスの行動解析

N-0c4KOマウスは体重（図32)、摂食行動および生殖能力に異常を認めなかった。さら

にＫＯマウス（､＝，）の運動能力と情動性をみるためにオープンフィールドテストを行な

った(図33)｡ＫＯマウスの運動能力および情動性はコントロール[C57BL/6マウス(､＝10）

およびM-b-Creマウス（、＝，）］と同等であった。なお、以下のすべての実験において

C57BL/6マウスおよびq4-b-Creマウスは有意差を認めなかったため、コントロールマウス

としてoC4-b-Creマウスのみを表記する。
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F、海馬依存性の空間学習記'億の障害

ここで最も重要な脳機能の一つである学習記1億についての行動解析を行なった｡モリス

水迷路テストは海馬依存性の空間学習記1億の解析に用いられる､一般的な行動実験である。

詳細は実験方法の項に記したが、このテストは直径90ｃｍ、深さ６０ｃｍの円形のプールに

て行ない､プールの周囲には様々な視覚的な目印を設置しておく。プールを４区画に分け、

そのうちの１区画に直径９ｃｍの足場を置き、足場のないある１区画からマウスを放して

足場に到達するまでの様子を撮影し、かかった時間を測定する。海馬依存性の空間学習記

1億テストは足場を水面下1ｃｍに位置してマウスには足場が見えない状態で行なうもので、

マウスはテストを繰り返すうちにプール周囲の様々な目印を空間的に捉えて見えない足

場の位置を学習していく。最後に空間記1億の獲得を確認するプローブテストを行う。プロ

ーブテストとは足場を取り去り、足場があったはずの区画にマウスが６０秒間中何秒間留

まっているかを計測し､海馬依存性の空間記'億が定着しているかどうかをみるものである

（図３４)。

‐し

／

Ｔ：target（足場があった区画）

Ａ:mjacent

O:oppositequadrant

図３４モリス水迷路テスト

海馬依存性の空間学習記憶を解析する行動実験｡テスト装置は内側を黒くペイントした

直径90ｃｍ、深さ６０ｃｍの円形のプールより成り、中に入れる水も墨で黒くする。プール

は直方体形の部屋に置き、プールの周囲には様々な視覚的な目印を設置した。マウスがプ

ールを泳ぐ様子はプール上部の小さいＴＶカメラで撮影した。プールを４区画に分け、そ

のうちの１区画に直径９ｃｍの足場（プラットホーム）を置き、足場のないある１区画か

らマウスを放して足場に到達するまでの様子を撮影し、かかった時間を測定する。

５８



まず、第１日目に足場を水面上１ｃｍの可視の状態で５試行を行なった。N-oL4KOマウ

ス（､＝，）はコントロールマウス（､＝，）と有意差なく足場へたどりつき、試行を重ねる

につれて要した時間は短縮した［F(1,88)＝0.425,ｐ＝0.516,ＡNOVA］（図３５A)。したがっ

てＮ－ｑ４ＫＯマウスは水泳能力および動機づけは正常であり、以下の海馬依存性の空間学

習記憶の解析は正確に評価し得るものと考えられた。

２日目から３日間、足場を水面下１ｃｍに位置し足場が見えない状態で１日５試行、計

１５試行を行なった（トレーニング期間)。全般的にＮ－ｑ４ＫＯマウスはコントロールマウス

に比し、より時間を要した印象であったが、有意差は認めなかった[F(1,268）＝1.104,ｐ

=0.0648,ANOVA]･試行を重ねるにつれて双方のマウスは同様に要する時間を短縮したが、

第４日目の１１－１５回目の試行では有意にＮ－ｑ４ＫＯマウスはコントロールマウスより時間

を要した[F(1,88)＝4.974,ｐ=0.028,ＡNOVA］（図35B)。

すべての試行が終了した後に海馬依存性の空間記憶の獲得を確認するためにプローブ

テストを行なった。これは足場を外してマウスを６０秒間泳がせ、足場があったはずの区

画にどれくらいの時間留まっていれるかを計測するもので､海馬依存性の空間記憶が獲得

