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研究成果の概要（和文）：Notch シグナルは進化上保存された細胞間シグナル伝達経路であり、

多様な組織の発生に関わっていることが知られている。本研究では、ゼブラフィッシュを用い、

リガンドおよび Notch 受容体の生理機能、活性制御機構を解析した。その結果、

Mib1-Jagged1-Notch シグナルによる脊索細胞の運命決定と脊索の機能制御や NLK による

Notch1 タンパク質のリン酸化修飾を介した Notch 転写活性複合体形成阻害制御メカニズムを

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Notch signaling is an evolutionary conserved pathway that plays an 

important role in the development of various organs. In this study, physiological functions 

of Notch ligands and the mechanism by which Notch activity is regulated were analyzed 

using zebrafish. We found a previously unrecognized mechanism regulating the patterning 

and structural roles of the notochord by Mib-Jag1-Notch signaling. Furthermore, using a 

biochemical screen, we identified Notch as a new substrate of NLK. NLK-phosphorylated 

Notch1 intercellular domain is impaired in its ability to form a transcriptionally active 

ternary complex. 
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１．研究開始当初の背景 

Notchシグナルは進化上保存された細胞間シ
グナル伝達経路であり、多様な組織の発生に
関わっていることが知られている。特に、高
等生物では、Notch リガンド、受容体の種類
が増え、機能の多様性が増大した。これまで
に、複数の Notch 受容体・リガンドのノック

アウトマウスが作製されているが、マウスは
胎生発生であるため、特に初期発生過程での
解析が不十分である。また、高等生物での
Notchシグナルの生理機能とその分子機構は、
複数リガンド・受容体の存在やそれらの発現
場所・時期・活性の複雑な調節機構の存在の
ため、不明な点が多く残されている。 
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（１）Mib を介した Notch リガンド-Jagged

の生理機能とその制御機構 

Notch シグナル伝達経路の解明が進み、リガ
ンドとの結合=> Notch 受容体の細胞膜貫通
領域切断=> 細胞内領域の核内移行=> DNA

結合因子 CSL との結合=> 標的遺伝子の活
性化、という基本的メカニズムが明らかにな
ってきたが、多岐にわたる Notch シグナル機
能の分子レベルでの解明には不十分である。
Notch シグナルの多機能の一つの要因は、2

つのクラスの Notch リガンド、Delta および
Jagged がそれぞれ時空間的に異なって発現
制御されているからである。一方、これまで
に我々は Mib ユビキチンリガーゼが Delta 

をユビキチン化し、Notch シグナルを活性化
するということを発見した(Itoh, M et al, 

Dev. Cell, 2003)が、その後の研究により、
Jagged もまた、Mib によって、ユビキチン
化されることが分かってきた。これらのこと
から、Mib は Delta, Jagged 両リガンドクラ
スの活性を制御することが考えられる。しか
しながら、Mib を介した Jagged の機能制御
機構とその生理機能については、不明な点が
多く残されていた。 

（２）Notch リガンド Delta の Notch シグナ
ル非依存的機能 

Delta, Jagged タンパク質が Notch 受容体に
対するリガンドとして作用することに加え、
細胞運動、発癌性形質転換およびニューロン
新生のような異なるプロセスで Notch シグ
ナルに依存しない独立した機能を持つこと
がわかってきた。例えば MAGI と Dlg とい
うような PDZ タンパク質は、PDZ タンパク
質と結合するために必要とされる PDZ-BD

を持つ Delta1 の表面発現を安定させ、隣接
細胞間での細胞間接着を促進することが知
られている。一方、Delta タンパク質の
PDZ-BD 以外の細胞内領域の機能について
は、十分に理解されていなかった。 

