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研究成果の概要（和文）：神経分化のプロセスや成熟神経細胞の可塑性において、複数のタンパ

ク質の発現タイミングを同期的に制御し、またその発現量を微調整するために、RNA 結合タ

ンパク質が担う翻訳調節・mRNA 安定性制御など転写後調節が重要な働きをしていることが明

らかになった。本研究において、Musashi や Hu、Hzf など神経系に発現する RNA 結合タン

パク質の機能解析により、神経幹細胞から神経細胞への分化段階や成熟過程を転写後調節によ

り制御する機構が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Neural RNA binding proteins play important roles in the processes of 
brain development and maturation. Here we show that Hu, Hzf and Musashi control 
neuronal differentiation, RNA transport and neural stem cell maintenance, respectively, 
through the post-transcriptional regulation of messenger RNA in the embryonic and adult 
brain. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 3,500,000 0 3,500,000 

２００６年度 3,600,000 0 3,600,000 

２００７年度 8,000,000 0 8,000,000 
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総 計 31,600,000 0 31,600,000 
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１．研究開始当初の背景 
Hu タンパク質は、神経細胞特異的な発現パ
ターンを示す RNA 結合タンパク質で、ショ
ウジョウバエの神経細胞の分化と維持に
必須のタンパク質である ELAV と高い相同
性があることから、哺乳類の神経系の発生
および維持においても重要な機能を持つ

のではないかと考えられてきた。Hu タンパク
質ファミリーは神経細胞特異的に発現する
HuB HuC HuDおよびユビキタスに発現する HuA
からなる。三つの神経特異的 Hu タンパク質
は極めて相同性の高いアミノ酸配列を共有
することから同じ標的を制御していると考
えられており、それらの発現は脊椎動物の神



経発生過程において、神経幹・前駆細胞が
分裂を停止し神経細胞へ分化し始める初
期の段階で上昇し、成熟神経細胞において
も維持される（Okano HJ et al. J Neurosci. 
1997）。我々はマウス胚への電気穿孔法に
よる Hu 遺伝子の導入実験によって、生体
内で Hu タンパク質が神経系の重要な分化
促進因子として機能していることを示し
た(Akamatsu W et al. PNAS 1999)。これ
らの知見は Huが神経
分化に関わる複数の
因子の時間的、空間
的発現を統合的に調
節している可能性を
強く示唆しており、
Hu タンパク質が結合
する標的 mRNAおよび
タンパク質の同定、
遺伝子改変動物を用
いた解析により、Hu
による神経分化促進
機構の分子メカニズ
ムが明らかになると期待された。 
 RNA 結合蛋白質の Musashi(Msi)は、ショ
ウジョウバエの非対称性分裂制御因子と
して我々が同定し(Nakamura M et al. 
Neuron 1994)、さらに Msi が標的遺伝子で
あるttk69を翻訳レベルで抑制して神経系
の細胞の運命を決定することを明らかに
した(Okabe M et al. Nature 2001)。マウ
スにおいても相同性の高いMsiファミリー
タンパク質が２つ(Msi1,Msi2)同定され、
神経幹細胞に強く発現することが明らか
となった(Sakakibara S et al. J. Neurosci 
1997)。マウス神経幹細胞において Msi1 は
標的遺伝子 m-numb の翻訳抑制を介して、
神経発生や分化を制御するNotchシグナル
を促進的に調節し、神経細胞の分化抑制に
関与する(Imai T et al. Mol Cel Biol 2001)。
また Msi1 欠損マウスは上衣細胞付近の細
胞の増殖異常による先天性水頭症を呈し
て生後数週間で死亡するが、ノックアウト
マウス由来神経幹細胞のNeurosphere形成
能の解析より、神経幹細胞の維持のために
は Msi1だけでなく Msi2も不可欠な役割を
担 っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た
(Sakakibara S et al. PNAS.  2002)。 
 小脳プルキンエ細胞におけるシナプス
可塑性（長期抑圧、Long Term Depression, 
LTD）には、イノシトール 3リン酸受容体 1
型（IP3R1）が重要な働きをしていること
が知られており、しかも IP3R1 の mRNA が
プルキンエ細胞の樹状突起に輸送される
ことが明らかになっている。しかしこの樹
状突起への mRNA 局在化の分子機序は不明
であった。我々は expression library 
screeningによって IP3R1 mRNAの 3'UTRに