されていればマウスはその区画により長時間留まっていることとなる。また全４区画のた

め空間記憶の獲得がない状態での１区画に留まる平均の時間（チャンスレベル）は１５秒

となる。Ｎ－ｑ４ＫＯマウスの平均時間は11.8秒、コントロールマウスは24.0秒でありＮ－ｑ４

ＫＯマウスは有意に海馬依存性の空間記憶の獲得が障害されていた[F(1,16)＝4.639,ｐ＝

0.0469,ＡNOVA］（図35C)。
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G・連合学習の障害

次にシャトルボックス回避学習テストを行なった。このテストでは連合学習（恐I姉条件

づけにより動機づけられたオペラント学習）をみるもので扁桃体が関与している。テスト

には２ウェイーシヤトルボックスを使用した。１ｃｍの高さの区切りにより左右の２区画に

分かれ、一方から他方への移動を反応とする。実験は１日に５０試行（１０試行ｘ５回）の

逃避／回避訓練を平均30秒の試行間間隔で行った。試行ではＣｓ（conditionedstimulus）

としてブザー音信号（1500Ｈｚ、８５dB）が与えられ、１０秒後にＵＳ(unconditionedstimulus）

として電気ショック（160Ｖ、0.5ｍＡ）が始まる。ＣＳ開始から１０秒以内に隣室に移動す

れば、その時点でＣｓは停止し、ＵＳは与えられない（図３６)。

最後の１０試行ブロックではコントロールマウスが１０試行中平均７回ＵＳを回避するの

に対しＮ－ｏＣ４ＫＯマウスは１０試行中平均５回しかＵＳを回避し得なかった（図３７A)。全

50試行ではＫＯマウスの総回避数はコントロールマウスより有意に少なかった[F(1,88）＝

7.76,ｐ=0.0067,ＡNOVA]｡また10試行ブロック毎にそれぞれposthoctest(Scheffes,stest）に

て有意差をみたところ、ｐ値は最初の１０試行から順に0.792,0.000382,0.0184,0.00900

および0.0192であり２番目以降で有意にＫＯマウスの障害を認めた（図37A)。

またこの５０試行を回避するのに要した時間でみると、双方のマウス共に試行を重ねる

につれ時間を短縮しているものの、Ｎ－ｑ４ＫＯマウスはコントロールマウスよりも有意に長

い時間を要していた[F(1,88)＝12.88,ｐ=0.0018,ＡNOVA]・１０試行ブロック毎のｐ値は順に

0.109,0.0426,0.0300、0.00701および0.0675であった（図３７B)。
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①ConditionedstimuIus(Cs）
ブザー音信号(1500Hz,８５ｄＢ）
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②UnconditionedstimuIus(us）
電気ショック(1500Hz,８５ｄＢ）

Cs開始から10秒以内に隣室へ

移動すれば、ＵＳは与えられない。

つ
ぃ

図３６シヤトルボックス回避学習テスト
連合学習（associativeleammg）：恐怖条件づけにより動機づけられたオペラント学習を解析するもの

で扁桃体が関与する。

Ｚ０ｘｌＯｘ２０ｃｍの2ウェイーシヤトルボックスを使用した（Sasakieta1.,1999）。１ｃｍの高さの区切りに
より左右の２区画に分かれ、一方から他方への移動を反応とする。実験は１日に50試行の逃避／回避訓
練を平均30秒の試行間間隔で行った。試行ではCs（conditionedstimulus）としてブザー音信号（1500Ｈｚ
、８５dB）が与えられ、１０秒後にＵＳ（unconditionedstimulus）として電気ショック（160Ｖ、０．５ｍＡ）が
始まる。動物が隣室に逃げると両方の刺激は停止する（逃避反応）。もし、Ｃｓ開始から10秒以内に隣
室に移動すれば、その時点でCSは停止し、ＵＳは与えられない（回避反応）。この反応時間はコンピュ

