
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24年 5月 20日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：Elongin A は、RNA ポリメラーゼ II(Pol II)による mRNA 合成の伸長
段階において PolⅡの一時停止を抑制することにより転写伸長速度を増加させる転写伸長因子
の１つである。今回我々は、Elongin A ホモ欠失マウス胎仔が脳ならびに脊髄神経の形成異常
を示し、同因子ホモ欠失 ES 細胞がニューロンへの分化能を著しく欠いていることを見出した。
また、Elongin A の伸長促進ならびに E3 の２つの活性を選択的に欠損した変異体を同定し、
Elongin A の伸長促進機能が ES 細胞の神経分化ならびにレチノイン酸により誘導されるニュー
ロン新生関連の一群の遺伝子の発現上昇に重要であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Elongin A is an RNA polymerase II (Pol II) transcription elongation 
factor that increases the rate of Pol II transcript elongation by suppressing transient 
pausing by the enzyme. Elongin A also acts as the substrate recognition subunit of a cullin 
5 (Cul5)-containing cullin-RING ligase (CRL) that can target stalled Pol II for 
ubiquitination and degradation by the proteasome. It is not known whether these activities 
of Elongin A are functionally interdependent in vivo. Here, we demonstrate that Elongin 
A-deficient (Elongin A-/-) mouse embryos exhibit abnormalities in the formation of both 
cranial and spinal nerves and that Elongin A-/- embryonic stem cells show a markedly 
decreased capacity to differentiate into neurons. We identify Elongin A mutations that 
selectively interfere with its the ability to stimulate pol II elongation or to assemble 
with Cul5 into a functional ubiquitin ligase, and we show that the elongation stimulatory, 
but not Rpb1 ubiquitylation, activity of Elongin A is required to rescue neuronal 
differentiation and support retinoic acid-induced up-regulation of a subset of 
neurogenesis-related and other genes in Elongin A-/- ES cells. These findings identify 
an important role for Elongin A and its transcription elongation activity in timely 
expression of genes critical for neurogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
 Elongin は、RNA ポリメラーゼ II(Pol II)
による mRNA 合成を伸長段階において調節す
る機能を担う転写伸長因子の１つであり、伸
長促進活性を有する A サブユニットと、その
活性を正に制御する作用を示す B ならびに C
の２つのサブユニットから成る三量体とし
て単離された。我々は、これまでに、1) 
Elongin A ホモ欠失マウスが、全身性の低形
成のために胎生致死となり、その胚では、神
経層が薄く中枢神経系の低形成が見られる
こと(Cell Death Differ. 2007)、2) 同因子
がユビキチンリガーゼ  (E3)として機能し
Pol II のユビキチン化・分解に働くこと 
(EMBO J. 2008)、などを報告していた。また、
Elongin A ホモ欠失 ES 細胞が、野生型 ES 細
胞に比して分化傾向にあるという知見を得
ていた。これらのことから、Elongin A が発
生に必須であり神経分化においても重要な
機能を担っているものと考えられ、それは転
写の伸長促進だけでなく、蛋白質レベルの制
御においても何らかの重要な役割を果たし
ている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 転写伸長因子 Elongin Aが発生及び神経分
化において果たす役割を解明することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)胚の免疫組織学的解析 

野生型と Elongin Aホモ欠失マウスの胎生
9.5日〜10.5日胚を用いて、ホールマウン
ト及びパラフィン包埋により切片を作製
しニューロフィラメント等神経細胞に特
異的なマーカーの抗体により免疫染色を
行い、より詳細に神経系の形成の差異につ
いて解析を行った。 

 
(2)ES 細胞を用いた解析 
① 野生型と Elongin Aホモ欠失 ES細胞を用

いて胚様体を形成させ、レチノイン酸によ
る神経への分化誘導後、その神経分化能の
差異について神経細胞のマーカーの抗体
を用いて免疫組織学的解析を行った。  

② 野生型・Elongin A ホモ欠失 ES 細胞由来
の胚様体よりレチノイン酸による分化誘
導前後で RNAを回収し、DNA Micro Array
により Elongin Aの欠失により変動する遺
伝子の発現解析を行った。 

③ 野生型 Elongin A を Elongin A ホモ欠失
ES 細胞に戻すレスキュー実験を行い、そ
の神経分化能が回復するか調べた。また、
Elongin A ホモ欠失 ES 細胞において②の
Micro Arrayで、発現低下の見られた遺伝

