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題目 水晶体誘導過程におけるｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御機構の解析

要旨
ｸﾘｽﾀﾘﾝとは､水晶体の70%以上を占める可溶性ﾀﾝﾊﾟｸ質の稔称であり､その水

晶体特異的な発現制御磯構の解析は､組織特異-転写調節機構および組織分化への理解

を深める上での大変有効な研究対象となるo当研究室では､tﾆﾜ川αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺

伝子の水晶体時異的な発現制御に働くこつのｴﾝﾊﾝｻ-配列､ αCEl, αCE2に結合する

転写因子と一してcCP2およびL-Mafをそれぞれ同走したo bZip型転写因子､ L-Mafは､

水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期より水晶体系列の細胞に特異的に発現し､ｸﾘｽﾀﾘ

ﾝ等の種々の水晶体分化ﾏ-ｶ-遺伝子の発現を誘導するoまた､個体に掛ﾅるL-Mafの

機能阻害実験により､水晶体形成が完全に阻害されることから､しMafは水晶体形成にお

いて必須であることが明らかとなっているo cCP2は､様々な遺伝子の観織特異的な発現

制御に関わっているCP2ﾌｱﾐﾘ-に属しており､多くの組織において発現しているo

培養系においてcCP2は､ dElを介した水晶体細胞特異鵬転写括性化能を示すoまた､
しMafとの互いの結合配列を介した協調的な転写括性化を実現するo

本研究では､水晶体誘導過程においてcCP2郎びL-Mafがｸﾘｽﾀ1)ﾝの発現制御､

ぉよび水晶体発生に果たす役割を解明するため､以下の実験を行ったo

1.8_ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御におけるL-Mafの作用磯構の解析

個体に捌ﾅるL-Mafの水晶体分化能を検討するため､ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼﾖﾝ法によ

り､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期の酎桝肱葉の棟々な領域にL-Mafを強制発現さ
せた後､種々の水晶体特異的因子の発現を調べたoその結果､永晶体初期分化ﾏ-ｶ-ｾ
ぁる8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの場合､誘導された領域が永晶体の周囲に限局していたo次に､ 8-ｸ
ﾘｽﾀ1)ﾝの発現の領域特異性に対する説明として､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝが誘導されない領域

ではその発現に必要な何らかの因子が欠如していることが考えられたoそこで､ I-Mafと
その候補となるいくつかの転写因子の共導入を行ったところ､ Sox2を用いた場合､頭部

外肱葉の仝域で強い8-ｸ1)ｽﾀﾘﾝの発現が誘導されたoまた､ 8-ｸ1)ｽﾀ1)ﾝmRNAの
発現量をも増大させた｡さらに､これらは協調して8-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-を連結し
たﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写活性化を促進したo以上の結果より､ L-Mafとsox2は協調し
て8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発乳および水晶体発生を制御していることが判明したo
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2.水晶体形成､およびｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御におけるcCP2の機能解析
個体において､培養系でみられたccp2としMafによる協調的なαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴ

ﾝﾊﾝｻ- (α244)のﾚﾎﾟ-ﾀ-括性が検出されるかをinovoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱｯｾｲにより

検討した｡その結果､導入した領域において両者による協調作用が確認された｡しかし､

cCP2によるαCElもしくはαcE2を連結したﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子(αcElx6､ αCE2x6)の転写

活性化は､水晶体内でのみ検出されなかった｡よって､個体においてcCP2は少なくとも

ｴﾝﾊﾝｻ-上にαCElおよびαcE2の両者が揃うことが正常に磯能するために必要である

ことが示唆された｡次にcCP2が水晶体の初期発生に及ぼす影響を検討するため､ ccp2を

個体に導入後､ 81ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現､および水晶体の形態を調べた｡その結果､しMafと

共導入した場合､水晶体の陥入の抑制､および水晶体の周囲の頭部外肱菓において異所的

な8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の抑制が観察された｡さらに､この8-ｸﾘｽﾀﾘﾝに対する発

現抑制は､ in situﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法より､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子の転写の段階で

実現していることが判明した｡また､その抑制作用はccp2の転写括性化能やDNA結合

能と関連がなかった｡以上のことから､個体においてcCP2が機能するにはL-Mafの存在

が重要であること､水晶体の初期発生に対しては抑制的に作用することが示唆された｡
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第-章序論

1.発生学一古典生物学から

我々ﾋﾄを含む高等生物はすべて-つの受精卵に由来しているoこの受精卵は細胞

分裂を捜り遊した後､形態や役割の異なった多種多様な組織や器官に釧ﾋするoこの

現象は古くから発生学という学間領域の中で多く研究がなされてきたo発生学の創姶

者､ﾄﾞｲﾂのｼｭﾍﾟ-ﾏﾝは(1938)ｲﾓﾘを用いた移植実験により､初期のう肱期

の原口背唇部がそれに接する未釧ﾋの夕雌葉に働きかけて神経板に針ﾋさせることを

発見した｡このように隣接する未釧ﾋな組織を特定のLJJ

Llﾋに至らしめるよう運命決定

する作用を誘導と呼ぶ｡-方､誘導する組織それ自体をｵ-ｶﾞﾅｲｻﾞ-と呼ぶoまた､

この原口背唇部による誘導の後にも､誘導された組織自体が次のｵ-ｶﾞﾅｲｻﾞ-とな

ることで誘導が連鎖的に引き起こされ､次々に複雑な組織が形成されていくことが明

らかにされた.その最も有名な例として水晶体､角膜の誘導がある(Spemarln,1901;

Lewis,1904)｡前脳より突出し､将来網膜になる組織､眼胞が隣接した表彫粧葉に

働きかけることで陥入を起こさせて水晶体を誘導し､その水晶体がさらに隣接する表

戯雌葉を角膜に誘導させるoこのように､誘導現象は体の基本構造である外中内肱

葉の形成､およびそれに伴う軸形成､各組織の形成､いわば発生過程全体を通して重

要な役割を担っているといえるoまた彼は､原口背唇部を煮沸したり､すりつぶした

り､もしくはｱﾙｺ-ﾙで処理しても誘導滑性が失われなかったことから､ｵ-ｶﾞﾅ

ｲｻﾞ-の正体は熟に強い物質であると予想していたo

2.発生学一分子生物学へ

発生研究の初期は組織の移植や除去などといった実験的手法を用いた解析が主流で

ぁった｡時代は進み､分子ﾚﾍﾞﾙで生命現象を解明しようという試みが盛んになったo

細胞が分裂する際､DNAも同時に複製されるoつまり､どの細胞も同-のｹﾞﾉﾑ

を有していることを意味するoでは､各細胞は何をもって異なる違命に向かうのか､

というのが発生現象の分子磯構を解明する際に生じるの最も根本的な問いであろうo

この答えは遺伝子の発現調節にあるoある組織において必要な遺伝子の発現は促進

され､不必要な遣伝子は常に発現が抑制される状態におかれているo遺伝子は蛋白質

の設計図であり､各組織で必要な蛋白質を必要な時に必要な量を発現させることが組

織釧ﾋにおける遺伝子発現の最終地点であるo遺伝子の発現制御はｸﾛﾏﾁﾝﾚづﾙ

に掛ﾅるDNAの構造変化に始まり､遣伝子を鋳型であるmRNAの形としてｺﾋﾟ-

する転写調節､mRNAのｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞから安定性や分解までを行う転写後調節､

mRNAの情報を元に蛋白質を合成する翻訳制御､生成されたﾀﾝﾊﾟｸ質の折りたた

み､切断､修飾により機能ﾀﾝﾊﾟｸ質たらしめたり､その安定性を制御する部訳後制

御といった様々な段階で行われている｡

前述した熟に強いｵ-ｶﾞﾅｲｻﾞ-の正体は分泌ｼｸﾞﾅﾙ因子であることが近年明ら

かにされつつある田a,landandGe,hart,1997)○この分泌ｼｸﾞﾅﾙ因子自身もまた特走
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の遺伝子によってｺ-ﾄﾞされており､その因子が標的とする特走の組織においてその

組織の決定に働く下流遺伝子(多くは転写因子をｺ-ﾄﾞ)の発現を誘導する｡以降の

転写因子を主軸とする転写調節機構は遺伝子から情報を読み取る最初の段階であり､

ぁる特走の転写因子の組み合わせが特定のより下流の遺伝子(転写因子や機能ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質､構造ﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞ)の発現を誘導するo発生および組織特異的な多くの

遺伝子の発現制御機構は転写因子の解析を通じて明らかにされてきたo

その代表例として､Hox遺伝子群があるoﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをもつ転写因子であり､

昆虫からとほで高く保存されている(Acamporaetal･,1989)o各Hox遺伝子の染色

体上の位置と実際に発現する吾陀に相関があり(McGimisandhmiauf,1992)､これ

らの遺伝子と下流遣伝子の発現ﾊﾟﾀ-ﾝが組合わさることで､体の区画が厳密に決定

されている｡ﾍﾂｹﾙの｢個体発生は系統発生を線り返す｣という有名な説があるが､

H.xはこのことを分子ﾚﾍﾞﾙで証明する-例であるといえようo

また､組織特異的なLj,

llﾋに働く転写因子として有名なのが､btnHｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐ

ﾘ-に属すMyoDﾌｱﾐﾘ-筋形成ﾀﾝﾊﾟｸ群であるoMyoDは様々な細胞を筋前

駆細胞に転換させることｶ河能であり､骨格筋のﾏｽﾀ-遺伝子と呼ばれているo各

分化段階はﾊﾟ-ﾄﾅ-のRHにより複雑に制御されているWehtraub,1993)｡

組織特異的な遺伝子発現制御磯構をより明らかにしていく手段の-つとして､その

姦臓の形成に関わる遣伝子の同定が必要であるo今日では､ｹﾞﾉﾑ上の配列にﾗﾝﾀﾞ

ﾑに変異を導入して個体に戻す､ﾘﾊﾞ-ｽｼﾞｪﾈﾃｲﾂｸｽの手法を用いることによ

り､目的の遺伝子を探索することｶ河能になっているoまた近年､世界規模のｹﾞﾉﾑ

ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄの遂行により､ﾋﾄにとどまらず､様々な実験動物の仝ｹﾞﾉﾑが解読さ

れつつある｡このことが､新規遺伝子の発見やその機能解析に拍車をかけ､今後､発

生現象の仝容の解明にますます近付いていくと期待されるo

3.発生現象および組織分北の分子ﾓﾃﾞﾙとしての脚珍成

眼は､構造力埠純であるという形態的特徴のほか､その形成過程にかて､r誘導､

増殖､L,,

llﾋなどといった発生の基本現象の観察力河能である｡また､培養系における

実験が容易であることから､眼形成は､細胞および分子ﾚﾍﾞﾙで発生現象を解明する

ﾓﾃﾞﾙ系として大きく貢献してきた｡

(1).古典的水晶体研究

ｼｭﾍﾟ-ﾏﾝによる水晶体の誘導現象の発見以来(1901)､様々な生物を用いて様々

な移植実験が行われてきたo当時は､水晶体の誘導には眼胞はどの程皮重要であり､

それにはどの時期にどのような粂件が必要であるのかを解明することが大きな焦点の

-つであった｡眼胞の移植実験から､高等生物ほど水晶体の誘導において眼胞の存在

が重要であること､誘導能を持つ時期が厳密に決走されていることが明らかにされて

きた｡-方､誘導ｼｸﾞﾅﾙの受け手側である頭部表皮外旺葉が水晶体に釧ﾋする能力

(ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽ)を獲得する機構もまた研究されてきたoｺﾝﾋﾟﾃﾝｽとは､夕雌葉

が備えた､誘導ｼｸﾞﾅﾙに応答するための積極的な機構である(ServemickandGrainger,
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1991)｡ Graingerはｶｴﾙの肱を用いた移植実験により､原腸肱中期に予走網膜領域

とそれを裏打ちする内肱葉からのｼｸﾞﾅﾙによって外肱葉の比戟的広範な領域に水晶

体ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽが形成されることを確認している(Grainger, 1992)｡

また､今日の分子生物学的手法により､初めて明らかになったと思われる種々の事

実､例えば､眼胞からの化学物質(ﾓﾙﾌｵｹﾞﾝ)の濃度差が水串体?分化を支配す

ること､およびそれには閉値が存在することなどが､すでに移植実験により推測され

ていた(polezajev,L. V., 1936･, Popow andNikitenko, 1937) ｡これは驚惇に値する.古人

の観察眼の鋭さには目を見張るものがあり､古典発生学と比較した現在の水晶体研究

の進歩は僅かであるという感を否めない｡

(2).遺伝学的なｱﾌﾟﾛ-ﾁによる水晶体形成に関わる分子の同走

水晶体の誘導および分ｲﾋに関わる遺伝子もまた研究されてきた｡水晶体形成過程を

明らかにする上で､水晶体特異的なｸﾘｽﾀ'1r/遺伝子の発現横構の解析(下流から

のｱﾌﾟﾛ-ﾁ)が重要な役剖を果たしている｡ｸﾘｽﾀﾘﾝとは､水晶体の70%以

上を占める可溶性ﾀﾝﾊﾟｸ質の総称であ■る甲iatigorsky, 1981, 1989)｡分子量が大きく

水晶体分ｲﾋのﾏ-ｶ-となっている｡脊椎動物においては少なくとも5億年前から存

在し､水晶体の構造および透明性の推痔に関わっているとされる｡ｸﾘｽﾀﾘﾝの修

飾､構造変化､凝集および分解が白内障の原因の-つとなっている｡

ｸﾘｽﾀ1)ﾝは抗原性の違いにより､ α､ β､ γ､ 8の4種類に分類されている

伊iatigorsky, 1981)｡ αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子は分子ｼﾔﾍﾟﾛﾝの代表ﾀﾝﾊﾟｸ質であ

るHSP遺伝子に由来すると考えられており､自身も他のｸﾘｽﾀﾘﾝに対する分子

ｼﾔﾍﾟﾛﾝとして磯能することが報告されている田orwitz, 1993; Nicholl and Quinlan,

1994)o αAとdのこつのｻﾌﾞｸﾗｽよりなり､前者は水晶体特異的､後者は神経

組織や腎臓などの様々な親織で発現している｡ β-ｸﾘｽﾀﾘﾝは､ βA､ PBとに分類

され､ｶﾙｼｳﾑ結合隆ﾀﾝﾊﾟｸ質と相同性が高い(Wistow, 1995)o水晶体繊推特異

的な発現を呈する｡ &ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子は鳥類とは虫類のみに存在しており､ｱﾙ

ｷﾞﾆﾉｺﾊｸ酸ﾘｱ-ｾﾞ遺伝子に由来すると考えられている(vandenetal., 1996)｡発

現は水晶体特異的で水晶体誘導の初期より検出されることから､水晶体分化の初期ﾏ

-ｶ-となっている｡ γｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子は&ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子を持たない種

におylて存在している｡ β-ｸﾘｽﾀﾘﾝより由来することが考えられており､水晶体
織推に特異的に発現する｡これまでに行われてきたｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子の上流解析か

ら､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の誘導に関与していると考えられる転写因子が複数見つかっ

ており(後述)､これらが水晶体形成の遺伝子ｶｽｹ-ﾄﾞの解明の手がかりになると

期待される｡

-方､水晶体の柵胞骨格ﾀﾝﾊﾟｸ質の存在は40年近く前から知られており､主に

水晶体の構造の推持に関わっている｡その構成因子として､ﾁｭ-ﾌﾞﾘﾝ､ｱｸﾁﾝ､

ﾋﾞﾒﾝﾁﾝ､ｽﾍﾟｸﾄﾘﾝ､ﾌｲﾚﾝｼﾝ(CP95)､ﾌｲﾚﾝｼﾝﾗｲｸ(CP49)など

が知られている｡これらとｸﾘｽﾀﾘﾝとの相互作用は､水晶体細胞の透明性の推持

にも重要である｡中でも､水晶体特異的な中間系ﾌｲﾗﾒﾝﾄであるﾌｲﾚﾝｼﾝ､
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α49は､水晶体が自動的に焦点を合わせる時の物理的ｽﾄﾚｽに対する抵抗力(弾

ｶ)として機能しており､水晶体がその特質を呈する上で重要である(Quin1an etal･,

1999)｡これらはaA-ｸﾘｽﾀﾘﾝとbeaded fllamentと呼ばれる形態的に極めて特徴

的な複合体を形成するoﾏｳｽﾌｲﾚﾝｼﾝ遺伝子の上流には､転写因子L-Mafや

s.x2の結合配列が存在することが幸陪されており即asaldetal., 1998)､その上流解析

が水晶体特異的な形態変化を制御する機構の解明に繋がると期待されるo

4.水晶体の発生および機能

眼の構成要素の-つである水晶体は､ｶﾒﾗでいう絞りとしての機能を担う｡自ら

の厚みを変えることで､視覚情報である光の屈折率を調節して網膜上に結ばれる像の

焦点を合わせている(図1A)｡水晶体の発生過程は他の親織と比較して極めて特徴的

である｡貯卵開始後30時間ほど(ｽﾃ-ｼﾞ9)経つと､前脳の左右から突起が形成

され､側方へ伸展を開始する｡ 45時間ほどになると(ｽﾃ-ｼﾞ11)､前脳由来の突起

は眼胞となり､頭部表皮外肱葉に隣接するようになる｡この隣接した眼胞に裏打ちさ

れた表皮外肱葉の領域は次第に肥厚し､将東水晶体細胞となる水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞを形

成する｡約48時間後(ｽﾃ-ｼﾞ12)､水晶体分化初期ﾏ-ｶ-である8-ｸﾘｽﾀﾘ

ﾝの発現が､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞにおいて検出できるようになる｡貯卵開始から約52

時間後(ｽﾃ-ｼﾞ13)､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは目朋包からの誘導により､内側へ陥入し始

める｡水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの陥入と同時に眼胞の外側の層(将来神経性網膜を形成する

部分)が内倒に陥没する｡貯卵開始から約56-64時間の間(ｽﾃ-ｼﾞ17)陥入の進

んだ水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞはくびり切れて水晶体胞を形成する(図1B)｡水晶体胞に接し

た外側の頭部表皮外肱葉は､水晶体胞からの働きか桝こより角膜に分化する｡ (約

56-64時間後)｡また､この時期より水晶体胞においてαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が検

出されるようにをる｡貯卵開始後約73-80時間後(ｽﾃ-ｼﾞ20)になると水晶体の

基本構造が完成する｡

水晶体胞の前方を構成する細胞はいわば氷晶体工場であり､分裂を-生涯繰返すこ

とになる｡前方に由来する増殖した細胞群は後方-と順に移動するが､水晶体の赤道

部に達すると繊推化が開始され､細胞の伸展､さかんな蛋白質合成を伴って先に繊維

化した細胞を包み込んでいく｡繊維化の終了した細胞は脱核､脱水､細胞内小器官の

分解､およびｸﾘｽﾀﾘﾝ蛋白質の秩序だった重合化を促進し､光の透過性を保った

水晶体構造の-角を形成する.