結合する因子を検索し、 RNA 結合タンパク質
Hzf (hematopoietic zinc finger)を同定し
た． Hzf は 3個の C2H2 型 Zinc-Finger motif
を有するタンパク質で、中枢神経系において
は IP3R1 とほぼ同様に小脳プルキンエ細胞、
海馬、大脳皮質ニューロンなどで強い発現が
認められる。これまでに我々は、小脳プルキ
ンエ細胞において Hzfが細胞質のみならず樹
状突起にも局在していることを示しており、
遺伝子改変動物を使った in vivo 解析により
Hzf の脳における機能の詳細を明らかにでき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
発生過程において細胞分化に関わる多くの
タンパク質の発現制御が転写後調節によっ
て行われていることが明らかになってきた。
さらには、神経系のシナプス可塑性において
シナプス領域における局所翻訳が重要な役
割を果たすことが示唆されている。これらの
現象において、RNA の非翻訳領域に含まれる
制御配列の情報、ひいてはその配列に結合す
るタンパク質がそれぞれの遺伝子産物の生
成・消去のタイミングや発現場所を調節して
いると考えられている。我々は、中枢神経系
において強く発現する RNA結合性タンパク質
を基軸に神経発生の制御機構およびシナプ
ス可塑性の遺伝子の転写後レベルでの調節
機構の解析を行ってきた。本研究は、脊椎動
物の神経発生過程において時間的、空間的に
極めて限定された発現様式を示す RNA結合タ
ンパク質 Musashi、Hu の機能を解析すること
によって、神経の発生・分化における転写後
発現調節機構の複雑なネットワークの一端
を明らかにするとともに、小脳プルキンエ細
胞における樹状突起への RNAの輸送に関わる
RNA 結合タンパク質 Hzf による、RNA の樹状
突起への輸送機構と局所における翻訳調節、
長期抑圧現象、運動学習の制御機構を分子レ
ベルで解明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
RNA 結合蛋白質 Hu、Hzf および Musashi-1 に

ついて、神経幹・前駆細胞、成熟神経細胞に

おける機能を分子・細胞・個体レベルで詳細

に解析した。それぞれについて、プロテオミ

ックスを用いた各 RNA結合蛋白質を含む複合

体の同定および結合タンパク質の探索、標的

RNA の同定を行った。また各 RNA 結合蛋白質

の遺伝子ノックアウトマウスを作成し、それ

らの動物の形質解析を行うことにより、生体

における機能を解析した。 
 
４．研究成果 
神経分化過程において機能するさまざまな
転写因子群やシグナルトランスダクション



関連因子、神経栄養因子受容体、細胞骨格
タンパク質などのタンパク質の発現は緻
密かつダイナミックに制御されている。各
因子の発現の順番や発現量、さらにはその
ON-OFF のタイミングまでもがきわめて厳
密に規定されており、逆にその統制が少し
でも乱れると分化のプロセスが止まって
細胞死が起こり、神経細胞の数や脳の構築
に異常をきたすことが知られている。この
５年間に我々が行った研究により、極めて
速いスピードで進行する神経分化のプロ
セスや成熟神経細胞の可塑性において、複
数のタンパク質の発現タイミングを同期
的に制御し、またその発現量を微調整する
ために、RNA 結合タンパク質が担う翻訳調
節・mRNA 安定性制御など転写後調節が重要
な働きをしていることが明らかになった。

