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題目 ﾏｳｽ発生過程におけるmab-21遺伝子の役割

Hox 遺伝子群は脊椎動物の発生過程において重要な役割を果たす転写調節因子をｺ-ﾄﾞ

する遺伝子群であると考えられている.発生過程におけるHox遺伝子群の機能を解明する
ためにはHox遺伝子転写産物が発現制御している標的遺伝子の同走､解析が重要である｡

Mab2111は抗体を用いたｸﾛﾏﾁﾝ免疫沈降法によりHOXC4の標的侯補遺伝子として同

定された遺伝子であり､線虫のmab-21遺伝子のﾏｳｽﾎﾓﾛｸﾞであった. mab-21は線虫

のHox遺伝子であるegl-5との遺伝学的な関係が報告されている.このことは､
Mab2111/mab-21がﾏｳｽ､線虫において共通のHox標的遺伝子である可能性を示唆してい

る.線虫mab-21の変異体は肱生敦死､あるいは生殖感覚器の形成異常を起こすことが知

られている.また､ mab-21は線虫､ﾏｳｽのみならず､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂ
ｼｭ､ｶｴﾙ､ﾋﾄでも高度に保存されており､発生過程において重要な役剖を担ってい

ると考えられる｡しかし､ mab-21ﾌｱﾐﾘ-は既知の遺伝子と相同性が無いため､その磯
能に関しては全く未知である｡そこで､本研究はMab2111遺伝子の発生過程における役剖

を明らかにすること､さらにMab2111とHox遺伝子の関係を明らかにすることを目的とし
た｡

Mab2111の発現様式を明らかにするために､ in situ hybridizationを行った｡その結果､

発生過程においてMab2111は中枢神経系､目､生殖器等に発現することが判甲した｡Mab2111
の生体内での役割を明らかにするために､Mab2111遺伝子欠損ﾏｳｽを作製した. Mab2111
欠損ﾏｳｽは肋骨にﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異が認められ､ Hoxc4遺伝子欠損ﾏｳｽの表現型と

の類似性が示された｡そこで､ Mab2111moxc4二重欠損ﾏｳｽを作製したところ､ﾎﾒｵ

ﾃｲﾂｸ変異を示す個体の割合に増加が認められ､ Mab2111とHoxc4の遺伝学的相互作用
が示された｡さらに､ Mab2111欠損ﾏｳｽは水晶体､および包皮腺に形態形成異常が認め

られた｡水晶体胞の形成不仝に付随して､水晶体形成に関わることが知られるFoxe3の発

現減少､および細胞増殖率の低下が示された. -方､水晶体形成関連遺伝子pax6, Sox2, Six3,

c二maf等の発現に変化は観られなかったoまた､. pax6突然変異ﾏｳｽにおいてMab2111の
発現が減少していたことから､` Mab2111とpax6の遺伝学的相互作用が示された｡さらに､

永晶体形成におけるMab2111の役割を明らかにするために､ Mab2111-/一細胞とwild-type細
胞から構成されるｷﾒﾗﾏｳｽを作製した｡ｷﾒﾗﾏｳｽにおける各細胞の組織分布を
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調べた結果､ Mab2111-/頒田胞は網膜で認められたが､水晶体には仝く認められなかった｡

このことから､水晶体形成におﾚ子てMab2111は細胞自律的に機能することが示唆されたo

ﾏｳｽにはmab-21.ﾌｱﾐﾘ-に属するMab2112が存在する｡ Mab211M2はその発現ﾊﾟ
ﾀ-ﾝ､ｱﾐﾉ酸配列の類似性から発生過程において類似した役割を担っていると考えら
れる｡また､ Mab2111欠損ﾏｳｽの表現型が､ Mab2111nの共発現領域では認められず､

Mab2111が単独で発現している領域に限局して観られたことから､両遺伝子が機能的に補

償しうると考えられた.そこで､ Mab2112欠損ﾏｳｽを作製し､ Mab2111欠損ﾏｳｽの表

現型と比較したo Mab2112欠損ﾏｳｽは網膜､および腹部体壁に形態形成異常が認められ､
胎生致死であった｡網膜､腹部体壁におけるMab2112の顕著な発現はMab2112欠損ﾏｳｽ
の形態形成異常を無理なく説明しうるものであった.さらに､ Mab2111,Q二重欠損ﾏｳｽ

を作製したところ､ Mab2111,Q二重ﾍﾃﾛﾏｳｽ(+/-,+/-)､およびMab2111単独のﾎﾓﾏｳ

ｽ(-/-,+/+)は正常に生育するのに対し､ Mab2111ﾎﾓ､ Mab2112ﾍﾃﾛﾏｳｽ(-/-,+/-)は生後
3週間で致死であった｡以上の結果から､ Mab2112は網膜､および腹部体壁形成において
重要な役剖をもつことが明らかとなった.また､ Mab2111とMab2112は生体内で類似した

機能を持つことが示唆された｡
Mab2111の分子機能を明らかにするために､ MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の探索を行った.

ﾏｳｽ胎仔抽出液よりGST-MAβ21Ll融合ﾀﾝﾊﾟｸ質に特異的に結合するﾊﾞﾝﾄﾞを検出
し､ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞｼ-ｸｴﾝｽを行った｡その結果MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質として､ KHﾄﾞ

ﾒｲﾝを有するRNA結合ﾀﾝﾊﾟｸ質､ sam68 (Src一竺SSOCiatedinmitosis, 68kDa)を同走したo
免疫沈降法､細胞染色の結果から細胞内におけるMAB21Llとsam68の結合､および共局

在が示された｡さらに､ MAB21LlのN末端倒の領域とsam68のⅩHﾄﾞﾒｲﾝ付近の領域
が結合することが判明した｡次に､ Sam68の括性に対するMAB21Llの影響を検討するた

めに､ Rev-CAT assayを行った.その結果､ MAB21Llはsam68の括性を増強することが
判明した｡

本研究により､ﾏｳｽ発生過程においてmab-21(Mab2111/2)遺伝子は包皮腺､肋骨､網
膜､腹部体壁の形成において重要な役割を果たすことが明らかとなった｡特に水晶体形成

において､ Mab2111は細胞自律的に機能することが示唆された｡生体内におけるmab-21の

分子機能は依然とし.て不明であるが､このような磯能未知分子の解析を通じ､発生現象を
理解する上で重要な知見を得たと考える｡
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序論

多細胞動物の体は､単細胞である受精卵から多種多様郎胞が生じ､細胞増

殖､細胞分化､細胞移動等の複雑な現象が的確に協調しあい､前後軸､背腹軸､

遠近軸に沿った極性にしたがった組織形成､器官形成を経て発生する｡発生現

象は個体がもつ｢全ｹﾞﾉﾑ僧報｣が時間的､空間的制御下において｢桟能｣と

して変換された結果として生じると考えられるo転写調節因子は､遺伝子発現

を制御することが知られており､ ｢ｹﾞﾉﾑ情報の抽出｣という仝ての発生現象

の基盤を構築する役割を担っている｡

ﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異は､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの遺伝学から見い出された(sco仕et

al･, 1983)o Antenapedia (Anq,)と呼ばれる変異体は､本来の触覚に換わり脚が異

所的に形成され､ ultrabithorax(Ubx)と呼ばれる変異体は､胸部体節が前方化し

本来双勉目であるｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴから4枚の麹が形成される(Duncan, 1987;

Sclmeuwlyらtal･, 1987)占これらの変異体の原因遺伝子は､いずれも1 8 0塩基

対の保存されたDNA配列を持つことが明らかになり､この領域はﾎﾒｵﾎﾞｯ

ｸｽと命名された(McGimis etal･, 1984; Scottand Weiner, 1984)o A坤とubxは

同一染色体上に位置し､その他のﾎﾒｵﾃｲﾂｸ遺伝子を含むAnqznbxcomplex

を形成する(Sco仕et al･, 1983)oその後､ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽには6 0ｱﾐﾉ酸残基

のﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝがｺ-ﾄﾞされ､ helix-tum-helix型のDNA結合ﾓﾁ-ﾌを合む

ことが明らかにされた(Qian etal･, 1989).現在までに､ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽを含む

遺伝子は数多く知られ､脊堆動物には数百のﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子が存在する

ことが明かにされているoﾏｳｽではAnqmbx complexのorthologとして3 9

個のﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子を含む4つのｸﾗｽﾀ-が同定され､これらはHox

遺伝子群として知られている(図1) (Kessel and Gruss, 1990; Kmmiauf, 1992;

McGimisand Emmiauf, 1992; Scott, 1992; Scott, 1993)｡

Hox遺伝子群は脊椎動物の発生過程において中心的な役割を果たす転写因子

をｺ-ﾄﾞする転写因子群であると認識されている(Kmmiauf, 1994).また､ Hox

遺伝子群に含まれる遺伝子は染色体上での順列と前後臥基部先端軸における

発現ﾊﾟﾀ-ﾝが動物種を遮えて保存されている(colinearity) (McGinnis and

虹umiauf, 1992)oこのことからHox遺伝子の増減と形態の多様化の関連が議論

されている(Hughes and Kaufman, 2002; Kenyon, 1994; Meyer, 1998).種々のﾉｯ
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ｸｱｳﾄﾏｳｽ､ﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽ,自然突然変異体の解析から､Hox

遺伝子郡は脊髄や脊纏の前後軸､肢芽の遠近軸に沿った位置決定をする役割を

持つ土とが知られている(Bruneau et al･, 2001; C占ndie and Capecchi, 1994; Da･vis

and Capecchi, 1994; mta et al･, 2002; Suemori et al･, 1995; van den Akker etal.,

2001; Zakany et al･, 1997)oまた､腎臓､精巣､消化管等､様々な器官の発生過

程でもHox遺伝子の重要性が示され七いる(Boulet and Capecchi, 1996; Godwin

and Capecchi, 1998; Greer and Capecchi, 2002; Stadler et al･, 2001; Zhao and Potter,

2002)｡ Hox遺伝子は細胞分化のみならず､細胞増殖や細胞死を制御することが

知られる(Duboule, 1995)が､このよう郎田胞機能とﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異の要因

の関連はほとんど明らかにされていないoまた､生体内でHoxにより直接発現

制御される標的遺伝子はほとんど知られておらず､したがってHox遺伝子の転

写調節因子としての機能もほとんど解っていない(虹umiauf, 1994)｡これまでに

明らかにされたﾏｳｽとｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴで共通する助∬遺伝子の主な分子機

能は､ Hox遺伝子がそれ自身の転写制御を行うこと(auto-regulation)､および､

後方に発現するHox遺伝子はそれより前方で発現するHox遺伝子の発現を抑

制していること(posterior prevalence)である(Andrewand Scott, 1992)｡また､

Trithorax Group(Tr-G), Polycomb Group(Pc-G)等によりHox遺伝子が発現制御さ

れること@el etal･, 1998; Bel-Vialar etal･, 2000; Hanson etal･, 1999; Suzuki et al.,

2002)､および､ﾚﾁﾉｲﾝ酸に対するHox遺伝子発現の応答性が知られてい

る(Kessel and Gruss, 1991; Marshal1 etal･, 1992; Morrison etal･, 1996)｡これに対し､

Hox遺伝子がどのような標的遺伝子をいかたして発現制御するかはほとんど知
られていない｡

AndrewとscottはHox標的遺伝子に必要な3つの基準を提案している(And,ew

and Scott, 1992)oその基準とは1 )その遺伝子の発現が変異体を用いたHox遺

伝手の発現変化により引き起こされること､ 2)その遺伝子の発現制御領域に

Hox遺伝子産物がin vitroで結合すること､ 3)その遺伝子の発現制御領域に

Hox遺伝子産物がinvivoで結合すること､あるいはその発現制御領域とﾚﾎﾟ-

ﾀｰの融合遺伝子が､生体内でHox遺伝子産物により制御されることである｡

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおいてはこの3つの基準を満たす標的遺伝子がいくつか同

走されているo最も研究が進んでいる例はubxの標的遺伝子であり､ TGF-P

familyに属するdecapentaplegic(dpp)(Capovnla et al･, 1994),潮経一筋肉結合に関

わる柵胞接着分子connectin(Gould and White, 1992),神経発生に関与する分泌性
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ﾀﾝﾊﾟｸ凱cabrous(sca) (Graba etal･, 1992)はいずれも3つの基準を満たす標的

遺伝子であることが明らかになっているoこれらの標的遺伝子は仝てⅦⅩに

対する抗体を用いた染色体免疫沈降法(Gouldet al･, 1990)により､ uBXと標的遺

伝子の制御領域がin vi7oで結合することが証明されているo -方､脊准動物

におけるHox標的遺伝子で前述の3つの基準を満たすものは現在までに報告さ

れていないoこれまでに報告された主なHox標的遺伝子を(表) @romieighetal.

2000; Care etal･, 1996; Guazzi et al･･ 1994; Jones et al･, 1992; Morsi El-Kadi etal.,

2002; Penkov et al･ 2000; Pan, etal･ 2001; Raman etal･, 2000; Safaei etal･, 1997; Shi

etal･, 2001; Tkatchenko et al∴ 2001; Tomotsune et al･, 1993)に示したo Hoxb8, Hoxb9,

Hoxc6の共通の標的遺伝子として報告されている細胞接着分子N-CAM(Jones el

al･, 1993; Jones etal･, 1992)はHox遺伝子産物を強制発現させた培養細胞におい

て発現制御されることが確認されているoしかし､基準1)､ 3)を満たす結

果は仝く確認されておらず､生体内におけるHoxの役害陀の関連は全く示され

ていないo Hoxb3の標的遺伝子として報告されているTyroid transcription factor-

1(TTF-'1)-(Guazzi et al･･ 1994)に関しても､ N-CAMの場合と同様であるo晴乳類

において､基準3)を満たすものは限られており､筆者の研究室でHoxc8の標

的遺伝子として同走されたmgl-1(mammalian homologue of Drosophila lethal (2)

gidntlarvae) (Tomotsune etal･, 1993)と､ safaeiにより同走されたHoxb5標的遺伝

子spI3 (serine protease inhibitor) (Safaei, 1997)のみであるoこれら甲Hox標的遺

伝子は染色体免疫沈降法により同走され､生体内でHox遺伝子産物が発現調節

領域に直接結合することが示唆されるoしかしながら､ mgl-1とspI3は生体内

における役割が明らかにされておらず､かつ両遺伝子に対するHoxによる発現

制御は示されておらず､肋の発生過程における役剖を説明するには至ってい
ない｡

友常と高橋は､ Hoxc4標的遺伝子を同走する目的で､ HOXC4ﾀﾝﾊﾟｸ質対

する抗体を用いた染色体免疫沈降法により､生体内でHOXC4が直接結合する

DNA断片を濃縮し､単離することに成功したo単離されたDNA断片は線虫

mab-21遺伝子のﾏｳｽortholog (Mab2111)近傍のｹﾞﾉﾑDNAであった(図2)
(Tomotsune, 1994)｡

mab-21遺伝子は線虫において､細胞の連命決走に関連する因子として同定

された(Ba&d et al･, 1991)o線虫では､雄の生殖感覚器であるrayに形成異常を

示す変異体はmale abno77nal(mab)と呼ばれるo hypomorphic alleleのmab-21変異

-3_



体はray4がray6に変換し､結果としてrayが融合する表現型を示す(図3 )(chow

et al･, 1995)o egl-5 8まAbdominal-B型のHox遺伝子であり､ mab121と同様にray

が融合する表現型を示すoまた､ mab-18 8まpax6の線虫onhologであり､ ray

が融合する表現型を示すo遺伝学的解祈から､ mab-21, egl-5, mab-18 8ま共通の

遺伝学的経路で働き､ rayの発生過程で重要な役割を担うことが明らかにされ

ている(chow andEmnons, 1994)o mab-21変異体はray形成異常の他に､体長異

常(短く太くなる),と運動障害を示すことから､表皮と神経系でも重要な役

剖をもつことが示唆されているo nullalleleのmab-21変異体は肱性致死であり､

ﾓｻﾞｲｸ解析の結果からMAB-21は細胞自律的にも細胞非自律的にも働き､細

胞の運命を決走する役割をもつことが示唆されている(chow etal., 1995)｡しか

しながら､ mab-21の分子機能は仝く不明であるo

今までの研究により､ mab-21は無脊椎動物から脊椎動物まで高度に保存さ

れていることが示されている(図4 ) (Marimietal･, 1999;WongandChow, 2002b).

ﾋﾄのmab-2l ohhologは網膜のcDNAlibraryから単離さた(Margolis etal･, 1996).

筆者らのｸﾞﾙ-ﾌﾟとは別に､ﾏｳｽ胎仔脳から新親遺伝子を探索する過程で

mab-2l orthologが単離された(Mariani etal･･ 1998)oこれまでに､ mab-2l ortholog

はｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ,ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ､ｶｴﾙ､ﾆﾜﾄﾘ､ﾏｳｽ､ﾋﾄか

ら2つずつ単離され､ Mab2111, Mab2112と命名された(Hoetal･,2001; Lau etal.,

2001; Mariani etal･･ 1999; Mariamietal･･ 1998; Wong etal･, 1999; Wong and Chow,

2002b)oこれに対し､線虫では近縁種であるc･elegansとc･ briggsaeからmab-

21遺伝子は1つしか同定されていない(Hoet al･, 2001).仝ての脊椎動物MAB-21

ﾀﾝﾊﾟｸ質は､ｱﾐﾉ酸配列が9 0%以上の相同性を示す(図4B)｡

最近､ mab-21ﾌｱﾐﾘ-の脊椎動物の発生過程における重要性が､ｾﾞﾌﾞﾗ

ﾌｲﾂｼｭ､ｶｴﾙ､ﾏｳｽを用いた解析から示唆された｡ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ

のAcerebellar (ace)変異体とno isthmus (noi)変異体で､ Mab2112の発現が変化す

ることから､ Mab2112が中脳丁後脳境界領域の形成に閑連する可能性が示唆さ

れている(Kudoh and Dawid, 2001)oまた､ RNA interference (NAi)とantisense

ologodeoxynucleotide (ODN)を用いた解析から､ Mab2112が脊椎動物の正常発生

に不可欠であることが示唆された(Lau etal･, 2001;Wong and Chow, 2002a).ｶｴ

ﾙにおいて､ Mab2112の発現を阻害すると､脊索や眼の形成不仝に加え､原腸

陥入や神経発生に異常が生じることが示された牡au etal･, 2001)｡ﾏｳｽでは

Mab2111とMab2112を単臥あるいは両方の発現阻害により､神経管の閉塞異
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常､脊索､眼､体節の形成不仝が起こることが示された(wong and Cbow, 2002a)｡

これらの結果は､線虫のみならず脊椎動物においてもmab-21ﾌｱﾐﾘ-が重

要な役割を持つことを示唆している｡

mab-21ﾌｱﾐﾘ-は既知の遺伝子と仝く相同性が無く､既存のﾓﾁ-ﾌや

ﾄﾞﾒｲﾝも見出されないoしたがって､ｱﾐﾉ酸配列-次構造からの機能予測

は不可能であるo生体内における役害は上記の方法により既に報告されている

が､より正確にmab-21ﾌｱﾐﾘ-の役割の全貌を明らかにするためには遺伝

学的解析が必要であると考えられる｡

そこで､本研究はMab2111JMab2112ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽを作出､解析するこ

とにより､ mab-21ﾌｱﾐﾘ-の発生過程における役割を明らかにすること､

草らにMab2111とHox遺伝子の関係を遺伝学的解析により明らかにすること

を目的とした｡

本論文第一章では､ Mab2111の肋骨形成における役割を明らかにすると共に､

Mab2111とHoxc4の遺伝学的相互作用を示したo第二章ではMab2111の永晶体

形成過程に掛ﾅる役割を明らかにしたo第三章ではMab2112の網膜形成､およ

び腹側体壁形成過程に掛ﾅる役害陀明らかにした｡第四章ではmab-21ﾌｱﾐ

ﾘの分子磯能の解明を試みた｡
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図1線虫､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのHOMIC遺伝子群とﾏｳｽのHox遺伝子群
遺伝子を四角で示した｡点線でそれぞれのo血ologを示した｡
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子型を左, rayが融合した個体数を右に示した.二重ﾍﾃﾛ接合体はrayの融合が3
1.6%Lこ増加する.
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第一幸

助損〟と助∬遺伝子の遺伝学的関係
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1－1　序

肋遺伝子群の一種である月b蹴ガは、マウス発生過程において後脳より尾

・側の中枢神経系や脊椎源基で発現することが知られている（Geada・etal．，1992）。

月融ノックアウトマウスは骨格形成においてホメオティツタ変異を示し、頚

部脊椎では後方化（C7→Tl）、胸部脊椎では前方化（T3→T2，T2→Tl，T8→T7）が起

こることが示されている＠ouletandCapecchi，1996；Saegusaetal・，1996）。また、

消化管形成の形成不全により、生後から離乳期にかけて致死性を示すことが知

られている＠ouletandCapecchi，1996）oHbxc4と同じくショウジョウバエ

かゆ珊edr堺のorthologと考えられている月ぬα4助戒4助畑も、そのノッ

クアウトマウスで脊椎の前方化が起こることが示されている0したがって、堺

型の肋遺伝子は、典型的な肋遺伝子と－して体の前後軸に沿った位置決定

に重要な役割を担っていると考えられるmoranetal・，1995a；Horanetal．，1995b）。

肋遺伝子はホメオドメインをコードするため、転写調節因子であると考えら

れている（AndrewandScott，1992）0これまでに示された多くの変異体はHbx遺

伝子の重要性を支持するものであるが、ホメオティツタ変異の要因と考えられ

る細胞分化、細胞増殖、細胞移動等の細胞機能に対する助ズ遺伝子の役割はほ

とんど明らかにされていない（puboule，1995）0また、助ズ標的遺伝子はほとん

ど知られておらず、ホメオティツタ変異を引き起こす分子的作用機序は全く明

らかにされていない（mⅧ血鴫1994）0生体内で助ズ遺伝子産物により直接発現

制御される標的遺伝子を同定し、その標的遺伝子の役害陀明らかにすることで、

肋遺伝子の分子機能と発生過程における役害陀説明できると考えられる。

肋ろ2JJJは筆者らの研究室で助頭標的遺伝子として単離され、線虫椚αあ＿2J

遺伝子のorthologであった（Tomotsuneetal・，1993；Tomotsune，1994）。mab－21遺

伝子は線虫の肋遺伝子であるgg′－∫と遺伝学的に相互作用することが知られ

る（ChowandEmmons，1994）oしたがって、mab－21JMdb2111’8ま線虫とマウスで保

存された共通の助方標的遺伝子であると予想された。また、脊椎動物において

mab－217アミリーは高度に保存されていることから（WongandChow，2002b）

（序論図4）、発生過程において重要な役割を担うことが推察された。

そこで本章では、マウス発生過程における肋揖∫gJ肋あ2∫だの発現様式を明

らかにすること、加えて、肋揖相違伝子欠損マウス（ノックアウトマウス）

－12＿



を作出､解析し､生体内におけるMab2111の役害陀明らかにすること､さらに､

Hoxc4mab2111二重遺伝子欠損ﾏｳｽを用いた遺伝学的解析により､発生過程

におけるHoxc4とIMab2111の関係を明らかにすることを目的とした.
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1－2　結果

