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研究成果の概要：神経特異的前初期遺伝子の産物であるArcは、長期シナプス可塑性および長

期記憶形成に必須な分子である。本研究では Arcの発現制御機構およびシナプスにおける動

態・機能制御機構を解析し、以下の成果を得た。１．Arc蛋白のスパイン局在は PSDタンパク

との相互作用によってシナプス活動依存的に制御されることが明らかになった。２．Arc遺伝

子の神経活動依存的発現の分子機構を解明した。この応用して神経活動依存的な遺伝子発

現レポーターを構築し、個体動物において脳活動の可視化に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

 
神経細胞に高頻度シナプス刺激を与え

ると、シナプス長期増強（LTP）等の成立
と並行して前初期遺伝子と呼ばれる一群
の遺伝子が速やかに且つ一過的に誘導さ
れる。蛋白合成や mRNA合成を阻害すると
神経活動依存的なシナプス可塑性は長期
化せず一過性に終わることから、この前初
期遺伝子群の発現はシナプス変化の長期
保持ひいては神経回路の再編成に重要な

役割を果たす可能性が高いと考えられて
いる。 
前初期遺伝子の一つ Arcは発見以来、

神経可塑性への関与が示唆されてきたが、
生理的および生物学的機能は長らく不明
であった。しかし最近、複数の研究室から
ノックアウトマウスや RNAiによるノック
ダウン法を用いた研究結果が報告され、
Arcは様々なシナプス・神経回路の可塑性
および認知機能に密接に関与しているこ
とが明らかになり、現在、もっとも注目さ
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れる可塑性関連分子の一つとなった。また、
Arc mRNAは先天性脳機能疾患 Fragile X 
syndromeの原因遺伝子FMRPによって樹状
突起部局所でのタンパク翻訳が制御され
ている可能性が示唆されている。しかし、
このような興味深い性質にもかかわらず、
Arc遺伝子の発現制御機構や遺伝子産物の
動態・機能制御機構に関しては未だほとん
ど不明のままである。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究はこれまで申請者が推進してき

た神経特異的前初期遺伝子の生物学的・生
理学的機能に関する研究(Okuno and 
Miyashita, Eur. J. Neurosci. 1996; 
Okuno et al., J.Comp.Neurol.1999; 
Tokuyama, Okuno et al., Nat. Neurosci. 
2000)を継続し、更なる発展を目指すもの
である。本研究では特にArc遺伝子に注目
し、これまで申請者が見いだした知見
（Chowdhury et al., Neuron, 2006およ
びOkuno et al., Soc. Neurosci, Abstr. 
2004）を基に以下の３つの目標、 
 
目標１： Arc蛋白のスパインにおけるＰ
ＳＤ蛋白との相互作用の解析 
 
目標２： Arc蛋白の樹状突起における動
態解析 
 
目標３： Arc遺伝子の神経活動依存的発
現機構の解析 
 
に焦点を絞り研究を進める。 
 
これまで Arcの研究は、遺伝学的アプ

ローチや認知科学・行動学的パラダイムを
通して生理的・生物学的機能の探索を中心
に行われてきたが、Arcのシナプス機能制
御機構およびArc蛋白自体の時・空間的な
制御機構に関してはほとんど知見が集ま
っていない。本研究においては、海馬培養
細胞を薬理的・電気的またはフォトリシス
法よって神経活動依存的な遺伝子発現や
蛋白合成を誘導する系を用いて Arｃ蛋白
の神経活動依存的な動態および遺伝子発
現機構の詳細な解析を行う。本研究を推進
することにより、シナプス・神経回路可塑
性、さらに認知機能の分子基盤の理解に大
きく貢献することが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) Arc蛋白のスパインにおけるＰＳＤ蛋

白との相互作用の解析 
これまでの研究において、神経細胞に

シナプス刺激を与えるとArcは速やかに発
現誘導され樹状突起の幹部およびスパイ
ンに挿入されることが明らかにされてい
る。しかし最近これまでの予想とは異なり、
誘導されたArcはシナプス活動を抑制する
とスパインへの集積が促進され、逆に、シ
ナプス刺激を続けるとスパインから除去
されるという興味深い現象が観察された。
この新しいタイプの活動依存的なシナプ
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short-hairpin型の
RNAi法によって発現抑制することにより、
Arcのシナプス局在への影響を検討した。 
また、精製蛋白質を用いた生化学的手

法によりタンパクータンパク相互作用の
カルシウム依存性を検討した。 
 

(2) Arc蛋白の樹状突起における動態解析 
神経細胞においてArcのシナプス局在

様式をより詳細に解析するため、Arcの細
胞内局在の動態をリアルタイムに検出す
る系を構築した。 
内在性Arcの発現様式を模するため、既

に単離・同定済みであるArcプロモーター
（下記参照）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た。こ
の系により海馬培養神経細胞にて発現さ
せたGFP-Arcのスパインにおける挙動を定
量的に解析した。 
 