Musashi や Hu、Hzf など翻訳調節を調節す
るRNA結合タンパク質の機能の詳細が解明
されることにより、神経幹細胞から神経細
胞への分化段階や成熟過程を制御する分
子機構が明らかになるだろう。 
（１） Huタンパク質のin vitro, in vivo
における機能解析 
①Hu 結合因子の解析 
 Hu タンパク質と複合体を形成する因子
の精製および質量分析による同定を試み、
hnRNPK (RNA 結合タンパク質)および
NF45(RNA 結合タンパク質複合体サブユニ
ット)が全長 Huタンパク質と RNA非依存的
に直接結合することを明らかにした。
hnRNPK は Hu に結合するのみならず、Hu の
細胞周期抑制機能および神経分化促進機
能の両方を量依存的に阻害することがわ
かった。さらに Hu の下流標的分子であり
Hu によりタンパク質発現が促進されるこ
とが知られる CDK抑制因子 p21CIP1mRNAの
翻訳に対しても、hnRNPK が抑制的に働くこ
とが示された。より詳細な解析により
hnRNPKがp21CIP1mRNA 3’UTR中のCU-rich
配列に特異的に結合することによって翻
訳を制御することが明らかとなった。これ
らの結果は、神経幹・前駆細胞の分裂から
神経分化へのスイッチングが、拮抗的に働
く二つのRNA結合タンパク質によって制御
されていることを示している（Yano et al. 
JBC 2005）。Hu と複合体を形成するもう一
つの因子である NF45 は, Double-strand 

RNA 結合タンパク質 p110 (NF90)と結合する
ことが報告されている。我々は生化学的手法
を用いて Hu と NF45/p110 が細胞質において
３者複合体を形成することを明らかにした。
NF45、p110ともに胎生期マウス脳の cortical 
plate において高発現し、ニューロンにおい
て Hu と共局在すること、マウス胎児大脳皮
質抽出液より免疫沈降により in vivo におい
ても Hu/p110/NF45 複合体が形成されること
が明らかなった。また、Hu と NF45/ NF90 の
共通標的と考えられる p21 mRNA に対する
NF45/NF90 複合体の影響、および Hu との機能
的相互関係を明らかにするためレポーター
アッセイを用いて検討したところ、NF45/ 
NF90 は p21 mRNA 3’UTR 依存的に翻訳を促進
し、さらに Hu を共発現させることにより p21
の発現に対して共役的に働くことが示され
た。これらの研究結果により、Hu、hnRNPK、
NF45/NF90 など複数の RNA 結合タンパク質が
神経細胞において共通の標的 mRNA の発現に
対し共役的もしくは拮抗的に働き、結果的に
それらの因子の機能的バランスが神経幹／
前駆細胞の分裂・分化のスイッチングを制御
していることが強く示唆された。 
②HuD splice variant の機能解析 
 HuD には、3 つの RNA 認識領域 (RNA 

 

ウトマウスの解析   

神

recognition motif: RRM)のうち、RRM2と RRM3
の間で配列の異なる 3 種の splice variant 
(sv1、sv2、sv4)が存在する。初代神経上皮
細胞を神経細胞へ分化誘導したところ、
HuD-sv1、sv2 は常に発現していたのに対し、
HuD-sv4 は分化誘導初期にのみ発現し、その
後消失することがわかった。同細胞において
HuD を過剰発現させたところ、HuD-sv1 は神
経細胞への分化を誘導したのに対し、
HuD-sv4 は殆ど誘導しなかった。また、細胞
内局在の解析から HuD-sv1は細胞質に存在す
るのに対し、HuD-sv2、HuD-sv4 は細胞質と核
の両方に局在することがわかった。核移行シ
グナル(NLS)を付加した HuD-sv1 では神経突
起伸長誘導活性が減弱し、核輸送シグナル
(NES)を付加した HuD-sv4 は同活性が増強し
たことから、細胞質への局在が神経突起伸長
誘導の重要な要素であることが示唆された。
一方、N1E-115 細胞に対する細胞増殖抑制活
性は HuD-sv2 および sv4 が sv1 より強かった
(sv4> sv2> sv1)。以上の結果から、HuD-sv1、
sv2 は常に発現して神経細胞の分化に寄与し
ているのに対し、HuD-sv4 は神経分化過程の
限られた期間にのみ発現して増殖抑制に働
いている可能性が示唆された（Hayashi et al.
in preparation）。 
③Hu 遺伝子ノックア
HuD のノックアウトマウスは胎生期に三叉
経の発達に異常が認められる上、成体マウ

