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研究成果の概要（和文）：Msi1は神経前駆細胞で高発現するRNA結合蛋白質であり、神経分化を司る。主な分子的機能
は、標的mRNAの翻訳制御である。
その標的探索の為に、マウス胎仔由来のmRNAからin vitro SELEX法による探索を行ったところ、dcc遺伝子の3'UTR領域
が検出された。Dccは神経の成長円錐に存在する膜受容体であり、Netrrin1シグナルを受容し軸索や細胞を誘引する。
本計画で行われた解析により、dccがMsi1の特異的標的であり、既知の機構により翻訳抑制されることを明らかにでき
た。現在はこの分子機構と神経発生の関係性について、Msi1 KOマウスを用いた解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Musashi1 (Msi1) is a RNA-binding, which is highly expressed in neural 
stem/progenitor cells and is responsible for stem cell maintenance and differentiation. The main function 
of Msi1 is to regulate the expression of its target mRNAs through translational up/down-regulation.
In search for novel Msi1 targets, in vitro SELEX selection was performed from a mouse embryonic brain 
mRNA library, and a 3’ UTR fragment of dcc was obtained. Dcc is a transmembrane receptor expressed on 
the growth cones of neurons, and it guides axons and cells in response to Netrin1.
In this project, in vitro and in cultured cell experiments clearly identified that the dcc mRNA is a 
direct target of Msi1, and is suppressed their translation through a canonical molecular machinery. Now, 
we are analyzing the connection between the molecular mechanism and neural development by using Msi1-KO 
mice.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
Musashi1（Msi1）は標的となる mRNA に特異的
に結合し、その翻訳を制御する RNA 結合タン
パク質であり、神経幹細胞において高発現し、
その性質を特徴づける因子として注目されて
きた。具体的には、Msi1 は未分化状態を担う
Notch シグナルの阻害因子 m-Numb（Imai T. et 
al. Mol. Cell. Biol. 2001）や、細胞周期の
制御因子 p21WAF1（Battelli C. et al. Mol. Cell. 
Neurosci. 2006）の翻訳を抑制することで、
体性幹細胞が分化するのを抑えていることが
明らかにされている。しかし近年、Msi1 の新
たな役割を示す以下のような発見が成されて
きた。①ある程度分化が進んだ神経前駆細胞
や未熟ニューロンにおいても Msi1 の発現が
確認できる部位がある（Kawase S. et al. Mol. 
Brain 2011）。②未分化状態維持に直接的に関
連があるとは思えない Msi1 標的候補因子が
発見されている（de Sousa Abreu et al. J. 
Biol. Chem. 2009）。③標的 mRNA によっては
Msi1が翻訳を抑制ではなく亢進する場合があ
る（Kuwako K.I. et al. Neuron 2010）。④Msi1
と機能を共有するパラログタンパク質 Msi2
が白血病の急性転化に関連するなど、幹細胞
だけではなく癌をはじめとした疾患との関連
性が示唆されている（Ito T. et al. Nature 
2010）。 
 我々の研究グループでもこれまでの研究に
おいて、Msi1 の未分化維持機構以外の新たな
機能を解明するために、in vitroスクリーニ
ング技術を用いて、新規標的 mRNA の探索を行
ってきた。それにより、神経細胞の遊走に関
与する doublecortin（Dcx）遺伝子が標的候
補として選択され、その機能解析の結果を報
告した（Horisawa K. et al. FEBS Let. 2009）。
この結果は、Msi1 が神経幹細胞だけでなく、
神経方向にコミットした神経前駆細胞でも同
様に機能し、神経回路の形成という中枢神経
系の発生にとって非常に重要な役割を果たし
ている可能性が高いことを示唆している。 
 また最近、マウスの小脳における神経軸索
の正中線交差が、軸索誘導因子である Slit の
レセプターRobo3の翻訳をMsi1が亢進するこ
とで制御されることも発表しており（Kuwako 
K.I. et al. Neuron 2010）、中枢神経の組織
形成において、Msi1 が広範な役割を果たして
いる可能性が高いと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの in vitroスクリーニ
ングにより選択されてきた Dcx、 および 新
規スクリーニングにより得られた候補遺伝子
が、神経回路形成に対して、どのような影響
を与えるのかを培養細胞レベルおよび、in 
vivo、 ex vivo の実験を通して明らかにする
ことを目的とした。具体的には、下記のよう
な目標を設定して研究を行った。 
 