肋あ2J〃β転写産物の発現パターン

新規遺伝子である肋あ2招βの発現パターンを特定するために、Wbolemou山

insituhybridizdionを行ったoマウス胎仔E8・5に紳て、Mab21110）発現は認

められなかった。肋あ2Jg2はE8・0胡・5から、中脳と心臓周辺の間充識に発現

が認められた（duanotshown）oMab2111はE9以降に発現が認められ、中脳、鯉

弓、肢芽等で肋み2∫∫2の発現と重複していた（図1－1A，B）0発生段階の進

行にしたがい、肋あ2JgJと肋あ2月2の発魂領域に顕酌差が認められた0別0・5

において肋あ2〟Jは水晶体に特異的に発現し、肋あ2J毘は腹部体壁に強く発現

していた（二幸、三幸参照）oE12になると、発現領域の差はさらに顕著にな

り、頭部において肋あ2∫g川終脳，Ⅴ抽Saeに発現し、肋紹∫g2は下顎全体を

覆うように発現していた（囲ぃ1C）ogen如止血玩荘1e（生殖結節）において

服地打〃は間充識に広く発現し、肋あ2∫∫2は先端部に局所的に発現していた（図

1－1H，Ⅰ）。

肋あ2J〃と肋∫C4の発現領域の比較

ガ加持肋あ2招の関係を検討するために、肋dと肋あ2川の発現パター

ンを比較した。E12の中枢神経系において、肋dは随脳より尾側で発現する

ことが知られている（Geada雨・，1992）0一方肋あ2招は中脳より尾側で発現が

認められ、両遺伝子が中枢神経系において共発現している可能性が示唆された

（囲ぃ1D，E）0そこで、詳細に発現パターンを比較するために、切片を作

製しin血bybdd血onを行った0随脳に紳て、肋dと肋み2Jg川発現領

域は一部重複が観られたが、全く異なる発現パターンを示した（図卜2A－F）0

腹部付近嘩髄に紳て肋c4と肋あ2招はs血en血血zoneの一部で共発

現が認められたが、基本的には相補的な発現パターンを示した0肋あ2〃2は随

脳において肋c4と共発現が認められ、腹部脊髄においては肋dと相補齢

発現パターンを示した（囲ぃ2甜）0一方、腹側体壁の間充識において、肋d

と肋あ2JgJの発現に重複が認められた0肋c4肋み2招共発現領域において、

肋み2JJ2の発現は観られなかった（囲ぃ3A一戸）0腹側体壁に発現し肋骨形成
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に関わることが知られているBmp4(Paine-Saunders et al･, 2000･･ Sudo et al･, 2001)

はHoxc4mab2111の発現と重複が認められた(図1 - 3H)o

Hoxc4ﾉﾂｸｱｳﾄﾏｳｽにおけるMab211Iの発現

生体内でのHoxc4によるMab2111の発現制御を確認するために､ Hoxc4ﾉ

ｯｸｱｳﾄﾏｳｽ(Saegusa etal･, 1996)に掛ﾅるMab2111転写産物の発現ﾊﾟﾀ-

ﾝを解析した. Hoxc4がMgb2111 e)発現制御領域に直接結合していると考えら

れるE12-E13のﾏｳｽ胎仔を用いてin situ hybridizationを行ったoこの時期に

Hoxc4とMab2111が共に発現している領域は髄脳より尾側の中枢神経系,前肢

芽､食道である(Geada etal･, 1992; Goto et al･"93; Nelsonctal･, 1ﾗ96)oこれらの

領域に注目し､野生型とHoxc4 -/-ﾏｳｽ胎仔でMab2111 n発現を比軟したとこ

ろ､顕酌差は認められなかった(data not shown)oその他の領域でもMab2111

はHoxc4 -/-ﾏｳｽにおいて野生型と同棟に発現しており､生体内に掛ﾅる､

Hoxc4依存的なMab2111の発現変化は検出できなかったo

Mab2III遺伝子欠損ﾏｳｽの作出

生体内でのMab2111 q)役割を明らかにするために, Mab2111 %伝子欠損ﾏｳ

ｽの作出を試みたoまず､ 129系統ﾏｳｽｹﾞﾉﾑﾗｲﾌﾟﾗﾘ-より単離され

たMab2111 0RFを含むｸﾛ-ﾝ(#737, Naoki Takahashi)の制限酵素地図を作製

した.その結果､ｸﾛ-ﾝ#73-Mab2111 0肝の上流約6kbと下流約8kbを

含むことが判明した. #737を用い､ Targeting vector作製した(図1 -4)o定

法にしたがって､ｷﾒﾗﾏｳｽ､ -びFlﾏｳｽを作出し,ｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂ下

により遺伝子型を確認した(図1 -4B)o得られたﾍﾃﾛ接合型ﾏｳｽは正常

であった｡.ﾍﾃﾛﾏｳｽを交配し､得られた仔の遺伝子型を生後3週間目で確

認した(図卜4C)o野生型､ﾍﾃﾛ接合型､ﾎﾓ接合型ﾏｳｽの出現頻皮は

それぞれ約25%､ 50%､ 25%であり､ﾒ-ﾙ比に合致したoこのこと

から､ Mab2111は生存には不要であることが判明したoﾎﾓ接合型ﾏｳｽにお

いてMab2111転写産物が検出されないことから､このﾏｳｽがnullmutantであ

ることを確認した(図1-4D)｡
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Mab2111欠損ﾏｳｽの表現塑

Mab2111欠損ﾏｳｽは成体において眼､および外生殖器に形成異常が認め

られたoこれらの表現型については後術する(本章後半､二章参照)｡ Hoxc4

欠損ﾏｳｽは骨形成異常を起こすことが知られている@oulet and Capecchi,

1996; Saegusa etal･, 1996)oそこで､ Mab2111とHoxc4の関連性を検討するため

に､ Mab2111欠損ﾏｳｽの骨形成ﾊﾟﾀ-ﾝを解析した.へﾃﾛ接合体同士の交

配で得た新生仔を骨染色し､実体顕微鏡下で観察した｡その結果､ Mab2111欠

損ｱｳｽ(以下ﾍﾃﾛ接合体をMab2111'/-,ﾎﾓ接合体をMab2111+と記す)

は通常7本である胸骨に結合する肋骨が8本に増加していた(図1-5C)｡ま

た､胸骨先端部のXiphoidprocessに穴,および亀裂が生じていた(図1 - 5D).

Hoxc4/Mab2111二重欠損ﾏｳｽの表現塑

Mab2111欠損ﾏｳｽで見出された骨形成異常は､既に報告されているHoxc4

欠損ﾏｳｽの表現型と類似していた(Bouletand Capecchi, 1996; Saegusa etal.,

1996)oこのことから､ Hoxc4とMab2111が骨形成過程において同-の遺伝学

的経路で機能する可能性が示唆された.そこで､ Hoxc4とMab2111の遺伝学的

相互作用を検討するために､ Hoxc4/Mab2111二重欠損ﾏｳｽの作製を試みた.

まず､ Hoxc4./､あるいはHoxc4-/-ﾏｳｽとMab2111'/-ﾏｳｽを交配し､

Hoxc4/Mab2111二重ﾍﾃﾛ接合型ﾏｳｽ(Hoxc4./-, Mab2111'/-)を得た｡ Hoxc4./-,

Mab2111+/凋士を交配し,得られた新生仔の遺伝子型をpcRで確認した. 3 4

2匹の新生仔と1 0 1匹の成体を解析した結東､それぞれの遺伝子型の出現頻

度は予想されるﾒﾝﾃﾞﾙ比にほぼ合致した(表1-1)｡このことからHoxc4

とMab2111の二重欠損は生存には影響しないことが判明した.

遺伝子型が判別された新生仔を骨染色し､骨形成異常の頻度を走量化した｡

その結果､胸骨に結合する助骨数､および捻助骨数に異常が観られる個体の頻

度に増加傾向が見出されたoこれらの骨形成異常は有意水準(p<o.o2)で､異常

率に差があることを確認した(表1-2)｡ -方それぞれの単独欠損ﾏｳｽで

観られたⅩiphoid processの形成異常は二重欠損ﾏｳｽにおいて､異常率に有

意な差が認められなかったoまた､ Hoxc4単独欠損ﾏｳｽに観られるdorsal

processの形成異常(t2<t3)､およびTransitional vertebraeの形成異常(tlO-tll)は
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肋あ2JgJ欠損マウスでは認められず、二重欠損マウスにおいても、異常率に変

化は観られなかった（表1－2，図1－6）。

肋み2J〟欠損マウスの外生殖券形成異常と不妊症

肋あ2ノタブ欠損マウスは骨形成異常の他に、成体雄において外生殖器の一部で

ある包皮腺に形成異常が認められた（図1－7）。組織学的解析から、肋あ2鮎ん

マウスの包皮腺において、内腔の萎縮が観察された（図1－7F）。しかしなが

ら、器官内部を構成する上皮構造、間充識、費液腺房に顕著な異常は認められ

なかった（図卜7H）0肋あ2〃ルマウスほ雄、掛ま共に野生型との自然交配

で重度の不妊性を示した0雌の妊娠が認められたのは、（－／－♂Ⅹ擁♀）の組み

合わせで20組中1組、（山♂Ⅹ－ん♀）の組み合わせでは20組中2観であっ

た0包皮腺以外の外生殖器、および内生殖器に異常は認められず、不妊症の原

因は包皮腺形成異常により引き起こされると考えられた。

包皮腺は生後2週間以降に急速に器官形成が発達する器官でありることが知

られている恥da鮎tれ1974）0そこで、発生過程の包皮腺における肋あ2J〃の

発現をinsituhybridizationにより検討した0その結果、マウス新生仔の包皮腺

源基において肋揖∫g∫の発現が認められた0一方肋あ2J毘の発現は観られなか

った（図1⊥8A－C）。

包皮腺は古典的な切除実験によりフェロモン棟物質を貯蔵している可能性が

示唆されている（BronsonandCaroom，1971；Ingersolletal．，1986）。著菌類におい

て、フェロモン刺激は鋤鼻器官、副喚球、扁桃体を含む鋤鼻喚覚神経系を介し

て感知されることが知られている（Halpern，1987；＄egoviaandGuillamon，1993）。in

Situh沖dqiz血onの結果、肋揖J〃が鋤鼻器官、副喚球、扁桃体、視床を含む鋤

鼻喚覚神経系に発現することが判明した（図ト8D，G）0一方肋あ2Jだの発

現は視床を除く鋤鼻喚覚神経系では全く観られなかった（図卜8E，H）。
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1－3　考察

肋み2JgJ欠損マウスの表現型

肋あ2招は発生過程において、中枢神経系、眼、鯉弓、肢芽等に発現する0

これに対し、肋あ2JgJ欠損マウスは水晶体と包皮腺の形成異常と肋骨のホメオ

ティツク変異を示す0この、表現型と発現領域との不一致は肋あ2〃2の発現か

ら説明される。肋わ2〟2は中榊経系、鯉弓、肢芽で肋あ2招と重複して発現

するが、水晶体、包皮腺源基では肋あ2〟トのみが発現する0このことは、肋あ2招

の欠損を肋み2〟㍗が補償しうることを示唆している0肋わ2∫′2と肋み2〟Jはア

ミノ酸配列が94％相同（序論図4）であることからも、舶2∫J2と肋み2招が

生体内で類似した機能を持つことが予想されるo

Mab2111欠損マウスの表現型は、最近報告されたantisenseoligodeoxynucleotide

（ODN）を用いた解析結果とは異なるものであったoWongとChowは、Mab2111

を発現抑制したマウス胚において、神経管、nOtOChord、眼、体節の形成不全に

加え、胎仔の反転異常を示し、肋み2招欠損マウスと比軌て重度の形態形成

異常を離している岬OngandChow，2002わ0本研究ではMab21毘欠損マウス、

ぉよびMab2111JMab2112二重欠損マウスを作出したが、げれもWongとChow

の報告に比べ軽度の表現塑を示した（三幸参照）0複数のエクソンから構成さ

れる遺伝子の場合、エクソンの一部を欠失しても、活性が残存しhypomorphic

dldeとなる可能性が考えられる0しかし、肋あ2招と肋あ2〃2は共にエクソ

ンを一つしか持たず、本研究で作出した肋あ2招欠損マウス、肋み2封2欠損マ

ウスはエクソンを全て欠失したものであるoまた、Wholemountinsitu

坤抽d奴血により、肋あ2Jヱ川αわ2J∫2転写産物の消失を確認した0よって、

本研究で解析した肋あ2招欠損マウス、および肋あ2∫g2欠損マウスは遺伝子の

活性を完全に失ったnullalleleであると結論した0したがって、WongとChow

の報告はODNによる、他の遺伝子の非特異的媚現抑制、あるいはマウス胚

の試験管内培養による影響を反映するものであると判断した0

ここでは肋骨の表現型に焦点をあて肋あ2招の役割を議論し、水晶体におけ

る役乱射び肋あ2招と肋わ2封2の磯能的寮似断ついては餅する（二幸、

三章）。肋あ2J肘新生仔において、肋骨のホメオティツク変異が認められた0

移植実験の結果から、肋骨はSclerotomeに由来し、辺遠部側の形成には
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dermomyotomeとsclerotomeの相互作用が重要なことが知られている(Huang et

al･, 2000; Kato and Aoyama, 1998)Sclerotome由来の細胞と､ demomyotome由来

の細胞が相互作用をしつつ側板中肱葉に進入し､腹側体壁と肋骨が形成される

と考えられている(Brent and Tabin, 2002)o Pax3はdermomyotomeに発現し､そ

のﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽはdermomyotomeに異常を生じ､肋骨の形成不全を起こ

すことが知られている(Henderson et al･, 1999)oまた, Bmp4は腹部体壁に発現

し,肋骨形成に重要なことが示唆されている(sudoetal.,2001)｡ EIO-EIO.5にお

いて､ Mab2111はpax3陽性のdermomyotomeでは発現が認められず､その周辺

の間充織で発現していた(data not shwon). Ell.5においてはMab2111は腹側

体壁近傍の間充織で発現が認められ､この発現領域はBmp4の発現と重複して

いたoまた､この領域で､Hoxc4の発現も重複していた.このことより､Mab2111

欠損ﾏｳｽに見出された肋骨のﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異はdermomyotomeではなく､

腹側体壁におけるMab2111b発現に由串すると考えられた.また､ Mab2112の

発現はMab2111とは-致しないことから､腹部体壁の間充織においてMab2111

の欠損はMab2112で完仝には補償されず､ﾎﾒｵﾃｲﾂLｸ変異が現れると推察
される｡

Hoxc4とMab2111の遺伝学的相互作用

Mab2111で見出されたﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異はHoxc4欠損ﾏｳｽ(Saegusa et al.,

1996)で観られるものと類似していたoHoxc4jMab2111 =重欠損ﾏｳｽにおいて､

肋骨におけるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異は出現頻度が増加した｡また助骨形成に関連

すると考えられる腹側体壁で両遺伝子の発現は重複･していた｡このことから､

Hoxc4とMab2111は肋骨形成過程で同-の遺伝学的経路で機能する･ことが示唆

されるo胸骨に結合する肋骨数が8本になる害恰はHoxc4-/-, Mab2111./.で58%､

Hoxc4+/+, Mab2111-/-で19%､ Hoxc4-/-, Mab2111-/-で71%であった.この値はそ

れぞれの単独遺伝子欠損における変異個体の害恰を加算したものにほぼ等しい｡

-方､ Hoxc4-/-, Mab2111+/+で58% ､ Hoxc4+/+, Mab2111小で4% ､ Hoxc4+,

Mab2111'/-で75%であったoここで観られた変異個体の害恰は､それぞれを加

算した値に比べ大きかった.このことから､ Hoxc4-/-の遺伝子型に対し､ Mab2111

がへﾃﾛになると､両遺伝子の欠損が表現型に対し相乗的相互作用を示すこと

が判明したoまた､給肋骨数が1 4本になる個体の割合は､ Hoxc4-/-,
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Mab2111+/+5%､ Hoxc4+/+, Mab2111-/-10% ､ Hoxc41/-, Mab2111-/-35%であり､両

遺伝子の相乗効果が認められた(ｶｲﾆ乗検定において､ Hoxc4J-, Mab2111+/+:

Hoxc4-/-･ Mab2111-/-･ P<0･05; Hoxc4+/+, Mab2111-/-: Hoxc4-/-, Mab2111+,

P<0･025)o同様に､腰部(Transitionalvertebrae, tll)におけるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異

の割合でも, Hoxc4-/-･ Mab2111./.32% ､ Hoxc4+/', Mab2111-/-10% ､ Hoxc4-/-,

Mab2111-/-59%であり､ Hoxc4とMab2111の相乗的相互作用が認められた.こ

れに対し､ xiphoid processの形成異常､および頚部におけるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変

異(dorsal process t2=t3･ t2<t3)では､ Hoxc4とMab2111に顕著な遺伝学的.相互

作用は見出されなかったoこれら､変異の剖合が領域により異なることから､

Hoxc4とMab2111 q)遺伝学的相互作用は両遺伝子の発現領域の-部､特に肋骨

形成過程で起こりうることが判明した｡

肋骨におけるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異はHox遺伝子群の変異体､あるいは遺伝子

欠損ﾏｳｽ仝般に観られることが知られるが1その発症に関する分子的作用機

構の解明には至ってい如､(Duboule, 1995; Zakany etal., 2001). Mab2111欠損ﾏ

ｳｽは脊椎動物でHox標的侯補遺伝子として機能すると考えられる遺伝子で､

その単独の欠損ﾏｳｽがﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異を示す初めての倒である｡加えて､

Hox標的遺伝子としては､ Hox欠損ﾏｳｽに観られるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異の

penetranceに影響を与えることが示された初めての例でもある. Mab2111欠損

ﾏｳｽにおけるﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異の発症作用機序を明らかにすることで､Hox

遺伝子群の役割のみならず､形態形成を理解する上で重要な知見が得られるも

のと考えられる｡

Mab211IとHoxc4の発現領域

Mab2111とHoxc4の発現は､脊髄において､ -部重複が観られたが主として

相補的であったoこのことから､脊髄におけるMab2111の発現はHoxc4 8こより､

抑制的に制御されると推察されたoすなわち､ Hoxc4がMab2111を抑制的に発

現制御しているならば､ Hoxc4欠損ﾏｳｽにおいてMab2111は異所的に発現す

ると考えられたoしかしながら､ Hoxc4欠損ﾏｳｽと野生型ﾏｳｽの脊髄にお

いてMab2111の発現ﾊﾟﾀ-ﾝに変化は検出できなかった(data n.t sh｡wn).ま

た､肢芽,腹側体壁､消化管等のMab2111とHoxc4の発現が重複して観られる

領域でも､変化は検出できなかった.この結果はHoxc4欠損ﾏｳｽでは中枢神
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経系では形態形成に異常は観られないこと､さらに骨形成のﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変

異には個体差が観られ､ Hoxc4-/-の個体でも正常な骨形成ﾊﾟﾀ-ﾝを示す個体

が混在することからも予測された(Boulet and Capecchi, 1996; Saegusa et al., 1996)｡

これに加え､ Hoxa4･ b4･ c4･ d4の欠損ﾏｳｽは単独ではc2-Cl(B4, D4), C3-

C2(A4), C7ｰTl(A4, C4, D4)等の脊堆の前方化が認められ､ a4h4ju4の欠損を重

複して持つ変異体ではcl-C5全てに前方化が起こるという現象が報告されて

n% (Boulet and Capecchi, 1996; Horan etal･, 1995a; Horan etalJ995b; Saegusa et

al･, 1996)oこれと同様の現象は他のHox欠損ﾏｳｽ(alJu; (Gavalas et al., 1998),

a4/a5; (Aubin etal･, 1998), dll^dliM13hll/a13; (Zakany etal., 1997))でも認められ､

~般に､単独遺伝子の変異を同種の機能を持つ遺伝手が補償するためと考えら

れているoこの概念はHoxでは広く知られ､redundancy (Aubin etal., 1998; Beckers

and Duboule, 1998; Horan et al･, 1995b)として扱われており､ Hox遺伝子群の大部

分が当てはまると考えられているo Hoxc4欠損ﾏｳｽの場合､同じDjd-typeの

Hoxであるa4･ b4･ d4により変異が補償され､その結果Hoxc4欠損ﾏｳｽにお

けるMab2111の発現ﾊﾟﾀ-ﾝは野生型と顕著な差が現れなかったと考えられる.

