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統合失調症モデルラットにおける免疫組織化学染色法を用いた CaMKII 活性イメージング法
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Schizophrenia is characterized by various behavioral abnormalities including cognitive dysfunction. Neonatal ven-

tral hippocampus (NVH)-lesioned rats had been known as neurodevelopmental animal model similar to schizophrenia.

Previous observations indicate that postpubertal NVH-lesioned rats exhibit impairments in prepulse inhibition (PPI),

spontaneous locomotion, social interaction behavior and working memory. Here, we document the neurochemical basis

of those defects in NVH-lesioned rats. Since Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII), which is NMDA

receptor downstream kinase, is essential for memory and learning acquisition, we developed a protocol to monitor the

spatial changes in CaMKII autophosphorylation using immunohistochemical imaging of whole brain slices with anti-au-

tophosphorylated CaMKII antibody in order to address mechanisms underlying impaired cognitive function in NVH-

lesioned rats. Immunohistochemical analyses using anti-autophosphorylated CaMKII antibody revealed that CaMKII

autophosphorylation was signiˆcantly reduced in the medial prefrontal cortex (mPFC) of NVH-lesioned rats compared

with control animals. This immunohistochemical technique is useful to investigate temporal and special changes in

CaMKII activity in rodent brain and to evaluate drugs to improve the cognitive impairment.

Key words―Ca2＋/calmodulin-dependent protein kinase II; schizophrenia; cognitive impairment; neonatal ventral

hippocampus-lesioned rat

1. はじめに

統合失調症は生涯発病率が約 1％と高く，主に思

春期以降に発症し，妄想，幻覚，錯覚などを主症状

とする陽性症状と感情鈍麻，意欲低下，社会性の低

下などを主症状とする陰性症状，感覚機能障害

（prepulse inhibition (PPI）障害）及び一部の学習

障害，作業記憶低下などの認知機能障害を呈する精

神疾患である．1) 特に，認知機能障害は患者の社会

復帰の妨げとなり問題視されている．現在の臨床の

薬物療法は主にドパミン受容体拮抗作用を伴う薬物

を用いており，陽性症状及び陰性症状は軽減される

が，認知機能障害の改善は十分ではない．2) 統合失

調症の認知機能障害の改善を目的とした薬がないた

め，現在の統合失調症の認知機能障害に対する治療

法は行動療法が主流である．認知機能障害の病態究

明や新たな治療薬開発のためにモデル動物を用いる

必要がある．しかし，統合失調症認知機能障害改善

薬の開発に適したモデル動物は少ない．

イオンチャンネル型グルタミン酸受容体のN-meth-

yl-D-aspartic acid（NMDA）受容体のアンタゴニス

トである MK-801，フェンサイクリジン（PCP），

ケタミンはげっ歯類に投与すると，陽性症状，陰性

症状と同時に顕著な認知機能障害を起こす．35) ま

た，統合失調症患者ではグルタミン酸神経伝達機能
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低下が示唆されている．統合失調症の認知機能障害

はドパミン仮説だけでは説明がつかないことから，

認知機能障害にはグルタミン酸神経伝達機能低下が

関与していると考えられる．

グルタミン酸神経伝達を調節する主なプロテイン

キナーゼである Ca2＋/calmodulin-dependent protein

kinase II (CaMKII）は，記憶・学習の獲得に必須

のプロテインキナーゼである．6,7) 海馬 CA1 領域に

おいて，阻害剤と遺伝子欠損マウスを用いた実験に

より，記憶獲得の素過程である long-term potentia-

tion (LTP）の誘導には CaMKII の自己リン酸化反

応の亢進が必須である．8,9)

本稿では，統合失調症病態モデル動物における認

知機能障害における CaMKII の役割を明らかにす

るために，CaMKII の自己リン酸化認識抗体を用い

た活性化型 CaMKII の蛍光免疫染色による脳イ

メージング法について紹介する．本手法は小動物を

用いた認知機能改善薬の評価系にも応用することが

可能である．

2. CaMKII と認知機能

CaMKII は中枢神経系に多く発現しており，神経

伝達物質の生合成・放出及び AMPA 型グルタミン

酸受容体活性を調節することにより，シナプス可塑

性を制御するプロテインキナーゼである．10,11)

NMDA 受容体あるいは，電位依存カルシウムチャ

ネルを介して細胞内に Ca2＋ が流入すると，Ca2＋/

CaM 複合体が本酵素に結合し，構造変化すること

で触媒ドメインの抑制が除かれ，基質タンパク質を

リン酸化する．活性化と同時に，CaMKII 分子内の

Thr-286 が自己リン酸化され，恒常的に活性を有す

る酵素に変わる．この恒常的に活性を有する CaM-

KII が海馬における LTP の誘導に必須である．12,13)

