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研究成果の概要（和文）：ニューロンが興奮した際に素早く応答し発現が誘導される遺伝子群と

遅れて誘導される遺伝子群のクロマチン修飾の差異、ならびにそこに関与するクロマチン分子

のダイナミクスを解析した。クロマチン修飾、RNA ポリメラーゼ II の結合、転写抑制因子の結

合などが、両群で異なっており神経活動依存性転写の時間的制御に関与していることを解明し

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We have identified two different types of genes induced in a 
neuronal activity-dependent manner; one is immediately expressed while the other 
expressed lately. We examined differences in chromatin modifications in two groups of 
genes and analyzed dynamic behavior of chromatin related proteins which are assumedly 
involved in activity-dependent transcription. We found that chromatin modifications, 
recruitment of RNA polymerase II and the negative elongation factor are different between 
the two groups. These results demonstrate molecular basis for temporal regulation of 
activity-dependent genes.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）神経系は、外界からの刺激に応じて応

答性を変化させる、すなわち可塑性を有する

ことが大きな特徴のひとつであるが、その可

塑性を担保する機構には遺伝子発現制御が

関与している。例えば、ニューロンにおいて

興奮刺激により発現誘導される c-fosは記憶

増強に関与していることが示されている

（Guzowski Hippocampus 2002）。このような

遺伝子発現制御には、CREB などの特異的転写

因子の活性化に加えて、標的遺伝子のエピジ

ェネティック修飾変化の重要性が示唆され
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ている。エピジェネティクス修飾の中でもク