また､多くのHox変異体では表現系の出現額度が遺伝子型に完全には-致せず､一

個体差によるPenetranceの間題が知られている(Boulet and Capecc帆1996;

Zakany etal･, 1997)oこのことからも､ Hoxc4単独の欠損からMab2111の発現変

化を検出することは困難であると考えられる｡これに対し･､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ

ではBithwax Complex(BX-C)により､直接発現が抑制される標的遺伝子として

sca (scabrous)(Graba etal･, 1992) connectin (Gould and White, 1992)が報告されてい

る(序論参照h sca･ connech･nはBX-Cのnull mutantにおいて､異所的に発現

が誘導される(Gould andWbite, 1992; Graba et al., 1992)｡.ﾏｳｽが4つのｸﾗｽ

ﾀｰを持つのに対しｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴはHoxｸﾗｽﾀ-を1つしか持たず､

redundancy.の影響が弱いため､単独の変異で標的遺伝子の発現が容易に変化す

ると考えられる｡

ﾏｳｽにおいて､ Hox変異体で発現が変化する標的侯補遺伝子は知られるが

(Stadler et al･, 2001)､いずれも生体内でのHox遺伝子産物による直接的な発現

制御の証明には至っていないo生体内で､ Hox遺伝子産物が､その近傍ｹﾞﾉﾑ

DNAに対し結合することが示された標的遺伝子はmgl-1, SPI3が知られるが､

いずれも､生体内におけるHox遺伝子群の役害fJtの関わりは示されていない

(Morsi El-Kadi etal･, 2002; Tomotsune et al･, 1993).遺伝学的解析から､ Hox欠損
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ﾏｳｽで観られる表現型のPenetranceを増強､あるいは抑制することが示され

た遺伝子は､骨形成自身に直接関わることが知られるpaxlのみである(Aubinel

al･, 2002)｡

友常により染色体免疫沈降法で単離されたHOFC4 in vivo結合配列(以下

c4B) (Tomotsune, 1994)はMab2111のORFの上流約2kbに位置する(図卜

9)o岡南によるﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽを用いた解析から､ c4BがMab2111

の発現制御領域を合むことが示唆されている(personalcomunication, MO). C4B

にはHoxのin vitro binding consensus配列【ATTAまたはTAAT]8ま1 4個存在す

るoこの内Hoxc4が属するDjd(deformed)のbinding consensus配列【5,-

(C汀)(A/C)ATTA(G/A)-3'】仲kker etal･, 1994)が3個含まれる.この7塩基からな

る配列の出現頻度は2048塩基につき1個であるoしたがって1 003塩基

からなるc4Bには有意にHOk4ﾊﾟﾗﾛｸﾞの結合部位が存在すると考えられる｡

これまでのの報告からHOXはcofactorとheterodimerを形成することで､結合

配列の認識特異性が上昇し､結合親和力が増加すると考えられている(chanetal.,

1994)o現在までに同定されたHOXのcofactorは主にextradenticle(exd)nbx (Chan

etal･, 1994; Di Rocco etal･, 1997) Homothorax(hth)meis (Casares and Mann, 1998;

Shen etal･, 1997), Prepl @erthelsen etal･, 1998)の3種類である.培養細胞を用

いたｺﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝの系において､ PBXl存在下でHOXBlの転写括

性の上昇が報告されている(DiRoccoetal･, 1997)oまた､ｼﾞｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴの生

体内でもDfdの転写括性にexdが必要であることも報告されている(shen et al.,

1997)o C4Bにはp甲のbinding consensus配列が8個存在し､このことからも

生体内でHOX4の標的配列となりうることが示唆されるo特に､図1-9に示

した63 1番目から640香日までの部位にはpBXと･HOX4のbinding

consensus配列が共に含まれており､ pBX-HOX heterodimerの結合部位である可

能性が高いと考えられる(Chan andMann, 1996)oまた､ c4Bに認められるHOX

結合配列が複数存在するという特徴はｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴで同定されているⅦⅩ

標的配列の特徴(dpp; (Capovilla etal･, 1994), sca; (Graba etal･, 1992))とも-致す
る｡

Mab2111は線虫においてHoxとの遺伝学的相互作用が示唆され､かつﾏｳｽ

生体内でHoxc4遺伝子産物が結合することが示された遺伝子である.加えて本

研究によりMab2111単独の欠損ﾏｳｽでﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異が観られ､かつ､

Hoxc4/Mab2111二重欠損ﾏｳｽでﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異のpenetranceが上昇する
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ことから､真のHox標的遺伝子であると推察されたo Mab2111の生体内におけ

る役剖を明らかにすることにより､ Hox遺伝子群の役割を解明する上で重要な

知見が得られるものと考えられるoしかし､ﾎﾒｵﾃｲﾂｸ変異の発症作用機

序のみならず,助骨の形成機構に関する知見は限られているoそのような粗織

で機能未知遺伝子であるMab2111の役割を解明することは困難である.そこで､

本研究第二章では､形態形成に関する知見が蓄積している眼に焦点をあて､生

体内におけるMab2111の役割を論じる.

Mab2111欠損ﾏｳｽに創ﾅる包皮腺形成異常と不妊性

ﾏｳｽ包皮腺はE16以降で形成が始まり､出生後2週間から生後2ｹ月の問

に発達することが知られている(Rudalietal･, 1974)o雌雄共に､新生仔の包皮腺

源基にMab2111は発現するが､ Mab21L2は発現しない.このため､包皮腺では

Mab2111の欠損がMab2112で補償されず､成体雄Mab2111+ﾏｳｽにおいて包

皮腺の形成異常起こると考えられるo成体雌の包皮腺は解剖学的に認識が困難

であるため､ Mab2111+に掛ﾅる形成異常は未確認である. Mab2111-/_ﾏｳｽ

は雄,臥共に自然交配では不妊性を承したoこれに対し､試験管内受精の結

果から､臥雌共に生殖細胞は正常であることが判由した(二章参照)｡この

ことから､ Mab2111-/-8こおける不妊性は包皮腺の形成不全に起因すると考えら

れたo Mab2111+は眼形成異常から盲日であると推測されるが､ aphakia突然

変異ﾏｳｽは盲日でも正常に自然交配を行うことが知られている(sem血et al.,

1997)oよって､盲日と不妊性は関連しか-と判断した.

spdhﾏｳｽはHoxd13に突然変異をもつ自然突然変異体であり､ﾎﾓ接合体

の雄は包皮腺の完仝な欠落とともに不妊性を示すことが知られている(Jobnson

etal･, 1998)o一方､雌のspdhﾎﾓ接合体は包皮腺の欠落にも関わらず､正常な

妊性を示すo spdhﾏｳｽの不妊性に観られる雌雄差は､雌の妊性が包皮腺に非

依存的であることを示唆しているoこれに対し､ Mab2111+ﾏｳｽは包皮腺が

残存しているにも関わらず､雌雄共に不妊性を示す.このことはMab2111J_ﾏ

ｳｽの不妊性は包皮腺形成不全以外の要因を含むことを示唆する｡

Mab2111-/-8ま以下の理由により､性行動障害を起こすことが推測される.第

-に雄の包皮腺は雌の発情を誘発するﾌｪﾛﾓﾝ刺激に必要不可欠であること

が知られていること(Bronsonand Caroom, 1971; Chipman and Albrecht, 1974).第
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二に中枢神経系における肋あ2JJJ転写産物の発現は繁殖行動との関連が知られ

る鋤鼻喚覚神経系（Vomeronasalsystem，VNS）の投射経路に特異的に発現してい

ること0鋤鼻器官は受容体を介してフェロモン刺激を感知する器官であること

が知ら叫ている（Hdpem，1987）。一方肋あ2Jだは視床を除き、VNSには発現し

ない0肋あ2〟トトのVNSにおいて組織学的異常は検出されていないが、肋あ2招

が特異的に発現することから、肋あ2∫g∫欠損により何らかの異常が引き起こさ

れ、結果として性行動障害が起きる可能性が示唆される。
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図1－1〃αあ2J〃肋∂2JJ2転写産物の発現パターン

E9・5（A，B）、E12・5（C－I）のwholemountinsituhybridization。Mab2111

（A・C左、D，F，H），Mab2112（B，C右，E，G，I）ob，鯉弓；m，中脳；gt，生
殖結節
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図1 -3 Ell･5腹側体壁におけるHoxc4, Mab2111/2, Bmp4の発現ﾊﾟﾀ-ﾝ
Hoxc4(A, B), Mab2111(C, D), Mab2112(E, F), Bmp4(G, H)A, C, E, G,の拡大図
(B, D, F, H)o腹側体壁の間充織において､ Hoxc4, Mab2111, Bmp4の発現は重
複した(失印) ｡
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図1-4 Mab211]欠損ﾏｳｽの作製

(A)野生型肋b2111ｹﾞﾉﾑ､とﾀ-ｹﾞｯﾃｲﾝｸﾞﾍﾞｸﾀ-､遺伝子欠損型ｹﾞﾉﾑの制限

酵素地図｡ (B)ｻｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾄによるGenotyping｡ (左) KpmI,SalI処理後のｻﾝﾌﾟﾙを
5'側ﾌﾟﾛ-ﾌﾞで検出したもの｡野生型は8kb,欠損型は19kbのﾊﾞﾝﾄﾞとして検出され
た｡ (右) KpnI,Sa】Ⅰ処理後のｻﾝﾌﾟﾙを3'側ﾌﾟﾛ-ﾌﾞで検出したもの｡野生型は7.5

kb,欠損型は19kbのﾊﾞﾝﾄﾞとして検出された｡ (c)pcRによるGenotypingmo野生型は1
45bp,欠損型は225bpのﾊﾞﾝﾄﾞとして検出された｡ (D)Mab2111のwholemountin situ
hybndization｡ EIO.5 Mab21】1ｲｰ旺ではｼｸﾞﾅﾙが検出されなかった｡
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図115 Hoxc4/Mab2111二量遺伝し欠損ﾏｳｽにおける骨形成異常
(A, B)Hoxc4+/+, Mab2111 +/+, (C, D)Hoxc4+/+, Mab2111-/-, (E, F)Hoxc41/-,
Mab2111+/-, (G, H)Hoxc41/-, Mab21111/一新生仔の骨染色｡胸骨に結合する

肋骨は野生型では7本だが､欠損ﾏｳｽでは8本であった｡また､
Ⅹihoidprocessに穴が認められた(失印) ｡
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図1 -6 Hoxc4/Mab2111二量遺伝し欠損ﾏｳｽにおける骨形成異常
(A, C, E)Hoxc4+/+, Mab2111+/+, (B, D, F)Hoxc4-/-, Mab2111-/一新生仔の
骨染色｡野生型では肋骨は1 3本だが､欠損型では1 4本であった｡
また､ Transitional vertebraeは1 1番目の胸部脊椎に認められた｡

Dorsalprocessが二番目の胸部脊椎よりも3番目の方が大きかった｡
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図1-7 Mab2111欠損ﾏｳｽにおける包皮腺形成異常
(A) Mab2111+/- (B) Mab2111+成体雄ﾏｳｽの外生殖器｡
Mab2111_/_では包皮腺形成異常が認められた(失印) ｡ pu,包

皮腺;p,ﾍﾟﾆｽ;T,精巣｡ (c)摘出された包皮腺(左) Mab2111
十/- (右) Mab21111/-0 (D)摘出されたﾍﾟﾆｽ(右) Mab2111+/
- (左) Mab2111-/-o (EIH)包皮腺の組織切片のHE染色像. (E)
Mab21]1+/- (F) Mab2111+ (G)Eの拡大図(H)Fの拡大図｡
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H B H

ヽ、、ヽ

EH

■■－ヽ

ヽ、、ヽ

Hox－C4protein

invivobindingsequence

●、ヽ

B

肋b2ナナナ

1Kb

ヽ、ヽ

■、ヽ

AAGCTTTTCTTCTGGTACTCGGTAAGACTGTATTTTAAAAATTGTCTAGC

GTCAATTCAATTCTTACATATAATAAAACAGACTTTATATTACATTGTGT

ATCACATCAGCAGTTCAAACAATCCAATGGGTCATTTTTTTAAAAAATTA

AAATTACTATCAAGTAGTTAAATAATTTACCGGTATACGAGATATCTAAC

GCCAAAACTTCGATTWGGTGAmACACAAAAATACATCATTBLA
TTTT姐TTCCTCTCCATG忘TT騒卸GTAAGCACG正三這三組G
CAGTCA℡CAGTGCGGTTTAGTTTTTCTTCAACAAGGAGAGGTGCTGAGAT

TATGGAAAGGATTCAGCTACAGGCACAATTCATTTCTCGGACTACGGGTA

GCGGGTAGCGGACGATCTGGGTAGCAGCAGCTAGAGAGACAATCTAACGT

TATTCTAAGCCTCCCAGTCAACCCACAGGGACAGCAGCCGCCCAGTGTCC

GGTTTTATGTAAATCACTGTCGGCTCCGGGCGTGGAGGGTGCTTCAGGAC

GCTGGCCAGCCTGGCCCGCAACACTCTAGTTTCTTAGTCCTCTTGCTCCA

AGCGAAAATCGTTCGGAAAAGGCCTCAGTTGC函痕如TTGCGCAG
AATGCTTCGGTGTTTAGCTTCGCCTTAACCe頭重喪如CCGCACAGCGAG
CCCAGAAAGATGCGCCACCTGCGCCTGGCTGCAGTCGGCGGCCGCGGGAT

CCTGAGTCCTTCTGTTGGACTGAGGGAACCAAGGCCTCGGCGTCGAAGCT

ACATCGAGTCCCATAGTCCGGGGTGAGGCACGGGGCGCGCGCTCACCCGG

GAAGGTGAGGGCCAAGTATTCCTGGGTGTTCTGAGTACAGCACACGCTTG

100

200

300

400

500

600

700

8（旧

900

GCTGGGGCCATTCGAGGGCGGGCAGGCGATGAGAGCGAAGGGCACCGAGA

GTGTTTTGCAGCGATGGATGTGAGTGGGGGTCATCCAGACACCCAGAAAG lOOO

⊆旦エ

図1－9　HOXC4invivo結合配列。

序論図2のHindIII－HindIII断片1003bpの配列。HOXのbindingcorLSerLSus配列
であるATTAまたはTAATを太字で示した。Defbm7ed（fk）XC40）ショウジョウ

バエortholog）のbindhgconsemus配列である5r｛AATTA（A但いtを観で示
した。Pbx－1のbhdingconsensus配列である51一基竺⊆左－3■を太字と下線で示した。
AAGmHindmsi総
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New born

genotype n rat阜o
supeculatiVe

ratio

c4+/+,m ab1+/+

4 /

30 8.80% 6.25%

9 + -,.m ab1+/+

4 /

46 13.49% 12.50%

･c + +,m ab1〟-

■4 /

-48 L14.08% 12.50%

25.00%

6.25%

6.25%

12.50%

12.50%

6.-25%

c 十-,m ab1+/-

4 /

97 28.45%

c --,m ab1十/ー

4 /

19 5..57%

C + +,m ab1ｲ-

4 /

21 6.16%

c - ,m ab1+/-

4 /

32 9.38%

c + -,m ab1ｲ-

4 /

32 9.38% .

c --,m ab1-/- 17 4.99%
合計 342

1 mon仇

genbtype

4 /

m . ratio

sup ecul ati v-i

ratio

C + +,m ab 1+ /ー

4 /

12 11.88 % 6 .2 5%

c + -,m ab 1+ /ー

4 /

17 16.83% 12.50 %

9 + +,m a b1+/-

4 ′

9 8.9 l% 12.50%

C + -,m ab 1十/-

4 /

25 24 .75 % 25 .0 0%

c - -,m ab 1+/+

4 / b

. 7 6.93% 6 .25 %

C + + ,m a 1-/-

4 ′■ b 1

4 3.96% 6.25%

C - -,m a 十/-

4 / b

12 11.88% 12 .50%

C + -,m a 1-/-

4 / b

11 10.89% 12 .50 %

C - -,m a - - 0.合計 . i5 i ● 0

表ﾄ1 Hoxc4/Mab2111 =重欠損ﾏｳｽの生存率
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第二章

水晶体形成過程におけるMab2111の役朝
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2-1序

晴乳類の眼は､眼胞と頭部外肱葉から生じる(図2-1)｡眼胞の外側領域

が頭部外肱葉に接し,水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが誘導され､頭部外肱葉の肥厚と陥入

が起こり水晶体胞が形成されるo水晶体胞の形成に伴い眼胞から眼杯と呼ばれ

る構造が形成されるo眼杯は3種類の組織から構成される｡眼杯中央部分から

は後に神経性網膜が形成され､遍遠部からは網膜色素上皮細胞層､基部からは

眼柄が形成され､限柄は後に視神経束を形成するo anterior marginと呼ばれる

眼杯の遍遠部から､虹彩と毛様体が生じるo角膜は水晶体胞分離後の頭部外肱

葉と神経堤由来の細胞から生じるoﾏｳｽでは胎生1 7日までに､これら眼の

源基がすべて形成される(chowand Lang, 2001; Kondo H, 2002).

水晶体の誘導は､ﾆﾜﾄﾘや両生類の組織片移植を主とする伝統的発生生物

学的手法により古くから研究され､多くの知見が得られてきた(spemann, 1901;

Lewis, 1904;Grainger, 1992)o加えて､ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽや自焦変異体の解析､

遺伝子導入技術の発達により､種々の転写調節因子が水晶体形成週程で重要な

役割を持つことが明らかにされている(Ashery-Padan and Gruss, 2001; Chow and

Lang, 2001; Hirschand Grainger, 2000; Kondoh, 1999)o Pax6 8ま､その変異体(small

eye･ L(Sey])で眼が欠損することが知られ､眼の発生過程で中心的な役割を担っ

ていると考えられている(Asb町-Padan and Gmss, 2001; Gdndley et al., 1995)｡

pax6は頭部外肱葉と眼胞両方に発現するが､頭部外肱葉においてPax6が細胞

自律的な役割を持つことが組織片移植実験､およびｷﾒﾗﾏｳｽの解析から明

らかにされている(collinson etal･, 2000･; Fujiwara etal･, 1994; Quinn et al･, 1996).

sox2は誘導刺激を受けて水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成と同時に発現量が上昇すること

が知られ､pax6と協調的に働き6-cyrstallinの発現制御することが示されている.

水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで発現が推持されるpax6, Six3, Sox2^Sox3に加え､水晶体ﾌﾟ

ﾗｺ-ﾄﾞ形成後に発現が開始するc-maf, ProxlはいづれもcTyStallin遺伝子を発

現制御することが知られ､水晶体分化過程で重要な役割を持つととが示唆され

ている(Kamachi etal･, 2001; Lengler et al･, 2001; Yoshidaand Yasuda, 2002).

cTyStallinは可溶性ﾀﾝﾊﾟｸ質であり､水晶体の透明化に必要であると考えられ

ている@radyetal., 1997)｡

Mab2111は眼源基で発現することが本研究第一章で示され､また､ Mab2111+
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ﾏｳｽは眼形成異常を示すことが見い出された｡眼は､形態形成機構が最も良

く研究されている器官の∵つであり､多くの遺伝学的知見､分子生物学的知見

が蓄積している.したがって､ Mab2111-/-の眼形成異常と既知の限形成に関す

る知見を比較することで､機能未知遺伝子であるMab2111の役剖が検討可能で

あると考えられる.そこで､本章ではMab2111の眼形成過程における役害陀明

らかにすることで､生体内におけるMab2111の役割を解明することを日的とし
た｡
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2-2結果

成体Mab2111欠損ﾏｳｽにおける限形成異常

全ての成体Mab2111欠損ﾏｳｽにおいて､眼形成異常が認められた. (図2_

2B)o MAB21L･1-/-の眼は野生型にくらべ著しく小さかった.組織学的解析から､

虹彩､毛様体の消失､および水晶体様組織の痕跡が認められた(図2-2b)｡

また､前眼房は形成されず､予定前眼房領域には網膜色素細胞の浸潤が認めら

れたo角膜において､上皮､間充織の明確な境界は認められなかった(図2-

2b)o -方､視神経束､および網膜色素細胞層は認められた･(図2-2E).ま

た､形態的判断から､神経性網膜を構成する主な層構造である､光受容細胞層

(杵状体視細胞と錐状体視細胞),統合双極細胞層(水平細胞､双極細胞､ｱ

ﾏｸﾘﾝ細胞)視神経細胞層等が認められた(図2-2d)｡

Mab211Iは水晶体の発生に重要な役剖を果たす

Mab2111+はE12･5においては網膜色素上皮の形態異常から､眼形成異常が

容易に識別できたo EIO･5におい七は､その外観から眼形成異常は観られなか

った(図2-3B)o E16において､水晶体は認められず､組織学的解析から､

E17において水晶体の消失､および角膜と網膜の異常な膨殉が認められた(図

2-3B,D)o E13において､すでに水晶体の消失が認められたが､予走角膜領

域,および神経性網膜細胞の層構造に異常は観られなかった(図2_3F)｡EIO.5

において､水晶体胞は形成されず､形成不全の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが認められた

(図2-3H)o E9･5において､予走水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ領域の肥厚に､弱冠の

異常が認められた(図2-3J)o E9･0以前の胎仔では､顕著な形態的異常は認

識できなかったo以上の結果から､ Mab2111が水晶体形成において重要な役臥

を果たすことが明かとなった｡

Mab2111+における水晶体形成異常を詳細に理解するために､遺伝子ﾏ-ｶ

-を用いて､ in situ hybridizationを行ったo αA- cfyStallinはﾏｳｽ水晶体形成過

程で最も初期に発現する水晶体特異的遺伝子であることが知られている(Ⅴ弧

Leen et al･, 1987; Wistow and Piatigorsky, 1988)o EIO･5において､血- c77Stallinは

野生型の水晶体胞で発現が観られたが､ Mab2111-/-では発現が認められなかっ
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た(data not shown)o E12･5において､ LX4- c'ystallinは野生型の水晶体繊維細胞

で強く発現し,錐体上皮細胞でも弱い発現が認められた(図2-4A)｡

Mab2111-/-では､その発現領域に著しい減少が観られたが､水晶体様痕跡組織

に弱い発現が認められた(図2-4B). 7A-c'ystallinは野生型では水晶体繊推

細胞に限局して発現が観られた(図2-4D) (Goringetal･, 1992;vanLeenetal.,

1987)o Mab2111+では水晶体痕跡組織に弱い発現が認められた.微量ながら､

c'ystallinの発現が認められたことから､ Mab21Il+において､水晶体繊維細胞

の分化は起こっていると考えられたoこの時期の水晶体において､野生型では

水晶体上皮細胞と水晶体繊維細胞は容易に識別可能であった｡しかしながら､

Mab2111-/一水晶体痕跡組織において､水晶体上皮細胞と水晶体繊維細胞は形態
的に識別出来なかった｡

次に､ Mab2111-/-の網膜分化過程に対する影響を調べるために､神経性網膜

形成関連遺伝子の発現をin situ hybridization-で調べた. chxlOとBm3Bは共に､

神経性網膜の発生に重要な役割を持つ遺伝子であることが知られている

@urmeister etal･, 1996; Ferda Percin etal･･ 2000; Gan et al･, 1996; Liu etal., 1994; Liu

etal･, 2000; Tumer etal･, 1994).E12･5, E15いずれにおいても､野生型とMab2111_/_

でChxlO･ Bm3Bの発現に差は観られなかった(図2-4E-H).さらに､網膜

発生過程においてMab2111と発現ﾊﾟﾀ-ﾝが類似している遺伝子である､耽

Sox2･ Otx2･ Six3･ Hesl･ Pax6･ Lhx2qurukawa etal･, 1997; Kamachi etal., 1998;

Matsuo etal･, 1995; 01iver etal･･ 1995; Sasai etal･･ 1992; Waltherand Gruss, 1991; Xu

etal･, 1993)に関してもin situ hybridizationを行ったところ､ Mab2111-/-で顕著な

変化は認められなかった(datanot shown)｡

眼の発生過程に創ﾅる, Mab2111とMab2I12の発現

Mab2111とMab2112は共に､眼の源基で発現することが,筆者と他の研究者

の報告により明らかにされた(Mariani etal･, 1999; Mariamiet al･, 1998;Wong etal.,

1999)o Mab2111J-の水晶体形成異常を理解するために､発生過程の眼に焦点を

当て､ Mab2111とMab2112の発現を比較した. 1 5体節期(E8.5-9.0)におい

て､ Mab2111は予走水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ領域付近の外肱菓と眼胞に弱く発現して

いた(図2-5A)oこの時期にMab2112は背側眼胞に限局して発現が観られ

た(図2-5B)o 2 4体節期仲9･5)において､ Mab2111の発現は外肱葉､眼胞
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共に増加していた.外肱葉におけるMab2111の発現は予走永晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ領

