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１．はじめに 

多くの体細胞種と同様に、神経細胞においても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。しかしながら記

憶形成過程において、どのようなシグナルがどのような因子を介してどのような遺伝子の発現を誘導すること

が重要であるかという点に関しての詳細はいまだ不明である。これまでに遺伝子改変マウスを用いた研究や

大脳の遺伝子マッピング等の結果からいくつかの仮説が提唱されてきた（Tokuyama et al., 2000; 

Chowdhury et al., 2006; 奥野, 2010）。なかでも Arc 遺伝子は生理的な刺激に対して極めて高い発現誘導

性を示し、またノックアウトマウスやアンチセンスオリゴ法などによる遺伝子発現阻害によって記憶形成障害

や長期増強（LTP）等のシナプス可塑性が障害されることから、この遺伝子は大脳における記憶形成機構に

関与していると考えられており、現在もっとも注目を集めている神経特異的活動依存的遺伝子の一つであ

る。 

我々は近年、Arc 遺伝子の高い発現誘導性に注目し、その分子機構解析も進めてきた。バイオインフォ

マティクスおよび培養神経細胞を用いた転写活性化の定量解析法を用いることにより、マウスゲノムにおい

てArcの転写開始部位より約７kb程の上流領域に強い神経活動依存的なプロモーター活性を持つエレメン

トが存在することを発見した。シナプス活動応答性エレメント SAREと名付けたこのエレメントは①100bp程度

で十分な活性を持つこと、②活動依存的転写因子であるCREB, SRF, MEF2の結合配列を有すること、③活

性化にはカルシウム・カルモジュリンキナーゼ(CaM キナーゼ)経路および MAP キナーゼ経路が関与してい

ることを明らかにした（Kawashima et al, 2009; Inoue et al., 2010)。 

本研究では、我々が同定した SARE のシナプス活動依存的な活性化機構を利用した様々な遺伝子発

現レポーターシステムを構築することにより、マウス・ラット大脳において学習・記憶等の脳高次機能に関連

する神経ネットワークを可視化・同定することを目標とする。この活動依存的神経特異的レポーターによって

標識される神経細胞群は電気生理学的手法や分子生物学的手法による解析が可能であり、分子から細胞、

回路レベルでの縦断的研究を行うことができることが期待される。 

 

２．方法 

２－１ 活動依存的・神経特異的発現プロモーターの最適化 

これまでに単離された Arc プロモーターおよび SARE フラグメントの最適化を行い、GFP や RFP 等の

蛍光タンパク質およびルシフェラーゼ等の発光タンパク質をレポーターとした遺伝子発現レポーターシス

テムの構築を行った。これらレポーターをラット大脳初代培養神経細胞にエレクトロポレーション法により導

入し、この神経細胞にシナプス刺激を与えることにより活動依存的遺伝子発現を検出・定量した。 
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神経活動依存的遺伝子発現ウイルス
レポーターによるマウス視覚野神経
活動の検出 
 
SARE を用いた活動依存的遺伝子発
現レポーターウイルスを感染させた
大脳皮質神経細胞は感覚入力に応答
して GFP を発現する。 

２－２ ウイルスベクターによる感染実験 

最適化した遺伝子発現レポーターを個体動物へ効率良く導入するために、レンチウイルスベクターお

よびアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターへレポーターの組込みを行った。これらウイルスを in utero 

infection 法およびガラスマイクロピペットによる微量注入によりマウス大脳に感染させた。 

２－３ トランスジェニックマウス 

ウイルスに依らない個体動物への遺伝子導入として、遺伝子発現レポーターを用いてトランスジェニッ

クマウスを作製した。この蛍光タンパクレポーターまたは発光タンパクレポータートランスジェニックマウス

を用い、個体動物の大脳における神経活動依存的な遺伝子発現を検出した。本研究においては、視覚

入力刺激に伴う遺伝子発現の変化を観察した。 

 

３．研究成果 

３－１ 遺伝子発現レポーターウイルスの構築 

まず大脳神経細胞において神経活動に応答した遺伝子発現を

可視化するためのレポーターウイルスの作成を行った。我々は

こ れ まで既に SARE と最小活動依存プロモ ータ ー

（SARE-ArcMin）を連結した活動依存プロモーターの下流で蛍

光蛋白 GFP を発現させるレポーターレンチウイルスの作製し、

このウイルスを母胎内のマウス胎児脳室に注入・感染させること

により活動依存的な遺伝子発現を可視化することに成功してい

る（右図, Kawashima et al., 2009）。今回我々は、このウイルスを

基に更なる改変を施し、改良型高感度レポーターウイルスを作

成することに成功した。このウイルスを用いることにより生理的

条件での神経活動依存的な遺伝子発現を感度良く検出するこ

とが可能となった。 

 

３－２ 遺伝子発現レポータートランスジェニックマウス 

最適化したArcプロモーターの下流にGFPの改良型蛍光タンパクVenus cDNAを配置したトランスジェニ

ックマウスを作製した。このマウスを２日間暗所飼育した後に明環境に２時間暴露したところ、大脳一次視

覚野において Venus 発現細胞が多数観察された。対照である暗所飼育群では視覚野における Venus 発

現細胞はほとんど認められなかった。同様の結果は発光タンパクであるルシフェリンをレポーターとしても

つトランスジェニックマウスにおいても得られた。発光イメージングは低侵襲に行えるため、本トランスジェ

ニックマウスを用いることにより遺伝子発現の経時変化を長期的にモニターすることができるを可能性が示

された。 

 

４．まとめ 

Arc 遺伝子産物は神経可塑性に必須の役割を持つことから、本研究成果のレポーターによって標識さ

れた神経細胞群は、単純に神経活動の反映したものというよりも、可塑的な変化を起こしている神経細胞群
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を反映していると考えることができる。今回開発されたウイルスベクターおよびトランスジェニックマウスによ

って可視化した神経細胞は十分なシグナル強度を持つことが確認され、これら細胞を脳スライスやインビボ

標本において電気生理学的手法や分子生物学的手法によって単一細胞解析を行うことが十分可能である

と考えられる。また、従来遺伝子操作可能な実験動物にしか応用できなかった遺伝子発現のリアルタイムモ

ニタリング・マッピングという手法をウイルスを用いることによって、げっ歯類以外の哺乳動物への応用の可

能性を示唆できた意義は大きいと考える。 
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