5.水晶体発生初期の分子機構

水晶体形成-の関与が明らかになっている因子として､水晶体の誘導からｸﾘｽﾀ

ﾘﾝ遺伝子の発現に至るまでに機能しているものがいくつか同定されている｡以下に､

これら因子の性質および磯能ついて概説する｡

眼胞からの誘導ｼｸﾞﾅﾙの候補として､分泌ﾀﾝﾊﾟｸ質であるFGFs qibroblast

growthfactor)およびBMPs (bone morphogenedc protein)がある｡ FGFｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞは水

晶体繊維細胞の分化のみならず､水晶体誘導にも関与していることが最近､ﾄﾞﾐﾅﾝ
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ﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のFGFﾚｾﾌﾟﾀ-遺伝子をpax6上皮ｴﾝﾊﾝｻ-に連結したﾄﾗ
ﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽの解析により明らかにされている肝aberetal.,2001)｡ -方､ﾘ

ｶﾞﾝﾄﾞであるFGFのうち､ FGF8 (Lovicu and Overbeek, 1998; Vogel-Hopker etal･, 2000)

およびFGF15 (McWhirter etal., 1997)は水晶体誘導過程において機能すると考えられ

ている｡

TGF-βﾌｱﾐﾘ-に属すBMPのうち､ BM門は､ pax6の上流で機能し､水晶体

ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの形成やその後の分化に必須であることが判明している(Wawersik etal･,

1999)｡ -方､ BMP4も同様に水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの形成に必須であるが､ pax6の発現

の制御には関与していか- quruta andHogan, 1998)｡このことから､ BMP4はBMP7

とは独立した別のｶｽｹ-ﾄﾞ上の他の因子と協調することで水晶体の誘導を実現して

いることが示唆されている(Wawersiketal., 1999)｡

pax6は､ﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをもつﾍﾟｱ-ﾄﾞﾀｲﾌﾟの転写因子であり､ﾋﾄの疾患で

ある無虹彩症(aniddia)､およびﾏｳｽで見つかったSman eye変異の原因遺伝子と

して同走されたものである田山etal.,1991;Tonetal.,1991)｡ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴやｾﾞﾉ

ﾊﾟｽにおいてPax6を強制発現させることにより､眼を異所的に誘導することができ

る耶alderetal., 1995; Chow etal., 1999; Czemy etal･, 1999)｡頭部外肱葉におけるPax6の

発現は､水晶体分化ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽを形成するのに必須であるqujiwara etal･, 1994;

Quirln etal., 1996; Coninson etal･,写000; Reza etal･, 2002)oこれらの特散からpax6は､

目即珍成のﾏｽﾀ-ﾚｷﾞｭﾚ-ﾀ-であると考えられている(Quiringetal･, 1994; Halder

etal.,1995)｡ Pax6はまた､ L-maf ､触1やｸﾘｽﾀﾘﾝなどの水晶体特異的な遣伝

子の転写括性化にも横能している(Cvekl and Piadgorsky, 1996; Rezaetal･, 2002)o

six3はﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽを持つ転写因子であり､.ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの初期の限形成

に必須であるsine ∝血s (so)のﾎﾓﾛｸﾞとして同走されたものである(Cheyette etal･,

1994; 01iver etal., 1995)｡ﾏｳｽSix3をﾒﾀﾞｶの目朗包に強制発現させることで､水晶

体を異所的に誘導することができる(01iveretal., 1996)｡最近､ six3はｺﾘﾌﾟﾚｯｻ

-であるGrouchoと協調することで日膨成と8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に村して抑制的

に作用することが明らかにされている野obayashietal., 2001; Zhuetal･, 2002)o

ｼﾖｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの眼形成のｶｽｹ-ﾄﾞ上で機能するPax6/eyelessやSix3/sine

.culisなどのいくつかの因子が脊堆動物においても保存されてし､ることから､眼の発

生過程を制御するｶｽｹ-ﾄﾞ全体が､無脊推動物から脊椎動物まで高く保存されてい

ることがうかがえる(図2) (ONeinetal., 1994; Chow andLang, 2001; KumarandMoses,

2001)､ (図■3) (Jeanetal., 1998; αowandLang,2001)｡しかし-方で､脊椎動物のｶｽ

ｹ-ﾄﾞの中には独自に進化した部分もまた存在する｡

sry関連遺伝子に分類されるSoxﾌｱﾐﾘ-は転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝと高度に保存さ

れたDNA蒔合ﾄﾞﾒｲﾝ､ HMGを持つ転写因子であり､脊椎動物の水晶体形成に関

与しているqJaudetetal., 1993; Kamachietal., 1995)｡ Soxは､標的遺伝子を転写静性化

する際にﾊﾟ-ﾄﾅ-因子を必要とするO(amachi etal., 2000)｡ Soxのうち､水晶体形

成に働くのはSoxl､ 2および3であるO(amachietal., 1998;Nishiguchietal., 1998)｡ﾆ

ﾜﾄﾘの場合において､ S.x2とpax6を強制発現させると､異所的な水晶体ﾌﾟﾗｺ

8



ード、ならびにL－Mafや8－クリスタリンの発現を誘導する匹ama血etal．，2001；Reza

改d．，2002）。むクリスタリンの発現における両者の協調作用は、＆クリスタリンの第

三イントロン上の水晶体療異的なエンハンサー配列DC5を介することで実現されて

いる世mad止etd．，2001）。これらの幸陪よりSox2は、水晶体の誘導、および分化

段階の両者に関与しているといえる。

一方、当研究室ではニワトリのクリスタリン遺伝子群の一つであるαA－クリスタ

リン遺伝子の上流にある2つのエンハンサー配列αCEl、戚E2に結合する因子とし

てcCmおよびL－Mafをそれぞれ同定した（図4A）（M血ataetal．，1998；0ginoand

Yasuda，1998）。

mファミリーは発生過程や細胞レベルで機能する様々な遺伝子の発現制御に関

与していることが知られている。例えばT細胞の増殖、グロビン遺伝子の発現、ス

テロイドの合成などに機能している（Janeetal．，1995；Sueyo血ietal．，1995；Volkeretal・，

1997；2h。。etal．，20q。また、CmはAldeimer，sP－amyloidprecursorprobLl（A押）と

複合体を形成するアダプタータンパク質托65と直接相互作用することで、細胞周期

のGlからS期への進行を阻害する四m出頭d・，20佗）。最近、ショウジョウバエにお

いてdmが同定されたことから（Wilanowskietal．，2002）、CP2が無脊椎動物からヒト

まで高く保存されていることが伺える。ニワトリcC陀は、マウス赤血球特異的に発

現する掛グロビン遺伝子のプロモーターに結合する転写因子m阻血dd．，1992）と

高い相同性をもつ（図亜）（M血血蝕む1998）。CC陀の発現はユビキタスであるが（図

4C）、培養系での実験により、αCElを介した水晶体細胞特異的なレポ一夕一道伝子

の転写活性化を実現することが確認されていた。また、この時cm結合配列に隣接

したI！SEQ．ensSpeci丘cEkment）がccp2による水晶体特異的な転写浄財ヒに必要であ

ることが明らかにされている（Mura亀頭d．，1998）。

しMaf（Lens－Maf）は、bZⅣ型ドメインを持つMafファミリーに属する転写因子

である（図亜）。Mafファミリーの水晶体形成への関与は近年より幸陪が相次いでい

るが（Sakaietal．，1997；Mo飢Setal．，1998；0ginoandYasuda，1998；Kawaudhietal・，1999；

Kimetal．，1999；鮎hib戚IiandYasuda，2001；K毎iharaetal．，2001；Yo血daandYasuda，2002；

鮎za成れ20α乙；0血威d．，2003）、L－M正のみがその発現に水晶体特異性を示す（図4D，

E）。L－Mafは水晶体プラコード形成の時期より発現し、クリスタリン等の種々の水

晶体分化マーカー遺伝子の転写を活性化する。また、強制発現によりニワトリ網膜細

胞を水晶体細胞に分化転換することが宰陪されている（0ginoandYasuda，1998）。個

体においてしM正はPax6の下流で機能していることが明らかになっている鱒∝aet

d．，罰0勾。しM正を個体の腹側頭部外胚葉に強制発現させると、＆クリスタリン、お

よびホメオボックス遺伝子であり、水晶体繊維細胞の最終分化に関与するP汀Ⅸ1（Wigle

etal．，1999）の発現を誘導する（0ginoandYasuda，1998；鮎zaetal．，2002）。一方、ドミナ

ントネガティブ型しM正を導入した胚は、水晶体が欠失しており、＆クリスタリン

やP汀Ⅸ1の発現も観察されない限巳狙成れ2002）。これらの知見より、しMafは水晶

体形成、および＆クリスタリンの発現において重要な役割を果たしていることが示

唆される。しかしながら、しM正が＆クリスタリンの発現を制御する分子機構は未
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だ明らかにされていない。

6．本研究の目的

本研究では、水晶体誘導過程における

（1）．むクリスタリンの発現制御におけるしM正の作用機構の解析

（2）．水晶体形成、およびクリスタリンの発現制御におけるcC陀の機能解析

を調べるために、水晶体プラコードが形成される時期のニワトリ胚に対し、エレクト

ロボレーション法を用いてこれらの遺伝子、および各因子の結合配列を連結したレポ

一夕ー遺伝子を導入した。また、水晶体プラコード形成期以降の頭部外胚葉において、

将来水晶体を形成する細胞を同定するために、

（3）．m標識による頭部外胚葉の運命予定国の作成

を実施した。これらの実験により、以下のことを明らかにした。

（1）．しM正によるむクリスタリンの発現誘導にはSox2を必要とし、両者はむクリ

スタリンエンハンサーを介して協調することで＆クリスタリン遺伝子の転写を活性

化する。

（2）．cCP2の機能の発揮にはL－Mafの存在が重要であり、おそらくは水晶体の初期発

生を抑制することで後期分化を促進している。

（3）．水晶体は水晶体プラコードのみならず、より腹側の頭部外胚葉の細胞によっても

構成されている。
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第二章材科方法

1.ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

pCAGGS -GFP

発現ﾍﾞｸﾀ-pCAGGSのﾏﾙﾁｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲﾄにある2つの丘oNｻｲﾄに

丘oNで消化したGFPのcDNA断片挿入したものである(Ogawaetal., 1995)｡

pCAGGS -FGIL-Maf

発現ﾍﾞｸﾀ- pCAGGSのﾏﾙﾁｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲﾄにある氏oRT, BgLUｻｲﾄに

pEFX3-FG-L-Mafﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞから氏oN. Banmにより切り出したFG-L-maf cDNA

(1027bp)の断片を挿入したものである(0ginoandYasuda･, 1998)o

各変異型しMaf, pEFX3-fg-L(92-132)4Zip､ -VP16-LbZip､ -L△Hは当研究室卒業生書

田智則博士により作成されたものである｡

pCASFL{Sox2

sox2のORFをpstTｻｲﾄで二分した各断片は10日目水晶体NAを鋳型にRT-PCR

法により増幅した｡前半はmndU ､ PstTで消化し､ pBlueScript Sk+の月由dU､ PstT

断片とﾗｲｹﾞ-ｼﾖﾝした｡後半はそのままTAvectorに挿入した｡ pBlueScriptSk+-

sox2前半をpstT, BamfZTで消化し､ pstT, Bamfuで消化した後半とﾗｲｹﾞ-ｼｮﾝ

した｡続いて､ pBlueScript Sk十Sox2から放IdZH､ BamLZTで消化することにより仝長

sox2を切り出し､これをpcASFL発現ﾍﾞｸﾀ-のmndU, BgLUｻｲﾄに挿入した｡

pcR法に用いたﾌﾟﾗｲﾏ-を以下に記す｡

sox2前半

5'_ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-GTCAAmTGTACAACATGATGGAAACCG-3'
m'ndU

3'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-TTGAGGTACTGGTCGAGC-3'

sox2後半

5'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-CATGCACCGCrACGACG-3'

3'_ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'mAGATAGTGTATACACmCⅨ郡(誰汀CT-3'

BaHm

pEFX3FLAG-VP 1 6-Pax 6

発現ﾍﾞｸﾀ- pEF3OFLAG (0gino and Yasuda, 1998)のﾏﾙﾁｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲﾄ

にあるBaLmｻｲﾄにPCR法により増幅し､ BamLqで消化したpax6A cDNA断片

を挿入したものである択ezaetal.,2002)｡
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PCMXGLO－ATF4

発現ベクターPCMXGLOのマルチクローニングサイトにある桝畑eIサイトに

PCR法により増幅し、桝Xb虜で消化したATTqcDNA断片を挿入したものであ

る（Murz血dd．，1998）。

FDNA－Cm拡1

発現ベクター匹DNA仲Ⅳ如og飢）のマルチクローニングサイトにある入b打サイト

にT♭mareV博士により分与されたProxIcDNA断片（Tomarevetal．，1996）を挿入した

ものである匝dd．，2002）。

PCASFL－CSix3

Six3の0肝をAsp718サイトで二分した各断片は10日目水晶体RNAを鋳型に

RT，PCR法により増幅した。前半の助dLZIとA甲718断片をPBlueScriptSk＋のLh戯Ⅱ、

A甲718断片とライゲーションした0後半はmvectorに挿入したoTAvector－Six3後

半を放】庇臥A甲刀βで消化し、これと前半の月払d取A甲アJβ断片とライゲーショ

ンした。続いて、mVeCtOriSix3から肋dL払Bat刀甜で消化することにより全長Six3を

切り出し、これを匹ASFL発現ベクターの月払亜払鞄貯サイトに挿入した0以下に

PCR法に用いたプライマーを記す。

S奴3前半

5，－プライマー　5，－T脚CT¶GTCATCCCATGGTGTTCAGG3’

助d王汀

3，＿プライマー　5，一CCrCACCATGGACGTCCrGG－3’

A甲アJg

Six3後半
5，＿プライマー　5，一CAAGGAGAGGACrCGCAGC－3’

3，＿プライマー　5，－GCMCT－TACACrACATAmCA－3’

βa乃正∬

pET16b－Sox2

云ox2の仝0肝をPlueScriptSk＋CSox2を鋳型にPCR法により増幅し、その後Banm

で消化した後、幻即OW酵素で平滑末端化した。ベクター托T16bは他rで消化した

後、肋ow酵素で平滑末端化した。その後、これらのインサートとベクターをライ

ゲーションした。PCR法に用いた5，－プライマーはpcASFL－CSox2で用いた前半5，－プ

ライマーの肋d打サイトを励m甜サイトに置換したものである。3，－プライマーは

pcASFL－CSox2で用いた後半3，－プライマーと同様のものを用いた0

5，－プライマー　5，－GTCGGATCCATGrACAACATGATGGAAACCG－3’

βamfガ
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pCAS円J- △DBD Sox2

sox2の前半のHMGﾄﾞﾒｲﾝを欠いたﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄをpBlueScript Sk+-cSox2を鋳

塑にPCR法により増幅し､その後LZi'nd軌Bammで消化したものをpcASFLのmndLU､

Bg打断片に挿入した｡その後､ pcR法に用いたﾌﾟﾗｲﾏ-を以下に記すoなお､ 3'-

ﾌﾟﾗｲﾏ-はpcASFL-Sox2の後半用のものを用いた｡

5'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-CACAAmCCAAGACCCrGATGAAGAAGG-3'
月如dU

pCMXGLO-En-cCP2

En断片は¶Ⅹ-Enを鋳塑にPCR法により増幅した｡これをspH, Asp718で消化し

た後､ pcMXGLO-cm (M血ataet al., 1998)をAsp718で消化した断片とﾗｲｹﾞ-ｼｮ

ﾝした｡ pcR法に用いたﾌﾟﾗｲﾏ- (本研究室助手荻野肇博士作製)を以下に

記す｡

5'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-GAACCGTACGATGGCCCTGGAGGATCGCr-3'

3'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-AGGTCTmAGACGAGACCCATGGCrAG-3'

pGV3tkP-gal-BHdfragment (the thirdintron of ∂ -czystaLth gene)

8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ第3ｲﾝﾄﾛﾝ仝長はﾆﾜﾄ)三日目肱ｹﾞﾉﾑﾗｲﾌﾞﾗﾘ- (本研究

室卒業生百瀬剛博士作製)を鋳型にRT-PCR法により増幅し､ TAvectorに挿入し

た｡次に､肋dU, BamfZTによる消化により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ第3ｲﾝﾄﾛﾝのすﾌﾞ

ﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄ(BHd)断片を得､さらに肋ow酵素により平滑末端化した｡ -方､

pGV3tkβ-gal(本研究室卒業生山口泰華さん作製)はsmaIにより消化した｡これら

BHdとpGV3tkβ-galべｸﾀ-をﾗｲｹﾞ-ｼﾖﾝした.以下にPCR法に用いたﾌﾟﾗｲ
ﾏ-を記す｡

5'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-År卿汀CCAWAAGCATGG-3'
EcoRV

3'-ﾌﾟﾗｲﾏ- 5'-CGGTAACrrGCGTCTGACm8AAGAG-3'
HihdTII

pGV3tkβ-gal-HNX6

本研究室卒業生書田智則博士により分与されたBam甜､ Bgmで消化済みのHN

田血dⅡﾄNcoI丘agmerlt Of仇e thirdintron of 6-czysWh) X6断片をBanmで消化した

pGV3tkβ-gal断片に挿入した｡

pGV3tkP-gal-mSoxUD､ -mMafUD､ -ABN舟agmerlt Of the thirdintron of ∂-cTyS払仏わgene)

大阪大学生命磯能研究科近藤寿人教授により贈与された各pBlue Script KS'-

13



msoxuD､ -mMafUD､ -ABNを丘oRVによる消化により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ第3ｲﾝﾄ

ﾛﾝの各ｻﾌﾞﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄの断片を得た｡-方､pGV3tkP-gal(本研究室卒業生山口泰

華さん作製)はsmaTにより消化した｡各ｻﾌﾞﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄ断片とpGV3tkP-galﾍﾞｸ

ﾀ-をﾗｲｹﾞ-ｼﾖﾝした｡

pcxcEI X6 Pβ-gal(paCEI X6 PLuc,p mt αCEI X6 βLuc)

'pBluescdptSKのﾏﾙﾁｸﾛ-ﾆﾝｸﾞｻｲﾄ中のBamLqｻｲﾄにﾆﾜﾄﾘαA-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝのα甲1配列(-162--134)を6つ連結したもの､およびsphIｻｲﾄにP-ac血

basalpromoter (-55-+53)を挿入したものである(熊本大学医学部助教授松尾勲博

士より分与)｡

pαCE2 × 6 ββ-gal

作製方法はpαcEIX6Pβ-galと仝く同様であり､αcEl配列をαcE2(-119 - -99)
配列に置き換えたものである(熊本大学医学部助教授桧尾勲博士より分与)｡

2.RNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

&ｸﾘｽﾀﾘﾝに対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

8-ｸﾘｽﾀﾘﾝcDNA(142 -1398bp)が挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(sK+8{ry､当研

究室卒業生鈴木仁博士より分与)をBamnTによって切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞ

を用いて転写した産物を便用した｡

pax6に対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

当研究室卒業生小野浩-郎さんより分与されたpax6cDNA (1 -459bp)を挿

入したﾌﾟﾗｽ主ﾄﾞ(psF73/cPax62-6)及び､ cDNA(483-1801 bp)を挿入したﾌﾟﾗｽ

ﾐﾄﾞ(psF73/cPax6 3-4当研究室卒業生鈴木仁博士より分与)をBg打によっそ

切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写した産物を便用した｡

csix3に対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

csix3cDNA(473 -1185bp)が挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(sK(-){Six3､東京大学助

教授嶋村健児博士より分与)を助dUによ?て切断後､ T3ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用い
て転写した産物を便用した｡

csox2に対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

csox2の-部551bpが挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(sK+/cSox2､大阪大学内川昌則博

士より分与)をsbL[8こよって切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写した産物を使用

した｡

しMafに対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

本研究室元助手荻野肇博士より分与されたしmafcDNA (1108-1737bp)を挿入
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したﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pBloescript SKIP.-maf/9fl-6)及び､ cDNA (209-1098 bp)を挿入し

たﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pBloescript SK-P.-maf/4fl-7)をそれぞれxbaT, Asp718で消化後､ T7､

およびT3ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写し､その産物を使用した(oginoand Yasuda.,

1998)｡

αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝに対するNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

αA-crystal1incDNA (0.6Kb)が挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(psp73-aA-cry;本研究室助手

荻野肇博士より分与)をBanmにより切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写し､

その産物を便用した｡

cp95 (flensin)に対するRNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

cp95 cDNA (2.5Kb)が挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pBluescript SK(-)/Cm5; Ozawa･ K博

士より分与)をBamfZTにより切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写し､その産物

を使用した｡

c阿9 (印ensinhke)に対するNAﾌﾟﾛ-ﾌﾞ

cp49 cDNAが挿入されたﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pBluescript SK(-)/CP49-22; Ozawa. K博士より

分与)をBat7mにより切断後､ T7ﾎﾟﾘﾒﾗ-ｾﾞを用いて転写し､その産物を便用

した｡

3.ﾆﾜﾄﾘ肱の培養

竹内貯卵場(奈良県)および城山鶏園(神奈川県)から購入した受精卵を38℃､

湿度100%に設定したｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾀ-内に静置し､発生を進行させた｡なお､発生

ｽﾃ-ｼﾞの決定はHamburger andHami1ton (1951)に従った.

