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研究成果の概要（和文）：　神経活動は、神経細胞内の遺伝情報の取り出し（遺伝子発現）をコントロールし、
脳の働きに関係する分子の量を調節する。Arcは、シナプスで機能する分子であり、その遺伝子の発現制御機構
を理解することは創薬基盤の構築に繋がる。本研究では、転写因子SRFに結合するMKLのうち、MKL2がArc遺伝子
活性化に中心的役割を担うことを明らかにした。また、MKL2の新規分子種であるSOLOISTが種々の最初期遺伝子
の発現を活性化することを明らかにした。現在、マウス個体レベルにおけるSOLOISTの機能を遺伝子組換え動物
作製により検討中である。また、MKL1, MKL2の抗体を作製した。

研究成果の概要（英文）： Neuronal activity controls gene expression in neurons and regulates the 
amounts of molecules which are involved in brain function. Activity-regulated 
cytoskeleton-associated protein (Arc) functions at synapses. Thus, understanding the molecular 
mechanism of Arc gene expression contributes to the construction of drug design for neurological 
disorders. Transcription factors play a central role in gene expression. One of the representative 
transcription factor is serum response factor (SRF). We have focused on SRF-bound cofactor, 
megakaryoblastic leukemia (MKL). In this study, we found that MKL2 play an important role in 
activating Arc gene in neurons. In addition, SOLOIST, a novel MKL2 isoform, which we discovered 
activated several immediate early genes. We are now generating genetically modified mice to 
investigate the in vivo function of SOLOIST. Furthermore, we produced MKL1 and MKL2 antibodies.

研究分野：分子神経生物学
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１．研究開始当初の背景 
 脳内遺伝子転写は、神経機能分子の供給源
として記憶学習に不可欠であり、その破綻が
神経疾患発症の一因となっている。遺伝子転
写は、転写因子が制御するが、近年それら転
写因子に結合する転写コファクターの役割
が注目を集めている。転写因子 serum	
response	factor	(SRF)は、脳形成と機能に
重要であるとの知見が数多く報告されてい
る(Tabuchi	脳科学辞典 2012)。そして、その
転写コファクターである megakaryoblastic	
leukemia	(MKL)は、アクチン結合モチーフを
有し、非神経細胞では細胞質と核とを移動す
る性質が報告されている。MKL には、MKL1 と
MKL2 がある(Miralles	et	al.	Cell,	2003)。
主に研究代表者らは、MKL が脳に高発現して
おり、樹状突起形態制御を行うことを報告し
てきた（Tabuchi	et	al.	J.	Neurochem.	2005;	
Shiota	et	al.	J.	Neurochem	2006;	Ishikawa	
et	al.	JBC	2010）。また、MKL1 や MKL2 には
様々なアイソフォームがあることを明らか
にしている(Ishikawa	et	al.	FEBS	Open	Bio	
2013)。その中でも MKL2 の新規アイソフォー
ム spliced	neuronal	long	isoform	of	SRF	
transcriptional	coactivator	(SOLOIST)は、
研究代表者らが発見した神経細胞に選択的
に発現するアイソフォームである(論文準備
中)。培養大脳皮質ニューロンに SOLOIST を
過剰発現させると、樹状突起数を低下を起こ
すことが判明し、従来知られている MKL2 ア
イソフォーム 1 とは異なる性質を持つ（論文
準備中）。	
	 以上のように、MKL は脳機能において重要
な働きを持つと想定されるが、神経系標的遺
伝子の制御機構や個体レベルにおける機能
解析は進んでいない。一方で、MKL1 遺伝子配
列変化が統合失調症(Luo	et	al.	Schizophr	
Bull	2015)、MKL2 遺伝子配列変化が自閉スペ
クトラム症と関係する(Neale	et	al.	Nature	
2012;	Holt	et	al.	Fur	J.	Hum.	Genet	2010)
との報告がなされており、神経疾患病態への
関与が考えられた。	
 
２．研究の目的 
(1)そこで本研究では、MKL の神経系標的遺伝
子 と し て activity-regulated	
cytoskeleton-associated	 protein	 (Arc)に
着眼し、その制御機構を明らかにすることを
目的とした。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エンドサイ
トーシスを促進する働きを持つ分子であり
(Okuno	et	al	Cell	2012)、シナプス活動や
脳由来神経栄養因子 BDNF により転写活性化
が引き起こされる(Kawashima	et	al.	PNAS	
2009;	Pintchovski	et	al.	J.	Neurosci	2009)。
また、SRF の標的遺伝子のひとつが Arc 遺伝
子であるとの報告がなされている(Ramanan	
et	al.	Nat	Neurosci	2005)。この背景を基
に MKL が Arc 遺伝子を標的としているかどう
かを検証した。	