スは失調様運動障害を呈し、野生型に比べ寿
命が短いことが明らかとなった。また野生型



と比較してノックアウトマウス由来神経
幹細胞は自己複製能の増強が見られ、逆に
神経分化能が低下していることが明らか
となった。さらに BrdU/IdU 二重標識法に
よりマウス胎児大脳皮質における分裂細
胞プロファイルを詳細に調べたところ、ノ
ックアウトマウスにおいては分裂休止細
胞の数が減少し、逆にゆっくりと分裂する
細胞が増加しており、in vivo においても
Hu が細胞周期を抑制し神経分化を促進す
る機能を持つことが示された（Akamatsu et 
al. PNAS 2005）。また HuD ノックアウトマ
ウス神経系において Hu の標的の一つと考
えられてきた GAP-43 mRNA の安定性が低下
していることがわかり、GAP-43 mRNA が真
の標的であることが示された（Bolognani 
et al. Neurochem Res 2007）。 
 一方、成熟神経細胞における Hu タンパ
ク質の機能についてはこれまで詳細な研
究が進んでおらず、我々は HuC ノックアウ
トマウスを用いて成体マウスにおける Hu
の機能の解明を試みた。HuC ノックアウト
マウスは正常に成長し、生後３ヶ月までは
神経系に解剖学的異常は見られなかった
が、生後 7ヶ月において下肢運動機能の異
常及び身体の震え、歩行障害など典型的な
小脳失調症を呈することを見いだした。成
体マウス小脳のプルキンエ細胞ではHuCが
発現しているが、HuB、HuD の発現は極めて
低く、HuC が成体プルキンエ細胞において
特異的な機能を担っていることが予想さ
れていた。HuC ノックアウトマウスの小脳
においてプルキンエ細胞の数や大きさ及
び、その樹上突起に顕著な異常は見られな
かったが、カルビンジン染色を行ったとこ
ろ、プルキンエ細胞の軸索がビーズ状に肥
大する形態異常が観察された上、プルキン
エ細胞から小脳核に投射された軸索の数
が顕著に減少していることがわかった。こ
れらの異常は生後8週齢では見られないこ
とから、成体小脳において遅延性に軸索変
性が起こったと考えられる。電子顕微鏡に
よる詳細な形態解析を行った結果、顆粒細
胞層ではビーズ状に肥大した軸索にミト
コンドリアが貯留している様子が観察さ
れた。またプルキンエ細胞樹状突起を観察
したところ、ノックアウトでは滑面小胞が
異常に集積している様子が観察された。さ
らに成体プルキンエ細胞におけるHuCの機
能について、その分子機序を明らかにする
ために RIP-Chip 法を用いて、HuC に特異的
に結合するRNAの探索を行い成体小脳にお
ける標的候補因子を複数同定した。以上の
結果はHuCがプルキンエ細胞の軸索の機能
維持において、極めて重要な機能を持つこ
とを強く示唆しており、本マウスの詳細な
解析は遅発性小脳変性疾患の発生機序を

考える上でも重要なモデルとなる可能性が
あると考えられる。 
 
（２）Hzfの同定と機能解析 

るシナプス可

 