域よりも広い領域に発現していた(図2-5C).これに対し､ Mab2112は背側

眼胞に発現がさらに限局し､外肱葉には全く発現が観られなかった(図2_5

D)o 3 0体節期(EIO)において､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞはすでに形成され､陥入が

起こるoこの時期､外肱葉におけるMab2111の発現は水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞに限局

して認められた(図2-5E). -方､眼杯において､ Mab2111とMab2112は共

に予定神経性網膜と予定網膜色素上皮に発現していた(図2-5E, F)｡ E12に

おいて､ Mab2111とMab2112は神経性網膜と網膜色素上皮に共発現していたが､

Mab2111は水晶体上皮細胞に､ Mab2112は視神経束に特異的に発現していた(図
2-5G,H)｡

水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成における､ Mab2111の重要性

Mab2111+ﾏｳｽにおいて-yystallin陽性の水晶体様組織が認申られた.この

ことから､ Mab21Zl-/-における水晶体形成異常は,水晶体源基の生長不全によ

るものと考えられたoそこで､ Mab2111./-とMab2111-/-の水晶体細胞の増準を

BrdUを用いて解析した. BrdUはDNA複製期(s期)の細胞に取り込まれる

ためi BrdUを検出することで､増殖中の細胞を識別できる.水晶体ﾌﾟﾗｺ-

ﾄﾞ形成初期の2 7体節期仲9)において､ Mab2111'/-とMab2111-/-のBrdU取り

込み効率に顕著な差は観られなかった(図2-6A,B). 3 0体節期において､

Mab2111'/-とMab2111-/-に形態的な差は観られなかったが､ Mab2111+の水晶体

ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで､ BrdU陽性細胞の減少が認められた(図2-6D). 3 2体節期

において､ Mab21111/-の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは陥入が停止し､水晶体胞の形成不

仝が認められたoまた､ BrdUの取り込みは減少していた(囲2_6F)｡ 3 5

体節期に如-て､ Mab2111J-の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは依然として不完全な状態で

陥入が停止しており､この領域で､ BrdUの取り込みはほとんど観られなかっ

た(図2-6H)o水晶体細胞におけるBrdU陽性細胞数を走量化した結果を図

2 - 7に示したo t検走の結果､計測した全ての発生段階で､ Mab2111+/_と

Mab2111-/-のBrdU取り込み効率に有意差があることが判明した｡水晶体の生

長不全に対する､細胞死の関連を検討するために､ TUNEL法を用いて細胞死

を倹出したoその結果､ 3 5体節期において､ Mab2111J-の形態異常を起こし

た水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで, TUNEL陽性細胞の増加が認められた(図2_6J)｡
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2 7体節期から､ 4 0体節期にかけて､ 3 5体節期以外の発生段階ではTUNEL

陽性細胞数にMab2111./-とMab2111-/-に顕著な差は観られなかった(data not

shwon)｡

以上の結果から､ Mab2111が水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの形成過程で､細胞増殖に関

連する役割を持つことが判明した｡

MAB21Llは水晶体形成過程において細胞自律的に働く

脊椎動物の水晶体は眼杯からの誘導を受けた外肱葉から発生することが知ら

れている(Grainger, 1992)o Mab2111は水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞのみならず､眼杯にも

発現が認められた(図2 -6).したがって､ Mab21111/-ﾏｳｽで観られた水晶

体形嘩不全が､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの異常によるものか､眼杯の異常に由来する

ものかは判断できないo水晶体形成過程における､ Mab2111の役害陀検討する

ために､Mab2111+#田胞と野生型細胞から構成されるｷﾒﾗﾏｳｽを作製した.

Mab2111-/-ﾏｳｽは不妊性を示したため､ Mab21.11+B&仔は試験管内受精により

得たo Mab2111-/一胎仔と､ β-galactosidaseﾄﾗﾝｽｼﾞｬﾝをもつROSA26系統

(Zambrowicz etal･, 1997)の野生型胎仔を8細胞期同士で混合し､仮親の子宮に

移植したo発生段階がE12･5に相当する時期にｷﾒﾗﾏｳｽを摘出し､ β-

galactosidaseの括性をⅩ-galを用いて染色した.染色後の胎仔で切片を作製し､

β-galactosidase陽性細胞の組織分布を観察した｡その結果､ｺﾝﾄﾛ-ﾙの

Mab2111+/'ｷﾒﾗﾏｳｽにおいて､ β-galactosidase陰性細胞が,水晶体上皮に

認められた(図2-8a)o作製した2 4匹の･Mab2111+ｷﾒﾗﾏｳｽの内､ 1

3匹はβ-galactosidase陰性細胞､すなわちMab2111-/一細胞がほとんど含まれて

おらず､形態的異常は観られなかった(data not shown)o Mab2111-/一細胞を全細

胞の約半数含むMab2111-/-ｷﾒﾗﾏｳｽは7匹得られた.これらのｷﾒﾗﾏｳ

ｽは壷て､水晶体の大きさが野生型のｺﾝﾄﾛ-ﾙに比べて小さかった(図2

-8B-, C')oさらに,これらのMab2111-/-#ﾒﾗﾏｳｽ水晶体において､ β-

galactosidase陰性細胞は全く観られなかった(図2-8b, c).丁-方､網膜や角

膜､眼の周辺の間充識においては､ｺﾝﾄﾛ-ﾙの野生型ｷﾒﾗﾏｳｽと同様

に､ β-galactosidase陰性細胞が認められた(図2-8b, c)｡ Mab2111+細胞が仝

域を占めるｷﾒﾗﾏｳｽは4匹得られ､ Mab2111-/-ﾏｳｽと同様に､水晶体の

形成は認められなかった(図2-8D, D･, d)o水晶体におけるMab2111-/一細胞
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の消失は､ Mab2111遺伝子産物が水晶体形成過程において､細胞自律的に機能

することを示唆する｡

Mab211I-/･水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞにおﾙ､て､ Foxe3の発現は減少する

Mab2111+における水晶体形成不全を詳細に理解するために､水晶体形成関

連遺伝子として知られる､ c-maf, Foxe3, Sox2, Six3の発現を調べた. Foxe3は

forkhead domainをｺ-ﾄﾞする遺伝子であり､予定水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで発現が始

まり､水晶体胞､および水晶体上皮で発現が維持されることが知られている

(Blixt etal･, 2000; Brownell et al･, 2000).また､ Foxe3のforkhead domainに変異

を持つdysgenetic lens (dyl)突然変異体ﾏｳｽは水晶体胞と角膜の不完全分離､

および水晶体上皮細胞の増殖異常を示すことが知られている@1ixt etal., 2000;

0rmestad etal･, 2002)o c-mafはﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-型の転写調節因子をｺ-ﾄﾞす

る遺伝子であり,陥入前の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで発現が始まり,水晶体繊維細胞

で発現が維持されることが知られている(Kawauchi etal･, 1.999)oﾉｯｸｱｳﾄ

ﾏｳｽの解析から, c-mafは水晶体繊維細胞の分化に重要な役割を持つことが

知られている(Kawauchi etal･, 1999渦ng etal･, 2000)o Sox2はHMGﾎﾞｯｸｽ型

の転写調節因子をｺ-ﾄﾞする遺伝子であり､その発現量の上昇と水晶体ﾌﾟﾗｺ

-ﾄﾞの誘導との関連が示唆されている(Furutaand Hogan, 1998; Kamachi et al.,

1998)o Six3はsine ocullisに類似したﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞする遺伝子であ

り､頭部外肱葉での発現が,水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成期に始まることが知られて

いる(Lagutinetal･, 2001)o Pax6はﾍﾟｱ-ﾄﾞﾀｲ●ﾌﾟのﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞす

る遺伝子であり､水晶体誘導以前の頭部外肱葉と眼胞に発現しており､水晶体､

および眼杯でも発現が維持されることが知られている岬alther and Gruss, 1991).

また､ pax6は正常な眼の発生に重要な役割を果たすことが知られている(chow

et al･, 1999; Grindley etal･, 1995; Hill etal., 1991).

これらの､水晶体形成閑連遺伝子の発現をMab2111+/-とMab2111-/-で比較し

たo水晶体誘導以前である､ 2 2体節期の頭部外肱葉において､ PAX6とsix3

の発現に変化は観られなかったo 2 4体節期において､ Sox2の発現量上昇と､

c-mafの発現開始がMab2111+でもMab2111+/-と同様に認められた.この時期

にFoxe3の発現はMab2111+/-, Mab2111-/一共に認められなかった(data not shown).

2 8体節期における､ Mab2111./一予走水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞでは､ Foxe3の顕著な
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発現が認められた(図2-9A).丁-方､ Mab21111/-ではFoxe3の発現は認めら

れなかった(図2-9B).これに対し､ pAX6の発現はMab2111+/_とMab2111_

/-で顕著な差が観られなかった(図2-9C, D)o同様にc-maj; Six3, Sox2の発

現もMab2111./-とMab2111-/-で差は観られなかった(data not shown). 3 5体節

期において､ Mab2111-/一水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは陥入が停止し､水晶体胞の形成不

全が認められたo Mab2111-/一水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞにおいて､ Foxe3の発現は微童

ながら検出された(図2-9F). -方pAX6, c-maf, Sox2, Six3の発現量は

Mab2111+/-とMab2111-/-で同程度であった(図2-9 G, H, data not shown). 4

0体節期のMab2111+肱において､形成不仝の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは依然として

認められたが､Foxe3の発現は検出されなかった(図2-9J)oこの時期にpAX6,

c-maf･ Sox2, Six3の発現はMab2111+水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞで維持されていた(data

not shown)o以上の結果から､ Mab2111はFoxe3の水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞにおける

発現の開始と,それに続く発現の維持に必要であることが判明した｡

dylの解析から､ Foxe3の欠損は､ pDGF受容体(以下pDGF Re)の発現減少を

伴う細胞増殖不全を起こすことが知られている@1ixt etal., 2000). PDGFｼｸﾞ

ﾅﾙは細胞増殖を克進する役割をもつことが知られている(Heldin etal., 1998)o

Mab2111-/JCh Foxe3の発現減少が観られたことから, Mab2111-i-におけるpDGF

Reの発現を調べたoその結果､予想通りMab2111-/-ではpDGF Reが減少して

いた(図2-1 0B)oこれに対し､ pDGFReのﾘｶﾞﾝﾄﾞであるpDGFaの発現

に差は観られなかった(図2-1 0D).次に､ Mab2111+の細胞増殖不全と細

胞周期関連遺伝子の閑係を検討したo D-type cyclinは細胞周期の進行に重要な

因子であり､発生過程の水晶体ではcyclinD2が発現することが知られている

(sherr, 1995; Zhang, 1999)o予想に反し､ Mab2111-/-水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞでcyclinD2

の発現に変化は認められず､同様に､りClinDlの発現も野生型と顕著な差は観

られなかった(図2-10F,H). -方ﾍﾟｱ-ﾄﾞﾀｲﾌﾟのﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ

ｰﾄﾞするpitx3(Semina etal･, 1997)はMab2111-/-で顕著な発現減少が認められた

(図2-1 0J) (考察参照)｡

京部外艦葉と眼胞に創ﾅるMab2111の発現はpAX6に依存する

pax6はseyを含む種々の突然変異体の解祈から,眼の発生過程で中心的な

役害陀担うと認識されている(Ashery-Padanand Gruss, 2001; Grindley et al., 1995;
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Hilletd．，1991）0最近、hm〟加㈱の解析から、肋古の水晶体形成における

重要性が再認識された0エビは肋∂の活性を予定水晶体領域で特異的に欠損さ

せたコげイショナルノツクアウトマウスであり、水晶体の欠損を伴う眼形成

異常を示す（Ashery－Padanetal・，2000）0

ェgと肋あ2肛／－の表現型の類似性は、肋βと肋あ2川が同一の遺伝学的経

路で働く可能性を示唆する0そこで、肋∂突然変異体である如こおける

肋あ2招の発現を調べた022体節期のぶgyホモ接合体作印瓜別において、

肋あ2丑rの発現は頭部外胚葉と限胞両方で発現が顕著に減少していた（図2－

11B）。32体節期では、ぶβ卵βyにおいて、弱いながらも頭部外胚葉で肋み2川

の発現が認められた（ddanOtShown）035体節期では、Sey＄qの形成不全を起

こした眼胞において、肋あ2招の発現は野生型にくらべ顕酌減少が認められ

た。この時期ぶ郷βyでは水晶体胞は全く形成され帥が、予定水晶体領域で

肋あ2招の弱い発現が認められたく図2－11D）0肋あ2招が発現減少するの

に机、肋み2JJ2の発現は、調べた全ての発生段階（22体節期～別2・5）にお

いて∫がgyでも野生型と同程度の発現が認められた（図2－11F，血anot

sbown）。
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2-3考察

本章では､ Mab2111-/-ﾏｳｽにおける眼形成異常が水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの細胞

増殖異常を伴う水晶体形成不全により生じることを明らかにした｡また､ｷﾒ

ﾗﾏｳｽの解析から水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの発生異常は細胞自律的な作用により起

きることを証明した.また､ Mab2111は水晶体と眼杯両方に発現すること､お

よびMab2112 1ま眼杯のみで発現することを確認し､眼杯ではMab2112ｶぎMab2111

の欠損を補償するため､水晶体に形態形成異常が生じることを示唆した｡さら

に､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成異常はﾀﾞ血3の発現減少に附随すること､ -方c-maf,

Sox2, Six3, PAX6は変化しないことを明らかにした.加えてSey変異体ﾏｳｽ

でMab2111の発現が減少することから､ Mab2111の発現はpAX6に依存するこ

とを明らかにしたoよって､ Mab2111の発現はpAX6に依存し､ Mab21Zlは細

胞自律的に作用し､ Foxe3の発現を制御することで､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの生長

に重要な役割を担うと結論した｡

水晶体形成におけるMab2L11の役剖

水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの形成には眼胞から頭部外肱菓-の誘導ｼｸﾞﾅﾙが必要不

可欠であることが知られている(Chowand Lang, 2001; Grainger, 1992).最近の報

告で､ Bmpﾌｱﾐﾘ-とFdﾌｱﾐﾘ-分子が関与する誘導ｼｸﾞﾅﾙの重要性

が示され､両因子の作用はpax6の発現誘導に集約されることが明らかとなっ

た(Faber etal･, 200l, Furuta and Hbgan, 1998, Wawersik etal., 1999). Mab2111-/-に

おいて､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成過程でPAX6の発現は変化しない.また､ sox2,

c-mafも正常に発現するo Mab2111+において､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが､生長不全

ではあるが形成されることは､ pAX6, Sox2, c-mafの正常な発現と矛盾しない.

よって､ MAB2111が欠損しても水晶体の誘導は起こりうると判断した｡また､

Mab2111-/-の水晶体様痕跡組織でc,ystallinが発現することから､ Mab2111は水

晶体繊維細胞の分化には不可欠では無いと判断した｡

-方､ Mab2111-/-8こおいて､ Foxe3の発現減少を確認したo Foxe3は水晶体ﾌﾟ

ﾗｺ-ﾄﾞの形成に同期して発現が開始するが､ Mab2111J-ではその発現開始時

期に遅れが観られたoこのことは､水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ形成の遅延を示唆する｡

発生段階が進み3 5体節期になると､ Mab2111+水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞでFoxe3は
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微量ながら発現する。このことから、肋あ2〟Jは肋ビゴの発現を間接的、ある

いは部分的に制御すると考えられる。40体節期では、爪加βの発現は完全に

消失する。このことは肋あ2JgJが肋ビゴの発現の維持に必要であることを示

唆する。35体節期肋揖〟トト水晶体プラコードで観られるダ血ビゴ陽性細胞の

その後の運命は不明であるが、この時期にTUNEL陽性細胞が増加するため、

細胞死により排除されると推察される0この堆察は、肋jの突然変異体（勅

で細胞増殖率の低下と、アポトーシスの増加が起こることからも支持される

（Blixtetal・，2000）oMdb2111＋8こおいて、BrdUの取り込み減少と、Fbie3の発現

減少は同時期に観察される。また、みgと同様に、肋み2仙んでも用G和gの発

現が減少する（Blixtetal．，2000）。PDGFシグナルは細胞増殖を克進する働きが知

られている（Heldinetal・，1998）。よって、Phe3の発現減少がMbb2111＋の水晶

体プラコード形成不全を引き起こすと考えられる0しかしながら、みJに比べ

肋み2J〃＋は、より重度な水晶体形成不全を示す。みJは突然変異体であり、

Phe3のDNA結合活性が低下したlossoffunctional1eleであることが示されて

いるが、nu11al1eleであるかどうかは不明である（0rmeStadetal．，2002）。Mdb2111

とみJの表現型の違いは、みgに肋jの活性が残存するため表現型が軽度にな

るとも考えられるが、肋み2JJJ依存的な他の要因の存在を示唆しているとも考
えられる。

最近、P血jが眼形成異常を示す呼ゐαた叫叫表現型の原因遺伝子として報告

された（Riegeretal・，2001；Seminaetal・，2000）oPitx3はEhe3t同様の発現様式

を示し、かつαたとみは類似した水晶体形成異常を示す。本研究では、肋揖鮎／＿

におけるタぬゴの発現減少を確認した0この結果は、肋あ2招・・とタ奴ゴの遺伝学

的相互作用を示唆する0魂とみgで観られる、水晶体胞の角膜からの分離不

全ⅣarnumandStevens，1968）、および細胞増殖異常はMab2111＋でも認められ、

このことから、肋揖JJJ，P言出，ダα詑jが水晶体形成過程で同一の遺伝学的経路

で機能することが支持される0したがって、肋あ2肛＝こ観られる重度な水晶

体形成不全は、昂批jに加えP奴jも発現減少することに起因すると推測され
た。

肋揖肛んは永晶体形成不全を示すが、肋あ2∫∫∫は水晶体と眼杯両方に発現

する0このため肋あ2招が水晶体自体、眼杯どちらに必要なのかは判断が困難

である0この間題を検討するためにキメラマウスを作製した。肋あ2仙人細胞

の性質が周囲の野生型細胞で回復するならば、水晶体において肋あ2〟ルと野
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生型の細胞は混在するはずであるoしかしながら､ｷﾒﾗﾏｳｳｽの水晶体に

はMab2111-/一細胞は観られず､ Mab2111-/一細胞は発生過程で水晶体から排除さ

れると考えられたo Mab2111+細胞の水晶体からの消失はMab2111が水晶体形

成過程で必要不可欠であり､かつMab2111は細胞自立的に作用することを示唆

するoこれに対し､網膜におけるMab2111-/一細胞と野生型細胞の混在は､Mab21Zl

が眼杯形成には不要であることを示す.また､ Mab2111-/-では,水晶体ﾌﾟﾗｺ

ｰﾄﾞの正常な誘導が起こることからも､ Mab2111の欠損は眼杯形成には影響し

ないと判断したo眼杯にはMab2112がMab2･111と重複して発現することから､

Mab2111の欠損はMab2112 8こより補償されると考えられる｡

水晶体形成不全に加え､ Mab2111-/-では虹彩､毛棟体､前眼房の未形成と角

膜の形成不全が観られるo発生過程において､水晶体の存在が眼杯の発生に影

響を与えることが知られている(Reneker etal･, 1995).このため､虹彩や毛様体

の消失は､水晶体形成不全による水晶体からの誘導因子の欠損により生じると

考えられるoしかしながら､ Mab2111は虹彩や毛棟体に弱いながらも発現する

ことから､これらの器官形成に直接的に作用するとも考えられる｡

以上の結果から､ Mab2111は水晶体形成過程で細胞自立的に働き､永晶体源

基の細胞増殖に作用すると結論する｡

Mab2I11と眼形成閑連遺伝子の閲係

Mab2111J-ﾏｳｽで観られる水晶体形成不全と網膜の異常形態はLe_

mutant(Le)に観られる眼形成異常と類似するo Mab2111J-とLeの表現型の類似

性からMab2111とpax6が水晶体形成過程で同一の遺伝学的経路で働く可能性

が示唆されるoｷﾒﾗﾏｳｽの解析で明らかにされたMab2111の細胞自立的な

役害は, pax6でも同様に見出されている(collinson et al･, 2000; Fujiwara et al.,

1994; Quinn etal･, 1996)oさらに, pax6とMab2111は眼胞と頭部外肱葉で重複

して発現するo以上の知見から､本研究ではpax6突然変異ﾎﾓ接合体(sey/sey)

におけるMab2111の発現を検討した.予想通り､ sey/seyにおいて､ Mab2111

の発現減少が確認されたoこのことは､ Mab2111の発現がpAX6依存的である

ことを示唆す'るo -方､ Mab2111+ではpAX6の発現は変化しない.したがっ

て､ Mab2111は眼胞と頭部外肱葉において､ pax6の遺伝学的下流に位置すると

結論するo同じく･pax6の下流で発現制御されると考えられるsix3は､ Leで発
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現が消失するがMbb2111＋では発現が変化しない（Ashery－Padanetal．，2000）and

datanotshown）0この違いは、Mdb2111とSix3は共にPax6の下流に位置するが、

異なる遺伝学的経路で働くことを示唆している。

みJと肋あ2〃ルの類似した表現型、および肋あ2JJルでダ血ビゴの発現が減少

することから、肋あ2〟Jは水晶体形成過程で磁jの遺伝学的上流に位置する

と考えられる。また、鹿近の報告で肋∂の頭部外胚葉での発現を制御するシ

スエレメントを欠損したマウス（凸は貯此）が現および肋揖JJルと類似し

た表現型を示すことが明らかとなった0さらに脚において飯沼jの発現

が減少することから、肋ビゴはP劇痛の下流に位置することが示されている

（Dima山短etd・，2001）0これらの知見から、水晶体形成過程において戸張∂，肋gj，

肋揖招は同一の遺伝学的経路で働くこと、すなわち肋揖JJJは夕張∂と肋ゴ

の中間に位置することが推測される（図2－12）opAX6は、分化のみならず、

細胞周期を制御することが示唆されている匹stivillJrorruSetal．，2002；Tahhashi

andOsmi，2002）0様々な研究により、多くの転写調節因子がPAX6q）下流に位

置することが知られるが、細胞増殖制御に関連する因子は全く知られていない。

肋あ2JJJは、機能未知分子であるが、肋∂の下流因子として細胞増殖に作用す
ることが准測される。

β叩7はノックアウトマウスの解析から、頭部外胚葉における肋∂の発現に

必要であることが知られているⅣawersiketal・，1999）0最近、Fgシグナルと

劫甲7シグナルが同一の遺伝学的経路で働き、戸田ガの発現を誘導することが示

された0また、物マウス†助呼7ノックアウトマウス、β叩4ノックアウト

マウスにおいて、Mの発現が減少することから、賊がこれらの遺伝子の

遺伝学的下流に位置することが示されている（Faberetal・，2001；FurutaandHogan，

1998；Wawersiketal・，1999）oMbb2111－／一頭部外胚葉におけるPAX6の発現は柑

シグナルとβ叩7シグナルが正常に働いていることを示唆する。また、瓜戒の

発現が正常に起こることから、肋揖〟描こおいてβ叩4シグナル・は正常に働

き、水晶体プラコ⊥ド形成の初期段階は正常であることが示唆される。また、

β叩4およびβ叩7は肋揖〃ルで正常に発現する（dぬnotsbown）。これらの知

見から、柑シグナルとβ叩シグナルは地方を介し、肋あ2〟Jの遺伝学的上

流に位置するものと推測される（図2－12）．。
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図2-1脊堆動物における眼の発生

