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研究成果の概要（和文）：情動記憶の固定化にはCRE転写調節とシナプスの構造変化が必須であることが知られ
ているが、その分子基盤は明らかではない。CRE転写抑制因子であるICERが記憶の固定化を抑制することが知ら
れているので、その標的遺伝子を同定し、ICERのシナプス構造変化への関与を調べることを目的とした。遺伝子
の強制発現系により、ICERがニューロンのモデル細胞の突起伸長の促進効果と初代培養ニューロンの樹状突起ス
パインの変化を明らかにした。また、ICER強制発現PC12細胞で、ICER標的遺伝子候補を同定することができた。
本研究の成果は、記憶の固定化の分子機構のみならず、精神疾患の原因解明に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：It is well known that CRE transcriptional regulation and structural change 
in synapses are essential for emotional memory formation. However, the molecular basis is not clear.
 ICER, which is a CRE transcription repressor, suppresses emotional memory formation in mice. The 
aim of the study is to identify the ICER target genes and to investigate the involvement of ICER in 
synaptic structural changes. Using gene expression system, we revealed that ICER promotes the 
elongation of protrusion in neuronal model cells and the change in dendritic spines of primary 
cultured neurons. In addition, we were able to identify ICER target gene candidates in ICER-over 
expressing PC 12 cells. The results of this study are expected to contribute not only to the 
molecular mechanism of memory formation but also to elucidation of the cause of psychiatric 
disorders such as dementia and PTSD.

研究分野：分子神経生物学

キーワード： シナプス可塑性　遺伝子発現　PC12細胞　突起伸長　樹状突起スパイン

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
長期記憶は脳の高次機能の中で解明されて
いない分野の一つである。特に、強い情動を
伴う記憶はいったん形成されると消し去る
ことが困難な強固なものであり、脳の永続的
な可塑性変化として興味が持たれるととも
に、心的外傷後ストレス障害（PTSD）やパ
ニック障害など感情障害の予防や治療との
関連で、その分子メカニズムの解明が待たれ
る。 
 情動記憶をはじめ長期記憶の形成におい
ては、活動依存的にニューロンの核内で遺伝
子発現の変化が起こる。最も良く知られてい
るものは転写調節因子 CREB であり、神経
活動に伴って活性化し CRE 配列を持つ遺伝
子の転写を調節している。CREBの欠失やド
ミナントネガティブ分子の発現により
CREB機能を阻害すると、記憶の固定化が障
害されることが知られている。今後 CREBに
よって発現制御され、記憶の固定化に関わる
遺伝子の同定が待たれる。CREBの標的遺伝
子の一つに転写抑制因子 ICER（Inducible 
cAMP early repressor）がある。ICERは、
神経活動に伴って発現誘導されるが、活動依
存性に CREBのアンタゴニストとして、自分
自身の転写も含め CRE 転写を抑制的に制御
している。情動記憶形成では、脳内でダイナ
ミックな転写調節による新たなタンパク質
合成が起こっており、このように活動依存的
に発現調節される CRE 転写調節遺伝子が記
憶の固定化に関わると考えられる。一方、記
憶の固定化に際してはシナプスの構造変化
を伴う永続的な可塑性変化が引き起こされ
ることが想定されており、実際に、恐怖条件
づけされた動物の扁桃体ニューロンで樹状
突起スパインが増加するとの報告がある。し
かしながら、現時点で情動記憶に際して誘導
される遺伝子がシナプスの構造変化に関わ
ることを積極的に示す証拠はなく、恐怖記憶
の過程に関わるニューロンの細胞核―シナ
プス間の情報伝達経路についてはほとんど
明らかになっていないのが現状である。今後、
情動記憶の分子機構を理解する上で、情動記
憶の過程において脳内で発現量が変化し、情
動記憶の形成に関わる遺伝子産物を明らか
にすることが必要である。 
 
