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研究成果の概要（和文）：神経細胞同士の情報伝達の場であるシナプスは大脳の高次機能を担う最小の素子とし
て働きます。本研究ではシナプスの活動によって発現制御されている遺伝子（活動依存的遺伝子）の一つである
Arc（アーク）がシナプス機能を調節するしくみをマウスなどの動物モデルを用いて調べ、長期記憶や神経可塑
性（神経回路がしなやかに変化する性質）に関与していることを明らかにしました。また大脳の海馬という領域
においてArcを発現する細胞は1ヶ月以上時間を経た古い記憶の想起時に重要な働きをしていることを明らかにし
ました。

研究成果の概要（英文）：The synapse, a site of communication between two neurons, operates as a 
minimal functional unit that underlies a variety of cognitive functions including learning and 
memory. This study aims to investigate the molecular basis of synaptic regulation through a gene 
called, Arc, whose expression is regulated in turn by synaptic activities. Our analysis revealed 
that Arc is involved in for formation and maintenance of long-term memory as well as 
experience-dependent neural plasticity. Furthermore, we found that Arc-expressing neurons in the 
hippocampus play a critical role for retrieval of a month-old memory in mice. Our results suggest a 
fundamental role of Arc in cognitive function in the brain.

研究分野：神経分子生物学

キーワード： シナプス可塑性　記憶　遺伝子発現

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
記憶の形成、維持および想起メカニズムは古くより学術的な興味対象として多くの研究者によって調べられてき
ましたが、その分子機構に関してはいまだに多くが未解明のままで残されています。本研究ではArcという遺伝
子による新しい分子制御モデルを提唱し、それが実際の大脳で起こっていることを明らかにしました。記憶や認
知機能の分子的基盤解明は発達障害や認知症などに対する新たな治療法および予防策に役に立つと考えられま
す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大脳記憶メカニズムの解明と理解は単なる学術的な興味対象であるばかりでなく、近年では発達

障害や認知症などによる脳機能障害に対する新たな治療法および予防策を考える上で極めて重要で
ある。日常の経験や学習から得た知識や情報は記憶として大脳の神経ネットワークに保持され、必要
に応じて呼び出されアップデート機構により新たな情報が追加される。この時、記憶ネットワークを構成
する個々の神経細部ではシナプスの変化が起こっていると考えられるが、このシナプス変化を長期的
に維持するためには経験依存的、学習依存的な遺伝子発現が必要であることが知られている。しかし
ながら、この遺伝子発現がどのようにシナプスの変化を固定化し、さらにそれがどのように記憶保持や
アップデートに関わっているのかという、遺伝子と認知・行動の間をつなぐシナプスレベル、細胞レベ
ルのメカニズムについては現在もほとんど明らかになっていない。 
神経活動によって誘導される遺伝子発現に関わる遺伝子の中でも、前初期遺伝子（Immediate early 

genes, IEGs）と呼ばれる遺伝子群は刺激に対して素早く、かつ、一過的に活性化されるため、学習依
存的な神経変化の初期相を担う因子として注目を集めてきた。これまで申請者は、この IEG 発現をマ
ウス、ラット、さらにニホンザルの大脳において解析してきた。近年、申請者は神経特異的な IEG の中
でも特に注目されている遺伝子の一つ Arcに焦点を当ててその発現誘導機構や機能の解明を中心に
研究を進めてきた。その結果、ArcはポストシナプスにおいてAMPA型グルタミン酸受容体の動態を制
御すること（Chowdhury et al., 2006）、Arc 遺伝子の素早い発現誘導にはシナプス活動応答エレメント
（SARE）と名付けたゲノムエレメントが中心的な役割を果たすこと（Kawashima et al, 2009）、また、この
発現誘導機構を利用した遺伝子発現システムなどを構築してきた（Mikuni et al., 2013; Kawashima et 
al., 2013）。さらに Arc のシナプス動態と局在機構を詳細に解析した結果、Arc と CaMKIIβ 間にタン
パクータンパク相互作用が動的に制御されていることを発見し、この動的相互作用により Arc のシナ
プス局在が制御されて単一シナプスレベルでグルタミン酸受容体の動態を制御していることを見出し
報告した（Okuno et al., 2012）。しかしながら、活動依存的に発現した Arc mRNAから翻訳された Arc
タンパク質がどのようにシナプス後部に運ばれ、そこでどのようにシナプス機能を修飾しているのかとい
う本質的な問題については明らかになっておらず、核とシナプス間をつなぐシグナリングの理解には至
っていなかった。また、Arc のシナプス調節機能がどのように認知機能を調節しているかについての
詳細は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究計画ではArcのシナプス調節機能が神経可塑性に果たす役割を明らかにし、さらに個体の

