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〈要 約〉

　幹細胞など未分化な細胞は発生段階に応じて，または，栄養の状態や損傷など外的な環境に応答して，増殖および分化と休眠とが可逆的に制御されているが，その詳細な分子機構には依然として不明な点が多く残されている．線虫Caenorhabditis elegansの孵化直後の1齢幼虫の幹細胞および芽細胞は，低栄養条件においては増殖や分化を停止した休眠状態で維持されており，高栄養条件に移すと一斉に休眠から離脱して発生を開始する．今回，筆者らは，低栄養条件における芽細胞の休眠状態の維持に必須な遺伝子の探索を行い，その結果，マイクロRNAであるmiR-235を見い出した．miR-235の発現量は芽細胞の休眠状態が維持されている低栄養条件においては相対的に高く，摂食に応答して芽細胞が休眠から離脱するのにともないインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路を介し減少した．マイクロRNAは標的遺伝子のmRNAの3’側非翻訳領域にある相補配列を認識してその発現を抑制する．そこで，miR-235の標的遺伝子の探索を行い，核内受容体をコードするnhr-91/GCNF遺伝子を見い出した．この研究により，低栄養条件におけるマイクロRNAを介したインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路に依存的な芽細胞の休眠の制御機構の一端が明らかになった．miR-235は進化的に保存されたmiR-92ファミリーに属し，今後，ほかの生物においてもmiR-92とインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路と幹細胞あるいは芽細胞の休眠との関連性が見い出される可能性がある．

はじめに

　幹細胞や芽細胞などの未分化な細胞は，栄養状態や発生の段階，組織の損傷といったさまざまな生理的な状態の変化に応じて，自己複製や分化，休眠などの頻度やタイミングを適切に制御することにより，健常な個体の成長や組織の恒常性の維持を担う1)．これらの制御の破綻は幹細胞プールの枯渇やがん幹細胞の発生といった病態と密接に関連することが予想されるため，マウスやショウジョウバエなどを用いて，生理的な状態の変化に応答した幹細胞の挙動の制御機構の解明が試みられてきた．

　これまで，筆者らは，線虫Caenorhabditis elegansにおける体細胞性組織の前駆細胞である芽細胞や生殖幹細胞を用いて，生体において栄養状態の変化に応じた未分化な細胞の挙動を制御する機構の解明を試みてきた2,3)．孵化の直後の幼虫の神経芽細胞や中胚葉性芽細胞などの体細胞性の芽細胞や生殖幹細胞は，餌である大腸菌を含まない低栄養条件においては，細胞移動や分裂，分化を停止したいわゆる休眠状態で維持（L1休眠とよばれる）されているが，大腸菌を添加した高栄養条件へと移し摂食を開始させると，休眠状態から離脱して分裂や分化を開始（再活性化）する2,4,5)（図1）．これらの幹細胞および芽細胞は微分干渉顕微鏡により生きたまま容易に同定および観察することができ，かつ，これらの休眠と再活性化は培地を変えるだけで個体のあいだで同調的に誘導することができる．

　これまでに，このような線虫の幹細胞および芽細胞の栄養応答においてインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路の関与することが報告されてきた2,5-7)．インスリン受容体遺伝子のオルソログであるdaf-2/InR遺伝子の機能減弱型変異体では，餌をあたえても後胚発生の進行しないことは，かなり以前から知られていた5-7)．一方，インスリン/インスリン様成長因子シグナル経路に対し拮抗的に機能するPten（phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10）およびFoxOの欠失変異体では，貧栄養条件においても後胚発生が開始する．幹細胞および芽細胞に着目した解析により，生殖幹細胞および体細胞性芽細胞の休眠がPtenの下流において，それぞれ，FoxOに非依存的2)，あるいは，FoxOに依存的に5)，制御されていることが報告されている．これらのことから，インスリン/インスリン様成長因子シグナル経路は幹細胞および芽細胞の再活性化を促進していることが示唆される．

