
得られた知見を哺乳類培養細胞モデル系に適用すること

で，上皮の内在性がん抑制システムの普遍原理が明らかに

なっていくと期待される．
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シナプスから核へのシグナリングとシナプ
ス活動依存的遺伝子発現：前初期遺伝子
Arc の発現制御メカニズムを中心に

１． は じ め に

他の多くの細胞種と同様に，神経細胞において細胞外シ

グナルに応答した遺伝子発現は，細胞の分化や生存，そし

て機能維持に根源的な意義をもつ．特に，脳の高次機能で

ある長期記憶の形成・保持には，行動や経験に応じた遺伝

子の新規発現・活性化が必須であることが明らかになって

きた．神経細胞は極めて複雑な形態をもち，細胞体，軸索

部，樹状突起部の三つのコンパートメントに大別される．

軸索部に存在する前シナプスから神経伝達物質が放出され

ると，樹状突起上の後シナプス膜表面の受容体がこれを受

け取り，細胞から細胞への情報の伝達が成立する．細胞の

情報伝達はマイクロドメインに情報伝達分子を集積するこ

とにより効率化されているが，脂質ラフトを用いた効率化

という戦略をとる一般的な体細胞と異なり，神経細胞では

シナプス前および後膜において高度に効率化されている．

中枢神経系の一つの神経細胞は数百から数万ものシナプス

をもち，複数の前シナプス細胞より時間的・空間的に統合

された複雑なパターンのシナプス入力を受ける．このよう

なシナプス入力がある一定の閾値を超えると，細胞体にあ

る核において遺伝子発現が引き起こされる．樹状突起は細

胞体から長く伸長しているため，シナプスから核までが数

百 µm以上も離れている場合もある．つまり，流動性のあ

る脂質ラフトがシグナル受容の中心である細胞種とは異な

り，神経細胞では細胞膜表面から核へのシグナリングは，

位置的に固定された，しかも，細胞体から遠く離れたシナ

プスから核へと伝えられなければならない（表１）．これ

はどのようにして実現されているのであろうか？ また，

シナプス活動は多種類（おそらく数百種以上）の遺伝子を

活性化しうることが知られており，その遺伝子産物の一部

は樹状突起や軸索のシナプスで機能するタンパク質であ

る．この場合，細胞体で産生された遺伝子産物は遠く離れ

たシナプス部位に輸送される必要があるが，これはどのよ

うな機構によるのであろうか？ このような神経細胞にお

けるシグナリングはまだ不明な点が多いが，いくつかのス

テップについては次第に明らかになりつつある．本稿では

我々が最近明らかにしたシナプス活動依存的な遺伝子発現
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調節に関する研究成果を中心に，最近の知見の紹介と今後

の課題について概説したい．

２． シナプスから核へのシグナリング

まず，シナプスが活性化されるとシナプス局所ではどの

ようなイベントが起こるのであろうか？ 中枢神経系の主

要な興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸は，後シナプ

ス膜上に存在するイオンチャネル型グルタミン酸受容体の

構造変化を引き起こし，チャネルを開口させる．グルタミ

ン酸受容体にはいくつかのタイプが知られているが，中で

も NMDA型受容体はカルシウム透過性が高く，このチャ

ネルによって細胞内に流入するカルシウムイオンがシグナ

リングカスケードの開始に重要な役割を果たしている１）．

また，グルタミン酸受容体によって引き起こされる膜の脱

分極に伴い，電位依存型カルシウムチャネルが活性化され

ることによってもカルシウムイオンの流入が引き起こされ

る．

このようなカルシウム流入によって活性化されるシグナ

図１ シナプス局所の活性化とシグナリング
グルタミン酸受容体を介したカルシウムイオンの細胞内流入がトリガーとなり，MAPキナー
ゼ系や CaMキナーゼ系の活性化を引き起こす．このシグナルはシナプス部位より遠く離れ
た細胞体・核へと伝えられ，神経活動応答性転写因子 CREBや SRF，MEF２等を活性化させ
る．また，神経細胞に特徴的なシナプス局所イベントとして，シナプス活動による樹状突起
mRNAの翻訳（局所タンパク質合成）制御が報告されている．
CaN：カルシニューリン；CaMKK：Ca２＋／カルモジュリン依存的キナーゼキナーゼ；CaMK-
IV：Ca２＋／カルモジュリン依存的キナーゼ�；RSK：リボソーム S６キナーゼ；MSK：
mitogen- and stress-activatedプロテインキナーゼ