おける Arcの生理的機能探索を行うことにより、Arcの一過的な活動依存的発現およびシナプス調節
機構が大脳認知機能に果たす役割を明らかにすることを目的とする。このため以下の目標を立てて研
究を実施した。 
目標１ Arc によるシナプス調節機構の解明 
申請者らのこれまでの研究により、核・細胞体で転写・翻訳された Arc タンパク質は樹状突起にお

いて活性化されていないシナプスに集積しやすいことが明らかになってきた。この現象は強いシナプ
スを選択的に修飾するシナプスタギング仮説と反対の性質を示すため、“逆シナプスタギング”と呼ぶ
べき機構である。この Arc の逆シナプスタギング機構によるスパイン形態変化や安定性の制御およ
びグルタミン酸受容体の表面発現制御について培養細胞系およびインビボにおいて解析し、分子
機構の解明を目指す。 
目標２ Arc 発現神経回路の生理学的機能の解明 
これまでに申請者は国内外の研究者らと協働して各種の遺伝子改変マウスや部位特異的遺伝子
改変を行うためのウイルスベクターを作製してきた。本研究課題ではこれらの資源を最大限に生か
し、Arcが認知機能へ果たす役割を解明する。特に Arc部位特異的欠損マウスや Arcプロモーター
依存的リコンビナーゼ発現 Tg マウス等を用いて Arc 発現神経ネットワークに機能介入し神経可塑
性や各種の認知機能課題による評価を行う。 
目標３ Arc 活性化回路における認知プロセスと関連する遺伝子発現 
これまでの研究により Arcと共発現する活動依存的遺伝子群プロファイルが徐々に明らかなって

きた。本研究ではこのようなArc活性化神経細胞において発現する遺伝子群を単離し、その機能探
索を行う。また Arc 活性化細胞におけるエピゲノム変化の検出についても試みる。 

 
３．研究の方法 
目標１．Arc によるシナプス調節機構の解明 
(1) 培養神経細胞を用いたグルタミン酸受容体表面発現の動態解析 

Arc 欠損マウスおよび対照として野生型のマウスから培養海馬神経細胞をこれまでと同様に作成
する(Okuno et al, 2012)。この神経細胞には培養 7 日目にグルタミン酸受容体レポーターである
SNAP-GluA1（または SNAP-GluA2, SNAP-GluA3)を形態マーカーである GFP と共にリポフェクショ
ン法により遺伝子導入した。この遺伝子導入された神経細胞をさらに 7 日以上培養し、十分に回路
が成熟した後、表面に発現しているグルタミン酸受容体レポーターを赤色蛍光 SNAP リガンドにより
染色し、さらに高頻度の電気パルス（5V /cm, 0.5 ms, 100Hzを 1秒間を 4回繰り返し、5分間間隔）を
与えた。この刺激により培養細胞に存在する樹状突起スパインの 1/4 程度が刺激依存的な容量増大
を示し、有効な長期増強刺激となる。 
上記神経細胞の樹状突起部を刺激前後の数時間、蛍光顕微鏡によりタイムラプスイメージングを

行った。樹状突起およびスパイン構造はGFPチャネルにより記録し、グルタミン酸受容体動態は赤色
蛍光チャネルで記録した。 
記録された画像は ImageJ および統計解析ソフト Rを用いたオフライン解析を行い、容積増加を示

したスパインと示さないスパインに分類して、そこでのグルタミン酸受容体の発現量を定量した。 
（２） 大脳のおける Arc の mRNA およびタンパク質の挙動解析 

ArcプロモーターGFP-Arc Tgマウスを用いて海馬歯状回におけるmRNAおよびArcタンパク質の
局在を in situ hybridization および免疫染色、あるいは GFP 蛍光により解析した。マウスは電気痙攣
刺激（100Hz, 35 mA、耳間電極）や新規環境刺激により Arcの発現誘導を促進した。また、このときタ
ンパク合成阻害剤であるアニソマイシンを海馬に注入し、mRNA からタンパク質への翻訳を阻害した
際の mRNA分解について解析を行った。 
（３） マウス視覚野における Arcおよびグルタミン酸受容体表面発現の動態解析 

