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研究成果の概要（和文）：Musashi1は神経幹細胞に特異的に発現し、その維持・増殖に関与するタンパク質である。脳
腫瘍の増殖にも関与することから、Musashi1遺伝子の発現制御解析は重要であったが、明らかにされてはいなかった。
本研究において、我々は神経幹細胞におけるMusashi1遺伝子の転写促進に、Rfx4が関与することを明らかにした。本研
究成果は、神経幹細胞の維持に、繊毛形成を制御する転写因子、Rfx4が関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Musashi1 is specifically expressed in neural stem/progenitor cells and involved in
 their maintenance and proliferation. Because Musashi1 also plays a role in glioma cell growth, the analys
is of transcriptional regulation of Musashi1 gene is important, however, the regulatory factor has been un
clear. In this study, we showed that the transcription factor Rfx4 promote the transcription of Musashi1 g
ene. Our results suggest that the ciliogenic Rfx4 transcription factor regulates the maintenance of neural
 stem/progenitor cell.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) Musashi1(Msi1)は、無脊椎動物・脊椎

動物において、種を超えて進化的に高度に保

存された RNA 結合タンパク質である。胎生

脳・成体脳において、神経系の細胞群を生み

出す神経幹細胞・前駆細胞に発現が強く、神

経幹細胞のマーカー遺伝子として用いられ

て い る (Sakakibara et al. Journal of 

Neuroscience, 1997)。人検体における脳腫

瘍 (glioblastoma 、 astrocytoma 、

medulloblastoma)においても、Msi1 の発現細

胞数と悪性度(Ki67 陽性細胞数)は正に一致

することが報告されている(Toda et al. 

Glia, 2001)。 

(2)  Msi1 のノックアウトマウスは、水頭症

を発症し、多くは 1～2 ヶ月で死亡する

(Sakakibara et al. PNAS, 2002)。Msi タン

パク質(Msi1、Msi2 両者)の発現抑制は、神経

幹細胞の増殖を抑制する。Msi1 は下流標的配

列[(G/A)UnAGU]を有するRNAに結合すること

が明らかにされ(Imai et al. Mol. Cell. 

Biol., 2001)、その標的分子として、これま

でにm-Numb、p21が同定された。これらのmRNA

の翻訳を抑制することにより、神経幹細胞の

維持や増殖を促進していると考えられてい

る。Xenopus において、眼球の光刺激による

神経伝達により Msi1 の発現量が減少し、視

蓋における神経幹細胞の神経分化が起こる

(Sharma et al. Neuron, 2010)。脳腫瘍にお

いては、Msi1 を抑制した移植腫瘍細胞群は、

有意に増殖が抑制され、移植個体の生存期間

が顕著に延長することから、Msi1 の制御解析

は、脳腫瘍の治療を目的とした研究としても

重要であった(Muto et al. PLos one, 2012)。 

(3) Msi1の発現機構を解析するために、我々

は Msi1 制御領域の同定を行い、Msi1 遺伝子

座の第6イントロン内に存在するエンハンサ

ー領域(Msi1-6IE と命名、595 bp)の存在下に

おいて高い転写活性を持つことが明らかと

なった(Kawase et al. Molecular Brain, 

2011)。 

 

２．研究の目的 

Msi1 が神経幹細胞マーカーであるだけでな

く、機能的に神経幹細胞や脳腫瘍の維持・増

殖に重要な遺伝子であることが明らかにな

る一方、Msi1 の発現がどの様に制御されてい

るかについては、これまでに報告が無かった。

このため、Msi1 の発現がどの様に制御されて

いるのかについて、転写レベルで明らかにし、

さらに同定した転写因子が神経幹細胞を維

持するかについて、機能解析を行うことを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

Msi1-6IE を転写制御する転写因子を同定す

ることにより、Msi1 の発現制御機構を明らか

にし、さらにその転写因子の機能解析を行っ

た。 

(1) Msi1-6IE が内在性 Msi1 の発現制御を行

うに十分な領域であるかについて検討する

ために、Msi1-6IE を発現制御領域として持つ

レポーター遺伝子(Msi1-6IE-ffLuc)を導入

したトランスジェニックマウスを作製し、in 

vivo における発現解析を行った。 

(2) Msi1-6IEの転写活性を担う転写因子結合

配列を同定し、その転写因子による、レポー

ター遺伝子の転写活性化能とゲノム領域へ

の結合について検討を行った。 

(3) 転写因子の mRNA の発現解析を行い、神

経幹細胞において Msi1 の発現と一致するも

のを候補として転写因子を同定した。さらに、

この転写因子を検出する抗体を作製し、発生

過程における発現解析を行った。 

(4) こ の 転 写 因 子 を in utero 

electroporation 法を用いて、発生過程の大

脳皮質に発現させ、内在性 Msi1 の発現変化

について解析し、さらに神経幹細胞の維持能

力について機能的な解析を行った。 

 



