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論  文  内  容  の  要  旨  

申請者らは，神経細胞内において転写因子CREBの活性化を制御する新規のCREBキナーゼの同定を試みており，現在  

までに新規分子を含む幾つかの分子を同定し，CLICK（CaMK－1ike CREB kinase候補）－Ⅰ，－Ⅱ，－Ⅲと呼び解析を進めて  

いる。   

このうちアミノ酸配列により，CLICK－ⅢはCa2＋／CaM－dependentproteinkinaseIファミリーに属するCaMKIγのマ  

ウスorthologである事，またC末領域のアミノ酸配列は，他のCaMKIアイソフォームと比較して非常に長く，脂質修飾の  

一種であるprenyl化を受けることが知られるCAAXmotifを有している事が判明した。   

CLICK－ⅢのmRNAの分布を調べたところ，各種臓器のうちで特に脳において発現が多いことが観察された。そこで脳内  

における分布をinsituhybridization法にて検討した。その結果，CLICK－Ⅲの発現は神経細胞に特異的に認められること，  

また，これらのシグナルは扁桃体中心核や視床下部腹内側核といった特定の神経核で特に強く存在し，特徴的な分布を示し  

ていることが分かった。   

また，COS－7を用いて発現させたCLICK－Ⅲはin vitroにおいてCa2＋／CaM及びCaMKKに依存して活性化されMBP並  

びにCREMを基質とすることが分かった。更に，CLICK－Ⅲの活性型変異体は，COS－7においてCREBによる転写活性を  

増強することが示された。   

次に，細胞内局在を調べる目的で神経細胞並びにCOS－7にCLICK－Ⅲを発現させると，興味深い事に細胞内の特定の部  

位への局在が観察された。細胞質にdiffuseに存在するGFPと異なり，GFP－CLICK－ⅢはGolgi体や形質膜に局在する像が  

観察された。これらの結果と一致して，超遠心にて可溶性分画ならびに不溶性分画を分離すると，GFP単独では95％以上  

が可溶性分画に存在するのに対して，CLICK－Ⅲの約50％が不溶性分画に存在する事が分かった。では，どのような機構で  

このような細胞内局在を示しているのだろうか？   

脂質修飾が蛋白質の細胞内膜器官への局在化に重要な働きをする事が現在までに多数報告されているため，CLICK－Ⅲの  

CAAXmotifに注目した。Prenyl基の付加されるアミノ酸残基を欠失させた点変異体（C474S）を作製し，細胞内局在を検  

討した結果Golgi体や形質膜への局在は認められなくなり細胞質にdiffuseに局在するようになった。同じ目的で，Prenyl基  

の前駆体であるメバロン酸を細胞内で枯渇させるHMG－CoA reductase阻害薬（compactin）で細胞を処理すると，GFP－  

CLICK－Ⅲは，同様に細胞質にdiffuseに存在することが観察された。以上より，CLICK－Ⅲの膜器官へ局在化には，  

prenylationが必須である事が示された。   

このようなCLICK－Ⅲの脂質修飾による形質膜や細胞内膜器官への局在には，どのような生理的意義があるのだろうか？  

CLICK－Ⅲは，神経細胞特異的に発現するCa2’／CaM－dependentproteinkinaseであり，膜の直下に存在することで神経活  

動に伴い生じる局所的なCa2＋の上昇を効率的に標的蛋白質のリン酸化へと転換する能力を有している可能性が示唆される。  
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神経細胞内におけるCLICK－Ⅲの局在や標的基質の詳細を明らかにし，仮説の是非を明らかにしていく事が今後の課題であ  

ると考える。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

Ca2＋／カルモジュリン（CaM）依存性リン酸化酵素（CaMK－Ⅰ，－Ⅱ，－Ⅳ）は，いずれも脳内での発現が高く，神経活動  

に伴ったCa2＋流入により速やかに活性化されるリン酸化酵素群として，脳高次機能との関連が注目されている。   

申請者は，CaMKIアイソフォームの一つCLICK－Ⅲ／CaMKIγ（以下CLICK－Ⅲ）を新規に同定し，本酵素が脂質修飾によ  

ってゴルジ体や形質膜などに局在することを見出した。膜直下での局所的Ca2＋上昇は種々の神経細胞機能において重要と  

されており，脂質修飾によるCLICK－Ⅲの膜器官への局在は，限局したCa2＋上昇を生化学的変化に変換する新たな分子機  

構として注目される。   

また，CLICK－ⅢmRNAは，恐怖条件づけに関わる扁桃体中心核や，満腹中枢と呼ばれる視床下部腹内側核の神経細胞  

に際立って強い発現を示す。今まで，記憶・学習とCaMKとの関連が報告されているが，CLICK－Ⅲの分布は他のCaMKと  

全く異なったパターンを示しており，今後の解析によりCaMKの関与する脳高次機能について更なる知見が得られること  

が期待できる。   

このような分子特性を持つ本酵素の発見は，神経細胞内情報伝達経路の解明に貢献し，神経科学の発展に寄与する所が大  

きい。従って，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成15年7月4日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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