また、マウス視覚野に Arc-promoter GFP-Arc reporter と樹状突起マーカーである mCherryを単一



細胞電気穿孔法により導入した。このマウスに頭部固定状態で視覚刺激を与えることにより、生きた
個体において一部のシナプスだけを刺激することが可能となる。この時のシナプス部における
GFP-Arcの挙動を 2光子顕微鏡により観察した。同様の実験として GFP-Arcの代わりに SEP-GluA1
を用いて表面のグルタミン酸受容体発現を生きたマウスの視覚野で観察した。(MIT との共同研究) 
 
目標２ Arc 発現神経回路の生理学的機能の解明 
（１） Arc 欠損マウスの表現形解析 

Arc欠損マウスを用いて文脈依存的および手がかり音依存的な恐怖条件付けによる記憶テストを
行った。獲得から比較的短い長期記憶である近時記憶と獲得から 1 ヶ月程度時間を経た遠隔記憶
について同じ個体を用いて調べた。また、恐怖記憶以外の課題としてバーンズ迷路を用いた空間
記憶課題を Arc 欠損マウスに行わせ、その近時および遠隔記憶について野生型マウスと比較した。
さらに、Arc 欠損、マウスの表現形が脳のどの領野における Arc 欠損に起因するのか同定するため
に、floxed Arc マウスに Cre 発現 AAVを局所感染させて部位特異的な Arc 欠損を引き起こし行動
解析を行った。 
（２） Arc リコンビナーゼ Tgマウスを用いた IEG発現細胞ネットワークの動態解析 

新たに開発したArcプロモーターによってリコンビナーゼを発現するTgマウスを用い、任意の異な
る２つの時点における Arc 発現神経細胞ネットワークを区別して蛍光標識する系を確立した。このシ
ステムを用いて、恐怖条件付けを行わせたマウスに近時での想起テスト（想起１）と遠隔期での想起
テスト（想起２）を行わせ、それぞれで活性化した神経細胞群の重なりを評価した。同様に近時と近
時、あるいは遠隔期と遠隔期に想起を行わせた際の活性化した神経細胞群の重なりも求め、記憶ネ
ットワークのなかの再活性化される神経細胞の割合を定量的に解析した。 
（３） 光遺伝学を用いた IEG発現細胞ネットワークの機能解析 

上記の実験と並行して、記憶獲得後の異なる時点における Arc 発現神経細胞ネットワークの生理
的機能を明らかにするため、活動依存的遺伝子発現ウイルスの系を構築し、光遺伝学ツールである
チャネルロドプシンあるいはアーキロドプシンをArc発現細胞にのみ発現させることができ系を開発し
た。チャネルロドプシンには青色光レーザーを、アーキロドプシンには緑色レーザーを照射するによ
り生きた個体で Arc発現神経細胞の活動を人為的に操作した。ウイルスは海馬歯状回、CA1領域あ
るいは大脳皮質の局所（両側性）に感染させ、同部位に光ファイバーを留置した。行動評価課題とし
て恐怖条件付けを用い、学習時あるいは想起時に Arc 陽性となった細胞群の活動を亢進あるいは
抑制した際に記憶想起における影響を調べた。 
（４） Arc 発現の人為的操作による認知機能への影響解析 

マウス Arc 遺伝子の転写開始部位の約 7kb 上流には 100 塩基程度からなるエンハンサー領域
SARE（Synaptic Activity Responsive Element)が存在する（Kawashima et al, PNAS 2009）。活動依
存的な Arc発現の生理的意義を解析するため、この SAREエンハンサーを欠損させたマウスを作出
し、これを用いた行動解析実験を行った。 

 
目標３ Arc 活性化回路における認知プロセスと関連する遺伝子発現 

これまでの研究により単一細胞 RNA-Seq 法を用いて Arc と共発現する活動依存的遺伝子のプロ
ファイルが徐々に明らかなってきた。本研究では、これら学習に伴う遺伝子発現の機能解析をおこな
った。これまでに得られた Arc共発現リストのうちシナプス機能への関与の可能性の高いものを 20種
類程度リストアップし、それらをすべてクローニングした。これら単離された遺伝子はマウス海馬培養
細胞に導入し、強制発現させた際の表現型を調べた。 

