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研究成果の概要（和文）：sMarf1の新規ターゲット候補分子を同定し、マウス・ヒト神経幹細胞の神経分化に関
与する分子メカニズムを解明するために、RIP-Chip法を用いて新規ターゲット候補分子のmRNAの同定を試みた。
sMarf1に結合する RNAをmicroarray(Chip)によって同定した。候補分子 について、sMarf1の過剰発現によっ
て、それらの分子が低下するかどうか検討したが発現低下はなかった。  さらに、RNA-seq解析によって、複数
の分子ターゲッ トを同定した。しかし、real time PCR法で確認したが、発現低下が認められなかったため、タ
ーゲット分子の同定は極めて困難であると結論づけた。  

研究成果の概要（英文）：　　In order to identify new target molecules of sMarf1 and to elucidate the
 molecular mechanisms involved in the neural differentiation of mouse and human neural stem cells, 
we attempted to identify mRNA of new target molecules using the RIP-Chip method. The RNAs that bind 
to sMarf1 were identified by microarray . Subsequently, we examined whether the overexpression of 
sMarf1 decreased the expression of the candidate molecules.  However, there was no decrease in their
 expression.   In addition, we identified several molecular targets by RNA-seq analysis, but since 
no decrease in expression was observed by real time PCR, we concluded that the identification of 
target molecules was extremely difficult.    
　We also generated human disease-specific iPS cells of 16p13.11 microduplication and analyze their 
neural differentiation potential. We evaluated the neural differentiation ability of the cells, but 
found no change.  

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経新生　sMarf1　16p13.11　iPS 細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、sMarf1の結合RNAを探索する実験は、失敗に終わった。RNA結合タンパク質のターゲット分子を同
定する方法として、最近の大規模な研究によっても、Marf1のターゲットは未だ同定に至っていない。(nature 
2020 Van Nostrand et al) この大規模な研究では、５つの大きな実験をおこなっているが、その中の可能な限
りの２つの実験を行ったが、同定することはできなかった。また、16p13.11iPS細胞から分化させた神経細胞の
神経分化能を評価したが、大きな変化はなかった。 今後は、神経分化能のみならず、神経細胞の形態に着目し
た研究を行っていきたいと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
a)16p13.11 微小重複症 
 遺伝子のコピー数重複は，染色体全ての変異（例:21 トリソミー）が有名であるが、もっと小

さな数キロベースの小さな変異まで多岐にわたる。微小重複と呼ばれる 1-3 メガベース程度の小

さな遺伝子の重複が疾病の発症を引き起こす遺伝子変異として確立され、多くが重複内の原因

遺伝子の過剰がその原因と考えられている。 
 16p13.11 微小重複は Ullmann らにより 2007 年に初めて記載され、当初は、自閉スペクトラム

症との関連が報告されたのみであったが、引き続いて知的能力障害との関連、注意欠如多動症と

の関連や、統合失調症との関連が証明された。これらにより、同じ 16p13.11 という微小重複が

原因となり、それぞれの患児の脳発達に異常を来し、様々な精神疾患を発症することが示された。 
 
b) RNA 結合タンパク質 Marf1 
  Marf1 は、研究協力者の Su らによって発見された RNA 結合タンパク質で、卵子型のアイソ

フォームはターゲット RNA を分解し、卵母細胞から卵子への分化に必須である。我々は、その

体細胞型のアイソフォームである sMarf1 について研究を行い、神経幹細胞からの神経分化を制

御する分子として報告した。（Fujitani M. Mol Psy 2017, Kanemitsu Y. Sci Rep 2017）。しかし、未だ

に詳細なメカニズムについては不明である。 
 
c) 16p13.11 微小重複症モデル動物 
 申請者らは合計３つの研究を行い（Zhang S. Sci Rep 2014, Fujitani M. Mol Psy 2017, Kanemitsu 
Y. Sci Rep 2017）神経細胞の分化に関わる分子を新たに２つ同定した。 
 また、申請者は 16p13.11 微小重複症モデル動物を作製した。（Fujitani M. Mol Psy 2017）この

モデル動物は、sMARF1, MIR-484, NDE1 という３つのヒト遺伝子のゲノムを含む領域を、マウ

スゲノム内に挿入し、3 つの遺伝子に絞り込んで重複を作製したものである。このモデル動物は、

社会性の異常と共に、多動を示し、胎児期に放射状グリア（神経幹細胞）からの神経分化の異常

を来した（Fujitani M. Mol Psy 2017）。しかし、最終的に、miR-484 か sMarf1 のどちらが候補遺伝

子かを明確に決定することはできなかったため、sMarf1 に着目して研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、『sMarf1 が神経分化を制御する仕組みをマウス・ヒト神経幹細胞内で解明』

