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研究成果の概要（和文）：脳の神経回路はニューロンの電気的活動によって可塑的に変化する。本研究では、遺
伝子のプロモーター活性のライブイメージングや転写調節因子の1分子イメージング法を駆使することによっ
て、この可塑的な再編過程を担う神経活動－分子シグナル変換の仕組の解明に取り組んだ。その結果、特定の環
境刺激が遺伝子発現を効率的に増大させること、また転写調節因子とDNAや共因子との秒単位の繰り返し結合が
下流の神経活動依存的な遺伝子発現に重要であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Neural circuits in the brain are plastically altered by electrical activity 
of neurons. In the present study, we investigated the neuronal activity-molecular signal 
transduction mechanisms which underlie the remodeling process by ustilizing live imaging of gene 
promoter activity and single-molecule imaging of transcriptional factors. As a result, we found that
 specific environmental stimuli increase gene expression efficiently and that second-by-second 
repetitive binding of transcription fators to DNA and co-factors plays an important role in 
expression of the down-stream activity-dependent genes.

研究分野：神経科学

キーワード： 大脳皮質　神経活動　遺伝子発現　CREB　CBP　BDNF　１分子イメージング　プロモーター活性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の特徴は転写調節因子、共因子、DNAの結合を時空間的に明らかにしたことである。分子生物学と神
経生理学とを融合させた新たな研究戦略を提供するもので、分野横断的な研究も促進する。神経活動パターンが
生み出す遺伝子発現調節、これこそが、後天的神経回路形成の本質であり、本研究の目指す点であり、これは次
の一手にも繋がる結果である。さらに、子供の正常な脳発達や可塑性のメカニズムにも通ずるものとしても価値
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

神経回路の基本構造は発生プログラムに基づいて自律的に構築されるが、その細部は発達期

の神経細胞の電気的活動によって再編される。実際、神経活動によって軸索や樹状突起の分岐や

シナプス形成は変化し、環境に適応した機能を獲得する。長年にわたる神経科学の研究により、

これら現象的な様相は明らかになってきたが、神経活動が形態学的、生理学的な変化を誘導する

メカニズムについてはほとんど明らかにされていない。この問題を解明するための鍵は神経活

動依存的な遺伝子発現にある。 

従来の研究によって、神経活動依存的な遺伝子発現に関する基本的なメカニズムは明らかに

なっている。すなわち、神経細胞における発火活動が Ca2+依存性シグナルを介して複数の転写調

節因子が活性化され、ゲノム上の特定の塩基配列を認識し、RNA ポリメラーゼによる転写がコ

ントロールされる。しかし、これらの知見を示す結果のほとんどは生化学的、分子生物学的な実

験から導き出されたものであり、生理学的なパターン刺激によって生ずる遺伝子発現調節機構

はほとんど知られていない。また、従来の生化学的手法では多数の細胞の反応性が平均化されて

いるため、個々の細胞による違いは不明であり、時間分解能も低い。転写調節域の DNA脱メチ

ル化やヒストン修飾によるクロマチンのリモデリングなどのエピジェネティックな要因も神経

活動依存的な遺伝子発現調節に重要な役割を果たすが、生理学的な神経活動パターンがどのよ

うにしてこの過程に働きかけて、遺伝子発現調節に寄与するかも不明である。 

申請者らは、これまで大脳皮質における回路形成を担う分子機構を探求し、神経活動依存的に

発現する軸索分岐制御因子を複数同定し、それによる制御機構を明らかにしてきた（Uesaka et al, 

2007; Ohnami et al, 2008; Yamada et al, 2010; Granseth et al, 2012; Hayano et al, 2014）。次なる興味深

い問題は、これら神経活動依存的な遺伝子発現調節機構である。 

 

２．研究の目的 

上述の背景を踏まえて、本研究では大脳皮質感覚野において分子ライブイメージングの手法

と光遺伝学的手法や生理学的な刺激手法を組み合わせることにより、回路形成を担う遺伝子発

現が神経活動によって調節される機構を解明すること目指した。 

1) 神経活動依存的な回路形成に関わる分子の一つであるbrain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) のプロモーター活性を細胞レベルで測定し、神経活動パターンから転写活性への

