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研究成果の概要（和文）：MIB1は、 Notchリガンドのユビキチン化を介して、 Notchシグナル伝達で重要な役割を果た
している。MIB1機能解析の結果、我々は、MIB1によるSnx18とダイナミン2との間の相互作用調節がNotch活性化に重要
であることを明らかにした。さらに、Notchシグナルによる感覚と運動を調節する脊髄V2介在ニューロン（V2-IN）の発
生メカニズムを明らかにするため、ゼブラフィッシュV2神経発達解析の結果、V2-IN細胞前駆体の増殖およびV2A/ V2b
細胞運命決定では異なるセットのNotchリガンド-受容体を介していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Endocytic proteins such as epsin and dynamin participate in Notch ligand activity 
by mediating Notch ligand endocytosis. The ubiquitin ligase Mib1 also plays essential roles in Notch 
signaling via Notch ligand ubiquitination. However, the molecular links between Mib1 and endocytic 
proteins have not been fully defined. Here, we show that Mib1 modulates dynamin recruitment by regulating 
the interaction between Snx18 and dynamin 2 to ensure the efficient signaling activity of Notch ligands. 
During vertebrate development, the spinal cord is a site of sensory and motor tasks coordinated by 
interneurons and the ongoing neurogenesis. V2-interneuron (V2-IN) progenitors (p2) develop into 
excitatory V2a-INs and inhibitory V2b-INs. Using zebrafish embryos with altered Notch signaling, we show 
that V2-IN cell progenitor proliferation and V2a/V2b cell fate determination involve signaling through 
different sets of Notch ligand-receptor combinations that occur concurrently during development.

研究分野： 生物学、分子生物学、シグナル伝達

キーワード： 細胞分化　シグナル伝達　ゼブラフィッシュ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Notchシグナルは進化上保存された細胞間

シグナル伝達経路であり、多様な組織の発生
に関わっていることが知られている。特に、
高等生物では、Notch リガンド、受容体の種
類が増え、組織特異的、発達期特異的など、
コンテクスト依存性機能の多様性増大が特
徴的である。多様な生理機能を解析するため、
これまでに、複数の Notch 受容体・リガンド
のノックアウトマウスが作製されているが、
マウスは胎生発生であるため、特に初期発生
過程での解析が不十分である。また、Notch
シグナルの生理機能とその機能制御の分子
機構は、複数リガンド・受容体、細胞内シグ
ナル伝達因子の存在やそれらの発現場所・時
期・活性の複雑な調節機構が存在する。その
ため、 Notch シグナル機能の多様な生理機
能とそれを担保する分子機構については、不
明な点が多く残されている。 

 
２．研究の目的 
（1）リガンドユビキチン化修飾によるNotch
シグナル活性調節機構 

Notchシグナルは隣接する細胞間でのシグ
ナル伝達であり、リガンドおよび受容体が単
に膜上で発現するだけでは不十分で、“活性
化状態”にあることが重要である。その“活
性化状態”の鍵を握るのは Mib などのユビキ
チン化酵素を介したユビキチン化修飾であ
る。現在、Mib による活性化機序として、
Notch細胞外ドメインをリガンド発現細胞へ
引き込むための 1）pulling force を必要とす
るモデルと、より活性能力のあるリガンドへ
転換させるための 2) recycling が必要である
という 2 つのモデルが提唱されているが、い
ずれの説も決定的な証拠にかけている。これ
までに、我々は、Mib の欠損によって
Delta-Notch の結合には影響を及ぼさない事、
Notch の結合により、Delta のユビキチン化
活性は上昇し、この上昇は Mib に依存してい
る事を明らかにした。そこで、リガンドの“活
性化”状態とはなにか？Mib が二つの活性化
モデルとどう関係し、如何にリガンドの活性
化に関わるのかを明らかにする。 
（2）ゼブラフィッシュ Notch シグナルの多
様な生理機能と分子機構 
in vitro では、ほぼすべてのゼブラフィッシ
ュDeltaタンパクがMibによってユビキチン
化を受けるが、これらの機能的差異は不明で
ある。連携研究者である川上浩一博士らは、
エンハンサートラップスクリーニングによ
って、DeltaA の機能欠損型変異体を単離し
た。この deltaA 変異体と deltaＤ欠損と表現
型比較を行ったところ、脊髄 V2 領域の介在
神経の発生過程で、DeltaA, DeltaD が冗長
的に神経前駆細胞の維持に関わっているこ
とが分かった。一方、Mib 変異体の V2 神経
表現型から、Mib は V2 神経前駆細胞の維持
の他に、その前駆細胞から生み出される
V2a,V2bの2種の細胞分化に関わっている事