（３）NLK による Notch1 タンパク質機能制
御 

これまで Notch シグナルが、神経幹細胞から
神経細胞を生み出す調節機構の一つである
ことは知られているが、分子レベルでの全容
解明には至っていない。他方、NLK は、進
化的に保存されたタンパク質キナーゼであ
り、ショウジョウバエ個眼、線虫、内胚葉誘
導、ゼブラフィッシュの脳前後パターニング、
マウス造血過程など様々な発生過程に関与
することが知られていた。 NLK は Lef1、
c-Myb、STAT3 を含むいくつかの転写因子を
リン酸化する。ショウジョウバエでは、
NEMO（ショウジョウバエ NLK ホモログ）
の変異型アレルが Notch のモディファイヤ
ースクリーニングで同定されており、このこ
とから NEMO が、Notch シグナル伝達に関

与することを示唆されるが、その詳細は不明
であった。 

（４）NGF 誘導性神経突起伸長のメカニズ
ム解明：NLK の関与 

神経成長因子（NGF）は、神経発達に重要な
役割を果たしている。また、ラットの褐色細
胞腫腫瘍細胞株、PC12 の形態分化および神
経突起伸長を促進する。 PC12 は、NGF の
下流シグナル伝達機構を解析するためのモ
デル系として使用されている。NGF は、古
典 MAPK として知られる ERK を含め、多数
の細胞内シグナル伝達経路を活性化するこ
とによって神経突起伸長を促進する。NGF

の下流のシグナル伝達メディエーターは、神
経突起成長の細胞内制御に重要な役割を果
たしていると考えられている。他方、哺乳動
物 NLK は、神経組織で発現することから、
神経発生や維持に重要な役割を担っている
と示唆されるがその詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

（１）Mib を介した Notch リガンド-Jagged

の生理機能とその制御機構 

Mib を介した Jagged の機能制御機構とそ
の生理機能については、不明な点が多く残さ
れていた。そこで本研究では、発達過程にお
ける Mib による Jagged の生理機能と Mib

による Jagged の活性調節機構の解明を目的
とした。 

（２）Notch リガンド Delta の Notch シグナ
ル非依存的機能 

Delta1 タンパク質が Notch 受容体に対す
るリガンドとして作用する以外の機能、すな
わち Notch シグナルに依存しない独立した
機能およびその生理機能発揮に関わるメカ
ニズムの解明の解明を目的とした。 

（３）NLK による Notch1 タンパク質機能制
御 

NLK が Notch をリン酸化するという発見
を契機として、NLK による Notch シグナル
制御の生理機能解明とその制御機構の解明
を目的とした。 

（４）NGF 誘導性神経突起伸長のメカニズ
ム解明：NLK の関与 

神経組織で発現する NLK が上記 Notch シ
グナル以外で機能することが想定されたた
め、NGF 誘導性神経突起伸長における NLK

の機能およびその制御機能の解明を目的と
した。 

 

３．研究の方法 

（１）Mib を介した Notch リガンド-Jagged

の生理機能とその制御機構 

① Mib,Jagged発現プラスミドをCOS7細胞
に導入し、Jagged を認識する抗体で免疫沈
降後、Jagged タンパク質のユビキチン修飾
を抗体で検出した。 



 

 

② siRNA で Mibタンパク発現をノックダウ
ンし、Jagged タンパクの表面発現を FACS

にて検出した。 

③ Jagged 発現細胞で siRNA により Mib タ
ンパク発現をノックダウンし、Notch 発現細
胞と共培養して隣接細胞の Notch シグナル
活性化状態をルシフェラーゼアッセイにて
測定した。 

④ Jagged1a, 1b に対する、アンチセンスモ
ルフォリノオリゴを注入または、Jagged1b

変異体を用い、脊索の形成過程を形態や各種
細胞マーカーにて解析、Mib 変異体、delta

機能阻害胚、su(H)機能阻害胚と比較し、
jagged1a/1b リガンドの脊索形成における生
理機能を解析した。 

（２）Notch リガンド Delta の Notch シグナ
ル非依存的機能 

① Neuro2a細胞にDelta1全長または種々の
トランケーション型発現プラスミドをトラ
ンスフェクションした。24 時間後、細胞を固
定し、Delta タンパク質発現細胞を免疫染色
法にて可視化した。同時に細胞形態をローダ
ミン - ファロイジンで可視化した。 

