
カルシウムと脳の可塑性

一記壊のモデルとしての長期増強誘導の分子機構一
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海馬におけるシナプス伝達効率長期増強はヒトの記憶、学習の原型である。海馬CA1領域の長期増

強誘導には、後シナプス部位のNMDAグルタミン酸受容体刺激による細胞内Ca2+濃度の上昇が第一義

的に作用している。 Ca2+作用はCa2+依存性フ。ロテインキナーゼの活性化を介し発揮されているとみな

されている。長期増強誘導におけるCaMキナーゼEの役割lについて研究してきた。
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はじめにI 

カルシウムはヒトの身体にとって欠かすことのできない化合物であり、牛乳はカルシウムを摂取す

る上に良好な栄養源である。カルシウムは身体内では、骨や歯などの硬組織にハイドロキシアパタイ

イオンとして存在しているカルシウムが、細胞トの形で沈着している。身体内の 1%にも満たない、

(Ca2+)濃度は、 10'-W-'M以

下であり、細胞刺激によって106-W5Mレベルに上昇するにすぎないが、細胞機能に重要な役割をj寅

とくに、細胞内のカルシウムイオン内外で重要な役割を演じている。

じてLミる。

とくに、脳にお私達は、長年にわたって細胞内における低濃度のCa2+作用について研究してきた。

ヒトの脳高次機能に密接に関わっていることが明らかにされた。いては、脳の可塑性に関与しており、

ヒトの記憶や学習の成立機構は最近の神経科学における大きな研究課題の Aつであり、解明のため

に種々の試みがなされている。記憶、学習に関する長近の一般的に認められている考えはシナプス伝

テタヌス性電気刺達効率の持続的増加にあるとされている。 1973年、 BlissとL手moが海馬において、

激を与えるとシナプス伝達長期増強の起こることを発見して以米、長期増強が記憶、学習などの基本

的モデルとみなされ、活発な研究が続いてきた。
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CAl領域での長期増強の誘導機構についてはまだ議論が続いている。最初、前シナプス部位の作用