ーター。ソフト（SampleCat：CASE社）により記録された。
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Ｈｏｃ４／PP2AcとCaMKIIocとの結合

ここで、Ｍは脳神経細胞においてどのようなシグナル伝達メカニズムによって学習記

憶に関与しているのかを解明することとした。実験結果Ｅにおいてα4は海馬依存性の空

間学習記憶に重要であることが明らかとなった｡海馬依存性の空間学習記憶では最も重要

なシグナル伝達分子の１つとしてCaMKIIoc（calcium/calmodulinPdependentproteinkinase

llcc）が挙げられる。そこで帆とCaMKIIqの関連を解析した。

まずＦＬＡＧタグ付きのＣａＭｍａとヒトoc4のｃＤＮＡをマウスの脳神経細胞株Neum2a

にトランスフェクトした。次に抗FLAG抗体で免疫沈降した｡沈降物をウェスタンブロッ

テイングにて解析したところ、抗ヒトα4抗体でｑ４が共沈したことを検出した。すなわち

CaMKIIaとＭは結合した（図38A)。逆に杭ヒトα4抗体で免疫沈降し、抗FLAG抗体で

CalVmlqが共沈したことも検出し得た。

さらに生体内においてＣａＭＫｎｑが004と結合しているのかどうかを明らかとするため

に、C57BL/6マウスの脳の細胞抽出液を抗ＣａＭｍ抗体で免疫沈降した。ウエスタンプロ

ッテイングにて、抗α4抗体でｑ４が共沈したことを検出した（図３８B)。逆に抗Ｍ抗体で

免疫沈降し、抗CaMKII抗体でCaMmIが共沈したことも検出した。CaMKIIがｑ４と結合

している割合は、抗Ｍ抗体で共沈したCaMKIIのバンドの強さから判断すると１０％以下

と考えられた｡cu4はＰＰ２Ａの調節分子であるため､PP2Acが脳神経細胞内でCaMKnと結

合しているかどうかを解析した。PP2Acはｑ４と同様に脳神経細胞内でＣａＭｍと共沈し

た（図３８B)。

CaMnIoLとα4／PP2Acとの結合をさらに詳しく解析するために、GSTLoc4融合タンパク

およびOSWP2Ac融合タンパクを作製した。それぞれの融合タンパクをC57BL/6マウス

の脳細胞抽出液と反応させ、ＧＳＴプルダウンアッセイを行なった。ウエスタンブロッテ

イングにてＧＳＴＬｑ４融合タンパク、GSTLPP2Ac融合タンパクそれぞれの沈降物中に

CaMKIIqのバンドを検出した（図３８C).したがって肌、PP2Acはそれぞれ直接CaMKIIq

と結合しており、α4／PP2Ac複合体はCaMKIIouの活性を調節している可能性が示唆され

た。
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（Ａ）ＦＬＡＧタグ付きのCaIvmmqとヒトｑ４のcDNAをマウスの脳神経細胞株Neum2aにトランスフェク

卜し、抗FLAG抗体で免疫沈降した。沈降物を抗ヒトα4抗体を用いてウェスタンブロッテイングを行

ない、ｑ４の共沈を検出した。逆に杭ヒトα4抗体で免疫沈降し、Ｃａｌｌ皿、αの共沈を検出した。陰性

コントロールとして抗HA抗体を用いた。

（B）C57BL/6マウスの脳の細胞抽出液を抗CalVmm抗体で免疫沈降し、ｑ４の共沈を検出した。逆に抗

α4抗体で免疫沈降し、CaIVnmの共沈を検出した。抗PP2Ac抗体で免疫沈降し、CalVnEⅡαの共沈を検

出した。逆に抗Call征、抗体で免疫沈降し、PP2Acの共沈を検出した。
（C）GST-oc4融合タンパクおよびGST-PP2Ac融合タンパクを作製した。それぞれの融合タンパクを
C57BL/6マウスの脳細胞抽出液と反応させ、GSTプルダウンアッセイを行なった。ウエスタンブロッ
テイングにてGST-d4融合タンパク、GST-PP2Ac融合タンパクそれぞれの沈降物中にCaIVmIqのバン

