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研究成果の概要（和文）：  
 
 転写因子 NF-Y の 1 つの構成因子である NF-YA について、神経特異的コンディショナルノ
ックアウトマウスを作製、解析したところ、出生後の体重が増加せず、離乳前に死滅してしま
うことが確認された。一方、マウス脳を用いた ChIP on CHIP の解析から、NF-Y ターゲット
候補として、遺伝子転写・翻訳やタンパク質フォールディング・分解等に関わる、様々な遺伝
子が同定された。よって、NF-Y は、神経細胞において、これら遺伝子の発現を制御し、新生
児期の成長に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 To investigate physiological function of NF-Y transcription factor in nervous system, we 
made neuron-specific NF-YA (one of NF-Y components) conditional knockout mice. 
Although the knockout mice could be born, increase in body weight was severely affected, 
resulting in neonatal death. We further identified many potential NF-Y target genes 
involved in gene transcription/translation and protein folding/degradation by ChIP on 
CHIP analysis using mouse brain. Thus, NF-Y-mediated expression of these genes in 
neuron may be important for neonatal mouse development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 NF-Y は、NF-YA、NF-YB、NF-YC の 3
つのサブユニットから構成される転写因子
であり、プロモーター領域の CCAAT モチー
フに結合する。そのターゲットとしては、主
に in vitro 系の解析から、cell cycle 関連因子
やシャペロン関連因子など様々な遺伝子が
同定されつつある。近年、NF-YA のノックア
ウトマウスが作製され、その表現型として、
胎生 8.5 日以前に致死を起こすことが見出さ
れ、NF-Y がマウス初期胚の発生に必須であ
ることが明らかとなった。さらに、上記マウ
スの embryonic fibroblast を用いた解析から、
NF-YA のノックアウトが cell cycle を阻害す
ることも見いだされ、NF-Y が細胞増殖に必
須の役割を担っていることも明らかとされ
た。 
 
 興味深いことに、生体マウスを用いた生化
学的解析から、NF-Y の 3 つのサブユニット
は全身の組織に広く発現するにもかかわら
ず、筋肉組織で特異的に NF-YA の発現が消
失していること、また、同組織において、
NF-Y の DNA 結合活性も消失していること
が報告された。一方で、未分化な筋細胞（筋
芽細胞）では NF-YA の発現は確認されるこ
と、NF-YA を筋芽細胞に強制発現させるとそ
の分化過程が阻害されることも明らかとさ
れた。同様の現象は造血幹細胞においても観
察されており、よって、NF-Y は、筋細胞、
造血細胞においては、未分化細胞の維持、増
幅を制御することにより、これら細胞の分化
に関与していることが明らかとされた。 
 
 一方で、生体マウスの脳においては、NF-Y
の 3 つのサブユニットの発現と共に、その
DNA 結合活性も確認されている。また、免
疫組織染色法により、実際、神経細胞におい
てこれらサブユニットが発現することも確
認されている。これらのことは、NF-Y は神
経細胞においては、上記細胞とは異なる形で
その分化や機能発現に関与していることを
期待させる。しかしながら、その実体はまっ
たく不明である。 
 
 近年、我々は、神経変性疾患の 1 つである
ハンチントン病の病態メカニズムの解析か
ら、NF-Y がその病態進行に関与する可能性
を見出した。ハンチントン病では、その原因
遺伝子であるハンチンチン遺伝子内で CAG
リピートの異常伸長が観察される。その結果、
異常伸長したポリグルタミン鎖を有するハ

ンチントンタンパク質（変異ハンチンチン）が生
成され、神経細胞の核内に凝集体を形成する。我々
は、ハンチントン病モデルマウスを用いた解析か
ら、脳の神経細胞において、NF-YA と NF-YC が
変異ハンチンチンの凝集体に取り込まれると共に
NF-Y の活性が低下すること、これにより、HSP70
タンパク質等、変異ハンチンチンの凝集・毒性に
抑制的に働くシャペロンタンパク質の発現が減少
することを見出した。よって、NF-Y が変異ハン
チンチンによる神経変性に関与していることが強
く示唆されると同時に、NF-Y が、中枢神経系の
分化した神経細胞において、その機能発現や維持
に重要な役割を担っていることが期待された。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究においては、NF-YA のコンディショナル
ノックアウトマウスを用いて、中枢神経細胞の分
化過程のいくつかの段階において NF-Y の機能破
壊を行い、未分化、分化過程、あるいは分化後の
神経細胞における NF-Yの生理的機能を明らかと
することを目的とする。そのために、未分化状態
あるいは分化後の神経細胞に creを発現するトラ
ンスジェニックを用い、それぞれを NF-YA のコン
ディショナルノックアウトマウスと交配させ、そ
の表現型を形態学的に観察する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 神経細胞の分化過程特異的 NF-YAノックアウ
トマウスの作製、及び表現型の解析 
 
 NF-YAのコンディショナルノックアウトマウス
を用いて、中枢神経細胞の分化過程のいくつかの
段階において NF-Y の機能破壊を行い、各分化状態
の神経細胞における NF-Yの生理的機能を明らか
とする。 
 
 まず、分化‐成熟過程、分化後の神経細胞に cre
を発現するトランスジェニックマウス（それぞれ、
synapsinI-cre、camk2a-cre）を用い、NF-YAのコ
ンディショナルノックアウトマウスと交配させ、
神経細胞の各分化状態で特異的に NF-Y の機能破
壊を試みる。次に、上記マウスを用いて、神経細
胞の分化状態をマーカーや形態等を指標に観察す
ると共に、脳組織形態への影響も観察する。 
 
