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研究成果の概要（和文）：ヒトを含めた動物は、食後や空腹時など栄養状態の変化に応じて、幹細胞や前駆細胞の分裂
や分化といった活動を調節することが知られている。本研究では線虫という実験動物を用い、nhl-2とnos-1という遺伝
子が、飢餓時に神経の前駆細胞の活動を一時停止するのに必須であること、飢餓時にmiR-235というマイクロRNAの生合
成調節を促進する可能性を見出した。今後、栄養状態の変化に伴いmiR-235やnhl-2、nos-1がどのように相互作用する
か調べることで、動物がどのように栄養状態の変化に応答するか、遺伝子や細胞レベルでの理解が進むことが期待でき
る。

研究成果の概要（英文）：Stem and progenitor cells in animals have been known to change the frequency of 
cellular behaviors such as cell divisions and differentiation. Using the nematode, C. elegans, our 
studies suggest that two genes, called nhl-2 and nos-1, play an essential role in temporally arresting 
cell divisions and subsequent differentiation of neural progenitor cells during starvation, and that they 
regulate the biogenesis of a microRNA, called miR-235. Further elucidation of the mechanism that 
underlies the genetic and molecular interactions among these molecules under the nutritionally poor and 
replete conditions would help to understand how animals coordinate the cellular activity with the change 
in the nutritional state.

研究分野： 生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 miRNA は 20—24 ヌクレオチド残基からなる
小さな RNA であり、部分的に相補的な配列を
もつ標的 RNA の分解や翻訳抑制を促進する。
miRNA は前駆体である pri-miRNA として転写
され、中間体の pre-miRNA を経て、mature 
miRNA として成熟し機能する。これまでの研
究から、miRNA の生合成過程に関わる重要な
酵素群の多くは同定されたものの、個々の
miRNA の発現制御に介在するシグナル伝達経
路については不明な点が多い。我々は、線虫
を 用 い て insulin/insulin-like growth 
facotr(IGF)シグナリング(IIS)経路の負の
制御因子である pten（線虫では daf-18）や
foxo（daf-16）の null 変異体と同様の表現
型を示す欠失変異体として、先に miR-235 を
同定した（Kasuga et al., Nature 497, 503–
506. 2013）。 
 これまでの発現解析により、miR-235 の発
現は飢餓条件下で亢進し摂食により抑制さ
れること、摂食による発現抑制に、摂食によ
って活性化するIIS経路が関与していること
を見出している。しかしながら、飢餓条件下
における mir-235 の転写促進には foxo の寄
与が比較的少なく、miR-235 の栄養条件に応
答した発現の制御機構は未解明である。 
 
２．研究の目的 
 外界からのシグナルによるマイクロ RNA
（miRNA）の発現制御の機構には不明な点が
多い。先に申請者らは、線虫を用いて神経前
駆細胞の飢餓応答に必須であるmiRNAとして
miR-235 を同定した(Kasuga et al., Nature 
497, 503–506. 2013）。これまでに IIS 経路
が miR-235 の発現を抑制すること、foxo 非依
存的なmiR-235発現促進機構が存在する可能
性を見出している。そこで本研究では、外界
からの栄養に応答してmiR-235の発現が制御
される機構を解明する。miR-235 は広く動物
界で保存されており、他の動物でも foxo 以
外の IIS 経路応答性転写因子などによる
miRNA の発現調節機構などは不明なことから、
本研究により高等動物でも保存されている
新規の栄養応答性miRNA発現制御とシグナル
経路の発見が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 これまでの研究により、pre-miR-235の 5’
末端より 2.3 kb 上流領域を含む 3 kb のゲノ
ム断片が mir-235変異体の表現系を完全に救
助すること (Kasuga et al., Nature 497, 
503–506. 2013）、そのゲノム断片から生合成
された pri-miR-235 と mature miR-235 の発
現および pre-miR-235 の 5’末端より 2.3 kb
上流領域を gfp cDNA の上流に融合させた GFP
レポーター遺伝子の発現が、内在性 mature 
miR-235 と同様に摂食によって顕著に抑制
（飢餓時の約 20%）されることを見出してい
る。これらの知見は、pre-miR-235 の 5’末
端より 2.3 kb 上流領域に飢餓時に発現を亢