4.ﾏｲｸﾛｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法によるDNAの導入

基本的には百瀬氏の方法に従った(Momose etal., 1999)(綾一村田友子ら, 1999)｡貯卵

後約35時間(ｽﾃ-ｼﾞ9-11)の卵から注射器を用いて卵自を5ccを除き､ﾊｻﾐ

で上側の殻に穴を開けた｡ DNA溶液(導入したいﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞに対して1/10量の

pcAGGS-GFPおよび1/20量の1%Fast Greenを混合したもの)を導入したい親織の

周囲に注入した後､二本のﾀﾝｸﾞｽﾃﾝ電極を導入したい親職を挟み込むように固走

し､ 12V､ 50msec､ 5pulseの条件で遺伝子を導入した｡導入後､ｾﾛﾃ-ﾌﾟで殻の穴

を閉じ､ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾀ-でさらに目的の時間まで発生を進行させた｡なお､導入し

たDNAの種類およびその濃度は以下に列挙した｡

pCAGGS-L-maf (2LLg(ul)

PCASFL{S ox2 (2pg/ul)

pCAGGS -L-maf (2ug/pl) :PCASFL-cS ox2 (2pg/ul)

pEFk3FLAG-VP 1 6-Pax6 (4ug/pl)
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pCAGGS-Lmaf (2ug/ul) : pEFX3FLAG-VP 1 6-Pax6 (2LLg/Pl)

pCASFL-cSix3 (2.uJg/.ul)

pCAGGS-L-maf (2ug(LLl) :pCASFL-cSix3 (2ug/LLl)

pCASFL-cS ox2 (2ug/LLl) : pEFX3FLAG-VP 1 6-Pax6 (2pg/ul)

pCASFL-cS ox2 (2LLg/ul) :pCASFL-cSix3 (2ug/pl)

pCAGGS-L-maf (2LLg/LLl) : pEFX3FLAG-VP 1 6-Pax6 (4pg/LLl) :PCASFL-cS ox2 (2Ltg/Pl)

pGV3tk臥gal-BHd (1.4帽/LLl): pCAGGS ( 1 LLg/ul)

pGV3tkβ-gal-BHd (1 4tg/LLl):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(o.5鵬叫): pCAGGS (0･5Ltg/ul)

pGV3tkβ-gal-BHd (14Lg仰)各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ1 (0.5ug/Ld):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ2

(0.5pg/ul)

pGV3tk臥galrHNX6 (2ug/ul) : pCAGGS (叫g仰)

pGV3tkβ-gal-HNX6 (2pg/LLl):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(o.5pg/ul): pCAGGS (0･5ug(ul)

pGV3tkβ-gal-m6 (2ug/LLl):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ1 (0.5帽叫):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ2

(0.5LLg/LLl)

各αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(5LLg/LLl)

各αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(4.4LLg/LLl):各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(o.6pg/ul)

5.抗ｸﾘｽﾀﾘﾝ抗体の調製

8および血ｸﾘｽﾀﾘﾝに対するﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体を産生するﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-

ﾏ(熊本大学江口吾朗氏より分与(sawadaet g., 1993))をﾊｲﾌﾞﾘﾄﾞ-ﾏ用培地

(10 % fBS, 2.5gP.Glucose, 1.9gP. NaHCO2, 5000U/LPenicinin, 50mg/L

streptmiche / Dulbecco-s Modined Eagle Medium (DMEM))を用いて5倍希釈で4､ 5

回継代培養した｡上清を回収後､ﾄﾞｯﾄﾌﾞﾛﾂﾄ法により抗体の産生量を確認した｡

実際のﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法で用いる抗体の希釈陪率は抗体濃度を変化させて予

備実験を行うことにより決走した｡

6.ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法

綾村田友子さん(1997年度綾奈良先端大修士論文)によるﾌﾟﾛﾄｺﾙに従っ

た｡取り出した肱をHanks- (CMF+1mMCaC12, 1mMMgCl2)で洗浄し､ 4 %pFA僻anks-

中､ 4℃で-晩固走した｡ GFP陽性ｼｸﾞﾅﾙを撮影後､ MeOH中に2-3時問､ -20℃

で静置した｡永上でMeO印DMSO(1:1)中に肱が沈むまで(約30分)置いた後､ 1/4

量の10 % TritonX-100P)Wを加えて30分間静かに振とうした｡ 1 % Periodicacid/

DW中で約15分問振とうさせた後､ 10% Ramb serum/Hanks--T (Hanks'+仇1% Triton

x-100)中で室温で-晩振とうした(ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞ)｡ 2% BSA佃anks■-Tを用いて2

0倍に希釈した1次抗体中で-昼夜､室温で振とうした｡抗体処理後､ Hanks'1Tで6

- 8時間洗浄した(ﾊﾞｯﾌｱ-交換3回).続く2次抗体(ami-mouselgAb.Fromsheep

(HRP) ;ｱﾏｼﾔﾑ)処理および洗浄も1次抗処理と同様の方法で行った｡o.25mg血1

DA耶S中で1時間室温でﾌﾟﾚｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾄした｡氷上で肱が沈むまで(約1時

間)静置した後､ o.125mg/hlDAB/TS中で0.012 % H202を加えて発色させた｡
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7.ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄx-gal染色法
取り出した肱をpBS (7mMNa2野04, 3mMNaH2PO., 0.13m NaCl, PH 7.4)中で洗浄し､

pBS sornI (0.2 % Glutaraldehyde, 0.4 % Paraformaldehyde, 2 mM MgG2, 2 mM EGTA,

o.o2 % Sodium deoxycholate, 0.02 % NPAO PBS)中で4℃で-晩固定した｡ GFP陽性ｼ

ｸﾞﾅﾙを撮影後､ pBS sornII (2 mM MgC12, 0.01 % Sodium deoxycholate, 0.02 % NP-40

βBS)で15分間､ 2回氷上でﾘﾝｽ､つづいて､室温で15分間振とうした｡ﾊｲﾌﾞ

ﾘｵ-ﾌﾞﾝを用いてstaining sorn (20 mM K-ferricy肌ide, 20 mM K-ferr∝yanide, 0･01 %

sodium deoxycholate, 0皿% NP40, 2 mM MgC12, 1 mg/hd X-gal)中､ 30℃で数時間発色

を行った｡

8.insituﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法

百瀬剛博士(本研究室卒業生)によるﾌﾟﾛﾄｺﾙに従った.取り出した肱をpBS

中で洗浄後､ 4 % Parafomlaldehyde/ MEM ( MOPS 2.09 g, EGTA 76 mg, MgSO. ･ 7H20

24.6mg/ 100midH20,PH7.4)中4℃で-晩固走した｡ pBST(0.1 % Tween20/PBS)

で2回洗浄を行った後､ 1mg/m肋otenaseKPBST中室温で約15分間静置したo pBST

で洗浄後､ o.1% Glutaraldehyde, 4 % Paraformaldehyde/ PBST中で15分間､室温で再

固走処理を行った｡pBSTで洗浄後､pBSTから徐々にHybddizadonmix (50 % Formamide,

13 ×SSC, 5 mM EDTA, 50 mg伽1 Yeast INA, 0.2 % Tween 20, 0.5 % C旺APS, 100 mg/hl

Heparin)へ液交換を行った｡ IIybridizadonmix中で68℃､ 1時間前培養した｡あら

かじめ80 ℃で5分間熟処理したDIG標識NAﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いて､ 1 mg/hllﾌﾟﾛ

-7h/ IIybddizadonmix中で68 ℃､ 10数時間ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞさせた.ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲ

ｾﾞ-ｼｮﾝ後の洗浄は､ 68 ℃条件下Hybridizadonmixで1時間(ﾊﾞｯﾌｱ-交換

2回) ､ HybhdizadonmixからMABT (11.6 gP.Maleic Acid, 8.7 gPJNaQ, 11gP. Tween 20

p120 )への液交換､室温でのMABTによる洗浄(約20分間)の順に行った｡続く

ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞは室温条件下､ 2 % BoehringerBl∝king Reagent/MABT中1時間､ 1/4

量のsheep serumを加えて数時間振とうして行った｡ 1/200OAP-anti-DIG抗体但1∝king

solution中､ 4℃で-晩振とうさせた｡抗体処理後､ MABTでﾘﾝｽした肱の後頭

部にﾆ-ﾄﾞﾙで穴をあけ､内部に溜まった液を押し出すことにより発色時のﾊﾞｯｸの

出現を防いだ｡MABTで1時間(ﾊﾞｯﾌｱ-交換4､ 5 ■回)､続いてNTMT(0.1MNaQ,

o.1MTris-HCIPH9.5,50mMMgC12, 1 % Tween20P120)で2O分間(ﾊﾞｯﾌｱ-交

換2回)洗浄した｡4.5 m如Ill NBT solution (75 mg/inlNBT/ 70 % Dimethylfomamide), 3.5

mg/hll BC肝solution (50 mg/hl BC『 / mmethylformamide ) / NTMT中､遮光して発色さ

せた｡

9.頭部外旺葉のﾏｯﾋﾟﾝｸﾞ

ｷﾔﾋﾟﾗﾘ-を用いて0.25% DiI (1,1'-di∝tadecyl-3, 3, 3', 3'-tetramethyl-

indocarbocyaninepeⅠ℃hlorate; Molecular打oks)即, N-Dimethylformamideを水晶体ﾌﾟﾗｺ

-ﾄﾞが形成される時期の頭部外旺葉の様々な領域に付着した｡腹側頭部外旺葉への標

識は頭部の周囲の膜を剥ぎ､頭部を尾側に反りかえらしてﾋﾞﾃﾘﾝ膜下に入れた抱で
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二､･-■ ･

固定後､行った.標識直後､蛍光顕微鏡(MZFL Ⅲ,Leica)､ CCDｶﾒﾗ

(HAMAMATSU)を用いて撮影した｡ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾀ-に戻して24時間培養した後､

同様に写真撮影を行いD江陽性細胞の移動を観察した｡

10.凍結切片法

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ､ M標識を行った肱､および未処理の肱を4%

pFA佃anks'-T中で4℃で-晩固走を行った. Hanks'で20分洗浄した後､ 10%､ 20%､

30% Sucros班Ianks'の順に置換した(各15分).続いて､ Tissue Tec (OptimalCuuing

Temperature Compound; SAKURA)中に15分置いた後､同液を加えたcRYO DISH (硝

英制作所)に肱を移し､液体窒素により凍結させた｡凍結ﾌﾞﾛﾂｸはｸﾘｵｽﾀｯﾄ

(HM500-OM型;ﾐｸﾛﾄ-ﾑ社､ﾐｸﾛﾄ-ﾑ替刃: S22またはc35;ﾌｪｻﾞ-社)

により10岬1の厚さに薄切しｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽ(ｽ-ﾊﾟ-ﾌﾛｽﾄﾎﾜｲﾄAPSｺ

-ﾄ付;Matsunami)上に置いた｡その後､ﾄﾞﾗｲﾔ-を用いて15分間風乾させた｡

11.ﾊﾟﾗﾌｲﾝ切片法

抗体染色およびP-gal染色後の肱をHanks'で20分洗浄した後､ 25%､ 50%､ 75%､

90%､ 100%､ 100%羊ﾀﾉ-ﾙ､続いて100%､ 100%ｷｼﾚﾝ､ 100%､ 100%ﾊﾟ

ﾗﾌｲﾝ(Parafh StationEGl160;Leica; 63℃)の順で各20分ごとに置換を行った｡

その後､ﾊﾟﾗﾌｲﾝを加えたcRYODISH (硝英制作所)に肱を移し室温で凝固させ

た｡ﾊﾟﾗﾌｲﾝﾌﾞﾛﾂｸはﾛ-ﾀﾘ-ﾐｸﾛﾄ-ﾑ(加ⅡCROM HM340E;ｶ-)t,ﾂ

ｱｲｽ)により8-10pmの厚さに薄切りにし､ｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽ(ｽ-ﾊﾟ-ﾌﾛｽﾄﾎ

ﾜｲﾄAPSｺ-ﾄなし; Matsunami)に置いた｡切片は44℃のﾊﾟﾗﾌｲﾝ伸展器

(MEX;自井松器機株式会社)上で伸展および乾燥させた｡

12.切片抗体染色法

試科をのせたｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽをHbnks'-T (0.05% Tween20)で10分間3回洗浄し､

Tissue-Tecを除いた｡続いて1OO%ﾒﾀﾉ-ﾙで-回すすいだ後､新しい100%ﾒﾀ

ﾉ-ﾙ中で-20℃､20分間再固走した｡Hanks'-Tで10分間3回洗浄後､ 10%GoatSiram

(GⅢCOBRL, cat.#. S8441)田ahks'-T中､室温で1時間静置させた. Hanks'-Tで軽くゆ

すいだ後､ puppEN PAIDO SANGYO)で試科の周りをなぞり､ 2%BSAに希釈した

-次抗体(sox2 2000倍希釈8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ50倍希釈)を100miずつ加えた｡室

温で20分間静かに撹拝後､ 4℃で-晩静置させた｡ -次抗体を回収後､ Hanks'-Tで10

分間3回洗浄した｡ Hahks'-Tで1000倍希釈した二次抗体(Alexa円.our594､ 488､ 350

conjugated抗ﾏｳｽおよびﾗﾋﾞｯﾄ抗俺Molecular托obes)を加えて遮光､室温での

撹拝20分間の後､ 4℃で-晩静置させた｡二次抗体の除去､ Hanks'-Tによる10分間

3回の洗浄に続いて､ DAPI入りの包埋剤(vECrASfnLD mounting medium for

nuorescence; vector Laboratory)もしくは退色防止剤(1mg P-phenylene diamine/100%

glycerol)を加えた｡ｶﾊﾞ-ｸﾞﾗｽをﾏﾆｷｭｱにより固走することで試科を封入した｡

Sox2および8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現は蛍光顕微鏡(AxioCam; ZEISS)を用いて観察し
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上

た。

13．大腸菌を用いた融合タンパク質の発現と精製

托s－Sox2融合タンパク質はPET6b－Sox2を大腸菌BL21codon＋殊に導入させるこ

とで発現させた。タンパク質の発現、およびアフィニティーカラムによる精製方法は

PETSystem即OVagen）の説明書、および本研究室卒業生前川真吾博士の一部改変し

たプロトコルに従った。アフィニティーカラムによる精製後は、12∝MⅣ用の透析

カップ匝i。TedlMWCO12CKX）；第一化学薬品株式会社）を用いて透析を行った。収

量はブラッドフォード法により定量した。

14．抗体の作製

11週のS肝ウサギ雌2匹（m闇ES、長野県）、および6週SPFラット

雄4匹（CD（SD）IGS；ChariesRverJapan）に対し、それぞれ300ugns－Sox2β00pIPBS、

400pgns－Sox2P00pIPBSと等量のcompleteadjuvand（D肝CO）を三方活栓で連結し

た二本の1ml注射器（テルモ）でよく混合したものを皮内、皮下もしくはウサギの

場合のみ筋肉注射を行うと同時に少量採血を行った（初回免疫）。その3週間後、初

回と同量の抗原と等量のhcom画鹿叫匝Ⅷdと混合したものを免疫した。抹血はその

⊥週間後行った。この免疫、採血の行程を計3回線り返した。その間、採血した抗血

清の抗体価の上昇をDotBlα法により確認した。4回目の採血では仝採血を行った。

なお、少量採血はウサギの場合、耳の内側をキシレンで拭くことにより膨張した血

管にシリンジを射し込むことで採取した。ラットでは尾の先を切断して採血した。仝

採血はウサギの場合、耳の血管から可能なまで採血した後、筋弛液剤ネンブタール500

～1000担を少しずつ注入し、心臓から採取した。ラットにおいては、エーテルを吸

わせた後、腹の真申を切り開いて大静肱、および心臓から採血した（本学物質創成科

学研究科生体適合性物質科学講座の斎藤　充弘氏による指導）。

15．ウエスタンプロット法

作成した抗So戒抗体の抗原への特異性を検定するためにウエスタンプロット法を

行った。大阪大学細胞工学センター近藤寿人教授より贈与されたpcMVcSoxl、2お

よび3からmCoupledRedcul∝yteI4SateSystems世OMega）を用いて各Soxタン

パク質を合成させた。各反応液0．叫および叫を10％SDSポリアクリルアミドゲル

に展開後、和好膜（Immd）n皿，MORE）にウェット法（トランスファーバッ

ファー：8．2mM職sO．2MGlycine20％M地and、20VccαN）によりブロツティング

を行った。ボンソーS液（0．2％PonceauS，3％ThdhlomaceticAcid，3％Sulfosalicylic

Acid）で5分間タンパク質を染色後、トランスファーされた部分、および分子量マー

カーをボールペンで印した。PBSで洗浄後、5％SkimMu脚Sで一時間ブロッキン

グを行った。5％Sk血Mil研唱Sで2000倍に希釈した抗Sox2抗体を室温、3時間反

応させた後、NET－2液（0．1％Tween，取is－GpH8．010mM，EDTAO．2mM，NaC13M）で

10分3回洗浄した。続く2次抗体（1000倍希釈、anti－mOuSeIgAb．From血eep（HRP）；
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Amemham）反応および洗浄も1次抗処理と同様の方法で行った。感光はECLkit

（Amerdl甜n）を用いて行った。

16．ニワトリ網膜細胞の培養

貯卵後8日日胚から眼球をくり抜き、PBSに移して神経性網膜組織のみを切り出

した。これをCMF（0．14MNaCl，5mMKCl，18％αucose，03mMNa，fWO．，0．24％HE托S，

0．5％匝飢01陀dPH7．4）に移してハサミで1‾2mm程度に細かく切り分けた後、終濃

度0．1％トリプシンを加えて38℃のインキエペ一夕ー中11分間保温した。トリプシ

ン溶液と等量のDMEMを加えて消化酵素反応を停止させた後、970Ipm室温、五分

間の条件で遠心した。遠心後の細胞を新しいDMEMに移して10mm径の培養皿

（Fdcon）で培養した（初代培養）。さらに、2週間後コンフルエントに達する直前の

段階で0．1％トリプシンで7分間処理を行い、同様な方法で3mm径の培養皿に移し

て継代した。またこの時、トランスフ主クションの期日に細胞が培養皿の約50％を

占めるように濃度を考慮した。

17．培養細胞へのトランスフェクション

3mm径の培養皿一枚につき、1miOmMEM、1帽プラスミドbCAGGS、

pcAGGS－G抒pCAGGSL－maf，PCA．SFしSox2、PCMX－VP16ぜax6）を、続いてDMRL

CRe喝飢t（GBCOBRりを4山を加えて数回転阿撹拝した後、室温で20分間静置した。

その後H肌b，で一回洗浄した培養細胞に対してDNA溶液を加えて6時間、インキ

エペ一夕ー内で静置した。H狐b，で2回洗浄の後、DMEMを加えてさらに5日間培

養した。

18．培養細胞の抗体染色法

本研究室卒業生青田智則博士のプロトコルに従った。遺伝子を導入後5日間培

養した細胞をH肌b，で2回洗浄し、4％酌H癒，てで4℃、30分間固定した。H癒，て

で3回洗浄し、10％sheqpsemm凡3％隅Hanks，てを加えて、室温で30分間ブロッ

キングを行った。H狐b，てで10分間、2回洗浄した後、各培養皿「枚あたり、抗＆

クリスタリン産生ハイブリドーマ培養上清を罰0担ずつ加えた上に乾燥を防ぐためハ

イプリバックで覆い、室温で1時間静置した。Hanb，－Tで10分間、3回洗浄後、1／100

訂血－m。脱短ふ．R肺血叩（HⅣ）（アマシャム）／10％Sh。甲肌m佃加血，てを加え

て室温で一時間反応させた。H卸b，てで10分間、3回洗浄した後、廿ueBlueを加え

て室温で20分間反応させた。反応後、水で5分間洗浄し、続いて20％、亜％、80％、

100％エタノールで3分間ずつ反応させて水分を除いた後、風乾させた。

19．ルシフェラーゼアッセイ

E什｛CP2の機能の検定のため、、レポ一夕ーPαCElX6PLucもしくはpmtαCElX6

匹ucO・3躇、0・25pgPEF－P－gal（β－galコントロール）、0．25LLgPUClll、0．01，0．05，0．1帽

pcMXGLO掘n－CCmbしくはpcMXGLO－CCP2を上記の網膜培養細胞の場合と同様
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な方法で12穴培地皿に培養させた293Tcenにトランスフェクションした。293Tcen

