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研究成果の概要（和文）：神経特異的前初期遺伝子 Arcはシナプスの長期可塑性や長期記憶形成

に関わり、その発現は神経活動によって制御されている。本研究においては、まず、この Arcの
活動依存性を担うゲノム領域を決定し、この転写調節に関わる因子を同定した。また、Arc 遺伝

子産物である Arcタンパクがシナプスに局在し、グルタミン酸受容体の動態を制御する新たな機

構を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The neuronal immediate-early gene Arc, which plays critical roles 
in long-term synaptic plasticity and long-term memory formation, is dynamically regulated 
by neuronal activities in the brain. Through this study, we have determined several 
genomic regulatory elements in the Arc promoter, and have identified transcription 
factors that contribute to activity-dependent expression. We further uncovered a novel 
mechanism by which Arc protein is localized and thus regulates glutamate receptor 
trafficking at synapses. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）神経活動依存的な遺伝子発現 
 外部からの刺激に応じて発現誘導される遺
伝子は細胞、組織または個体の外界応答や順
応に重要な役割を担っている。脳において活
動依存的な遺伝子発現は正常な神経回路を形
成するための根源的な分子メカニズムの一つ
であり、成熟脳においても長期シナプス・神

経可塑性や長期記憶の形成・保持に必須な機
構である。中でも、前初期遺伝子と呼ばれる
一連の遺伝子群はシナプス刺激に対して最も
早く、かつ、一過的に活性化されるため、活
動依存的変化の初期相を担う因子として注目
を集めてきた。 
 
（２）可塑性関連遺伝子 Arc 
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 前初期遺伝子群の中で、近年特に注目され
ている遺伝子の一つとして Arcが挙げられる。
Arc 遺伝子は生理的な刺激に対して極めて高
い発現誘導性を示し、現在大脳における神経
活動の遺伝子マーカーとしてもっともよく用
いられる分子の一つである。この遺伝子産物
Arc タンパクは後シナプスに存在し、LTP や
LTD 等の長期シナプス可塑性および長期記憶
形成に極めて重要な役割を果たすことが近年
明らかになってきた (Wang et al., 2006; 
Plath et al., 2006)。 
 
（３）Arcの発現調節機構 
 研究代表者らは、近年 Arc 遺伝子の高い発
現誘導性の分子機構の解析を進めてきた。そ
の結果、マウスゲノムにおいて Arc の転写開
始部位より約７kb 程の上流領域に強い神経活
動依存的なプロモーター活性を持つエレメン
トが存在することを発見した(Kawashima et 
al., PNAS, 2009)。このエレメントは 100bp
程度で十分な活性を持ち、活動依存的転写因
子である CREB, SRF, MEF2 の結合配列を含ん
でいた（図１）。また、その活性化にはカルシ
ウム・カルモジュリンキナーゼ(CaMキナーゼ)
経路および MAPキナーゼ経路が関与していた。
シナプス活動応答エレメント（ Synaptic 
Activity Responsive Element, SARE）と名付
けたこのゲノム配列は Arc の転写以外に一部
の non-coding RNAの発現に関わるなど、重要
な機能を持つことが明らかになった(Kim et 
al., 2010)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでに明らかになった Arc
の活動依存的発現機構を基にして更なる解析
を進め、シナプスー核シグナルのカップリン
グ機構および Arc 発現の生理的意義を明らか
にすることを目的とする。具体的には以下の
項目に関して研究を進める。 
 
（１） SARE―タンパク複合体の解析 
 これまで CREB, SRF, MEF2 の３つの転写
因子はいずれも単独で活動依存的な遺伝子
発現制御を行うことは知られている。しか

しながら、SARE において、これらの因子が
どのように相互作用しながら働いているか
は不明である（図１）。この協調性の原理を
解析し、Arc のユニークな活動依存性を決定
するメカニズムを解き明かす。 
 
（２）SARE活性化シグナリングの解析 
SARE 活性化にはシナプスから核へのシグナ
ル経路として CaMキナーゼ系およびMAPキナ
ーゼ系が関与することが明らかになったが、
その詳細な機構はほとんど不明である。これ
ら二つの経路の使い分および統合原理を解
き明かす。 
 