　興味深いことに，PtenノックアウトマウスおよびFoxOノックアウトマウスは造血幹細胞や原始卵胞細胞の休眠状態からの離脱といった，線虫の相同遺伝子の変異体と類似した表現型を示すことが報告されている8-11)．このことから，線虫の芽細胞と哺乳動物の幹細胞では，それぞれ類似した機構により休眠と再活性化が制御されている可能性が示唆される．以上のように，線虫における幹細胞および芽細胞は，1）微分干渉顕微鏡により容易に観察および同定できる，2）栄養条件に応じて休眠と再活性化をほぼ完全に誘導できる，3）哺乳動物における幹細胞の制御と類似した機構で制御されている，といった観点から，幹細胞などの未分化な細胞の挙動を制御する分子機構の解明のための有用な実験モデルになりうると期待された．

　そこで，筆者らは，すでに作出された線虫変異体のなかから，daf-18/Pten変異体やdaf-16/FoxO変異体と同様な表現型を示す変異体を探索することにより，インスリン/インスリン様成長因子シグナル経路の下流において低栄養条件における幹細胞および芽細胞の休眠状態を維持する新規の因子の同定を試みた．

1．インスリン/インスリン様成長因子シグナル経路を介した栄養応答性の芽細胞の制御にかかわる因子の探索

　マイクロRNA（miRNA）は約22塩基の非コード小分子RNAであり，シード配列とよばれる5’末端から2～8塩基目の7塩基を介して標的遺伝子mRNAの3’側非翻訳領域にある相補配列を認識し，その翻訳を抑制するもしくはその分解を促進することにより標的遺伝子の発現を抑制する12)．筆者らが，線虫の幹細胞および芽細胞の栄養応答にかかわる新規の因子を探索しはじめた数年前，マウスの胚性幹細胞の自己増殖と分化の運命決定において複数のmiRNAが重要なはたらきを担うことが報告された13-16)．このことから，幹細胞および芽細胞の栄養応答にもmiRNAが重要なはたらきをもつのではないかという仮説をたてた．また，線虫においては網羅的なmiRNAの欠失変異体の作出が進められており17)，それらの多くは入手が可能であった．そこで，105のmiRNAを欠失した計85の変異体に関して，低栄養条件においても幹細胞あるいは芽細胞が休眠から離脱するものをスクリーニングした．その結果，唯一，mir-235欠失変異体において，daf-18/Pten変異体やdaf-16/FoxO変異体と同様に，低栄養条件における神経芽細胞や中胚葉性芽細胞の再活性化が観察された．発生を開始した幼虫はおのおのの幼虫期への移行の際に脱皮するが，mir-235欠失変異体は低栄養条件にもかかわらず脱皮し2齢幼虫へと成長した．さらに，mir-235欠失変異体にmir-235遺伝子を含むゲノム断片を導入するとこの表現型はほぼ完全にレスキューされた一方で，標的遺伝子の認識に重要なシード配列の2塩基を本来とは異なる塩基に置換したmir-235遺伝子を含むゲノム断片の導入ではこのレスキューはまったく起こらなかったことから，mir-235遺伝子によりコードされるマイクロRNAであるmiR-235が，低栄養条件における神経芽細胞と中胚葉性芽細胞の休眠維持および脱皮の抑制に必須であることが示された．

2．miR-235は表皮とグリア細胞において機能する

　miR-235の発現部位を明らかにするため，mir-235遺伝子のプロモーター領域の下流にGFPを融合させた発現ベクターを構築しその発現部位を観察した．GFPは胚発生の後期から成虫にいたるまで表皮において発現が観察された．つぎに，低栄養条件において誘導されたL1休眠でのGFPの発現部位を観察したところ，表皮にくわえ，神経芽細胞および頭部のグリア細胞であるAmphidソケット細胞でも発現が認められた．しかしながら，中胚葉性芽細胞におけるGFPの発現は認められなかったことから，miR-235は細胞非自律的に中胚葉性芽細胞の休眠を維持している可能性が示唆された．