A:Dcx遺伝子の解析 

Dcxは微小管重合を制御することで神経細胞
の遊走を左右し、その結果、大脳皮質形成に
関与する。大脳皮質形成異常を示す遺伝病の
原因遺伝子であることから、Msi1が Dcxの翻
訳制御を介して、大脳皮質の発生に関与する
可能性が考えられた。我々はこれまでに、Dcx 
mRNAが in vitroおよび培養細胞内でMsi1と
特異的に結合し、またレポーター遺伝子実験
からその相互作用によりDcxの翻訳が制御さ
れる可能性を示していた(Horisawa K. et al. 
FEBS Let. 2009)。そこで本研究では Msi1に
よるDcx遺伝子の翻訳制御を、培養細胞および 
Msi1 KO マウスを用いた系によって直接的に
検証し、またこの相互作用が、細胞遊走・皮
質形成にどのように関与するのかを明らかに
することを目標とした。 
B:新規標候補的Dcc遺伝子の解析 
本研究プロジェクト申請の過程において推進
していた、新規in vitroスクリーニングから、
新たなMsi1標的候補としてDcc mRNAが得られ
ていた。Dccは、神経軸索ガイダンス因子
Netrin1 の細胞膜結合型受容体である。過去
のNetrin1およびDccのKOマウスを用いた解析
では、いずれの場合も交連ニューロンの軸索
ガイダンス障害に よるものと思われる神経
回路の形成不全が観察されている。また、こ
れまでのMsi1 KO マウスの解析から、脳梁形
成不全などの、Dccおよび Netrin1 KO マウス
と酷似した表現型が得られており (未発表デ
ータ)、神経回路形成の過程にMsi1が関与して
いることが強く示唆される。そのため本計画
では、Dccを重要なMsi1標的遺伝子と位置づけ、
培養細胞を用いて、Msi1とDccの翻訳制御を介
した関連性を詳細に解析すると同時に、Msi1 
KOマウスにおける神経回路形成の過程を、Dcc
タンパク質の発現を軸に経時的に観察するこ
とで、脳梁をはじめとした種々の交連神経組
織発生への Msi1 の役割を明らかにすること
を目指した。 
 
３．研究の方法 
A:培養細胞を用いたMsi1と標的候補 mRNA間
の相互作用の検証 
(i)「RNA 免疫沈降実験による RNP 複合体形
成の確認」:培養細胞内で形成される内在分子
間の RNA-タンパク質複合体を RNA 免疫沈降
実験を行うことで確認し、Msi1と候補mRNAs
の直接的な相互作用を検証した。 
(ii)「標的因子の翻訳変動の確認」:培養細胞
に対して、Msi1 の強制発現によるGain-of- 
function 実験、またはsiRNAを用いたLoss- 
of-function 実験を行い、Msi1の発現量変動
が、標的候補因子の発現量に与える影響を調
べた。いくつかの内在性Msi1を発現する神経
芽腫細胞株では、Dcx、DccがmRNAでのみ発現
する。これはMsi1の翻訳制御機構による現象