が分かっていた。そこで、deltaA,D 以外のリ
ガンドがV2a/bへの分化機能を分担している
との仮説に基づき、deltaA,D 以外の delta や
jagged 欠損と deltaA,D を組み合わせ、V2
細胞の運命決定に関わるリガンドの同定と
Notch 受容体の同定、それらに対する Mib の
作用機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）リガンドユビキチン化修飾による Notch
シグナル活性調節機構 
clustered Notch2Fc の内在化の検出 
Notch2Fc 溶液に Mouse anti-Human IgG, Fc
γ  Fragment (Jackson immune research, 
USA)を加え、37℃で 30 分インキュベートし
複合体を作らせた(clustered Notch2Fc)。こ
の clustered Notch2Fc を Dll1-3T3 細胞に加
え 4℃で 40 分インキュベートした後、HBSS 
buffer で洗い、すぐに細胞を 4%PFA で固定ま
たは培地に交換し 37℃で 20 分または 120 分
インキュベートした後細胞を4%PFAで固定し
た。POD 標識 anti-Mouse IgG を反応させて
luminol の化学発光量を測定し、その後細胞
の lysate を回収し BCA assay によってタン
パク質量を測定した。得られた値を化学発光
量を全タンパク質量で補正した後、インキュ
ベート時間が 0分の値から 120分の値を引き
Dll1-3T3 細胞内に内在化した Notch2Fc 量を
求めた。 
ユビキチン化タンパク質の検出 
Dll1-3T3 細胞に clustered Notch2Fc を加え
37℃でインキュベートした後、whole-cell 
extracts を回収した。次に免疫沈降用の抗体
と protein G-sepharose を加え 4℃でインキ
ュベートした。1%Triton 0.1%SDS/PBS で 6 回
洗った後、2xサンプルバッファーを加えボイ
ルしサンプルとした。免疫沈降産物を
anti-ubiquitin (P4D1)抗体用いてウェスタ
ンブロッティングを行い、ユビキチン化タン
パク質を検出した。 
ルシフェラーゼによるNotchシグナル伝達活
性化の測定 
Dll1-3T3 細胞には各 siRNA を導入し、
Lfg/Notch1-3T3にはNotch応答性ルシフェラ
ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド で あ る
pGL4.1-TP1-dELuc と補正用ベクターである
pGL4.74[hRluc/TK]をトランスフェクション
した。Dll1-3T3 を 0.53mM EDTA/PBS で剥がし
た後 Lfg/Notch1-3T3 に加え共培養した。
Dual-luciferase reporter assay system 
(Promega, USA)のプロトコルに従ってGLOMAX 
multi+で化学発光を検出した。 
Dll1-3T3 の細胞膜上の Dll1 発現量の検出 
Dll1-3T3 に各 siRNA を導入し、48 時間後に
hamster IgG anti-Dll1 抗体または hamster 
IgG (IgG1, k, A19-3; BD Bioscience, San 
Jose, CA, USA)を添加しインキュベートした。
次にビオチン標識 anti-hamster IgG 抗体
(eBioscience, CA, USA)と PE 標識ストレプ
トアビジン(BD Biosciences)を加えた。その



