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骨形成因子BMPとレチノイン酸による

神経分化の分子機構

学位論文内容の要旨

  当研究室では，骨形成因子(BMPー2）とピタミンA誘導体であるレチ丿イン酸（RA）が交感神経系

の神経幹細胞である祥畷蘋瀬馳に協同的に作用して，祥囀翁ミ養因子受容体のひとつTrkCの発現を誘

導し初期分化を引き起こすとともに神経特異的新規蛋白質BRINPl (BMP/RA―Inducible Neural

specific Proteinl）を誘導することを明らかにした。さらに我々は、BRINP1の類似蛋白質2種

を同定し，これらをBRINPフんミリーと名付けた．本研究では，まずBMP2/RAによる神経分化の

分子機購について解析を行った．またBRINPフんミリーの発現・機能解折結果についても報告す

る．

I． BMP/RA延よる麭盤髄辺迎艶Hヒ

I・I． BRINP1遺伝壬Q登矚瞳＆懲嶺

  交感神~rI胞においてBMP2/RAはBRINP1を強く誘導する．そこで、まずBRINP1の発現調節機購

を解析することによりBMP2/RAの作用機構を明らかにしようと考えた．はじめに転写開始点周辺配

列の転写調節に対する寄与をLuciferase Assay法を用いて解析したところ、この領域にはコアプロ

モーターー領域および非神経細胞特異的サプレッサー領域が存在した。サプレッサー‐領域を詳細に解

析したところ，NRSF (Neuron restrictive silencing factor）カ穆日ヰ紅策册餅時異的に結合して遺伝

子の発現を抑制する酉莎I」 NRSE (Neuron restrictive silencing element）が見いだされた．この

BRINP1一NRSEを解听した結果、NRSFはBRINP1－NRSEに結合してBRINP1のプロモー夕一活性を抑制

することカ湖らかとなった．

I-II. TrkC遺匠丑Q登矚鹽蝋撞

  BRINP1と同様にBMP2/RAによって強く誘導を受ける遺伝子、TrkCの発現調節機構の解听を行った．

まず転写開始点ヒ流F己歹IJのプロモーター活性を解沂したが，細胞種特異的な発現調節領域は見っか

らなかった．そこでTrkCもBRINP1と同様の発現調節を受けている可能性を考えてゲノム酉びI」を詳

細に解听したところ、NRSE酉びIJが4箇所見っかった(NRSE-A，B,C,D）．ゲルシフトアッセイの結果，

NRSE―DのみがNRSFと特異的に結合することが明らかとなった．またLuciferase Assay法を用いて，

NRSE-DはTrkCのプロモ一夕ー活陸を非神経細胞特異的に抑制することも明らかにした．以上の結

果から，TrkCもBRINP1と同様に，NRSFによって発現舘脚を受けていることが明らかとなった．さ

らにBRINP1やTrkCと同様にBMP2/RAで発現が誘導されるSynaptophysinもNRSEを有すること等か

ら，BMP2/RAによる交感神経の分化にはNRSFが関与している可能性カ瀧く示唆された．

I―III.  SCG！三霊！主ろBlvP2とRAによ墨墜塹ユREST4Q登魃！b
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  これらの結果より，BMP2とRAはNRSEを介して交感柑晒繊のうM匕に必須な遺伝子の発覡を~l~p

