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研究成果の概要（和文）：下垂体細胞アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド(PACAP)を初代

培養神経細胞に作用させると、N-methyl-D-aspartate (NMDA) レセプター(NMDA-R)活性を亢進

して、脳由来神経栄養因子(BDNF)遺伝子(Bdnf)など一連の最初期遺伝子群(c-fos, Arc など)

の誘導が引き起こされる。この機構について解析を進めた。Bdnf exon IV-IX (Bdnf-eIV) mRNA

合成は、NMDA-R からのカルシウム(Ca2+)流入に 100%依存しており、特に Ca2+シグナルによって

カルシニューリン経路が活性化され、転写制御因子 CREB が活性化されることが明らかとなった。

他に-アドレナリン受容体やドーパミン D1 レセプターを活性化しても、NMDA-R 活性亢進を介

した遺伝子発現が認められ、G-蛋白質共役型レセプター(GPCR)活性化による活動依存的な遺伝

子発現制御系が共通に稼働している可能性が示された。この機構は、記憶／学習の機構ばかり

でなく、多くの神経疾患発症あるいは薬物依存症などの原因を理解する上で重要な貢献を果た

すものと期待される。これとは別に、MKL による神経細胞における転写制御機構を形態変化と

の関連で解析した。この知見は、シナプス構造を保つ上での神経細胞内フィードバック制御機

構の存在を示すものである。 

 

研究成果の概要（英文）：Since G protein-coupled receptors (GPCRs) potentiate the 

activity of the N-methyl-D-aspartate receptor (NMDA-R), we comprehensively 

investigated gene expression induced by the stimulation of GPCRs in culture. 

Potentiation of NMDA-R mediated by the activation of PAC1, a GPCR, with PACAP 

immediately activated a limited number of genes upon Ca2+ signals. The mRNA expression 

of the brain-derived neurotrophic factor exon IV-IX (Bdnf-eIV) is totally controlled 

by Ca2+/calcineurin, leading to the CRE/CREB-dependent transcription. Stimulation 

of NMDA-R under the activation of PAC1 synergistically increased Bdnf-eIV mRNA 

expression through the selective activation of calcineurin, leading to translocation 

of TORC1 to nucleus and activation of CREB-KID domain. The Ca2+/calcineurin-dependent 

mRNA expression was also induced by direct stimulation of PKA or PKC pathway and, 

furthermore, by that of the dopamine D1 or -adrenergic receptor. Thus, the 
potentiation of NMDA-R activity mediated by GPCR induces activity-dependent gene 

expression through calcineurin pathway, possibly regardless of the type of 

neurotransmission. 
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１．研究開始当初の背景 

 従来から、向精神薬効果や薬物依存などに

おいて、NMDA-R とドーパミン D1-R の関与が

指摘されてきた。これは、両レセプターから

Ca2+シグナル及びcAMP/PKAシグナルが細胞内

で 一 緒 に な っ て 一 連 の 遺 伝 子 発 現

(Immediate-early genes; IEGs)が誘導され、

行動薬理学的変化が起こるものと説明され

てきた。しかし、これはドーパミン作動系に

限られた現象として説明されている。また、

最近、CREB などの転写制御因子が長期記憶に

関係していることが明らかとなっており、こ

れら神経可塑性の機構とどのように関わる

かについて不明な点が多く存在した。本研究

では、これら疑問を一挙に解決する可能性の

ある画期的な研究成果が得られた。 

 

２．研究の目的 

 シナプス伝達で誘導される遺伝子発現制

御系は、脳内に電気的信号として取り込まれ

た環境情報を遺伝情報に変換する上で重要

な役割を果たしていることが予想される。そ

こで、PACAP によって誘導される IEGs の活動

依存的発現誘導に注目して、GPCR である

PACAP特異的レセプターPAC1活性化によって、

NMDA-R 活性亢進によって惹起される遺伝子

発現制御系の解析を特に Bdnf, Arc 遺伝子に

注目して解析することを目的とした。また、

併せて、MKL による転写制御系と神経細胞携

帯変化との関連性についても解析を行った。 

 

