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研究成果の概要（和文）： 

CREBは長期記憶の形成に必要な転写因子であり、本研究の対象となる CRTC1はその補助因子で

ある。本研究では、神経細胞内での CRTC1の活動依存的な核移行に必要なリン酸化部位を同定

した。また、CRTC1の核移行と転写活性化の関係を具に調べ、CRTC1による CREB活性化機序は、

これまで広く必須だと信じられてきた CREBリン酸化経路とは独立であることを明らかにした。

さらに、ウイルスによる個体への遺伝子導入法を最適化し、CRTC1 の恒常的核内局在型をマウ

ス脳の両側海馬に発現させることによって長期記憶が向上することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
CREB is a critical transcription factor in forming long-lasting memory. CRTC1, a molecule 
of focus in this study, is the coactivator for CREB. In this project, we have identified 
phosphorylated sites of CRTC1 that are required for its activity-dependent nuclear 
translocation in neuronal cells. Next, we investigated the causal relationships between 
CRTC1 nuclear translocation and the CRE-dependent transcription activity, and revealed 
that the CREB activation via CRTC1 is independent from the CREB phosphorylation pathway, 
which had widely been believed to be essential for CRE-dependent gene expression. Lastly, 
we developed and optimized the in vivo viral injection method and have shown that 
expressing the constitutively nuclear form of CRTC1 bilaterally in the mouse hippocampus 
enhanced long-term memory formation. 
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１．研究開始当初の背景 
 

CREBは記憶の長期化に必須な転写因子で

あり、本研究の中心であるCRTC1はその転写

の強さを調節する「アンプ」である。活性型

CRTC1を用いてCRTC1-CREB経路を人工的に増

強すると、c-Fos, Arc, BDNFといった記憶形

成の立役者（最初期遺伝子）の発現が増強さ

れることが明らかになっている。また、膵臓

や肝臓においては、CRTC1がCREBのリン酸化

を伴わずに下流遺伝子の転写を活性化する

ことが知られているが、神経細胞においては

まだ検証されていない。また、個体脳内の長

期記憶形成におけるCRTC1の役割について言

及した研究は例がない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、主に以下の３つである。 
 
(1)CRTC1の核移行メカニズム、及び、CRTC1
による CREB の転写増強のメカニズムを、
生化学的手法を用いて明らかにする。 

 
(2)CRTC1 や CREBの活性型によるスパイン
形態制御を明らかにする。 

 
(3)ウイルスを用いて、CRTC1 の機能阻害、
及び、活性型の in vivo発現により、長
期記憶への影響を調べる。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) ①CRTC1が CREBの遺伝子発現を増強する

メカニズムを調べるため、CRTC1の構成的
活性型変異体、及び、薬剤応答核移行型
の変異体を作成する。 

 
②Mass spectrometry を用いて CRTC1の神
経活動依存的に脱リン酸化を受けるリン
酸化部位を同定する。また、同様の手法
で、CRTC1の結合タンパク質を同定する。 

 
(2) IMARISという解析ソフトを用いて共焦点
顕微鏡画像の 3次元構築を行い、シナプス
における可塑性を反映するとされるスパ
インの形態変化を定量的に評価する。 

 
(3) CRTC1 活性型を、ウイルスを用いてマウ
ス脳内に導入し、動物個体内の CREB 依存
的遺伝子発現を操作して記憶行動への影
響を評価する。 

 

   ① ウイルスの条件検討： レンチウイル
スとアデノ随伴ウイルス（AAV）の脳内
注入実験を行い、ウイルス感染状況をも
とに、適したウイルス・及び、その亜型
の検討を行う。 また、ウイルス産生と
精製の条件検討を行い、高力価で高純度
のウイルスを得られるよう検討する。 

 
   ② ウイルス導入法の改良：ウイルスによ

る遺伝子導入を正確かつ迅速に行うた
め、手術用部品を改良し、技術習熟度を
高め、ウイルス注入の時間短縮を行い、
かつ、高い成功率を達成する。行動実験
に用いるのに十分な、ウイルス注入動物
を得られるようになれば、行動実験のパ
ラメータを検討する。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) ①国立循環器病研究センターの佐々木

一樹先生との共同研究により、 Mass 

Spectrometryを用いて、刺激有/無の両条

件の神経細胞から精製したCRTC1サンプ

ルの解析を行った。その結果、CRTC1のリ

ン酸化部位・結合タンパク質を多数同定

し、このうち活動依存的に脱リン酸化さ

れる残基を２カ所同定し た。この知見を

もとに、活性型変異体を作成した。 

 

②ChIPアッセイの実験手技を改良し、代表

的な最初期遺伝子のプロモータ領域への

CRTC1の結合を示した。 

 

③神経活動に関係なく薬剤に応答して核

移行するCRTC1変異体を用いた実験を行

い、他の生化学実験の結果と総合して、

CRTC1の核移行が、神経細胞においても、

真にCREBリン酸化とは独立した経路であ

ることを示した。 

 

 (2) CRTC1の野生型、或いは活性型を過剰発

現すると、興奮性シナプスの特徴的構造で

あるスパインの体積が増大することを明ら

かにした。このとき、スパインの密度につ

いては変化が見られなかった。また、活性

型CREBの発現によっても同様の表現型を得

られた。 

 

(3)①行動実験を行うに十分な高力価のウイ

ルスの産生・精製法を最適化し、また、十

分に迅速でハイスループットなインジェク

ション方法を開発し、東京農業大学喜田聡



教授の研究室との共同研究により、文脈依

存的恐怖記憶実験を行った。その結果、AAV

による海馬特異的なCRTC1活性型発現が記

憶を増強することを明らかにした。さらに

、この現象が活性型CRTC1の発現量に依存す

ることも示した。 

 

②RNAi搭載型のノックダウン用ウイルス

を開発し、in vivoで効果的に標的遺伝子の

発現を抑制することを確認した。 

 
以上の成果を、SfN 2011, Washington DC に

て発表し、国際誌に投稿・再投稿を行った。 
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