（３）Arcの神経特異性を決定するエレメン
トの同定 
 Arc プロモーターの主な活動依存性は
SAREによって担われているが、SARE 以外の
領域にも重要な機能を持つエレメントが存
在すると考えられる。特に、神経細胞特異
性は Arc 発現を特徴づける重要な性質であ
るため、これを決定するエレメントの同定
を行う。 
 
（４）Arcと共発現する活動依存的遺伝子群 
 既に開発済みである Arcプロモーターを利
用した遺伝子発現レポーターを利用するこ
とにより、大脳において、転写活性化の起こ
った神経細胞を非侵襲的にリアルタイムで
同定できるようになった。この細胞群におい
て Arc発現と他の活動依存的遺伝子の発現と
の相関を検討する。 
（５）SAREウイルスレポーターの開発 
 本研究による Arc 発現活性化機構を利用し
たウイルスレポーターを開発することにより、
従来の動物種を超えた、サルなどの大型哺乳
動物への応用も視野に入れた Arc 分子マッピ
ングを可能にする。 
 
３．研究の方法 
（１）SARE―タンパク複合体の解析 
 SAREには３つの転写因子 CREB、MEF2、SRF
の結合配列からなるサブエレメントが存在
する（図１）。本研究では、SARE に結合する
蛋白複合体および個々のサブエレメントの
機能を解明するため、培養神経細胞を用いて
点変異を挿入した SARE を用いたルシフェラ
ーゼアッセイやクロマチン免疫沈降（ChIPア
ッセイ）によって解析を行った。 
 
（２）シナプスから核へのシグナリング解析 
 神経細胞において CREB, MEF2, SRF がどの
ような細胞内シグナリング経路によって活
性化されるのかは明らかではなかった。これ
までの知見に基づき CaMKおよび MAPK経路の
関与について、培養神経細胞を用いて薬理学
的にシグナル阻害を行った際の CREB リン酸

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Arc 遺伝子の上流にある神経活動
応答エレメント（SARE） 
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化等を指標に検討した。 
 
（３）Arcプロモーターにおける神経特異性
エレメントの探索 
 完全長の Arc プロモーターは SARE による
高い神経活動依存性に加えて、高い神経特異
性を持つ（Okuno, Bito, 未発表データ）。そ
こで、SARE同定の際と同様に Arcの神経特異
性を決定づけるエレメントをプロモーター
欠損変異よる領域同定法や最小プロモータ
ーへの付加によるエレメント同定法により
探索した。 
 
（４）神経活動レポーターによるインビボ
発現解析 
 これまで神経特異的・活動依存的な遺伝子
発現制御エレメントを用いて蛍光または発光
レポーターシステムを開発してきた（図２）。
本研究ではさらに、レンチウイルス(LV)また
はアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを用い
たレポーター等を作成し、子宮内感染法によ
る個体動物におけるレポーターアッセイを行
った。さらに並行して進めてきたArcプロモー
ター制御下にある発光または蛍光レポーター
タンパクを外来遺伝子として持つトランスジ
ェニック(Tg)マウスを用いて神経活動とArc
レポーター発現の関係を個体の脳で解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）Arcタンパクの樹状突起動態およびＰＳ
Ｄ蛋白との相互作用の解析 
 シナプス活動によって誘導されたArcのシ
ナプス局在制御機構を明らかにするため、海
馬培養神経細胞を用いて、Arcと結合するシナ
プス関連タンパクをRNAi法によって発現抑制
し、Arcのシナプス局在への影響を検討した。 
 また、Arcの細胞内局在の動態をリアルタイ
ムに検出するため、Arcプロモーターを用いて
蛍光タンパク融合Arcを発現させるベクター
を作製し、これを海馬培養神経細胞に導入し

