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研究成果の概要（和文）：神経細胞では外部からのシグナルに即座に応答するためにmRNAの転写後レベルでの制
御が必須である。そして、シグナルに応答しmRNA翻訳のスイッチとなるのがRNA結合蛋白質である。本研究で
は、神経特異的RNA結合蛋白質HuDが標的mRNAと共に適切な場まで輸送されている間のmRNA翻訳OFF状態を維持す
る機構について当研究室独自の生化学的手法を用いて解析を行った。HuDとの相互作用が知られている既知因子
（KIF3A、IMP1、SMN）についてin vitro翻訳系を用いてmRNAの翻訳に対する効果を評価した。その結果、SMNが
HuDとの結合依存的にHuDの翻訳活性化能を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In neurons, the post-transcriptional regulation of gene expression is 
essential for the immediate response to external signals. Then, RNA binding protein is a switch for 
mRNA translation in response to signal. In this study, we analyzed molecular mechanism of 
maintaining the mRNA translation "OFF" state while the neuron specific RNA binding protein HuD is 
transported to the appropriate "place" together with the target mRNA ,using the unique biochemical 
technique of our laboratory. For the known factors (KIF3A, IMP1, SMN) whose interactions with HuD, 
the effect on translation of mRNA was evaluated using an in vitro translation system. As a result, 
it was revealed that SMN inhibits the translational activation ability of HuD depending on the 
binding ability of SMN with HuD.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 高等真核生物における遺伝子発現制御は
非常に多岐にわたっており、単純な mRNA の
転写量および翻訳量調節のみでは説明でき
ない生命現象が数多く存在する。なかでも発
生や分化においては、ある特定の遺伝子が特
定の時期・場所に適正量供給されることが必
須であり、このような遺伝子発現制御に対し
て mRNA の転写調節だけでは遺伝子発現の『場』
まで規定することは非常に困難である。その
ため、神経細胞のように特殊な形態をとる細
胞においては転写後の mRNA レベルでの制御
が必要不可欠である。具体的には異所的な遺
伝子発現を防ぐために、転写が起こる『場
（核）』から翻訳が起こる『場（シナプス・
成長円錐など）』まで mRNA が輸送される間
mRNA の安定性を保持し、厳密に翻訳が抑制さ

れている必要がある（図）。この時、mRNA の
翻訳スイッチとして機能している因子が RNA
結合蛋白質である。神経特異的に発現してい
る RNA 結合蛋白質として Hu 蛋白質群がよく
知られている。哺乳類において Hu 蛋白質は
全組織で発現する HuR と、神経特異的に発現
する HuB、HuC、HuD の４種類確認されており、
神経特異的 Hu 蛋白質は神経前駆細胞で発現
を開始し、成熟ニューロンにおいても持続的
に発現が見られる。これまでの国内外の研究
により、神経特異的 Hu 蛋白質を神経成長因
子（NGF）により神経細胞に分化するラット
副腎褐色細胞腫由来細胞（PC12 細胞）に過剰
発現させると、NGF 非存在下にも関わらず神
経細胞への分化が誘導されることが判明し
ている。さらに、全組織で発現する HuR には
分化誘導能がないことから、神経特異的 Hu
蛋白質は神経分化を正に制御する因子であ
ることが示唆されている。しかしながら、こ
れまでの Hu 蛋白質に関する研究は標的 mRNA
の安定性の向上および標的 mRNA の探索が中
心であり、どのような遺伝情報発現の素過程
に関与することで分化を誘導するのかにつ
いては明らかになっていない。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 研究代表者はこれまで神経特異的 Hu 蛋白
質 HuD に関する研究を進めて来た。そして哺
乳類培養細胞を用いて mRNA の cap 依存的翻
訳を厳密に評価できる無細胞 in	
 vitro 翻訳
系の構築に成功し、HuD が mRNA の cap 依存的
翻訳を活性化する機能をもつことを明らか
にした。また、HuD が mRNA の poly(A)配列お

よび翻訳開始因子 eIF4A との直接結合を介し
て翻訳開始複合体と相互作用することが翻
訳活性化機能に必須であり、HuD による翻訳
活性化機能が神経分化誘導に必須であるこ
とを PC12 細胞を用いて証明した（Fukao	
 et	
 
al.,	
 2009	
 Molecular	
 Cell）。さらに、HuD
とシグナル伝達経路との相関について着目
し、神経特異的 Hu 蛋白質による分化誘導に
は Akt 経路が関わっていることを突き止めた。
また、HuD はリン酸化型 Akt とのみ特異的に
結合し、この結合が神経分化誘導に必須であ
ることを明らかにした（Fujiwara	
 et	
 al.,	
 