後 FACSCalibur flow cytometer (BD 
Biosciences, CA, USA)と CellQuest software 
(BD Biosciences, CA, USA)を用いて解析を
行った。 
Notch 細胞外ドメインのトランスエンドサイ
トーシスの検出 
HA-Notch1-Neuro2a細胞とDll1-HeLa細胞を
20時間共培養し、2mg/ml の Alexa488 dextran 
10,000MW (Life Technologies, USA)を加え
て 4 時間共培養を行った。その後 4% PFA を
用いて細胞を固定し mouse anti-HA 抗体およ
び rabbit anti-Myc (A14) 抗体で蛍光免疫染
色を行った。 
Proximity ligation assay 
Dll1-3T3 細胞に 4℃で 40 分間 clustered 
Notch2Fc を加えた後、HBSS buffer で洗い培
地に交換し 37℃でインキュベートした。細胞
を 4%PFA で固定し、0.2% Triton/PBS によっ
て細胞膜透過処理を行った。その後、Duolink 
PLA (Olink Bioscience, Sweden)のプロトコ
ルに従った。抗体は Dll1 には mouse 
anti-Flag 抗体または rabbit anti-DDDDKtag
抗体を使用し、dynamin 2 には rabbit 
anti-dynamin 2 、 Snx18-Myc に は mouse 
anti-Myc 抗体を使用した。画像は共焦点顕微
鏡 Carl Zeiss LSM700 または Leica TCS SP8
を用いて取得した。 
ショウジョウバエにおける表現型の観察_ 
ショウジョウバエのトランスジェニックラ
インは次のものを用いた。MS1096-GAL4, 
UAS-Mib1-RNAi (TRiP.JF02629), 
UAS-SH3PX1-RNAi (TRiP.JF02730 or 
TRiP.HMJ21552) UAS-RNAi line を 2 コピー持
った雄と MS1096-GAL4 もつバージンの雌を
25℃で掛け合わせた。成体の翅を切り取り、
スライドガラスにマウンティングした後、そ
の表現型を光学顕微鏡にて観察し写真を取
得した。 
（2）ゼブラフィッシュ Notch シグナルの多
様な生理機能と分子機構 
Zebrafish (Danio rerio) 
実験で用いたゼブラフィッシュ line は 
deltaAdmc72a;Tg(UAS:GFP)、deltaDaei 、mibta52b、
Tg[vsx1;GFP] で あ る 。 deltaAdmc72a; 
Tg(UAS:GFP) line は、遺伝研川上研で単離さ
れたものを用いた。実験で用いるembryosは、
ヘテロ変異体同士のかけ合わせによって得、
採集した embryos は 25℃、28℃、32℃のいず
れかで飼育した。飼育水にはメチレンブルー
を入れた水道水を用いた。embryos のステー
ジは、体節数、形態、飼育時間で判断した。
また deltaAdmc72a 遺伝子型は PCR によって判
別し、deltaDaei、mibta52b 変異体については、
20 体節期において体節形成が異常になると
いう形態から判断した。 
antisense oligonucleotide (MO) 
antisense oligonucleotide (MO) によって
Notch, Deltaの機能を阻害した。1cell-4cell
の受精卵に MO を injection し、実験に使用
した。 

＜in situ hybridization＞ 
 -20℃で保存しておいた 100%MetOH 中の胚
を 75%MetOH/PBSTw 、 50%MetOH/PBSTw 、
25%MetOH/PBSTw、1xPBSTw の順に置換した。
その後 1/1000 希釈した Proteinase/PBSTw で
リンスし (受精後 24時間胚の場合)、1xPBSTw
ですばやく洗浄した。4%PFA/PBS で 20 分間固
定 し 、 1x PBSTw で 数 回 洗 っ た 後 、
Hybridization buffer を加え 60℃で 2 時間
以上 prehybridization を行った。RNA probe 
(hybridization buffer により 1/100に希釈)
に置換し 60℃で一晩 hybridization した。 
二日目、60℃で hot washes を行った。以降
は、抗 DIG 抗体 を用いて常法に従った。 
＜Vsx2, Scl, GFP triple immunochemical 
staining＞ 
抗体染色には Tg[vsx1;GFP] zebrafish 

line を用いて実験を行った。この実験は全て
受精後 28 時間胚で行った。4%PFA/ 0.5% 
triton-x を用いて、室温で１時間固定した。
以降は除法に従った。 
 