(上)眼の発生の模式図o sE,頭部外肱葉; RPE,網膜色素上皮; NR,神
経性網膜; LP,水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ; os,眼柄; Lv,水晶体胞; LE,水晶体
上皮; LFC,水晶体繊維細胞; coR,角膜･ (下)水晶体形成過程におけ
る遺伝子発現とその役凱遺伝子の発現を直線で示した｡ﾉｯｸｱ
ｳﾄﾏｳｽ､変異体ﾏｳｽの解析から明らかにされた､その遺伝子
の予想される機能時期をⅩで示したo otx2, Sox∽, Six3に関しては示
唆される役割を示した･ (Ashery-Padanet･ al･ 2001の図を改編)
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印)が認められた｡ EIO.5は形成不仝を起こした水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが
認められた(失尻) ｡ E9.5は頭部外旺葉の肥厚が少なく､かつ狭い領

域で認められた(ｶｷﾞかﾉｺ) o scalebars,200pm(C,D), 100LLm(E,

F), 50 LLm (G-J)･
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第三章

網膜､および腹部体壁におけるMab2112の役剖
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網膜の雛は幾つかの段階を経て行われる0まず、中枢神経系である終脳の

一部で眼胞源基としての運命が決定する0眼胞形成後、水晶体胞の形成に伴い

眼胞の陥入が起こり眼杯が形成される0腹側眼杯の盛ん鱒長により二層構造

が形成され、その後、神経性網膜、網膜色素上皮細胞層、眼柄が形成される0

そして、儲性網膜の分化、多層化を経て、成熟した網膜が形成されるdこれ

らの発生段階では種々の転写調節因子が重要な役割を持つことが明らかにされ

ている（図3－1）（Kondo，2002；ChowandLwg，2001；Marquar＆andGruSS，mi2）o

伽2は助言dタイプのホメオドメインをコードする転写調節因子であり、漠

部中榊経系で発現嘩まり予定眼胞領域で限形成関連遺伝子の中で最も初期

に発現する（M血Od欄L1995）0助2〟－マウスで小眼症が観られること、およ

び助拓伽2〟－マウスは眼の繍特異性に異常が観られることから、助2は

助Jと共に初期中枢神経系における予定限胞領域を規定する役割が示唆されて

いる（M血ez－Mordesetd・，2001；M蜘et山995）0予定眼胞領域の運命決定

の後、勧バ眈＝弛鳴〟道が眼胞源基で共発現し、その発現は眼胞形成過程で

維持されるPrukawaetal・・1997；Grindleyetal・，1995；01iveretal・，1995；Po止eret

揖997）0蝕はづアードタイプのホメオドメインをコードする転写調節因子で

ぁり、そのノックアウトマウスは眼胞を欠損することが知られている（M血rset

山997；独和etd・，2000）0乱dはホメオドメインをコードする転写調節因子

であり、メダカ胚、お耳びカエル胚に強制発現すると網膜肥大に加え異所的に

網膜を形成することが示されている＠emieretal・，2000；Looslietal・P9）0この

ことから、批助川共に網膜源基の形成に重要媚剖を担うことが支持され

る。肋∂はペアードタイプのホメオドメイン、エ城はL血ホメオドメインを

コ⊥ドする転写調節因子であり、加点突然変異御伽gヱgyg，√ぶe班とエ城のノ

ックアウトマウスは共に眼胞は形成されるが眼杯形成が起こら帥ことから、

両遺伝子は限杯形成後の網膜形成過程で重要な役割をも夷考えられている

（Grindleyetal・，1995；Poderetal・，1997）oPax2はペアードタイプのホメオドメイ

ン、㈲はホメオドメインをコードする転写調節因子であり、共に限柄に発

現することが知られている伊州etd・，1996；Obs血統揖999）0肋2，および

㈲を強制発現すると、蝕と肋∂の発現減少と、網膜の形成不全が生じるこ
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と（Hallonetetal・，1999；Macdonaldetal．，1995）、tblノックアウトマウスは眼柄

に換わり神経性網膜が異所的に形成されること（Bertuzzietal．，1999；Hal1。netet

al・，1999）、Pα滋突然変異体は眼柄に換わり網膜色素上皮細胞が異所的に発生

することが知られている呼avoretal．，1996）。これらの結果から、眼柄において

侮Jは神経性網膜の形成を抑制し、Pα滋は網膜色素上皮の形成を抑制するこ

とが支持される。7MはTボックス型転写調節因子であり、神経性網膜の背

側に発現することが知られている0一句滋はホメオドメインをコードする転写

調節因子セあり、ア戚と共に腹側神経性網膜で発現することが知れらている。

7Mは網膜源基で異所的に強制発現すると、網膜を背側化することが知られ

（KoshibaJrakeuchietal・，2000）、TW、およびPax2は網膜を腹側化することが

示されている（Scbulteetd・，1999）0また、肋ゴはⅥ戒とPα滋の発現を抑制し、

l厄2は乃がの発現を抑制することから、肋ゴは神経性網膜の背側化決定因子、

Ⅵ㍑2は腹側化決定因子であると考えられている。肋JOはペアードタイプのホ

メオドメインをコードする転写調節因子であり、神経性網膜源基で発現が始ま

り、後に双極細胞に発現が限局する（Liuetal・，1994）0肋∫0の突然変異体r〃C〟お

相加血如拘わ刷は神経性網膜の細胞増殖異常を示すこと、および肋Jβは成体

マウスで見い出された網膜幹細胞に発現することから、神経性網膜において細

胞増殖を制御する可能性が示唆されている（Tropepeetal．，2000）。神経性網膜の

分化過程では光受容細胞（錐体細胞、棺体細胞）、介在神経細胞（水平細胞、

双極細胞、アマクリン細胞）、ガングリオン細胞が発生し、網膜色素上皮と共

に多層構造から構成される成熟した網膜が形成される（ChowandLang，2001）。

神経性網膜から派生する細胞の発生には助∫，肋∫i肋班員楠〟和ge血2等の

basichelixloophelix型の転写調節因子が重要な役割を持つことが知られている

（Brownetal・，1998；MarquardtandGruSS，2002；Sasaietal・，1992；Wangetal・，2001）。

肋似だは本研究二幸で網膜源基に発現することが示されたが、網膜形成過

程における役割は知られていない0また、肋最∫だは・中枢神経系、肢芽、鯉弓

で肋揖JgJと共発現するため、肋あ2JJJの欠損を肋揖J毘が補償することが

肋揖〟トトの表現型から示唆された0したがって、これらの領域における

肋み2JJJ肋あ2J毘の役害は明らかにされていない。そこで、本章では肋み2J毘

ノックアウトマウスを作製し、網膜形成過程における肋あ2J毘の役割に加え、

肋あ2JJJ肋似だ二重欠損マウスを作製し肋あ2招／肋み2Jだ（椚αあー2Jファミリ

ー）の生体内における役割を明らかにすることを目的とした。
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3－3　結果

肋あ2J毘欠損マウスの作出

生体内での肋あ2J毘の役割を明らかにするために、肋あ2J毘遺伝子欠損マウ

スの作出を試みた。まず、肋あ2JだcDNAをプローブとして、129系統マウ

スゲノムライブラリーをスクリーニングし、肋揖J毘ORFを含むクローン耶36

および軒17を痔た。また、析36の3，末端に位置するB’amHI＿Ec。RIO．8kbをプ

ローブとして、クローン糾を得た。これらのクローンを用いて制限酵素地図を

作製した。その結果、クローン那36は肋み2J㍑ORFをはさむ上流約4kbと下

流約8肋を含むこと、クローン椚17は肋あ2J毘ORfを含む上流約13kbと下流

0・2kbを含むこと、およびクローン糾は肋あ2J毘ORF下流約8kbから20kbを

含むことが判明した0クローン椚36と椚l．7を用い、Targe血gvector作製した

（図3－2）。走法にしたがって、キメラマウス、およびFlマウスを作出し、

サザンプロットにより遺伝子型を確認した（図3－2B）。得られたヘテロ接合

型マウスは正常であった。ヘテロマウスを交配し、得られた仔の遺伝子型を生

後3週間目で確認した。野生型、ヘテロ接合型、ホモ接合型マウスの出現頻度

【享それぞれ39％、61％、0％であった（表3－1）。このことから、肋あ2J㍑＿ん

は胎生致死であることが示唆された。ホモ接合型マウスにおいて肋あ2J毘転写

産物が検出されないことから、このマウスがnullmutantであることを確認した

（図3－2Ci。

肋あ2Jα欠損マウスの表現型

肋み2Jは－んマウスの致死性を検討するために、加ね必Z〃Z山一同士の交配で得た

胚の遺伝子型と生存率を発生段階を追って調べた。生存の是非は心臓の拍動を

指標とした0その結果、ElO・5までは肋あ2腸′－は正常に生存していたが、EII・5

以降で致死の個体が認められた。E12．5における致死率は約50％、E13．5では

約65％、E14・5以降では100％であった（表3－1）。

実体顕微鏡下の観察から、肋あ2Jだ－ん胎仔の形態異常はElO．5以降で認めら

れた（図3－3A，B）。野生型ではElO．5以降に網膜色素上皮が認められたが、

肋あ2Jだ－んでは色素細胞は観られなかった（図3－3A・，Bり。また、肋あ2J毘イ＿
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では心臓周辺の腹部体壁に形成異常が認められた（図3－3B・りoEll・5・に率い

て肋あ2ほ－／－では眼の消失が認められた（図3－3Dり。この時期、野生型では

心臓が厚い腹側体壁に覆われるが、肋揖路用ま腹側体壁が異常に薄く、腹

側体壁内部の血管形成にも異常が認められた（図3－3D・り。E12．5において、

肋揖J毘－んでは内臓ヘルニアが観られた（図3－3F）0内臓ヘルニアの発症時

期には個体差が観られ、Ell・5から・E13・5の間でその割合が増加した。ヘルニ

アの増加に付随して、心臓停止、および全身に壊死を起こす個体の割合が増加

した（datanotshown）0以上の結果から肋b2112一用眼と腹部体壁の形成異常を

起こすことが判明した0また、内臓ヘルニアが生じた結果、敦死となることが
示唆された。

肋揖∫馴ま網膜の発生に必要である

形態形成における肋揖∫毘の役割を調べるために、肋み2∫糾の眼形成不全

に着日し、組織学的解析を行った0眼の源基で肋揖∫毘の発現が始まる臨5

からE9・0において、Mdb21L2＋k形態的異常は観られなかった（datanot＄hown）。

E9・5にかて、野生型では眼胞は頭部外胚葉と近接し、水晶体プラコード誘導

が起こる（図3－4A）0一方几払必乙托㌃√では眼胞は形成されるが、頭部外胚葉

と近接した領域が、野生塑に比べ顕著に小さかった（図3－4B）。ElO．5にお

いて、肋出払んでは眼杯が形成されず、かつ未発達な眼胞と頭部外胚葉は離

別していた0また、頭部外胚葉の陥入、および水晶体胞の形成は全く認められ

なかった（図3－4D）oEll・5において、肋揖腸んでは眼柄様の組織、およ

び網膜様組織と網膜色素上皮様の細胞が認められたが、神経性網膜、および水

晶体の形成は全く観られなかった（図3－4F）0また、TUN弘法により眼柄

様組織、および網膜様組織周辺に細胞死の増加を確認した（図3－4H）。以上

の結果から、肋紹J毘が眼形成過程において、とくに眼胞形成期に重要な役割
を果たすことが判明した。

肋犯J毘√眼胞において、C転出Ⅵの発現は減少する

肋あ2J毘一用眼胞形成に異常が認められた0そこで、肋揖∫だ－んで形成異常が

起きる以前の発蛸階で、眼胞形成に関連する遺伝子の発現を肋あ2J毘と比較
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した。RズとPα頑はペアードタイプのホメオドメイン、エ賊はL別タイプの

ホメオドメイン、蝕2はホメオドメインをコードする転写調節因子であり、

β頑と叫7岬泌因子である0いずれの遺伝子も限胞において発現するこ

と、および変異体の解析から、眼胞形成過程で重要媚剖を持つことが知られ

ている（Furukawaetal・，1997；Furutaetal・，1997；Grindleyetal・・1995；Matsuoetal・，

1995；Ⅹ厄etd．，1993）015体節恥9・0）において、肋あ2〃2は背側限胞で発現が

認められた。この時期、肋み2〃トの発現は肋み2∫飢こ比べ弱かった（図3－5）0

蝕は眼胞特異的に発現が認められた0エ賊と0比2は眼胞を含む前脳に広く発

現していた。肋6と軸7は頭部外胚葉全域と限胞に弱く発現していた0物4

はこの時期には発現が弱く、肋あ2招と類似した発現様式を示した0これら、

眼胞形成に関わることが知られている遺伝子は、げれも御2JJ2と発現領域

が重複するが、弱冠異なる発現様式を示した022体節期但9・5）におやて、

肋あ2JJ2は背側限胞に限局して発現し、肋あ2招は眼胞において肋あ2〃2とは

異なる領域に発現が観られた0

肋あ2腸／－の眼胞形成異常をより詳細に理解するために、形態異常が始まる

22体節期の肋わ2∫～2－一における上記の眼胞形成関連遺伝子の発現を調べた0

その結果、批工娩助2，物7，n加須はいずれも肋わ2J毘ノーの眼胞で発現して

ぉり、野生型と顕著な差は観られなかった（図3－6、dぬnOtShown）0これ

に対し、肋あ2招は肋あ2∫∫2一成おいて限胞、頭部外胚葉共に発現が減少して

いた。このことから、この時期に肋あ2J∫2－′一において何らかの眼胞形成異常が

起きていることが示唆された0次に背側眼胞で発現することが知られる叫4，

ぉよび腹側眼胞で発現することが知られるP戒の発現を調べた0その結果、

物4は肋あ2∫醐艮胞でも野生型と同様に発現していた0また、P戚も

肋最J路用艮胞で野生型と同様腹側で発現が認められた0これに対し、肋JO

は肋み2〃2－／－の眼胞で顕著に発現量が減少していた（図3－6）0また、その

発現領域は野生型に比べ、より腹側で認められた0肋∫0はづアードタイプの

ホメオドメインをコードする転写調節因子であり、予定神経性網膜領域の限胞

に発現することが知られている匹iuetれ1994）0

神経性網膜形成に釦ナる肋み2∫毘の重要性

形態異常が顕著に認められたElO・5（33体節期前後）以降における肋あ2腸／一
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での眼形成関連遺伝子の発現を検討したo ChxlOは限の源基において神経性網

膜に限局して発現する事が知られているO･iu etal･･ 1994)oまた､ ChxlOに突然

変異を持つOcular retwdation(or)変異体はChxlO-のmi1 alleleであり,神経性網

膜の柵胞増殖が減少することが知られている(Burmeisteretal･, 1996)o Mab21121/-

において､ ChxlOの発現に顕著な減少が認められた(図3 - 7B)oこれに対し､

神経性網膜全域に限局して発現するRxはMab2112+において野生型と同程度

の発現が認められた(図3-7D)oこのLh陽性領域は､眼胞に由来する形成

不全を起こした眼杯であると考えられたoMab2112+におけるChxlOの発現は､

隣接切片で認められる鮎陽性領域の中央から腹側にかけて検出されたo -方､

pax2は野生型で腹側神経性網膜に発現が観られ､ Mab2112-/-においてもRx陽

性領域の腹側に発現が認められた(図3 - 7F)oまた､ Bmp4は野生型で背側

神経性網膜に発現が観られ､ Mab2112-/-においてもRx陽性領域の背側に発現が

認められた(data not shown)o Bmp4と同様に､背側神経性網膜に発現が限局す

るTbx5は- Mab2112-/-の鮎陽性領域において発現が観られなかった(data not

shown). nx5はBmp4に発現が誘導され､背側神経性網膜の形成に重要な役剖

を持つことが知られている(Koshiba-Takeuchi etal･, 2000)o隣接切片における､

BrdU陽性細胞は, Mab2112-/-の眼杯様租織の背側で減少していた(図3 - 7H)o

この領域はLtr陽性､かつChxlO, Pax2,陰性の領域であったoすなわち､

Mab2112+において眼杯の形成不全は, ChxlOの発現量低下に付随する背側神

経性網膜の発生異常により引き起こされると考えられたo Ell･5のMab2112-/-

において眼杯棟組織の萎縮に伴いChxlOの発現は消失した(図3 - 8E)oまた､

Mab2112-/-.8こおけるRxの発現も消失した(data not shwon)o -方Ell･5におい

て､ Mab2111の発現は眼杯様組織とその周辺部に認められた(図3 - 8C)o

pAX6はMab2112-/一限杯様組織において､野生型と同棟に発現が認められた

が,予定水晶体領域の外肱葉には仝く発現が観られなかった(図3 - 7J)oま

た､水晶体で特異的に発現する血-c'7Stallin･ Foxe3･ Pitx3, c-mafの発現は

Mab2112-/-の外肱葉において認められなかっ■た(data not shown)o同様にMab2111

の発現もMab2112-/-外肺葉では認められなかったoこのことから､ Mab2112･+

において水晶体は形成されか-と判断した.

眼柄にはMab2112が発現していたが､ Mab2111の発現は観られなかった(図

3 - 8A,B)｡このことから, Mab2112-/一眼柄に掛ﾅる､形成異常が示唆されたo

Mab2112-/-は形態異常が著しく､形態から眼柄を識別することは困難であったo
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そこでMab2112-/-における､限柄の有無を検討するために､ pax2とvaxlの発

現を調べたo pax2はﾍﾟｱ-ﾄﾞﾀｲﾌﾟのﾎﾒｵﾄﾞﾒｲ.ﾝ､ Vaxlはﾎﾒｵﾄﾞﾒｲ

ﾝをｺ-ﾄﾞする転写調節因子であり､ともに眼柄で発現すること,およびﾉｯ

ｸｱｳﾄﾏｳｽの解析から眼柄の形成に重要な役割を持つことが知られている

(Favoretal･, 1996; Hallonet etal., 1999).その結果､脆柄形成初期のEIO.5とEll.5

いずれにおいても､ pax2, Vaxl共にMab2112-/-で発現が認められた(図3 - 8

G､ data not sbown) ｡

網膜は主に神経性網膜と網膜色素上皮から構成される. Mab2112_/_における

網膜色素上皮の有無を検討するために､ T7m (tyrosinase-related protein-2)の発

現を調べたo Ⅳ2は網膜色素細胞特異的に発現する遺伝子で､最も初期に発

現することが知られている(Steel etal･, 1992).野生塑ではﾒﾗﾆﾝの蓄積に先

だって､ 3 0体節期からTRP2の顕著な発現が観られた.一方､ Mab2112_/_で

は4 0体節期@10･5)においてもTRP2の発現は観られなかった(datanot shown).

Ell･5においては､ Mab2112+の形成異常を起こした神経性網膜様組織の周辺に

TRP2陽性細胞が認められた(図3 18Ⅰ).隣接切片のHE染色像から, TRP2

陽性領域にﾒﾗﾆﾝの琴積が観察された｡しかしながら､野生型に観られる､

明瞭な網膜色素上皮細胞層の形成は認められなかった｡以上の結果から

Mab2112-/-8こおﾙ､て､網膜色素上皮と限柄は､関連遺伝子の発現に関する限り

発生することが判明した.また､ Mab21Z2+に観られる神経性網膜の形成異常

が､ chxlOの発現減少に付随した増殖細胞の減少とこれに続く眼杯の形成異常

により起こることが判明した｡

Mab2)l)Mab2112二重欠損ﾏｳｽの作出

Mab2112とMab2111はｱﾐﾉ酸配列が9 4 %の相同性を示すため､生体内で

同等の役割を担っていると考えられるoまた､ Mab2111遺伝子欠損ﾏｳｽに見

出された表現型はいずれも､ Mab2111のみが発現する領域であったことから､

Mab2111の欠損はMab2112により､補償される,ことが示唆された｡ Mab2112.と

Mab2111の生体内にj引ﾅる役割をより明確にするために､ Mab2111/Mab2112二

重欠損ﾏｳｽの作出を試みたoﾏｳｽｹﾞﾉﾑにおいて､ Mab2111とMab2112は

共に第三染色体上に存在し､互いに約10 cMの遺伝学的距離に位置することが

知られている(Mariani et al･, 1999, Kominami, personalcomunication).
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そこで､ Mab2111+/-とMab21121/-を交配し､ Mab2111/2+/一二重ﾍﾃﾛﾏｳｽ

を作出したoここで得られた二重へﾃﾛﾏｳｽは別の相同染色体上にそれぞれ

の変異をもっ個体(以下､ another allele _+/- (ﾁa+/-)と表軌で垂ろ,__狸吐土監生

型を交配し､同-の染色体上に二重遺伝子欠損を持つ個体(以下, same

a11ele'/-(sa'/-)と表記)を得たo sa./-は遺伝学的距離から予想された通り､約11

o匹に1匹の害蛤で得られたo aa+/-, sa+/-ﾏｳｽは共に正常であった. sa+/一同

士を交配しMab2111/2二重遺伝子欠損ﾏｳｽ･(以下-/-,-/-と表記)の作出を試み
た｡

その結果､予想に反して-/-,-/-ﾏｳｽはMab2112単独のﾎﾓ接合体(以下+/+,-/-

と表記)と同等の表現型を示したo E8･5からEIO･5にかけて､実体顕飯玩下で-

見出された形態的異常Gh/+,-/-と同様､限と腹部体壁の形成不全のみであった

(図3 - 9)o Mab2111/Mab2112ｶぎ共発現する中脳､脊髄､肢芽,鮭弓には形態

異常は観られなかったo致死性に関しても､ +/+,-/-と-/-,-/-に顕著な差は観られ

なかった(表3 - 2)oしかしながら､ sa+/-と+/-,+/+の交配で生じる-/-,+/-の成

体ﾏｳｽは予想され･る数よりも大幅に少なかった(表3-2)｡これに対し, -

/-,+/+は予想される額度で出現し､成体に至るまで生育する(一章､二章参照).

このことから､ Mab2111とMab2112は生体内で類似した機能を持ち､互いの欠

損を補償しうることが示唆されたo -方､ -/-,+/-の出現率は､新生仔の段階で

は予想されるﾒﾝﾃﾞﾙ比に合敦した(表3-2)oよって､直接的な原因は不

明であるが､ -/-･+/-は出生後の成長過程で死に至ると判断した.

