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研究成果の概要： 
 神経幹細胞に強く発現する RNA 結合蛋白質 Musashi1 の標的 RNA を生化学的な手法を用
いて精製し同定する試みを行った。その結果、神経幹細胞においては蛋白質発現が非常に弱い

が神経細胞へと分化するに伴って蛋白質発現が上昇して機能する遺伝子の mRNA が
Musashi1の標的 RNAとして新たに同定された。Musashi1はその遺伝子のmRNAに対し、
Musashi1結合配列を介して翻訳を抑制することが試験管内の実験により明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 

Musashi蛋白質は、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。研究代表者はこれまでに、Musashi1

蛋白質（以下Msi1）が(G/A)UnAGU (n=1̃3)

を有する RNAに結合すること、下流標的

RNAの翻訳を抑制することを発見し、RNA

結合蛋白質Msi1の機能を明らかにしてき

ている（Imai et al., Mol Cell Biol 2001）。

また、下流標的遺伝子の一つとして

m-numbを同定、m-numb mRNAの 3’ 非翻

訳領域（UTR）に Msi1は結合し、同遺伝

子の翻訳を抑制することによって、Notch 

signalを亢進させて細胞の未分化性、増

殖活性に寄与していることを明らかにし

ている（Imai et al., Mol Cell Biol 2001）。

一方、ショウジョウバエの Musashiは、

下流標的遺伝子の一つの tramtrack69の

3’ 非翻訳領域に結合して翻訳を抑制し、
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この翻訳抑制が神経系二次前駆細胞

（IIb）の細胞分化運命を決定することを

明らかにしている（Okabe et al., Nature 

2001）。 

近年、研究代表者らは、Msi1が下流標

的遺伝子に対して起こす翻訳抑制の機能

がどのようなメカニズムによって引き起

こされるかについて、生化学的な免疫沈

降実験を用いて蛋白質複合体の中におけ

るMsi1の位置を探ることで明らかにした。

その詳細は、Msi1が下流標的のmRNAに結

合していると同時に poly(A) binding 

protein1 (PABP1)に結合し、PABP1が翻訳

開始因子 eIF4Gに結合する相互作用を阻

害する働きを有することであった。PABP1

がeIF4Gに結合することは、5’-cap複合

体とmRNAのpoly(A)tailが近接すること

を意味するが、この近接がうまく作用し

ないと、cap依存的な翻訳の開始課程のう

ち、eIF4GとeIF4E (5’-cap 結合蛋白質)

との結合、eIF4Gと eIF4Aとの結合、40S 

ribosome subunitの複合体への参加、60S 

ribosome subunitの複合体への参加が効

率的に起こらないことが示されている

（Kahvejian et al., 2005）。 

研究代表者のこれまでの研究、とりわ

け 2001年に報告した２報の論文（Imai 

et al., M.C.B. 2001; Okabe et al., 

Nature 2001）が先駆けになり、多くの

海外の研究者による Msi1についての研

究が行われることになった。ショウジョ

ウバエの精巣の幹細胞の性質に必須で

あることが示され（Siddall NA et al）、

特にBattelli et alとCharlesworth et 

alの 2論文には、Imai et al., M.C.B. 

2001の情報を元にして新たに p21, 

c-Mosを脊椎動物のMsi1の下流標的遺伝

子と同定し、Msi1が翻訳抑制を行ってい

ることを示す同様の実験結果が示され

ている。 
 
 
２．研究の目的 
 

配列特異的な RNA結合ドメインを有する

Msi1は poly(A)を有するどの mRNAの翻訳も

抑えてしまうという細胞にとっての危険因

子ではなく、特異的に結合する mRNAの翻訳

抑制を行う因子であると考えられる。したが

って、Msi1が翻訳制御する遺伝子群の

profileを知ることは、Msi1が発現する神経

幹細胞の性質を知ることにつながると考え、

本研究の目的とした。Msi1の下流標的遺伝子

を知り神経幹細胞における翻訳制御 profile

を知るには、結合配列の有無を指標に１遺伝

子ごとに翻訳調節の有無を調べるこれまで

の手法は多くの時間を要し、効率的ではない

ので、神経系の Msi1が発現している神経幹

細胞を含む細胞群において発現する Msi1の

下流標的遺伝子を網羅的にスクリーニング

する方法について、至適な方法を模索開発し、

Msi1による翻訳制御遺伝子を同定すること

を目的とする。 

 

 
３．研究の方法 
 

Msi1特異的であり、かつ効率的な免疫沈降

が可能な抗体を作出するために、バキュロウ

ィルス膜上に Msi1のＣ末端側の５０アミノ

酸を露出させ、そのウィルスをマウスへの免

疫し、その後のハイブリドーマ選択を行った。

内在性の Msi1蛋白質を精製濃縮できる抗体

を免疫沈降法およびウェスタンブロット法

で選択した。その抗体を使って、Msi1-RNA複

合体を精製濃縮する手法として、CLIP法

（Cross linking immuno precipitation）、

In vitro virus 法 、 RIP-Chip（ RNA 

immuno-precipitation Chip）法があったが、

当初申請書で記した CRIP法は困難であった

ため、In vitro viris法を用いて、Msi1と

相互作用するRNAの探索を行った（慶大理工

学部柳川研究室と共同）。 
 
 
４．研究成果 

RNA結合蛋白質Msi1を特異的に認識する

32種のモノクローナル抗体を、バキュロウィ

ルス膜上露出法によるマウスへの免疫とそ

の後のハイブリドーマ選択によって得た。次

に、外来的に遺伝子導入して発現させたMsi1

蛋白質を特異的に免疫沈降可能なモノクロ

ーナル抗体を32種の内より10種選別した。

さらに、P19細胞に発現している内在性の

Msi1蛋白質を効率よく免疫沈降できるモノ

クローナル抗体を、10種の抗体の中から2種

を選別した。Msi1の標的RNAを免疫沈降法で

効率的に採取可能なモノクローナル抗体を

得ることに成功した（東大先端研・分子生物

医学部門の浜窪教授・望月准教授との共同で



 

 

行った）。 

Msi1-標的RNA複合体の濃縮精製を行い、

標的RNAの同定を行う件であるが、計画に記

した生体内CRIP法による蛋白質-RNA複合体

の濃縮が困難であったため、代替法としてin 

vitro virus法（以下IVV法、慶大・理工学

部・柳川教授らと共同）と特異的抗体による

免疫沈降を組み合わせた手法を採択するこ

とにより遂行した。 

 無細胞翻訳系で翻訳して精製したMsi1蛋

白質と胎生期12日目マウスの終脳領域由来

ライブラリを使用してMsi1蛋白質の免疫沈

降とIVV法によるMsi1親和性分子の検索を

行ったところ、幼弱神経細胞に発現しており

細胞の移動に関与する遺伝子(X)のmRNA, 他

3種mRNAのいずれも3’-UTRがMsi1親和性

RNAとして同定された。 

 Msi1蛋白質がこれらのmRNAに結合するこ

と、さらに、Msi1がその結合部位を有する

RNAの翻訳を抑制することが培養細胞を用い

た系で明らかになった。これらより、神経幹

細胞において、Msi1がX遺伝子の mRNAの翻

訳を抑制し、神経幹細胞において細胞の移動

能を制限していることを示唆する結果を得

た。 
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