また，CaMKII は NMDA 受容体の NR2B に直接結

合し，14) LTP では NMDA 受容体から流入する Ca2＋

により活性化され，alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-

4-isoxazolepropionate (AMPA）受容体サブユニッ

ト GluR1 をリン酸化し，シナプス後電流を促進す

る．15,16) 私達は，CaMKII が NMDA 受容体の下流

分子である，げっ歯類の記憶形成に深く係わること

から，認知機能障害モデル動物における CaMKII

活性をモニターする方法を開発した．

一方，統合失調症において近年，グルタミン酸神

経伝達機能低下仮説が注目されている．実際に，統

合失調症モデル動物における CaMKII 活性の変化

が報告されている．本研究では，認知機能改善薬の

評価系として CaMKII 活性を全脳領域で空間的に

モニターする方法を確立することを試みた．認知機

能障害モデルとしては新生仔期腹側海馬（neonatal

ventral hippocampus; NVH）損傷ラットを用いた．

NVH 損傷ラットは統合失調症モデル動物であり，

新生仔期の雄性ラットの両側腹側海馬に，グルタミ

ン酸の神経毒であるイボテン酸を注入し，腹側海馬

を破壊するモデルである．17) NVH 損傷ラットは，

思春期前（生後 35 日目）には，行動異常は観察さ

れず，思春期後（生後 60 日以降）に統合失調症様

行動異常を示す動物であることが報告されてい

る．1820) ヒトにおいても統合失調症発症の時期は主

に思春期以降であることから，NVH 損傷ラットは

他の統合失調症病態モデル動物よりもヒトの病態に

近いモデル動物であると考えられる．

3. 蛍光免疫組織化学染色法による CaMKII 活性

イメージング

私達は今回，Brain mapping analyzer を用いた蛍

光免疫組織染色法により，ラット脳における Ca-

MKII 活性の変化を測定した．21) この装置は，落射

蛍光顕微鏡の光路にピンホールが挿入されているた

め，切片内のごく微小な領域だけを照射することが

でき，その領域から発せられる蛍光だけを選択的に

測定することが可能である．さらに，電動ステージ

をコンピュータ制御下で二次元方向に変動させるこ

とにより，切片全面の蛍光強度分布を分析すること

ができる．

本染色法の手順を紹介する．まずラットを還流固

定後，20 mm の厚さで凍結切片を作製し，PBS で

30 分・2 回洗浄後，0.1％ TritonX-100 及び 0.05％

normal goat serum を含む PBS（ブロッキング液）

で 1 時間ブロッキングを行った．PBS で洗浄後，

ブロッキング液に CaMKII 自己リン酸化認識抗体

又は CaMKII 認識抗体を 1000 倍希釈し，4°C の条

件下で切片と一晩反応させた［Fig. 1(a)］．22) 洗浄
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Fig. 1. CaMKII Imaging Using Brain Mapping Analyzer
(a) Anti-CaMKII antibody or anti-autophosphorylated-CaMKII (pCaMKII) antibody (diluted 1：1000 in PBS including 0.1％ Triton X-100 and 0.05％ nor-

mal goat serum (NGS)) was applied to each slice and incubated at 4°C for 12 h. After washing with PBS, the secondary antibody, FITC-labeled anti-rabbit IgG goat

serum (diluted 1：200 in PBS), was allowed to react for 3 h in the dark room at room temperature. Stained sections were mounted in 10％ glycerin-PBS and kept at

4°C in a dark room until measurements were carried out. CaMKII or pCaMKII immuno‰uorescence intensity was analyzed quantitatively using a modiˆed brain

mapping analyzer system. (b) To conˆrm antibody speciˆcity, conventional CaMKII and pCaMKII antibodies were absorbed with 1000-fold excess puriˆed and

puriˆed/autophosphorylated CaMKII, respectively, before incubation with brain sections. (c) Representative images of ‰uorescence immunostaining using au-

tophosphorylated CaMKII (Thr 286) antibody on the left side. Adsorption of puriˆed pCaMKII indicated antibody speciˆcity on the right side image.
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後，FITC でラベルされた二次抗体を暗室において

3 時間反応させ，PBS で 1 時間，4 回洗浄し，10％

glycerin を含む PBS により封入し，測定を行うま

で暗室に保存した．Brain mapping analyzer による

解析を行うと，Fig. 1(c)に示すような免疫反応強

度を 16 レベルで分類した染色像が得られる．23)

Figure 1 に示されている異なった色調は，蛍光強度

が最も低い領域を黒で，最も高い領域を白として表

示している．

染色の特異性を確認するために，CaMKII 自己リ

ン酸化認識抗体又は CaMKII 認識抗体の吸収実験

を行った．吸収実験では，精製した抗原と抗体を反

応させることにより，抗体を吸収させる［Fig. 1

(b)］．抗体が特異的であれば吸収後に，蛍光を示
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Fig. 2. CaMKII Autophosphorylation was Reduced in the
Medial Prefrontal Cortex of NVH-lesioned Rats Revealed by
Fluorescent Immunostaining

Representative image of ‰uorescent immunostaining using antibodies

against CaMKII and autophosphorylated CaMKII (Thr 286). (A) Images

show prefrontal cortex of each hemisphere in both sham (left) and NVH-

lesioned rats (right). (B) Quantitative analyses of ‰uorescence intensity with

anti-autophosphorylated CaMKII (Thr 286) antibody. Data are expressed as

percent sham value (n＝3 per group). Error bars represent S.E.M. p＜0.05

vs. sham-operated rats.