し、『16p13.11 微小重複の疾患特異的 iPS 細胞の神経分化に関する表現型が sMarf1 の重複によ

ることを証明』する事である。  
 16p13.11 微小重複症の研究において、核心をなす学術的に最も大きな問いは、『16p13.11 微小

重複による神経発達症の原因遺伝子はなにか』である。 
 本研究では、この問いを段階的に解明することを想起した。まず、sMarf1 が神経幹細胞の神経

分化を制御する仕組みについて、マウス、ヒト神経幹細胞の両方において解明する。そして、

16p13.11 微小重複の疾患特異的 iPS 細胞の神経分化に関する表現型が sMarf1 の重複によること

を証明し、原因遺伝子にせまる。 
 
３．研究の方法 
① sMarf1 の新規ターゲット候補分子を同定し、マウス・ヒト神経幹細胞の神経分化に関与する

分子メカニズムを解明する。 
A) RIP-Chip法を用いて sMarf1 の新規ターゲット候補分子の mRNA 結合部位を同定する。 
  RIP(RNA免疫沈降法)を行い、sMarf1に結合するRNAをmicroarray(Chip)によって同定する。

具体的には、N末端側の RNase活性を欠失させ変異型 sMarf1 (ΔNsMarf1)を作製し、それを、

C17.2 マウス多能性神経幹細胞様細胞に過剰発現し、ターゲットとなる RNA を RIP法により

回収。microarray によって、コントロールと比較する。 
B) 候補分子についてターゲット RNA であることを証明する。 
  次に、実際、Marf1が存在しないと、ターゲットRNAが安定化するのか、Marf1をCRISPR/Cas9

発現ベクターによりノックアウトした C17.2 細胞を用いて、ターゲット RNA を定量評価す

る。更に、Marf1 を過剰発現すると、神経細胞への分化が促進される(Kanemitsu Y. Sci Rep 2017)



 

 

ことが、マウスの脳内で確認されている。Marf1 が過剰にある状態で、Magoh などのターゲッ

ト分子によるレスキューが可能か in vivo で検討する。 
C) ヒト iPS 細胞から分化させた神経幹細胞で sMarf1 の機能を解析する。 

 最近では、ヒト iPS 細胞からの誘導は様々な問題点が克服されつつある。連携研究者の赤

松らによって確立された方法であるヒト ES/iPS 細胞からの前脳特異的な分化誘導方法

(Imaizumi 2015 Stem cell Rep)等を用いて、前脳の Pax6陽性放射状グリアへ分化誘導を行う。

sMarf1 発現ベクターで sMarf1 を過剰に発現させる。免疫染色法により、神経細胞のマーカー

Tuj1等を用いて、神経細胞への分化を解析する。 
② 16p13.11微小重複症のヒト疾患特異的 iPS細胞を作製その神経分化能を解析する。 
A) 研究分担者と共に、16p13.11微小重複症患者の疾患特異的iPS細胞を作製する。 

 16p13.11微小重複症患者家系は、愛知県心身障害者コロニー中央病院の共同研究者によっ

て外来フォローを受けている。全ての施設において倫理委員会で承認を受け、同意書をえた

後に、採血後、血液を輸送し、iPS細胞作製は、CiRAの斎藤准教授に依頼して作製する。 
 

B) 16p13.11微小重複症由来iPS細胞の神経分化異常を同定する。 
 これまで、我々は、16p13.11微小重複症モデルマウスにおける神経分化異常を証明した

（Fujitani M Mol Psy 2017）。従って、16p13.11微小重複症由来iPS細胞(16dup-iPS細胞)におい

ても、神経細胞への分化が亢進すると予想される。①の誘導法を用いて免疫染色法で確認す

る。 
 

③ 16dup-iPS細胞の神経分化異常をMarf1のノックダウンにより、その異常が消失するか検討す
る。 
 最後に、Marf1 の過剰が 16dup-iPS 細胞の分化異常の原因となる可能性が高い。こちらも、

Marf1 遺伝子を shRNA ベクター, CRISPR/ Cas9 ベクター等によりノックダウンすることで、

16dup-iPS 細胞由来の神経幹細胞の上記の分化異常をレスキューできれば、Marf1 が、16p13.11
微小重複症の神経発達症原因遺伝子である可能性が高まる。 
 