４．研究成果 

(1) Msi1-6IE-ffLuc トランスジェニックマ

ウスの解析：胎生期において、6IE エンハン

サー存在下で発現するレポーター遺伝子は、

大脳から脊髄に至る中枢神経系で発現し、内

在性の Msi1 を発現する神経幹細胞と共局在

した（下図）。また、セルソーターにより分

離した GFP 陽性細胞は、ニューロスフェアを

形成し、神経細胞やグリア細胞への分化能を

持つ神経幹細胞であることを確認した。 

 

成体脳においては、神経幹細胞が存在する脳

室下帯や海馬の顆粒細胞下帯において発現

し、各々Msi1 と局在が極めて一致したことか

ら、この第 6イントロンエンハンサーは、時

空間的に Msi1 の発現を制御すると考えられ

る。 

(2) Msi1-6IE における転写制御解析：595 bp

の Msi1-6IE を分割して各領域のレポーター

遺伝子を作製し、神経幹細胞においてレポ-

ター活性を定量したところ、178 bp の転写責

任領域が同定された。この領域のDNA配列を、

in silico 解析により転写因子結合配列の予

測をすると、Sox と 2 ヵ所の並列する Rfx の

転写因子結合サイトを含む、極めてコンセン

サス配列に近い 7サイトが同定された。全て

の結合配列に各々変異を導入すると、2 ヵ所

の Rfx、あるいは Sox 結合配列に変異を導入

した際に、有意な転写活性の低下が見られた。

両 Rfx 結合サイトが必須であるため、Rfx は

2 量体で転写制御すると思われる。2 量体を

形成することが報告されている、Rfx1～Rfx4

の発現により、転写が有意に活性化すること

から、Msi1-6IE は Rfx による正の制御を受け

る。 

(3) 神経幹細胞におけるRfxファミリーの発

現解析：Rfx は 7 つのサブタイプが存在し、

繊毛形成に極めて重要な転写因子であるが、

神経系における詳細な発現解析は行われて

いない。我々は、どの Rfx が神経幹細胞で発

現しているのか、定量 PCR 法を用いて解析し

た。セルソーターにより分離した、胎生期の

Msi-6IE レポーター陽性神経幹細胞において、

Rfx1、Rfx3、Rfx4、Rfx7 が発現しており、Rfx4

は GFP陽性細胞特異的に最も高発現していた。

このため、Rfx4 抗体を作製し、局在を確認し

たところ、大脳から脊髄に至る中枢神経系に

おいて、神経幹細胞特異的に発現しているこ

とが明らかとなった。 

(4) Rfx4 の機能解析：神経幹細胞において、

Rfx4 がゲノムの Msi1-6IE 領域に結合するこ

とを、ChIP-PCR 法を用いて確認した。内在性

の Msi1 は、脳室帯、脳室下帯に発現するが、

Rfx4 を in utero electroporation 法を用い

て、胎生 13 日の脳室下帯に発現させると、

異所的なMsi1の発現が中間体にも見られた。

従って、Rfx4 は Msi1 第 6 イントロンエンハ

ンサーを介して、Msi1 の転写制御を促進する

と考えられる。この時、Rfx4 を発現させた神

経幹細胞は、極めて強く神経前駆細胞への分

化を抑制することから、機能的に神経幹細胞

を維持する（下図。GFP により標識される遺

伝子導入細胞の、大脳皮質における挙動。胎

生 13日に in utero electroporation を行い、

胎生 15 日観察した。左：コントロールベク

ター、右：Rfx4）。 

 

 

 

 

 

 

Rfx は免疫細胞における、HLA-DRA 遺伝子の

転写を制御する遺伝子として同定されたが、

Rfx6を除くRfxファミリーの発現は脳で最も

高い。Rfx3 のノックアウトマウスは運動性繊



毛の形成が異常となり、Rfx4 のノックアウト

マウスは 1次繊毛形成異常により、水頭症や

Shh シグナル不全による様々な異常が起こる

が、Msi1 のノックアウトマウスも水頭症が起

こることは興味深い。1次繊毛形成の制御は、

細胞周期と深い関連があることが知られて

おり、Rfx による神経幹細胞の制御メカニズ

ムについて、さらなる研究の進展が望まれる。 

最近、神経幹細胞を維持する Sox2、Brn2 が

結合するゲノム領域にRfx結合サイトが多く

含まれることが報告された(Lodato et al. 

PLos Genetics, 2013)。Msi1-6IE は、Rfx の

他に、Sox2、Sox3 の結合が示されており、Rfx

と Soxが協調的に神経幹細胞の維持に寄与す

るかについて、今後解析が期待される。ES 細

胞では、Sox2、Oct4 を中心とした様々な転写

因子を含むコアなネットワークが明らかと

なりつつあり、iPS 細胞を含むその制御機構

の解明に重要な知見となっているが、神経幹

細胞については現在未知な点が多い。本研究

成果より考察すると、Rfx が神経幹細胞にお

いてコアな転写因子ネットワークの一端を

担う可能性があるだろう。 
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