Mab2112-/･ﾏｳｽにおける腹部体壁形成異常

実体顕微鏡下の観察から､ Mab2112-/-Gi Ell･5-E12･5において､全ての個体

で内蔵へﾙﾆｱ､あるいは内蔵ﾍﾙﾆｱに伴う壊死が認められた｡-そこで､腹

働体壁に着日し､組織学的解析を行ったo E9-E9･5において, Mqb2112-/-q)腹

倒体壁に顕著な形態異常は観られなかった(data notshown). EIOのMab2112_/_

腹側体壁において､体壁を構成する細胞数の減少が認められた(図3 - 1 0B)｡

戯2において､野生型の胸部付近の腹部体壁は細胞が密に並んだ多列様構造が

鮮られた(図3 - 1 0C)o -方Mab2112+では体壁を構成する細胞が租であり､

儀rt'ての異常な膨潤と共に体腔側上皮構造の乱れが認められた(図.3 - 1 0虹＼

'貰･･ｲ体壁内部に血管の過形成が認められたo腹部付近の野生型腹側体壁では
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厚い間充識が観られたが、肋あ2J毘ノーでは間充識の消失と腹側体壁の薄化が認

められた（図3－10F）b体壁の薄化に伴い内臓は腹側に膨張し、臍帯付近で

体外に露出していた0以上の観察から、肋あ2∫払／一において、ElO以降で腹側

体壁の薄化が起こり、薄化した体壁で体腔内圧が支持されず、結果として内臓

ヘルニアを引き起こし、致死となると考えられた。

腹個体壁における肋揖J毘の発現

肋あ2JJJノーマウスの表現型、およびノー，〟－の致死性の結果から、肋あ2J毘と

肋揖JJJが生体内で類似した機能を持つことが示唆された。そこで、腹側体壁

における肋揖J毘と肋揖招の発現を比較した。肋あ2J毘はE8j～E9．0におい

て、腹側体壁、羊膜等で発現が観られた（図3－11A）。腹側体壁形成に関わ

ることが知られるβ叩4の発現は肋あ2J毘と若干異なった（図3－11B）。E9．5

になると、腹側体壁、後腸、臍帯源基で強い発現が認められた（図3－11C）。

一方、肋揖JJJの発現はこの時期には腹側体壁周辺では検出されなかった（図

3－11D）oE12・において、肋揖∫毘は胸部、腹部、いづれの腹側体壁でも間

充識で強く発現していた（図3－11E，G）。これに対し、肋あ2JJJは胸部腹側

体壁の間充識で、肋紹J毘よりも狭い領域で発現していた（図3－11F）。腹

部腹側体壁では肋埠J∫∫の顕著な発現は観られなかった（図3－11H）。ま

た、肋ム2J毘は中腸、臍動脈の間充識で発現が観られるが、肋み2招は中腸で

は末梢神経系細胞のみに発現が観られ、臍動脈には発現が観られなかった（図

3－11q，H）。

腹個体壁形成に釦ナる肋揖J毘の重要性

組織学的解析から、肋あ2∫毘ノーの腹側体壁において形態異常を伴う細胞数の

減少が認められたosa→一においても同様の異常が認められた。そこで、形態異

常が観られ始めるElO・5で、肋あ2描－ん、およびsaイ一における細胞周期関連遺

伝子の発現を調べたoD－tyPeり7Clhlは細胞周期の進行に重要な因子であり、PDGF

シグナルは細胞増殖を克進することが知られている（Heldinetal．，1998；Sherr，

1995；Zhang，1999）oq′C肋止坊印CJわか2は共にsaイ一腹側体壁で、野生型と同様に

発現していた（図3－12A，B）0一方、PDGF受容体（PDGFRe）8ま野生型では
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腹側体壁仝域に発現が観られたが､ saｲｰでは発現領域の限局と共に､発現量が

減少していた(図3- 1 2C,D). Mab2112-/-8こおいても､ sa-/-と同様の結果を

得た(data not shown)｡

次に､ Mab2112の役剖をより詳細に理解するために､腹側体壁形成に関連す

る遺伝子の発現を調べた｡ A㍍はﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞする転写調節因子で

あり､頭部､および腹部の問充識に広く発現することが知られている(Hudsonet

al･, 1998)oまた, ALr4/Cartl二重欠損ﾏｳｽは､腹側体壁の形成異常とそれに

伴う胸骨の形成異常を示すことが知られている(Qu etal･, 1999)｡ Bmpは腹側体

壁で発現し､肋骨形成に関係することが知られている(Luo et al., 1995; Paine-

Saunders etal･, 2000; Sudoetal･, 2001). Msxl/Msx2はﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞす

る転写調節因子であり､ Bmp4によりその発現が誘導されることが知られてい

る(zhang etal･, 2002). sa+において､ ALx4は腹側体壁では発現が減少していた

(図3 -･1 2F)o -方､紙弓での発現に変化は観られなかった. Bmp4もまた,

Mab2112-/一腹側体壁で発現が減少していた(図3 - 1 2 H).動脈幹におけるBmp4

の発現は､ sa+で野生塑と同様に発現していたo ALr3とMsxl/Msx2の発現も腹

側体壁で減少が観られ,鯉弓や頭部の間充識では発現に変化は観られなかった

(図3 - 1 2J, data not shown)o Mab2112-/-においても､ sa-/-と同様の結果を

得た(dぬnot sbown)｡

以上の結果から､ sa-/一及びMab2112-/-はEIO.5以降の腹側体壁で､ PDGFRe

の発現量が低下し,細胞増殖に異常が生じることが示唆された｡加えて､

ALr3/ALx4, Msxl/Msx2, Bmp4の発現低下により腹側体壁の形成不全が起きると考

えられた｡
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3-4考察

Mab2112･/･の限形成異常

Mab2112は眼胞形成初期から眼源基で発現するのに対し, Mab2111は遅れて

眼胞と頭部外肱葉に発現する.この発現時期の違いから､ Mab2112-/-に眼形成

異常が生じると考えられる.形態的判断から, Mab2112+では眼胞は形成され

るが､その後眼杯の形成不全に続き､顕著な形態形成異常が観られる｡しかし

ながら､ TRP2陽性細胞が観られることから､ Mab2112-//eh網膜色素細胞の分化

は正常に起こると判断される.網膜色素細胞層にはMab2111が発現することか

ら､ Mab2112の欠損がMab21Llにより補償されると考えられる.また､予走眼

柄領域でPax2の発現が観られることから, Mab2112-/-8こおいて眼柄の形成は起

こりうると判断する.眼柄に形成異常を起こすpax2欠損ﾏｳｽ､およびvaxl

欠損ﾏｳｽにおいて､眼柄でPax6とRxが異所的に発現誘導されることが知ら

れている@ertuzzi etal., 1999; Favoretal., 1996; Hallonet etal., 1999).すなわち､

眼柄においてPax2とvaxl fま共にPax6とぬの発現を抑制すると考えられてい

る. Mab2112-/-のVaxlとpax2陽性領域において､ Pax6とぬの異所的な発現

は起こらず､このことからも眼柄の形成が支持される. -方､ c-maf Foxe3, Pitx3,

α4-cTyStallin等の水晶体形成関連遺伝子の発現はMab2112-/-では全く観られな

いことから､ Mab21Z2-/-では水晶体は形成されないと判断する.

以上の知見から, Mab2112は網膜色素細胞の分化､および眼柄形成には不可

欠では無いと結論する.水晶体の欠損､および網膜色素上皮と眼柄の形態異常

は眼杯形成木全の二次的影響により生じると考えられる｡

眼杯形成におけるMab2L12の役却

Mab2112+の眼杯形成不仝の要因は,以下の3段階のどこかで異常が生じ引

き起こされると考えられる｡第-に,眼胞が網膜源基としての性質獲得する､

第二に1網膜源基細胞が増殖する､第三に､網膜源基細胞が成熟し､眼杯の形

態形成が起こる.これらの各段階に重要な働きを担う因子としてRx,L,hx2,Pax6

が知られている(Grindley et al･, 1995; Mathers etal･, 1997; Porter etal･, 1997; Zhang

etal･, 2000)o Rxは眼胞形成以前の頭部神経板から発現し､眼胞形成後､眼胞に
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発現が限局することが知られている(Furukawa etal., 1997)oまた､ RLr-/_ﾏｳｽ

は眼溝形成が全く起こらず､ pax6, Six3, Otx2の発魂が予定眼胞領域で減少する

ため,網膜源基形成の最も初期に働く遺伝子であると考えられている(zbang et

al･, 2000)o Lhx2ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽは､眼胞形成は起こるが､その後の眼胞の

生長が停止することが知られている(Porter etal., 1997)oまた､ Lhx2+の眼胞に

おいて､ Pax6の発現は正常であることが示されている(Porteretal., 1997)o Pax6

変異体であるSey/Seyでは､眼胞は形成されるが､細胞増殖と分化両方に異常

が生じ眼杯の形成不全が起きることが知られている(Grindley etal., 1995)｡

本研究によりRx-/-, Lhx2-/-, SeyとMab2112-/-の表現型の類似性が示されたが､

Mab2112-/- 8こおけるぬ, Lhx2, Pax6の正常な発現､加えて,背側眼胞､腹側眼

胞にそれぞれ発現することが知られるBmp4およびpax2とvaxlの正常な発現

が確認された.このことから､ Mab2112-/-の眼胞が網膜源基としての性質を保

持することが支持される. -方,本研究二章でSey^SeyにおいてMab2112の発

現は変化しないことが示されている.このことは, Mab2112がpax6と異なる

遺伝学的経路に位置することを示唆する.鮎はMab2112より初期に発現が始

まり, h+の形成異常がMab2112 8こ比べ初期に生じることから､ Mab2112の遺

伝学申上流に位置すると予想される｡ Lhx2-/-とMab2112-/-は､知られている変

兵体で最も類似した表現型を示し､かつLhx2+はMab2112+と同棟にPax6の

発現が変化しないこが示されている.また, Lhx2はsey/seyで発現が変化しな

いことも示されており､ Mab-2112と同様pax6非依存的な遺伝学的経路で働く

ことが示唆されている(porter etal･, 1997).加えてLhx2+は中枢神経系で細胞増

殖異常が示されており,本研究で示したMab2112-/-の眼杯様組織におけるBrdU

の取り込み減少との類似性が伺える(Porteretal., 1997).これらの知見はLhx2と

Mab2112が限胞形成過程で共通の役割を持つことを示唆するが､直接的な関係､

および同-の遺伝学的経路に位置するかどうかは判断できない｡ Lhx2_=こお

けるMab2112の発現を調べることで､両遺伝子の関係が明確になるものと考え
られる｡

ChxlOは神経性網膜源基の細胞増殖制御に重要な役割を果たすこ.とが知られ

ている(Burmeister etal･, 1996)o ChxlO null変異体ではcyclinDlの発現減少と

cyclinDlの抑制因子であるp27nPl陽性細胞数が増加することが示され､その結

果､神経性網膜の細胞増殖が低下すると考えられている(Green et al., 26o3).

Mab2112+におけるchxlOの発現減少と､それに附随するBrdUの取り込み減
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少から、肋あ2ほ一周眼杯形成不全は神経性網膜源基細胞の増殖不全により引

き起こされると考えられる0また、本研究第二章で水晶体プラコードの細胞増

殖に肋あ2招が必要なことが示されたが、肋占2∫′∫の発現も肋あ2描－んで減少

しており、このことからも、加払血乙㍑㌃√における細胞増殖不全が支持される。

さらに、眼杯形成不全に続く眼杯様組織背側における助甲4の発現減少と、本

来β呼4により発現が誘導されるr餌の発現消失から、肋揖ほ－／一の眼杯は形

態異常のみならず、眼杯としての性質も欠損すると考えられる。従って、肋最J毘

は眼胞形成以降の眼杯形成過程において、神経性網膜源基細胞の増殖と成熟に

必要不可欠であると結論する。

眼杯形成過程において背側眼胞は、腹側眼胞領域のより盛んな生長によカ押

し出されるように背側に移動するこ・とが知られている（Kondo，2002）。肋あ2腸ん

において、背側眼胞（助陽性、P戚，肋∫0陰性の領域）が細胞増殖不全を伴

って発生を停止し、背側への移動が阻害されるのに対し、予定眼杯領域の腹側

（耽賊，肋∫0陽性領域）では正常に発生が進み、不完全な陥入が腹例のみ

で起こると考えられ、その結果このような形態の眼杯形成異常が生じると推察
される。

腹個体壁に創ナる肋損αの役朝

腹側体壁は表皮、およびsomatopleuralmesodermに由来する間充織と

mesoderm由来の細胞から構成される（BrentandTabin，2002；Sadler，2000）。肋骨、

骨格筋は共にparaXialmesodermから発生するsomite由来の細胞から発生する

ことが知られているが、SOmiteから派生するsclerotome，nTyOtOme，dermomyotome

の内、どの組織が肋骨源基、骨格筋源基を形成するのか、またどのように轟弛

運命が決められるのかは不明な点が多い（Huangetal・，2000；KatoandAoyama，

1998）of’αβ，勒椅雌叫′聯乃加e？ノックアウトマウスは肋骨形成異

常を示すことが知られるが、これらの遺伝子はいずれもmyotomeあるいは

demomyotomeに限局して発現する（Hendersonetal・，1999；Vivianetal．，2000）。ま

た、PDGFReはsclerotomeに限局して発現し、myOtOmeには発現しないが、そ

のノックアウトマウスはsclerotomeは正常だがmyotomeの形成異常を起こすこ

とが知られている（Sodano，1997）0さらに、組織片の移植実験の結果から、肋

骨の形成にはsclelotomeとdermomyotome両方が必要であることが示されてい
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る（Huangetal・，2000；KatoandAoyama，1998）0これらの知見から、SClerotomeと

myotomeが相互作用しつつ1ateralplatemesodermに侵入して腹側体壁が形成さ

れ、その後、肋骨、および腹側骨格筋が形成されると考えられる。しかしなが

ら、腹側体壁に移動する細胞の実体は未同定であり、移動後に細胞運命の決定

と増殖が起こるのか、あらかじめ運命決定された細胞が移動後に増殖し体壁の

肥厚が起こるのかは不明である。

Mdb2112はPax3jPDG柏陽性のmyotemoでは発現が認められず、より片縁側

の間充織と腹側体壁の間充織で発現する0これらの領域で肋あ2招の発現は

肋揖J毘に比べ顕著に少ない0そのため、肋あ2招－′一において、腹側体壁の形

成異常が起こると考えられる0筆者はMdb2112＋において、myOtOmeに発現す

る・ことが知られるク祓および用G釣＝ま正常に発現することを確認した（data

notshown）oしたがって、腹壁形成異常はmyoto血eの発生異常によるものでな

く、腹壁自体の肥厚が起こらないために生じると考えられる。

肋揖J毘＋腹側体壁におけるPDGFメねの発現減少は細胞増殖不全を示唆する

ものであり、体壁肥厚不全の一要因であると考えられるopDGFシグナルは培

養細胞を用いた解析から細胞増殖を克進する役割が知られ（Heldinetd．，1998；

Luo弧dMiller，1999）、タDGFメkノックアウトマウスは顔面、骨形成異常に加

え胎生敦死性を示すことから、生体内で重要な役割を持つと考えられている

（Momison－Grahametal・，1992；Sorian0，1997）0しかしながら、生体内における役

割は明らかにされてお．らず、最近報告されたコンディショナルノックアウトマ

ウスを用いた解析から、相即尺gは細胞増殖、生存、細胞移動ではなく、むし

ろ細胞の分化過程で重要な役割を持つことが示唆されている（Tallquis岬Dand

SodanoP，2003）0このことはJ肋占2∫払〃扱側体壁形成異常が、顕著な細胞増

殖不全、および細胞死の増加を示さないことと矛盾しない。一方、相即鮎は

キメラマウスの解析から、神経提細胞で細胞自律的に働くことが示されている

（Tal1quistMDandSorianoP，2003）oMdb2112は、そのアミノ酸配列の相同性か

ら肋揖JJJと同等の機能を持つと考えられ、肋あ2招と同様に細胞自律的な役

割を持つと予想される0このことから、肋あ2J別ま腹側体壁において相即鮎

の発現制御を介し、腹壁形成において細胞自律的な役割を持つことが推測され
る。

D－typeり′Clb2はDl，D2，D3の3種類が知られ、CDK4′6．を活性化することで

Gl期からS期への進行を促進し、細胞周期を制御すると考えられている（She汀，
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1995; Zhang, 1999)o p57Kip2はcDK阻害分子でありcDK/cyclinD複合体に結合

し､その括性を阻書し､細胞周期の進行を抑制すると考えられている(H叩erand

El16dge, 1996)o cyclinDlのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽは体重減少に加え､網膜に細胞

増殖不全が起こることが知られている(Fantletal･, 1995).また､■ p57fGp2のﾉｯｸ

ｱｳﾄﾏｳｽは腹側体壁形成異常､および勝帯ﾍﾙﾆｱを起こすことから

(Zhang etal･, 1997)､腹側体壁形成とD-type cyclinの関連が示唆される.しかし

ながら, qclinDl, cyclinD2共にMab2112-/-では腹側体壁のみならず,網膜にお

いても正常に発現していた.また､ p57氾p2と類似した機能を持つと考えられる

p27申p】(zhang etal･, 1998)の発現も変化していなかった(data not shown).このこ

とから､一Mab2112+の体壁形成異常はcyclin非依存的な要因により引き起こさ

れると考えられるo以下の理由により､本研究では調べなかったcyclin D3と

腹側体壁形成異常との関連性は少ないと考えられるo最近､ 3種類あるD-type

qclinの内､ 2種類を欠損させたﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの解析から､ D-type cyclin

は他のDﾀｲﾌﾟのcyclinが欠損した場合､本来は発現しない領域でも異所的に

発現が誘導され､機能的相禰性により表現型が回復すること明かとなった
l

(Ciemerych etal･, 2002)oこのことから､ Mab21121/一腹側体壁においてcyclin D3

が発現減少したとしても､ qcylin D2mlにより､ D3の欠損は補償されると考

えられるoしたがって､ Mab2112+の腹側体壁形成不仝はいずれにしろD-type

cyclin非依存的であると推察される.

Mab2112-/-と類似した腹側体壁形成不全を示す変異体として､ Hoxb2,および

Hoxb4ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽが挙げられる@arrow and Capecchi, 1996; Manleyet al.,

2001; Ramirez-Solis ･etal･, 1993).もっとも顕著な異常が観られるHoxb4POL[Iにお

いて､ AIx4/AIx3の発現減少が示され､その結果体壁の肥厚不仝が起きると考え

られている(Manley etal･, 2001)o AIx3仏Ix4/Cartlはaristalessﾌｱﾐﾘ-のﾎﾒ

ｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ-ﾄﾞする転写調節因子であり､腹側体塵､鯉弓､肢芽等の間充

織に広く発現することが知られている(Hudson et al･, 1998;tenBerge etal., 1998).

AIx4/Cartl二重欠損ﾏｳｽは胸骨の形成異常を示すため,腹側体壁形成との関

連が示唆される(Qu etal･, 1999)o本研究により､ Mab2112-/一腹側体壁に如､て､

AIx4/Akr3/Cartlの発現減少が示された.この結果は､ Hoxb4とMab2112が腹側

体壁形成過程で同-の遺伝学的経路で働く可能性を示唆するものである｡

Hoxb4POE[]はHoxb4を欠損しneo耐性遺伝子にRNA polymerseIIﾌﾟﾛ干一ﾀ-を

付加したal1eleである(Manley etal･, 2001)oこれに対し､ neo耐性遺伝子を除い
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たalleleであるHoxb4Eapは体壁形成異常は示さない.両al1eleの表現塑の違い

から､ Hoxb4POulに含まれるﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-が近傍の他のHoxb遺伝子の発現に影

響を与え､複合的なHoxb遺伝子の異常が生じると考えられている(Manleyetal.,

2001)oまた､ Hoxbl-Hoxb9を仝て欠損するal1eleである, HoxbAとHoxb4POu[,お

よびHoxb2-/-は類似した表現型を示すことから､腹側体壁の形成異常はHoxb4

単独のk.損ではなく､ Hoxb2moxb4両方,あるいはさらに複数の･ Hoxb遺伝子

の欠損に起因すると考えられている(Manley etal., 2001; Medina-Martinez et al.,

2000)o -方､筆者はMab2112-/一腹側体壁において､ Hoxb2h3h4の発矧ま変化

しないことを確認した(data not shown).したがって,腹側体壁形成過程で

Mab2112はHoxb遺伝子の遺伝学的下流に位置することが推察される｡ Mab2112

がHoxbにより発現誘導される標的遺伝子ならば､Mab2112の表現塑はHoxb4POu[/

HoxbAと同程度かそれよりも軽度になると考えられる.しかしながら､ Hoxb4POu]

ではE15･5以降から内臓ﾍﾙﾆｱによる胎生敦死個体が観られ_,致死の

Penetranceは3 6 %であり(Manleyetal., 2001)､この表現型はMab2112と比較し

て軽皮である.このことから､ Mab2112はHaxb以外の因子により発現制御さ

れること,あるいはHoxb非依存的な経路でも働くことが示唆される.Mab2112_/_

におけるBmp4の発現減少はMab2112とBmp4が同-の遺伝学的経路で働く

可能性を示唆する｡ Bmp4により発現が誘導されることが知られるMsx2もまた

Mab2112+腹側体壁で発現が減少し､このことからもMab2112とBmp4の関連

が支持される｡ BMPの抑制因子であるnogginでBMPｼｸﾞﾅﾙを異所的に阻

害すると､肋骨形成に異常が生じることが知られている(sudo et al., 2001)｡し

たがって､ Mab2112 8ま前述したpDGF Re, ALx3/ALr4/Cartlに加えBmpを介して

腹側体壁形成に必要不可欠な役害陀担っている考えられる｡しかしながら､異

なるｸﾗｽﾀ-に属するHox遺伝子産物が､共通の標的遺伝子を発那U御する

例が知られており､ Mab2112が腹側体壁で複数のHoxにより発現制御される

可能性が考えられる.すなわち､ Hoxb4POuTはHoxb以外のｸﾗｽﾀ-に属する

Hox遺伝子により禰償され, Mab2112の発現が残存するためMab2112_/_に比べ

軽度の表現型を示す可能性が考えられる. Hoxb4POluお,よびHoxb4 Hoxb2_/_にお

けるMab2112の発現を調べることで､ Hox遺伝子とMab2112の遺伝学的関係

が明確になると考えられる｡

Mab2112とMab2111の機能的類似性
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Mab2111-/-,およびMab2112-/-の形態形成異常は､いずれも両遺伝子が単独

で発現する領域で認められ､ A!ab2111とMab2112はｱﾐﾉ酸配列が9 4 %の相

同性を示すことから両分子は生体内で類似した機能を持つことが強く示唆され

るo Mab2111-/-とMab2112-/-の表現型の違いは機能の違いによるものではなく､

発現領域､時期の違いに起因すると推測される.機能的類似性はMab2111と

Mab2112のORFを置き換えたﾉｯｸｲﾝﾏｳｽの作出により検討できると考

えられ､両分子の機能が同等ならば表現型が回復すると予想される｡また,

Mab2111/Mab2112二重欠損ﾏｳｽの表現型がそれぞれの単独欠損ﾏｳｽに比べ

重皮であれぼ､間接的に両遺伝子の機能的類似性が証明されると考えられる｡

しかしながら､ Mab2111/Aiab2112二重欠損ﾏｳｽは両遺伝子が重複して発現す

る紙弓､肢芽､中枢神経系に形態異常が見い出されず, Mab2112単独欠損ﾏｳ

ｽと同様な表魂塾を示す. ALr3/Alr4/Cartl, Bmp4, Msxl/Msx2, PDGF Reは腹側体

壁で発現減少するが､紙弓､肢芽では正常に発現し､このことからも,これら

の組織に顕著な異常は見い出されず､ Mab2112-/-と二重欠損ﾏｳｽの差は検出

されない(data pot shown).紙弓､肢芽においてMab2111/Mab2112は発生段階の

後期で機能するとも考えられるが､ Mab2112+,および二重欠損ﾏｳｽは胎生

致死となるた吟､解析が困難である. Mab2112の腹側体壁での発現を規走する

調節領域を同走した後､その発現調節領域を用いて腹側体壁でのみMab2112を

発現するﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽを作製す■ることで､胎生敦死の間題は回避

されると推測され,鯉弓､肢芽におけるMab2111/Mab2112の役剖は解析可能で

あると考えられる｡

最近ﾋﾄに続きﾏｳｽでも全ｹﾞﾉﾑDNA配列が公開されたが､

Mab2111/Mab2112とDNA配列､およ'びｱﾐﾉ酸配列が相同性を示すものは見

い出されず, Mab2111/Mab?112二重欠損ﾏｳｽが未知のmab_21ﾌｱﾐﾘ-

(Mab2113?)により補償されるとは考えにくい｡したがってMab2111/Mab2112二

重欠損ﾏｳｽは脊椎動物におけるmab-21の笹害陀正確に反映するものである

と考えられるoしかしながら､機能的類似性を示す分子の存在は否走できず､

そのような分子によりMab2111/Mab2112二重欠損が補償されるため､

Mab2111/Mab2112二重欠損ﾏｳｽの表現型が軽度になる可能性も考えられる.

