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研究成果の概要（和文）：哺乳類の脳からは多数のmiRNAが単離されているが、スパイン形態を制御するmiRNAに関する
報告は少ない。そこで、スパインに局在する蛋白質arcの3’非翻訳領域に結合するmiRNAを同定し、スパイン形態に及
ぼす影響を調べた。miRNAを神経細胞に過剰発現させるとスパインは細長く変化したが、これはarc蛋白質の減少による
ものと考えられた。次に、arcによるスパイン形態制御を調べるため、arc結合蛋白質のユビキチンリガーゼを減少させ
たところ、やはりスパインが細長く変化した。この時、arcの修飾が変化していたことから、arcの減少あるいは修飾の
違いによってスパイン形態変化が生じると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Various microRNAs (miRNAs) have been identified in the mammalian brain. However, 
there is few literature concerning how miRNA regulates dendritic spine morphology. Therefore, I tried to 
identify and investigate miRNA that binds to arc mRNA, which is induced by neuronal activity and 
localizes to dendritic spines. Overexpression of this miRNA caused thin spines in primary neurons 
probably by reducing arc protein levels. We next identified a ubiquitin ligase as one of arc-binding 
proteins. Reduction of this ubiquitin ligase also caused thin spines in neurons. Knockout of this ligase 
resulted in distinct post-translational modification of arc protein. These results suggest that decrement 
or different modification of arc protein may change dendritic spine morphology.

研究分野： 神経科学

キーワード： マイクロRNA
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１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNA (miRNA)は、タンパク質を

コードしない小さな RNA 分子であり、様々

な生命現象に関わっている。miRNA は、そ

の標的 mRNA の 3'非翻訳領域（UTR）にある

相補的配列と結合し、翻訳を抑制する。哺

乳類の脳からは多数の miRNA が単離されて

いるが、スパイン形態を制御する miRNA、

その標的となる mRNA に関する報告は極め

て少ない。スパイン形態制御に関わるmiRNA

は、スパインに局在する蛋白質の翻訳を制

御すると考えられる。さらに、樹状突起ス

パインは神経活動によってその大きさや形

を変化させることから、神経活動によって

発現が変化し（１）、スパインに局在する

（２）細胞骨格関連蛋白質（３）の翻訳制

御に関わる miRNA を同定することが重要と

考えられた。 

 

２．研究の目的 

研究代表者はこれまでに神経活動依存的

に発現量が変化し、mRNA が樹状突起へ運ば

れ る 細 胞 骨 格 関 連 分 子 arc

（ activity-regulated 

cytoskeleton-associated protein）を見出

している（Neuron 14:433-4,1995）。Arc 蛋

白質もスパインに局在するため、本研究で

は arc mRNAを翻訳制御するmiRNAを同定し、

そのスパイン形態制御における役割を解析

する。さらに、miRNA は arc を介してスパ

イン形態を調節すると考えられることから、

arc と結合蛋白質の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
平成２４年度は、①arc 3’UTR に結合する