の培養、およびトランスフェクションは本研究室卒業生長谷川武弘さんにより行わ

れた。培養細胞はLysisbu飴r（25mM取isTPO．呼H7・8），15％αycerol，2％CH創門，1％

Lecithin，1％BSA，4mMegta，8mMMgq2，1mMDTT，0．4mMAPMSF）により溶解させ

た。β一ガラクトシダーゼアツセイ：β－ガラクトシダーゼ基質溶液（触nMN頑貯q，

12鴫P，10mMKCl，1mMMgq．2，40mMNaIちPO4・2H20，11mMONPG（ONitoroPhenyl－

b－D－galactopyranoside），43mMβ－メルカプトエタノール）に細胞溶解液20Ldを加え、

37℃、20分間で反応させた。反応溶液が黄色に変化したことを確認の上、100担1M

噸03で反応を停止させた後、恥を測定した。ルシフェラーゼアッセイ：ルミノ

メーター（MicrotiterPlatehminometerML3000；ダイナテック）により100plのルシ

フェラーゼ基質溶液（20mMTris－NaOHPH7．8，1．07mM（MgCO3）4Mg（OH）2・5HP，

2．64mMMgSO4，0．1mMBGTA，33・3mMDTT，270LMCoenzymeA，470トIMLuciftrin－

po加iumsalt即血cularRdbe），530LtMATP）を細胞溶解液20Lu8＝自動注入し、ルシフ

ェラーゼ静性を15秒間測定した。導入効率は匹ガラクトシダーゼ活性に対するルシ

フェラーゼ活性の比から求めた。また、同一のm導入実験は3穴分布い、活性の

平均と偏差を求めた。

尚、基本的な分子生物学的手法は、MolecularCloming（Sambrooketal．1989）に準じた。
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第三章結果

第一節　むクリスタリンの発現制御機梼の解析

転写因子しM瘡は、水晶体プラコードが形成される時期より、水晶体系列細胞に

特異的に発現し、水晶体特異的なクリスタリン遺伝子群ヤフイレンシン遺伝子の発現

を誘導する。ニワトリ網膜細胞への強制発現では、水晶体細胞へ分化させることがで

き．る（0ginoandYasuda，1998）。また個体においてしMafの機能を阻害すると水晶体

プラコードが形成されないことが明らかになっている阻旺add．，20肥）。このことか

ら、L－M正は水晶体形成に必須の転写因子であることが予想される。しM正が水晶

体誘導能を有しているのであれば、他の組織で発現させた場合においても水晶体、お

よび水晶体分化マーカーを誘導する可能性が考えられた。

1．しM誠による種々の水晶体特異的因子の発現誘導

水晶体は頭部外胚葉由来の組織であり、限胞により誘導される。L－M鱒が水晶体

誘導能を有しているのであれば、将来水晶体を形成しない、つまり眼胞に接していな

い他の頭部外胚葉領域においても、L－M慮を発現させるだけで水晶体の誘導は実現

するのであろうか。このことを検討するため、エレクトロボレーショシ法を用いて

L－Maf発現ベクターわCAGGSぜG⊥－Maf）とGFP発現ベクターを、水晶体プラコー

ドの形成が開始される時期のニワトリ胚（ステージ9後期～11）の頭書防t胚葉全域に

導入した（図5）。遺伝子導入後、●さらに封時間発生を進行させた胚に対して、名水

晶体分化マーカー、aA－クリスタリン、CP49（丘1ensin1ike）、CP95（丘1ensin）の発現

をホールマウント血感知ハイプリダイゼーション法により検出した（図6）。L－M瘡発

現ベクターが導入された領域がGFPのそれと一致していることは、確認済みである

（図15）。どの領域にL－M正を強制発現させても水晶体棟の構造物の形成は確認さ

れなかったが、それぞれの水晶体構成因子のmmの発現は、何れの領域において

も検出された（図6扇，）。

2．しMafの強制発現による＆クリスタリンの発現誘導領域のマッピング

ー方、むクリスタリンの場合では、上記3つの因子と結果が異なっていた。同様に

⊥」刀ガを導入した胚におけるむクリスタリンに対する抗体染色の結果から、眼の周

囲の表皮外胚葉領域では、＆クリスタリンの発現が誘導されることが判明した（図7B，

B，）。一方、頭頂部や後頭部（図7C，C，）では、L－Mafを強制発現させても8－クリス

タリンの発現が誘導されなかった。しMafの強制発現実験の結果を給合すると、＆ク

リスタリンの発現が誘導された領域は水晶体領域の周囲に限局し、特に水晶体領域の

腹側で広範囲に発現することが判明した（図7D，詳細は1999年皮島田奈良先端大

修士論文参照）。このようにしM正により誘導されるむクリスタリンの発現に領域

特異性が存在したことは、むクリスタリンの発現が誘導される領域とされない領域が

22



存在する(0gino and Yasuda, 2000)という荻野の幸陪と-致する｡またこの領域特異

性が8-ｸﾘｽﾀﾘﾝのみで確認されたことから､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御機構は

αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ､ CP95およびcp49のそれとは異なっている可能性が示唆された｡

3. L-Maf強制発現後の早い時期における8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ発現誘導領域の特走

L-Mafの強制発現により誘導される8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が-部の領域でしか検

出されなかった理由として､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を観察した時期が､ L-Mafの強

制発現から24時間経過していたことが考えられた｡つまり､その間に8-ｸﾘｽﾀﾘ

ﾝの発現ﾚべﾙの変化や分解などが生じて発現領域が縮小した結果が､領域特異性と

して観察されている可能性が考えられた｡しMaf強制発現から7時間目に(発生の

進行があまりみられず､且つ&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が十分に観察できる時期､図8B)､

血situﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを街い､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現する領域を観

察した｡その結果､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現は背側においては検出されなかっ

たが(図9Aa,a')､水晶体予定領域を含む1ateral側(図9Ac,c')､特に腹側において(図

9Ab,b')広域に検出された｡ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現が検出された領域を図示

すると図9Bのようになり､領域特異的であることが判明した｡このことから､ L-Maf

強制発現後24時間で検出された6-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の領域特異性は､早いｽﾃ-

ｼﾞでの結果がそのまま反映されたものと考えられた.実際､ m標識による頭部外粧

葉のﾏｯﾋﾟﾝｸﾞの結果(図32)によってもこの結果が支持された｡

4. Sox2による&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現領域の拡大

L-Mafの強制発現により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が頭部夕糊杢葉の限局した領域で誘

導された｡このことを説明する-つの可能性として､8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導にはLMaf

のみでは不十分であり､他の因子が必要であることが考えられた｡もしこれが事実で

あれば､この因子をL-Mafと共に頭部夕糊杢葉に導入すると､しMdのみでは8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝを誘導できない領域においても､誘導が可能であることが予想された｡その

因子の候補として､水晶体形成に関わる因子､ pax6､ Sox2､ Six3､打oxlおよびATF4

が挙げられた｡特に前者4つは､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御に関与していることで知

られている野amachi etal., 2001; Reza etal., 2002; 2hu etal., 2002). ATF4の8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝ発現制御への関与は明らかでか､が､ L-Mafと同様bZip型転写因子であり､

c-Mafと二量体を形成できること(Motohashi etal., 1997)､および水晶体細胞の繊維化

に働いていることが幸陪されている(Tanaka etal., 1998; Hettmam etal., 2000)｡これら

の因子が8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に与える影響を調べるため､ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮ

ﾝ法を用いて､これらの因子をL-M証と共にを頭吾防t肱葉の様々な領域に導入した｡

その結果､ pax6､およびsix3を共導入した場合､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝが誘導される領域

に変化はみられなかった(図10A-B')｡ L-Mafと打oxlおよびATF4との共導入では､

頭部外粧葉のより広範な領域で&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が検出されたが､その発現自

体は点在して確認されるにすぎなかった(図IOC-D')｡ -方､ L-Mafとsox2を共導

入した場合､頭部の仝域において強い&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導した(図10E,E')｡
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sox2単独では､ Kamachi etal.による幸陪通り(2001)､水晶体の極近傍でのみ弱く8-

ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導するだけであった(図10F,F')｡よって､ L-Mafはsox2と

協調して&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導していることが示唆された｡また､これらの

強制発現後､検出された8-ｸﾘｽﾀ1)ﾝ陽性細胞の多くが繊推状に伸張しているの

が観察された(図10E")｡このことから､水晶体の分化の段階においてもしMbfとsox2

の協調作用が働くことが予想された｡

-方で､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現には､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-を介したsox2と

pax6との相互作用が必要であることが幸陪されている匹amachietal.,2001)｡このこ

とから､ L-Md ､ Sox2 ､ Pax6の三者を共導入することで､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導能が

さらに増強されることを予想した｡これら三者を頭部外旺葉に導入した場合､誘導さ

れる8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現はL-Mafとsox2二者を導入した場合と比較して変化は

みられなかった(図10G,G')｡この結果から､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導においては

これら三者による協調作用は無い､もしくは小さく､ L-Mafとsox2の二者がその発

現誘導に主要な役割を担っていることが示唆された｡

5.L-Mafとsox2による隆起a;脚幕造物の誘導

L_Mafとsox2の強制発現により､繊紗択の細胞が観察されたことから(図10E")､

両者が水晶体分化においても協調して働くことが予想された｡もしこれが事実である

なら､強制発現後の培養時間を延長することで､より水晶体に近い組織を誘導するこ

とｶ河能ではないかと考えた｡そこでｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚﾔｼｮﾝにより､ L-Mhfとsox2

を水晶体付近の頭吾防t肱葉に強制発現後､三日間培養した｡その結果､これらが多く

導入された部分において､隆起した構造物が誘導されていることが確認された(図

11)｡また､ L-Maf単独の場合ではこのような構造物を誘導しか-ことから(ﾃﾞ-ﾀ

示さず)､ L-Mdとsox2の両者が水晶体の形態形成(誘導や細胞増殖)においても

何らかの役割を果たしていることが予想された｡

6.培養細胞に串けるしMafとsox2の協調作用

個体において8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導におけるしMafとsox2の協調作用が示

された｡また､その時の誘導能はsox2とpax6の共導入の場合(図22D,D'､ Kamachi

etal.,2001)と比較して高かった.このことから､ L-Mafとsox2が8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘

導のﾒｼﾞﾔ-ﾌﾟﾚ-ﾔ-であると予想される｡しかし､これらの因子の関係を生化学

的手法を用いてより定量的に解祈するには､個体ﾚﾍﾞﾙのｱﾂｾｲでは限界がある｡

-方､培養紳胞を用いて同様な結呆が得られれば､このような解析が可能になると期

待された｡ﾆﾜﾄﾘ網膜培養細胞にしMafとsox2およびpax6の発現ﾍﾞｸﾀ-を

様々に組み合わせて導入後､五日間培養し､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を抗体染色により

調べた(図12). L-Mafとsox2による8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導能は(図12E)､ L-Maf単

独の場合(図12B)と比較して高かった｡このことから培養細胞においても､両者の&

ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導における協調作用を検出できたことになる｡ -方､ sox2､ Pax6を

単独､もしくは両者を導入した場合､8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現はほとんど検由されず(図
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12C,D,F)'､個体を用いた場合(図22D,D')と類似していた｡このことから､培養系

を用いたこれらの分子の磯能解析は通切であると考えられた｡

7.L-Mafによる8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導にはsox2が必要である.

頭部夕糊杢葉においてしMaf単独で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導できか-領域にお

いても､ sox2と共に強制発現することにより､その発現が誘導されることが明らか

になった(図10E,E').この結果から､ sox2は8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現自体に必須で

あることが予想された｡もしこれが事実であれば､ L-Maf単独を導入して8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現が誘導された領域と内在性のSox2が発現している領域が-致している

可能性が考えられた｡これについて検討するため､ﾗﾋﾞｯﾄより作製した抗sox2抗

体(図13)を用いたﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法により､ｽﾃ-ｼﾞ18肱のSox2の発

現を調べた｡その結果､ sox2の発現は水晶体､脊椎などの神経組織や鼻ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ

を含む腹側の表卿月杢葉でみられ(図14A)､insituﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法によ
る結果(図14A右上)とも-致していた.しかし､頭部外肱葉におけるSox2の発現

は弱く､発現領域の特定は困難であった｡次に､ Sox2の検出感度を高めるため､頭

部の各部分の切片を用いて抗体染色を行った｡水晶体付近の頭部外肱葉に串いてSox2

は､日胞に裏打ちされた腹側の領域で検出された(図15B)｡この発現領域は切片insitu

ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝを行った場合の結果野amachi etal., 1998)と-致している｡

頭部の他の部分の結果(図14C)と統合すると､ sox2の発現領域はLIMafの強制発現

により得られた8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導領域(図14C模式図)と類似していた｡

次に､しMafを導入した場合､内在性sox2が発現している領域内でのみ8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝの発現が誘導されるかどうかを二重染色法を用いて調べることとした｡し

Mafが導入された領域(図15A)は､頭部腹側の広い領域に及んでいたが､ 8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現(図15C)はsox2の発現している領域内(図15B)でのみ観察された｡
従って､ L-Mafによる8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導には内在性sox2が必要であると結

論した｡

8. Sox2による&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現時間の短桁

L-Mafとsox2との共発現により誘導される8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現領域は､ L-Md

単独を発現させた場合より広い領域に及んでいた(図10E,E')｡この結果は､ LIMafと

sox2の両者が揃って初めて8-ｸﾘｽﾀﾘﾝを誘導できることを示すのみであるのか.

それとも､ sox2が転写の括性化を促進することも示しているのであろうか｡実際､

sox2単独では自身の転写括性化能を発揮できず､ﾊﾟ-ﾄﾅ-の存在が必要であるこ

とが明らかになっている(耳amach etal., 1999)｡このことから､ L-Mafとsox2の場

合においても同様のことが当てはまることが予想された｡ sox2による8-ｸﾘｽﾀﾘ

ﾝの転写括性化に及ぼす影響を検討する-つの方法として､ L-Mafとsox2両者では

L-Maf単独の場合と比較して､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現を早く誘導する可能性

を調べることを考えた｡ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法を用いて､ｽﾃ-ｼﾞ㌻11の肱の

頭部夕糊杢葉にしMaf単独､およびL-Mafとsox2を共導入後､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNA
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の発現が誘導される時間をh血ハイプリダイゼーション法により調べた。LM正単

独を強制発現させた場合、むクリスタリンmmの発現は4．5時間後に検出された

（図16B，B，）。一方、L－MafとSox2を共導入した場合、8－クリスタリン加RNAの

発現は2時間後では検出されなかったが（図16C，C，）、2．5時間後からは検出され始

めた（図16D，D，）。すなわち、Sox2との共発現により、8－クリスタリンmRNAの

検出時間が2．5時間短縮されたことになる。よって、Sox2はむクリスタリンの転写

活性化を促進することが判明し、転写静性化におけるしM正との協調作用が示唆さ

れた。

Sox2とPax6を共導入した場合では、＆クリスタリンの発現が検出される時間は9

時間と、L－M正単独の場合より長時間であった（図16F，F，）。この検出までの時間の

長さから、むクリスタリンはSox2とPax6により直接誘導されている匹am血i出血，

加01）というよりはむしろ、しM正を介した誘導侭esaetd．，加氾）がメインである可能

性が考えられた。

9．むクリスタリンエンハンサーを用いたhふ0レポ一夕ーアツセイ

図12でSo戒により＆クリスタリンmmの発現の検出時間が早くなったこと

から、しM慮とSox2は協調して＆クリスタリンの転写を推進していることが示唆

された。では、これらの協調作用はどのような機構により引き起こされるのか。8－ク

リスタリンの第3イントロンにはエンハンサー配列が存在する但如a或丘e【d．，1987；

Funah鮎hietal．，1991）。このエンハンサー上にはMafおよびSox2結合配列が存在し、

そのうちいくつかの配列でこれらが結合すること、およびSox2が馳Ⅹ6と協調して

このエンハンサー中の水晶体特異的なコア領域DC5を活性化することが明らかにさ

れている（0ginoandYasuda，1998；K肌aChietal．，2001；Mutaetal・，2002）。これらの知見

から、両者による協調作用はこのエンハンサーを直接介して引き起こされることが予

想された。このことを検討するため、DC5配列を含んだむクリスタリン第3イント

ロンの一部の領域（BHd、図17）にLacZ遺伝子を連結したものをレポ一夕一道伝

子として、加圧Ⅳ0レポ一夕ーアツセイを行った（図18）。まず、レポ一夕ーのみを頭

部外胚葉に導入した場合、水晶体領域でのみ（図18A，A，）、しかも将来の水晶体上皮

細胞および繊維細胞の何れにおいても（図18B，C）レポ一夕一括性が検出された。

レポ一夕ーとL－M慮もしくはSo這との共導入では、弱い匹gdシグナルが検出さ

れた（図18DJE，）。一方、レポ一夕ー、しM正およびSox2の三者を共導入すると、

レポ一夕ー静性の増加が観察された（図18F，F，）。この結果は、レポ一夕ー、Sox2お

よびPax6を共導入した結果（図18G，G，）と類似していた。よって、L－MafとSox2は

＆クリスタリンエンハンサーを介して協調的に転写活性化を促進していることが判明

した。一方、DC5を含む短い領域（HN）を6つ連結したレポ一夕一道伝子（図17）

を用いた場合（図19）、Pax6とSox2による協調作用は検出されたが（図19E，Eり、

L－MafとSox2の場合は確認されなかった軋－Maf単独の場合（図19B，B，）と同様の

レポ一夕一括性、図19D，D，）。よって、この領域は、これらの因子による協調作用

を実現するには不十分であることが示唆された。
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10.81ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導におけるL-Mafとsox2の物理的相互作用について

最近､ L-Mafの転写静性化領域とﾋﾝｼﾞ領域(AHﾄﾞﾒｲﾝ)をvp16およびc-Maf

のAHﾄﾞﾒｲﾝに置き換えた変異型しMafは､培養系においてL-Maf結合配列を連

結したﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写は静肘ﾋするが､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導括性は示さな

いことが報告された(yoshida and Yasuda, 2002; Yoshidaand Yasuda,unpublished data)｡

このことから､ L-MdのAHﾄﾞﾒｲﾝはc-Mafのそれとは別の機能を有しており､ 8-

ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の誘導に必要な何らかの因子との結合に関与している可能性が示