ドを検出した。



Ｌｑ４／PP2AcによるCaMKIIの活性調節

そこで海馬におけるCaMKII活性を測定するために､Ｎ－ｑ４ＫＯマウスおよびコントロー

ルマウス（a4-b-Creマウス）の海馬の細胞抽出液を作製し、CaMKinasellassaykitを用い

てCaMKII活性を測定した｡Ｎ－ＭＫＯマウスの海馬におけるＣａ野依存性のCaMKII活性は

コントロールに比し、有意に上昇していた（図３９A)。またＣａ2+非依存性のCaMKII活性

は有意差を認めなかった。なおＣａＭｍのタンパク発現レベルは両マウス間で差はなかっ

た｡したがって､ｕ４の欠失によりＣａＭｍの活性が上昇しており､生理的な状態ではPP2Ac

と結合したｑ４の機能によりCaMKII活性は負に調節されていることが示唆された。

α４によるＣａＭＫＩＩ活性の調節機構をさらに詳しく解析するために、Neuro2a細胞に

FLAGタグ付きのＣａ１ｍｍｑｃＤＮＡとq4cDNAもしくはコントロールベクターをコトラン

スフェクトし１２時間培養した後、ＣａＭｍＩ活性を測定した。トランスフェクションに

Neuro2a細胞を用いたのは、脳神経細胞の初代培養細胞ではトランスフェクション効率が

低く、CaMKII活性に対するｑ４の影響をみるのに適さなかったためである。１２時間の培

養後細胞を回収し細胞抽出液としてCaMKII活性を測定した。ＭをCaMKIIqとともにト

ランスフェク卜したNeum2a細胞では、コントロールベクターをＣａＭｍｑとともにトラ

ンスフエク卜したものに比し、約２０％のCalVmI活性の低下を認めた（図39B)。したが

って、ｑ４の存在下でCaMKIIocは活性が低下し、cL4が存在しないN-cL4KOマウスの海馬

ではCaMKII活性が上昇していることが明らかとなった。

ｑ４はＰＰ２Ａの調節分子であるため、Ｎ－ａ４ＫＯマウスの海馬においてCaMKII活性が上

昇しているのは、ＰＰ２Ａの酵素活性が低下しているためではないかと考えられた。そこで

Ｎ－ｑ４ＫＯマウスおよびコントロールマウスの海馬のＰＰ２Ａ活性を測定した｡Ｎ-0(4ＫＯマウ

スの海馬の細胞抽出液のＰＰ２Ａ活性はコントロールマウスのものに比し、有意に低下して

いた（図３９C)。予想どおりα４はＰＰ２Ａ活性を正に調節することにより、ＣａＭｍ活性を

負に調節しているものと考えられた。
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（B）NeuroZa細胞にFLAGタグ付きのＣａＩｍｍｑｃＤＮＡとｑ４ｃＤＮＡもしくはコントロールベクターをコトラ
ンスフェクトし12時間培養した後、CaIVⅡ、活性を測定した。１２時間の培養後細胞を回収し細胞抽出液とし
てCa１ｍｍ活性を測定した。