ロマチンの主要構成因子であるコアヒスト

ンの N末端（ヒストンテイル）の修飾は、ア

セチル化、メチル化、リン酸化、リボシル化、

ユビキチン化など多岐にわたり、これらの修

飾の複数の組み合わせ（ヒストンコード）と

それを読み解く機構により、転写、複製、修

復など多様な生命現象の制御に関与してい

る可能性が指摘されている(Ruthenburg et 

al. Nat Rev Mol Cell Biol 2007)。また、

これらコアヒストンに結合しクロマチン凝

縮に関与しているリンカーヒストン H1 や

heterochromatin-protein 1(HP1)の動態は、

その機能から想像される以上に動的であり

細胞種やクロマチンの状態によって変化す

ることで転写制御に関与している(Misteli 

Science 2001)。 

（２）ニューロンやその機能を支持するグリ

ア細胞は、共通の神経幹細胞から分化・産生

される。我々はこれまでに神経幹細胞分化制

御におけるエピジェネティクスの重要性を

明らかにしてきた(Dev Cell 2001, PNAS 

2004,)。近年ニューロンでも、様々な状況下

でエピジェネティックな変化が生じ、個々の

ニューロンのみならず脳の高次機能に影響

を及ぼすことが報告され始めている。ニュー

ロンで最もダイナミックに変化するヒスト

ン修飾のひとつにヒストン H3の pS10 があげ

られる(Sng et al. Eur J Neurosci 2006)。

pS10 は、興奮刺激により一過性の上昇を示し

転写活性化に関与していると考えられてい

る。しかし、その分子機構の詳細は明らかと

なっていない。一方、分裂中の細胞では、pS10

は M 期に上昇することが知られている。特に

TriMeK9を有するヒストンH3へのAuroraBキ

ナーゼによる pS10 付加（TriMeK9/pS10 修飾）

は、TriMeK9 を認識しクロマチンに結合しヘ

テロクロマチン化（転写抑制的に作用）に寄

与する HP1 のクロマチン遊離を誘導し、M 期

の進行に必須である(Hirota et al Nature 

2005)。 

（３）我々は、これまでの予備実験によって、

この TriMeK9/pS10 同時修飾が細胞分裂を終

えた海馬成熟ニューロンにおいて NMDA 受容

体刺激依存的に核内全体で上昇することを

免疫染色およびウエスタンブロット解析に

て見いだした。またこの刺激により転写誘導

される Bdnf のプロモーター領域では刺激前

には転写抑制性ヒストン修飾 TriMeK9がみら

れ、刺激後には TriMeK9/pS10 へと変化して

いた。これらのことから、抑制的ヒストン修

飾 TriMeK9 を有する遺伝子の転写では、特異

的転写因子結合および TriMeK9/pS10 による

HP1 のクロマチンからの解離によるヘテロク

ロマチン化の解除が必要である可能性が推

察された。また、染色上 TriMeK9/pS10 は核

内全体での増加が認められるため HP1は広範

囲にわたりクロマチンから解離し、その結果

としてダイナミクスが変化していると予想

される。このような独自の予備的実験結果や

考察を基に、我々がこれまで習得したエピジ

ェネティクスに関する技術・成果・アイデ

ア・材料等を有機的に融合させることで、こ

の修飾が脳神経系高次機能を担う遺伝子制

御における役割を解明することができると

考え本研究を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、主にマウス海馬由来ニュー

ロンの培養系を用いて以下の点を明らかに

することを目的として研究を開始した。 

１）TriMeK9/pS10 修飾を受ける遺伝子の探

索、２）同修飾を伴わずに転写される遺伝子

との発現制御の相違点の解明、３）生細胞で

の HP1 ダイナミクス検討、４）HP1 ダイナミ

クスが TriMeK9/pS10 修飾を有する遺伝子の

発現に及ぼす影響の解明。 

しかし本研究計画開始後、神経活動依存性遺

伝子には、素早く発現する遺伝子とゆっくり

と発現する遺伝子の２つの群があることを

発見した。そこで、本研究はこの２つの群の

クロマチン修飾の差を明らかにすることで、

神経活動依存性遺伝子発現の時間的制御機

構の分子基盤を明らかにする目的で展開さ

れた。 

 

３．研究の方法 

（１）胎生 17.5 日の ICR マウスから海馬を

調製し使用した。すなわち、マウス胎仔脳か

ら切り出した海馬を細切した後パパインに

て処理した後に、細胞密度 1X104/cm2 で予め

poly-L-lysine にてコートした培養皿にて、



 

 

10 日間以上培養した。培養液は、Neurobasal

に B27 添加液を 50 分の１となるように加え

たものを使用した。 

（２）10 日間以上培養した後、Bading らの

方法（Nat Neurosci 2007）に従い GABAa 受

容体拮抗薬である bicucullineと弱いカリウ

ムチャンネル拮抗薬である 4-aminopyridine 

(4-AP)を培地中に添加することによりシナ

プスに存在するグルタミン酸受容体を内在

性のグルタミン酸にて刺激する手法を用い

て、ニューロンに神経活動を誘導した。 

（３）神経活動誘導前後のニューロンを用い

て、RT-PCR 法にて神経活動依存性遺伝子の

pre mRNA 発現を検討するとともに、クロマチ

ン免疫沈降法にて神経活動依存性遺伝子の

ヒストン修飾、RNA ポリメラーゼの有無、CREB

結合の有無等を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）神経活動依存性に転写される遺伝子群

のマイクロアレイを用いた網羅的解析にて、

神経活動依存性遺伝子は 30 分後には 1.5 倍

以上発現が上昇する早期群と 180分後に初め

て上昇する遅延群に分けられることが分か

った。これらの遺伝子の pre mRNA の発現を、

RT―PCR にて解析すると早期群の遺伝子は、

刺激前には転写が強く抑制され得ているも

のの、刺激後 5分には転写量が急激に増加し

ていることがわかった。一方、遅延群の遺伝

子は、刺激前の発現量が早期群より若干高く、

刺激にて徐々に増加することがわかった。 

（２）次に、早期群と遅延群のクロマチン修

飾の差異についてクロマチン免疫沈降法に

て検討した。遅延群の遺伝子は転写抑制に関

与しているヒストン H3 の 9 番目リジンのジ

メチル化修飾（H3K9me2）および 27 番目リジ

ンのトリメチル化修飾（H3K27me3）が高いこ

とが分かった。一方、早期群の遺伝子の転写

開始点近傍には、神経活動による転写誘導前

より RNA ポリメラーゼ II（PolII）が結合し

ており、転写伸長せずに停止していた。この

転写の伸長停止は、negative elongation 

factor （NELF）という因子に依存している

ことを明らかにした。すなわち、早期群の遺

伝子では予め結合した PolII が、神経興奮に

より一斉に伸長することで、素早く RNA を合

成できるようになっていることが示唆され

た。 

（３）さらに、これら早期遺伝子群と遅延遺

伝子群の、細胞核内での遺伝子座の配置の違

い に つ い て DNA fluorescence in situ 

hybridization (FISH)にて検討した。早期群

に比べ、遅延群の遺伝子座は、通常は転写が

抑制されているとされる核膜近傍に高頻度

に配置していることが分かった。これら遅延

遺伝子の Pre mRNA に対する RNA FISH を施行

したところ、興味深いことに、核膜近傍に存

在している遅延群の遺伝子座も、核膜から離

れている遺伝子座同様に、転写されることが

分かった。 

（４）これらの結果から、ニューロンにて神

経活動依存性に発現される遺伝子の発現応

答の時間と遺伝子座の核内空間配置に関連

があることが分かった。 

（５）これらの結果は、2009 年、2010 年の

分子生物学会、2011 年の日本トキシコロジー

学会等で発表し、神経系細胞における新たな

知見として大きな反響を得た。 

（６）本研究の過程で、神経活動依存性に転

写される遺伝子群の中に、コアヒストンをコ



 

 

ードする遺伝子があることを見出した。この

知見をもとに、神経が興奮することでクロマ

チンの主要構成成分のコアヒストンの入れ

替わりが起こっているか、起こっているとす

れば、早期群と遅延群で入れ替わりに差があ

るかどうか、差があるとすればそれは遺伝子

座の核内での配置と関連があるかどうか、ま

たその生理学的意義は何か、などについて今

後検討していきたいと考えている。 
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