miRNA による樹状突起スパインの形態調節、

そして②miRNA による翻訳抑制が神経活動

依存的に解除されるかどうかを検討した。 

平成２５年度以降は、①miRNA 前駆体のノッ

クアウトマウスを用いて、in vivo スパイン

形態制御における miRNA の役割を解析し、②

超解像顕微鏡を用いてシナプスを観察した。

さらに、③miRNA は arc 翻訳を介してスパイ

ン形態を変化させると考え、arc と結合する

ユビキチンリガーゼの解析を行った。 

 
４．研究成果 

(１）arc 3’-UTR に結合する miRNA と miRNA

によるスパイン形態制御 

①arc ｍRNA の 3’UTR に結合する miRNA(二

種類）を EGFP とともに遺伝子導入し、樹状

突起スパイン形態を観察した。その結果、

miRNA 導入ニューロンのスパインは細く長く

なり、miRNA によって形態変化が起きること

が明らかになった。また、 miRNA を過剰発現

するニューロンの arc 蛋白質は、scrambled 

oligo 導入ニューロンと同じく樹状突起中に

点状分布したが、その大きさは明らかに小さ

くなっていた。 

 また、培養海馬ニューロンの神経終末を

vGlut1 抗体、スパインを GFP-fill により描

出し、構造化照明顕微鏡（SIM）を用いて観

察することも試みた。通常の共焦点顕微鏡の

画像より、スパインの輪郭が明瞭になり、シ

ナプス間隙も観察することが確認できた。 

②myr-GFP-arc 3’UTR (wt)あるいは 3’UTR

の miRNA 結合配列を変異させたプラスミド 

(mt) をニューロンへ導入し、KCl 刺激によっ

て EGFP 蛍光が増強するかどうかを調べた。

その結果、KCl による wtの蛍光強度の増加よ

り mt の強度変化の方が大きいことがわかっ

た。すなわち、miRNA も脱分極によって誘導

され、arc mRNA の翻訳を抑制すると考えられ

た。 

（２）脳特異的に miRNA を欠損するマウスの

作製と arc 蛋白質の発現 
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①arc mRNA の 3'-UTR に結合する miRNA は、

幾つかのmiRNAをコードする前駆体からプロ

セシングにより生成される。そこで、この前

駆体をが脳特異的にノックアウト（KO）され

たマウスを作製した。野生型マウスとこの KO

マウスから脳を摘出し、arc 発現量を比較し

たところ、KO マウス脳において arc 蛋白量

が増加していることを確認した。 

②脳特異的miRNAノックアウトマウスの行動

学的解析： miRNA KO マウスと野生型マウス

を用いて、文脈依存的恐怖記憶試験を行った。

しかし、KO マウスと野生型の間で有意な記憶

の差は認められなかった。以上の結果から、

arc が正常より増加してもスパイン形態や記

憶に有意な影響を及ぼさないと考えられた。 

（３）arc と結合するユビキチンリガーゼの

解析 

①Arc と結合するユビキチンリガーゼを同定

しているので、その解析を進めた。siRNA を

用いてユビキチンリガーゼをノックダウン

したところ、典型的なキノコ型スパインはほ

ぼ形成されなくなり、細長い（thin）フィロ

ポディア様の突起へと変化した。さらに、興

奮性のシナプス形成も抑制された。これらの

結果から、arc と結合するユビキチンリガー

ゼはスパインおよび興奮性シナプス形成に

必要な分子であると考えられた。 

②Arc 結合ユビキチンリガーゼが arc 蛋白質

自体を基質とするかどうかを解析した。ユビ

キチンリガーゼノックアウトマウスにおけ

るarcのユビキチン化を野生型マウスと比較

したところ、予想外の結果が得られた。すな

わち、arc は通常 55kDa の蛋白質として arc

抗体によって認識されるが、ノックアウトで

はこの 55kDa 蛋白質が減少し、やや小さい

53kDa 蛋白質が新たに出現した。しかも、ユ

ビキチン抗体との反応性を調べたところ、

53kDa 蛋白質の方がユビキチン化されており、

55kDa 蛋白質はユビキチン化されていなかっ

た。以上の結果から、このユビキチンリガー

ゼは arc を基質とせず、むしろ他の酵素によ

るユビキチン化を抑制していると考えられ

た。さらに、通常見られる 55kDa の arc 蛋白

質はユビキチン化とは別の蛋白修飾を受け

ていると考えられた。ユビキチンリガーゼノ

ックアウトマウスは、様々な行動異常を示す

が、arc の修飾の異常に起因する可能性が考

えられた。 

 以上の結果から、①miRNA が arc 蛋白質の

翻訳を抑制していること、②arc 蛋白質はユ

ビキチンリガーゼと結合し、スパインの形態

変化を制御していることが明らかとなった。 
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