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研究成果の概要（和文）：初年度はin vivoにおける活動依存的な遺伝子発現の可視化を目的として、NPAS4プロ
モーター制御下にtTAを発現するNPAS4-tTAマウスを作製した。tet0-ChR2-EYFPマウスをレポーターマウスとして
NPAS4-tTAマウスと交配し、目的とするダブルTgマウスを作製した。2年目は、AAVベクターを用いてCREプロモー
ター制御下にルシフェラーゼを発現するCRE-Lucシステムを構築し、コカインによる線条体神経の過活動のイメ
ージングに成功した。Npas4標的遺伝子の解析では、キンドリングモデルを用いてNpas4-Homer1aシグナルが神経
活動の恒常性維持に重要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In 2016, to regulate the expression of target genes in a neuronal 
activity-dependent manner, we created a new transgenic mice line (NPAS4-tTA mice) in which the 
expression of tTA gene is regulated under the control of Npas4 promoter. We obtained the double 
transgenic mice following mating with tet0-ChR2-EYFP transgenic mice as a reporter. The double 
transgenic mice exhibited a high background expression of EYFP in the brain with or without 
pentylentetrazole (PTZ) treatment. 
In 2017, we prepared cyclic AMP response element (CRE)-luciferase expression system using AAV 
vector. We observed a significant increase in chemiluminescent after cocaine treatment in vivo in 
the brain of mice expressing the CRE-luciferase gene. As to the functional analysis of target genes 
of Npas4, we demonstrated that Npas4-Homer1a signal played a role in the regulation of homeostatic 
scaling in the hippocampus.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
神経精神疾患の発症には遺伝要因と環境
要因が複合的に関与しており、環境要因の一
つに心理社会的あるいは身体的ストレスが
ある。これまでに我々は、幼弱期に慢性隔離
あるいは拘束ストレスを負荷したマウスで
は学習記憶と情動行動に異常が生じ、海馬に
おける神経新生が低下することを明らかに
した (Ibi et al., J Neurochem 2008)。ま
た、ストレス誘発性脳機能障害に関連する分
子として脳特異的転写調節因子Npas4を同定
した (Yun et al., J Neurochem 2010)。Npas4
遺伝子はグルココルチコイド（GC）により直
接転写抑制を受けるが (Furukawa-Hibi et 
al., J Neurochem 2012)、ストレスによる
Npas4 の発現低下にはプロモーター領域の
DNA メチル化、すなわちエピジェネティクス
が 関 与 し て い る こ と も 示 し た 
(Furukawa-Hibi et al., Neuroreport 2015)。
Npas4 は神経細胞の成熟にも関与しており、
その標的遺伝子としてCdk5を同定した (Yun 
et al., J Biol Chem 2013)。さらに、嗅球
介在神経の経験依存的スパイン形成におけ
るNpas4の役割とその分子機構についても共
同研究で解明している (Yoshihara et al., 
Cell Rep 2014)。脳機能における Npas4 の役
割を解明するために、コンベンショナルおよ
びコンディショナル Npas4 遺伝子欠損 
(Npas4-KO) マウスの系統的行動解析ならび
に神経化学的解析も実施した。Npas4-KO マウ
スには、学習記憶障害、不安・衝動行動およ
び易痙攣性とGABAA受容体の発現低下が認め
られた。また、Npas4 の新規標的遺伝子とし
てシナプスの恒常性維持に関与する Homer1a
遺伝子を新たに同定した。 
以上より、Npas4 により発現制御を受ける
標的遺伝子 (Bdnf, Cdk5, Homer1a など) は
新しい神経精神疾患治療薬の有望な標的に
なり得る。しかし、多くの候補遺伝子（Nature 
2008では200以上の候補遺伝子が報告されて
いる）の中から創薬標的として真に有望な遺
伝子を同定するためには、標的候補遺伝子の
機能を in vivo で系統的に評価できるシステ
ムの構築が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
神経精神疾患はアンメットメディカルニ
ーズの高い疾患であり、有効性の高い新規治
療薬の開発が期待されている。これまでに
我々は、活動依存的に誘導される脳特異的転
写因子Npas4がストレスセンサーとして機能
し、学習・記憶、不安、癲癇などに関係して
いることを明らかにしている。したがって、
Npas4 により発現制御を受ける標的遺伝子は、
新しい神経精神疾患治療薬を開発するため
の有望な標的候補である。しかし、多くの
Npas4 標的遺伝子の中から創薬標的として真
に有望な遺伝子をスクニーニングするため
には、これら標的候補遺伝子の機能を系統的
に in vivo で評価できるシステムの構築が不