②Notch シグナル活性化は Neuro2a 細胞へ
8×wtCSL 結合配列を持つルシフェラーゼレ
ポータープラスミドを用いて測定した。トラ
ンスフェクション効率の校正には、pRL-EF

を用い、トランスフェクション 48 時間後、
ホタルルシフェラーゼとウミシイタケルシ
フェラーゼ活性をプロメガデュアルルシフ
ェラーゼアッセイシステムで測定した。 

③ in vivo での Delta タンパク質の細胞移動
への影響: 各種 Delta 断片由来の mRNA を
1 細胞期胚に注入した後、24 時間後に固定し
た。その後、in situ ハイブリダイゼーション
法にて、固定胚での神経細胞マーカーelavl3

発現を検出し、その存在場所を解析した。 

（３）NLK による Notch1 タンパク質機能制
御 

in vitro キナーゼアッセイ 

FLAG-NLK と NLK-KN、Myc-NICD を
HEK-293 細胞で発現させ、抗 FLAG または
抗 Myc 抗体、およびプロテイン G-セファロ
ースビーズを用いて免疫沈降で精製した。免
疫沈降産物を[γ-32P] ATP を含むキナーゼ緩
衝 液中で 、イン キュベ ーショ ンし、
SDS-PAGE による分離後、リン酸化タンパク
質をオートラジオグラフィーによって検出
した。 

レポーター遺伝子アッセイ 

neuro2a細胞に各種発現ベクターとともに、
8xwtCSL-Luc レポータープラスミドをトラ
ンスフェクトし、ルシフェラーゼ活性を測定
した。共培養アッセイでは、SW480 細胞に
NLK siRNA をトランスフェクションし、24

時間後、細胞に、さらに 8xwtCSL レポータ
ープラスミドをトランスフェクトした。

siRNA トランスフェクション後 48 時間後に、
Jagged1 発現または Jagged2 発現 NIH/3T3

細胞を加え、上述した方法でルシフェラーゼ
活性を測定した。 

ゲルシフトアッセイ 

各種精製タンパク質を結合緩衝液中で、32P

標識 CSL 結合配列とインキュベートし、混
合物をポリアクリルアミドゲル（4％）で分
離後、オートラジオグラフィーにより、DNA-

タンパク複合体を検出した。スーパーシフト
実験では、タンパク質-DNA 複合体形成のイ
ンキュベーション中に抗 Notch1 または抗 β-

アクチン抗体を添加した。 

ゼブラフィッシュ胚での in vivo 機能解析 

2-5 ng の NLK モルフォリノ(MO)、nocth1a 

MO 、 notch3 MO 、 ま た は 200pg の 

Notch1ICD mRNA、NLK mRNA を 1－2 細
胞期の受精卵に注入した。注入胚を発生させ
た後、in situ ハイブリダイゼーション法によ
り、神経細胞マーカーや Notch 標的遺伝子の
発現を検出した。 

（４）NGF 誘導性神経突起伸長のメカニズ
ム解明：NLK の関与 

NLK 発現発プラスミドのトランスフェクシ
ョン 24 時間後、100 ng/ mL の NGF で処理
し、細胞を固定した。免疫染色法にて、一次
抗体として、抗微小管、抗パキシリン、抗
MAP1B のリン酸化、抗 NLK、抗 GFP、抗
β-チューブリン、抗ホスホ-Ser126 パキシリ
ン、抗 pMAP1B、抗 Flag、抗 Myc 抗体、二
次抗体として、Alexa488、Alexa594 標識抗
体を使用し、細胞内各種タンパク質の検出を
行った。 F-アクチンを可視化するために、
Alexa594 標識ファロイジンを用いた。 

NLK の PC12 細胞での効率的なノックダ
ウンのため、siRNA オリゴ（30 nM）を、リ
ポフェクタミン LTX plus で、24 時間の間隔
で 3 回トランスフェクトした。ノックダウン
効率は抗 NLK 抗体でイムノブロッティング
により測定した。 

