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研究成果の概要（和文）：核内における転写因子を介した遺伝子発現という一連の情報伝達は、高次脳機能発現
に重要である。脳に高発現するMRTFはアクチン結合タンパク質であり、転写因子SRFのコアクチベーターであ
る。本研究では、シナプス活性化によるMRTFの局在変化と遺伝子発現について解析した。その結果、MRTFBの核
移行は神経活動および引き続くカルシニューリン経路、加えてRho経路にも依存していた。さらに、ChIP-Seqの
結果、MRTFBが介在する可能性の高い遺伝子を複数同定した。以上の結果から、新規の“シナプスから核へ”の
シグナリング機構“MRTF-SRF経路”が実証されつつある。

研究成果の概要（英文）：Myocardin-related transcription factors (MRTFs), highly expressed in the 
brain, have actin-binding motifs and function as transcriptional cofactors of serum response factor 
(SRF). Recently, we reported that MRTFs are localized in postsynapses and involved in synaptic 
maturation. However, it remains unclear how MRTFs are involved in activity-dependent gene expression
 in neurons. Therefore, we hypothesized that MRTFs, which exist in postsynapses, act as a transducer
 of synapse-to-nucleus signaling and analyzed their functions in primary cultured rat cortical 
neurons. We found that synaptic activation-induced the nuclear translocation of MRTFB and the 
expression of some SRF target genes are inhibited by blockage of NMDA receptor/L-VDCC, calcineurin 
and Rho signaling pathway in neurons. Taken together, these findings suggest that MRTFB is a novel 
key molecule which contributes to the synapse-to-nuclear signaling for neuronal plasticity.

研究分野：分子神経生物学

キーワード： 遺伝子発現　シナプス　転写因子　SRF　MRTF　MKL

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、MRTFAは統合失調症、MRTFBは自閉症スペクトラム症および知的障害や軽度の形態異常の原因遺伝子候補と
なっている。本研究により、脳神経系における「MRTFを介した遺伝子発現機構」および「MRTFの分子種間におけ
るその違い」を明らかにすることで、精神疾患や発達障害の病態解明につなげる。さらに将来的には、MRTFをタ
ーゲットとした新たな分子標的創薬につなげ、患者および家族のメンタルヘルス向上に貢献できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
血清応答因子 SRF (serum response factor)は、脳形成と機能に重要な転写因子である。その 
標的遺伝子の発現を調節するコファクターの 1つが、MRTF (myocardin-related transcription 
factor)である。これまでに、脳特異的な SRFノックアウトマウスでは、最初期遺伝子の発現、
LTP (Ramanan et al., Nat Neurosci. 2005)、神経突起伸長(Knöll et al., Nat Neurosci. 2006)な
どが障害され、またワーキングメモリーが低下することなどが報告されている(Zimprich et al., 
Mol Neurobiol. 2017)。そして、MRTFA/Bの脳特異的ダブル KOマウスは SRF脳特異的 KO
マウスと類似した特徴を示すため、MRTF変異と神経病態との関係が示唆されている(Mokalled 
et al., Development 2010)。さらに最近では、SRF経路の活性化が老齢マウスの記憶改善に関
与することも報告されている(Iram et al., Nature 2022)。したがって、SRF/MRTF経路は脳神
経系において極めて重要な役割を持つと言える。 
 

MRTFは転写因子 SRFのコファクターとしてはたらくと同時に、アクチン結合性タンパク質
としてもはたらく。MRTFファミリーにはMRTFAとMRTFBがあり、いずれも脳に高発現し
ている(Shiota et al., J Neurochem. 2006、Ishikawa et al., J Biol Chem. 2010)。我々は最近、
MRTFAとMRTFBに特異性の高い高品質抗体の作製に成功した。また、MRTFA/Bが神経細胞
のシナプスに存在しており、それらがシナプスの成熟化に関与することを発見した(Kaneda et 
al., Sci Rep. 2018)。 
 
遺伝子発現において実際にMRTFがどのように機能するのか、その詳細は明らかでなかった。
しかし、我々は、MRTFファミリーの 1つ・MRTFBがシナプス可塑性関連遺伝子の 1つ Arc
のエンハンサー活性化に関わることを報告した(Kikuchi et al., J Neurochem. 2019)。さらに最
近、神経細胞のシナプス活性化が、MRTFBの細胞質から核への移行を引き起こすことを発見し
た。 

 
以上のことから、MRTFB は神経細胞のポストシナプスにおいて刺激情報の“受け手”となり、
自らが核内に移行することで遺伝子発現を介在する、“情報の担い手”となっている可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、上記の作業仮説を検証するため、当研究室が新規に作製したMRTF高品
質抗体を用い、主に分子生物学的・生化学的側面から解析した。この抗体は市販のものより高感
度かつ低ノイズであり、MRTFAとMRTFBの両者を識別できる。さらにウェスタンブロット、
免疫染色(Kaneda et al., Sci Rep. 2018)および免疫沈降、クロマチン免疫沈降実験(Kikuchi et 
al., J Neurochem. 2019)に使用可能など、汎用性が非常に高いという特長をもつ。これを活用
し、「MRTF のトランスロケーションに基づく新規の“シナプスから核へ”のシグナリング機構」
の解明を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
神経細胞におけるMRTFの機能をその局在変化と遺伝子発現の観点から解析するため、下記
に示す分子生物学的実験を行った。初代培養神経細胞はラット胎児の大脳皮質より調製し、DNA
トランスフェクションにはエレクトロポレーション法を用いた。長期培養神経細胞に対し、
Bicuculline/4-aminopyridine (Bic/4AP)処理によりシナプス活性化を誘発した。MRTFBやその
関連分子の細胞内局在については蛍光免疫染色法を用い、定量解析には画像解析ソフト ImageJ
または Fijiを用いた。転写活性はルシフェラーゼアッセイ、内在性mRNA量は定量的 PCR法
により評価した。転写因子の DNA上への集積は ChIPアッセイにより評価した。また、ChIP-
Seq解析において、サンプル調製までは我々が行い、次世代シークエンサーを用いた解析は外部
業者の受託サービスを利用した。 
 