2011	
 Nucleic	
 Acids	
 Research）。これら
の発表論文から現在、HuD はリン酸化型 Akt
を翻訳開始複合体へリクルートすることで
標的 mRNA の翻訳を活性化しているという仮
説を立てている。	
 
	
 以上のように研究代表者はこれまで RNA 結
合蛋白質HuDが適切な『場』において標的mRNA
の翻訳を『ON』にする側面について明らかに
してきた。しかしながら、前述したように局
所的な翻訳制御が必要な場面において RNA 結
合蛋白質は翻訳のスイッチとして機能する
可能性が示唆されている。そこで本研究では、
神経特異的 RNA 結合蛋白質 HuD が標的 mRNA
と共に適切な『場』まで輸送されている間の
mRNA 翻訳『OFF』状態を維持する機構につい
て解析する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 本研究では HuD との相互作用が明らかにな
っている既知の因子において HuD の翻訳活性
化機能に対する影響を確認することから始
める。これまでの国内外の報告により、HuD
の翻訳活性化機能に影響を与える可能性の
ある候補因子として KIF3A、IMP1、SMN を挙
げており、各因子について HuD による mRNA
の翻訳制御に対する影響について評価する。
具体的には、当研究室の無細胞 in	
 vitro 翻
訳システムに大腸菌大量培養系により精製
したリコンビナント蛋白質を加える解析を
行う。しかしながら哺乳類を材料とした研究
を行う場合、大腸菌では起こらない蛋白質修
飾が必要な場合があり、正確な結果が得られ
ない可能性が考えられる。そのため同時に、
候補因子を過剰発現させた哺乳類培養細胞
抽出液を用いた in	
 vitro 翻訳解析も行う。
そして、候補因子の中より HuD の翻訳活性化
機能を阻害する因子が確認された場合は以
下に記す解析を行うことにより、阻害の分子
機構を明らかにする。	
 
①候補因子と HuD の相互作用部位を特定し、
その変異によって HuD の翻訳活性阻害機能が
欠如することを確認する。	
 
②ショ糖密度勾配遠心を用いることで、翻訳
反応のどの段階を阻害しているのかを明ら
かにする。	
 
③mRNA	
 pull-down により、HuD を含む翻訳開
始複合体にどのような変化が生じているか
を解析する。	
 



	
 
４．研究成果	
 
（１）HuD との相互作用が明らかになってい
る既知の因子（KIF3A、IMP1、SMN）について、
各因子を培養細胞に過剰発現させ、免疫沈降
法によって相互作用様式の確認を行った。そ
の結果、これまでの報告通り各因子と HuD と
の細胞内での相互作用が検出できた。また、
KIF3A については RNA 結合能を欠失させた
HuD の変異体との相互作用も確認されたため、
KIF3A と HuD が直接結合している可能性が示
唆された。SMN については、HuD との結合部
位として同定されている Tudor ドメインに変
異を導入することによって、HuD と相互作用
しない SMN 変異体を作成した。	
 
（２）HuD との相互作用が確認された各因子
について、過剰発現させた細胞抽出液を調製
し、in	
 vitro翻訳システムを用いて HuD の翻
訳活性化機能への各因子の影響を解析した。
その結果、脊髄性筋萎縮症（SMA）の原因遺
伝子として知られる SMN が HuD の翻訳活性化
機能を阻害することが明らかになった（図 1）。	
 

（図 1：SMN による HuD の翻訳活性化阻害）	
 
	
 
また、HuD との結合能を欠失させた SMN 変異
体（SMN	
 E134K）は HuD の翻訳活性化機能を
阻害しなかった（図 2）。	
 

（図 2：SMN 変異体は HuD の翻訳活性化機能
を阻害しない）	
 
	
 
これらのことから、SMN は HuD との結合を介
して HuD の有する翻訳活性化機能を阻害する
という可能性が示唆された。また、主として
核局在を示す SMN が HuD との共発現により細
胞質へ移行することが明らかとなった。これ
は、これまで不明であった SMN の細胞質にお
ける機能を知る上で非常に重要な結果であ
る。	
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