(3) Arc遺伝子の神経活動依存的発現機構
の解析 
神経特異的・活動依存的な遺伝子発現制
御はArcによる個々の神経細胞におけるシ
ナプス機能制御および大脳における認知
機能の調節機構を理解する上で重要であ
る。マウスのゲノムよりArc遺伝子のプロ
モーター上流領域を約10kbを単離し、この
領域のフラグメントについてルシフェラ
ーゼ解析を行い、複数の転写調節領域を同
定した。さらに、部分欠損や点変異を導入
することにより制御コンポーネントの同
定を試みた。また、得られたエレメントを
用いて蛍光または発光レポーターシステ
ムを作成し、単一神経細胞での遺伝子発現
をリアルタイムで観察する系の構築を試
みた。 
さらに蛍光レポーターシステムをレン

チウイルスベクターへ組み込み、培養細胞
を用いたライブイメージングおよび子宮内
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。 
 
 



４．研究成果 
 
(1) Arc蛋白のスパインにおけるＰＳＤ蛋
白との相互作用 
① 海馬培養神経細胞において Arcは
BDNF投与やシナプス刺激により速やかに
発現誘導される。特異的抗体を用いた免疫
染色により、この新規誘導されたArc蛋白
が速やかに樹状突起スパインに挿入され
ることを定量的に解析した。さらに、シナ
プス活動による Arcのスパイン局在への
影響を検討したところ、予想とは反して、
Arcのスパイン局在はシナプス不活性化に
より安定化されることが明らかになった
（Okuno et al., under revision）。 
 
② 上記の分子機構を明らかにするため、
酵母２ハイブリッドシステムによりArc
結合タンパクをスクリーニングしたとこ
ろ、カルシウム・カルモジュリンキナー
ゼII(CaMKII)等のPSD蛋白が同定された。
shRNA法によりCaMKIIの発現レベルを抑
制すると、Arcのシナプス局在に変化がみ
られたことから、Arcシナプス局在への
Arc－CaMKIIとの相互作用に重要性が示
唆された。 
 
③ In vitro bindingアッセイにより
CaMKIIとArcの相互作用を解析したとこ
ろ、リン酸化にともなう構造変化に対応
した相互作用の変化が確認され、
Arc-CaMKII相互作用がシナプスにおける
Arc局在の活動依存性の分子基盤の一つ
となりうることが示唆された（Okuno et 
al., under revision）。 
 
(2) GFP-Arcのスパインにおける動態 
GFP融合Arcを神経細胞に活動依存的に発
現させる系を確立し、生細胞イメージン
グによりArcのスパイン挿入・シナプス集
積を観察した。その結果、(1)で見いだし
たシナプス不活性化によるスパイン集積
の可視化に成功した（Okuno et al., under 
revision）。 
 

(3) Arcの活動依存的発現制御機構の解析 
① ヒトとマウスの Arcプロモーター領域
の比較ゲノム解析を行い、複数の相同領域
を見出した。この領域の刺激応答性を、初
代培養神経細胞を用いたレポーターアッセ
イによって測定した。その結果、マウスArc
遺伝子の 7kb上流の位置で強い刺激応答性
を示す 100塩基の配列を同定し、この配列
をSynaptic Activity-Responsive Element
（SARE）と名付けた。 
 
② このSAREを含むArcプロモーターの下

流でホタル発光蛋白を発現させるレポータ
ープラスミドを作成、培養神経細胞におい
て電気刺激後の発光の経時的変化の定量解
析に成功した。 
 
③ SAREの遺伝子発現活性化の分子機構を
解析したところ、SAREには３つの活動依存
的転写因子 CREB, MEF2, SRFの結合部位が
近接して存在することが EMSAおよび ChIP
アッセイにより明らかになった。また、SARE
の活性化にはこれらの３つの転写因子結合
部位がいずれも必要であった。薬理学的解
析によりSAREの活性化はCaMキナーゼ経路
および MAPキナーゼ経路の２つのシグナリ
ング経路によって担われていることが示唆
された（Kawashima et al., 2009）。 
 
(4) SAREを用いた活動依存的レポーターウ
イルスの作成 
① SAREを利用して最小活動依存プロモー
ター（SARE-ArcMin）を作製し、この下流で
蛍光蛋白を発現させるレポーターレンチウ
イルスを作製した。海馬培養神経細胞にレ
ポーターウイルスを感染させ、ライブイメ
ージングにより観察したところ、電気刺激
による遺伝子発現応答をモニタリングする
ことが可能であった。 
 
② このウイルスを母胎内のマウス胎児脳
室に注入・感染させることによりレポータ
ーを個体動物の大脳に導入した。成長後の
マウスに単眼遮蔽を施し、左右の大脳視覚
野の活動に不均衡を生じさせたところ、左
右の視覚野におけるレポーターの発現には
優位な差があった。すなわち、レポーター
ウイルスにより大脳の活動を可視化するこ
とに成功した（Kawashima et al., 2009）。 
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