表１ 一般的な体細胞（上皮様細胞）と神経細胞の膜表面から核へのシグナリングの相違

上 皮 様 細 胞 神 経 細 胞

細胞膜におけるシグナル受容
主な受容体 受容体型チロシンキナーゼ／Gタンパク質共役型受容体 イオンチャネル型神経伝達物質受容体
受容中心 脂質ラフト 後シナプス
受容位置 細胞表面全体で流動的 シナプス部位はほぼ固定

細胞極性・細胞内区分 少～中程度 強い極性（樹状突起，細胞体，軸索）
核へのシグナリング距離 数～数十 µm 数十～数百 µm
局所 mRNAの存在および翻訳 無・不明 有（樹状突起部）
遺伝子発現依存的な細胞応答 細胞増殖・分化 シナプスの機能変化・構造変化
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ル伝達系はいくつか知られているが，特に Rasや Rapな

どの低分子 Gタンパク質を介したMAPキナーゼ系や

Ca２＋／カルモジュリン依存的プロテインキナーゼ（CaMキ

ナーゼ）系の重要性が示されている１，２）（図１）．また，カル

シニューリン等のカルシウム依存的な脱リン酸化酵素の活

性化によるシグナル制御の重要性も示唆されている．

これらの複数のシグナル経路の使い分けや統合は，シナ

プス入力の時空間パターンや強度に依存している可能性が

高いと考えられるが，そのルールや法則は現在のところ不

明な点が多い．最近，我々はシナプス刺激によって CaM

キナーゼ経路の一つである CaMキナーゼキナーゼ

（CaMKK）-CaMKIV経路が活性化されることが長期シナプ

ス可塑性を引き起こすために必要であることを見いだし報

告している３）．また，より根本的な設問としては，シグナ

ル経路のどの段階で核にシグナルが伝わるのかという問題

がある．例えば，MAPキナーゼ経路の ERKやリボソーム

S６キナーゼ（RSK），mitogen- and stress-activatedプロテ

インキナーゼ（MSK），CaMキナーゼ系の一員である

CaMKIV等のリン酸化酵素は樹状突起・細胞体および核に

存在するが，これらのリン酸化酵素が細胞体で活性化され

た後に核へ移行しているのか，または核へ移行した後に活

性化修飾を受けるのかに関しては明らかではない．

３． 転写因子 CREBの活性化

シナプス局所より核へと伝えられたシグナルは次に転写

因子へと伝えられる．神経細胞における遺伝子発現調節因

子として最も研究が進んでいるのが転写因子 CREBであ

る．CREBは１３３番目にあるセリン残基がリン酸化される

ことにより活性化され，DNA結合配列である CRE

（cAMP-responsive element）からの転写を促進する４）．CREB

の Ser１３３のリン酸化はプロテインキナーゼ A（PKA）や

CaMKIV，また RSK／MSK等のさまざまなキナーゼによっ

て制御されうることが示されおり１，５），これら CREBキ

ナーゼの使い分けはシナプス刺激の条件に依存している可

能性が高い．CREBの Ser１３３のリン酸化が起こると，

CREB結合タンパク質 CBPが誘引され，また，CREBの

コアクチベーター CRTC（CREB-regulated transcription

coactivator）等と相互作用することにより，転写開始前複

合体が形成され，RNAポリメラーゼ II依存的な転写が促

進される．CREをプロモーター領域に含む CREB標的遺

伝子としては，代表的な前初期遺伝子である c-fos や

zif２６８（egr-１），脳由来神経栄養因子（bdnf）等が挙げら

れる．また，c-fos や zif２６８等，多くの前初期遺伝子プロ

モーター領域には serum-responsive element（SRE）が存在

する．この SREには転写因子 SRF（serum responsive factor）

が結合し神経活動依存的な遺伝子発現を制御する．CREB

と同様，SRFは Ser１０３等の残基がリン酸化されることに

より活性化される．神経細胞におけるリン酸化機構につい

ては CREB同様，MAPキナーゼおよび CaMキナーゼが関

与することが示唆されているが詳細は不明である．また

SRFのコアクチベーターとして Elk／Etsファミリータンパ

ク質やMKL（megakaryoblastic leukemia）ファミリータン

パク質が知られているが，これらの因子による制御機構に

はまだ不明な点が多く，今後の解析が待たれる．

４． Arcプロモーター領域に存在する SAREの発見

近年，我々はシナプス活動依存的な遺伝子発現のモデル

遺伝子として Arc（activity-regulated cytoskeleton-associated

protein，別名 Arg３．１）６）の解析を精力的に行ってきた．こ

の結果，Arc の発現は複数のシナプス―核シグナリングに

よって極めて巧妙に制御されていることが明らかになっ

た７）．この結果は，これまで主に研究されてきた c-fos や

bdnf 遺伝子の制御機構の知見と合わせて，今後の神経活

動依存的遺伝子研究の重要な基盤になると考えられる．な

お，紙面の都合上割愛するが，c-fos や bdnf の発現制御機

構に関しては他の優れた総説８，９）をご参照頂きたい．

４―１ 神経特異的前初期遺伝子 Arc

前初期遺伝子 Arc は，後シナプスに局在するタンパク質

をコードする神経特異的遺伝子であり，その産物はグルタ

ミン酸受容体のシナプス膜への発現を調節する働きをも

つ１０）．遺伝子改変マウスを用いた研究等により，Arc はシ

ナプス伝達効率の長期増強（long-term potentiation, LTP）や

長期抑圧（long-term depression, LTD）に関与すること，

また，空間学習課題や恐怖条件付けなど長期記憶形成・保

持に必須であることが明らかになってきた１１）．大脳におい

て Arc 遺伝子は外部から視覚・触覚などの生理的感覚刺激

が入ると速やかに発現誘導される性質をもち，この発現閾

値は個々の神経細胞の活動とよく相関している．このため

Arc は大脳の神経活動をマッピングするための分子マー

カーとして最も頻繁に使われている遺伝子の一つである．

このように，この数年で Arc 遺伝子の重要性を示す知見は

飛躍的に増えてきたが，一方，その発現制御機構に関して

はほとんど研究が進んでいなかった．

４―２ Arc 遺伝子の発現制御解析

このような背景のもとに，我々は Arc の発現制御機構の

解析に乗り出した７）．Arc 遺伝子は進化的に脊椎動物で保
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存されているが，その活動依存的な発現様式は大脳新皮質