４．研究成果 
① sMarf1 の新規ターゲット候補分子を同定し、マウス・ヒト神経幹細胞の神経分化に関与す

る分子メカニズムを解明する。 
A) RIP-Chip法を用いて sMarf1 の新規ターゲット候補分子の mRNA 結合部位を同定する。 
  RIP(RNA免疫沈降法)を行い、sMarf1 に結

合する RNA を microarray(Chip)によって同

定した。具体的には、N末端側の RNase活
性を欠失させ変異型 sMarf1 (ΔNsMarf1)を
作製し、それを、C17.2 マウス多能性神経幹

細胞様細胞に過剰発現し、ターゲットとな

る RNA を RIP法により回収。microarray に

よって、コントロールと比較した。（右図）

に示すように、この中で、最も結合度の高

い Magoh 遺伝子は、脳発生に極めて重要な

遺伝子で、染色体分配、神経幹細胞の増殖を Lis1 遺伝子の上流として制御することが知られ

ている(Sliver DL. Nat Neuro 2010)。 
B) 候補分子についてターゲット RNA であることを証明する。 
 候補分子 について、sMarf1 の過剰発現によって、Magoh,Fzd1 などの分子の mRNA の安定性

や発現が低下するかどうか検討したが、結果的に、変化は認められなかった。 
 

④ バックアッププランとして計画していた胎生 15 日齢のマウス大脳皮質より培養した皮質神

経細胞に sMarf1を過剰発現することで、ターゲットとなる分子の同定を試みた。具体的には、

oMarf1 の変異型の報告(Yao QQ. PNAS 2018)では、D272A 変異により、RNase活性が消失する。

そこで、この変異の部位に相当する部位に変異をおいて、変異型の sMarf1(D272A)を作製し、

sMarf1(野生型)による過剰発現によってコントロールに比して、低下が認められ、RNase活性

のない変異型(D272A)によって低下が認められない分子を探すことにした。 
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研究結果：　ΔNsMARF1を用いて
行ったRIP-Chip 法によって sMARF1と結合する
mRNA候補分子がマイクロアレイによって同定された。

ΔNsMARF1

RNA
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  胎生 15 日齢のマウスの皮質神経

細胞にそれぞれ過剰発現させたサ

ンプルを RNA-seq 解析（SAGE法）

によって、網羅的に解析した。 
 
つぎに、再現性があるか確認するた

めに、real time PCR法で確認したが、

発現低下が認められなかったため、

ターゲット分子の同定は極めて困 
難であると結論づけた。  
 
② 16p13.11 微小重複症のヒト疾患
特異的 iPS細胞を作製その神経分化
能を解析する。 

A) 研究分担者と共に、16p13.11
微小重複症患者の疾患特異的 iPS 細

胞を作製する。 
 16p13.11 微小重複症患者母娘は、愛

知県心身障害者コロニー中央病院の

水野誠司医師によって外来フォロー

を受けていた。全ての施設において倫

理委員会で承認を受けた後に、両者か

ら採血後、CiRA の斎藤准教授に依頼

して iPS 細胞を作製した。神経細胞へ

の分化は、赤松研によって確立された

方法を用いた（Matsumoto T 2016 Stem Cell Rep）。 
家系の 3人の三胚葉分化能に変化はなく、神経細胞への分化能にも大きな異常が認められな

かった。 
 
また、同時に、15q11-13 微小重複症の自閉スペクトラム症の患者からヒト疾患特異的 iPS 細

胞を作製した。15q11-13 についての神経細胞の形態を評価したところ、軸索初節の変化が確

認された。また、島根大学に異動したためにあらたな研究テーマとし て、脳幹内の神経回路

研究をおこない、痛みによって賦活化される経路や、オレキシンニューロンを介した新たな

神経回路について論文発表を行った（下図）。  
 

 
 
 

研究結果：
コントロール (cont) に比して、sMarf1（WT: 野生型）
を過剰発現したときに、発現が低下し（ピンク色）
sMarf1(Mut: 変異型）で、発現が低下しないものを
解析ソフトによって探し出した。実際に、どのexonの
発現が低下しているのかを下のグラフで、そして、パスウェイ
解析を上の図で確認した。
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家系の 3人の三胚葉分化能に変化はなく、
神経分化能も明らかな変化はなかった。
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