に依存していると考えられ、神経伝達物質の放出素量の増大と考えられた。しかし、最近は、前シナ

プス部位の関与を否定していないものの、後シナプス部位のグルタミン酸のNMDA受容体刺激による

細胞内Ca2流入の増加が引き金となるとする仮説が大きく取り上げられてきた。細胞内へのCa'流入

に続く反応としては、 Ca2c/カルモテやュリン依存性プロテインキナーゼII (CaMヰナ ゼll)の活性

化反応が起こり、長期増強誘導へと導かれると考えられている。

本研究では、海馬CAlでの長期増強誘導に細胞内Ca'+およびCaMキナーゼEが活性化され、その分

子機構に関与することが明らかになった。

E 実験方法

1 海馬初代培養細胞の調製法

生後1日目のWistar系ラット脳から海馬を刻出し、機械的方法により細胞を分散させる。 10%仔ウ

シ血清、 10%ウマ血清、 2%Nu血清、カナマイシン 5μM、シトシン Fアラビノフラノシドを含む

培養液中で7-8日培養する。 2および6日目で仔ウシ血清を含まない培養液に置き換え、培養は

3TC、95%Oz、5%C02の下で行う。

2 海馬切片の標本作製と電気生理学的記録

脱血後、雄Sprague-Dawleyラット (5-8週齢)の脳を取り出し、海馬を刻出した。別出海馬を

Macllwain chopperを用いて、 400μM厚さの海馬切片を作製した。切片は、 chamber内で次の組成を

持つ培養液で連続潅流の下に保持した。 [124mMNaCl、3mMKCl、2.5mMCaCJ，、1.5mMMgClz、

1.25mM NH2P04， 26mM NaHC03、10mMglucose、2mMアスコルビン酸、 pH7.4、 95%02、5%

CO，、 340CJ

1-2時間回復期の後、 Scha旺"ercollatera1/ commisural経路に 2本の刺激震極を置き、 8burst刺

激を10-20秒間隔で3回行った。記録電極は、後シナプスニューロンであるCAl領域に置いた。対照

実験は、低頻度刺激を与えた。 8burst刺激によって後シナプス電位の長期増強が誘導された。 低頻度

刺激では長期増強の誘導を認めなかった。

長期増強後、時間的経過でCAl領域を別出し、直ちに液体窒素で凍結した。凍結標本は使用時ま

で800Cで保存した。

3 CaMキナーゼE活性測定

海馬切片から得た組織を、 4oCで超音波処理によってホモジェナイズした。用いた緩衝液は0.1%ト

リトンX-I00、50mMHEPES (pH7.4)、 4mMEGTA、10mMEDTJ屯、 15mMNa，P，O;、100mMβ-

glycerophosphate、25mMNaF、O.lmMleupeptin、75μMpepstatin A、0.1mg/ml aprotininである。不

j特性物質を15，OOOXg、5分間遠心沈殿によって除去した。 95%以上のCaMキナ←ゼE活性は上泊分両i

に存在していた。 CaMキナーゼE活性はシンタイド 2、シナプシン Iを基質として測定した。 [γ →"pJ
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ATP (O.lmM)を用い、基質のリン酸化反応の程度を液体シンチレ)ションカウンターを用いて測定

した。

4 免疫沈殿とCaMキナーゼ‘E、MAP2、シナプシン Iリン酸化反応の定量的測定

海馬切片を [32pJ無機リン酸と30分間インキュベイトした。インキュベーション後、 eburst刺激あ

るいは低頻度刺激(対照実験)を与え、 [32pJ無機リン酸存在下で維持した。 1時間後、海馬切片標本

からCAl領域を別出して、液体窒素上で凍結した。得られた組織標本を、手動ホモジナイザー内で、

50mM Tris-HCl (pH7.5)、0.5MNaCI、0.5%トリトンX-100、100mMEDTA、4mMEGTA、 lmM 

Na，vO，、 30mMsodium pyrophosphate.、50mMNaF、0.1%SDS、O.lmMleupeptin、75p. M pepstatin 