２．研究の目的 
以上の様な背景のもとで、本研究は以下の項
目について明らかにすることを目的とする。 
(1) ICERの標的遺伝子の同定：ICERの過剰
発現マウスあるいは培養細胞での過剰発現
系を利用して恒常的に発現抑制される遺伝
子、刺激後の誘導が抑制される遺伝子を探索
することによって ICERの標的遺伝子を見出
す。 
(2) ICER のシナプス構造可塑性への効果：
ICER の過剰発現が、培養細胞の分化過程、
シナプス形成や樹状突起スパインの形態な
どにどのように影響するかを調べることに

より、ICER の情動記憶の固定化抑制作用の
分子基盤を見出す。 
 
３．研究の方法 
(1) 発現ベクターMyc-ICER の作成 
マウス脳 cDNA ライブラリーより、特異的プ
ライマー対によって KOD plus Taq DNA ポリ
メラーゼ（Toyobo）を用いた high fidelity 
PCR を行い、ICER cDNA 全長を増幅し、
pCMV-Myc ベクター（Clontech）にサブクロー
ニングした。cDNA の配列の正確さと挿入部位
ついてはシーケンシングによって確認した。 
(2) 細胞培養 
HT-22 細胞：マウス海馬由来細胞株 HT-22 細
胞は 10% FBS 含有の高グルコース DMEM 培地
で 37℃、5% CO₂の条件下に CO₂インキュベー
ターで培養した。 
ICER 過剰発現 PC12 細胞：テトラサイクリン
応答エレメント TREの転写調節因子 tTAおよ
び TRE 制御下に GFP と ICER を発現する遺伝
子を導入した PC12 細胞株 F1B-1 と tTA のみ
を導入したPC12細胞株F4-6を10% HS、5% FBS
を含む高グルコース DMEM 培地で 37℃、5% CO
₂の条件下に CO₂インキュベーターで培養し
た。 
マウス海馬ニューロン：バンカー法による低
密度培養法を用いた。出生 1日目のマウスを
寒冷麻酔下で断頭し、速やかに脳を取り出し
た。実体顕微鏡下で大脳皮質を取り出し、ト
リプシン処理、DNase 処理、フィルター処理
を経て回収した細胞を Glial-MEM に懸濁・播
種し、10% FBS Glial-MEM 培地、37℃、5% CO
₂の条件で CO₂インキュベーターで培養した。
海馬ニューロンは、妊娠 16 日目のマウスを
頸椎脱臼し、子宮から取り出した胎仔の脳を
摘出した。摘出脳から海馬を切り出し、トリ
プシン処理により分散後、Poly-L-Lysine コ
ートしたカバースリップ（18mmφ）に 1.4×
104個/cm2で播種し、Neural-plating-MEM 培
地で、 37℃、5% CO₂の条件下に CO₂インキュ
ベーターで培養を開始した。播種の 3時間後
に Neural MEM 培地でグリアとの共培養を行
った。 
細胞への遺伝子導入はリポフェクタミン
2000（GIBCO BRL）を用いて実施した。 
(3) 免疫細胞染色と顕微鏡観察 
細胞は 4% パラホルムアルデヒド-リン酸緩
衝液で固定後、0.1% Triton X-100処理、3% BSA
でブロッキングし、その後一次抗体を 4℃で
一晩反応させた翌日、1×PBS にて洗浄後、二
次抗体を室温で 1 時間反応させた。反応後 1
×PBS にて洗浄後、封入剤(パーマフロー、
Thermo Fisher)で封入し、蛍光顕微鏡で細胞
の形態観察を行った。一次抗体：抗 Myc 抗体
(rabbit polyclonal lgG 1:200 または mouse 
polyclonal lgG 1:350)、抗 drebrin 抗体
(mouse M2F6 培養上清 1:1 または rabbit 
1:1200) 。 二 次 抗 体 ： Alexa Fluor 
555(anti-rabbit lgG 1:200)、Alexa Fluor 
350(anti-mouse lgG 1:200) または Alexa 