二重欠損ﾏｳｽで紙弓､肢芽の生長が正常に起こること､およびこれらの姐

織で細胞増殖､細胞死に異常が観られないことは､ Mab2111/Mab2112の役害岬

それ以外の細胞機能にあることを示唆するものである｡ Mab2111+とMab2112_
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/-で観られる水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞ､および眼杯の細胞増殖不仝はMab2111/Mab2112

q?欠損により直接起こるのか､未知の細胞機能障害の二次的影響として検出さ

れるのかは判断できないo筆者はﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの解析により､

Mab2111/Mab2112が発生過程で重要な役害陀担うことを明らかにし､加えて

MAB21LIMAB21L2が細胞自律的に作用することを示唆したが､細胞磯能に

対する役割は依然として不明であるo Mab2111/Mab2112の役割を解明するため

には､ MAB21LIJMAB21L2の分子機能の理解が必要不可欠である.
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A

Rr

Pax6

L,hx2

Chxl O

【Optic s(alk】

∈phrinBl

∈phrinB2

Eph B2

Eph B3

図3-1脊椎動物の網膜発生
(A) (上)初期網膜形成過程の模式図｡ E9,眼胞形成初期､ EIO,眼胞形
成後期､ Ell,眼杯形成乱眼胞の領域をa,b,cで示した.矢印で領域の
移動を示した. (下)関連遺伝子の発硯を直線で示した｡ﾉｯｸｱｳ
ﾄﾏｳｽ､変異体ﾏｳｽの解析から推測されるその遺伝子の機能時期
をⅩで示した｡ (B)神経性網膜と眼柄の形成と関連遺伝子(c)神経性網
膜の背腹軸形成と関連遺伝子. ov,眼胞;ppe,予走網膜色素上皮; ｡s,眼
柄; nr,神経性網膜; D,背側; Ⅴ,腹側
(Kondo, 2002を改変)
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A

WHd Type

▲ﾙ甘lo

3■ probe

l■■■

SacJ 15,5kl) L mul l

恥巾H1 4t8kh L WT l

如mH1 3 Bkb ( nut )

+[- +I+ +l+ +J- +l･

5'probe

-15.5kb
~10.5 kb

+J+十J･ +J十+J+十J+十J･

3J probe

_ 4.8 kb

~3.6 kb

図3-2 Mab2]12欠損ﾏｳｽの作製

(A)野生塑Mab2)12ｹﾞﾉﾑ,ﾀ-ｹﾞｯﾃｲﾝｸﾞﾍﾞｸﾀ-､遺伝子欠損型ｹﾞ
ﾉﾑの制限酵素地図｡ (B)ｻｻﾞﾝﾌﾞﾛｯﾄによるGenotyping｡ (左)
sacI処理後のｻﾝﾌﾟﾙを5'側ﾌﾟﾛ-ﾌﾞで検出したもの｡野生型は10,5kb,
欠損型は15.5kbのﾊﾞﾝﾄﾞとして検出されたo (右) BamHI処理後のｻﾝ
ﾌﾟﾙを3'側ﾌﾟﾛ-ﾌﾞで検出したものo野生型は4.8kb,欠損型は3.6kbのﾊﾞ
ﾝﾄﾞとして検出された｡ (C)Mab2I12のwho)e mountin situ hybridizationo
EIO.5 Mab2]12-/-肱ではｼｸﾞﾅﾙが検出されなかった｡
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ElO．5

E12

E13
■

図3＿3肋あ2J′2欠損マウスにおける眼形成異常と腹側体壁形成異常
（A，B）E10．5。（C，D）Ell．5。（E，F）E12．5。（A’，B’）ElO．5頭部。（A’’，B”）El

O．5腹部。（C，，D，）E11．5限。（C，－，D＝）Ell．5腹部。（A，C，E）Mab2112＋／。
（B，D，F）独占2JJ2「んElO．5肋み2JJ2＋′では網膜色素上皮が観られるのに対
し（A，，矢印）、此】あ2J毘ノでは認められなかった（B’）。この時期、腹側体壁
に顕著な異常は認められなかった（A”，B”）。Ell．5肋わ2Jg2－′は腹側休壁が
薄く心臓が透けて見えた（D，，）。E12．5肱】み2JJ2，′で内臓ヘルニアが認めら
れた（F，矢印）。H，心臓；L，肝臓；um，臍帯。
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EIO.5
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TUNEL

､､､-=一､一､

Mab2 1 I21/･

H ∴二･･:,-:･て1■

.;:;t±二三轡
- 1-

~､一■､N

r JM7
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p>ｻ

i.IL

凶3-4 Mab2112欠損ﾏｳｽにおける網膜形成異常
(A, C, E, G)Mab21L2+/- o (B, D, F, H)Mab2112-/1o (A-F)HE*&
像｡ (G, H) TUNEL法(DAB発色)｡ El l.5 Mab21/2-′で
TUNEL陽性細胞が増加していた｡ ov,眼胞; oc,限杯,1v, ;1,水

晶胤nr,神経性綱膜; pe,綱膜色素上皮; se,東部外旺葉
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Bmp4

L hx2

Otx2

Bmp 7

Pax6

図315眼胞形成過程におけるMab2112と網膜形成関連遺伝子の発硯
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Mab2 7 12+/_ Mab2 1 I2-/-
/- '.iP

Mab27Il

L I7X2

Bmp4

Pax2

C17XIO

図3-6 2 2体節期Mab21L2欠損ﾏｳｽにおける網膜形成関連遺伝子の発硯

86



A

C

E

G

l

i茎

CJI∬丁β

月火

加

BrdU

PAX6

＋／・

・　　1

；．こ急こ：1．・毒草エ三響喜・て
さこ土ここユニ二し．＿、∴　；■－1

≠ご－．－てJ∴－、き●、

＿■ぶ●．；－＿ぜ‾　　t

‾■デ

鞄

表

ヽ

「ト

て＝こ穣

こ＿L

D・き

’■

＋十十⊥

適感鐘・頗l
■田　口山田□□　⊥

■こ■■　T▼■

、・モー・▲ゝ1箪鞄

′－・’■・目。

j、聖一　戸二月

二さ

†′　∴：董二番二・亡’
；一三＿㌔㍉・・■「一

号∴∴∴シ・■孟・

∴貰・恵三ぎ盛L曳ヾ．

F　衛ヂ・・よ
、事＿⊥．

‾、一　口

・　　　　　■

■　　●

∴・〕

■、

l．’．ミ

編

J

′

賢
†★

㌔‾　ロー邑監

．ヮ「【□日印　－J

⊆≡三，コ■■■

追雛‾∴
l■■■■一、

＿◆□ロケ

藍深

￥．、・．こし

図3－7　肋あ2JJ2欠損マウスにおける網膜形成関連遺伝子の発現
（A－H）40体節期。（I，J）33体節期。（ATF）insituhybridization。（G，
H）BrdU免疫染色像。（I，J）PAX6免疫染色像。Rx陽性領域を点線で示
した。Mab2112－′でChxlOの発現減少（矢尻）、およびB，dUの取り
込み減少（矢印）が認められた。
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図3-8 Mab2112欠損ﾏｳｽにおける網膜形成関連遺伝子の発硯
(A-E) Ell.5｡ (F-Ⅰ)E12.5o仝てin situ hybridizationo Mab2]]2･/-におい
て､ Mab2111, TRP2Pax2陽性であった(c,G,1,失印)が､ ChxlOは
全く検出されなかった(E)｡ os,眼柄;pe,網膜色素上皮｡
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+/-, +/-

22 so

35 so

図3-9 Mab2111/Mab2112二重欠損ﾏｳｽの表現型
Mab21Ll/Mab2112二重欠損ﾏｳｽはMab2112単独の欠損ﾏｳｽ
と同等の表現型を示した｡ 2 2体節期では顕著な形慰異常は
認められなかった｡
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E12

図3-1 0 Mab2112欠損ﾏｳｽにおける腹側体壁形成異常
(A, B)EIO.5 coronal切片のHE染色像｡ (c-F)E12 horizontal切片の
HE染色像o (A, C, E)Mab2]12十/-｡ (B, D, F)Mab21121/-｡ EIO15
Mab2112-/_の腹側体壁は細胞が粗であった(B,矢印) ｡ E12Mab2
112-/-の胸部腹側体壁では間充織に異常な腔(D,矢尻)と､血管
の異常形成が認められた(D,失印) ｡ E12Mab21L2+の腹部腹側
体壁は顕著な薄化が認められた(F,失尻) ｡ H,心臓;L,肝臓
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図3＿11腹側体壁における肋あ2川と肋あ2Jg2転写産物の発現
（A，B）E9．0（22体節期）coronal切片。（C，D）E9・5coronal切片0（E，F），
胸部horizontal切片。（G，H）腹部horizontal切片。（A，C，E，G）Mab21
J2。（B）月叩4。（D，F，H）肋わ2Jり。H，心臓；L，肝臓GT生殖結節，；
。V麿静脈；mg，中腸；hg，後腸；br，鯉弓；bw，体壁；SC，脊髄；arn，羊膜；
ua，臍動脈
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EIO.5

+/+ , +/+

PDGF

AIx4

Bmp4

Msx2

図3- 1 2EIO.5Mab2111/Mab2112二垂欠損ﾏｳｽにおける腹側体壁形
成関連遺伝子の発現
Mab2111/Mab2112二垂欠損ﾏｳｽ(-/-,-/-)腹側体壁において､ cyclin Dlの
発硯に顕著な差は観られなかった(B)｡ PDGFRe, AIx4, Bmp4, Msx2は減
少していた(D,F,H,J矢印)｡ br,紙弓;H,心臓;ta,動脈幹
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表3－1肋あ2ノ毘＋′ズ肋あ2ノ毘＋′の仔遺伝子型と致死率
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第四章

〝∽あー2J遺伝子の分子機能に関する研究
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4－1　序

肋あ2J〃肋あ2J毘は本研究のノックアウトマウスの解析から、脊椎動物の発

生過程で重要な役割を担うことが明かとなった。しかしながら、肋頭一2Jファミ

リーは既存の遺伝子と全く相同性が見い出されず、その分子機能に関する知見

はほとんど得られていない。機能未知遺伝子の分子機能を明らかにするために

は、その分子と結合する分子を同定し、両分子の相互作用が示す生理的意義を

検討することが有効な手段となる。筆者はYeasttwo－hybrid法により、MAB21Ll

がβ－tubulinと結合することを見い出したが、MAB21Llとβ－tubulinあるいは【岬－

tubulinにより構成される細胞内微小管に対するMAB21Llの影響は未解明であ

る（Yamada，1999）。また、室山により、培養細胞を用いた強制発現系において、

MAB2！Llは核と細胞割こ局在することが示されたが、内在性MAB21Llの細

胞内局在は未同定である（Muroyama，1999）。室山はMAB21LlのN末端領域が

M21Llの核局在性に必要であることを示したが、核移項シグナル（M）は見

い出されていない。また、核内における肌21Llの分子機能を示唆する知見

は全く得られていない。

Sam68（Src－aSS∝iatedinmitosis）は細胞分裂期においてSrcにリン酸化される基

質として同定された（Tayloretal．，1995；TaylorandShalloway，1994；Wangetal．，

1995）。Sam6SはSrc hmi1ytyrosinkinsaseに加え、Cdc2，P120GAP，Grb2，

phospholipaseC，insuiinreceptor，PI3kinase等SH2，SH3ドメイン（Srchomology

domain）をもう多くの分子、－あるいはhnRNPK，RNAhelicaseAとも結合するこ

とが知られ、シグナル伝達分子のアダプタータンパク質として細胞増殖、細胞

分化に関与することが示唆されている（Jabadoetal．，1998；Reddyetal．，2000a；

Resnicketal・，1997；Richardetal・，1995；SanChez－MargaletandN勾ib，1999；SanChez－

MargaletandN年iib，2001；Trubetal・，1997；Yangetal・，2002）。Sam68．はSTAR（Signal

transdactionandactivationofRNA）ファミリーに属するRNA結合タンパク質であ

り、GSG（GRP33，Sam68，GLD－1）ドメインを持つことが知られている（Linetal．，

1997）o GSGドメインをもつ分子はKHドメイン（hnRNPKhomoIQgydomaih）を

介し、RNAと結合することが知られている（Chenetal．，2001；Itohetal．，2002；Lin

etal・，1997；Wangetal．，1995）。GSGドメインは線虫の癌抑制遺伝子、GLD－1，ヒ

トfragileXmentalretardation遺伝子産物、FMRl，マウスquaking遺伝子産物、
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qkl等、多種多様なタンパク質に見い出されており、GSGドメインが翻訳制

御因子として、．あるいは選択的スプライシング関連因子として発生過程で重要

な役割を持つことが示唆されている（VernetandArtzt，1997）。Sam68は培養細胞

を用いた実験から、細胞増殖を促進すること（Badatetd．，1997）、腫瘍形成と関

連すること（Liuetal・・2000）、スプライシング関連因子と核内の未知の構造（Sam甲

nuclearbod阜es，【SNBs】）で共局在すること（Chenetal．，1999）が知られるが、その生

体内におけろ役割は全く明らかにされていない。一方、Sam68はレトロウイル

スmV－1の遺伝子発現、およびウイルス増殖を促進することから、ⅢⅤ＿1Rev

タンパク質と類似した機能を持つことが示唆されている（De叩etalり2000；

Reddyetal・，1999；Reddyetal．，2000b；Sorosetal．，2001）。したがって、Sam68は

RNAを核外輸送することで、遺伝子発現を促進する機能を持つと考えられてい

る（Hopeetal．，1990；Lietal．，2002a）。

本章では、仙攣21Ll結合タンパク質の同定、解析を試みMAB21Llの分子

機能を明らかにすることを目的とした。特に、M21Ll結合タンパク質とし

て同定した、Sam68とM21Llの相互作用による生理的意義の検討を中心に

M21Llの分子機能について考察する。
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4-2結果

GST･MAB21Ll融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の精製

GSTとMAB21Llの融合ﾀﾝﾊﾟｸ質(以下GST- MAB21Ll)の発現､精製を

ｶｲｺ由来培養細胞であるSf9を用いて試みた.昆虫細胞で発現させたﾀﾝﾊﾟｸ

質は真核生物特有の翻訳後修飾が行われるため,脊椎動物細胞で発現させたﾀﾝ

ﾊﾟｸ質と同等の性質を持つことが知られている(King etal, 1992). GSTと

MAB21Ll全長( 1 - 3 5 9ｱﾐﾉ酸残基)､の融合遺伝子を作製し, BAC_TO_BAC

Baculov血s Expression Systensの定法に従い､融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を発現させた｡ GST,

GST-MAB21Ll共に細胞全抽出液中でCBB染色により__発現力馳れ尭v 8昏管

はsDS-PAGE上で約2 9kDa, GST-MAB21Llは約6 0kDaの分子量であった.

走法にしたがい, Glutathione Sepharo;e 4B (GS4B)を用い精製を試みた｡その結果,

GST, GST-MAB21Ll共に1 5 0mm寧養皿一枚から､約o.8 mgのﾀﾝﾊﾟｸ質を

得た.(図4-1A)｡抗GST抗体によるWestem blotにより､精製されたﾀﾝﾊﾟ

ｸ質が､ GST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質であることを確認した(data not shown ).これに

対し､N末端(1T172番日のｱﾐﾉ酸残基)､c末端(173-359番目

のｱﾐﾉ酸残基)のGST- MAB21Ll敵合ﾀﾝﾊﾟｸ質は､発現は認められたがほ

ぼ全てが不溶性画分にとどまり､精製が困難であった｡よって､以下の実験には

GST､およびGST-MAB21Ll全長(以下GST-MAB)を用いたo

MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の珠索

GST pull-down法により､ MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の探索を試みたoﾏｳｽ

E12･5胎仔1 0 0匹より､ﾀﾝﾊﾟｸ質量約500mgの細胞質抽出液(s-100)を得

たoあらかじめ2nmolのGST(約50pg),とGST-MAB (約100LLg)をそれぞれGS4B

( bed vol, 150 p･1)に結合させたｶﾗﾑに等量のS-100液を供し､界面括性剤を含

む緩衝液で洗浄した後､ o.3M NaCl, 0.5M NaCl, 20mM Glutathioneの順で溶出画分

を得た｡この､溶出画分をsDS-PAGEで分離した後､銀染色によりﾀﾝﾊﾟｸ質

を検出した｡ o.3M NaCl溶出画分､ Glutathione溶出画分､それぞれにGST_MAB

特異的かヾﾝﾄﾞを検出した(図4-1B).
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MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の同定

銀染色で検出されたﾊﾞﾝﾄﾞに含まれるﾀﾝﾊﾟｸ質を同定する.ために,ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ

ｼ-ｸｴﾝｽを試みた｡まず､ o.3MNaCl溶出画分､ Glutathione溶出画分をTCA

沈殿法により濃縮した｡このｻﾝﾌﾟﾙをsDS-PAGEで分離した後､ pvDF膜に

ﾌﾟﾛﾂﾄしcBB染色を行った. GST-MAB特異的なﾊﾞﾝﾄﾞをpvDF膜から切り

出した後､ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞｼ-ｸｴﾝｽに供した｡得られたﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの配列を用い､ﾃﾞ

-ﾀﾍﾞ-ｽ検索@LAST search)を行った.検索に際し,ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞｼ-ｸｴﾝｽの

原理(ｴﾄﾞﾏﾝ分解法)を考慮して､ N未端に相同性配列が見出されるもの､お

よび切り出したﾊﾞﾝﾄﾞと分子量が合致するものをMAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の侯

補として選別した｡その絶果､ Transpo血, p62 ras-GAP associated

protein/Sam68(Src-associated inmitosis, 68 kDa), 60Sribosomal protein L5 (L5)を同走

した(図4-1C).

上記のMAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質侯補と､ MAB21L■1 ●との結合様式を検討する

ために､ GST-MAB21Llをﾌﾟﾛ-ﾌﾞとしてfhr westerh法を行ったoﾌﾟﾛ-ﾌﾞに用

いたGST-PKAsite-MAB21Ll (GP-MAB)およびｺﾝﾄﾛ-ﾙに用いたGST-

PKAsite (GP)はBaculovirus発現系を用いて精製し､ 32pでﾗﾍﾟﾙした. GST pull-

downで得られたo.3M NaCl溶出画分をpvDF膜にﾌﾞﾛﾂﾄし, GP,またはGP-

MABと結合させた. pvDF膜を洗浄した後,ｵ-ﾄﾗｼﾞｵｸﾞﾗﾑによりｼｸﾞﾅ

ﾙを検出した.その結果､ GP-MABに結合する,約90kDa,62kDaのﾊﾞﾝﾄﾞを検

出した(図4-2C).一方GPに結合するﾊﾞﾝﾄﾞは検出されなかった(図4-2

B)oまた､同様の0･3MNaCl溶申画分に対し､抗Transportin抗体､および抗sam68

抗体を用いてWsetem blotを行った｡その結果､ GST-MAB溶出画分特異的に

Transportinとsam68のﾊﾞﾝﾄﾞを検出した(図4-2D, E).以上の結果から､

MAB21LlとTransportin､およびsam68が試験管内の実験系において結合するこ

と､加えて如westem法の結果から,これらはMAB21Llと直接結合しうること

が判明した｡

MAB21Llとsam68は細胞内で結合している

･細胞内における､ MAB21Llとsam68の結合を検討するため､免疫沈降法を試

みたo pcRで得たsam68のcDNAをもちい､ N末端にHA-tagを付加したsam68
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発現ﾍﾞｸﾀ-を構築した. -方MAB21LlにはN末端にFLAG-tagを付加した.