進させる（あるいは摂食時に発現を抑制する）
シスエレメントが存在することを示唆する。
そこで、前述した miR-235 GFP レポーター遺
伝子を用いて、いわゆる'promoter bashing’
をおこない栄養応答性シスエレメント領域
を同定する。具体的には 5’側から複数の異
なる長さを欠失したコンストラクトを作成
し、mir-235 欠失変異体に形質転換して、表
皮幹細胞や神経前駆細胞の発現に必須であ
る領域を同定する。 
 上記の栄養応答性シスエレメントの絞り
込みで数百ヌクレオチド残基まで絞り込め
た時点で、Clonetech 社の Matchmaker Gold 
Yeast One-Hybrid Library Screening System
を用いて酵母１ハイブリッド法にて結合蛋
白質を単離する。次に、２次スクリーニング
として、1 次スクリーニングで陽性クローン
として同定された遺伝子の欠失変異体が、本
国のナショナルバイオリソースセンターお
よび米国の線虫ストックセンターから入手
できる場合はそれらを取り寄せ、また、欠失
変異体が存在しなければ RNAi にて機能阻害
をおこなった際のmiR-235の発現量をTaqMAN
プローブを用いた qRT-PCR にて同定する。
miR-235 の転写を促進する遺伝子に関しては
mir-235 変異体と同様の表現型(Kasuga et 
al., Nature 497, 503–506. 2013）を示すは
ずである。 
 
４．研究成果 
pre-miR-235 の 5’末端より 2.3 kb 上流領域
にgfpを融合させたレポーター遺伝子を作製
し、gfp の転写産物の発現を調べたところ、
内在性 mature miR-235 と同様に摂食によっ
て顕著に抑制（飢餓時の約 20%）されること
を見出した(図１）。そこで、この GFP レポー
ター遺伝子のプロモーター領域を 5’側から
約100塩基対ごとに欠失したコンストラクト
を作製し、GFP の発現パターンを調べた。そ
の結果、約 2 kb 上流の領域をもつレポータ
ー遺伝子は、2.3 kb 上流領域をもつものと同
様に、表皮、表皮幹細胞、神経前駆細胞で GFP
の発現を示すのに対し、1.9 kb 上流の領域し
かもたないレポーター遺伝子は、表皮幹細胞
でのみ GFP の発現を示した（図２）。また、

 
図 1 gfp レポーター遺伝子の発現は摂食
によって抑制される 
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さらに
削り込んだコンストラクトは表皮幹細胞で
の GFP
そこで
1.9-2.0 kb
れぞれ欠失した
パターンを調べたところ、
表皮と神経前駆細胞における

であるのに対し、
胞における
した。さらに、
か含まない
null
を救助できないことから、表皮と神経前駆細
胞における
静止期維持に重要であることが示唆された。
上述の
イブリッド法を用いて結合因子を探索した
ところ、
ことができたが、そのタンパク質をコードす
る遺伝子の欠失変異体では
影響は見られなかった。
写因子をコードする遺伝子群の変異体を取
り寄せ、
下で神経前駆細胞の静止期が維持できない
変異体を探
を一系統同定した。そこで、その転写因子変
異体と野生型における
TaqMAN probe
較したが、両者に有意な差は検出されなかっ
た。 
 上に述べたアプローチにより、
発現に重要なシス領域を決定することはで
きたものの、その結合因子は同定することが
できなかった。そこで
活性調節に関与することがこれまでに示唆
されたことのある因子群のなかで、機能阻害
すると、
に飢餓条件下で神経前駆細胞の静止期から
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さらに 1.6 kb 上流領域までプロモーターを
削り込んだコンストラクトは表皮幹細胞で
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そこで 2.3 kb のプロモーター領域のうち、
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であるのに対し、
胞におけるGFP発現に必須でないことを見出
した。さらに、1.9 kb
か含まない mir-235
null 変異体における神経前駆細胞の
を救助できないことから、表皮と神経前駆細
胞における mir-235
静止期維持に重要であることが示唆された。
上述の 1.9-2.0 kb
イブリッド法を用いて結合因子を探索した
ところ、DNA 結合タンパク質を１つ同定する
ことができたが、そのタンパク質をコードす
る遺伝子の欠失変異体では
影響は見られなかった。
写因子をコードする遺伝子群の変異体を取
り寄せ、mir-235
下で神経前駆細胞の静止期が維持できない
変異体を探索し、そのような転写因子変異体
を一系統同定した。そこで、その転写因子変
異体と野生型における
TaqMAN probe を用いた
較したが、両者に有意な差は検出されなかっ

 
上に述べたアプローチにより、

発現に重要なシス領域を決定することはで
きたものの、その結合因子は同定することが
できなかった。そこで
活性調節に関与することがこれまでに示唆
されたことのある因子群のなかで、機能阻害
すると、mir-235
に飢餓条件下で神経前駆細胞の静止期から

図２ gfp 発現に必要なシスエレメント
の同定 
hyp7:表皮細胞、
駆細胞を示す。
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