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研究成果の概要（和文）：神経細胞において電気活動に依存した遺伝子発現は神経回路の精緻化とその可塑的変化に重
要であるが、どのように神経活動が転写制御に影響しているかについては不明な点が多く残されている。本研究では、
神経細胞の核内空間における転写調節因子の動態を斜光レーザー顕微鏡による１分子蛍光イメージングによって明らか
にすることを目指した。その結果、神経活動依存的に転写調節因子CREBが核内の同じ場所への結合を繰返すこと明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：Neuronal activity-dependent gene expression is necessary for circuit formation 
and plasticity, although it remains unclear how neuronal activity affects transcription mechanisms. Here, 
we studied dynamics of transcription factor in cortical neurons, using a single-molecule imaging 
technique with a highly inclined and laminated optical sheet microscope. We found that the transcription 
factor CREB appeared repeatedly at highly restricted nuclear locations in response to neuronal activity.

研究分野：神経科学

キーワード： 神経細胞　神経活動依存的　転写　１分子イメージング

  ２版
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直前に HaloTag-CREB に共有結合する細胞膜

透過性のテトラメチルローダミン（TMR）標識

HaloTag Ligand を低濃度で培養液中に添加し

て疎に蛍光標識した（TMR-CREB）。  

 全反射照明顕微鏡は、一般的に１分子蛍光

イメージングによく用いられているが、カバ

ーガラス表面に形成されるエバネッセント場

よりも遠位に位置する核内分子の観察は不可

能である。そこで、核内分子を低いバックグ

ランドで１分子蛍光の観察が可能であること

が示されている斜光レーザー照明顕微鏡を用

いて計測を試みた。 

 

（２）薬理学的手法方法による刺激後の CREB

結合特性の解析 

 神経活動依存的な CREB の結合特性の変化

を解析するため、培養液中に高 KCl 溶液を添

加して脱分極を誘導した。反対に、テトロド

トキシン(TTX)を添加して活動電位の発生を

抑制する操作を行った。加えて、pT1 
HaloTag-CREB に代えて、観察時のみ核内の

HaloTag-CREBを低レベルに発現させるテトラ

サイクリン発現誘導系（Tet-On）を用いた発

現ベクターを構築した。観察の直前に少量の

ドキシサイクリンを培養液中に添加すること

で、発現を開始させることが可能である。同

様に遺伝子導入と斜光レーザー照明顕微鏡に

よる観察を行った。 

 

（３）光遺伝学的手法による刺激後の CREB 結

合特性の解析 

 KClにより脱分極を誘導することに加えて、

より実際の活動に近い刺激で CREB 動態を調

べるために、光遺伝学的手法により活動を操

作した。光感受性のチャネルロドプシン発現

ベクターを HaloTag-CREB 発現ベクターと共

に大脳皮質神経細胞に遺伝子導入した。パル

ス状の青色光を照射することで、活動電位を

発生させた後に CREB の動態を計測した。 

 

（４）CREB が結合する核内空間場の解析 

 先行研究である神経芽細胞腫 Neuro2a 細胞

での解析から、CREB の結合が高頻度に誘導さ

れる核内の場が存在することが明らかとなり、

ホットポイントと定義した。ホットポイント

の形成と神経活動の関係を定量的に計測した。 

 

４．研究成果 

（１）斜光レーザー照明顕微鏡を用いて検出

を試みたところ、T1 プロモーターにより神
経細胞特異的に発現している TMR-CREB の輝

点を核内に観察することができた（図２を参

照）、またその輝点は１分子であることを確

認した。先行研究として in vitro および

Neuro2a 細胞の核内で解析を行った結果、定

常状態でのCREBとCRE配列との結合時間は数

秒間であることが明らかとなった。Neuro2a

細胞と同様に、大脳皮質神経細胞においても 

 

 

 

 

 

 

 

核内 TMR-CREB の輝点が一定の位置に留まる

時間を結合時間として解析した。その結果、

野生型 CREB では神経細胞においても数秒間

の結合が観察され、変異体では確かにこの結

合が失われていた。以上の結果から、この結

合は CRE 配列への結合を示していると考えら

れる。 

 

（２）Tet-On を用いたベクターを導入したこ

とで、観察時のみ低レベル HaloTag-CREB を発

現誘導させることができた。これによって、

過剰ではなく内在性 CREB の発現レベルに近

い状態で TMR-CREB の動態観察が可能となっ

た。次に、KCl または TTX を培養液中に添加

することで、脱分極状態や神経活動を抑制し

た状態における CREB の動態を観察したが、い

ずれの状態においても CREB の結合時間に大

きな変化は観察されなかった。 

 

（３）チャネルロドプシンによる光刺激を数

分間行った後、直ちに斜光レーザー照明顕微

鏡により CREB の動態を調べた。刺激の有効性

は、CREB の共役因子である CRTC1 の刺激に応

答した細胞質から核への移動を指標とした。

確かに刺激に応答した CRTC1 の移動は観察さ

れたが、CREB の結合時間に大きな変化は観察

されなかった。 

 

図２. 核内１分子蛍光イメージングにより検
出された転写因子 CREB の輝点（黒点） 



（４）チャネルロドプシンによる光刺激の前

後でホットポイントの検出を行った。Neuro2a

細胞の実験では、定常状態でホットポイント

が観察されたが、大脳皮質神経細胞ではほと

んど観察されなかった。しかし、光刺激後に

は有意高い頻度でホットポイントが形成され

ることが明らかとなった。 

 

 以上の結果から、in vitroの実験とNeuro2a

細胞での観察と同様に、大脳皮質神経細胞に

おいても数秒間の結合で転写を誘導しうるこ

とが示された。最近の１分子蛍光イメージン

グを用いた海外の複数の研究グループからの

報告において、他の転写調節因子も認識配列

への秒オーダーの結合が観察されている。し

たがって、このような時間オーダーでの転写

調節因子の結合で RNA ポリメラーゼⅡを含む

基本転写装置の会合と転写開始が行われてい

ることが考えられる。 

 CREBは神経活動に応答して結合時間の特性

を大きく変化させることはないが、頻度高く

結合する場であるホットポイントの形成に影

響することが明らかとなった。今回の研究で

は DNA 側である CRE 配列の位置を可視化する

ことは実現できなかったが、ホットポイント

では神経活動に応答してCREBとCRE配列の相

互作用が繰返されることで、効率よく転写が

行われている遺伝子座が存在すると考えられ

る。つまり、神経活動に対して早い応答性を

示す Fos のような早期応答遺伝子群での分子

動態を観察している可能性がある。また、ホ

ットポイントの形成には、CREB の存在が必要

であるが、加えて CRE 配列の領域のクロマチ

ン構造変化が重要である可能性が考えられる。 

 

 神経細胞の核内で転写調節因子の分子動態

を１分子レベルで計測した報告はまだ他に無

いが、他の核内因子を含めて今後急速に研究

が国内外問わず展開されると考えられる。 
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