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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、microRNA-9-2とmicroRNA-9-3の2重変異体マウスを作成し、これを用いてmicroRNA-9 

(miR-9)の端脳の神経発生における役割を解析した。その結果、端脳においてmiR-9は、様々な転

写因子の発現を制御することによって神経前駆細胞の増殖と分化をコントロールしていること

が明らかとなった。また、発生の進行とともにmiR-9の活性は調節を受けるが、それはAU-rich 

RNA結合タンパク質によることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
microRNA-9-2 and microRNA-9-3 double-mutant mice demonstrate that microRNA-9 (miR-9) controls 

neural progenitor proliferation and differentiation in the developing telencephalon by regulating the 

expression of multiple transcription factors. Also we found that the activity of miR-9 is finely modulated 

by AU-rich RNA-binding proteins and Msi1 during development. 
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１．研究開始当初の背景 
microRNA は、タンパク質をコードしない

内在性の small non-coding RNA であり、多

くは 19〜23 ヌクレオチドの大きさである。

現在までにマウスではおよそ 400 種類以上

が単離され、その多くが組織特異的に発現

し て い る こ と が 知 ら れ て い る

(Lagos-Quantana et al., 2002; Kloosterman et 

al., 2006)。近年、発生や疾患における細胞

増殖、分化、代謝等の様々な局面で、

microRNA が遺伝子発現調節に重要な機能

を果たしている事が明らかにされつつあ

る (reviewed by Krutzfeldt et al., 2006; Slack 

et al., 2008)。一方研究代表者は、マウス端

脳に特異的に発現する遺伝子の一つとし

て、microRNA-9 (miR-9)を単離した。成熟

型 miR-9 の配列はショウジョウバエからヒ

トまで完全一致しており、進化的に高度に

保存されていた。端脳における発現も、少

なくとも硬骨魚類以降の脊椎動物に保存

されていた。端脳から発生した大脳新皮質

はほ乳類で顕著に発達し、外界からの情報

処理の中心を担っているが、その形成過程

における microRNA の機能と遺伝子発現制

御のカスケードを解析することは、大脳新

皮質の新たな形成メカニズムを明らかに

するのみならず、進化の過程における大脳

新皮質獲得メカニズムを明らかにするう

えでも、大きな意義があるものと考えられ

る。これまでに、ほ乳類の発生における

microRNA の in vivo の機能についてはいく

つかの報告がなされている。例えば Dicer

は RNaseIII タイプのエンドヌクレアーゼ

であり、 microRNA の先駆体から成熟型を

産生する過程で必須の因子の一つである

が、Dicer-1 のノックアウトマウスでは、

ES 細胞の増殖の減少が見られ、体軸形成

期（embryonic day 7.5）以前に致死となっ

たことから microRNA が発生初期から重要な役

割 を 果 た し て い る 事 が 示 唆 さ れ た

(Kanellopoulou et al., 2005) 。 さ ら に

microRNA-1-2 のノックアウトマウスでは、心臓

の形態形成、電気伝達、心筋細胞の増殖等に異

常がみられ、心臓発生に必須の因子であること

が示された（Zhao et al., 2007）。このような個々

の microRNA の作用機序としては、標的となる

遺伝子の mRNA の 3’非翻訳領域 (3’UTR)の特

定配列に相補的に結合し、その mRNA の安定

性や翻訳レベルを主に負に制御していること

が知られている(reviewed by Cao et al., 2006)。こ

のように発生における microRNA の重要な機能

が示唆されつつありながら、ほ乳類の脳の発生

における個々の microRNA の機能については未

だに研究が進んでいない。この点を克服するた

め、研究代表者は miR-9 のノックアウトマウス

を作成した。miR-9 の前駆体には３つのファミ

リーメンバーである microRNA-9-1/2/3,がある

ことが知られているが、現在までに発現量が多

い microRNA-9-2 と microRNA-9-3 のノックアウ

トマウスを作成しその機能と標的遺伝子を解

析した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、マウス胚発生において端脳および大

脳新皮質に特異的に発現する miR-9 の前駆体

である microRNA-9-2 と microRNA-9-3 のノック

アウトマウスの解析、およびそれら microRNA

標的遺伝子の包括的探索により、大脳新皮質形

成の新たなメカニズムを解明することを目標

とする。 
 
 
３．研究の方法 
研究代表者のこれまでの研究において、miR-9
がマウス胚の初期神経分化に必須であること

が示唆されていた。そこで本研究では脳の発生

の全ての段階における miR-9 の役割を明らか



 

