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研究成果の概要（和文）： 

神経発生過程では複数の因子がalternative splicingを受けており、RNA修飾が神経分化に深く

関わる事が示唆されるがその分子メカニズムは不明である。そこで(1)神経幹細胞に発現する

Splicing調節因子PTBのコンディショナルKOマウスを作製して解析を行った。Nestin-Creマウス

との交配により作製したPTB欠損脳では、未分化細胞(Radial glia)が脳室帯表層において形成す

る接着構造が消失しており、PTBが神経幹細胞の細胞間接着および細胞極性を制御して未分化維

持に働くことが明らかとなった。また生後では重篤な水頭症を引き起こすことを見出した。 

次に(2) alternative splicingにより制御されるナンセンス変異依存RNA分解機構(NMD:Nonsense 

mediated mRNA decay)が神経分化にどのような影響を及ぼしているのかを明らかとするため、NMD

構成因子UPF1のコンディショナルKOマウスを作製した。神経特異的UPF1欠損により、脳の低形成

や神経幹細胞に由来するNeurosphere形成能の低下が観察され、UPF1が胎生期の神経分化に必須

である事が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The functional coupling roles of alternative splicing and nonsense mediated mRNA decay 
in the developing brain had remained unclear. Therefore we generated conditional KO mouse 
of splicing regulatory factor PTB. We found that a loss of PTB caused serious hydrocephalus. 
PTB was expressed in neural stem cells and required for the maintenance of the adhesion 
structure of Radial glia formed in the ventricular zone, and the undifferentiated state. 
Furthermore, we generated UPF1 conditional KO mouse and found that UPF1 is essential for 
cell proliferation and neuronal differentiation.  
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ト)は、増殖能及び多分化能を有する神経幹細

胞より生み出される。そのため神経幹細胞か

らの分化メカニズムの解明は生物学的研究意

義に加え神経疾患に対する再生医療という観

点からも重要な課題である。近年、転写因子

群による神経分化制御機構以外にRNA修飾に

よる制御が重要な働きを担っている事が示唆

されている。しかしRNA修飾機構に関する研究

は未だ立ち後れているのが現状であり、その

機構解明は喫緊の課題と考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 

RNA の選択的スプライシング制御は様々な

組織の分化過程や恒常性維持に重要な働き

を持つ事が示唆されており、近年では選択的

スプライシングが(1)機能の異なる isoform 

の産生のみならず(2)特定の mRNAの分解誘導

にも働く事が明らかとなっている。これまで

申請者らは、中枢神経系に発現する RNA 結合

蛋白質 PTB の研究を行ってきた(Shibayama 

et al. 2009, Ohno et al. 2011)。PTB は

Splicing 制御の重要な担い手であり、神経

系においては神経幹細胞/前駆細胞に限局し

て発現している。そこで PTB による RNA 

splicing 制御を介した神経分化制御機構の

解明を目指し研究を行った。Nestin-Cre マウ

ス及び Emx1-Cre マウス(神経組織特異的に

Creを発現)との交配により神経系特異的 PTB

欠損マウスを作製した。PTB 欠損脳では胎生

14.5 日前後から Radial glia の形成する

Adherence junction が消失しており、それに

伴って神経分化亢進および神経幹細胞の枯

渇が起こる事から、PTB は脳室周囲に存在す

る未分化細胞(Radial glia)の細胞間接着や

細胞極性の維持に重要な因子である事が示

された。また生後には重篤な水頭症を発症す

る事を見出し、その成果を報告した(発表論

文 1)。そこで RNA の選択的スプライシング制

御により誘導される NMD 依存的 RNA 分解機構

の意義を明らかとする目的から、NMD 実行因

子である UPF1 欠損マウスを作製し NMD 依存

的 RNA 分解機構がどのように神経分化を制御

しているのか、その解明を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 

 本遺伝子改変マウスの作成には、国内外に

おいて利用が進められているC57BL/6由来ES

細胞を使ったジーンターゲッティング法を

用いた。BL/6 由来 ES 細胞より作出される遺

伝子改変マウスは初代から純粋な BL/6 

background として解析可能であり数世代に

渡る backcross(戻し交雑)の必要が無いため、

特に遺伝的背景による影響が観察される神

経系、免疫系での解析において大変有用であ

る。またターゲッティングべクターは BAC を

用いた組換え手法により構築した。 

 これまでに全身性の UPF1 欠損マウスは着

床前後(E5.5)で致死となり、個体発生に必須

の因子である事が報告されている

(Medghalchi et al. 2001)。しかし初期胚で

致死となるため組織での生理的な役割は不

明のままである。個体レベルでの神経系での

NMD の役割に関する報告は未だなされていな

い事からUPF1コンディショナルKO(cKO)を作

製した。 

(1)作製された UPF1 cKO マウスにおいて

Neural stem cell (NSC)の細胞増殖能及び多

分化能に相違が見られるかを Neurosphere 法

(増殖能検定)および単層培養(分化能検定)

を用いて検討した。分化能はマーカー遺伝子

の発現量を指標に realtime PCR 法、免疫染

色法を用いて検討した。 

(2)また神経発生過程での RNA 選択的スプラ

イシング制御に関わる知見が乏しい現状か

ら NMD による発現抑制を受ける遺伝子 nPTB

の発現変動を指標として検討を行った。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 神経特異的 UPF1 欠損マウスを作製する

ため Nestin-Cre マウスを交配に用いた。胎

生期 14日以降より UPF1 欠損脳では神経細胞

層の低形成が認められた(図 1)。 

また胎生期 17 日以降では特に上層の神経細

胞が減少していた。そこで胎生期脳を用いて

神経幹細胞の増殖能を Neurosphere 法により

検討したところ、未分化な増殖細胞も同様に

減少しており神経幹細胞の減少に伴った表

現系であることが示された。 

 

 

 

(2) 発生過程において PTBの発現低下に伴う



 

 

nPTB の発現上昇が観察される。これは PTB の

ホモログである nPTB が PTB の標的 RNA とし

てスプライシング制御を受けており、PTB 存

在下では nPTB の Exon10 (34bp)がスキップさ

れ frameshift により中途終止コドン(PTC)が

生じ NMD が誘導されることによる。PTB およ

び nPTB はしんそこで実際に UPF1 欠損脳で

nPTB の発現には nPTB の発現が優位に上昇し

ており、nPTB の発現変動が NMD 依存的 RNA 分

解によるものであり神経系における NMD の良

い指標となる事が予想された。 

 

 また初代培養細胞への遺伝子導入法とし

てトランスポゾンベクター(PiggyBac)の有

用性を検討した。構築したベクターは薬剤耐

性遺伝子および EGFP を同時に発現するため

選択的培養/同定が可能であり、従来のウイ

ルスベクターに比べて導入が簡便で、発現の

サイレンシングも認められず実用性に優れ

ていた(図 2)。 
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