可欠である。 

 
本研究では、中枢神経用薬の創薬に応用可
能なプラットホームとしての新規トランス
ジェニック（Tg）マウスの創製に挑戦する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、Npas4 の標的遺伝子の機能を
系統的に in vivo で評価できるシステムを構
築することを目的として研究を進めた。そこ
で平成 28 年度には、Npas4-Cre Tg マウスお
よび Cre 依存的に目的遺伝子あるいはその
shRNA を発現する AAV ベクターライブラリー
を 構 築 し た 。 同 時 に 、 作 製 済 み の
Npas4-tTA::ChR2(C128S)EYFP)マウスを用い
て薬効・病態イメージングを実施した。 
平成 29 年度には cAMP response element 
(CRE)またはNpas4-Luciferase(Luc)のAAVベ
クターを作製し、薬物投与下における Luc 活
性を in vivo imaging system (IVIS)により
評価した。Npas4 プロモーター（転写開始点
より上流約 2kbp）はクローニング済みである。
Npas4-tTA マウスと同様、GC レスポンスエレ
メントを除いた Npas4 プロモーター(Δ
-1659-16441)を Cre recombinase の発現制御
に 用 い た  (Furukawa-Hibi et al., J 
Neurochem 2012)。Cre recombinasecDNA を
Npas4 プロモーター下流にサブクローニング
し、Npas4-Cre を組み込んだベクターを作製
した。 
 
４．研究成果 
平成 28 年度は Npas4-Cre マウスを作製す
るためのコンストラクトを作製した。クロー
ニング済みの NPAS4 プロモーターの下流に
Cre recombinase の cDNAをサブクローニング
した。次に、shRNA を発現する AAV ベクター
の構築を試みた。AAV ベクターに U6 プロモー
ター下で shRNA を発現し、さらにレポーター
として EGFP を Ubiquitin C プロモーター制
御下で発現するプラスミドを作製した。作製
したプラスミドをパッケージングしたAAVを
マウス脳内に注入し、3 週間後にマウス脳を
摘出した。免疫染色により EGFP の発現を確
認することができた。 
次に、Npas4-tTA::ChR2(C128S)EYFP マウス
を用いて薬効評価に向けたイメージングを



行った。NPAS4 の発現を増加させる PTZ (45 
mg/kg)を投与し、24 時間後に EYFP の発現を
免疫染色法により解析した。対照群として
saline 投与後 24 時間後のマウスについても
同様に解析を行った。PTZ を投与した
Npas4-tTA::ChR2(C128S)EYFP マ ウスでは
EYFP の発現が認められたが、saline 投与群
においても同程度のEYFPの発現が認められ、
PTZ投与群において十分なEYFPの発現の差を
得られることができなかった。 
in vivo イメージングに有用な Luciferase
を Npas4 プロモーター下に組み込んだ AAVベ
クターの作製も行った。作製したプラスミド
の validation を行うために Neuro2A 細胞に
Npas4-Luc または mock vector を導入し、in 
vitro luciferase assay により発光強度を比
較検討した。その結果、Npas4-Luc を発現さ
せた細胞において対照群の10倍-32倍程度の
発光強度の上昇が認められた（下図）。 

 
平成 29 年度は Npas4-Luc を利用した薬物
評価系の構築を目的とし、IVIS を用いて新規
評価系の構築を試みた。IVIS を用いた実験系
の妥当性を評価するため、cAMP response 
element (CRE)の下流に Lucを組み込んだ AAV
ベクターを作製した。CRE-Luc をパッケージ
ングした AAV を線条体に注入し、3 週間後に
IVIS により薬物依存的な発光強度の変化を
測定した（下図）。 

 
Cocaine 30 mg/kg を投与し、6 時間後に
luciferase の基質である D-luciferine (15 
mg/kg)を腹腔内投与した。基質投与 15 分後
に認められる発光強度を IVIS により測定し
た。対照群として saline 投与マウスについ

ても同様の実験を行った。Cocaine 投与群で
は saline 投与群に比べ、基質投与後の発光
強度が有意に増加した。 
Npas4 標的遺伝子の機能解析の研究では
Npas4-Homer1a シグナルが神経活動の恒常性
維持に関わるシナプス・スケーリングに重要
な役割を果たしていることを示した。具体的
には、PTZ による痙攣発作後に海馬シナプス
膜上の GluA タンパクが減少し、海馬神経の
興奮性が低下することを示した、さらに、PTZ
キンドリングの形成が Npas4-KO マウスで促
進され、海馬に Homer1a 遺伝子を導入するこ
とによりレスキューできることを示した（下
図）。 

 
本研究により、AAV を利用した中枢神経用
薬の創薬に応用可能なプラットホームとし
ての in vivo 評価系を構築することができた。
しかしながら、in vivo 評価系として十分な
発現変化を示す Npas4-Cre Tg マウスの創製
には至っていない。現在、Npas4 の発現パタ
ーンをより忠実に再現するために、内在性の
Npas4プロモーターを利用したTgマウスの作
製に着手している。今後、内在性 Npas4 プロ
モーターを利用した新規 Tg マウスの作製・
評価を行い、中枢神経用薬の新規評価系を構
築することを目指す。  
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