の発達した哺乳類の間で特に保存されていると考えられ

た．そこで Arc 遺伝子の上流領域を異なる哺乳類のゲノム

間で比較したところ，転写開始部位より約１０kb程上流に

わたり進化的に保存された領域が散発的に存在した

（図２）．

我々は神経細胞の種類や，遺伝子導入法，培養条件，刺

激プロトコールなどを最適化することにより，神経依存的

な活性化を極めて鋭敏に定量解析することができるルシ

フェラーゼアッセイシステムを構築した．このシステムを

用いて我々は，まず，マウスゲノムにおいて Arc 遺伝子の

転写開始部位より約７kb上流までの領域があれば内在性

の Arc とほぼ同様の活動依存的な発現誘導パターンを示す

ことを見いだした．この７kbフラグメントを出発材料に

欠損変異体解析を行った結果，６．５k付近にある保存領域

に強いエンハンサー活性があることが判明した．さらに責

任領域を追求したところ，最終的に１００塩基ほどの短いエ

レメントに非常に強い活性があることが明らかになった．

このエレメントを Arc の転写開始部位付近の領域と組み合

わせると，ほぼ７kbのフラグメントと同等のシナプス活

動依存的な転写活性化を再現することを突き止め，これを

シナプス活動応答性エレメント SARE（synaptic activity-

responsive element）と名付けた７）．

SAREはどのような転写因子を介してシナプスからのシ

グナルを検知するのであろうか？ SAREの塩基配列を解

析した結果，CRE（様）配列と SRE配列が，転写因子

MEF２の結合部位であるMRE様配列を挟む形で隣接して

配置されていた（図２）．ゲルシフトアッセイおよびクロ

マチン免疫沈降（ChIP）アッセイにより，神経細胞の核

内において三つの転写因子 CREB，MEF２および SRFが

SAREに結合していることが示された７）．興味深いことに，

これら三つの転写因子結合部位に点変異を入れた変異体

SAREを用いてルシフェラーゼアッセイを行うと，いずれ

の結合配列への点変異でも転写活性が大きく低下すること

図２ Arc 遺伝子プロモーターの進化的保存領域と神経活動作動性エンハンサー SARE
前初期遺伝子 Arc の神経活動依存性を担うシスエレメントとして，CREB，MEF２，SRF結合配列が隣接した約１００bp程の
SAREが同定された（本文参照）．