　この発現部位をふまえ，miR-235がどの組織において芽細胞の休眠を制御しているのか明らかにするため，miR-235の組織特異的な発現によるmir-235変異体の表現型のレスキューを試みた．神経芽細胞と表皮に特異的な遺伝子プロモーターや，グリア細胞を含む分化したニューロンにおいて特異的な遺伝子プロモーターを用いてmiR-235を発現させると，神経芽細胞および中胚葉性芽細胞の両方において表現型は抑制された．しかしながら，mir-235遺伝子のプロモーター活性が認められなかった腸においてmiR-235を特異的に発現させても，これらの表現型のレスキューは認められなかった．さらに，Amphidソケット細胞，一部の感覚ニューロンと腸でのみ特異的に発現するztf-16遺伝子のプロモーター，あるいは，Qシステムを用いて，表皮において特異的にmiR-235を発現させたときにもmir-235変異体における芽細胞の休眠という表現型がレスキューされたことから，表皮やグリアにおいてmiR-235が細胞非自律的に神経芽細胞や中胚葉性芽細胞の休眠を制御することが示唆された（図2）．

3．miR-235の発現は摂食に応答しインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路により抑制される

　低栄養条件と高栄養条件のそれぞれにおけるmiR-235の発現の変動をノーザンブロット法により解析した．miR-235の発現は低栄養条件において，少なくとも1週間にわたり比較的高い発現レベルで維持された．これに対して，大腸菌を摂食させるとその8時間後にmiR-235の発現は急激に低下した．そこで，この栄養に応答したmiR-235の発現抑制におけるインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路の寄与を明らかにするため，さきに述べたdaf-2/InR遺伝子の機能減弱型変異体におけるmiR-235の発現の変動を検討したところ，大腸菌の摂食に応答した発現の低下はみられなかった．さらに，低栄養条件においても，野生型と比較してdaf-2/InR変異体においては，daf-16/FoxO遺伝子の活性に依存してmiR-235の発現量は上昇していた．以上から，miR-235は栄養に応答してインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路により発現が抑制されていることが明らかになった．

4．miR-235は核内受容体をコードする遺伝子の発現抑制を介して低栄養における芽細胞の休眠を維持する

　miRNAは標的遺伝子mRNAの3’側非翻訳領域にある相同配列を認識してその発現を抑制する12)．そこで，複数のアルゴリズムにより重複して予測された標的の候補遺伝子のなかで，低栄養条件において野生型と比較してmir-235変異体での発現が上昇している遺伝子を探索したところ，哺乳類の核内受容体GCNFのオルソログをコードするnhr-91/GCNF遺伝子を見い出した．さらに，nhr-91遺伝子は摂食にともない発現が誘導されるが，mir-235変異体においては野生型よりも顕著に発現が誘導された．これらのことから，miR-235はnhr-91遺伝子の発現を抑制している可能性が示唆された．nhr-91遺伝子がmiR-235の直接の標的遺伝子であるかどうかを検討するため，nhr-91遺伝子の3’側非翻訳領域を用いたGFPレポーター実験を行った．GFP遺伝子をnhr-91遺伝子の3’側非翻訳領域の制御下においてmir-235遺伝子と共発現させると，GFPの発現しない形質転換体が多くみられる一方で，その3’側非翻訳領域における2か所のmiR-235による認識配列（シード配列）の2残基を異なる塩基に置換するとGFPを発現する形質転換体が有意に増加したことから，miR-235はnhr-91遺伝子mRNAの3’側非翻訳領域にある認識配列を介して直接にその発現を制御していることが示唆された．さらに，mir-235変異体の低栄養条件における神経芽細胞の細胞移動はnhr-91遺伝子の欠失により有意に抑制された．以上から，miR-235により核内受容体をコードするnhr-91遺伝子の発現抑制が低栄養時条件における芽細胞の休眠の維持にかかわることが明らかになった．