唆された｡この因子の候補としてSox2が挙げられた｡ sox2はL-Mafによる8-ｸ

ﾘｽﾀﾘﾝの誘導に必要であり､かつL-Mafと協調してその転写括性をｴﾝﾊﾝｽ

することから､しMafと直接相互作用する可能性は十分考えられる｡この可能性に

ついて検計するため､.各変異型しMaf (ju ･ﾄﾞﾒｲﾝ欠損型凡(92-132)-b2ip､ VP16

ﾄﾞﾒｲﾝ直換型Ⅳp16-LbZip､ﾋﾝｼﾞ領域欠損型凡△H)とsox2を水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ

形成時期の頭部夕柑杢菓に強制発現後､抗体染色法により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を調

べた｡各変異型L-Mdはいずれも単独では8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導できなかっ

た(図20B-D)｡ -方､これらの変異型しMafとsox2を共発現させた場合､いずれ

も野生型しMafを用いた場合と同様､頭部列艦葉の広域で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導括性

を示した(図20F-H)｡すなわち､ sox2は8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導に必須である

が､少なくともしMafAH領域と相互作用しないことを示している｡よって､ Sox2が

しMafの他の領域と相互作用している可能性､もしくは何らかの因子を介して間接

的に相互作用している可能性が推測された｡

11.Sox2､ Six3､ Pax6各組み合わせが8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に及ぼす影響

図10で､しMdと水晶体形成に関与する他の転写因子を共に強制発現させること

で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導に与える影響を解析した｡しかし､これらの因子がL-

Mafを介さずに互いに協調して8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現､および水晶体形成に何らか

の役剖を果たしている可能性は否走できない｡そこで､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成され

る時期の頭書附･肱葉にこれらの因子を単独､ ･または様々に組み合わせて導入し､ 8-ｸ

ﾘｽﾀﾘﾝの発現に及ぼす影響を調べた｡ sox2を強制発現させた場合､ Kamachietal

による幸陪通り(2001)､水晶体のごく近傍でのみ&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が誘導され

た(図22A,A'､図10F,F')｡これは内在性のPax6の発現に依存していると予想され

る｡また､水晶体の形態異常(3/9)も観察された｡ pax6の強制発現では8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現に影響を与えなかった(図22B,B',Kamachietal., 2001; Rezaetal.,2002)｡

sox2とpax6を共発現させた場合､異所的な8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現､および水晶体

ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが検出され(図22D, D')､ Kamachietal.による報告(2∝Il)と-敦した｡し

かし､その発現はしMafとsox2の共発現の結果と比較して弱かった｡ six3を水晶

体に導入した場合､ &ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に変化がみられなかった(図22C, C')｡こ

の結果は､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が抑制されるという最近の幸陪(zhuetal.,2002)と

異なっていた｡ Six3をsox2またはpax6と共発現させた場合においても､ &ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現には影響しなかった(図22E｣F')｡
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12.しMaf､ Sox2､ Pax6､ Six3が互いの発現に及ぼす影響

L_Md､ Sox2､ Pax6およびsix3間の上下関係を明らかにする目的で､水晶体ﾌﾟﾗ

ｺ-ﾄﾞが形成される時期の頭部外肱葉にこれらの因子を単独､および様々な組み合わ

せで強制発現後､互いの発現に与える影響を血血ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝにより

調べた｡

以前にSox2とpax6がL-Mafの発現を誘導すること､およびpax6単独では誘導

できないことpe2aetal.,2002)が明らかにされていたが, sox2によるL-Maf誘導の

可能性は検討されていなかった｡そこでSox2を水晶体付近に導入すると､水晶体の

ごく近傍でのみ異所的なL-Mafの発現が観察された(図23A,A')｡このことから､sox2

は内在性のPax6に依存してL-Mafを誘導していることが示唆された｡

L-Mafがsox2誘導能を有しているのであれぼ､ L-Mafとsox2の共発現でみられ

た8_ｸﾘｽﾀﾘﾝ発現の増強効果が､実はpax6と増加したsox2によるL-Maf,も

しくは&ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導作用によっても引き起こされている可能性が考えられた｡

実際､しMdを強制発現させた場合､異所的なsox2mNAの発現は検出されなかっ

た(図23B,B,)｡よって､上記の可能性は否走された｡また､同様にL-Mdとsox2の

共発現による&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の増強が､ pax6の発現を増強させたことに起因

している可能性が考えられた｡そこでL-Mafとsox2を単独､および両者の共導入に

よりpax6.mRNAの発現が誘導されるかを検討した｡その結果､ sox2単独では水晶

体の近傍で弱いPax6の発現を誘導した(図23D, D')｡この結果は､最近の報告

野amachietal.,2001)と-致している. L-Maf自身はpax6誘導能を持たず(図23C,C')､

sox2と共発現しても､増強されなかった(図23F,F)ﾑこれらの結果より､ sox2が

pax6の発現を補うことで､結果的にL-Mafおよび8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の誘導を

促進するという精巧な磯構の存在が推測されたo
ﾏｳｽにおいてPax6とsix3が互いの発現の誘導に関わっている可能性が示唆さ

れていた(Goudreau etal., 2002)｡ﾆﾜﾄﾘにおいて同様な機構が存在するのかを検計

するため､ pax6およびsix3を強制発現させた肱において､他方のmRNAの発現を

調べた｡その結果､何れの場合においても異所的な発現誘導は観察されなかった(図

23E,E,,G,G,).このことから､ﾆﾜﾄﾘに釦-ては､ pax6とsix3による遺伝学的

相互作用は存在しないことが判明した｡

six3は8_ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に対して抑制的に機能することが報告されている

(zhuetal.,2002)｡では､ Six3は8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ発現誘導に機能するPax6 ､ Sox2お

よびL_Mafと同じ遺伝子ｶｽｹ-ﾄﾞ上に属しているのであろうか､もしくは独立の

ｶｽｹ-ﾄﾞから抑制効果を発揮しているのか｡このことを明らかにするため､ pax6 ､

s｡x2 ､しM-afを棟々に租み合わせて頭部外艦葉に導入し､ six3の発現に与える影響

を観察した｡その結果､いずれの組み合せを導入してもsix3の発現に変化はみられ

なかった(図23H⊥')｡よって､ Six3は少なくともこれらの因子の下流には存在し

ないことが予想された｡
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第二節ccp2の磯能解析

αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子のもう-方のｴﾝﾊﾝｻ-配列αcElは､培養系における

実験より､ αcE2と協調して下流のαA-ｸ7)'ｽﾀﾘﾝ遺伝子の水晶体特異的な転写括

性を促進することが確認されていたo αcElに結合する因子としては転写因子ccp2

が同走されている｡ CP2ﾌｱﾐﾘ-は様々な遺伝子の組織特異的な発現制御に関わ

っていることで知られている. cCP2はﾏｳｽ赤血球特異的に発現するa-ｸﾞﾛﾋﾞﾝ

遺伝子のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-に結合する転写因子cp2と高い相同性を示す｡水晶体細胞に

おいてcCP2はcKCElを介したﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写を括性化する｡また､ αcE2

に結合するしMafと協調してｴﾝﾊﾝｻ-活性を実現することが培養系において明

らかにされている(村田1998年度奈良先端大博士論文)｡このように培養系にお

けるαCElおよびccp2の機能解析はなされてきたものの､生体内においてこれら

がαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子の水晶体特異的な発現制御､および水晶体形成にどのよ

うに機能しているのかについての検討はされていなかった｡そこで､以下の実験を行

い､個体における瓜1ま;よびcc陀の機能を解析した｡

1.個体においてcCP2はL-Mdと協調してαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの転写を括性化する｡

aA-ｸﾘｽﾀﾘﾝのこつのｴﾝﾊﾝｻ-配列､ αcElとαcE2が協調的にｴﾝﾊﾝ

ｻ-を括性化することが培養系におけるの実験で明らかにされていた(Murata etal.,

1998)｡しかし､個体においてこれらのｴﾝﾊﾝｻ-配列が同様な機能を有するのか､

およびそれらに結合するcC陀やしMafが協調的な転写の括性化に働くかどうかの

知見は得られていなかった｡そこで､ α(丑1とαcE2を含んだ仇虹ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝

子の上流244bp (a244)を連結したLacZ遺伝子を用いて､血oyoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱﾂｾｲ
を実施した｡水晶体額域の周囲にこのﾚﾎﾟ-ﾀ-を単独で導入した場合(図24A)､

ﾚﾎﾟ-ﾀ-静性は検出されなかった(図24A')｡ﾚﾎﾟ-ﾀ-とccp2を共導入したと

ころ､.ﾚﾎﾟ-ﾀ-静性はほとんど検出されなかったが(図24AC,C')､ﾄﾞﾐﾅﾝﾄｱ

ｸﾃｲﾌﾞ型ccp2 (VP16-cm)に置き換えると､水晶体の内外で弱い括性がみられた

(図24D, D').またﾚﾎﾟ-ﾀ-とL-Mafを共導入した場合､弱いﾚﾎﾟ-ﾀ-括性が

検出された(図24B, B')｡これらの結果から､個体においてcCnとL-Mafは単独

でαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-を介した弱い転写括性化能を持つことが示された｡

次に､このa244ﾚﾎﾟ-ﾀ-をccp2､ L-Mafと共導入したところ(図24E)､水晶体

予定域およびその周囲において､それぞれを単独を導入した場合より強いﾚﾎﾟ-ﾀ-

皆隆が観察された(図24E')｡すなわち､個体においてしMafとccp2の両考は協調
してαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの転写を括性化していることを示唆しており､培養系で確か

められた結果(村田1998年度奈良先端大博士論文)と-敦していた｡

2.cCP2は水晶体においてαCElを介したﾚﾎﾟ-ﾀ-活性を示さない｡

個体においてαCElは培養系の結果と同様､水晶体特異的なｴﾝﾊﾝｻ-括性を

示すのであろうか｡また､ cmはα⊂Elを介した標的遺伝子の転写括性化を実現で
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きるのであろうか｡これらのことを明らかにするため､ｽﾃ-ｼﾞ㌻11の肱の水晶体

周辺の頭部夕肱葉に､各型のcCP2 (野生型､ﾄﾞﾐﾅﾝﾄｱｸﾃｲﾌﾞ型(vp16-cC陀)

および､ DNA結合ﾄﾞﾒｲﾝ(189-239aa)を欠失したﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型(△

DBD-cm))の発現ﾍﾞｸﾀ-を1acZ遺伝子の上流にαCElを連結したﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟ

ﾗｽﾐﾄﾞと共に導入し､ﾚﾎﾟ-ﾀ-静性を調べた｡ﾚﾎﾟ-ﾀ-単独を導入した場合､

ﾚﾎﾟ-ﾀ-静性は検出されなかった(図25A)｡ﾚﾎﾟ-ﾀ-とccp2との共導入では､

水晶体の周囲の外肱葉においてﾚﾎﾟ-ﾀ-括性が検出されたが､水晶体内では検出さ

れなかった(図25B, C)｡ VP16-c仇は､野生型ccp2より高いﾚﾎﾟ-ﾀ-静性を示

したが,その領域は野生型と同様､水晶体外の表皮外肱葉に限られていた(図25D)｡

-方､ ADBDICmの場合､ﾚﾎﾟ-ﾀ-静性が仝く検出されなかった(図25E)｡従っ

て､個体においてcCP2は､ DNA結合ﾄﾞﾒｲﾝを介して瓜1に結合し､転写を括

性化すること､およびその括性化は水晶体内では確認されないことが判明した｡後者

の原因として､水晶体内においてのみcCP2若しくはαCElに対して抑制的に作用

する因子が存在した可能性､もしくはccp2が転写抑制作用を有していた可能性が考

えられた｡ αcEl配列の3'側には水晶体特異的なｴﾝﾊﾝｻ-活性を実現するため

のLSE牡ens-spedfic element)の存在が確認されていることから(M∬ata etal･, 1998)､

今回得られた結果はこの報告と矛盾することになる｡

3_cCP2はLIM証によるαCE2を介した転写活性化を抑制する｡

ccp2は水晶体内ではαCElを介したﾚﾎﾟ-ﾀ-括性を示さなかった(図25B,C)｡

このcCP2による負の作用は､ αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-上でαCElと隣接する

瓜2､およびそれに結合するL-Mafに何らかの影響を及ぼす可能性はあるのか｡こ

のことについて検計するため､ αcE2に1acZ遺伝子を連結したものをﾚﾎﾟ-ﾀ-とし

て､ L-MdやcCP2の発現ﾍﾞｸﾀ-と共に水晶俸付近の頭部外旺葉に導入した. LIMaf

は水晶体の内外でﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を転写静隆化した(図26A, A'､詳細は1999年

度島田奈良先端大修士論文参照)｡しかし､ LMafとccp2を共に導入した場合､

ﾚﾎﾟ-ﾀ-括性は水晶体を除く周囲の頭部夕肱葉でのみ検出された(図26B-C')｡よ

って､水晶体に如iてcCP2は､ αcElを介した自身の転写静性化能を示せないだけ

でなく､ LrMafによるaCE2を介した転写括性化をも抑制することが判明した｡

4. cCP2が水晶体形成に与える影響

これまでのinovoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱｯｾｲの結果から､ αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-

上のcCP2の複推な作用が示唆された｡では､ ccp2はαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御

のみならず､水晶体発生においても何らかの役割を果たしているのであろうか｡また

この場合､ L-Mdとの協調作用が必要であるのか｡このことを検討するため､ｽﾃ

-ｼﾞ9-11の肱の水晶体予定領域に野生型ccp2､ﾄﾞﾐﾅﾝﾄｱｸﾃｲﾌﾞ型(vp16-■

ccp2)および､ﾄﾞﾐﾅｼﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型(△DBp-cCP2)の発現ﾍﾞｸﾀ-を単独､およ
びLIMafと共に導入後､水晶体分化初期ﾏ-ｶ-である8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を抗

体染色法により調べた｡また､その染色により浮かび上がる水晶体の形態を観察した｡
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肱の表現型:いずれの型のcCP2を導入した肱においても､眼胞の形が歪んだもの

が少数確認されたが､表現型に大きな変化はみられなかった(図㌘Aa', Ba', Ca')｡

-方､野生型ccp2及びvp16-cmとL-Mafの共導入では､導入された領域を境と

した水晶体予走域の分離(横断､および縦断)､その結果としての水晶体の重複が確

認された(図㌘Ab',Cb', c')｡また､ここで形成された複数の水晶体は正常のものと

同様に陥入していた(図㌘Cc")｡このような異常な表現型を示した肱の割合は､野

生型ccp2を用いたときで2/9虹-Maf:cCP2 =1:1-1/4 ,1:311/5)､ VP161Cmを用いたと

きで2/7恥-Maf:cCP2=1:1-1/4, 1:3-1/3)であった｡ -方､ △DBD-cCmとLIMafとの共

導入では､表現型に変化はみられなかった(図㌘Bb')｡これらの結果から､少なく

ともccp2は水晶体の陥入に対して抑制的に働くことが予想された.また､その抑制

効果がL-M誠と共に導入した場合において観察されたことから､少なくともccp2

は水晶体の形成の過程でL-Mafと何らかの関与をしているものと推察できる｡

8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現:野生型ccp2および△DBD-cC陀の強制発現では､内在性

の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に変化がみられなかった(図27Aa',Ba')｡ -方､ vp16-cC陀

の場合､水晶体内の多く入った部分で&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が抑制されていた(図

27Ca')｡各型のcCP2としMafを共導入した場合､いずれも水晶体同辺の夕肱葉にお

いて異所的な&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が抑制されていた｡しかもその抑制は水晶体か

ら距離が柾れるほど強くなる傾向がみられた(図27Ab', Bb', Cb', c')｡以上の結果よ

り､ ccp2が&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に対して抑制作用を示すこと､およびその領域は

inovoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱﾂｾｲの結果と対照的であることが判明した.また､ DNA結合

領域を欠失した△DBDｨ:CP2であっても､水晶体より遠位の頭部外肱葉において8-

ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導を阻害した(図27Bb')｡このことから､ ccp2の抑制作用

はDNA結合ﾄﾞﾒｲﾝ以外の部分が有している可能性が示唆された｡

5.cCP2による81ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現抑制の分子機序

4.で､ cCP2とL-Mdを強制発現させた場合､水晶体周辺の外旺菓において8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝの発現が抑制された｡このcCP2による抑制機構を説明する-つの可能性と

して､ L-Mafはおそらく8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子を直接の標的とすることから(第-

節参照)､ L-Maf自身の転写括性化から8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が誘導されるの間のあ

る段階でcCP2による抑制が働くことが考えられｷ｡このことを検討するため､ ccp2
とL-MafをGFPと共に強制発現させた月引こ対して､しMaf､および8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ

の発現を､抗体染色法､およびinsituﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法により解析した｡ L-

MafmRNAおよびしMafの発現は共導入したGFPの発現と-致していた(図28A,B).

-方､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現は蛋白質の発現と同棟､水晶体周辺から離れた

夕肱葉において抑制されていた(図28C)｡以上の結果より､ ccp2は8-ｸﾘｽﾀﾘ

ﾝmRNAが発現する段階､つまり81ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子の転写の段階を抑制して

いることが判明した｡
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6. cCP2の抑制作用に転写括性化能は関与しない｡

水晶体より外側の頭部外旺葉においてcCP2は､ αcElを介した転写括ﾉftAlﾋ能を示

した(図25). -方､同じ領域で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの転写活性化に対して抑制的に作

用した.また､この抑制作用は△DBDｨ:Cmにおいても確認された(図27Bb').こ

れらの結果から､個体における&ｸﾘｽﾀﾘﾝの抑制作用にcCP2自身の転写括性

化能が関与している可能性が考えられた｡このことについて検討するため､ ccp2の

転写括性化能を発揮できないｺﾝｽﾄﾗｸﾄEn{CP2を作製し､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの

発現に及ぼす影響を観察することとした｡ Enをcc陀のN末端側に配するとαcEl

を介した転写抑制作用を持つことを培養系において確認した(図29A) ｡次に､ En-cCP2

を頭部夕肱葉の水晶体領域付近に導入した場合､内在性の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に

は変化がみられなかった(図29Ba,a')｡ -方､ En{CP2をL-Mdと共に導入すると､

c∽の場合と同棟､水晶体に隣接していない頭部外肱葉において異所的な&ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現の抑制が観察された(図29Bb,b')｡また､ En-cCP2とLIM証､ cCP2三

者を導入した場合でも同棟の結果が得られた(図29Bc, c')｡これらの結果から､個

体においてEn-cCP2は8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に対してcCP2と同様の機能を有して

おり､ ccp2自身の転写括性化能はその抑制作用に関与しないことが示唆された｡

7. cCP2が水晶体形成に関与する他の転写因子の発現に与える影響の検静

個体におけるcCP2の機能解析から､水晶体形成の異常､および8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの

発現の抑制が観察された(図26).このことからc'cmは水晶体の発生過程でαA-ｸ

ﾘｽﾀﾘﾝの転写に関与しているだけでなく､水晶体形成に閑わる他の因子の発現に

も何らかの影響を与えている可能性が考えられた｡このことについて検討するため､

頭部外肱葉にcmを単独､またはLIMafと共に強制発現させた肱について､水晶体

形成に重要な役割を果たすpax6､ Six3､およびsox2の発現をinsituﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ

-ｼｮﾝ法により解析した｡ L-MafやcCP2を単独で強制発現させた場合､もしくは

L-Mdとccp2を共発現させた場合において､いずれにおいてもsix3､およびsox2

の発現に変化はみられなかった(図30B, C)｡ -方､ pax6の発現はL-Maf単独を強

制発現させた肱では影響はみられなかったが(図30Aa,a')､ cCP2のみ､もしくはccp2

としMdを共に強制発現させた肱においては､僅かであるが誘導されていた(図

30Ab-c')｡ cCP2が水晶体のﾏｽﾀ-制御因子であるPax6の発現を誘導したことか

ら､それが二次的な効果によるものであれ､ ccp2が水晶体形成の遺伝子ｶｽｹ-ﾄﾞ

の中で何らかの役割を担っていることが予想された｡

8.個体におけるcNF2d9の機能

ccp2は四量体であるα(EFlを構成する二種のｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの-つであり､もう