 
４． 研究成果 
 
1. 神経活動依存的なMRTFB核移行のメカニズムに関する解析 
最初に、MRTFAおよびMRTFBの核移行性の違いについて検討した。その結果、シナプス活
性化により MRTFB の一過的な核移行が引き起こされる一方、MRTFA の顕著な核移行は引き



起こされなかった。その際、MRTFBとポストシナプスのマーカーPSD-95との共局在性が低下
することを確認した。したがって、MRTFBがポストシナプスから離脱し核移行することが示唆
された。 
次に、MRTFB核移行における細胞内 Ca2+シグナリングの関与について解析した。その結果、
シナプス活性化による MRTFB核移行は NMDA型グルタミン酸受容体の阻害剤 APV、L型電
位依存性Ca2+チャネルの阻害剤 nicardipineおよびカルシニューリン経路の阻害剤 FK506の前
処理により抑制された。また、MRTF核移行の阻害剤として CCG-1423の効果についても検証
した。Rho経路の阻害剤 CCG-1423はアクチン結合部位である RPELモチーフに結合し、核局
在化配列 NLS をブロックすることで MRTFAの核移行を阻害する(Hayashi et al., PLoS One 
2014)。実験の結果、シナプス活性化による MRTFB 核移行は CCG-1423 の前処理で抑制され
た。したがって、シナプス活性化による MRTFB 核移行は、NMDA 受容体や L-VDCC からの
カルシウム流入および引き続くカルシニューリン経路、加えて Rho 経路にも依存することが示
された。 
 
3. 神経活動依存的な SRF介在性転写活性化のメカニズムに関する解析 

MRTFB は核移行したのち、SRF 介在性の転写を活性化することが強く示唆される。レポー
ターアッセイの結果、シナプス活性化による SRF介在性転写活性化は APV/nicardipineおよび
FK506、さらに CCG-1423の前処理により抑制された。したがって、シナプス活性化による SRF
介在性転写活性化は、NMDARやL-VDCCからのカルシウム流入およびカルシニューリン経路、
加えて Rho経路にも依存することが示された。 
 
4. 神経活動依存的な SRF標的遺伝子発現のメカニズムに関する解析 
核内に移行したMRTFBは、様々な SRF標的遺伝子の発現を制御していると考えられる。ま
ず、最初期遺伝子の 1つである junB遺伝子に着目した。qPCRの結果、シナプス活性化により
junB 遺伝子発現誘導が引き起こされ、それは APV、Nicardipine および FK506 により抑制さ
れたが、CCG-1423により抑制されなかった。したがって、シナプス活性化による junB遺伝子
発現誘導は、NMDARや L-VDCCからのカルシウム流入およびカルシニューリン経路に依存す
るが、Rho経路への依存度は低いことが示された。 

 
5. 神経活動に伴うMRTFB標的遺伝子上への結合に関する解析 
核内に移行したMRTFBは、標的遺伝子の転写調節領域に結合していると考えられた。ChIP
アッセイの結果、シナプス活性化により junB 遺伝子エンハンサー上への MRTFB のリクルー
トは増加した。 

 
6. MRTFB標的遺伝子の網羅的な解析 

MRTFBの標的遺伝子群について ChIP-Seqにより網羅的に解析した。その結果、これまでに
報告のない、シナプス活性化によりMRTFBの集積が増加する遺伝子が複数判明した。qPCRに
よる検証の結果、記憶学習や神経保護効果などに関与する遺伝子の発現がシナプス活性化によ
り誘導された。またそれは APV/nicardipine、および FK506、さらに CCG-1423により抑制さ
れた。したがって、NMDAR や L-VDCC からのカルシウム流入およびカルシニューリン経路、
加えて Rho経路にも依存することが示された。 
 
以上のことから、MRTFファミリーの中でも特にMRTFBは「シナプスにおいて様々な細胞
外刺激を受け取り(インプット)、“自ら”核内へ移行し情報を伝え、SRF標的遺伝子の発現を調節
する(アウトプット)」ことが強く示唆される。 
これまでに、転写因子 CREB のコファクターCRTC1 はポストシナプスにも局在しており

(Ch’ng et al., Cell 2012)、神経活動やカルシニューリン経路依存的に核へ移行すること(Nonaka 
et al., Cell 2014)や、この CRTC1-CREB経路が空間認識記憶の形成に重要である(Parra-Damas 
et al., J Neurosci. 2014)との報告がある。したがって、これとよく似た“MRTFB-SRF経路”もま
た、シナプスから核へのシグナリングを担う新規の神経可塑性機構であると考えられる。 
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