８４４ 〔生化学 第８２巻 第９号

みにれびゆう



から，これら三つの転写因子が協同的に働く SARE複合

体の存在が示唆された．

また CaMキナーゼの阻害剤やMEK阻害剤によって

SAREによる転写活性化は顕著に抑制されることから，

SARE活動依存的な活性化には CaMK経路およびMEK／

ERK経路が必要であることが示唆され，CREBおよび

SRFがこれらのシグナル経路により活性化されるという

これまでの知見と一致する．しかしながら，CREB，SRF

およびMEF２の三つの転写因子が協同して一つの神経可

塑性調節遺伝子の発現誘導を制御するという例はこれまで

になく，SARE複合体の実体解明により，これまでにない

新しい遺伝子発現制御の分子機構が明らかになる可能性が

高いと考えられる．

なお，我々の報告の直後，UCSFの Finkbeiner研究室

は，我々とは独立にバイオインフォマティクスを駆使し

て，SAREに含まれる SREが重要な働きをしていること

を報告している１２）．しかし既知コンセンサス配列から若干

逸脱している SARE中の CREおよびMREの同定には，

配列検索アルゴリズムだけでは不十分で，古典的な生化

学・分子生物学的解析を丹念に実践して初めて解明できた

という点は興味深い．

５． 核からシナプスへ

前述の核へのシグナリングや活動依存的な遺伝子発現に

比べて，誘導された遺伝子がどのように神経の機能を変化

させるかという点，特に遺伝子産物がシナプスタンパク質

をコードしている場合，翻訳されたタンパク質がどのよう

にシナプスへ運ばれ機能しうるかという点に関しては現在

のところ研究が遅れている．特に，特定の樹状突起部位，

例えば以前に活性化されたシナプス部位特異的にどのよう

に遺伝子産物が運ばれるのか？という問いに対しての明確

な答えは得られていない．

神経細胞においては，ある種の mRNAの一部は細胞体

では翻訳されず，モータータンパク質により選択的に樹状

突起に輸送されることが知られる１３）．樹状突起に運ばれた

mRNAは樹状突起上やシナプス近傍でタンパク質に翻訳

されると考えられるが，この生理的意義に関しては統一し

た見解があるわけではなく，樹状突起 mRNAおよび局所

翻訳の生理機能解明は今後の大きな課題である．

６． お わ り に

本稿で概説したように，シナプス局所でのシグナルは細

胞体へ伝わり，新規の遺伝子発現という形の細胞全体の応

答を引き起こす．この局所から全体へいったん拡散したシ

グナルは，また（未同定の）フィードバックシグナルによっ

て再び局所へ収束し，シナプスでの変化，例えばシナプス

伝達効率変化の安定性制御を行うと考えられる．電気生理

学的手法による膨大な研究蓄積により，シナプスの変化は

活性化された部位特異的に限定されて起こることが知られ

ている．このためには，細胞全体に発現誘導された遺伝子

産物がシナプス局所の変化と相互作用することにより空間

的特異性を確保していると考えられるが，このメカニズム

の解明は現在の神経科学の大きな課題の一つである．これ

をうまく説明するものとして，シナプスタギング＆キャプ

チャー仮説が提唱されている１４）．すなわち，入力のあった

シナプス局所にはある種の刻印（タグ）が押され，その印

をもつシナプスのみが，細胞体から運ばれてきた可塑性関

連タンパク質を捕獲（キャプチャー）し，これによって入

力部位特異性が担保されるというものである．このような

シナプスタグおよび可塑性関連タンパク質の分子的実体に