Fluor 555(anti-rabbit lgG 1:200)。 
初代培養ニューロン樹状突起スパインの画
像解析には ImageJ を使用し、樹状突起 50µm
中に存在するdrebrin陽性スパイン数を計測
した。ランダムに樹状突起上の輝度を 5点取
り、その平均輝度の 2倍以上の輝度をもつも
のをスパインと定義した。 
(4) RNA 調製と遺伝子発現プロファイリング 
細胞を回収し、RNAeasy mini kit（Qiagen）
により高純度のトータル RNA を精製した。ゲ
ノム DNA を除去した後、RT2 first strand kit
（Qiagen）を用いて、0.5 µg RNA から一本鎖
cDNA を合成した。作成した cDNA を用いて DNA 
array (RT2 Profiler PCR array、Qiagen）に
より、網羅的な遺伝子発現プロファイリング
を行った。実験方法は各 kit のマニュアルに
従って行い、リアルタイム PCR は Light 
cycler 480（Roche）で行った。 
 
４．研究成果 
(1) HT-22 細胞への Myc-ICER 一過性導入の効
果 
遺伝子導入の3日後に細胞を固定し蛍光顕微
鏡観察を行ったところ、未処理の細胞および
GFP のみを導入した細胞は線維芽細胞のよう
な形態をとっているが、GFP と Myc-ICER 両方
を導入したHT-22細胞は細長い神経様突起を
伸長していることが観察された。GFP 画像に
より計測した突起長は、野生型 HT-22 細胞 
16.2 ± 1.4 µm（n = 120）、GFP 導入 HT-22
細胞 24.2 ± 2.5 µm（n = 120）、GFP+Myc-ICER
導入 HT-22 細胞 58.4 ± 4.3 µm（n = 120） 
（野生型 vs GFP+Myc-ICER 導入細胞、p<0.01; 
GFP 導入細胞 vs GFP+Myc-ICER 導入細胞、
p<0.01、student’s t-test）。したがって、
Myc-ICERはHT-22細胞の突起伸長を促進させ
る作用を持つことが確認された。 
(2) 海馬ニューロンへの Myc-ICER 一過性導
入の効果 
DIV7 日目の海馬ニューロンに遺伝子導入し、
2 週間後に細胞を固定して抗 drebrin 抗体に
より免疫染色し、顕微鏡観察したところ、
drebrin 陽性スパイン数は、GFP+Myc-ICER を
導入したニューロンで、GFP のみを導入した
ニューロンに比べ有意に少ないことが分か
った（図 1.p<0.01、student's t-test）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1. ICER 過剰発現ニューロンにおける
drebrin 陽性スパイン数の減少 

また、GFP 蛍光画像から測定したスパインヘ
ッドの幅は有意に大きかった（GFP 導入ニュ
ーロン 0.49 ± 0.02 µm、GFP+Myc-ICER 導入
ニューロン 0.51 ± 0.03 µm、p<0.05、student 
t test）。一方、スパイン長は両者で差がな
かった。また、スパイン密度（樹状突起 50 µm
あたりのスパイン数）は GFP 導入ニューロン
に比べ、GFP+Myc-ICER 導入ニューロンで有意
に少なかった [GFP導入ニューロン 25.67 ± 
1.34 µm （n = 25）、GFP+Myc-ICER 導入ニュ
ーロン 19.8 ± 1.56 µm（n = 25）、p<0.05、
student's t-test］。 
以上のことから、ICER の強制発現は、drebrin
のタンパク量と樹状突起スパイン形態に影
響することが明らかになった。ICER 発現によ
るdrebrinの減少はスパイン数の減少に伴う
ものと考えられるが、われわれは drebrin を
ノックダウンすると樹状突起スパインが減
少することが in vitro で見られること、
drebrin ノックアウトマウスでは海馬 LTP が
減弱され、LTD 閾値が低くなることをみてお
り、ICER が直接あるいは間接的に drebrin の
発現量を減少させることでシナプス構造可
塑性に関わる可能性も考えられる。 
(3) PC12 細胞への恒常的 ICER 過剰発現の効
果 
PC12 細胞はラットの副腎髄質由来の細胞株
である。NGF やジブチリル cAMP (dbcAMP)を
培地に加えることで、突起伸長を起こしニュ
ーロン様に分化することが知られているが、
この際様々な最初期遺伝子が誘導される。そ
の一つに ICER が含まれる。ICER の PC12 細胞
の形態変化への効果を明らかにするために、
恒常的に ICER を過剰に発現する細胞株
（F1B-1 細胞）を用いて、NGF 又は dbcAMP を
投与した際に突起伸長にどのような影響が
出るのかを調べた。F1B-1 細胞はテトラサイ
クリン制御性トランス活性化因子(tTA)とそ
の結合部位（TRE）制御下に EGFP と ICER を
発現する PC12 細胞である。対照には tTA の
みを発現する細胞株（F4-6 細胞）を用いた。 
 