（C）コントロールマウスおよびN-0c4KOマウスの海馬のPPZA活性を測定した。＊,ｐ＜０．０５



Ｊａ４／PP2AcによるCaMKIIoL脱リン酸化の局在

シナプス後細胞において、自己リン酸化して活性化型となったCaMKIIocはＰＳＤ（post

synapticdensity）へ移動する。ＰＳＤにおけるCaMKIIocの脱リン酸化はＰＰ２Ａによってでは

なくPPlによってなされることが報告されている(Stracketa1.,1997,図40)。したがって、

α4／PP2AcによるCaMKnuの脱リン酸化が脳神経細胞内のどこで起こっているのかを明

らかとするために､C57BL/6マウスの海馬の細胞抽出液を細胞質とＰＳＤの分画に分けて、

o`４，PP2Acそしてリン酸化CaMKIIocの局在をウエスタンブロッテイングで解析した。ｃｃ４

とPP2Acはそのほとんどが細胞質内に位置していた（図４１)。すなわち、ＰＰ１による

CaMKIIqの脱リン酸化がＰＳＤで起こるのに対し、α4／PP2AcによるCaMKIIqの脱リン

酸化は細胞質内で起こるものと考えられた（図42)。
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シナプス後細胞において、リン酸化したCaIVmlqはPSD(postsynapticdensity)へ移動する。ＰＳＤにおけ
るCaIVmmocの脱リン酸化はPP2AによってではなくPP1によってなされる。実験J､において、004とPP2Acは