インビトロキナーゼアッセイ 

基質として PC12 細胞から免疫沈降にて精
製した MAP1B, paxillin を用い、キナーゼ緩
衝液中で NLK タンパク質とともにインキュ
ベートした。その後、SDS-PAGE によって分
離し、リン酸化タンパク質は、抗ホスホ
-MAP1B または抗ホスホ-パキシリン抗体で
イムノブロットによって可視化した。 

 

４．研究成果 

（１）  Mib ユビキチンリガーゼによる
Jagged1 ユビキチン化は、Notch シグナルを
活性化し、脊索細胞の運命決定を担う。 

 Mib はユビキチン化リガーゼとして、
Delta をユビキチン化し、Notch シグナルを
正に制御する。一方、ゼブラフィッシュ Mib

変異体の表現型から Delta 以外の基質の存在
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図１．Mib-Jagged1-Notch 経路による脊索
形成制御 
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図２.NLK の Notch リン酸化による Notch
活性抑制機構 

が示唆されていたが、その詳細は不明であっ
た。 

我々は、a)Mib が Jagged1 をユビキチン化す
ること、b) Jagged の Mib によるユビキチン
化は、Jagged の膜表面での発現を阻害しな
いこと、c) Jagged の Mib によるユビキチン
化は、Jagged のシグナル送信活性に必要で
あること、を明らかにした。また、個体発生
において、Mib-Jagged1-Notch 経路が、体の
中心部支持器官である脊索の形成過程で発
生する、液胞細胞と非液胞細胞の運命決定に
関与する事が分かった。さらに、この運命決
定は、脊索構造形成と脊索の周囲の筋組織形
成に影響することが分かった（図 1）。 

（２）Notch リガンド Delta の Notch シグナ
ル非依存的機能：Delta1 タンパク質による
filopodia 形成と細胞移動制御 

Delta の Mib によるユビキチン化制御機構
解析の過程で、我々は、a)Delta1 が neuro2a

細胞で、 filopodia 形成を誘導すること、
b)Delta1 による filopodia 形成誘導に、Notch

シグナル活性化は関与しない事、c)Delta1 の
細胞膜直下のアミノ酸領域が重要である事、
d)Delta がゼブラフィッシュ神経細胞の移動
に関与する事、などを明らかにした。これら
のことから、Delta による Notch 非依存性の
filopodia 形成制御機能が神経細胞移動を制
御する可能性が示唆された。 

（３）NLK による Notch1 タンパク質機能制
御 

 Notch シグナル活性化には、リガンド刺激
により切断された Notch 細胞内ドメイン
(NotchICD)が、核内で CSL、MAM と３者
複合体形成することが標的遺伝子の転写活
性化に重要である。しかしながら、その複合
体形成機構は不明であった。 

我々は、a) リン酸化酵素である NLK が
Notch1 タンパク質をリン酸化する事、b)その
リン酸化された Notch1 では標的遺伝子活性
化能力が低下する事、c) Notch リン酸化によ
り、３者複合体形成能が低下する事、などか
ら Notch 活性調節における新規制御メカニ

ズムを明らかにした（図 2）。また、この NLK

による Notch の負の制御は、個体発生におい
て、初期神経分化を促進させる働きを持つこ
とが分かった。 

（４）NGF 誘導性神経突起伸長のメカニズ
ム解明：NLK の関与 

NGF(nerve growth factor)は、神経突起伸
長誘導因子であるが、NGF 受容体下流で突
起伸長機能にかかわるシグナル伝達経路に
ついては、不明な点も残されている。 

上記（3）、NLK の神経細胞での機能研究の
過程で、我々は、a) NLK が NGF 刺激により、
活性化される事、b) PC12 細胞での NLK 過
剰発現・機能阻害により、NLK が突起伸長
誘導に関与する事、c) paxillin と MAP1B が
NLK による神経突起伸長促進に関わる NLK

の基質である事、を解明した。これらの結果
から、NLK が、NGF シグナル下流で、細胞
骨格のダイナミクスを制御することが示唆
された。 
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