まず、様々な濃度（0、1、10、100 ng/ml）
の NGF の効果を調べた。3 日後の突起を持つ
細胞の割合と突起長は F1B-1 細胞と F4-6 細
胞で用量依存的に大きくなったが、両細胞で
突起長を比較したところ、有意差は認められ
なかった。次に様々な濃度（0、10、100、1000 
µM）の dbcAMP を試したところ、3日後の突起
を持つ細胞の割合と突起長は両細胞とも用
量依存的に大きくなったが、F1B-1 細胞の方
で突起を持つ細胞の割合が 1000 µM dbcAMP
投与により有意に高くなっており（F4-6 細胞
で 49%に対し、F1B-1 細胞で 81%）、突起長も
大きかった（図 2）。 
NGFによる細胞分化ではcAMPシグナル伝達経
路以外の経路も動員されるため、ICER による
CRE 遺伝子発現抑制の影響は他の経路により
補完されるが、dbcAMPによる細胞分化はcAMP
シグナル伝達経路を通じたCRE遺伝子発現調 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2 dbcAMP添加時の培養 3日での突起長 
 
節経路の関与が主となるので、ICER による転
写抑制の影響がみられたものと考えられる。 
(4) PC12 細胞への恒常的 ICER 過剰発現によ
る遺伝子発現変化の網羅的検索 
ICER過剰発現PC12細胞でみられるdbcAMPに
よる神経突起伸長の促進効果は、ICER の過剰
発現によって CRE 転写制御を受ける ICER 標
的遺伝子の発現が抑制されたことによるも
のと考えられるので、その標的遺伝子を同定
するために、DNA array（RT2 Profiler PCR 
array）を用いた網羅的な遺伝子プロファイ
リングを試みた。PCR array には PC12 細胞の
交感神経様細胞への分化に伴う遺伝子発現
変化に着目し、dopamine および serotonin 
pathway を選択した。 
この PCR array には、神経伝達物質受容体、
伝達物質代謝酵素（合成酵素と分解酵素）、
伝達物質トランスポーター、細胞内シグナル
伝達関連分子、dopamine および serotonin 標
的遺伝子、その他コントロール遺伝子を含め
計 96 種類の遺伝子が含まれる。サンプルは
tTA のみを導入した F4-6 細胞を対照として、
tTAおよびGFPと ICERを導入したF1B-1細胞
で、dbcAMP処理群と無処理群の計4群である。 
定量解析はΔΔCt 法を用いた。Ct 値はそれ
ぞれの増幅曲線の 2nd Derivative. Maximum 
法で求めた。まず、ハウスキーピング遺伝子
で あ る β -actin 、 β -2 microglobin 、
Hypoxanthine phosphoribosyltrasferase 1、
Lactate dehydrogenase、Ribosomal protein 
large P1 の Ct値の平均と各遺伝子の Ct値の
差分（ΔCt）を取り、次いで F4-6 細胞未処
理群のΔCtとF4-6細胞dbcAMP処理群、F1B-1
細胞未処理群、F1B-1 細胞 dbcAMP 処理群それ
ぞれのΔCt との差分をとった（ΔΔCt）。こ
れより、F4-6 細胞未処理群の遺伝子発現量を
1 とした時の各群の遺伝子発現量の比率を求
めた（=2^-ΔΔCt）。各群 n=3 で、F4-6 細胞
未処理群よりも 1.5 倍以上、あるいは 0.75
倍以下を遺伝子発現量の増減したものとし
て選別した。 
その結果を以下の表に示す。 
 