そのほとんどが細胞質内に位置していた（図４０）。すなわち、PP1によるCaIVmmuの脱リン酸化がPSDで

起こるのに対し、α4／PP2AcによるCaIlmmocの脱リン酸化は細胞質内で起こることが示唆された。



Ⅷ、考察

ＣａＭｍの脱リン酸化はＰＰ１とＰＰ２Ａの両方によってなされ得ることが報告されてきた

（Lismaneta1.,2002)。しかしながら、これまでにCaMKIIとＰＰ１もしくはＰＰ２Ａとの直接

結合は報告されていなかった。本研究ではCaMKIIqがoc4／PP2Acと脳神経細胞において

物理的に結合することを共沈実験およびプルダウンアッセイにて示した。本研究は

CaMKIIがPP2Acおよびその調節分子であるｄ４と物理的に結合することを初めて明らか

としたものである。ｃｃ４の脳神経細胞特異的な遺伝子ノックアウトは学習記憶の障害を示

した。すなわちｑ４／PP2Acは脳神経細胞において重要であることを明らかとした。ＰＳＤ

におけるCaBmIの脱リン酸化はＰＰ２Ａによってではなく主にＰＰ１によってなされ、ＰＳＤ

でのCaMKIIの15-20％しかＰＰ２Ａによって脱リン酸化され得ないことが報告されている

（StracketaL,1997)。しかしながら、本研究で示したｊｍＷｏにおけるＰＰ２Ａによってなさ

れたＣａnｍｍ活性の調節は､学習記`億の障害を起こすには十分であった。したがって､ＰＳＤ

においてだけでなく、細胞質内においてもCaMKII活性の調節が学習記憶に重要であるこ

とを示すことができた。

ＣａＭＫＩＩは脳において現在知られているプロテインキナーゼの中で最も多量に存在し、

学習記U瘡の中枢である海馬には特に多く、また基質特異性が広く脳の多種類のタンパク質

をリン酸化するセリン／スレオニンキナーゼである｡構造的には６個のサブユニットが花

のような形をとって重合した多量体が上下に２つに重なった１２個のサブユニットからな

る（図43)。CaMKIIには、α、６，Ｙ、６の４つのアイソフオームがあり、α、βはほぼ脳特

異的に、Ｙ、６はubiquitousに発現する。大脳皮質、海馬、線条体においてはα：βの比は３：

1であり、学習記憶に関してはαサブユニットが重要とされている（LismanetaL,2002)。

したがって、本研究ではCaMKIIのαサブユニットを用いて解析を行なった。

ＣａＭｍはシナプス後細胞においてＮＭＤＡ受容体からのＣａ2+の流入により活性化する。

その活性化においてCaMKIIqは286番目のスレオニン(、86)を自己リン酸化する(Lisman

etaL,2002)｡CaMKIIocが自己リン酸化し活性化型になるとＣａ2+非依存性となる(ThieletaL，

1988,LouandSchlman,1989)。活性化型となったCalVmlqはＰＳＤへ移行し、ＰＳＤを構成

する様々なＣａＭｍｕの基質（イオンチャンネル、受容体、スキャホールドタンパク質、

酵素および細胞骨格タンパク質など)をリン酸化することによりシグナルを伝達していく
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（図４０)。このＣａ2+刺激後にＣａ2+非依存`性となるCalImqlqの機能は、記'億のスイッチで

はないかと考えられている。Ｃａｌｌ征（IIqのノックアウトマウスやCalnnIccのＴ２８６をアラニ

ンに置換した（T286A：自己リン酸化不能）ミュータントマウスではともに、空間学習記

'億の障害や海馬IjrP（long-tcrmpotentiation）の低下を認めた。この結果はCaMKIIqの調

節メカニズムとしてリン酸化が重要であることを示している。
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図４３CaMKnの構造

（A）Ｃａｌｍ（IＩは触媒ドメイン、自己抑制ドメインおよび自己結合ドメインからなる。Ｔ

はスレオニン残基を示しT286が活性化型となる自己リン酸化部位である。

（B）ＣａＭＫＩＩは6個のサブユニットが花のような形をとって重合した多量体が上下に2つ

重なった12個のサブユニットからなる。オレンジは結合したカルモジュリンを示す。

（C）上部から見た形の（B）を側方より見たステレオ３Ｄ立体画像である。
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CaMKIIocがＴ２８６を自己リン酸化し、Ｃａ2+非依存性の活性化型となることが記憶のスイ