４．研究成果 
（1）リガンドユビキチン化修飾による Notch
シグナル活性調節機構 
Mib1 は dynamin 2 の Dll1 への誘導に必要で
ある。 
 これまでの研究からクラスリン依存的な
エンドサイトーシスは Dll1 のシグナル伝達
活性に重要な役割を果たすことが報告され
ている(Meloty-Kapella et al. 2012)。クラ
スリンが寄与するエンドサイトーシスでは
細胞膜の陥入やクラスリン被覆の構築、細胞
膜からの切断および融合など様々な段階が
存在する(Kaksonen et al. 2006; McMahon & 
Boucrot 2011)。初期エンドソームへの輸送
よりも前の段階で、dynamin は細胞膜からク
ラスリン被覆小胞切り離す機能を持つ。そこ
で、Dll1 と clustered Notch2Fc の結合後の
dynamin 2 と Notch2Fc の共局在に Mib1 が寄
与するか検討した。その結果から、Mib1 の機
能欠損においてNotch細胞外ドメインのエン
ドサイトーシス初期段階では、Dll1 を含む膜
陥入部位への dynamin 2 の誘導が減少するが、
後期では dynamin 2 と Dll1 を含む膜陥入部
位の総量が増加することが考えられた。 
 
Dll1発現細胞のSnx18はNotchシグナル活性
化に寄与する。 
 次に dynamin 2 の誘導に関わる因子が Notch
シグナル活性化に寄与するか検討した。
Dynamin の細胞膜への誘導は Snx ファミリー
の一つである Snx18 のような BARドメインを
持ったタンパク質によって促進されること
が知られている (Lundmark & Carlsson 2004; 
Soulet et al. 2005; Shin et al. 2008; Park 
et al. 2010; van Weering et al. 2010; 
Ferguson & De Camilli 2012)。そこで Snx18
が高発現しているNIH3T3細胞を用いてNotch
シグナル伝達におけるSnx18の機能を解析し



た (Park et al. 2010)。Dll1 発現細胞にお
ける Snx18 をノックダウンし、Notch 発現細
胞との共培養系を用いてNotchシグナル伝達
活性を測定したところ、control siRNA を導
入した細胞に比べてやや減少していた(Fig. 
6A)。更に、in vivo において Snx18 が Notch
シグナル伝達に寄与するか検討するために、
ショウジョウバエにおけるSnx18の機能を確
認した。脊椎動物では Snx ファミリーは三つ
の遺伝子が発見されているが、ショウジョウ
バエではホモログが SH3PX1 の一つしかない
(Knaevelsrud et al. 2013)。そこで翅成虫
原基における SH3PX1 の RNAi トランスジェニ
ックラインを用いてノックダウンし、翅とそ
の翅脈における表現型を観察した。その結果
SH3PX1 のノックダウンでは翅の辺縁部の支
脈が広くなることが明らかとなった(Fig. 6B, 
arrowhead)。さらに過去の報告からこれらの
表現型はDelta-Notchシグナル伝達の消失に
関 係 し て い る こ と が 考 え ら れ
(Mummery-Widmer et al. 2009)、ショウジョ
ウバエにおけるNotchシグナル伝達にSH3PX1
が寄与し、Snx は Notch シグナル伝達に対し
て進化的に保存された機能を持っているこ
とが明らかとなった。 
 
Mib1 は dynamin 2 と Snx18 の相互作用に寄与
し Dll1 へ dynamin 2 を誘導する。 
 Snx18 が Dll1 への dynamin 2 の誘導に寄与
するか検討するために、Snx18 をノックダウ
ンした Dll1 発現細胞に clustered Notch2Fc
刺激を行い、Dll1 への dynamin 2 の誘導につ
いて PLA を用いて確認した。Control siRNA
を導入した Dll1 発現細胞では Dll1 と
dynamin 2 の PLA シグナルは Notch2Fc 刺激後 
5 分で増加したが、Snx18 のノックダウンで
はその増加が見られなかった。このことから、
Dll1 への dynamin 2 の誘導に Snx18 が寄与す
ることが明らかとなった（下図、 Mib1 によ
る Notch リガンド活性化機構）。 