変換機構を解明することを目指した。具体的には、BDNFのプロモーター活性を培養大脳皮

質切片の個々の細胞においてライブイメージングし、その間に様々パターンの刺激を与え

るという実験を計画した。 

2) ヒトES細胞由来大脳皮質ニューロンにおいて、転写調節因子cAMP response element binding 

protein (CREB) の動態に対する神経活動の役割を1分子イメージングにより明らかにするこ

とを目指した。 

 

３．研究の方法 

BDNFのプロモーター活性測定 

BDNF エクソン４のプロモーター領域をルシフェラーゼ発現プラスミドに組み入れたコンス

トラクトを作製した。マウスあるいはラット大脳皮質感覚野から切片培養を作製し、このプラス

ミドを皮質 2/3 層細胞に散在的に遺伝子導入した。培養 1－2 週で刺激電極を装着した培養皿に



移し、顕微鏡下のステージ上で EMCCDカメラによって、ルシフェリン存在下で個々の皮質細胞

の発光を捉えた。 

CREBの1分子イメージング 

共同研究者 Pierre Vanderhaeghen の研究室で作製したヒト ES 細胞由来の神経幹細胞から大脳

皮質ニューロンに分化させ、2 次元の単層培養系を作製した。一方、Halotag 標識 CREB のプラ

スミドを作製し、ヒト大脳皮質ニューロン培養細胞に電気穿孔法を用いて遺伝子導入した。

Halotagに特異的に結合する蛍光リガンドを添加し、CREB１分子をHILO（highly inclined laminated 

sheet optics）照明下で経時的に観察した。神経活動を増大させるためには外液の KCl濃度を上げ

るかもしくはチャネルロドプシン 2のプラスミドを予め導入し光刺激を加えた。 

 

４．研究成果 

1) 生理学的発火活動パターンが BDNF の発現調節に与える役割 

BDNF プロモーターが挿入されたルシフェラーゼプラスミドを導入された細胞の半数以上は

刺激前においても弱い発光を示したので、その発光強度がベースラインとなる。この条件下で、

装着された電極を通して 0.1 ~ 60 Hzの定頻度刺激、θバースト、γバーストなど様々な周波数

を有する生理学的パターン刺激を与えて、個々の細胞における発光強度の時間的変化を測定し

た。その結果、Bdnf プロモーター活性の増加レベルやタイムコースは刺激パターンによって異

なり、増加率は細胞ごとに大きく異なったが、20Hzや θバースト刺激がプロモーター活性の上

昇に有効に働くことがわかった。この結果から、個々の皮質ニューロンにおける Bdnf発現量や

時間的特性が神経活動パターンによって調節されることが示された。 

2) 転写調節因子 CREBの核内における動態 

1分子イメージング法を用いて、神経活動依存的な転写調節因子 CREBの DNA結合・解離の

活動依存性をヒト ES細胞由来の大脳皮質ニューロン培養系で調べた。HILO照明下 2分間で数

千の CREBスポット（1分子）が観察され、大多数の CREBスポットは 1秒以内で消失するが、

5%程度の CREBスポットは核内の一所に数秒間滞在することがわかった。それに対して、DNA

結合サイトに結合できない変異型 CREB で同じ実験を行うと、長期間滞在するスポットの数は

著しく減少した。次に神経活動を KCl 刺激あるいはチャネルロドプシン 2 による光遺伝学的手

法によって上昇させて、CREB動態を観察したが、長時間滞在する CREBスポットの数はほとん

ど変化しなかった。しかしながら、核内での空間分布を解析すると、神経活動の上昇後に長期間

滞在の CREB スポットが繰り返し出現する部位が見出されたのである。刺激前ではそのような

スポットはせいぜい核に 1 か所であったのに対して、刺激後には複数個所で CREB スポットが

頻回出現するようになった。これらの結果は、神経細胞の活動がゲノムの特定の部位で CREBが

結合する頻度を増加させることによって、CREB依存的な転写を促進することを示唆された。 
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