A、O.lmg/mlaprotininを用いてホモジェナイズした。超音波処理後、 15，OOOXg、20分間遠心沈殿した。

得らわした細胞上清分画の一定量をCaMキナ セ、H、シナプシン I、MAP2それぞれの抗体および

protein A-Sepharose CL-4B塁手、濁液 (50%v/v)と4時間インキュベイトした。免疫沈殿後、 SDSサンプ

ル緩衝液で処理し、免疫沈殿物をproteinA-Sepharose CL-4Bから分離した。遠心沈殿後、上i青分画の

一部をSDS-PAGEによって電気泳動した。電気泳動後、オートラジオグラフイーを行い、それぞれの

蛋白質のリン酸化反応の程度をバイオイメ ジングアナライザーで定量化した。

E 結果

1 海馬初代培養細胞を用いたグルタミン酸受容体刺激によるCaMキナーゼE活性化反応

これまでの報告は、カルモテeュリン、プロテインキナーゼ、 CaMキナーゼEなどの特異性の高い阻

害剤を用いて長期増強誘導に対するCaMキナーゼEの関与を証明してきた。阻害剤の使用には、特異

性の点からどうしても間接的にならざるをえない。より直接的な方法としては、長期増強誘導に伴う

酵素活性の上昇を把握することにある。

長期増強誘導とCaMキナーゼEとの密接な関係を検索する目的で、海馬初代培養細胞を用いた実験

を行った。生後1日目のラット海馬を機械的操作で細胞を分離し、 7-8日間培養した後、実験に供

した。グルタミン酸を投与すると、 30秒以内に急激なCa2-/カルモデ、ュリン非依存性活性の上昇がみ

られ、調べた範閣の30分以内では、活性の上昇が維持さわしていた。グルタミン酸の効果はMg2トを添加

することにより抑制さわした。 NMDAはグルタミン酸と同等の効果を持ち、 Mg2 によって阻害された。

AMPAはほとんど効果をもたなかったが、カイニン酸はわずかな効果を示した。向代謝性グルタミン

酸受容体刺激因子であるキスカル酸、 ACPDは効果を示さなかった。作動薬の効果は、拾抗薬を用い

ることにより確認された。 NMDA受容体持抗薬であるAP5、CPPはグルタミン畿の効果を阻害し、非

NMDA受容体阻害剤であるCNQX、向代謝性受容体阻害剤であるAP3、電位依存t'lドカルシウムチャン

ネル阻害剤であるこブヱジピンはいずれも効果を示さなかった。これらの結果は、 CaMキナ ゼE活

性化反花、がNMDA受容体刺激を介するCa'+流入により生じていることをぶしている G
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長期増強誘導後のCaMキナーゼE活性化反応2 

脳海馬切片のCAl領域に入るSchaffer線維にテタヌス性刺激を与え、 CAl領域の組織をパンチアウ

卜してホモジェナイズ後、上清画分についてCaMキナーゼH活性を測定した。酵素活性測定反応液中

には、プロテアーゼ阻害剤、 PKC凶害ペプチド (PKC，，-凶)を添加し、 CaMキナーゼEにかなり特異

的なシンクイド 2を基質として測定した。得られた酵素活性は、 CaMキナーゼEそのものと考えられ

た。対照としては、低頻度の同じ強度の電気刺激を与えた同領域組織とした。 CaMキナーゼ宣の全活

性 (Ca2+/CaM存在下)およびCaF / カルモデュリン非依存性活性が対照に比較して有意に上昇した

(図1)。時間的経過でみると、長期増強誘導後測定し始めた5分ではすでに最大活性が得られ、測定

(図1)。全活性、 Ca2-/カルモデュリン非依存性活性のした60分でも活性の上昇が維持されていた

上昇は、蛋白質性基質であるシナプシン Iを用いても同様に認められた。 NMDA受容体阻害剤である

テタヌス性刺激を与えても長期増強誘導が抑制されるAP5をあらかじめ培養液中に添加しておくと、
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とともに、 Ca2+/カルモテゃュリン非依存性活性の上昇もまた抑制された。

3 長期増強誘導時におけるCaMキナーゼE自己リン酸化反応とシナプシン Iリン酸化反応の増加

図lで示したとおり、海馬CAl領域における長期増強誘導時に、錐体細胞時におけるCaMキナ←ゼ

II Ca2十/カルモデュリン非依存性活性の上昇が観察さわした。すなわち、酵素の活性化反応が伴うこと

がわかった。 このことは、 CaMキナーゼE自己リン酸化反応のおこうていることを示している。

あらかじめ、 ATPプールをラベルするために、海馬切片を[3ZPl無機リン酸とインキュベイトした

後、 8 burst刺激を与え、長期増強を誘導した。刺激後60分で、 CAl錐体細胞部位標本を得、 CaMキ

ナーゼEおよびシナプシン Iに対する特異的抗体で免疫沈殿をした。沈殿物をSDS.PAGE処理後、オ

ートラジオグラブイーを行った (図 2)0CaMキナーゼEαと戸サブユニットにとりこまれた"pをバ
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イオイメージングアナライザーで測定した。 CaMキナーゼEαと13サブユニットへのリン酸のとりこ