 

にするために miR-9 の変異体マウスを作

成した。miR-9 にはそれぞれ異なる染色体

上にコードされた 3 つのメンバーがある

が、成熟型は同一の配列を持つ。発生段階

では miR-9-2 と miR-9-3 の発現が最も高か

ったため、この２つの前駆体を欠失した二

重変異体マウスを作成した。このような二

重変異マウスでは主に１）Cajal-Retzius
細胞を含む初期の神経分化の減少。２）外

套部における神経前駆体細胞の分裂の一

過的な亢進。３）SVZ における神経前駆体

細胞の分裂の減少。４）新皮質レイヤーII-V
の欠失。５）皮質腹側領域（ventral pallium）

の欠失とそれに伴う側方神経節隆起

（lateral ganglionic eminence）の背側へのシ

フト。６）外套下部における神経前駆体細

胞の分裂の亢進。といった表現型が見られ

たが、これらに関わる標的遺伝子の同定の

ため、マウスの転写物を載せた Affymetrix
社の Mouse Genome Array をもちいて各発

生段階に皮質に発現する転写物の量を野

生型と変異型で比較し、変異型で増加した

転写物を同定する。3’UTR の配列からの予

測と組み合わせて複数の候補遺伝子を同

定し、それらのタンパク質が変異体で増加

していることを確認した。それらには

Gsh2, Islet1, Meis2, Foxg1 等の転写因子が

含まれていた。 
 
 
４．研究成果 

microRNA は、さまざまな生物の器官発生に

関わる様々な遺伝子を標的とし、その転写後

の発現量を主に負に調節していることが知

られている。microRNA の標的遺伝子の同定

は、microRNA それ自体の機能のみならず、

器官発生そのもののメカニズムを知る上で

も重要である。脊椎動物において miR-9 は端

脳に強く発現するが、miR-9-2/3 の二重変異

マウス端脳を解析した結果、miR-9 は、神経

前駆細胞の増殖を制御する転写因子である

Foxg1, Nr2e1, Gsh2 等の発現を調節するこ

とがわかった。神経分化初期 (E12.5) の

miR-9-2/3 の二重変異マウス端脳皮質領域におい

ては、Foxg1 タンパク質の発現が上昇しており、

radial glia の増殖が亢進していた。一方で最も初

期に分化する神経細胞である Cajal-Retzius 細胞

と、他の early-born neuron が減少していた。し

かしながら E15.5 といった後期においては、

Foxg1 タンパク質の発現の上昇は認められなかっ

た。これはFoxg1 mRNAの 3’UTRに対するmiR-9

の活性が何らかの調節を受けている事を示唆する

結果であった。我々は RNA 結合タンパク質であ

る Elav2 の発現が E15.5 から上昇し、さらに、

Elav2 が Foxg1 mRNA の 3’UTR に結合すること

で、miR-9 の活性を阻害することが分かった。し

かしさらに発生が進むと、逆に神経前駆細胞の増

殖は減少することが分かった。これは Nr2e1 タン

パク質の発現の減少を伴っていたが、意外な事に

miR-9 は RNA 結合タンパク質である Elavl1 や

Msi1 と協調的に Nr2e1 mRNA の 3’UTR に作用

して翻訳を正に制御することが分かった。

miR-9-2/3 の二重変異マウス端脳の外套下部にお

いては Foxg1 や Gsh2 といったタンパク質の発現

が E15.5 においても増加しており、神経前駆細胞

の増殖の亢進は維持されていた。これは Elavl2

が外套下部では発現していないためと考えられた。

以上の結果から、大脳の発生において、miR-9 は、

RNA 結合タンパク質とともに神経前駆細胞の増

殖を制御する遺伝子群の発現を微調整しているこ

とが明らかになった。 
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