ッチオンであるとすれば、スイッチオフは脱リン酸化である。脱リン酸化はプロテインホ

スファターゼによりなされる。これまでにＰＳＤにおけるＣａＭｍｑはＰＰ１によって主に脱

リン酸化されることが報告されている（Stracketa1.,1997)。本研究の対象分子であるＭ

がその活性を調節しているＰＰ２Ａは脳で豊富に発現しているもう１つの主要なプロテイン

ホスファターゼであり、ｊ"v伽ではＣａＭＫｎｑを脱リン酸化し得る（LismanetaL,2002)。

しかしながら、ＰＳＤにおいてはＰＰ２ＡによるCaMKIIocの脱リン酸化は15-20％に過ぎなか

った（StracketaL,1997)。それにもかかわらずPP2Aが学習記憶に関与するという報告が

なされた｡それはラット海馬スライスでのⅡP発現刺激によりＰＰ２Ａ活性が低下したとい

うこと、さらにカリクリンＡ（PP1とＰＰ２Ａの阻害剤）によるプロテインホスフアターゼ

の阻害により海馬においてⅢＰ様の伝達増強を認めたというものであった(Fukunagaeta1.,

2000)。これらの結果より、ＰＰ２ＡによるＣａＭｍｕの脱リン酸化も学習記憶に重要であり、

それはＰＳＤにおいてではなく細胞質内においてなされるということが示唆されていた。

本研究の結果は腕Ｗｖｏにおいてこの仮説を証明したものであり、さらにCaMKII活性の調

節は004／PP2AcがＣａＭＫＩＩに結合することによりなされるという新しい事実を導きだし

た。

これまでにいくつかのシナプス後細胞におけるＣａＭＫＩＩの結合分子が報告されている

（BayerandSchulman,2001,Lismaneta1.,2002)。ＣａＭｍはグルタミン酸によるＮＭＤＡ受

容体の刺激後のＣａ2+の流入によりＴ２８６で自己リン酸化し、活性化型となる。活性化型

CaMmは基質の豊富なＰＳＤへ移動する。CaMKIIはＰＳＤタンパクであるデンシンー180

およびoL-アクチニンや、ＮＭＤＡ受容体のサブユニットなどと結合する。デンシンー180や

α-アクチニンはＣａＭｍにＰＳＤでのアンカリング機能を付与する。またＮＭＤＡ受容体も

CaMKIIのアンカーとして働き、さらにＣａ2+／カルモジュリンがCaMKIIから離れた後で

も、CaMKIIを活性化型のまま保持する。これまでに報告されたCaMKIIの結合分子のほ

とんどはＰＳＤに存在する分子であり、CaMKIIをＰＳＤにアンカリングするものやＣａＭｍＩ

のＰＳＤにおける機能に付与するものであった｡oc4とPP2Acは細胞質内でCaMKIIと結合

し、CaMKnの機能を調節している新しいタイプのＣａＭｍ調節分子である。ｏｃ４とPP2Ac

は細胞質内でＣａＭＫＩＩを脱リン酸化することによりＣａ2十一シグナルに起因する、ＣａＭＫⅡ

の細胞質からＰＳＤへの移動を抑制しているのではないかと考えられた。これはなぜＭの
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欠失が学習記憶を障害するのか、という問いに対する１つの答えとなり得る。Ｎ－０ｃ４ＫＯ

マウスではＭ／PP2Acによる細胞質内でのＣａＭＫＩＩの脱リン酸化機構が機能しないため

に定常的にＣａＭｍ活性が上昇しており、学習記1億に伴う刺激に対するシグナル伝達が正

常に機能しないのではないかと考えられた。

Ｎ－ａ４ＫＯマウスの海馬依存性の空間学習記憶の障害をみるために､モリス水迷路テスト

を行なった。モリス水迷路は海馬依存性の課題であり、ＮＭＤＡ受容体およびCaMKIIが

関与している（Lismaneta1.,2002)。この課題中、マウスは見えない足場の位置をプール

周囲の様々な目印を手がかりに空間的に学習していく。この空間学習の試行を重ねるにつ

れてＮ－０ｃ４ＫＯマウス、コントロールマウス共に足場にたどり着く時間は短縮した。しか

しながら、プローブテストにおいてＮ－０Ｕ４ＫＯマウスが目的の区画にとどまっていた時間

はコントロールマウスよりも有意に短かった。基本的行動や運動能力、水泳速度はＫＯマ

ウス、コントロールマウス間に有意差はなく、水迷路における足場が可視状態での海馬非

依存性のテストでも有意差を認めなかった。これらの結果はＮ－ｃＬ４ＫＯマウスの空間学習

記憶課題における障害が運動機能や情動性の変化によるものではないことを示している。

Ｎ－ａ４ＫＯマウスは海馬以外の脳領域に依存性のシャトルボックス回避テストにおいて

機能的な障害を認めた。Ｎ－ｑ４ＫＯマウスとコントロールマウスの有意差はposthoctestを

用いて統計学的に算出した。回避数の分析では最初の１０試行ブロックを除くすべてのブ

ロックで有意差を認めた。回避時間の分析では５ブロック中２，３および４番目のブロッ

クで有意差を認めた｡マウスは試行を繰り返す毎により学習を深めると考えられるのでよ

り後のブロックで有意差を認めるのは理にかなっている。シャトルボックス回避テストに

おける障害は、004の欠失が海馬以外の脳領域にも及んでいるためと考えられた。

遺伝子改変マウスやトランスジェニックマウスモデルによる実験結果は注意深く解釈

しなければならない。遺伝子改変は発達の障害をもたらす可能性があり、これらの障害は

二次的に成体マウスの表現型を導く危険性がある。しかしながら、本研究で用いたＮ－ｑ４

ＫＯマウスは肉眼的外観も脳組織における顕微鏡的構築も正常であった｡Ｎ－ｑ４ＫＯマウス

において発達の障害を全く認めなかったのには、q4-bがＭの機能を代償している可能性

が考えられる（Maedaeta1.,1999)。q4-bは脳神経細胞における、ｑ４のアイソフオームで

ありPP2Acと結合し得る。cL4-bプロモーターを用いた遺伝子ターゲテイングでは、α4が

欠失した脳神経細胞においてoc4-bが存在している。本研究における結果はｑ４とoL4-bによ
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る総合的な調節活性の低下が､脳神経細胞機能の障害を引き起こしたのではないかと考え

