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研究成果の概要（和文）： 
神経幹細胞を含む神経系前駆細胞に発現するRNA結合蛋白質Musashi1は、配列特異性をもっ

て let-7 miRNA に直接結合し、let-7が下流標的遺伝子に対して行う翻訳抑制機能を阻害する

ことを明らかにした。Musashi1 は、Argonaute2 (Ago2)と同一複合体に存在することで PAZ ド

メインの蛋白質分解を促進し、microRNAの選択的機能阻害をする働きがあることを明らかにし

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Musashi1 is an RNA-binding protein, which is expressed in neural stem/progenitor cells. 
I revealed following new findings. (1) Musashi1 directly bound to let-7 micro RNAs with 
sequence-specific manner. (2)Musashi1 inhibited the translational repression of let-7 
down-stream target gene thorough the let-7. (3) There was the molecular aspect that Ago2 
and Musashi1 exist in the same protein complex. (4)Musashi1 promoted the protein 
degradation of PAZ domain. The inhibition of let-7 function by Musashi1 is possibly due 
to the Musashi1-induced PAZ degradation. 
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１．研究開始当初の背景 

Musashi1 は、進化的に高度に保存された
RNA 結合蛋白質であり、神経系幹細胞を含
む神経系の前駆細胞に発現している。研究代

表者はこの蛋白質分子の機能を研究してお

り、これまでに、Musashi1 蛋白質が下流標
的配列 [(G/A)UnAGU] (n=1~3)を有する
RNA に結合すること、下流標的遺伝子の翻
訳を抑制することを明らかとしてきた（Imai 

et al. Mol. Cell Biol. 2001; Okabe et al., 
Nature 2001）。Musashi1の下流標的遺伝子
の一つである m-numb の遺伝子産物は、
Notchシグナル活性を低下させるが、研究代
表者を含む研究グループの検証により、

Musashi1によるm-Numbの翻訳抑制は、in 
vitro の実験結果と musashi1 遺伝子欠損マ
ウスの解析から、神経幹細胞の未分化性の維
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図 1. Musashi1蛋白質は let-7a, let-7f, numb
の 3’UTRのRNAに特異的に結合する。MBS; 
Musashi1 結合配列 .矢頭は Musashi1 と
RNAの複合体を示している 

持・増殖能に寄与していると考えられている

（ Imai et al. Mol. Cell Biol. 2001; 
Sakakibara et al. PNAS 2002）。また、
Musashi1 が、細胞周期のレギュレーターで
ある p21の mRNAを翻訳抑制することが示
され（Battelli et al. Mol. Cell. Neuroscience 
2005）、Musashi1の性質上、Musashi1が神
経幹細胞の細胞周期調節に基づく増殖制御

に関わっていることが予想される。さらに、研

究代表者が発案し、科学研究費補助金（若手Ｂ：平

成 17 年～平成 18 年）を元に研究の実行・指導を

行うことにより、Musashi1 の翻訳抑制の分子メカ

ニズムを近年明らかにした。その詳細は、翻訳開

始因子の一つで mRNA の 5’-Cap 構造に形成さ

れる基本翻訳因子複合体の key molecule である

eIF4G に対して Musashi1 が競合的に PABP 
(Poly(A) binding protein)に結合することで、

eIF4G の機能阻害を引き起こして Musashi1結合

mRNA の翻訳抑制が達せられることである 。 
最近、Musashi1がmicroRNA(miRNA)の
機能発現に関わる蛋白質 Argonaute2 (Ago2)
と同一複合体に存在することが明らかとな

り、miRNA を介した神経幹細胞の制御をし
ている可能性を予期させる実験結果を得た。 
すなわち、RNA 結合タンパク質である

Musashi1 は、特異的な配列の miRNA に結
合しこれを活性化もしくは阻害する可能性

が考えられた。そこで、Musashi1 結合配列
を有する癌抑制性の let-7 miRNA と精製
Musashi1 蛋白質との結合実験を行ったとこ
ろ、let7aと let7fに特異的に結合する結果を
得た。 

let-7 は癌遺伝子である Ras、c-Myc、
HmgA2 の翻訳を抑制する miRNA をコード
している（He, L. et al. Nature 2005他）。胎
生期の神経発生において let-7 が未分化な細
胞において発現が抑えられ、細胞分化に伴っ

て発現が上昇することは、Musashi1 の発現
と相補的である。このため、Musashi1が let-7 
miRNA の代謝制御、機能制御に深く関与し
ていることが考えられ、胎生期神経幹細胞か

ら発する癌組織発生と通常の神経幹細胞の

分化・増殖でのMusashi1と let-7 miRNAの
関係について調査する経緯に至った。 
 
２．研究の目的 
神経幹細胞（NS/PC）における RNA結合
蛋白質 Musashi1 による let-7 の機能阻害の

分子メカニズムについて明らかにすること
を目的とした。具体的には、Musashi1 を介
して let-7 の生合成・プロセシング課程を阻
害している可能性、あるいは、RNA-induced 
silencing complex (RISC）中に装填されてい
る let-7の働きをRNA結合能によって阻害し
ている可能性があり、これら複数の可能性に
ついて、生化学的・細胞生物学的手法を用い
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 試験管内において、放射性標識した let-7 
RNA と精製 Musashi1 蛋白質を作用させ、
配列特異的結合性について gel shift 法を用
いて評価した。 
(2) lin41遺伝子 3’-UTRの一部と Luciferase
遺伝子を利用した let-7 sensor レポーター遺
伝子を作製し、培養細胞（NS/PC、P19, 
NIH3T3）に導入し、Musashi1 の発現量に
応じたレポーター活性の変動を評価した。 
(3) Musahi1と Ago2の相互作用部位の相互
作用部位の同定：培養細胞（NS/PC、
HEK293T）にMusashi1と断片化した Ago2
を共導入し、免疫沈降法により相互作用部位