-つの構成因子としてcNF2d9が同走されている(村田1998年度奈良先端大博士

論文)｡ cNF2d9はccp2とｱﾐﾉ酸ﾚﾍﾞﾙで72%の相同性を有し､またαcElを介

してﾚﾎﾟ-ﾀ-遣伝子の転写を静性化できることが明らかとなっている(M血taetal.,

1998).このことから､ cNF2d9はccp2と同等の機能を持ち合わせていることが予想
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された。では、個体においてもd昭d9はcc陀を導入した時と同様な挙動を示すの

であろうか。このことを検討するために、CNF2d9単独、およびしM正と共に個体に

導入し、＆クリスタリンの発現に与える影響を観察した。dヾFZd9単独を水晶体を含

む頭部外胚葉に導入した場合、内在性の＆クリスタリンの発現に変化はみられなか

った（図31A，A，）。d昭d9とL－Mafと共に導入した場合、8－クリスタリンの発現は

しMafを単独で導入した場合と同様であった（図31B，B，）。つまり、CNF2d9はccp2で

みられたようなむクリスタリンの発現に対する抑制効果を示さず、機能的にはccp2

と異なる部分を有することが示唆された。

第三節　東部表皮外胚葉細胞のマッピング

水晶体は、眼胞に裏打ちされた円形の頭部表皮夕用委棄（後の水晶体プラコード）よ

り形成されることが、8一肌j鹿ステージ胚を用いたトレース実験により示されており

押桔bbandNbden，1993）、今日においても既成の事実とされている。それゆえに、水

晶体プラコード形成期以降にこれらを形成する細胞、および周囲の細胞がどう移動し、

最終的に水晶体組織が形成されるのかという詳細な観察は為されて来なかった。しか

し、実際の水晶体の陥入現象は複雑である。例えば、水晶体の陥入はプラコード全体

で均一には起らず、腹側より陥入しているように見受けられる。また、SEMによる

観察から、水晶体プラコードより腹側の外胚葉において他の外胚葉とは形状の異なる

細胞の存在が明らかにされており、これらの細胞の水晶体形成への関与が示唆されて

いる四ancroRandBe11airs，1977）。これらの知見から、単純に水晶体プラコードの陥

入だけでは水晶体形成過程を説明できず、他の組織もまたその形成に関与している可

能性が考えられた。この可能性について検討するため、ステージ㌻11胚の頭部外胚

葉の様々な領域に硝子キヤピラリーを用いてD江を付着させ（図32Aa－8封時間培

養後、D江陽性細胞の位置を調べた（図32Aa，－r）。水晶体プラコードを標識した場

合（図32Ac，d）、D江は予想通り水晶体で検出された（図32Ac，，d，）。頭部外胚葉の後

頭部や水晶体プラコードより背側の領域を標識した場合（図32Aa，b）、D江は何れも

水晶体内で検出されなかった（図32Aa，，b，）。一方、腹側表皮外胚葉を標識した場合（図

32Ae，り、水晶体においてD注が検出された（図32Ae，，r）。また、腹側の位置によっ

て将来の水晶体のどの部分を形成するかは異なっていた（図32Ad”才，）。このことか

ら、水晶体は水晶体プラコードのみならず、頭部腹側外胚葉細胞の一部によっても構

成されていることが判明した。また、腹側の頭部外胚葉が水晶体を形成する事実から、

水晶体プラコードの陥入の際、腹側外胚葉細胞の移動がその原動力の一つになってい

る可能性が示唆された。
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第四章考察

第一節むクリスタリンの発現制御機構について

1．水晶体形成過程におけるしMafとSox2の役割

ニワトリ頭部外胚葉においてL－MafとSox2を強制発現させた場合、L－Maf単准

の場合と上ヒ較して、より広域でむクリスタリンを誘導した（図10E，）。さらに、しM慮

は内在性のSox2が発現している領域でのみみクリスタリンを誘導することが示さ

れた（図15）。これらの結果から、しM正による＆クリスタリンの発現誘導にはSo通

が必要であることが示唆された。水晶体プラコード陥入途中のしM慮および＆クリ

スタリンの発現を詳細に観察すると、むクリスタリンの発現は、しMafが発現してい

た領域の一部、将来水晶体繊維に分化する領域に限局していた（浦野、2001年度奈

良先端大修士論文）。この事実からも、＆クリスタリンの発現を誘導しているのは

しM正のみではないことを示唆しており、Sox2との関与が予想される。

興味深いことに、しM正とSox2を強制発現させた頭部外胚葉でみられた＆クリ

スタリン陽性細胞は水晶体繊推細胞に類似した伸長した形態を示していた（図10E，）。

如才および・仁皿好のノックアウトマウネでは、それぞれクリスタリン遺伝子の発現

の減少および喪失、水晶体細胞の繊推化の阻害が観察されている卵油i卯Chi成一d．，

1998；Kawau血i威d．，1999）。また、L－M正の強制発現により、培養網膜細胞を水晶体

細胞に分化させる（0ginoandYasuda，1998）。これらの報告も合わせると、L－Mafと

So戒の協調作用が水晶体分化にも関わっていることが示唆される。

個体においてしM正は水晶体形成に必須であり限e㌫1d［d．，罰0勾、So戒もまた

Pax6と共に水晶体プラコードを誘導する匹甜n血威d．，2001）。さらに、眼胞を裏打

ちする頭部外胚葉において、しM正の発現が検出される時期以前よりSo戒の発現が

増強されること肝urutaandbgan，1998；KamaChietal．，1998）が明らかにされている。
これらの事実より、水晶体の誘導過程においてもしM正とSox2が協調的に作用し

ていることが推測される。

LM慮とSox2が水晶体の形態形成に関わることを支持する別の要因として、細胞

間接着因子であるNIC舶hとの関わりがある。培養系において、しMafがむクリ

スタリンの発現を誘導できるのは沖c舶h発現細胞のみであることが示されている

（AyaandYasuda，1999実験医学Vol．17No．3113－117）。一方、Sox2とN－Cadherin

mmの発現パターンは相同であり、且つ個体における強制発現でSox2は単独で

Ⅳca曲血nの発現を誘導することが明らかにされている（大阪大学近藤研究室桧股

美穂さん未発表データ）。これらの結果を統合すると、しMぱにより＆クリスタリ

ンを発現誘導できるのはSox2陽一ヒ朝田胞であることになり、著者が得たデータと矛盾

しない。また、D江による頭部外胚葉のマッピング（図32C）との比較から、しM正の

強制発現後のふクリスタリン陽性細胞の移動は野生型の細胞と同様であることが判

明した。よって、しM正は細胞の移動には少なくとも直接には関与しないことが予
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想される｡これは､個体においては外来性L-MdによるN-cadherinの発現誘導がみ

られなかった結果(ﾃﾞ-ﾀ示さず)と矛盾しか-｡しかし､ L-Mafは水晶体誘導に

必須の因子であることからpezaetal., 2002)､移動中の水晶体細胞におけるN-cadherin

の発現誘導に､ Sox2と相互作用することによって二次的に関わっていることが予想

される｡

-方､眼形成のﾏｽﾀ-制御因子pax6は水晶体の形態形成においても重要な役割

を果たすと考えられる｡ Pax6ｲのｷﾒﾗ水晶体上皮細胞は､未分化なまま後方に移

動する(Collinson etal., 20叩)｡また､ pax6は水晶体において細胞接着因子である

α5β1-jﾝﾃｸﾞﾘﾝの発現を制御しているPuncan etal., 2000)｡これらのことから､

pax6は水晶体細胞の移動をも制御していることが示唆される.しかし､ N-cadherin

の発現には影響しか､ことから(ﾃﾞ-ﾀ示さず)､水晶体細胞の移動におけるpax6の

役割はL-Maf'やSox2と異なることが予想される｡

2.しM証とsox2による協調効果

個体で81ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現開始時間を追った実験で､しMafとsox2の

共発現を行った場合､ L-Maf単独を導入した場合(厳密には内在性のSox2と協調し

た場合)と比較して､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現が早く検出された(図16)｡個

体におけるこの結果は､実際の水晶体形成過程でL-M証による8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの転

写括性化をsox2が増強していることを強く裏付けるものである.さらに､今回のin

ovoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱﾂｾｲでL-Mafとsox2の協調作用が8-ｸﾘｽﾀ1)ﾝｴﾝﾊﾝｻ

-を介して行われることが判明した｡ここで用いたｴﾝﾊﾝｻ-配列BHdは&ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-上にあるMaf配列(四個､そのうちMafの結合が確認されて

いるのはMafUとMafD)とsoi2結合配列三個(soxu､ soxMおよびsoxD)を含

んでおり､水晶体特異的なﾚﾎﾟ-ﾀ-括性を示す(図18A')｡ -方､これまでに報告

されていたBHdより短く､水晶体特異的なｴﾝﾊﾝｻ-配列とされていたHN

(DC5)領域(Hayashi etal., 1987, -部のLIMaf, Sox2及びpax6結合配列含む)を

用いて同様のｱﾂｾｲを行ったところ､その転写括性は弱かった(図19A')｡また､

sox2とpax6による協調作用は､培養系を用いた結果匹amachi etal., 2001)と同様に

みられたが(図19E')､ L-Mhfとsox2の場合ではみられなかった(図19D,).この

結果から､実際の個体における8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの水晶体特異的な発現､およびしMaf

とsox2による協調作用を実現するには､少なくともHN領域より長い配列が必要で

あることが示唆された. BHd内にはHNのより下流に位置するMafD配列を含んで

おり､ v-Mafが強く結合する(Mutaetal.,2002)｡このことから､しMafがMafDを介

することでSox2との協調作用を実現していることが予想される｡

また同ﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱｯｾｲにおいて､ LMafは単独でL-Maf結合配列αcE2およ

びBHdを介してﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写を括性化した｡ -方､ L-Mafはsox2が存

在する場合のみ8-ｸﾘｽﾀﾘﾝを誘導した｡このことから､実際の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ

の発現誘導にはL-Mafによる転写静性化能のみでは不十分であり､ sox2によるｻﾎﾟ

-ﾄが必要であることが考えられる｡では､ sox2はｴﾝﾊﾝｻ-上でどのようにし
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Mafをｻﾎﾟ-ﾄし､転写括性化を増強しているのか｡

soxﾌｱﾐﾘ-は､転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝを持っているが､自身のDNA結合能が

低く(Kd=10-8-10-9MiT7 Vib10) ､紳胞特異的でDNAに結合可能か†-ﾄﾅ-ﾌｱ

ｸﾀ-の存在によって初めて標的遺伝子を転写活性化することが報告されている

(Kamachi etal., 1995; Yuan etal., 1995;Lefebvre etal., 1997; De Santa Barbara etal., 1998;

Kamachietal., 1999; Nishimoto etal., 1999)｡ -方､ L-Mdは水晶体特異的に発現し､ｹﾞ

ﾙﾓ-ﾋﾞﾘﾃｲ-ｼﾌﾄｱﾂｾｲにより､単量体でも標的配列に結合可能であること

が明かとなっている(2000年度大雲奈良先端大修士論文)｡よって､LIMafがsox2

のﾊﾟ-ﾄﾅ-としての条件に適っているといえる｡

sox2はまた､ﾊﾟ-ﾄﾅ-と直接結合することが明らかになっている｡ FGF4や

uTFlのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-上でSox2と共に働くoct-3/4には､ sox2と相互作用すること

で初めて転写活性化を引き起こせるﾄﾞﾒｲﾝが存在している(Ambrosettietal., 1997;

Nishimoto etal., 1999;Ambrosetti etal., 2000)｡ Pax6もまたsox2とDC5配列上で直接

結合し､その三者の複合体形成がｴﾝﾊﾝｻ-活性の相乗効果に必要であることが報

告されている匹amachietal.,2001)｡ -方､しMafの転写括性化領域とﾋﾝｼﾞ領域(AH

領域)をc雌のそれに置換すると､ L-Md本来の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導括性がみ

られなくなることから､このﾄﾞﾒｲﾝが8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導括性に重要であると

考えられている(YoshidaandYasuda.,2002).よってSox2がこのﾄﾞﾒｲﾝに直掛日互

作用することで､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導を実現している可能性が考えられた｡しかし､

実際にAHﾄﾞﾒｲﾝを欠失したものやVP16に置換した変異塑L-Mafをsox2と共に

個体に導入すると､野生型L-Mdfを用いた場合と同様､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝが強く誘導

された(囲20F,G)｡このことから､他にも幸陪があるように(Ambrosettietal.,2000)

DNA結合ﾄﾞﾒｲﾝであるb-Zipがsox2との相互作用に用いられているのかもしれ

ない｡

その他､ sox2はDNA-を折り曲げることで他の転写のﾏｼ-ﾅﾘ-をﾘｸﾙ-ﾄ

する括性を持っている(Connor etal., 1994;Lefebvre etal., 1997; Kamachi etal., 1999;

Sca抗di andBianchi, 2001; Weiss,2001)｡このSox2の作用により､ L-M証が8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-上の自身の結合配列-接近することが容易になり､その結果とし

て&ｸﾘｽﾀﾘﾝの転写括性化を引き起こしている可能性も考えられる｡

3.8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御におけるLIMd ､ Sox2およびpax6三者の関係

Maf, 'sox2およびpax6三者が8-ｸ1)ｽﾀﾘﾝの発現に必要であることが､これ

らの結合配列に塩基置換を導入したﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽを用いた解析から明ら

かにされている｡ Mafは水晶体繊推においてのみ活性を持つ､ Pax6は異なる結合配

列を介することで静性型および抑制塑の両方の機能を使い分ける､ Sox2は水晶体発

生過程に-貫して必要とされる､といった8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御を担うこれら

の個々の機能が示された(M血etal.,2002)｡しかし､これらの結果は､水晶体力潮ﾋ

する段階で得られたものであり､水晶体の誘導過程､つまり8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現

が誘導されるときの機構を説明するものではか-｡その例として､このﾏｳｽを用い
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たレポ一夕ーアッセイでは、その静性は将来の水晶体繊維でのみ検出されたが（Muta

d∴d．，2002）、ニワトリの場合では将来の水晶体上皮においても確認されており（図

18A，）、内在性のむクリスタリンの発現をより正確に再現している。

また、これまでしMぱとSox2との関係は明らかでなかったが、今回の我々の

gain－Ofrfunctionの結果がそれを初めて直接的に証明したといっていい。L－MafとSox2

によるむクリスタリン誘導能は（図10E，）pax6とSox2による場合（図22D，）と比

較して著しく高かった。また、正常の発生段階でSox2とPax6が発現した直後では、

＆クリスタリンの発現はみられず、しMafが誘導された後で初めて検出されており、

その発現領域もしMafの発現領域内に限られている（0ginoandYasuda，1998）。これ

らのことより、しM正がむクリスタリン発現誘導のトリガーであることが予想され

る。

一方で、Pax6とSox2による協調効果が当レポ一夕ーアツセイにおいても確認さ

れたが（図18E，，19E，）、これは過去の幸陪、培養系でPax6とSox2が水晶体特異的

エンハンサーDC5上で協調効果を示している結果（kamachietal．，2001）と一致してい

る。さらに、これら両結合サイトに塩基置換を導入したトランスジェニックマウスに

おいてレポーター活性が全く検出されなかったことから¢血払由れ加佗）、水晶体に

おけるみクリスタリンのエンハンサー活性にこれらの作用も重要であると考えられ

る。

しMぱとPax6を頭部外胚葉に共発現した場合の＆クリスタリンの発現誘導は、

L－M慮単独を導入した場合と変化はみられなかった（図10A，）。P狐6は、N正M瘡と

共にマウスらクリスタリンの発現を制御することや（Shm刷血get由っ1998）、M慮

と協調的にグルカゴンプロモーターを活性化すること卿血甲e成れ2001）が最近報告

されている。しかし一方で、Pax6がM正によるmへの結合を阻害すること

匹ぬ慮a改正J001）、およびPax6カざ＆クリスタリンエンハンサー上で活性型、不活

性型両方の作用を持つこと（M血add．，加0勾も明らかにされている。よって、我々の

得た結果は、これらPax6の複雑な作用機構を反映したものであると予想される。

4．むクリスタリンの発現誘導横棒は他の水晶体特異的因子とは異なる。

頭部外胚葉において、しM正の強制発現により誘導された他の水晶体分化マーカ

ーαA－クリスタリン、フィレンシンおよびCP49の発現はむクリスタリンとは異な

り、頭部外胚葉全域で検出された（図6）。むクリスタリンの発現の領域特異性がSox2

の発現に依存したものであれば、少なくとも前者3つの因子はその発現誘轟にSo妃

を必要としないことが推測される。マウスフィレンシンの上流にはL－M正結合配列

であるαCE2とSox2結合サイトが存在することが報告されている（Masakietal．，

1998）。このことから、フィレンシンはL－M慮の直接のターゲット因子であることが

推測される。またこの時、Sox2はLM正と協調してフィレンシンの発現を制御する

としても、＆クリスタリンの発現誘導の場合とは異なり、転写を増強する効果しか示

さないことが予想される。発現誘導においてむクリスタリンのみがしM正とS。迫の

両者を必要とする理由については、＆クリスタリンが水晶体誘導過程の初期から発現
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すること伊iatigorsky, 1981)と､水晶体が誘導される直前に眼胞に裏打ちされる表皮

外肱葉でSox2の発現が増強される事実肝uruta and Hogan,1998; Kamachi etal., 1998)

から説明できるかもしれない｡

ﾌｲﾚﾝｼﾝ､ CP49およびαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの三者の産物は､水晶体織推柵胞に

おいて物理的に相互作用していることが幸陪されている肝itzGerald andGraham, 1991;

carteretal., 1995)｡よって､これらが同-維胞､および領域で発現することが考えら

れ､ L-Maf以外にも多くの上流因子を共有していることが予想される｡

5.新親の水晶体形成の分子ﾓﾃﾞﾙ

ｰ今回得た結果とこれまでの知見を統合すると､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導の分子ﾓ

ﾃﾞﾙを以下のように捉超できる(図21)｡水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期以前よ

りpax6､それに続いてSox2が襲部表皮外旺葉の広い領域において発現し(Grindley et

al., 1995; Kama血etal., 1998)､将来水晶体を形成する大まかな領域を与える(水晶体

分北ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽ)｡実際､これらの因子を個体に強制発現させると異所的な水晶体

ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ､および8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を静薯する野amachietal.,2001).だが､

これらは水晶体特異的な発現ﾊﾟﾀ-ﾝを示さないため､次なる水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの誘

導には､下流にあって､おそらく眼胞からの誘導ｼｸﾞﾅﾙに応答する水晶体特異的な

因子が必要となる(水晶体ｽﾍﾟｼﾌｲｹ-ｼｮﾝ)｡事実､ sox2とpax6の強制発現

により､水晶体特異的な転写因子しM証が誘導されることが明らかになっている

(Rezaetal_,2002)｡ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型L-Mafの強制発現により､水晶体形成が

仝く起らなくなるPe2aetal.,2002)ことから､ L-Mafは水晶体の誘導に必須の因子で

あると考えられる｡今回の我々の実験により､しMdは8-ｸ7)ｽﾀﾘﾝの発現誘導､

おそらくは水晶体形成をsox2に依存して行うことを明らかにした｡また､この過程

でSox2は､水晶体ｺﾝﾋﾟﾃﾝｽを確立する段階とは異なった機能を持つと推測でき

る｡ L-Mafと托oxlの共発現では､頭部夕糊杢葉の様々な領域で8:ｸﾘｽﾀﾘﾝの発

現が誘導されたが(図10C,C')､その発現はL-Mdとsox2を共発現した場合(囲10E,

E')と比較して弱かったoこのことから8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御のﾒｼﾞﾔ-ﾌﾟﾚ

-ﾔ-はL-Mafとsox2であり､fboxl自身はしMafとの協調作用には必要でなく､

水晶体分化過程におし-ては独立した磯能を持つことが考えられる.例えば､幸陪され

ているような水晶体繊推細胞の極性化､最終分化の遂行への関与が挙げられる㈹e

etal., 1999; Reza etal., 2002).