３）Musashiの機能解析

 小脳プルキンエ細胞におけ
塑性（長期抑圧、Long Term Depression, LTD）
には、イノシトール 3 リン酸受容体 1 型
（IP3R1）が重要な働きをしていることが知
られており、しかも IP3R1 の mRNA がプルキ
ンエ細胞の樹状突起に輸送されることが明
らかになっている。しかしこの樹状突起への
mRNA 局在化の分子機序は不明であった。我々
は expression library screening によって
IP3R1 mRNA の 3'UTR に結合する因子を検索し、
RNA結合タンパク質 Hzf (hematopoietic zinc 
finger)を同定した． Hzf は 3 個の C2H2 型
Zinc-Finger motif を有するタンパク質で、
中枢神経系においては IP3R1 とほぼ同様に小
脳プルキンエ細胞、海馬、大脳皮質ニューロ
ンなどで強い発現が認められる。小脳プルキ
ンエ細胞においては、Hzf が細胞質のみなら
ず樹状突起にも局在していることが明らか
となっている。さらに、Hzf 遺伝子ノックア
ウトマウスを解析した結果、ホモ接合体にお
いて振戦、姿勢異常をはじめとした特徴的な
小脳失調様の神経症状を認めた。このマウス
の中枢神経系における IP3R1の発現挙動を調
べたところ、小脳プルキンエ細胞の樹状突起
に局在するIP3R1 mRNAが著しく減少している
ことが明らかになった。さらに Hzf が刺激依
存的な IP3R1 mRNA の翻訳調節に関わってい
ることを強く示唆する知見を得た（iijima et 
al. PNAS 2005）。Hzf ノックアウトマウスに
見られる運動異常等ついてより詳細な行動
解析を行った結果、自発運動の低下、姿勢維
持異常、回転棒試験における運動異常が認め
られた。Wire-hanging test の結果はほぼ正
常であったことから、Hzf ノックアウトマウ
スに認められる運動異常は筋力の低下によ
るのではなく、中枢神経系の障害によるもの
であることが示された。また連合学習の一つ
である瞬目反射条件付けにおいても有意な
異常が観察された。この結果は Hzf ノックア
ウトマウスが小脳依存的運動学習を担う神
経回路のどこかに障害があることを示して
いる。一方、Hzf は海馬 CA1, 2 領域の神経細
胞にも発現していることが知られているが、
Y-maze task など海馬依存的空間学習には異
常が認められなかった。以上の結果から、Hzf
が小脳依存的運動学習の形成過程に重要な
働きを担っていることが明らかとなった
（Iijima et al. Neurosci Res 2007）。 
 
（  

過程における
①Musashi1 の生化学的解析 
 神経幹細胞および神経分化
Msi の機能の分子機構を明らかにするために、



プロテオミックスを用いて Msi１に結合す
るタンパク質を探索し、翻訳開始因子の一
つ PABP（Poly (A)-binding Protein）に結
合することを示した。Musashi1は標的mRNA
の 5’-Cap に形成される基本翻訳因子複合体
のkey moleculeであるeIF4Gの機能を部分阻
害し、自らのRNA 結合ドメインにより特異的
に結合した mRNA の翻訳を抑制する働きを有
する。この翻訳抑制は、Musashi1がeIF4Gと
競合して PABP に結合することにより起こる
ことを明らかにした。また、この翻訳抑制で
は、80S ribosomal complex の形成が阻害さ
れているが、48S pre-initiation ribosomal 
complex の形成は阻害されないことが明らか
になった。Musashi1による翻訳抑制は、基本
翻訳因子の eIF4G, PABP を標的とするため、
的確に制御される必要があるが、我々は翻訳
抑制解除の分子機構がProtein Kinase Cによ
るリン酸化に起因し、RNA 結合能の低下を招
くことによって下流標的遺伝子の翻訳抑制を
スイッチオフしていることを見出した。他の
Musashi1 制御蛋白質を明らかにするために
行われた共沈降蛋白質同定の結果、RISC複合
体因子である Argonaut2 (Ago2)と Musashi1
は同一複合体に存在し、細胞内でも共局在し
ていることが明らかとなり、Musashi1による
翻訳抑制は miRNA を介した経路も介している
可能性が示唆された。 
②Musashi2 遺伝子ノックアウトマウスの

相 同 性 の 高 い 配 列 を
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