みは、それぞれ29:t5、35:t5 %有意に増加していたo すなわち、対照に比較して、長期増強誘導時

に、 CaMキナーゼEサブユニットの自己リン酸化反応が上昇していることを示した。

同じ実験条件下で、前シナプス領域に局在していることの知られているシナプシン Iリン酸化反応

の変化を調べた(図2)。シナプシン IはIaとIbのダプレソトを示し、長期増強誘導時に、 37土 7%

増加することが明らかになった。シナプシン Iリン酸化反応の上昇は、 CaMキナーゼEサブユニソト

自己リン酸化反応の上昇の程度と類似していた。

NMDAグルタミン酸受容体阻害剤であるAP5で海馬切片をあらかじめ処理しておくと、 θburst刺

激を与えても長期増強誘導を惹起させることはできなかった。さらに、同様の条件下でCaMキナーゼ

E αと戸サブユニット自己リン酸化反応およびシナプシン Iリン酸化反応を調べると、 AP5の存在下

に抑制された。

以上の結果は、長期増強誘導とCaMキナーゼE自己リン酸化反応、シナブシン Iリン酸化反応が密

接に相関していることを示している。

後シナプスニューロンに局在の知られているMAP2リン酸化反応の変化を調べた(図3)。長期増

強誘導時に、 MAP2リン酸化反応が27士 5%、有意に増加することがわかった。図2Bには、シナプ

シン IとMAP2リン酸化反応に関し、データを統計的処理した結果を示している。両蛋白質のリン酸

化反応ともに、 AP5の存在下でその増加が抑制された。

シナプシン IはN末端部位とC末端部位がそれぞれc品位キナーゼとCaMキナーゼEによってリン酸

化されることが知られている。シナプシン Iリン酸化反応がどの部位におこっているかを調べた。シ

ナプシン Iは黄色ブドウ状球菌から得たV8プロテアーゼで処理すると、それぞれ分子量10，000と

30，000のsite1 (N末端部位)とsite11 (C末端部位)が得られる。このようにして得られたsite1と

site 11へのリン酸のとりこみを調べると、それぞれ約10%と90%であることが示さわし、長期増強誘導

時におけるシナプシン Iリン酸化反応はCaMキナーゼHによることが明らかにされた。

4 CaMキナーゼE自己リン酸化反応、シナプシン I、MAP2リン酸化反応に対するカルミダゾリウ

ムの効果

長期増強誘導時における、カルモテ、ュリン括抗剤であるカルミダゾリウムのCaMキナーゼE自己リ

ン酸化反応、シナプシン I、MAP2リン酸化反応に対する効果を調べた(図4)。カルミダゾリウム

で海馬切片を処理すると、長期増強誘導が阻害された(図4B)。このような条件下で、 CaMキナーゼ

E αとjヨサブユニット自己リン酸化反応、シナプシン I、MAP2リン酸化反応は有意に阻害さわした

(図4C)。
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N 考察

海馬CAl領域における長期増強誘導時にCaMキナ ゼ宜活性化反応、自己リン酸化反応、基質とし

てシナプシン I、MAP2のリン酸化反応の増加が観察された。これらの刺激に反応したリン酸化反応

の増強は、 NMDAグルタミン酸受容体を介していることが明らかになった。対照実験である低頻度刺

激ではおこらなかったことから、長期増強に特異的反応であると考えられた。カルモデュリン括抗剤

であるカルミダゾリウムを用いた実験から、シナプシン I、MAP2リン酸化反応が活性化されたCaM

キナーゼEによって惹起されていることが示唆された。

MAP2は後シナプスニューロンに局在することの知らわした蛋白質で、あることから、後シナプスニュ

ーロンに存在する他の蛋白質がリン酸化されることが考えられた。最近、 AMPA受容体がCaMキナー

ゼHによってリン酸化され、グルタミン酸に対する反応性が k昇することを報告されたことから、長

期増強誘導時lこAMPA受容体がCaMキナーゼEによってリン酸化されることが示唆され、事実、その

後の研究でAMPA受容体リン酸化反応が明らかにされた。一方、前シナプスニュ ロンに局在するこ

とが知られているシナプシン Iがリン酸化される乙とは、前シナプスニューロンの活性化反応がおこ

っていることを示し、長期増強誘導特にグルタミン酸放出を促進する反応が前シナプスニュ←ロン内

に惹起されていることを示唆している。実際、シナプシン Iリン酸化反応そのものが直接的に、関口

分泌を促進していることが十分に考え得る反応である。すなわち、シナプス小胞に結合しているシナ

プシンIは、 CaMキナーゼEリン酸化反応によってその結合が解除され、シナプス小胞の膜への移行

を可龍にすることが知らわしているからである。

長期増強誘導によって、 CaMキナーゼE自己リン酸化反応がおこるだけでなく、戸サブユニット蛋

白質量の増加が観察された。このことは、以前に私達の研究で、長期増強誘導時にCa'-/カルモテ、ユ

リン依存性活性(全活性)の上昇を報告した結果と一致している所見と考えられる。
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