今回､しM証がsox2と協調することで8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導するという新

しいﾓﾃﾞﾙが､これまでのﾓﾃﾞﾙ侭ezaetal.,2002)に付け加わることになる｡ L-Maf,

sox2およびpax6の三者はそれぞれ固有の機能を持つ-方で､共に8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ

の発現を制御している｡その中で､互いの相互作用が不明であったしMdとsox2が､

&ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ-上で協調することでその発現誘導および転写括性化を実

現していることが明らかとなった｡これら水晶体形成に関わる因子の相互作用のさら

なる解析が､水晶体発生の仝容をより明らかにしていくものと期待される｡
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6.&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制御しうる他の因子

Mafﾌｱﾐﾘ-の遺伝子群が水晶体形成に関与していることは､様々な脊椎動物

において明らかにされている(Sakai etal., 1997; Moens etal., 1998; 0gino and Yasuda,

1998; Kawauchi etal., 1999;Kim etal., 1999; Ishibashi and Yasuda, 2001; bjihara etal.,

2001; Mutaetal.,2002; Rezaetal., 2002)｡ﾏｳｽに如､ては､水晶体でMafBやc-Mafが

発現しており､水晶体の発生や下流ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子群の発現に関与してることが

報告されている野i血etal., 1999; Kawauchietal., 1999)｡ﾏｳｽc-mafのﾎﾓｻﾞｲｺﾞ-

ﾄはすべてのｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子群の発現を減少させる畔awauchietal., 1999)｡ﾆﾜ

ﾄﾘにおいては､ aA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ上流の水晶体特異的なｴﾝﾊﾝｻ-配列o虹E2に

しMafのみでなく､ c-MafやMafBが結合してﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写を活性化す

ること(oginoand Yasuda, 1998)､および内在性の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導する

Ⅳoshida and Yasuda, 2002)ことが事陪されている｡これらのことより､ LIMafが他の

Mafとﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-を形成することで8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制御している可能

性が考えられる｡実際にMafﾌｱﾐﾘ-間でのﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-の組み合わせにより､

転写静性化能が変化する野ataoka etal., 1996)｡ c-MafやMafBはL-Mafより発現時

期が遅く､水晶体分化初期では検出されか-ことから'(ogino and Yasuda, 1996)､水

晶体分化後期の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現推持に関与していることが推測される｡

sox2の他に永晶体で発現するSoxﾌｱﾐﾘ-因子として､ Soxl､ 3､ 21がある

野amachi etal., 1998; Uchikawa etal., 1999)｡ Soxlおよび3の発現はSox2に続いて誘

導され､発現領域もsox2と類似している｡またいずれも8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ第三ｲﾝ

ﾄﾛﾝ上の水晶体特異的なｴﾝﾊﾝｻ-DC5を活性化することができる野amachiet

al., 1998)｡ Soxl欠損ﾏｳｽでは､ sox2およびsox3が発現していない時期でのみy-

ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現がみられなくなるPishiguchi etal., 1998)ことから､ soxl-3がそ

の機能に重複性を持っていると考えられる｡よって､ Soxl､ 3は&ｸﾘｽﾀﾘﾝの

発現制御におけるしMafとの協調作用に関して､ Sox2と同様の機能を持つことが予

想される｡

-方sox21は､ Soxl､ 2によるDC5ｴﾝﾊﾝｻ-の括性化を抑制する｡また､そ

の発現はSox2､ 3と同様の時期より水晶体上皮において検出されるⅣchikawa etal.,

1999)｡このことから実際の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御においてSox 21は､ soxl-3

と競合してSox結合ｻｲﾄを奪い合うことで&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現量を調節してい

ることが考えられるoこれが事実であれぼ､ L-Mafの転写括性化作用をsox 21が負

に制御していることが予想される｡

他に､基本転写因子と普遍転写因子の伸介役として機能する転写ﾒﾃﾞｲｴ-ﾀ-が

8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御に働く可能性も否走できない｡ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子は､

転写に先だって脱ﾒﾁﾙ化を起こしているという報告(Graingeretよ., 1983)もあるo

よって､その発現制御の際にDNAのｸﾛﾏﾁﾝ構造を変化させる因子もまたしMaf

と相互に何らかの作用を及ぼし合っているのかもしれない｡
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第二節個体にj引ナるαCElおよびccp2の機能について

CP2腫d9ファミリーは様々な遺伝子の組織特異的な発現制御に働くことが知ら

れている転写因子群であるO．imetal．，1992；Janeetal．，1995；Sueyoshietal．，1995）。ニワ

トリccp2はαA－クリスタリン遺伝子上流の永晶体特異的なエンハンサー配列αCEl

に結合する因子として同定された（hataetal．，1998）。水晶体細胞においてcCP2は

αCElを介してレポ一夕一道伝子の転写活性を誘導する。その際、CCP2はαA－クリ

スタリン遺伝子上にあるもう一つのエンハンサー配列αCE2に結合するしM正と共

に協調的な転写括ノた封ヒ作用を示すことが明らかにされている（村田1998年度奈良

先端大博士論カ。個体における戯1およびcc陀の機能は不明であったが、今回

その一部を明らかにした。

1．αA－クリスタリンの発現制御にj引ナるcC陀の分子機序

個体においてcCP2としMぱが互いの配列を介した協調作用を示す可能性につい

て検討するため、αCEl、αCE2を含むαA－クリスタリンの上流配列α凱4を配した

1acZ遺伝子をL－M正、CC陀と共に頭部外胚葉の水晶体領域付近に導入した。その結

果、しM正およびcm単独と共導入した場合と比較して、レポ一夕一括性が増加

し七いた（図封）。従って、個体においても両者が協調的にαんクリスタリンの転写

を促進することが判明した。しかしながら、αCBl配列を1紅Z遺伝子に連結したも

のをレポーターとして用いた場合、CC陀によるレポ一夕一括性は水晶体では検出さ

れず、周囲の頭部外胚葉でのみ観察された（図25）。α（濫2を配した1誠Z遺伝子をレ

ポ一夕ーとしてしM正、CC陀と共に水晶体領域付近に導入した場合も同様に、水晶

体内でのみレポ」タ一括性が検出されなかった（図26B，，C，）。このcC陀による水

晶体特異的な転写抑制は、培養系を用いた結果（M∬釦add．，1998）と矛盾しており解

釈が困難であるが、水晶体特異性をキーワードにこの結果についての考察を試みる。

α（濫1はcc陀結合配列と3，例のLSE阻ens－Spec通cElement）という水晶体特異性を決

定する配列との二つのモチーフ構造をとり、αCElのエンハンサー活性には両者が必

要であることが明らかにされている（MⅦ融aetal．，′1998）。またαCE2の共存下では

LSE単独でもそのエンハンサー活性を発揮できることが報告されている（Matuoand

Yasuda，1992）。これらのことより、LSEがαCEl、2を介したccp2とL－Mafの協

調作用に何らかの役割を果たしていることが示唆される。とすれば、LSEが正常に

機能するために瓜2が必要であり、戯2が存在しない条件下ではu痛がccp2に

水晶体特異的な抑制効果を付加してしまうのかもしれない。また、LSE結合因子が

ccp2と直接相互作用できるのであれば、CCP2がしMafによるαCE2を介した転写

活性化を水晶体特異的に阻害した（図26B，，C，）のは、LSE結合因子が結合する基盤

を得られなかったためとの解釈が可能である。これらのことを確かめるには、uE

配列に変異を導入して同様のhovoレポ一夕ーアツセイを行うことやLSE結合因子

を同定することなどが必要であろう。
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2.cCP2による&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の抑制磯構

ccp2の永晶体形成における機能を明らかにする目的で､ cCP2を単独､若しく

はL-Mafと共に個体に導入して水晶体初期分化ﾏ-ｶ-である8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発

現に与える影響を解祈した｡ ccp2,およびvp16-cCP2を頭部外肱葉の水晶体領域付

近に強制発現したところ､後者を用いた場合では内在性&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現の抑

制が観察された(図27Aa', Ca')｡ -方､ ccp2やVP16-cmをL-Mafと共に強制発

現させた場合､異所的な8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現は水晶体から離れた頭部夕糊杢葉で大

幅に抑制されていた(図㌘Ab', Cb', c')｡この抑制作用が観察された領域が特異的で

あったことの説明の-つとして､水晶体付近ではsox2の発現量が多いため､ ccp2が

しMafとsox2による強力な8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導を完仝には抑制しきれをかった

ことが考えられる｡別の説明としては､水晶体以外の組織を水晶体分化に向かわせな

いためのcCP2による積極的な抑制機構が働いたことが考えられる｡ cCP2はﾕﾋﾞｷ

ﾀｽに発現しているため(図4C)､実際の水晶体の発現制御においても同様甲機構が

働いてる可能性が考えられる｡

では､その抑制作用はどのような分子機構によるものなのか｡ ccp2による8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝの発現に対する抑制作用はﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のADBD-cC陀および

En{Cmにおいても観察された(図27Bb', 29B)｡従って､ cCP2自身のDNA結合

能,および転写静隆化能はその抑制作用には関与しないことが示唆される｡だとすれ

ば､ ccp2の残りの機能ﾄﾞﾒｲﾝである相互作用ﾄﾞﾒｲﾝ(福司奈良先端大修士論

文)が抑制効果をもたらしていることが予想される. cCP2はαCElに結合する四量

体瓜Flのｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの-つでありpurataetal., 1998)､ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ間の相互

作用に､ N未端側およびc末端付近に存在するこのﾄﾞﾒｲﾝが作用していると考え

られる｡ﾏｳｽの発生の初期から腎臓で強く発現するCPi-Related Transcripdonal

Repressor-1 (aTR-1)のN末端もまた転写抑制作用を持つことが報告されている

侭odda etal., 2001). aCEFlのもう-つのｻﾌﾟﾕﾆﾂﾄとしてcNF2d9が同走されて

いるが(村田1998年度奈良先端大博士論文)､ cNF2d9の転写静隆化能はcc陀の

それより低く､また､著者の行った個体におけるcNF2d9強制発現実験では8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝの発現に影響を及ぼさないことが観察されている(図31)｡これらの結果は

cNF2d9がcCP2とは異なる性質を持つことを示すものである.よって､ cC陀が抑

制作用を示した結果は､ ccp2のみで四量体を形成したことにより正常のαCEFlと

異なる作用を示したことに起因しているのかもしれない｡また､ ccp2が翻訳後修飾

(おそらくはErklによるﾘﾝ酸化)を受けていることが予想されることからⅣolker

etal., 1997; Murataetal., 1998)､ cCmによる抑制作用と修飾がﾘﾝｸしている可能性

が考えられる｡

最も肝心な､ cCnにより直接坤制を受けるﾀ-ｹﾞｯﾄの侯補としてはL-Mafが挙

げられる｡これは､ αcE2を用いたinovoﾚﾎﾟ-ﾀ-ｱﾂｾｲの結果(図26)やL-

Mafとの共導入により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が転写ﾚﾍﾞﾙで抑制されること(図

28)などから推走される｡ cCP2とL-Mafが直接的に相互作用しているかを検討す

るため293T細胞においてmammahan two hybridを-回のみ施行したが､両者が結合
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する可能性を示唆する有為な結果が得られなかった(ﾃﾞ-ﾀ示さず)｡しかし､これ

はあくまでも想像に過ぎず､ ccp2によるしMafの抑制機構の可能性を検討するに

はﾀﾝﾊﾟｸ質ﾚﾍﾞﾙでのより詳柵な機能解析が必要となるであろう｡

3.水晶体分子ｶｽｹ-ﾄﾞにおけるcCP2の位置付け

頭部外旺葉におけるL-Mafの強制発現実験で､頭部の全域においてαA-ｸﾘｽﾀ

ﾘﾝの発現を誘導できたが(図6)､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの場合は全域での発現にSox2を

必要とした(図10E,)｡よって､ L-MafはαA-ｸ1)ｽﾀﾘﾝと6-ｸ1)ｽﾀﾘﾝに対

して､それぞれ異なった制御をしていると予想される｡ -方､ ccp2は個体において

もL_Mafとの協調的なaA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導に関わっていることｶ毎想され

るが､逆に水晶体の陥入や&ｸﾘｽﾀﾘﾝの異所的な発現を抑制した(図㌘)｡こ--

のことから､ ccp2はその転写活性化能と抑制作用を使い分けることで､水晶体の形

成､および標的遺伝子の発現を制御しているのであろう｡実際のcLA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ

の発現は水晶体細胞の繊維化の開始と同時に検出されることから､ ccp2は水晶体の

後期分化を促進し､初期分化に対してさらに分化を進めるように(表現型は抑制的)

に作用するのかもしれない｡

αA_ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が開始するのはccp2およびL-Mafが発現する時期よりさ

らに遅いｽﾃ-ｼﾞであることから､その発現誘導にはccp2やLIMaf以外の他の因

子もまた必要であることが予想される｡ aA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現誘導の卜)ｶﾞ-の候

禰としてbZipを有するATF4 (CKB2)が挙げられる｡ ATF4はLSE配列に結合可
能である(村田氏1998年度博士論文)｡また､ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの解析により

ATF4は永晶体の嘩推化に関与することが明らかになっているCranaka etal･, 1998;

Hettmam etal., 2000)｡

ccp2の強制発現によりpax6の発現を誘導した(図30A)｡しかしその発現は弱く､

cc陀による直接的な発現誘導というよりはむしろ二次的な影響によるものであると

予想される｡Pax6は水晶体形成の最も上位に位置する因子であることから(Quiringet

al., 1994; Halder etal_, 1995)､ cCP2が水晶体形成の仝体の制御にも関与している可能

性が考えられる｡

いずれにせよ､水晶体形成過程におけるcCP2の分子磯序の解明には､個体ﾚﾍﾞﾙ

でαA_ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御機構を詳細に調べることが近道となろう｡

ここまでを概説すると､ ccmはL-Mafと協調してαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制

御するだけでなく､水晶体の陥入､および&ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を抑制する作用も

有していることから､その機能は複雑かつ巧妙であることが予想される｡また､水晶

体の発生過程においてcCP2は水晶体をより後期の分化に向かわす役割をしているこ

とが推測される｡しかしながら､ αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現､および氷晶体形成におけ

るcCP2の作用機構はまだまだ不明な点が多い｡今後ccp2と他の因子との遺伝学的

な相互作用､および構造解析を含めたccp2の生化学的な解析がccp2の複雑な作用

機構をより明らかなものにしてくれると期待される｡
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第三節水晶体の運命決定磯構について

過去に作成されたﾆﾜﾄﾘ運命予走図において､水晶体予定領域はｽﾃ-ｼﾞ4で

すでに神経板の近傍に存在しており(Rudnick, 1944)､ｽﾃ-ｼﾞ9では神経管の眼胞に

接した外荘葉上で円状に存在していること(webb andNoden 1993)が幸陪されていた｡

しかし､今回のﾏｯﾋﾟﾝｸﾞの結果から(図32)､将来水晶体になる領域はより腹側の

外肱葉にまで広がっていることが判明した｡この水晶体になる領域が広範囲である結

果を指示できるﾃﾞ-ﾀは､すでにBancroftらにより報告されている四ancroR and

Benairs, 1977)｡彼女らは､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが陥入する過程は鼻ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞや耳ﾌﾟﾗ

ｺ-ﾄﾞのそれと非常た類似していると主張しており､例えば､陥入する細胞の形状(分

厚く丸い､小さいﾏｲｸﾛﾁｭ-ﾌﾞﾙやﾏｲｸﾛﾌｲﾗﾒﾝﾄが発達している)や背

腹軸での陥入の仕方の非対称性などを電顕による観察から明らかにしている｡特筆す

べきことに､永晶体の陥入途中では､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞから腹側にかけて陥入途中の

細胞と同様な形状の細胞集団が帯状に観察されている｡これらの細胞は水晶体の陥入

がほぼ終了したｽﾃ-ｼﾞ18の肱において消失しており､水晶体ﾌﾟﾗｺｰﾄﾞへ加わる

ために移動している細胞であると予想している｡実際に水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞより腹側の

頭部夕嘩葉にD江ﾗﾍﾞﾙした肱を凍結切片にすると､ DiI陽性細胞が水晶体繊維柵胞

にまで移動していることを確認した(図32Ae", f')｡将来水晶体になる細嘩は眼胞に
裏打ちされて月巴厚した水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞのみでなく､腹側のより広い領域にも存在す

ることは､つまり水晶体になる領域は､眼胞からの誘導ｼｸﾞﾅﾙにおそらくは直接さ

らされない領域をも含むことを示している｡このことは､これまでのｺﾝﾋﾟﾃﾝｽお

よびﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの走義を覆しかねない大変重要な発見であり､細胞運命の新親の決走

機構の解明に繋がるかもしれない｡
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図2　ショウジョウバエの眼の発生過程で働く因子の分子カスケード。これまでに

明らかになっている因子とその上下関係を示す．尚、波線は時期特異的な作用、

点線は推定上の作用を示す。（0≠kill，19舛；Cbw弧db喝，狐1；K皿訂町道Mose㍉2001）
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図3脊椎動物の水晶体の発生過程で働く因子の分子カスケード

これまでに明らかになっている因子とその上下関係を示した。尚、点線は

推定上の作用を示した。（Jeanetal．，1998；ChowandLang，2001）
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（A）aA－クリスタリンの上流には二つのエンハンサー配列、αCElとα脱が存在し

（MatsuoandYasuda，1992）、それぞれにcCP2およびL－Mafが結合する（Murataetal”

1998；Ogm∬山Yasud恥19粥）。

O3）cCP2およびL－Mafの一次構造（MurataetalJ998；OglnOandYasuda，1998）。

（qcCmの発現（Mur如aet止，19粥）。

P）L－MafmRNAの水晶体特異的な発現（OgmoandYasuda，1998）。

咋）L－M正の水晶体特異的な発現。
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図6　L－Mafの強制発現による各水晶体分化マーカーの発現誘導

エレクトロボレーション法により、L－Maf発現ベクターをGFP発現ベクターと共に水晶体プラ

コードが形成される時期（ステージ9、11）のニワトリ胚頭部外胚葉の様々な領域に導入後、24

時間発生を進行させた。その後、山一クリスタリン、CP49（馳nsinlike）、およびα95（触nsin）

mRNAの発現をホールマウントinsituハイプリダイゼーション法により解析した（a－i・）。その結果、

L－Mafをいずれの領域に導入しても各因子のmRNAの発現が検出された。
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図7　L－Mafの強制発現による8－クリスタリンの発現誘導

エレクトロボレーション法により、L－Maf発現ベクターおよびGR｝発現ベクターをを水晶体

プラコードが形成される時期（ステージ9～11）のニワトリ胚頭部外胚葉の様々な領域に導入

後、24時間発生を進行させた。その後、ホールマウント抗体染色法により∂一クリスタリンの発

現を調べた（AlrCI）。遺伝子が導入された領域は共導入したGFPの発現により示されている（A－C）。

（D）しMaf強制発現実験の結果を総合すると、6－クリスタリンの発現（茶色）が誘導されたのは水

晶体の周囲の領域に限られていた（詳細は1999年鹿島田修士論文参照）。
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図9　早いステージにおけるしMafの強制発現による8－クリスタリンの発現誘導

（A）エレクトロボレーション法により、L－Maf発現ベクターおよびGFP発現ベクターを水晶体

プラコードが形成される時期（ステージ9～11）のこワトリ胚頭部外胚葉の様々な領域に導入後、

7時間発生を進行させた。その後、ホールマウントinsituハイプリグイゼーション法により6■ク

リスタリンmRNAの発現を調べた。a，b，Cはそれぞれ胚頭部の背側、腹側、側面を撮影したもの。

この時期の強制発現実験の結果を総合すると、8－クリスタリンの発現が誘導されたのは水晶体の

周囲の領域に限られていた（B，茶色）。（C）同時期のPax6、Sox2およびSix3mRNAの発現。



図10 Sox2の存在下でしMafは､頭部のどの領域においても8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を誘導するD

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼﾖﾝ法により､ L-Maf発現ﾍﾞｸﾀ-､ GFP発硯ﾍﾞｸﾀ-と共に､水晶体

形成に関与する様々な転写困子の発現ﾍﾞｸﾀ-を水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期(ｽﾃｰ

ｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄﾘ肱頭部外旺菓の樵々な領域に導入後, 24時間発生を進行させた｡その後､

ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法により8-ｸT)ｽﾀT)ﾝの発現を調べた(A-Gr)｡ Pax6およびsix3を

L-Mafと共に導入した場合､誘導される8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発規はL-Maf単独を導入した場合

(図7)と比較して､変化は観察されなかった(A-B-)｡ L-MafとproxlおよびATF4を共導人し

た場合､頚部外肱菜の様々な領域で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が検出されたが弱かった(c-Dr)o一

方､ sox2単独では水晶体のごく近傍でしか∂-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導能を持たないが(F,F■)､ L-Mar

と共導入した場合､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発規を誘導できる領城が頭部の全城に拡大した(E,El)｡

また､ 8-ｸ1)ｽﾀT)ﾝ陽性細胞が水晶体繊維細胞にみられるような伸長した形態を示していた

(E.中の自枠,E'●)o L-Maf､ Sox2およびpax6の三者を共導入しても､誘導される81ｸT)ｽﾀﾘ

ﾝの発現はL-Mafとsox2二者を導入した場合と変化はみられなかった(G,G').



