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研究成果の概要（和文）：Elongin Aは、RNAポリメラーゼII(Pol II)の伸長促進活性とユビキチン化活性(E３)を併せ
持つ転写伸長因子であるが生体内における機能は不明であった。最近我々は、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。
本研究では、Elongin Aが神経堤細胞の分化を制御するSox10、Neurogenin1等の転写制御因子の発現を促進することに
より、感覚神経系の形成に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Elongin A increases the rate of RNA polymerase II (pol II) transcript elongation 
by suppressing transient pausing by the enzyme. Elongin A also acts as a component of E3 ubiquitin ligase 
that can target stalled pol II for ubiquitylation and proteasome- dependent degradation. The functions of 
Elongin A in vivo remain largely unclear. Recently we found 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. Here we 
dementrated that Elongin A plays a critical role in the development of the sensory nervous system at 
least in part by regulating the differentiation processes of neural crest cells.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の転写は、開始、伸長、終結の 3つ
のステップから成る。最近のゲノムワイドな
遺伝子発現解析により、多くの遺伝子では 
RNA ポリメラーゼ II(Pol II)が開始直後に停
止して発現待機状態にあることが分かって
きた。これを解除して伸長を再開するには、
伸長因子という一群の転写因子の作用が必
須である。同因子は、これまで 20 個程単離
され、その内のいくつかはヒトの疾患病態
(急性白血病、AIDS、Cockayne 症候群等 )と
密接に関連することが知られている
(Conaway et al. Annu. Rev. Biochem. 1999)。
これら伸長因子の一つである Elongin は、
伸長促進活性を有する A subunit、その活性
を正に制御する Bならびに C subunit の三量
体から成る。申請者は、これまでに
(1)Elongin A ホモ欠失 (Elongin A-/-)マウス
が、全身性の低形成のために胎生 10.5 日頃
に致死となること(Miyata, Yasukawa et al. 
Cell Death Differ. 2007,Yasukawa et al. 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007)、
(2)Elongin A が UV等の DNA傷害刺激により
ユビキチンリガーゼ(E3)の基質認識サブユ
ニットして機能し、Pol II を認識、ユビキチ
ン化してプロテアソームによる分解へと導
くこと(Yasukawa et al. EMBO J. 2008) 等
を明らかにしてきた。 最近、研究代表者は、
Elongin A-/-マウス胎仔および ES 細胞におい
て、前者では動眼、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、
後者ではニューロンへの分化能が顕著に損
なわれていること、さらに同因子が 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見いだし
た。しかし、(1)Elongin A の標的遺伝子、
(2)同因子欠失マウス胚に見られる神経系形
成不全の原因、(3)同因子の神経の細胞分化
系譜(神経幹細胞、ニューロン、グリア細胞
等への分化経路)における作用点、(4)神経分
化における同因子の伸長機能と E3 機能の使
い分け、などまだ解明すべき点も多く残って
いる。 
 
２．研究の目的 
転写伸長因子 Elongin A の発生・神経形成
における機能の解明を目指して、本研究では、
Elongin A 欠失による神経系の形成不全の原
因の解明ならびに同因子の神経分化におけ
る標的遺伝子の網羅的解析に取り組む。 
 
３．研究の方法 
Elongin A 欠失による神経系の形成不全の原
因の解明 
マウス胎仔ならびに胚様体の神経系形成に
ついて免疫組織学的解析を行う。 胎生 9～
10.5 日マウス胎仔のパラフィン包埋切片を
作製し、Nestin (神経幹細胞マーカー)、β
III-チューブリン(成熟神経細胞マーカー)、

Phospho-Histone H3(細胞増殖マーカー)の抗
体による免疫染色ならびに TUNEL assay、
Caspase-3 抗体による細胞死の解析を行った。
さらに、Elongin A の欠失による影響を受け
ている細胞が神経堤、プラコードのどちらを
起源とする細胞なのかを明らかにするため
に、神経堤細胞マーカー、プラコードマーカ
ーの各遺伝子をプローブとして in situ ハ
イブリダイゼーションによる解析を実施し
た。  
 
Elongin A の神経分化における標的遺伝子の
解析  
(1) Elongin A-/- ES 細胞由来の胚様体で、レ
チノイン酸による神経細胞への分化誘導後
に発現の見られなかった Neurogenin1、
Neurogenin2 等について、レチノイン酸添加
前後での各遺伝子上における Pol II の分布
をクロマチン免疫沈降(ChIP)により調べる。
野生型と Elongin A-/-  ES 細胞を 4日間浮遊
培養し胚様体を形成させた後、レチノイン酸
存在下でさらに4日間培養し神経細胞へ分化
誘導を行い、抗 Pol II 抗体を用いて ChIP に
より解析する。 
  