の同定を行った。 
(4) (3)と同様の細胞培養系に MG132 を終濃
度 5 M になるように添加し、PAZドメイン
蛋白質の蛋白質量について、immunoblot 法
を用いてMG132非添加群と比較した。 
 
４．研究成果 

 

(1) Musashi1が let-7 miRNAに配列特異性
をもって結合することが明らかとなった。 

 



 

 

図 2. Musashi1の発現と let-7 の活性の相関 

(2) let-7の活性を評価できる reporter遺伝子
を用いて、神経幹細胞（NSC）, P19細胞（EC
細胞）、NIH3T3（繊維芽細胞）における let-7
の活性を評価した（図 2）。レポーターは
Luciferaseに lin-41遺伝子の let-7配位部位
(LCS)を連結させたもので、let-7が配位でき
るもの[Intact reporter]、配位できないもの
[Mutation reporter]の二種を構築した。
Intact reporterは let-7による翻訳抑制を受
け、Mutation reporter は翻訳抑制を受けな
い。これらを用いると、Musashi1 が発現し
ている NS/PC, P19においては let-7の活性
が殆ど無かったのに対し、Musashi1 の発現
がほとんど無い NIH3T3 においては、let-7
の活性が高いことが明らかとなった（図 2○
囲み部）。さらに、NIH3T3 に Musashi1 を
発現させると、Musashi1 の発現量依存的に
let-7 の翻訳抑制の解除がなされることが明
らかとなった（図 2下段）。 

(3) P19 細胞において、Musashi1 の発現を
siRNA によって減弱させた場合と control 
siRNA群のそれぞれの let-7 miRNAの量を
定量的に比較した結果、成熟 let-７の RNA
量に変化がなく、Argonaute2 (Ago2)への装
填量に顕著な変化が無いことが予想された。 
(4) (3)の結果を踏まえ、RISC複合体の中心分
子である Ago2とMusashi1が同一複合体中
に存在する局面があることに着目し、Ago2
とMusashi1との相互作用部位の同定を行っ
た。HEK293T細胞内で、PAZドメインを含

む N 末端の領域、PAZ ドメイン・mid ドメ
インを含む領域、PIWI ドメイン領域に分割
した断片化 Ago2 蛋白質のそれぞれと
Musashi1 全長蛋白質を同時発現させ、免疫
沈降法により相互作用を調べたところ、全て

の領域がMusashi1と共沈降することが確認
された。Musashi1 と Ago2 が直接結合する
可能性は否定できないが、複数部位で Ago2
と相互作用する GW182などの中間介在分子
が存在することが予想された。 
(4) さらに Ago2 の狭小断片化を行い、
Musashi1 との共発現-免疫沈降解析を行っ
たところ、PAZ ドメイン領域蛋白質が
Musashi1 蛋白質の存在により、蛋白質分解
されることが明らかとなった。PAZドメイン
は miRNA の 3’端と相互作用している RISC
機能発現の重要部位であるので、Musashi1
による PAZ ドメインの蛋白質修飾は、
Musashi1 による let-7 の機能発現減弱の原
因となり得ると考えられた。 
(5) この蛋白質不安定性の増大は MG132 の
添加によって回避されることが明らかとな

り、ユビキチンプロテアソームによる蛋白質

分解が原因だと考えられた。 
(6) 10 アミノ酸ずつ段階的に欠削した PAZ
ドメイン変異体をHEK293T細胞内で発現さ
せて Musashi1 蛋白質と共存させたところ、
不安定化が起こらなくなる欠失部位を同定

した。この部位には、ユビキチン付化がなさ

れるアミノ酸が複数個集中して存在し、その

アミノ酸を別のアミノ酸に置換することに

より、Musashi1 依存的な蛋白質分解（不安
定化）が軽減された。また、Ago2 は幹細胞
特異的に発現する E3-ligase の一つである
Lin-41 によってユビキチン化がなされるこ
とが明らかとなっている。Musashi1 は配列
特異性をもって let-7 に結合するが、その
RNA 結合と共に Ago2 複合体に存在する
Lin-41 による蛋白質分解を誘発している可
能性は、上記（5）で行ったMG132添加実験
の結果からも高いと考えられる。Musashi1
による PAZ ドメインの蛋白質分解促進は、
RNA結合蛋白質による microRNAの選択性
を有した機能減弱の新しい分子機構である

と考えられる。 
(7) Lin-28 を介した一部の let-7 family 



 

 

(miR98)のプロセッシング阻害効果に対し、
Musashi1 は増強機能を有することを明らか
とした。 
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