504 Vol. 133 (2013)

さないことになる．精製した CaMKII 又は自己リ

ン酸化型 CaMKII をそれぞれの抗体と反応させた

後，上記手法により蛍光強度を測定したところ，

CaMKII 抗体，CaMKII 自己リン酸化抗体の蛍光が

完全に消失した（Fig. 1）．

抗体の特異性を確認後，両抗体を用いて NVH 損

傷ラットとその対照群の CaMKII 活性を測定し

た．同側の前頭前野領域を並べて表示すると，

CaMKII を認識する抗体では蛍光強度に差がみられ

ないことから，全タンパク質は NVH 処置で変化が

みられないことを示している［Fig. 2(a)］．一方，

自己リン酸化認識抗体（pCaMKII 抗体）では対照

群に比べ，NVH 損傷ラットの内側前頭前皮質にお

いて pCaMKII 蛍光強度が著しく低下していた

［Fig. 2(a)］．このことは内側前頭前皮質において

NVH 損傷ラットでは CaMKII 活性が低下すること

を示している．内側前頭前皮質は，感覚機能，情動

そして認知機能に関与する領域であり，統合失調症

患者においても内側前頭前皮質領域の神経活動が低

下している．24) 網羅的に解析を行ったところ，NVH

損傷ラットでは特に，内側前頭前皮質，背側線条

体，背側海馬において CaMKII 活性低下が顕著で

あった．

4. CaMKII と統合失調症

近年，統合失調症において Ca2＋ シグナルの異常

が報告されている．統合失調症の前頭前皮質では，

Ca2＋/calmodulin 依存的に活性化される一酸化窒素

合成酵素の活性が低下していることから Ca2＋ シグ

ナル伝達の機能低下が示唆されている．25) 一方，大

脳皮質においては，神経伝達物質の放出を調節する

シナプシン I を Ca2＋ 依存的にリン酸化する CaM-

KIIb が mRNA レベルで増加しており，これが統合

失調症患者のドパミン感受性に関与しているという

報告もある．2628)

さらに，統合失調症感受性遺伝子である COMT

又は dysbindin-1 ノックアウトマウスにおいて作業

記憶が低下し，これと相関して，前頭前皮質におけ

る CaMKII タンパク質が低下していることか

ら，29,30) 統合失調症モデル動物においても Ca2＋ シ

グナル伝達の異常が示唆され，特に CaMKII のタ

ンパク質又は活性低下が認知機能障害に関与すると

考えられる．

また，正常なマウスでは陰性症状の指標とされる

強制水泳試験又は学習能の指標であるモリス水迷路

試験後，前頭前皮質の CaMKII 自己リン酸化反応

が亢進するのに対し，NMDA 受容体拮抗薬である

PCP 投与マウスではストレス負荷後に CaMKII 自

己リン酸化反応は亢進しない．31,32) 同様に，陰性症

状様行動及び学習障害が NMDA 受容体 NR1 サブ

ユニットの遺伝子改変マウスにおいて認められるこ

とから，3336) NMDA-CaMKII シグナル伝達の低下

が認知機能障害だけではなく，陰性症状様行動障害

への関与が示唆される．

NVH 損傷ラットにおいても，陰性症状様行動障

害及び学習能の障害が認められ，19,37) 私達の Brain

mapping analyzer を用いた蛍光免疫組織染色法によ

り，前頭前皮質，背側線条体，背側海馬において

CaMKII 自己リン酸化反応が著しく低下していた．

PCP 投与モデル動物，統合失調症の原因遺伝子の

1 つである Neureglin 1 遺伝子改変マウスでは非定
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型抗精神病薬の投与により，PPI 障害，陰性症状様

行動及び認知機能障害が改善する．3840) しかし，

NVH 損傷ラットでは非定型抗精神病薬投与により

PPI 障害は改善するが，41) 陰性症状様行動及び認知

機能障害は改善されなかった．42) さらに，NVH 損

傷ラットは非定型抗精神病薬では改善しない認知機

能障害改善を目的とした創薬を行うための統合失調

症モデル動物として有用であると考えられる．

5. おわりに

本研究で確立した Brain mapping analyzer を用い

た蛍光免疫組織染色法は，CaMKII 活性を脳全体で

網羅的に測定することが可能であり，脳病態におけ

る CaMKII の関与を解析することができる．また，

NVH 損傷ラットでは，前頭前野，背側線条体，海

馬 CA1 領域で CaMKII 活性低下が顕著であり，非

定型抗精神病薬であるリスペリドンによってもこれ

らの脳部位での活性は回復しない．今後は CaMKII

活性を改善する薬剤のスクリーニングに本法を用

い，非定型抗精神病薬に代わる新規認知機能障害改

善薬の探索を行う予定である．
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