 
（2）ゼブラフィッシュ Notch シグナルの多
様な生理機能と分子機構 
Mib は V2 interneuron progenitors の維持

と V2a/V2b 細胞の運命決定に必要である 
zebrafish V2 interneuron (IN)分化におい
て 、 神 経 管 内 側 に 存 在 す る V2IN 
progenitor(p2)から、興奮性 interneuron 

V2a-IN と抑制性 interneuron V2b-IN が分化
し、これらの神経は神経管外側に存在する。
V2 interneuron progenitor の 維 持 と 、
V2a/V2b 細胞の運命決定の二カ所に Notch シ
グナルが必要であることが既に報告されて
いる。実際に、Notch シグナルが低下する
zebrafish の mibta52b変異体において、V2-IN 
progenitor marker iro3、V2a-IN marker vsx2、
V2b-IN marker sclαの発現は、p2 と V2b-IN
が減少し、V2a-IN は増加したこと結果から、
Mibはp2の維持とV2a/V2b細胞の運命決定に
関与することが明らかとなった。 
 
DeltaA、DeltaD が相補的に V2-IN progenitor
を維持している。 
zebrafish には、Delta family に属する 5

種類の Delta ligand と 4 種類の Notch 
receptor が存在する。まず p2 の維持に関わ
るリガンドについて考えた。早い時期から発
現が見られる DeltaA, DeltaB, DeltaD につ
いて、それぞれの Delta を単独で阻害し、
V2-IN progenitor marker iro3 、 V2a-IN 
marker vsx2, V2b-IN marker sclαの発現を
受 精 後 24 時 間 胚 を 用 い て 、 in situ 
hybridization により検出した。その結果か
ら DeltaA と DeltaD が相補的に p2 の維持を
行っていると考えられた。 
 
DeltaA、DeltaC は相補的に V2a/V2b 細胞の運
命決定をしている。 
次に V2a/V2b細胞の運命決定に関与するリ

ガンドを探索した。DeltaA と DeltaC につい
て、単独で機能阻害した場合はコントロール
と差はなかった一方 DeltaA と DeltaC 両方を
機能阻害した際、V2a-IN が顕著に増加した結
果、V2a/V2b のペアーが減少したことから、
主に、DeltaA と DeltaC が V2a/V2b 細胞の運
命決定に相補的に関与している事が明らか
となった。 
 
Notch1a と Notch3 が p2 の維持と V2a/V2b の
運命決定を行っている。 
次に、V2 interneuron 発生における２つの

機能 ①p2の維持 ②V2a/V2b細胞の運命決定
に関わる Notch receptor の探索を行った。
まず p2 の維持について notch1a、notch3 を
機能阻害し、in situ hybridization により
iro3, vsx2, sclαの発現を検出した。結果、
notch1a、notch3 を両方機能阻害すると iro3
の発現が減少し、vsx2 の発現が顕著に増加す
るというprematureな分化が見られた。一方、
notch1a を単独に機能阻害すると、vsx2 の発
現はわずかに増加し、sclαの発現は減少し
た。 
 
これらのことから Notch1a が V2a/V2b 細胞
の運命決定、Notch1a/3 が p2 の維持に関与し
ている事が分った。 
-V2 interneuron 発生モデル- 



 p2 の維持に関しては、Mib が活性化する
DeltaA/DeltaDがNotch1a/Notch3にシグナル
を送り、progenitor を維持している。一方、
細胞の運命決定に関しては、Mib が活性化す
る、主に DeltaA と DeltaC が Notch1a を介し
てV2a/V2b細胞の運命を決定に関与している
事が明らかとなった。即ち、違う Delta と
Notch の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 V2-IN 
progenitors の維持、V2a/V2b の細胞の運命
決定という２つの機能を制御している事が
分かった（下図、Notch シグナルによる V2 介
在神経発達制御モデル）。 
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