図11 L-Mafとsox2の強制発現による隆起状構造物の誘導

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法により, L-Maf発規ﾍﾟｸﾀ-およびsox2発現ﾍﾟｸﾀ-をGFP発現

ﾍﾟｸﾀｰと共に水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期(ｽﾃ-ｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄﾘ旺頭部外旺

棄に導入後, 3日間発生を進行させたo遺伝子が導入された領域は共導入したGFPの発現によ

り示されている(左)｡遺伝子が多く導入された領域で24時間後では観察されない隆起した構

造物の形成が確認された(右)｡なお､このような構造物の形成はL-Mar単独を導入した場合

にはみられなかった(図示さず)｡
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図12培養細胞におけるL-Mafおよびsox2の強制発現

ﾆﾜﾄﾘ神経性網膜細胞にGFP､ L-Maf, Sox2およびpax6の各発硯ﾍﾞｸﾀｰを導入し､

5日間培養後､抗体染色により8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を観察した(A-F)o導入された細胞は

共導入したGFPの陽性ｼｸﾞﾅﾙにより示されているo L-Maf単独を導入した場合､ 8-ｸﾘ

ｽﾀﾘﾝの発規は弱く検出されたが(B), Sox2およびpax6単独では検出されなかった(c,D)｡

-方､しMafとsox2を共導入した場合, 8-ｸl)ｽﾀﾘﾝの発現量がL-Maf単独の場合と比

較して増加していた(E)o Sox2とpax6の共導入では8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発規は検出されなか

った(F)｡



Reticulocyte Lysate O.1 pl

図13抗sox2抗体はsox2特異的に結合する｡

再合成系により産生させたsoxl-3に対する抗sox2抗体を用いたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛｯﾄ｡
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図14　Sox2の発現

ホールマウントおよび切片抗体染色法によりSox2の発現を調べた（A－D）。Sox2の発現は

ステージ18のホールにおいても（A）、ステージ18（B）および6日目の切片（D；阪上起世さん

による染色）においてもSox2mRNAの発現と同様、神経管、神経性網膜、水晶体、および腹

側頭部外胚葉で検出された。また、ステージ18の頭部の各部位の切片により（C）、Sox2の発

現する領域は、外来性しMafにより＆クリスタリンの発現が誘導される領域（図7D）とほ

ぼ同一であることが確認された。
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図15L－MがはMが発現している領域内でのみむクリスタリンを誘導する。

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉に

しMが発現ベクターおよびGFP発現ベクターを導入後、24時間発生を進行させた。その後、

切片抗体染色法によりL－M正、むクリスタリン、およびSox2の発現を調べた。しMぴの発

現（ん自失印）は、共導入したGFP（D，自ぬき矢印）と同じ領域で発現している。♭クリス

タリンの発現が誘導された領域（C，突頭）は、Mが発現している領域仲および白線）内

に限られていた。E、Fはそれぞれ内在性のL－M正および♭クリスタリンの発現を示す。
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図16 Sox2は8-ｸﾘｽﾀ1)ﾝの転写を増強する｡

ｪﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚｰｼｮﾝ法により､ L-Mafを単独､およびsox2とともに水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが

形成される時期(ｽﾃｰｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄﾘ旺頭部外肱葉の水晶体の近傍に導入後､ﾎ-ﾙﾏ

ｩﾝﾄinsituﾊｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼﾖﾝ法を用いて8-ｸl)ｽﾀ1)ﾝmRNAの発現が検出される時

間を調べたo (A-D･)｡ LIMaf単独を導入した場合､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現は導入後4時間

では検出されなかったが(Ar), 4.5時間後には検出され始めた(Bl)o Sox2と共導入した場合, 8-ｸ

ﾘｽﾀﾘﾝmRNAの発現は導入後2時間では検出されなかったが(C■)､ 2.5時間経過した時点で

検出され始めた(Dr,失頭)o -方､ pax6とsox2を共導入した場合では, 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝmRNA

の発現は導入後9時間で検出された(E-F■)｡水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの位置は黒い点線で示されている｡
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図18　L－MがとSo或は協調してむクリスタリン遺伝子のBHdレポーターを活性化する。

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉の水晶体

領域の周囲にBHdレポータープラスミドを単独、もしくはL－Mが、Sox2、およびP弧6発現プラ

スミドと様々に組み合わせて導入した。24時間培養の後、ホールマウントⅩ一画染色を行った。

Bmレポ一夕ーは単独で水晶体特異的なレポ一夕一括性を示した（んA）。また切片により、匹画

陽性細胞は将来の水晶体上皮細胞仲）と水晶体繊維細胞（qいずれにおいても検出された。レポ

一夕ーをL－M正もしくはSo点と共導入した場合P，り、弱いレポ一夕一括性を示したの－，Eり。一

方、レポーターとL－M正、Mを共導入した場合では（円、Sox2、P弧6を共導入した場合（G）と

同様、強いレポ一夕一括性が検出された肝，G■）。



8弓　Sta＝n ene

mthけdhtron

馳　」　　寧　　　　　　　叩　　冒　ト　ド 甲　　　甲　＿jV

…＋F∴・い．．
■仙爪血仙Ⅶ仙抑脚tl■M帥Id叫；elomo両

HNX¢

・■・・・・1二二元□型

堅
5
d
X
Z
＝

昆

5
d
〉く
Z
＝

宰
」

巨

品

回ゝ

、三三∫・カケ∵■
√　r∴・へ　I‘

ナ‥

8†

ヨ
×
Z
＝

男

卑

選
良

草

屋

十　＋∴

＋∫十

眉・三■諒∃

図19　L－MぱとMとの協調作用にはむクリスタリン遺伝子エンハンサーのHN領域

だけでは不十分である。

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉

の水晶体領域の周臥こHNを6つタンデムに連結したレポータープラスミド（HNX6）を単

独、もしくはL一肘、M、およびP肌6発現プラスミドと様々な組み合わせで導入した。

封時間培養の後、ホールマウントⅩ－g山染色を行った。HNX6レポ一夕ー単独を導入した

場合（A）、かなり弱いレポ一夕一括性を示した（A）。レポーターとL－Mがを共導入した場合

岬）、比較的強いレポーター活性が検出された作り。一方、レポ一夕ーとSo焔との共導入で

は（q、レポ一夕一括性のレベルはレポーターのみを導入した場合と同様であった（q。レ

ポーターをしM正、Mと共導入した場合ではP）、L－Mが単独を導入した場合とレポータ

ー活性のレベルは変化がなかった匹帰一方、レポ一夕ーをSox2、P弧6と共導入した場合

岬）、強いレポーター活性が示された（Eり。



図20 L-Mafの酸性領域およびﾋﾝｼﾞ領城は少なくともsox2との協調作用に用いられない｡

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法により､野生塑L-Mafおよび各変異型L-Maf(酸性領城欠失型;

L(92-132)-bZip､酸性領城をvp16に置換したもの; VP16-LbZip,ﾋﾝｼﾞ領城欠失型; LAH)
の発現ﾍﾞｸﾀ-を単独,およびsox2発現ﾍﾞｸﾀｰと共に水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期

(ｽﾃｰｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄﾘ腫頭部外肱菓に導入後､ 24時間発生を進行させた｡その後､ﾎ

-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法により81ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を調べた(A-H)o変異型L-Mafの場合､

何れも単独では8-ｸl)ｽﾀ1)ﾝの発現を誘導しなかったが(B-D)､ Sox2と共導入した場合､

何れも野生塑L-Mafの場合と同棟(E)､広域で誘導した(F-H)｡
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図21水晶体の発生段階における遺伝子カスケードモデル

A．水晶体プラコードの形成に先立ち、P弧6と馳焔が水晶体分化コンピテンスを発生して、

維持する。続いて、これらが協調してしMafの水晶体特異的な発現を誘導する0むクリスタ

リンは、し舶に続いて発現する。むクリスタリンの発現は以下の三つのパスウェイにより制

御される。1，しM正とSo焔による直接的な発現制札乙P弧6と馳焔による直接的な発現制御0

3．Pmxlを介した弱い発現制御。

ち．永晶体発生の各ステージと各遺伝子の発現の模式図。
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図22 Sox2､ Pax6およびsix3の強制発硯が8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に及ほす影響

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚｰｼｮﾝ法により､ sox2､ Pax6およびsix3の発現ﾍﾞｸﾀｰを様々な組み合わ

せでGFP発現ﾍﾞｸﾀ-と共にを水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期(ｽﾃ-ｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄ

ﾘ旺頭部外肱葉に導人後､ 24時間発生を進行させた｡その後､ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色法により

8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を調べた(A-F)o Sox2単独を導入した場合､ 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現は水晶

体の近傍で誘導されるのみであるが(A,A失頭■)､ pax6と共に導入した場合では(D)､異所的な8

-ｸ1)ｽﾀﾘﾝ,および水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ(D',D1.矢頭)を誘導した｡これらはKamachietal.によ

る報告(2001)と合致している｡ six3は単独を導入しても(c,cr)､ sox2やPax6と共尊入しても(E

-F")､ 81ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現には影響を与えなかったo
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図23しMaf, Sox2､ Pax6およびsix3が互いの発規に与える影響

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法により, L-Maf, Sox2､ Pax6およびsix3の発規ﾍﾞｸﾀ-を

様々な組み合わせでGFP発現ﾍﾞｸﾀ-と共に水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期(ｽﾃ-

ｼﾞ9-11)のﾆﾜﾄﾘ肱頭部外肱葉に導入後､ 24時間発生を進行させた｡その後,各mRN

Aの発規をﾎｰﾙﾏｳﾝﾄinsituﾊｲﾌﾟﾘﾀﾞｲｾﾞｰｼｮﾝ法により解析した(AIL'). Sox2

を導入した場合､水晶体の近傍でのみ, L-MafmRNAの発現を誘導したが(A,黒失頭)L-Maf

はsox2 mRNAの発現を誘導しなかった(Bl)o (C-F)Pax6mRNAの発現o Sox2を導入した場

合(D)､およびsox2とL-Mafを導入した場合(F)において異所的なpax6mRNAの発現が検

出された(D',F自失頭).各因子をどの組み合わせで導入してもsix3mRNAの発現には変化

がみられなかったo (G-Ll)｡
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図24 cCP2とL-Mafは協調してαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子のα244ｴﾝﾊﾝｻ-を括性化す

る｡

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚｰｼﾖﾝ法により,水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期の頭部外旺葉の

水晶体領域の周囲にα244ﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを単独､もしくは野生型cCP2､ﾄﾞﾐﾅﾝ

ﾄｱｸﾃｲﾌﾟ型ccp2(W16-cCP2)､およびL-Mafと共に導入した｡ 24時間培養の後,ﾎ

-ﾙﾏｳﾝﾄx-gal染色を行ったo α244ﾚﾎﾟｰﾀ-を単独(A),および野生型ccp2と共導

人した場合(c)ではﾚﾎﾟｰﾀｰ活性を示さなかった(Al,Cr)｡ LIMaf(B),およびvp16-cCP2

との共導入(D)では弱いﾚﾎﾟ-ﾀ-括性が観察された(B●,D■)｡ -方､ﾚﾎﾟ-ﾀ-をしMaf､

ccp2と共導入した場合(E),各因子を単独で導入した場合と比較してﾚﾎﾟｰﾀ-活性が

若干高くなっていた(E■)｡
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図25　cCP2は水晶体内でαCElレポ一夕ーを活性化しない。

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頚部外胚葉の

水晶体領域の周囲にαCElX6レ表皮ポータープラスミドを単独、および野生塑ccp2、ドミ

ナントアクティブ型cCP2（VP16－CCP2）、ドミナントネガティプ型ccp2（ADBD－CCP2）と共

に導入した。24時間培養の後、ホールマウントⅩ－gal染色を行った。レポーターは単独（A）

および△DBD－CC門と導入した場合（E）、レポ一夕一括性を示さなかった（A’，E●）。一方、レ

ポ一夕ーを野生型ccp2もしくはVP16－CCP2と共導入した場合（B－D）、表皮外胚葉において

レポ一夕ー活性が検出されたが、水晶体ではほとんど検出されなかった（B■－D’）。
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図26　cCP2は水晶体内でのみしMafの機能を阻害する

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉の水晶体

領域の周囲にαCE2X6レポ一夕ープラスミドを単独、およびccp2やL－Mafと共に導入した。24

時間培養の後、ホールマウントⅩ－gal染色を行った。レポ一夕ーをしMafと共導入した場合（A，

Ar）、レポーター活性は水晶体の内外で検出された。一方、CCP2とL－Mafとの共導入でほ、頭部

表皮外胚葉においてレポ一夕一括性が示されたものの、水晶体においては検出されなかった（B－C■）。
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図27 cCP2の強制発硯は水晶体の陥入､および8-ｸﾘｽﾀl)ﾝの発現を抑制する｡

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚ-ｼｮﾝ法により,水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期の頭部外肱葉の

水晶体領域の周囲に野生塑ccp2(A)､ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾟ型ccp2 (ADBD-cCP2)(B)､

ﾄﾞﾐﾅﾝﾄｱｸﾃｲﾌﾟ型ccp2(VP16-cCP2)(C)を単独､もしくはL-Mafと共に導入したo

24時間培養の後,ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色により8-ｸT)ｽﾀﾘﾝの発規を調べた｡野生

型ccp2およびADBD-cCP2は8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現や水晶体の形態に影響を与えなかっ

たが(Aal,Bar)､ VP16-cCP2では内在性の6-ｸT)ｽﾀﾘﾝの発現を阻書した(ca.a■)｡ L-Maf

との共導入では､いずれの型のcCP2も水晶体から離れた位置で8-ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を

抑制した(Ab',Bbl, Cb-,cl)oまた､野生型ccp2とvp16-cCP2はL-Mafと共に導人すること

で水晶体の陥入を抑制し､その結呆として複数の水晶体の形成が観察された(Ab-3個,Cb'

縦割れ2個, Cc■横割れ2個)｡ (cc'-)cc.の水晶体部分の切片像｡

=I!
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図28　cCP2は8－クリスタリン遺伝子の発現を転写段階で抑制する。

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉の水晶体

領域の周囲にcCP2およびL－Mafを導入した。24時間培養の後、ホールマウント抗体染色により

L－Mafの発現（B）、およびホールマウントinsituハイプリグイゼーションによりL－Maf、8－クT）

スタリンmRNAの発現（A，C）を調べた。このうち8－クリスタリンmRNAの発現（C）はタンパク

質の場合（図26）と同様、CCP2による抑制を受けていた。
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図29　En－CCP2の機能

A．cCP2とEn＿CCPZの転写活性化能の比較。CCP2およびEnrcCP2の発現プラスミドをαCEl

レポ一夕ープラスミドと共に293T細胞に導入した。

B．En＿CCP2の8＿クl）スタリンの発現に及ぼす影響

ェレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉に

。CP2、En＿。CP2、およびL－Mafを様々に組み合せて導入してから24時間後、ホールマウン

ト抗体染色により8－クリスタリンの発現を調べた。En－CCP2単独では、内在性の8－クリス

タリンの発現には影響を与えなかった（a，a・）。En－CCP2をしMafと共に導入すると、CCP2と

同様な8＿クl）スタリンの発現抑制作用を示した（b，bl）。また、En－CCP2はccp2と共に導入

しても、Aでみられたようなccp2の作用に対する負の影響は観察されなかった（C，C’）0
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図30　cCP2が水晶体形成に関わる遺伝子の発現に与える影響

エレクトロボレーション法により、水晶体プラコードが形成される時期の頭部外胚葉の水晶体領域

の周囲にcCP2およびL－Mafを単独もしくは共に導入してから24時間後、ホールマウントinsituハイ

プリダイゼーションによりPax6、Sox2、およびSix3mRNAの発現を調べた（ATC）。CCP2はSox2、

Six3の発現に影響しなかったが（B，C）、異所的なPax6の発現を誘導していた（Ab■，Cl，矢頭）。

（D）コントロール胚のPax6、Sox2およびSix3の発現。



図31個体におけるcNF2d9の強制発現

ｴﾚｸﾄﾛﾎﾟﾚｰｼﾖﾝ法により､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが形成される時期の頭部外肱菓に

cNF2d9およびL-Mafを導入してから24時問後,ﾎ-ﾙﾏｳﾝﾄ抗体染色により8-ｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現を調べたo cNF2d9は内在性およびL-Mafによる異所的な8-ｸl)ｽﾀﾘﾝの

発現には影響を及ぼさなかった(A',Br)o
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図32　腹側頭部外胚葉も水晶体形成に参加する。

（A）水晶体プラコードが形成される時期（ステージ9～11）のニワトリ胚頭部外胚葉の様々な

領域をDiIにより標識して写真を撮影後（a－り、24時間発生を進行させた（a■－r）。d－fは腹側頭部

外胚葉を標識するために胚の前側を後方へ反り返えらせている。この操作により、腹側外胚葉の

一部の領域が将来水晶体になることが確認された（dt，e－，r）。またこれら水晶体の切片像（d’’－r■）に

より、腹側外胚葉由来の細胞が水晶体の様々な領域を構成することが判明した。（B）水晶体領域、

L－Mafにより∂－クリスタリンの発現が誘導される領域、およびその他の領域をⅨⅠで標識してか

ら24時間後、各領域でDiIが検出された個体数を表に示した。（C）頭部外胚葉の運命予定図。DiI

で標識した時点の領域と24時間後の領域を同色で示した。茶色の線はしMarの強制発現により、

8－クリスタリンの発現が誘導される領域を示す。（D）（C）の図をもとに腹側頭部外胚葉細胞の水晶

体領域への移動経路を予測した。
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