表 PCR arrayのデータ解析の結果抽出され
た発現量変動遺伝子 
 

dbcAMP

処 理 で

増 加 す

る 遺 伝

子 

Adenylate cyclase 2 (brain) 

Dual specificity phosphatase 1 

FBJ osteosarcoma oncogene 

Dopamine beta-hydroxylase 

Nuclear receptor subfamily 4, 

group A, member 1 

Nuclear receptor subfamily 4, 

group A, member 3 

Prodynorphin 

dbcAMP

処 理 で

減 少 す

る 遺 伝

子 

Arachidonate 12-lipoxygenase 

Brain-derived neurotrophic 

factor 

ICER 過

剰 発 現

で 増 加

す る 遺

伝子 

None 

ICER 過

剰 発 現

で 減 少

す る 遺

伝子 

Amyloid beta (A4) precursor 

protein 

Brain-derived neurotrophic 

factor 

Dopa decarboxylase 

FBJ osteosarcoma oncogene 

5-hydroxytryptamine 

(serotonin) receptor 2B 

Monoamine oxidase A 

Nuclear receptor subfamily 4, 

group A, member 1 

Nuclear receptor subfamily 4, 

group A, member 3 
 
ICER は転写抑制因子として働くと考えら
れている。予想通り細胞に恒常的に ICER
を発現させて増加する遺伝子は見出されな
かった。一方、細胞に恒常的に ICERを発
現させて減少する遺伝子は複数見出された。
dbcAMP処理によりPC12細胞で増加する
遺伝子にはノルアドレナリンの合成酵素
（Dopamine beta-hydroxylase）やダイノ
ルフィンが含まれるが、これらの遺伝子は
ICER 過剰発現により再現性の高い変動は



確認できなかった。しかしながら、PC12
細胞の中では機能未同定の最初期遺伝子で
ある Fos、NR4A1（Nurr77 あるいは
NGFIB）、NR4A3（NOR-1）が dbcAMP
処理により増加し、ICER 過剰発現により
減少することから、これらが ICER標的遺
伝子として PC12細胞の突起伸長を制御し
ている可能性が考えられる。 
本研究により、核内で転写抑制に働く
ICER がニューロンのモデル細胞（HT-22
細胞、PC12 細胞）の突起伸長や初代培養
海馬ニューロンの樹状突起スパインの形態
や密度に影響することが明らかになった。
このことは、ICER による情動記憶の固定
化がシナプスの構造可塑性の調節を介して
いるとの仮説を支持するものである。恒常
的に ICERを発現させた PC12細胞の遺伝
子発現をプロファイリングすることにより、
複数の ICERの標的遺伝子候補を見出した。
これらが cAMPによるPC12細胞の突起伸
長を調節する ICERの効果遺伝子となって
いる可能性が示された。今後、これらがニ
ューロンにおいてもシナプス構造可塑性の
調節因子として機能していることを ICER
変異マウスなどを用いて検証する必要があ
る。この研究によって、記憶固定化の生物
基盤の解明につながるとともに、認知症や
PTSDなどの精神疾患の病因解明や治療法
の開発の一助になると考えている。 
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