している可能性カ詠された．そこでRT―PCRを用いて解听したところ、SCG二ユーロンにおいて、BMP2

とRAはNRSFの発現はほとんど変化させないが、NRSFの機能を阻害するNRSFのスプライシングパ

ライアントREST4．の発現をBRINP1やTrkCと同様に強く誘導することが明らかとなった。またSCG

の発達過程における発現を解析したところやはりREST4の発現バターンと．BRINPl,TrkCの発現バタ

ーンは相関陸が高かった．これらの結果よりBMP2とRAによる交感神隆の初期分化においては，REST4

の誘導が重要な役割を果たすことが示された．

II. BRINPフZ呈塑ニ

II－I．BRINPフんミリ二Q回定と登現Z！空二2Q鰹蚯

  まず我々はBRINPl,213のアミノ酸配列を解析した．その結果BRINPl,2，3は非常に高い相同

性を持ち，J嘆陟行性シグナル配列および，不安定なタンバクに共通してみられるPEST配列を持って

いた，続いて遺伝子発現バターンを解听したところ，BRINPl,2J3はいずれも神経組織特異的に発

現していた．さらにSCGや脳の発達過程においてBRエNPl,2J3は，それそれ特徴的な発現変化を示

した．すなわち脳内においてBRINP1は神経細胞層に広く発現しているのに対し，BRINP2,3はそれ

それ互いに領域旧補的な発現を示した．またBRINP1のみが交感神経細胞や神轣蒭湘1胞腫において

BMP2/RAにより誘導されることカ湖らかとなった・

II-II：BRINPファミリーQ生璽鼈能Q鰹折

  BRINP過剰発現系を構築し，フローサイトメトリー法を用いて細胞周期移行の変化を解析した．

その結果，BRINPファミリーは細胞周期抑制蛋白質であることが明らかとなった．さらに，極めて

悪性度の高い脳腫瘍の1種である髄芽種より得られたDaoy細胞において、この細胞の腫瘍化のキー

ファクターであるNRSFの異常な活性が，BRINP1の発現を抑制していることを明らかにした．これ

らの結果より，髄芽腫におけるNRSFの異常な活陸がBRINP1の発現抑制を弓fき起こし，その結果，

細胞周期抑制カ潮輸され，腫瘍化カキ起こる可能性が示唆された・

  個体レベルでBRINPフんミリーの機能を解析することを目的としてBRINP1，2，3、それそれのノヅ

クアウトマウスを作製することとした．BRINPファミリー遺伝子は，．いずれもゲ丿ムの広い領域

に存在するため，まず開始コドンを含むExon2を欠損したBRINP1ノックアウトマウスを作製した・

しかし，このマウスでは，Exon2をスプライスアウトしたmRNAが発現しており、野生型と比べて顕

著な表現型は見られなかった．そこで次に，BRINPl,2,3の各Exonの内，夕ンバク質全体の中の最

も広い領域をコードしているExon8を欠損したノックアウトマウスを作出することとした．既に

Exon8およびその周返晤そ列をネオマイシン耐性遺伝子に置換したターゲッテイングベクターを作製

した．現在，これらのべクターを用いて，相同組み換えを起こしたネオマイシン耐陸のES細胞を得

たところである．今後，Exon8丿ックアウトマウスの表呪型を解析することにより，BRINPフんミ

リーの生理機能を明らかにできると考えている．
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学 位 論 文 題 名

骨形成因子BIx/IPとレチノイン酸による

    神経分化の分子機構

  本学位論文申請者の研究室では，これまでに骨形成因子(BMP2)とピタ

ミンA誘導体であるレチノイン酸(RA)が発達期の交感神経細胞に協同
的に作用して，同神経細胞の分化・成熟に必須である神経栄養因子NT3

の受容体，TrkCの発現を誘導すると共に，新規神経特異的夕ンバク質
BRINPl (BMP/RA-Inducible Neural specific Proteinl)を誘導することを明ら

かにしている．続いて同研究室では，BRINP1の類似夕ンバク質2種を同
定し，それらはBRINPフんミリーと命名されている．

  本学位申請者，中谷俊幸は，BMP2/RAによる神経分化および遺伝子発

現の分子機構について解析すると共に，BRINPファミリーの発現・機能
を解析し，重要な知見を得た．

  BMP2とRAは 交感神経細胞に おいてBRINP1とTrkCの発現を強く誘導
する．そこで本学位申請者は，両遺伝子の転写調節機構を解析することに

よりBMP2/RAの作用機構を明らかにしようと考えた．まずルシフェラー
ゼ法を用いて両 遺伝子のプロ モーター活性を解析したところ，NRSF

(Neuron゙  restrictive silencing factor)が結合して非神経細胞特異的に発現を
抑制する配列NRSE (Neuron restrictive silencing element)カS，BRINP1と

TrkC双方の発現調節に寄与していることを明らかにした．さらにBRINP1

やTrkCと同様にBMP2/RAで発現が 誘導されるSynaptophysin遺伝子も
NRSEを 有すること等か ら，BMP2/RAによる交感神 経細胞の分化 には

NRSEが関与してしヽる可能性を指摘した．そこでRT-PCRを用いて解析し
たところ，また交感神経節の発達過程における遺伝子発現を解析したとこ

ろ，NRSFの機能を阻害するNRSFのスプライスバリアント，REST4の発
現 /ヾ 夕ーンとBRINP1，TrkCの発現バターンは相関性が高かった．さらに

初代培養下の交 感神経細胞に おいて，BMP2とRAは，REST4の発 現を

BRINP1やTrkCと同様に強く誘導することを明らかにした．これらの結果



より交感神経の初期分化においては，BMP2とRAが，REST4を誘導して
NRSFの機能を阻害することにより神経特異的遺伝子の発現を誘導するこ
とが重要な役割を果していることを強く示唆した．
  続いて本学位申請者は，BRINPフんミリー各夕ンパク質のアミノ酸配列
を解析した．その結果，BRINP1，2，3は互いに高い相同性を持ち，膜移行
性シグナル配列およぴ，不安定なタンバクに共通してみられるPEST配列
を持っていることを明らかにした．さらに遺伝子発現バターンを解析し
て，BRINP1，2，3がいずれも神経組織特異的に発現していることを明らか
にした．さらに交感神経節や脳の発達過程においてBRINP1，2，3が，それ
それ特徴的な発現変化を示すことを明らかにした．また過剰発現系にお
いてBRINPフんミリーが細胞周期抑制能を有することが示されている．
本学位申請者は，悪性度の高い脳腫瘍の1種である髄芽種より得られた
Daoy細胞において，この細胞の腫瘍化の重要な因子であるNRSFの異常
な活性がBRINP1の発現を抑制していることを明らかにした．これらの結
果より，髄芽腫におけるNRSFの異常な活性がBRINP1の発現抑制を弓Iき
起こし，その結果，細胞周期抑制が解除されて腫瘍化が起こる可能性を示
唆した・
  さらに本学位申請者は，動物個体レベルでのBRINPフんミリーの機能
を明らかにすることを目的として，BRINP1，2，3それそれのノヅクアウトマ
ウスの作製を行っている．BRINPフんミリー遺伝子は，いずれもゲノム
上の広い領域に存在するため，まず開始コドンを合むExon2を欠損した
BRINP1ノックアウトマウスを作製した．このマウスでは，Exon2をスプ
ライスアウトしたmRNAが発現しており，野生型と比べて顕著な表現型は
見られていない．そこで現在，各Exonの内，夕ンバク質全体の中で最も
広い領域をコードするExon8を欠損したBRINP1，2，3のノヅクアウトマウ
スを作成している．今後，これらノックアウトマウスの表現型を解析する
ことにより，BRINPフんミリーの詳細な生理機能が明らかになると期待
される．

本学位申請者のこれらの研究成果は，BMPとRAによる神経分化の重要
な分子機構を明らかにするものであり，今後さらなる発展が期待される，
よ っ て 薬 学 博 士 号 を 授 与 す る に ふ さ わ し い と 認 め る ．