(2) 神経分化における遺伝子発現の経時的
変化を調べるために、野生型ならびに
Elongin A-/- 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分化誘導前後の
胚様体より total RNA を精製して RNA シーク
エンス解析を行った。 
ChIP用抗 Elongin A 抗体の作製ならびに評価 
Elongin A のアミノ酸配列の親水性ならびに
二次構造予測データに基づいて新たに抗原
部位を 6カ所選定し、当該部位のペプチドを
合成してウサギを用いて抗体作製を行う。血
清より抗体を精製した後、免疫染色、免疫沈
降ならびにクロマチン免疫沈降により ChIP
に適した抗体の選別を行った。 
 
４．研究成果 
Elongin A 欠失による神経系の形成不全の原
因の解明 
野生型ならびに Elongin A-/-マウス胎仔を用
いてホールマウント in situ ハイブリダイゼ
ーションにより各種転写因子の発現を調べ
たところ、placode マーカーの Pax8、自律神
経系の形成に必要なMash1の発現に差は認め
られないが、神経堤細胞マーカーの Sox10 が
脳神経節と脊髄後根神経節において、また感
覚神経系の形成に必要な Neurognenin1 なら
びにNeuroD1の発現が三叉神経節等で顕著に
減少していることが判明した(図 1)。細胞増
殖、細胞死について検討したが両胎仔間で有
意な差は認められなかった(図 2)。 
 また、ES 細胞を用いて胚様体を形成させ、
免疫組織学的解析を行ったところ、レチノイ
ン酸による分化誘導により､野性型細胞由来
の胚様体では神経前駆細胞マーカーNestin
や成熟神経細胞マーカーβIII-tubulin の発



現が誘導され神経細胞へ分化が認められた
のに対し、ホモ欠失細胞由来の胚様体では分
化が見られなかった。また両胚様体共にアス
トロサイトマーカーの GFAP、オリゴデンドロ
サイトのマーカーCNPase の発現の差異は認
められなかった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Elongin A の神経分化における標的遺伝子の
解析 
(1) Elongin A-/- ES 細胞由来の胚様体で、レ
チノイン酸による神経細胞への分化誘導後
に発現の見られなかった Neurogenin1、
Neurogenin2、Hoxa7 遺伝子の各遺伝子上にお
ける Pol II の分布を調べたところ、野性型
細胞ではレチノイン酸による分化誘導によ
りプロモーターならびにコーディング領域
に結合した Pol II(トータルならびに Ser5リ
ン酸化型）の顕著な増加が検出されたのに対
し、ホモ欠失細胞ではレチノイン酸添加の有
無にかかわらず結合はほとんど認められな
かった(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) non-coding RNA も含めた Elongin A の神
経分化に関わる遺伝子を網羅的に調べるた
めに、野生型ならびに Elongin A-/- ES 細胞を
用いて胚様体の形成・神経分化誘導を行い、
経時的に回収した胚様体より RNA を調製し
RNA シークエンスを行った。その結果、
Elongin A-/- ES 細 胞 由 来 の 胚 様 体 で
Neurogenin1、Neurogenin2 遺伝子等の発現低
下が認められるなど、先に報告したマイクロ
アレイの結果の再現性が得られると共に、い
くつかの神経分化に関わる long non-coding 
RNA が Elongin A 依存的な発現を示している
ことが判明した。 
 以上のことから、Elongin A が神経堤細胞
の分化を指令するNeurogenin1等の転写制御
因子の発現を促進することにより、感覚神経
系の形成に関与していることが示唆された 
(Cell Reports 2: 1129-1136, 2012)。 
 
神経系形成における ElonginA 標的遺伝子の
解析のための ChIP (クロマチン免疫沈降)シ
ークエンス用抗体の作製 
これまで ChIP に適した抗 Elongin A 抗体が
なかったので、Elongin A のアミノ酸配列の
親水性ならびに二次構造予測データに基づ
いて新たに抗原部位を 6カ所選定(図 5)し、 
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当該部位のペプチドを合成してウサギを用
いて抗体作製を行った。血清より抗体を精製
した後、免疫染色、免疫沈降により ChIP 用
抗体の選別を行い、候補として 4種類の抗体
を得た(図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、FLAG-Elongin A をトランスフェクシ
ョンした細胞を用いて UV 照射前後の細胞よ
りクロマチンを調製し ChIP を行い、Elongin 
A と Pol II の共沈が増強することを指標によ
り ChIP に適した抗体の絞り込みを行った。
その結果 2 種類の抗体が、効率よく Pol II
を共沈出来ることが判明した(図 7)。 
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