	
(2)また、研究代表者らが発見した SOLOIST
の機能を細胞レベルと個体レベルで明らか
にすることも目的とした。細胞レベルでは、
神経系細胞株である Neuro2a 細胞を用いた。
これまで知られている既知の MKL2 アイソフ
ォームに加え、SOLOIST を過剰発現させるこ
とで種々の最初期遺伝子や細胞骨格関連遺
伝子の活性化を比較検討した。また、RNA 干
渉によるノックダウンの影響に関しても検
討を進めた。個体レベルでは、SOLOIST ノッ
クアウトマウスの作製を目指した。SOLOIST
は、特異的エキソンを有しているため、その
エキソンを欠失させる戦略を取った。	
	 研究期間内における目的は上述したとお
りである。本研究は、研究代表者らが見いだ
した新規分子や新規機構を基盤としている
ところが特色であり、将来的な大きな目的と
しては、脳機能原理の解明と創薬基盤構築を
掲げている。SOLOIST ノックアウトマウス	
が神経疾患の動物モデルとして有用であれ
ば、治療薬のスクリーニング系として応用で
きる可能性が高い。	
(3)一方、MKL１と MKL2 を認識する高品質の
抗体の必要性から抗体作製を行った。	
	
３．研究の方法	
(1)MKL標的遺伝子としてのArc遺伝子制御機
構	
①Arc 遺伝子プロモーターには、シナプス活
動に応答する配列が存在する。特に SRF 結合
配列、ならびに SRF 結合配列に隣接して存在
する SRF コファクターternary	 complex	
factor(MKL とは異なる転写コファクター)の
結合配列が重要であるかどうかを調べた。
Arc 遺伝子プロモーターを連結させたルシフ
ェラーゼ遺伝子レポーターベクターを培養
大脳皮質ニューロンに導入し、BDNF 刺激を行
った。その後、ルシフェラーゼアッセイを行
い、転写活性を検出した。その際、野生型に
加え、転写因子の結合配列に変異を導入した
変異型も使用し、転写活性における重要度を
検証した。	
	
②ノックダウン実験による Arc 遺伝子発現誘
導における MKL の関与	
	 BDNFによるArc遺伝子発現誘導にMKLが関
与するかどうかの検証には、ノックダウン実
験を用いた。コントロールベクターとしてウ
ミシイタケルシフェラーゼ遺伝子の配列を
持つ shR-Luc を構築した。また、すでに MKL1,	
MKL2 をノックダウンするベクターは既に構
築済みである。これらベクターを Arc 遺伝子
プロモーターに連結させたルシフェラーゼ
遺伝子レポーターベクターとともに培養大
脳皮質ニューロンに導入し、BDNF 刺激を行っ
た。その後、ルシフェラーゼアッセイを行い、
転写活性を検出した。	
	
③クロマチン免疫沈降法による Arc 遺伝子ク



ロマチン上への MKL のリクルート状態の検出	
	 MKL が Arc 遺伝子発現を制御しているので
あれば、Arc 遺伝子クロマチン上に MKL がリ
クルートされているはずである。その検証の
ため、MKL1 と MKL2 の抗体によるクロマチン
免疫沈降法を行った。培養大脳皮質ニューロ
ンを BDNF で刺激した後にクロマチン免疫沈
降法を行った。コントロール遺伝子として
GAPDH 遺伝子を、抗体のコントロールは IgG
を用いた。	
	
(2)細胞レベルおよび個体レベルにおける
SOLOIST の機能解明	
①細胞レベルの解析：SOLOIST 過剰発現で制
御される遺伝子群の同定	
	 SOLOIST は、MKL2 のアイソフォームであり、
他の MKL2 アイソフォームと同様に転写活性
化ドメインを有する。したがって、SOLOIST
も標的とする遺伝子群が存在していると想
定された。内在性の遺伝子群の活性化を検出
するため、遺伝子導入効率の高い神経細胞株
である Neuro2a 細胞を使用した。MKL2 の種々
のアイソフォームを Neuro2a に導入し、RNA
を抽出した。定量 PCR により最初期遺伝子や
細胞骨格関連遺伝子の発現変化を検出した。	
	
②個体レベルの解析：SOLOIST ノックアウト
マウスの作製	
	SOLOIST には、特有のエキソンが存在してい
る。したがって、エキソンの両端に loxp 配
列を組み込んだノックインマウスを作製し
て、cre	レコンビナーゼによるエキソン欠失
をおこない SOLOIST ノックインマウスを得る
という戦略を立てた。	
	