３．研究の方法 

 ラット大脳皮質初代神経細胞培養系を、胎

生 17 日齢ラットから調製し、培養開始後４

〜７日の間に実験を行った。培養系に各種薬

剤を加え、PACAP を加え細胞を刺激した。培

養後、細胞を回収し全細胞 RNA を抽出し、リ

アルタイム PCR で各 mRNA の発現量の変化を

測定した。また、DNA とランスフェクション

法を用いて、各遺伝子プロモーターの活性変

化についてホタルルシフェラーゼ活性を指

標に測定した。 

 

４．研究成果 

(1) GPCR 誘導性の活動依存的 Bdnf-eIV mRNA

発現誘導機構の解析：  

 PACAP38(100 ng/mL)を培養系に加え、1 時

間後に RNA を回収し、ジーンチップ解析を行

った。その結果、約 150 種類の遺伝子産物が

NMDA-R 活性亢進を介して発現上昇を示すこ

とが示された。その中でも、Bdnf-eIV の発現

上昇は NMDA-R 活性亢進による Ca2+シグナル

に 100%依存していた。他の遺伝子の Ca2+シグ

ナル依存性は遺伝子ごとに異なっていた。 

 Bdnf プロモーターIV(Bdnf-PIV)は、Ca2+シ

グナルに CRE(又は CaRE3)だけが応答し、CREB

が関与していた。また、興味深いことに、PAC1 

活性化による NMDA-R 活性亢進には選択的に

カルシニューリンの経路が使われていた。こ

のカルシニューリンによって TORC1の細胞質

から核への移行が引き起こされていた。同時

に、CREB の KID ドメインの活性化も誘導され

た。現在、これら機構がどのように CREB 活

性化を調節しているかについては不明であ



図 GPCR による NMDA-R を介した遺伝子発現制御

る。 

 一方、ドーパミン D1 レセプターや-アド

レナリンレセプターをそれぞれのアゴニス

トで活性化したところ、NMDA-R 活性亢進及び

カルシニューリン経路に依存した Bdnf-eIV 

mRNA 合成が認められた。また、この応答は、

フォルスコリンや TPA で直接 PKA 又は PKC 経

路を活性化しても、同様に認められた。した

がって、本研究で明らかにした応答系は、

PKA/PKC経路が活性化されればGPCRの種類に

依らない、共通性の高い応答機構である可能

性が強い。本応答系は、神経可塑性のメカニ

ズムばかりでなく、神経疾患発症を含めた多

くの現象の理解を進めるものである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (2) Arc 遺伝子発現調節の解析 

 川島らは、Arc 遺伝子プロモーターの活動

依存的活性化に上流-7kb 付近に存在する

SARE 配列が第一義的に応答することを示し

た(Proc.Natl.Acad, Sci. USA,2009)。PACAP

による活性化にも SARE 配列が主に関わって

いた。一方、BDNF 投与による活性化には、SARE

配列以外に上流-200bp までの近位プロモー

ターが効いている事を見いだした。この活性

は SARE配列とも連携していることが示され、

SARE 配列と近位プロモーター領域との間に

おける DNA ループ構造の形成が示唆された。

また、上流-1000 付近までの欠損は、SARE 配

列に対する BDNF 応答への抑制を解除した。

何らかのクロマチン構造との関連性が予想

され、今後の検討が期待される。また、FGF2

が同様の活性化を引き起こし、チロシンキナ

ーゼ受容体からのシグナルと GPCR 由来の活

動依存的シグナルによる制御様式に明らか

な違いが認められた。今後、Arc プロモータ

ーの制御が記憶固定化とどのように関わる

かについて検討を進める。 

(3) MKL による転写調節機構と携帯調節 

 シナプスから核への情報伝達の直接的な

役 割 を 担 う と 予 想 さ れ た 分 子 と し て

megakeryoblastic leukemia (MKL:別名 MAL)

に着目した。MKL は、G-アクチンに結合する

が、アクチン重合の促進とともに核に移行し、

転写因子 serum response factor (SRF)のコ

アクチベーターとして働く性質がある。申請

者らは、MKL が脳に高発現しており、脳の発

達に伴いその発現量が増加することを明ら

かにした。また、MKL は大脳皮質ニューロン

の樹状突起形態の複雑化に関わること、その

複雑化には、結合性の転写抑制因子 SCAI の

核外排出による MKL/SRF遺伝子発現の上昇が

起因する可能性を見いだした。 
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