てGFP-Arcのスパインにおける挙動を定量的
に解析した。 
 
４．研究成果 
（１）SARE―タンパク複合体 
SARE の遺伝子発現活性化に対する転写因子
３つの CREB, MEF2, SRF およびそれらのコ
アクチベーターの関与を解析したところ、
CREBのコアクチベーターの一つ CRTC(TORC)
が大きく関与していることが明らかになっ
た（Nonaka et al., under revision; Nonaka 
et al., Neuroscience2011)。また、他のコ
アクチベーターの関与を示す結果も得られ
ている。以上の結果に基づき、SARE 部位に
おける DNA-タンパク複合体のモデルを提唱
した（図３)(Okuno, Neuroscience Res., 
2010）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（２）シナプスから核へのシグナリング解析 
 シナプス可塑性を誘導する電気刺激を与
えると、長期増強(LTP)等のシナプス変化と
ともに Arc をはじめとする可塑性関連タン
パクが誘導される。この際のシナプスから
核へのシグナリングを薬理学的におよび電
気生理学的に解析したところ、CaMKK特異的
な阻害剤 STO-609 によって後期相の LTP お
よび CREBのリン酸化が阻害された（Redondo 
et al., JNS, 2010）。一方、CaMKII 特異的
な阻害では CREBのリン酸化には影響を及ぼ
さなかった。これらよりシナプスから核へ
の シ グ ナ リ ン グ の 一 つ と し て
CaMKK-CaMKIV-CREB 経路が関わっているこ
とが強く示唆された(Redondo et al., JNS, 
2010)。 
 

（３）Arcプロモーターにおける神経特異性
エレメントの探索 
Arc プロモーターにおける大脳皮質神経細

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Arc の神経活動依存的遺伝子発現
を担うＳＡＲＥ-転写因子複合体 
CREB,MEF2,SRF およびコアクチベーター
群が相互作用することによって、効率の
よい活動依存的な転写を実現している
と考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ SARE レポーターによる in vivo
解析 
ウイルスベクターを用いて SARE-GFP レ
ポーターをマウス視覚野 L2/3 層に導入
することにより、in vivo で視覚刺激に
対する神経細胞応答を検出する。 



 

 

胞を用いてルシフェラーゼアッセイにより
探索したところ、プロモーター領域が長い
（>4 kb）ほどグリア細胞での発現は抑制さ
れていた(Okuno et al, unpublished)。ま
た SARE100bp に Arc の転写開始部位付近
400bpを組み合わせたAAVレポーターを用い
て同様の解析を行ったところ、高い神経特
異性および神経特異的な活動依存的遺伝子
発現が認められた（Kawashima et al., under 
revision）。これらの結果から AAV の
neurotropism を考慮にいれても、SARE自体
も神経特異性を担っている可能性が示唆さ
れた。 
 
（４）神経活動レポーターによるインビボ
発現解析 
転写活性化の起こった神経細胞を同定し、生
化学的および分子生物学的解析を行うため
には生きた個体脳で遺伝子活性化レポータ
ーの発現を検出する必要がある。そこでアデ
ノ随伴ウイルス(AAV)に搭載した遺伝子活性
化レポーターをマウスの視覚野およびバレ
ル野に感染し、その個体に感覚刺激を与えて
脳活動とレポーター発現を解析したところ、
レポーターである蛍光タンパクは実体顕微
鏡および２光子顕微鏡によって単一細胞レ
ベルで検出することに成功した(Kawashima 
et al., under revision)。また、Arc プロ
モーター制御下にある発光または蛍光レポ
ータータンパクを外来遺伝子として持つト
ランスジェニック(Tg)マウスを用いて Arc
レポーター発現を解析したところ、視覚野に
おいて視覚刺激等応じて顕著な蛍光タンパ
クレポーターの増加が認められた。 
 また、記憶課題遂行中のラットの大脳にお
ける Arc の遺伝子発現を調べたところ、記憶
の速やかな固定化には海馬および前頭前野
での Arc発現が関与している可能性を示唆す
る結果が得られた（Tse et al., Science, 
2011） 
 
（５）Arcタンパクの樹状突起動態およびＰＳ
Ｄ蛋白との相互作用の解析 
 海馬培養神経細胞を用いてArcプロモータ
ーGFP-Arcをもちいて、Arcの細胞内局在の動
態をリアルタイムに解析したところ、Arcは活
動の少ないシナプス（不活性シナプス）に多
く集積することを明らかにした。また、シナ
プスにおけるArcの存在量はAMPA型グルタミ
ン酸受容体の表面発現量と負の相関を示して
いた。さらに、Arcの不活性シナプスへの集積
機構としてカルシウム／カルモジュリン非結
合状態のCaMKIIβ（不活性型CaMKIIβ）との
相互作用が重要であることが示された（Okuno 
et al., in press）。 
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