られた。

本研究においてα4／PP2AcがＣａＭｍｄと結合し、ｑ４がCaMmI活性を負に調節してい

ることを明らかとした。ＣａＭｍｑの活性化に必要な自己リン酸化部位である286番目のス

レオニンをアスパラギン酸に変えてCaMKIIcLを常時、活性化型としたｍ８６Ｄミュータン

トマウス（BeiaretaL,2002）がＮ－ｕ４ＫＯマウスと同様の表現型を示したことは非常に興

味深い事実である。双方のマウスは、共に海馬依存性の課題で障害を示した.Ｎ－ｏｃ４ＫＯ

マウスの海馬でCaMKII活性が上昇しているのにもかかわらず､海馬依存性の空間学習記

憶で障害を示したのはｎ８６Ｄミュータントマウスと同様に、定常的にＣａＭｍｌ活性が上

昇しているため､刺激に対するシグナル伝達が正常に機能しないためではないかと考えら

れた。またこのことは細胞質内における、Ｍ／PP2AcによるＣａＭｍＩｑの脱リン酸化が適

正なＣａＭｍ活性化を調節するための重要なメカニズムであることを示唆している。
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Ⅸ結語

シグナル伝達分子cL4はPP2Acと直接結合してその酵素活性を調節するが、そのターゲ

ットの全容は明らかになっていなかった。その理由の１つはα４遺伝子をノックアウトす

ると胎生致死となるためである。そこでこれまでにInuiらとともに、組織特異的な帆ノ

ックアウト（KO）マウスを作製し解析した。ＢおよびＴリンパ細胞それぞれに特異的な

ＫＯマウスの解析によりｑ４はリンパ細胞の増殖、分化に重要であった。

ｕ４には脳および精巣に特異的に発現するファミリー分子であるq4-bが存在すること、

PP2Aは脳において強く発現していることよりｄ４は脳神経細胞において重要な機能を有

していると考えた。さらにoc4-bが存在する脳神経細胞においてｑ４をノックアウトすれば

ｑ４の機能をより明確にし得ると予想された｡そこで脳神経細胞特異的なＭＫＯ(N-cL4KO）

マウスを作製し解析することによりｑ４の脳神経細胞における機能を明らかとすることを

本研究の目的とした。

Ｎ－０Ｌ４ＫＯマウスは海馬依存性の空間学習記憶が障害されており、ｏ(４は脳神経細胞にお

いて重要な機能を有していた。そのメカニズムとして、oc4およびPP2AcがＣａＭｍａと

結合することを初めて明らかとした｡Ｎ－ｑ４ＫＯマウスの海馬のCaMKII活性が上昇してい

たこと、ｃｃ４をCaMKIIdとともにトランスフェク卜したNeuro2a細胞でCaMKII活性の低

下を認めたことより、Ｍ／PP2AcはＣａＭｍ活性を負に調節していることが分かった。

N-0c4KOマウスの海馬ではＣａＭｍｏｃの活性が常に上昇していることにより学習記憶に伴

う刺激に対するシグナル伝達が上手く機能しないのではないかと考えられた。

ＰＳＤにおけるCaMKIIの脱リン酸化はＰＰ１によってなされることが報告されてきたが、

本研究により細胞質内でのＣａＭｑｌの脱リン酸化はα4／PP2Acによってなされることが

示唆された｡さらに細胞質内におけるα4／PP2AcによるCaMmI活性の調節は海馬依存性

の空間学習記憶に重要であることが明らかとなった。
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