 
４．研究成果 
目標１．Arc によるシナプス調節機構の解明 
（１） 培養神経細胞を用いたグルタミン酸受容体表面発現の動態解析 

Arcによるグルタミン酸受容体制御を調べるため Arc欠損神経細胞におけるグルタミン酸受容体サ
ブユニット GluA1 の表面発現動態を調べ、野生型神経細胞と比較した。これまでの研究と同様に
（Okuno et al., 2012）, 培養神経細胞にシナプス可塑性を誘導する電気刺激（100Hz, 1 秒を 4 回）を
与えると約 1/4 の樹状突起スパインにおいて容積増加を示した。このとき、刺激後に容積増加を起こ
したスパインと起こさなかったスパインに分類して、スパイン容積およびグルタミン酸受容体の発現量
を経時的に測定した。その結果、刺激依存的なスパイン増大を示したスパインに関しては、容積増大
率は少なくとも刺激後 3時間までに Arc欠損神経細胞と野生型神経細胞との間に差は認められなか
った。また、それぞれのスパインにおける表面 GluA1 発現についても Arc 欠損神経細胞と野生型神
経細胞ともに刺激依存的な増加がみられたが、両者の間に差は認められなかった。 
一方、スパイン容積が増加しなかったスパインについて解析を行ったところ、容積変化率について

は少なくとも刺激後 3時間までにおいては Arc欠損神経細胞と野生型神経細胞との間に差は認めら
れなかったが、表面GluA1発現については野生型神経細胞では刺激後単調に減少する傾向あるの
に対し、Arc 欠損神経細胞では表面 GluA1 発現レベルは一定に保たれており、両者の間に有意差
が認められた。これらの結果は、Arc は活動性の高いシナプスでは機能しておらず、逆に活性化され
ないシナプスにおいてグルタミン酸受容体を制御していることを示しており、これまで提唱してきた逆
シナプスタグ機構の存在を強く支持する。現在、これらの結果をまとめ、論文として投稿準備中であ
る。 
（２） 大脳のおける Arc の mRNA およびタンパク質の挙動解析 

Arc mRNAは３つのエクソンからなるが、第一エクソンにのみ open reading frameを持つため、翻訳
時に nonsense-mediated RNA decay (NMD)の影響を受ける可能性がある。この可能性を調べるため、
内在性の Arc遺伝子と Arcプロモーター下流に単一エクソンとして GFP-Arc融合タンパク質をコード
する Tgマウスを用いて海馬歯状回における mRNAおよび Arcタンパク質の局在および安定性を in 
situ hybridization および免疫染色法によって解析を行った。その結果、GFP-Arc mRNA は内在性
Arc mRNAに比して安定性が高く、NMD制御が示唆された。また、Arc mRNAは樹状突起に運ばれ、
局所翻訳制御を受ける可能性が示唆されている。そのため、内在性 Arc および GFP-Arc mRNA の
樹状突起部での存在量を調べたところ、内在性 Arc mRNA の方が効率よく樹状突起に輸送されて
いることが明らかになった。一方、タンパク質の発現局在では明確な差は検出されなかった。これら
の結果は Arc mRNAのエクソン構造が mRNAの樹状突起輸送および NMDを介した分解速度を決
定している可能性を示唆する。これらの結果は Frontiers in Molecular Neuroscience 誌に発表した



（Steward et al., 2018）。（カルフォルニア大学アーバイン校などとの共同研究） 
（３） マウス視覚野における Arcおよびグルタミン酸受容体表面発現の動態解析 

上記Aにおいて培養神経細胞においてはArcの逆シナプスタグ機構を示すことができたが、実際
に個体の動物においてArcが逆シナプスタグとして機能しているかについては不明である。この問題
を明らかにするため、マサチューセッツ工科大学の Sur 教授との共同研究を行った。Sur 教授らのグ
ループうは生きたマウスを用いて視覚刺激と光遺伝学を組み合わせることにより、視覚野において単
一シナプスでの長期増強を誘導することに成功している。このときGFPで標識したArcの局在量およ
びその変化を調べたところ、長期増強が起こった樹状突起スパインにおいては Arc の局在量は少な
く、逆に近傍の増強が起こっていないシナプスでは Arc の量は多かった。同様に、SEP-GluA1 を用
いて表面のグルタミン酸受容体発現レベルを調べたところ、刺激依存的に増強が起こったスパインに
は GluA１の発現量が多く、逆に周りでは少ないことが明らかになった。この結果は培養神経細胞の
結果とよく一致した。これらの結果は Science 誌に掲載された(El-Boustani et al., 2018)。 