 
(2) 脳における NF-Yターゲット遺伝子の同定 
 



 これまでに、主に in vitro 系における解
析から、NF-Y のターゲット遺伝子が多く同定
されてきている。しかし、神経細胞系におけ
るターゲット遺伝子は何か等、神経細胞での
NF-Yの働く分子メカニズムはほとんど不明
である。 
 
 そこで、NF-Yの神経組織における直接のタ
ーゲット遺伝子を同定するため、マウスの脳
を用いて、NF-YA及び NF-YC に対する特異抗
体でクロマチン免疫沈降を行い、沈降 DNAに
ついて DNA microarray解析を行った。 
 
 
(3) NF-YAノックアウトマウスを用いた NF-Y
の神経病態における役割の解明 
 
 これまでの我々の解析から、NF-Yがハンチ
ントン病の病因タンパク質のターゲットで
あることが明らかとされている。しかしなが
ら、NF-Yの活性抑制がどのようにして神経変
性や神経学的異常に関与しているかはまだ
よくわかっていない。 
 
 これを解明するため、NF-YAのヘテロマウ
スと、変異ハンチンチンを発現するハンチン
トン病モデルマウス（R6/2）とを交配し、NF-Y
の機能破壊あるいは機能減少がモデルマウ
スの病態進行にどのように影響するかにつ
いて、運動機能、寿命、神経機能等を指標に
検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 神経細胞の分化過程特異的 NF-YAノック
アウトマウスの作製、及び表現型の解析 
 
 まず、分化‐成熟過程の神経細胞に cre を
発現する synapsinI-creトランスジェニック
マウスを用い、NF-YAのコンディショナルノ
ックアウトマウスを作製し、解析した。この
マウスは、生まれてくるものの、出生後の体
重増加が観察されず、約 2週間で死滅してし
まった。解剖したところ、胃内にミルクが観
察されず、なんらかの理由で母乳が摂取でき
ていないことが、成長障害に結びついている
と考えられる。 
 
 次に、脳形態について観察した。RNZ 
reporter マウスを用いた解析から、
synapsinI-creによる recombinationは、大
脳（嗅球、皮質、海馬、線条体、視床等）か
ら小脳まで、広い範囲で観察され、NF-YAが
脳の広範囲でノックアウトされていると考
えられる。しかしながら、脳重に変化は観察
されず、組織切片の解析からも、形態には変
化が観察されなかった。よって、分化‐成熟

過程の脳神経での NF-Yの機能阻害は、脳形態には
影響を与えないと考えられた。 
 
 次に、分化後の中枢神経細胞に creを発現する
トランスジェニックマウス（camk2a-cre）を用い
て、NF-YAのコンディショナルノックアウトマウ
スの作製を行った。その結果、上記マウスとは異
なり、このマウスは正常に出生し、離乳後も生存
していた。RNZ reporter マウスを用いた解析から、
camk2a-creによる recombinationは、大脳の嗅球、
皮質、海馬、線条体で特異的に観察されること、
その時期は、離乳週令である 4週前後から始まる
ことが確認された。よって、新生児期には、NF-Y
の機能は阻害されておらず、よって、新生児発達
には影響していないと考えられる。 
 
 以上のことから、神経細胞の分化過程における
NF-Y の機能阻害は、マウスの正常生育を阻害し、
死に至ることが見出された。 
 
 
(2) 脳における NF-Yターゲット遺伝子の同定 
(ChIP on CHIP法） 
 
 NF-Yの神経組織における直接のターゲット遺
伝子を同定するため、マウスの脳を用いて、NF-YA
及び NF-YCに対する特異抗体でクロマチン免疫沈
降（ChIP）を行った。沈降 DNAについて、まず機
知ターゲット遺伝子について PCRにより確認した
ところ、HSP70, HSP40のプロモーター領域が含ま
れていることが確認された。よって、実際、NF-Y
が脳内において、これら遺伝子の制御に関わって
いることが支持された。 
 
 その後、affymetrix 社の DNA micro arrayを用
いて網羅的に解析したところ、約 600遺伝子のプ
ロモーター領域が沈降 DNAに含まれていることが
確認された。これらには、遺伝子の転写・翻訳や
タンパク質フォールディング・分解等に関わる
様々な遺伝子が含まれていた。沈降 DNAへのこれ
ら遺伝子のプロモーターの含有は、特異的プライ
マーを用いた rela time PCR 解析からも確認され
た。よって、ChIP on CHIP解析により、マウス脳
において、NF-Yの制御下に存在しうる様々な遺伝
子が同定された。 
 
  
(3) NF-YAノックアウトマウスを用いた NF-Y の神
経病態における役割の解明 
 
 NF-Yの神経変性における関与を明らかとする
ため、NF-YAのヘテロマウス（+/-）と、変異ハン
チンチンを発現するハンチントン病モデルマウス
（R6/2）とを交配した。交配マウスについて、脳
の組織解析を行ったところ、NF-YAのヘテロマウ
スと野生型マウスとの間で、脳形態やユビキチン
陽性の凝集体の数に大きな差は観察されなかった。 
 NF-YAヘテロマウスについて解析したところ、



遺伝子数は半分になっているにも関わらず、
その mRNA発現量は、野生型（+/+）と比べ約
20％程度しか減少していなかった。よって、
ヘテロマウスでは、それほど NF-Yの機能は
阻害されていないと考えられ、このことが脳
形態に大きな影響を示さなかった原因であ
ると考えられた。 
 
 
(4) まとめ 
 
 以上のマウスを用いた解析から、神経系に
おける NF-Y のマウス発達・生存における重
要性が明らかとなるとともに、その機能に関
わると目される NF-Yターゲット遺伝子を同
定することに成功した。しかしながら、実際、
NF-Yが神経細胞の分化や機能にどのような
役割を持つか、また、それがどのようにして
マウスの発達・生存に結びついているかはま
だ不明であり、今後の課題である。 
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