ついてはまだその多くが不明であるが，最近，活動依存的

遺伝子産物である Homer-１a／Vesl-１sがこの条件を満たす

可能性のある分子であることが報告された１５）．今後の活動

依存的遺伝子発現の研究においては，発現制御機構の解明

に加え，シナプスタギング＆キャプチャー仮説の検証や分

子実体の探求，そして発現誘導された産物がどのようにシ

ナプス機能を制御するかという点を明らかにしていくこと

が必要であろう．
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ヒト人工染色体ベクターの利点とその応用

は じ め に

「外来遺伝子の発現を目的通りにコントロールした動物

細胞を効率よく作製する」ために，これまで種々の遺伝子

導入ベクターの開発が行われてきた．動物細胞へ遺伝子を

導入する方法には大きく分けて，ウイルスベクターを用い

る方法と，非ウイルスベクターを用いる方法がある．それ

らの遺伝子導入ベクターは，細胞に遺伝子を導入し，その

機能を解析するためだけでなく，医薬品の生産や遺伝子治

療のツールとしても用いられている．

汎用されているウイルスベクターとして，レトロウイル

スベクターやレンチウイルスベクター，アデノウイルスベ

クターなどがあげられる．レトロウイルスベクターやレン

チウイルスベクターを用いて遺伝子導入を行う場合，ウイ

ルスの感染効率が高いため，多くの細胞に遺伝子を導入で

きるうえ，染色体上に遺伝子が挿入されるため，遺伝子発

現を持続的に行う細胞クローンを得ることが可能である．

しかし，一方で，挿入された染色体部位による位置効果

（サイレンシング）や挿入されるコピー数のため，導入し

た遺伝子の発現量はクローン間で大きく異なる．また，ベ

クターは宿主染色体に組込まれるため，宿主染色体上の遺

伝子を破壊するなどの可能性がある１，２）．アデノウイルスベ

クターは感染効率が非常に高いという利点がある一方で，

細胞が分裂するたびに消失するため，遺伝子の発現は一過

性であるという欠点がある３）．センダイウイルスベクター

は，染色体に組み込まれず，遺伝子発現を比較的長く維持

できるため，高い遺伝子の発現能を示すうえ，一本鎖のマ

イナス鎖 RNAよりなるベクターゲノムは細胞質に留まる

ため宿主染色体に挿入されず，挿入変異などの危険性を回

避できるという利点があることから，遺伝子治療などへの

利用が期待されている４，５）．しかしながら，遺伝子の長期的

な発現を可能にするためには，より一層の発現の持続や，

ウイルスの反復投与が可能なベクターの構築が今後必要で

ある．

このようなウイルスベクターに共通していえることは，

導入できる遺伝子サイズが１０kb以下と小さく，特にセン

ダイウイルスベクターは５kb程度と，ウイルスベクターの

中でも特に小さい．よって，導入できる遺伝子サイズに制

約があるため，大きなサイズの遺伝子を導入することは困

難である．また，ヒトの遺伝子治療への利用に限れば，ウ

イルスベクターの免疫原性の問題や，遺伝子の挿入箇所に

よっては近傍のがん原遺伝子を活性化させる可能性も含ん

でいる．実際に，２００３年にヒト重症免疫不全の遺伝子治

療にウイルスベクターが使用されたが，ベクターの宿主染

色体への挿入によるがん（白血病）の発生が報告されてい

る６）．

一方，非ウイルスベクターとしては，リポソームを用い

た方法や，ヒト，動物，魚類の遺伝子構造の中に見られる
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