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研究成果の概要（和文）：神経特異的に発現する翻訳制御因子として知られるRNA結合蛋白質Elavlファミリーの
うち、特徴的な発現パターンを有するElavl2に着目し、Elavl2依存的な翻訳制御プログラムの解明を目指した解
析を行った。包括的Elavl2-RNA相互作用マップ解析（HITS-CLIP法）、in vivoリボソームプロファイリング解析
と通常のRNAシークエンス解析を同時に行い、生体内翻訳制御解析システムを構築した。さらにその結果、
Elavl2標的遺伝子群として、神経細胞、シナプス機能に関わる遺伝子群の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：We focused on neuron specific RNA-binding protein, Elavl2 which display a 
unique expression pattern among Elavl family proteins to reveal Elavl2-dependent translational 
regulatory program in living brain. We established an in vivo analysis strategy for translational 
mechanism by using comprehensive Elavl2-RNA interaction map analysis (HITS-CLIP method), in vivo 
ribosome profiling analysis and regular mRNA sequence analysis. In this study, we succeeded in 
identifying genes involved in neuronal cell and synaptic function as Elavl2 target genes in the 
developing brain.

研究分野：分子神経生物学

キーワード： RNA結合蛋白質　HITS-CLIP　翻訳制御　リボソームプロファイル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、生きたマウス脳組織中の細胞内におけるメッセンジャーRNAから機能性蛋白質の生合成過程をスナッ
プショットすることで、生体内制御解析システムを構築するものである。特にアジア人における統合失調症トッ
プ候補因子としても知られる神経特異的RNA結合蛋白質Elavl2を対象とした本研究による分子基盤の包括的理解
は、翻訳制御の破綻によって引き起こされる精神、神経疾患の原因、メカニズム、治療戦略への基礎となること
が期待される。
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１．	
 研究開始当初の背景 
 

神経細胞における蛋白質合成は、様々な精神・神経疾患と関わりが強く注目を集めている。
この神経系における翻訳制御は、神経細胞特異的な RNA 結合性翻訳因子によって適切に制御
されていると考えられる。例えば、脆弱性 X 症候群の原因遺伝子である FMRP は、神経細胞
に強く発現する RNA 結合蛋白質であり、FMRP の発現異常による翻訳制御の破綻によりシナ
プス関連蛋白質群の過剰産生が疾患の原因と考えられている。その一方で、生理学的条件下の
個体レベルでの翻訳制御解析は、他の転写制御、RNAプロセッシングなどの RNA階層におけ
る遺伝子発現解析と比べ、脳内で正確に捉える事は技術的に困難であった。 
	
 	
 本研究課題で着目する Elavl2 遺伝子 は、近年の GWAS 解析により Elavl2 遺伝子イント
ロン１領域の SNP がアジア人における統合失調症トップ候補因子として報告されている(Plos 
One 2011)。また、Elavl2遺伝子は、神経細胞特異的 RNA 結合蛋白質をコードする遺伝子で、
Elavlファミリー(HuB,C,Dとも呼ばれる)の一員であり、特に翻訳制御に関わる分子ファミリー
として知られている(Mol Cell 2009)。また、Elavl2 はは成体脳の海馬領域で他の nElavl ファミ
リーと比べ非常に限局した抑制性神経細胞への発現を示す事、また神経活動依存的な発現制御
を受けていることを明らかにしている (Ohtsuka and Yano* et al. BBRC 2015)。 
 
２．	
 研究の目的 
 

本研究では Elavl2 がどのような mRNA 群を標的とし、どのような翻訳制御メカニズムに
よって行われているかを明らかにすることを目的とした。これまで同じファミリーメンバーで
ある nElavl の in vitro 翻訳制御解析によって詳細な翻訳制御メカニズムが明らかになりつつあ
る。In vitro モデルにおいて、Elavl4 は基本的翻訳因子 eIF4A との直接相互作用を介し、polyA 
鎖依存的に翻訳効率を上昇させるモデルが確立されている(Fukao et al 2009,2014)。今回、我々
は、Elavl2 欠損マウスを用いて、より生理学的条件に近いマウス脳を用いた分子生物学的解析
技術により、Elavl2 による翻訳制御のメカニズムを包括的に解明とその生理学的意義の解明を
目指した。 
 