 
目標２ Arc 発現神経回路の生理学的機能の解明 
（１） Arc欠損マウスの表現形解析 

これまでの他グループからの報告では Arc 欠損マウスでは文脈依存的および手がかり音依存的
な恐怖記憶などが障害されていることが報告されている(Plath et al., 2006; Peebles et al., 2010)。し
かしながらこれらの結果は獲得から数日以内の比較的短い長期記憶(近時記憶)であった。一方、
これまでの臨床および動物実験の結果から獲得から 1 ヶ月程度時間を経た古い記憶（遠隔記憶）
は近時記憶とは異なるメカニズムで脳に蓄えられていると考えられる。そこで Arc 欠損マウスを用い
て近時記憶と遠隔記憶を同じ個体を用いて調べた。その結果、Arc 欠損マウスでの近時記憶の障
害は比較的軽度であるが、それに比して遠隔記憶では重篤な障害があることが明らかになった。ま
た、障害のおこるタイムコースを調べてみたところ、記憶獲得から 1～2週間程度に有意な記憶低下
がみられた。さらに空間記憶課題としてバーンズ迷路を行ったところ、Arc 欠損マウスにおいて学習
および近時記憶での障害は認められなかったが、訓練後 2 カ月たった時点での遠隔記憶は顕著
に障害されていた。このような Arc 依存的な遠隔記憶障害の脳責任部位を調べるため、前帯状皮
質(ACC)および脳梁膨大後部皮質(RCS)の Arc を選択的に欠損させたところ、一部の個体におい
て著しい遠隔記憶障害が再現された。現在、これらの結果をまとめ論文として投稿準備中である。 
（２） Arc リコンビナーゼ Tgマウスを用いた IEG発現細胞ネットワークの動態解析 

近時記憶想起時に活性化される神経細胞ネットワークと遠隔記憶の想起時に活性化される神経
細胞ネットワークの同異を明らかにするため、新しい 2 時点 2 蛍光細胞標識システムをマウスで構築
し、恐怖条件付け記憶課題を用いて解析した。その結果、近時記憶想起で Arc発現が活性化される
海馬歯状回神経細胞の一部は遠隔記憶想起時においても Arc 発現が再活性化されることが明らか
になった。また、海馬歯状回における記憶想起関連活性化細胞は近時、遠隔期を問わず日々変化
しているが、近時に比べ遠隔期では変化率が低下することが明らかになった。これらの結果は次項
の結果と合わせ、論文としてまとめる予定である。 
また、米国スタンフォード大学との共同研究では、２光子顕微鏡を用いたインビボイメージングとウ

イルスベクターを用いたレポーターシステムを組み合わせ、マウス海馬 CA1 領域における Arc 発現
細胞を同一個体で繰り返し観察した。その結果、空間認知と Arc 発現パターンとの相関を生きた個
体で初めて示すことに成功した（Attardo et al., 2018）。 
（３） 光遺伝学を用いた IEG発現細胞ネットワークの機能解析 

恐怖記憶想起時に活性化される Arc発現神経細胞ネットワークの生理的機能を明らかにするため、
海馬歯状回での Arc発現細胞にチャネルロドプシンを発現させて光照射による人為的な活性を行っ
た。その結果、近時記憶想起時の Arc 発現細胞の活性化は恐怖応答を誘起した。驚いたことに、同
様の実験を遠隔記憶想起時の Arc 発現細胞において行ったところ、やはり恐怖応答を誘起すること
が明らかになった。このことは遠隔記憶想起プロセスにおいても海馬が重要な役割を果たしているこ
とを示唆する。アーキロドプシンによる活動抑制実験でも上記結果を支持する結果が得られた。 
（４） Arc 発現の人為的操作による認知機能への影響解析 

マウス Arc 遺伝子のエンハンサー領域 SARE は強力な活動依存的転写活性化能を持つ。この
SARE 領域を欠損させたマウスを作出しその表現型を解析した。SARE 欠損は大脳における刺激依
存的な Arc 発現を低減させたが完全には無くなることはなかった。SARE 欠損マウスをいくつかの行
動試験や記憶課題に課したがいずれも野生型マウスとの差を見出すことはできなかった。 

 
目標３ Arc 活性化回路における認知プロセスと関連する遺伝子発現 

 Arc レポーターマウスを用いた単一細胞 RNA-Seq 解析により Arc と共発現する遺伝子の同定を
試みた。その結果、20種類程度の遺伝子が再現性良くArc発現細胞で発現上昇がみられた。また、
活動依存的遺伝子発現のタイムコースを調べるため、電気痙攣刺激を与えたマウスの海馬 CA1 領
域および歯状回領域より神経細胞を刺激後いくつかの時点で単離し、RNA-Seqによる解析を行った。
これらの遺伝子の中から神経細胞における機能が未知のものを選び、培養神経細胞に発現させた
ところ、複数の遺伝子に関して樹状突起スパインの延長、樹状突起スパイン数の減少、樹状突起の
分枝増加、などの神経形態やシナプス構造の変化が観察された。これらの遺伝子については引き
続き解析を進める予定である。 
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