(3)MKL の抗体作製	
	MKL1とMKL2との相同性が低い領域を抗原と
し、モルモットを免疫して抗体を作製した。	
	
４．研究成果	
(1)MKL標的遺伝子としてのArc遺伝子制御機
構	
①Arc 遺伝子プロモーター上の配列の関与
（方法(1)①を行った成果）	
以前、研究代表者らは、Arc 遺伝子プロモー
ター上の配列のうち、CREB,	MEF2,	SRF 配列
すべてが BDNF に応答することを確認してい
る。本研究においてもその再現性を得ること
ができた。それに加え、ternary	complex	
factor の結合配列に変異を導入したものは、
BDNF で刺激をしていない際の basal	level を
上昇させていることを確認した。したがって、
MKL とは異なる別の SRF コファクターである
TCF が抑制的に働いていることを示唆する結
果を得た。	
	
②ノックダウン実験による Arc 遺伝子発現誘
導における MKL の関与（方法(1)②を行った
成果）	
	 培養大脳皮質ニューロンに MKL1,	MKL2 を

ノックダウンするベクターを導入したとこ
ろ、MKL2 ノックダウンベクターを導入したサ
ンプルで BDNF 刺激による Arc 遺伝子プロモ
ーター活性化が抑制された。一方、MKL1 ノッ
クダウンベクターを導入したサンプルでは
コントロールである shR-luc と同程度の誘導
活性を得た。このことから、MKL のうち、MKL2
が BDNF による Arc 遺伝子プロモーター活性
に寄与する可能性が考えられた。	
	
③クロマチン免疫沈降法による Arc 遺伝子ク
ロマチン上への MKL のリクルート状態の検出	
	 クロマチン免疫沈降の結果、コントロール
である IgG では Arc 遺伝子を増幅するプライ
マーではバンドが検出されず、MKL1 および
MKL2 抗体処理でバンドが検出された。特に
MKL2抗体ではコントロールのGAPDH遺伝子の
顕著な増幅はかからなかったことから、少な
くとも MKL2 は Arc 遺伝子クロマチン上に結
合していることが示唆された。	
	
以上のことより、Arc 遺伝子が MKL の標的遺
伝子であることが強く示唆された。	
	
(2)細胞レベルおよび個体レベルにおける
SOLOIST の機能解明	
①(方法(2)①を行った結果)	
	 SRF の標的遺伝子は、最初期遺伝子群や細
胞骨格関連遺伝子群がある。まず、代表者ら
は、定量 PCR 用のベクターを構築した。マウ
ス Arc,	β-actin,	actininα1,	gelsolin,	egr1,	
c-fos,	srf,	GAPDH の cDNA の部分断片をクロ
ーニングした。次に MKL2 のアイソフォーム
である MKL2	variant1,	3,	SOLOIST をそれぞ
れ neuro2a 細胞に導入し、24 時間後に total	
RNA を回収し、上記の遺伝子群の発現を定量	
PCR で調べた。その結果、Arc,	c-fos、egr1
遺伝子は variant1,	SOLOIST で有意に発現誘
導されていることが明らかとなった。特に
variant1 の誘導能は、SOLOIST よりも高いも
のであった。一方、β-actin,	actininα1,	
gelsolin,	srf の発現は各種アイソフォーム
の過剰発現下で顕著な上昇を認めなかった。	
	
以上のことより、SOLOIST を含む MKL2 は、発
現が顕著に誘導されるという報告がない遺
伝子群の発現は上昇させず、主に最初期遺伝
子群の発現上昇を行っている可能性が新た
に示唆された。現在、SOLOIST を特異的にノ
ックダウンする RNA 干渉用ベクターの構築に
成功している。今後は、そのベクターを用い、
内在性 SOLOIST が上記の最初期遺伝子群の発
現を制御しているかどうかを検証し、標的遺
伝子群の同定に繋げる予定である。	
	
②(方法(2)②を行った結果)	
	 SOLOIST ノックアウトマウスの作製は、ま
ず大腸菌人工染色体を用いたターゲティン
グベクターをマウス ES 細胞に導入し、マウ
スゲノムとの間で相同組換えを起こさせた。	



相同組み替えがおこっている ES 細胞をサザ
ンブロットで選別したところ、１クローン得
ることに成功した。次に、その ES 細胞を偽
妊娠マウスへ移植し、キメラマウスを得た。
本研究では、まずキメラマウス２匹を得るこ
とができた。キメラ率の確認を行った後にキ
メラマウスからの germline	transmission の
確認を行うため、キメラマウスの仔マウスの
ゲノタイピングを行った。しかし、germline	
transmission を確認することはできなかっ
た。現在、共同研究で別のキメラマウスを得
ることに成功し、germline	transmission が
確認できる段階まで進んでいる。今後は、ヘ
テロマウスの交配を進め、ノックアウトマウ
スを作製する。	
	
(3)MKL の抗体作製	
（方法(3)を行った結果）	
	 MKL1 と MKL2 に交差特異性のある抗体の作
製に成功した。今後は、この抗体をウェスタ
ンブロット、免疫染色、クロマチン免疫沈降
法などに用いていく予定である。	
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