子の発現が回復するか解析を行った。 
④ Elongin Aの変異体を Elongin Aホモ欠失

ES 細胞に導入し、神経分化に必要な機能
ドメインの同定を行った。 

 
４．研究成果 
 Elongin A ホモ欠失マウスの胎仔の免疫組
織学的解析を行ったところ動眼神経の欠失、
三叉、顔面、内耳、舌咽神経等の脳神経なら
びに脊髄神経の形成が顕著に損なわれてい
ることが判明した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、同分子ホモ欠失 ES 細胞は、ニューロ
ンへの分化能が著しく損なわれていること
が判明した(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そして、その損なわれた神経分化能は、野性
型 Elongin A を戻すことで回復が見られた
(図 3)。 
 
 

図 1：野生型と Elongin Aホモ欠失マウス胚
の神経系形成 
胎生 10.5 日胚を抗ニューロフィラメント抗
体で染色。Ⅲ: 動眼神経、Ⅴ:三叉神経、Ⅶ:
顔面神経、Ⅷ:内耳神経、Ⅸ: 舌咽神経、Ⅹ:
迷走神経、Ⅻ:舌下神経、白三角:脊髄神経節 

図２ レチノイン酸による神経細胞への分化  
(神経細胞のマーカーβIII-チューブリンの
抗体で染色) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 DNA Micro Array 発現解析から Elongin A
ホモ欠失 ES 細胞由来の胚様体では神経分化
誘導後に、レチノイン酸により誘導されるニ
ューロン新生関連の一群の遺伝子の発現低
下が認められ、Elongin A がこれら遺伝子の
発現上昇に重要であることが示唆された。実
際に Elongin A ホモ欠失 ES 細胞に同因子を
戻すことにより同遺伝子群のうちの幾つか
については、発現が回復することが確認でき
た (図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Elongin A は、ユビキチンリガーゼ (E3)
活性も持っている。そこで、[転写活性+, E3
活性-]ならびに[転写活性-, E3活性+]変異体
の同定を行い、それら変異体を Elongin Aホ
モ欠失 ES 細胞に導入し神経分化能に必要な
Elongin A の活性の解析を行ったところ、ES
細胞の神経分化には E3 活性ではなく転写伸
長活性が重要であることが判明した (図 5)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、Elongin Aが ES 細胞の神
経分化においてニューロン新生関連の一群
の遺伝子の発現制御に重要な役割を果たし
ていることが明らかとなり、マウス発生時の
神経形成においても重要な役割を果たして
いることが示唆された。これまでに 20 個以
上の転写伸長因子が同定されているが、
Elongin A ホモ欠失マウスが致死となること
から、Elongin A は発生･分化に関わる重要な
特定の遺伝子を標的に持つと考えられる。 
 今後は、同因子ホモ欠失 ES 細胞に野性型
Elongin A を戻した細胞を作製し、個体レベ
ルで胎生致死性や正常な神経発生が回復す
るのかを確認する必要があると思われる。ま
た、発生のステージごとの胚を用いて micro 
array 解析や ChIP-Seq を実施し、発生・神経
分化における Elongin Aの標的遺伝子の網羅
的な解析を行いたいと考えている。 
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図 4：神経分化誘導前後の遺伝子発現の比較 
Elongin A+/+(+/+)、Elongin A-/-(-/-) ES 細
胞ならびに野生型 Elongin A を導入した
Elongin A-/- ES 細胞(-/- + WT)を用いて、
RA によるニューロンへの分化誘導前後での
各遺伝子の発現を RT-PCR によりを比較し
た。 
 

 
 

 

図 5：Elongin A変異体導入による神経分化
能の回復 
野生型(WT)ならびに Elongin A変異体を導入
した Elongin A-/- ES細胞(-/-)を用いて、レ
チノイン酸(RA)によるニューロンへの分化
誘導を行いβIII-チューブリン(神経細胞の
マーカー)の発現を調べた。 

 

図 3：Elongin A 導入による神経分化能の回復 
Elongin A+/+(+/+)、Elongin A-/-(-/-) ES細胞
ならびに野生型 Elongin A を導入した
Elongin A-/- ES 細胞(-/- + WT)を用いて、レ
チノイン酸(RA)によるニューロンへの分化誘
導を行いβIII-チューブリン(神経細胞のマ
ーカー)の発現を調べた。 
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