である可能性が高いため、それらの細胞を使
用した。 
(iii)「レポーター遺伝子実験」: in vitro
スクリーニング、およびRNAの２次構造予測・
モチーフ検索により特定された、Msi1と物理
的に相互作用する配列部位を用い、レポータ
ー遺伝子実験を行った。具体的には、ルシフ
ェラーゼの下流にDcc、Dcxの Msi1 結合配列
をUTRとして組み込んだコンストラクトを作
製し、翻訳制御が行われることを検証した。
この実験では、上記の Gain or Loss-of- 
function 実験と組み合せ、Msi1の翻訳制御へ
の影響に関して詳細かつ定量的な解析を行っ
た。 
(iv)「ポリソーム解析」:培養細胞ライセート
をショ糖密度勾配遠心法によって分画し、標
的候補 mRNA が、翻訳不活化画分(モノソー
ム)と翻訳活性化画分(ポリソーム)のどちら
に分配されるかをRT-PCR によって確認した。
上述の Msi1 の Gain or Loss-of-function 実
験と組み合せることで、この分配が Msi1 の有
無によりどのように変化するかを観察し、
Msi1 の翻訳への影響をより詳しく解析した。
また、いくつかの神経芽腫細胞株はレチノイ
ン酸の添加などによりニューロン方向への分
化誘導が可能であることが知られるが、我々
はヒト神経芽腫 SK-N-SH が神経分化の過程で 
Msi1の発現を徐々に消失することを明らかに
していたことから(未発表データ)、この系を
神経分化のモデル系として Msi1 とその標的
の関係性の解析に用いた。 
（v）「軸索ターニングアッセイ」：Msi1 を
導入した神経系培養細胞株とNetrin1 分泌培
養細胞を用いることで、伸長する軸索の動態
を観察した。 
B： Msi1遺伝子欠損マウスを用いた in vivo 
におけるMsi1とDcc、Dcx mRNA相互作用の解析 
Msi1 KOマウスは連携研究者の岡野らが作製
し、既に主要な表現型を報告している
（Sakakibara S. et al. Proc Natl Acad Sci 
USA 2002）。また同様に、Dcx、Dccの両遺伝
子についても KOマウスが報告されているこ
とから、それらの表現型の類似性などを足が
かりとしてin vivo解析を進めた。 
(i)「Dccのin vivo解析」: Dcc KOマウスでは、
リガンドであるNetrin1のKOマウスと同様に、 
脳梁など交連組織の形成に顕著な異常を生じ
る。Msi1 KO マウスにおいても類似の表現型
が確認されることから、Dccタンパク質が機能
する軸索の正中交差に関して、Msi1が関与す
ることが考えられた。そこで免疫組織染色、
in situハイブリダイゼーションによる観察
を行うことで、交連ニューロン成熟における 
Msi1とDcc相互作用の役割を解析した。 
(ii)「Dcxのin vivo解析」Dcx は大脳皮質形
成異常の原因因子であるにもかかわらず、Dcx 
KO マウスでは、海馬形成に一部問題が生じる

だけである。しかし胎仔脳でのsiRNAによる 
Dcxノックダウンでは、皮質形成異常が見られ
るため、KOでは他の遺伝子に機能が相補され
ると考えられる。そこでMsi1 KOマウスの解析
では、Dcx KO マウスで影響が確認できた海馬
周辺での解析を集中的に行った。 
 
４．研究成果 
当初の研究計画において、解析の中心的なタ
ーゲットとして挙げた Dcx、Dcc の２因子の
うち、プロジェクト開始前より Msi1 の標的
としての機能が in vitro で明らかにされて
いた Dcx を先行して in vivo 解析を行った。
Msi1 KO マウスを用いて、Dcx KO マウスにお
いて表現系の現れる海馬を中心に免疫組織
染色などの方法を用いて解析を行ったが、野
生型マウスと比較して、Msi1 と Dcx の関連性
を疑わせるような表現系を観察することは
できなかった。Msi1 には Msi2 というほぼ同
一のRNA配列認識特異性を有するパラログタ
ンパク質が存在しており、その発現分布は互
いにほぼ重複している。したがって、その相
補的な働きが Msi1 KO による表現系を打ち消
したのではないかと考察している。今後は
Msi1/Msi2 dKO マウスの使用などを試みるべ
きであると考える。 
もう一方の標的候補である、Dcc は、マウス
胎仔由来の mRNA からの in vitro SELEX スク
リーニングにより同定された。検出された
Dcc mRNA の 3’UTR 領域は、既知の Msi1 標的
RNA と同様に、ステムループ構造を形成し、
また Msi1 の認識モチーフ配列を有していた
ため、確度の高い候補であるとして優先的に
解析を行った。Dcc は神経の成長円錐に存在
する膜受容体であり、Netrrin1 シグナルを受
容し軸索や細胞を誘引する。本計画では、培
養細胞を用いた生化学的・細胞生物学的な
種々の実験により、Dcc が Msi1 の特異的標的
として翻訳レベルでの発現抑制を受けるこ
とが明らかになった。特に遺伝子導入により
培養細胞の軸索伸長に明確な形態的・機能的
変化を観察することができるため、Msi1-Dcc
相互作用は細胞レベルで機能し得るモジュ
ールであることが明らかになった。Msi1 KO
マウスを用いた解析では、Dcc およびそのリ
ガンドである Netrin1 の KO マウスで表現系
が現れた部位を中心に解析を現在進行で行
っており、そこで得られた新規の知見とこれ
までの成果を合わせ、研究の集大成として国
際紙に投稿していく予定である。 
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