おわりに

　この研究をつうじ，筆者らは，miRNAであるmiR-235が核内受容体をコードするnhr-91/GCNF遺伝子の発現の抑制を介し低栄養条件における芽細胞の休眠状態を維持すること，また，その発現は栄養によりインスリン/インスリン様成長因子シグナル経路を介して抑制されることを明らかにした．今後の課題として，インスリン/インスリン様成長因子シグナル経路によるmiR-235の発現制御機構や，miR-235による低栄養条件における芽細胞の休眠の維持機構の詳細の解明があげられる．

　miR-235は進化的に保存されたmiR-92ファミリーに属し，miR-92はmiR-17～92クラスターファミリーの一部として発現する18)．miR-17～92クラスターファミリーは各種の造血器悪性腫瘍および肺がん腫などの固形腫瘍において高発現している染色体領域13q31-q32に遺伝子が存在することが報告され，がん遺伝子産物としてふるまうmiRNAであることからoncomiR-1ともよばれる19,20)．しかしながら，哺乳動物のmiR-92そのものの生理機能はいまだ詳細には解析されておらず，今後，miR-17～92クラスターファミリーによるがん形成機構の解明にむけ，miR-92がmiR-235でみられたような幹細胞および芽細胞の栄養応答や休眠あるいは分化の抑制などのような生理機能をもつのか検討が待たれる．

　線虫の生育の過程において，幹細胞および芽細胞の再活性化のほかにも，複数の発生イベントのタイミングを制御するlin-4遺伝子や周期的な脱皮に関与する遺伝子の発現が摂食により誘導されることが知られている．ここではふれなかったが，mir-235遺伝子は低栄養条件におけるそれら遺伝子の発現抑制にも必須であることも，この論文では報告した．以上を考えると，線虫の低栄養条件における発育の停止は健常な生育を保証するための能動的なプロセスであり，飢餓の際に機能するmiR-235はいわば複数の発生現象を制御する“栄養チェックポイント”の分子実体だととらえることができる．多くの発生生物学の研究は細胞運命の決定や形態形成など発生イベントの進行を促進する分子基盤をおもに扱っている．一方，個体や組織，細胞のレベルでの発生イベントが停止した休眠は，多くの生物種において観察される現象ではあるものの，その制御機構には不明な点が多い．以上のことを考えると，休眠の研究を切り口とすることにより，個体の発生をささえる分子基盤の包括的な理解の深まることが期待できる．
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〈図説明〉
図1　摂食による芽細胞の再活性化

線虫の孵化直後の1齢幼虫は，左右それぞれの体側の表面に6個の神経芽細胞をもつ．また，皮下に中胚葉性芽細胞を1つもつ．摂食により1齢幼虫期の中期に神経芽細胞が再活性化すると，頭部の神経芽細胞から順番に腹側正中線へと移動し，数回の分裂ののち，運動ニューロンなどに分化する．一方，中胚葉性芽細胞も1齢幼虫期の中期に再活性化し，数回の分裂ののち，それらの子孫の細胞のほとんどが体壁筋へと分化する．ここでは，一部の神経芽細胞は省略している．

図2　mir-235遺伝子による細胞非自律的な芽細胞の休眠制御

発現解析やレスキュー実験により，mir-235遺伝子は頭部の感覚ニューロンをおおうグリア細胞と，神経芽細胞をとりかこむ表皮細胞において機能することが示唆された．これらの細胞や組織は，なんらかの分泌因子を介して神経芽細胞や中胚葉性芽細胞の休眠を制御していると考えている（青色の矢印）．また，mir-235変異体では神経芽細胞の再活性化は中胚葉性芽細胞の再活性化よりつねに先行することから，これらの芽細胞のあいだでもなんらかのシグナルのやりとりが行われている可能性がある（赤色の矢印）．