３．	
 研究の方法 
 
(1)   HITS-CLIP解析によるトランスクリプトームワイド Elavl2蛋白質-RNA相互作用マッピン
グ。 
 具体的には、マウス胎生期の脳を試料とし、Elavl2抗体の特異性を Elavl2の欠損マウス脳を用
いて検証精査した。特異性を確認後、Elavl2 欠損マウス脳をネガティブコントロールとした、
Elavl2-HITS-CLIP 解析を実施した。次に、より詳細な RNA 結合部位の同定技術として CIMS 
(cross- linked induced mutation site) 法あるいは CITS(cross-linked induced termination解析を実施
し、１塩基解像度での RNAマッピングを行った。 
 
(2)   In vivoリボソームプロファイルによる Elavl2による翻訳制御遺伝子の同定。 
 
 Ingolia らによって開発されたリボソームプロファイル解析（Cell 2011）を、細胞系ではなく、
生きたマウス脳組織そのものを用いた対象として実施する。対照実験として、Elavl2 欠損マウ
ス脳、野生型脳を用いて比較解析する。通常の mRNAシークエンス解析も同時に実施した。 
 
(3)   マルチオミクス解析による生体内翻訳制御解析システムを確立、Elavl2の翻訳制御メカニ
ズムおよび ELavl2の生理機能の解明。 
 
 Elavl2 の標的遺伝子群に対する翻訳効率の変動を正規化し、Cumulative frequency 解析により
明らかにした。また、標的遺伝子群の Go 解析を実施し、Elavl2 の標的遺伝子群の生理機能の
予測を行った。 
 
４．	
 研究成果 
 
本研究課題において、以下に示す新たな知見が得られている。 
 
(1)   生体内 HITS-CLIP解析では、RNA結合蛋白質の RNA結合部位について、CIMS、CITS解
析いずれとも実施した。目的の蛋白質が結合する部位の同定について、両者とも良好な結果が
得られ、論文報告した（Hayakwa-Yano et al Genes Dev 2017, Yano et al in submission 2019）。Elavl2
はこれまでの既報通りに、U-rich配列に結合していることが見出されている。その際、U-rich
配列を内包する二次塩基としてこれまでプリン塩基（A or G）が優位とされていたがピリミジ
ン塩基である Cも同様に標的部位に存在していることが分かった。今回、Elavl2の HITS-CLIP
解析を実施し、1000種類以上の特異的標的遺伝子の同定に成功した。 
 



(2)   野生型および Elavl2 欠損マウス脳を用い、生きたマウス脳内における翻訳中の mRNA プ
ロファイリングを、包括的定量的解析技術(in vivo リボソームプロファイリング法)と通常の
RNAシークエンス解析を同時に行い、ゲノムマッピングを行った。リボソームによりプロテク
トされた cDNAライブラリーのサイズは予想通り、26塩基程度に濃縮され、遺伝子のコーディ
ング領域のみに収束する正確な包括的マッピング像を得ることに成功した。 
 
(3)   (1)(2)の統合解析により、全遺伝子に対して、Elavl2標的遺伝子群との翻訳効率を比較検証
した結果、Elavl2欠損マウスにおける標的遺伝子群の翻訳効率が減少していることが明らかと
なった。つまり、Elavl2はその標的遺伝子群に対し、翻訳を正に制御していると考えられる。
以上の結果は、本マルチオミクス技術を組み合わせた統合的解析により、脳組織そのものを扱
った生体内翻訳制御解析システムの構築を行うことができたと言える。 
	
 また興味深いことに、Elavl2標的遺伝子群は、他の脳内における RNA結合蛋白質に比し、神
経細胞機能、シナプス機能に関わる遺伝子群が優位にエンリッチされる遺伝子群が標的となっ
ていることが GO 解析により分かった。これら遺伝子の発現破綻は、Elavl2 の欠損、あるいは
ノックダウン実験では、sholl解析により有意な神経突起の形態、分岐点の数の減少に関わって
いることが示唆されている。 
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