Sam68とMAB21Llをcos7細胞にﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝし､ 4 8時間後に細胞

を回収した.細胞仝抽出液に対して抗HA抗体を用いて免疫沈降を行った. '得ら

れた免疫沈降産物から､ westemblotによりsam68を検出した(図4-3A)｡ま

た,抗托AG抗体(M2)を用いた免疫沈降でもMAB21Llとsam68の結合が確認

された(図4-3B)｡

細胞内におけるMAB21Llとsam68の局在を調べるために細胞免疫染色を行

った｡ MAB21Ll-GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質をﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝしたcos7細胞を

抗sam68抗体で染色した｡その結果, sam68は核に局在が認められ､ MAB21Ll

は核と細胞質両方に局在が認められた(図4 - 4 )｡FLAG-MAB21LlとHA_Sam68

でも同棟の結果を得た(datanot shown)｡以上の結果から､ MAB21Llとsam68は

細胞内で結合していること､加えて核内で共局在することが確認された｡

Transpo血とL5はcos7, Hela, 293等の培養細胞で強制発現を試みたが､いず

れも発現量が少なく､免疫沈降法､および免疫細胞染色でMAB21Llとの結合,

あるいは細胞内局在を検討するには至らなかった｡

MAB21Llとsam6Sの結合箇所

MAB21Llとsam68の分子内における結合箇所を明らかにするために, GST

pull-downを行った｡ GST-Sam68はBaculovinlS発現系を用いて作製し､精製し

たo GST-Sam68に対し, invitro transcription/translation (TNT)で35sﾗﾍﾞﾙした

MAB21Llを混合し､ GSTpull-downを行った｡得られたｻﾝﾌﾟﾙをsDS_PAGE

で分離した後,ｵ-ﾄﾗｼﾞｵｸﾞﾗﾑで検出した｡その結果､ MAB21LlのN末端

側とsam68が結合することが判明した(図4- 5A)｡また､ GST_MAB21Llに

対し､ TNTで調整したsam68を用いてGSTpulﾄdownを行ったところ､ Sam68

はKHﾄﾞﾒｲﾝ付近の領域でM甲A21Llと結合することが判明した(図4-5B)｡

同様に､ L5を用いてGSTpull-downを行った｡その結果､ L5は9 8_1 6 4

番目のｱﾐﾉ酸残基を介してMAB21Llと結合することが判明した(図4-5C).

加えて､ Transportinを用いてGSTpull-d占wnを行ったところ､ Transportin全長と

GST-MABの結合が確認された｡しかし, N末端,あるいはc末端を欠いた

TransportinとGST-MABの結合は検出されず､ TransportinとMAB21Llの結合箇

所の同走には至らなかった(datanotshwon).また､ GST-L5とGST-Transportinは
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Baculovims発現系､および大腸菌を用いたﾀﾝﾊﾟｸ質発現系,いずれにおいて

も精製やぎ困難であったため､ MAB21LlのL5, Transportinに対する結合箇所の同

走には至らなかった｡

Sam68はKHﾄﾞﾒｲﾝを介しpoly(U)RNAに結合することが知られている(Wang

etal･, 1995)｡そこで､ Sam68とpoly(U)RNAの結合括性に対するMAB21L.1の影

響を検討した｡培養細胞にSam68とMAB21Llを発現させた細胞抽出液､ある

いは精製したsam68にMAB21Llを添加した場合の試験管内におけるsam68の

poly(U)RNA結合量を比較した｡しかし､いずれの実験系でもsam68のpoly(U)RNA

結合括性に変化は検出されなかった(data not shown)｡

Sam68の括性に対するMAB21Llの影響

Sam68は最近の報告から､ HIV-1の構成ﾀﾝﾊﾟｸ質の-種であるRevと類似し

た括性を持つことが示された(Reddyetal., 1999; Reddyetal., 2000b). RevはRev-

CATassayにおいて､ Transactivation括性を示すこと､すなわち､ Revはﾚﾎﾟ-ﾀ

-遺伝子に含まれるRev結合領域(Rev response element 【RRE])に結合し､ｽﾌﾟﾗ

ｲｼﾝｸﾞを抑制すると共に､ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を選択的に核外に輸送し､ﾚﾎﾟ-

ﾀ-遺伝子の発現量を増加させることが知られている(Hope et al., 1990; Pollard

and Malim, 1998)o Sam68はRev-CAT assayにおいて単独で括性を示し､かつ､ Rev

と協調的に働いて括性を上昇することが知られている(Reddyetal., 1999).

そこで､ MAB21LlのSam68に対する影響を検討するために, Rev-CATassay

を行った. 293細胞にﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子(pcMV128,図4-6A)と共に､ Rev,

Sam68,･MAB21Llの発現ﾍﾞｸﾀ-を単独､あるいは混合してﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮ

ﾝし､ 4 8時間後に細胞を回収した.ﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ効率はβ-galactisidase

の括性を指標として算出し､各ｻﾝﾌﾟﾙのﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ効率を均-化し

た状態でCATenzymeassayを行った｡ cÅT活性は､薄層ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-に

展開した3-acetyll二deoxyCmをｵ-ﾄﾗｼﾞｵｸﾞﾗﾑにより検出し､ BAS_2500を

用いて走量化した(図4-6B)｡

その結果､ MAB21Llは量依存的にTransactivation括性を上昇させ､ｺﾝﾄﾛ

｢ﾙに比べ約1･7倍(student-t.･p<0.015)の活性を示した(図4 - 7A)｡しかし､

Sam68にMAB21Llを加えると弱冠の活性上昇が観られたが､統計的に有意な差

は見出されなかった｡また､ Revに対しても､ MAB21Llは影響を示さなかった
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(datanotshown)o -方､ Revとsam68の共存在下において､ MAB21Llは協調

的に作用し, Transactivation括性をさらに増強した(図4 - 7B)｡ Revに対して

は約2.6倍(p<o.o5)､ Revとsam68に対しては約1.4倍の括性を示した｡以上の

結果からMAB21Llは単独でTransactivation括性を示し､ Rev存在下において

sam68と協調的に働くことが判明した｡

生体内におけるSam68, TW,L5とMab2111発現領域の比軟

Sam68, TRN,L5はいずれも､ Northem法やWestern blotの結果からubiquitous

に発現することが示唆されている(Nakielny etal., 1997;Womiaketal., 1998).しか

しながら,発生過程における発現様式は明らかにされていない｡そこで, insitu

hybridization,および免疫組織染色により､ sam68,TTN,L5の発現を調べた.こ

れまでの報告から予想された通り､ sam68,LTRN,L5はいずれも全身に発現して

おり組織特異性は見い出されなかった｡しかしながら､いずれも網膜で強い発現

が認められ, Mab2111/Mab2112の発現と重複することが判明した(図4 - 8). ･

-方､脊髄においてSam68,T7N,L5.はventricularzoneを中心に,細胞増殖が盛

んな領域に強い発現が認められた(図4 - 9).これに対し､ Mab2111/Mab2112

の発現は細胞分袈を終了した神経細胞で占められると考えられるmantlelayerに

発現が認められた. vemicularzone-に特異的に発現することが知られるS.x2の

発現領域(Kamachi etal., 1998)と､ Mab2111/Mab2112の発現領域は相補的であった.

内在性MAB21ﾀﾝﾊﾞｸ質の細胞内局在

内在性MAB21一ﾀﾝﾊﾟｸ質を検出するために､ MAB21Llに対するｳｻｷﾞﾎﾟﾘ

ｸﾛ-ﾅﾙ抗体を作製した. MAB21LIMAB21L2は全長を通じｱﾐﾉ酸配列が

類似しており､ 9 4%の相同性を示すことから､ MAB21Llを認識する抗体は

MAB21L2も認識すると考えられる. MAB21LlとMAB21L2を識別するために､

Mab2111-/- (-/-,+/+), Mab2112-/-(+/+, -/-)およびsa+ (-/-, -/-)を用いて免疫組織染色を

行った(図4-1 0A-D)｡その結果､野生型において､水晶体と眼杯に強い染

色が認められ､ Mab2111+では予走水晶体領域の染色が消失し､ sa-/_ではｼｸﾞﾅ

ﾙが完全に消失した｡このことから､この抗体が確かにMAB21Ll/MAB21L2を

共に認識すると判断した. Mab2112-/一眼胞におけるｼｸﾞﾅﾙはMAB21Llに由来
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すると推察される｡水晶体､眼杯いずれにおいても核が強く染色されたことから､

MAB21Ll/MAB21L2は核に局在することが判明した(図4 - 1 0A)｡胎仔抽出

液を用いたWestemblotの結果からも､ MAB21Ll/MAB21L2が細胞質に比べ核に

多く存在することが示された.また､ sDS-PAGE上ｾMAB21Llは約41kDa,

MAB21L2は約42kDaであることが判明した(図4T I OE)｡
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4－3　考察

MAB21Ll結合タンパク質とその分子機能

本研究により、MAB21LlとSam68の結合が示され、かつMAB21LlはSam68

と協調的に作用する事が明らかとな，つた。Sam68はKHドメインを含むRNA

結合タンパク質であり、NLS，NESを持つことが知られ、核と細胞質を行き来

するシャトルタンパク質として血RNAの核外輸送を促進すると考えられている

（Ishidateetal．，1997；McBrideetal．，1998）。Rev－CATassayにおいて、Sam68は直

接Mに結合しRNAを細胞質に輸送し、結果としてレポーター遺伝子の発現

を上昇させることが示唆されている（Reddyetal．，1999）。MAB21LlとSam68は

培養細胞の核内で共局在することから、核内で複合体を形成しRNAの核外輪

送に協調的に作用すると推察される。MAB21Llは単独でも、Rev－CATassayで

活性上昇を示すが、本研究で用いた293培養細胞は内在性Sam鵬が発現してお

り、M21Llがレポーター遺伝子と直接相互作用するかは判断できない。筆

者はMju21LlがSam68のKHドメイン付近に結合することを示したが、Sam68

のRNA結合活性に彩響は見出されず、MAB21LlがSam68とRNAの複合体を

安寿化するとは考えにくい。一方、本研究において、M21Llはシヤいレタ

ンバク質として知られるTranSPOrtin（TRPと結合することが示唆された。TRN

はlmRNPと結合し、mRNAの輸送を行うことが知られている（Siomietal．，1997）。

このこと■から、MAB21Ll／Sam68用∬A複合体がTTNにより核から細胞質に効

率的に輸送される可能性が考えられる。内在性Sam68をアンチセンスRNAに

より発現抑制すると、Revタンパク質の核外輸送が阻害されることが示されて

おり（Lietal．，2002a）、このことからもSam68がRNA輸送に作用することが支

持される。一方、HⅣGag－Polレポ一夕ーを用いた実験では、レポーター遺伝

子のタンパク質量増加とレポ一夕ー遺伝子の細胞質におけるRNA量に相関が

観られないことから、Sam68はRNAの輸送ではなく、翻訳効率を上昇させる

役割をもつことが示唆されている（Coyleetal．，2003）。本研究により、MAB21Ll

はribosomalproteinL5（L5）とも結合することが示されており、このことから、

Sam68几棚21Ll几5の三量体が形成される可能性が示唆される。したがって、

MAB21LlとSam68はL5と共にribosomeに直接作用し、翻訳効率を上昇させ

る可能性が考えられる。しかしながら、Sam68の生体内における本来の標的RNA
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はほとんど知られておらず、生体内における役割は未解明である。最近の報告

で新たに、Sam68が白血球においてCD44の選択的スプライシングを制御する

ことが証明された（Matteretalこ，2002）。また、Sam68は転写のコアクティベータ

ーであるCBPと結合し転写抑制活性を示すことが報告された（Hongetal．，2002）。－

さらに、Sam68と同じくKHドメインをもつFMRlはショウジョウバエにおい

て、ribosomalproteinL5几11と共にRNAi（RNAinterference）に関連する複合体に

含まれ、翻訳抑制に関連することが示された（Ishizukaetal．，2002）。KHドメイ

ンを含む分子はRNAの輸送、安定性、翻訳制御、スプライシング制御等、多

‘岐に渡る機能との関連が示唆されるが、その分子機能と生体内での役割はほ七

んど明らかにされていない。その最大の障害は標的RNAの有効な同走法が確

立されておらず、生体内における本来の役割を検討することが困難なためであ

る。Sam68も例外ではなく、本研究で使用したRev－CATassayが生体内におけ

るSaふ68の役割を反映しうるとは断定できない。したがってM21LlとSam68

の相互作用の生理的意義を検討するためにはSam68の生体内における標的RNA

の同定、および分子機能の解明が不可欠であると考えられる。本研究で

MAB21Llとの結合が見い出されたT7N，L5もSam68同様、その分子機能、お

よび生体内における役割は未解明でありPakielnyetal．，1997；Wozniaketal．，

1998）M21Llとの相互作用の意義を検討することは困難である。MAB21Ll

の分子機能はSam68，L5，mの分子機能に関する知見を広げること、あるいは

新たなMB21Ll結合タンパク質を単離、同定することにより解明されると考

えられる。

本研究では、免疫組織染色により内在性M21Ll爪IAB21L2が核に局在す

ることを明らかにした。これに対し、M21Ll／MAB21L2は培養細胞を用いた

強制発現系では核と細胞質両方に局在するが、細胞質への局在が強制発現によ

るアーティファクトであるのか、本来の局在である一のかは判断できない。しか

し妄がら、組織内において核に局在することは明らかであり、このことから

MAB21Ll几4AB21L2が核内で機能するタンパク質であることが示唆される。ま

た、ノックアウトマウスの解析から水晶体、網膜、腹側体壁において、

MAB21LlノMAB21L2が機能することは明らかであり、これらの組織において

MAB21Ll／MAB21L2が核に局在することからもMAB21Ll几棚21L2が核内で

機能することが支持される。MAB21Ll朋AB21L2は既知分子と全く相同性を

示さず、既存のドメインを含まない機能未知分子であるが、細胞内局在を明ら
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かにしたことで、分子機能解明の糸口を得たと考える。

生体内におけるM21LlとSam侶の発現領域

本研究により、生体内においてSam68と肋あ2〃Jは増殖中の細胞が多量に存

在する水晶体上皮、網膜で共発現することが示された。培養細胞において、Sam68

を強制発現するとGl′S期の進行が克進すること四a血etd．，1997）、および

Sa叩68を欠損した血球系培養細胞はG2朋期遅延を起こし細胞増殖が遅くなる

ことが知られている匹ietれ2002b）0本研究二幸の結果から、肋揖JJJの細胞

増殖に対する役割が示されており、MAB21LlとS狐68が協調的に細胞周期を

制御する可能性が考えられる0しかしながら、脊髄において肋揖JJJは細胞増

殖が盛んなventricularZOneには発現せず、Sam68とはsubventricularZOneでのみ

共発現する0このことから、M亜21LlとSam68は細胞増殖のみならず、細胞

の分化過程で何らかの役割をもつことが示唆される。脊髄において肋揖JJJと

Mbb21L2は共にmantlelayerに発現するが、この領域では細胞分裂を終えた神経

細胞が盛んに分化、移動することが知られている（仙血弧dBay町1995）。分

化過程の神経細胞に対する肋揖用地あ2Jねの役割の解明は今後の課題である。
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図4-1 MAB21Ll結合ﾀﾝﾊﾟｸ質の同走

(A)GST(laneﾄ3),およびGST-MAB21Ll(lane4-6)の精凱w, whole cel1 1ysate'･ f･ flow

through; e, elutiono (B)ﾏｳｽ胎仔抽出液を用いたGSTpu11 downo (1anel, 2) O13 M NaC憾
出画分｡ (1ane3,4)Glutathioneelution buffer溶出画分｡ (1anel･ 3) GSTｶﾗﾑ洛出画分o

(lane2,4) GST-MAB21Llｶﾗﾑ溶出画分｡各溶出画分をsDS-PAGEで分離した後､銀染
色によりﾊﾞﾝﾄﾞを検出した｡ (C)BLAST検索により選別したMAB21L備合ﾀﾝﾊﾟｸ質｡

Query,ﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞｼ-ｸｴﾝｽにより得られたｱﾐﾉ酸配列o Subject,ﾃﾞｰﾀﾍﾞ-ｽから
選別された相剛生を持つ分子のｱﾐﾉ酸配列o N末端からのｱﾐﾉ酸残基番号をｱﾐﾉ
酸配列の下に示した(Transportinのみ､ cDNAｸﾛ-ﾝ5'末端からの塩基対番号) ｡
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図4L2　MAB21LlとSam68，Transportinの結合

GST溶出画分、GSTTMAB21Ll溶出画分を用いてfarwestern法仲，

C）抗Sam－68抗体によるWesternblotの），抗Transportin抗体による
Westernblot（E）を行った。farwestern法により62kDa，90kDaのバン

ドを検出した（C）。このバンドはそれぞれSam鵬，Tr肌甲血nに相
当することがWesternblotの結果から支持された（D，E）。＊は非特異
的結合によるバンドである（C）。
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図4＿3免疫沈降法によるM21LlとSam鵬の結合の検出
cos7細胞にM21Ll，Sam68をトランスフェクションし、4

8時■間後に回収し、免疫沈降を行った。（A）MAB21Llを免疫
沈降しSam68をWestemblotで検出した。CB＄am鯛を免疫沈降
しMAB21LlをWesternblotで検出した。HC，IgGH鎖
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図4-4 MAB21Llとsam68の細胞内局在
cos7細胞にMAI∋21LﾄGFPを強制発硯し､ 4 8時間後に

固走し､内在性sam68を免疫染色により検出した｡

(#) sam68: antiSam68 Ab
(#%) MAB21Ll-GFP

(青) DNA
(白)共局在
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CMV

pCMV1 28

(Hopeet al., 1990, PNAS)

● ●■′
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Sam - + t ･ + + + + + + +

rev ･+- --++++

RevICAT assay

図4-6 Rev-CATassay
A, pCMV128ﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の模式図. cMV, CMVpromoter; CAT,
chloramphenicol acetyltransferase; RRE, Rev response element; SA, splice acceptor site;

SD, splice donor site; 3'LTR, 3r long temlinal repeat

B, 1-deoxycMoramphenicol (Cm)を用いたcATenzyme assayのｵ-ﾄﾗｼﾞｵｸﾞﾗﾑ.
293細胞にpCMV128 (50ng), rev (10ng), Sam68 (50ng), Mab2111 (50, 125, 250 ng)をﾄﾗ
ﾝｽﾌｪｸｼｮﾝし､ 4 8時間後に回収した細胞抽出液を用いてCATenzyme
assayを行った. cAT活性は薄層ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-に展開した3-acetyl 】-deoxy
cmにより､走量化した.
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図4－7Rev－CATassayにおける、MAb21LlのSam68に対する影響
293細胞にMab21Ll，Sam68，Revをトランスフェクションし、48時

間後に回収し、CAT活性を測定した。トランスフェクキヨン効率
はβ－galactosidaseの活性を指標に標準化した。トランスフェクショ

ンしたDNA量をグラフの下に示した。（A）Revタンパク質非存在下
のCAT活性。（B）Revタンパク質存在下のCAT活性。Studentのt検定
により有意水準を算出した。＊P＜0．015，＊＊P＜0．05
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E13

LMab21I7

図4 1 8 E13眼におけるSam68, Transportin, Ribosomalprotein L5の発現

(A-E) in situ hybridization｡ (F)Sam68の免疫染色｡ sam68, Transportin
(TRN), Ribosomalprotein L5(L5)転写産物は網膜に強く発現していたo
sam68ﾀﾝﾊﾟｸ質は全ての細胞の核で検出された｡

114



E13 Spinal Cord ( lumber level)

F惑蓋感憩

;題1:廟

図4 - 9 E13脊髄におけるSam68, TransporLin, Ribosomal protein L5の発現

全てin situ hybridization｡
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図4－10　内在性MAB21Ll／MAB21L2タンパク質の検出
（A－D）ElO・5胎仔切片の抗MAB21抗体を用いた免疫組織染色。（aTd）insitu
hyb11dizationo（a，C）Mab211］（b，d）Mab2112。（A）野生型（＋／＋，＋／＋）。（B）
肋み2沼単独欠損マウス（－／－，＋／＋）。（C）肋あ2JJ2単独欠損マウス（＋／＋，ノー）（D）
二重欠損マウス（ノー，－／－）。（－／－，＋／＋）では予定水晶体領域での染色が消失し
佃，矢尻）（－／－，－／－）では全てのシグナルが消失した（D）。野生型では網
膜、水晶体で核に強い染色が認められた（A）。（＋／＋，－／－）眼胞にMAB21Llが
検出された（C）。（E）E12Mab211］＋JL，Mab2）l］－JL抽出液を用いたWestern
blot。各レーン上部にそれぞれの遺伝子型を示した。Whole，細胞仝抽出画
分。Nuc，核抽出画分。Cyt，細胞質画分。＊非特異的バンド。
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稔括

本研究は、転写調節因子とその標的遺伝子に着眼して行われた．第一章では、

肋揖JgJとガ血涙の遺伝学的相互作用を明らかにし、このことから肋あ2JJJは

肋骨形成過程において抽により発現制御されることが推察される。また、．

包皮腺形成過程たおける肋あ2川と■ガぬ胡jの遺伝学的関連性を示唆した。第二

章では水晶体形成過程において肋み2JgJはタ以古により発現制御されることを明

らかにした。第三章では腹側体壁形成過程において肋あ2J毘が月血みクラスタ

ーにより発現制御される可能性を示唆した。

椚αあー2Jファミリ‘－は線虫からヒトまで高度に保存されており、今までの研究

から、発生過程において線虫、ゼブラフィッシュ、カエル、マウスで重要な役割

を持つこ・とが示唆されていた（Chowetal．，1995；Kawaharaetal．，2002；mdohand

Dawid，2001；WongandChow，2002）。線虫の生殖感覚器であるray形成過程にお

いて、椚αあー2Jは線虫の肋遺伝子であるgg才一5とP以∂の0血0logである〝∽あーJβ

の機能的修飾因子として働くと考えられている（ChowandEmmons，1994；Chowet

止，1995）0さらに〝∽あー2Jはray形成過程で催βシグナルの遺伝学的下流で働

くことが示唆されている（Modtaetal．，1999）。本研究により、肋あ2招が水晶体形

成過程で且朋感の遺伝学的下流で働くことが明らかにされた。このことは、線虫

に串ける　了静即Mり＆hαあー2J遺伝学的経路とマウスにお労る

β鱒P棚揖〃J遺伝学的経路（第二章参照）の類似性を示唆するものであり、

両生物種において形態形成機構が保存されている可能性が考えられる。しかしな

がら、線虫のr叩とマウスの水晶体の組織形成に関する共通要素は知られておら

ず、従ってこの類似した遺伝学的経路の機能的役割は解釈が困難である。一方、

肋出払んは包皮腺形成異常を示し、ガ血塊ほの突然変異体甲戯の表現型との類

似性が見い出された（Johnsonetal．，1998）。このことから、包皮腺形成過程におけ

る肋あ2招とガ血沈臼の遺伝学的関連性が示唆される。eg才一∫と月血〃jは共にシ

ョウジョウバエ肋遺伝子であるα加わ∽わαg－βの0血0logであると考えられ（血

Rosaetal・，1999）、このことはeg才一肋αみ－2J遺伝学的経路と、ガ由沼j／肋あ2J〃遺

伝学的経路がrayと包皮腺で保存されている可能性を示唆する。さらに、ガ血d

遺伝子産物が肋み2招の発現制御領域に結合すること、および肋骨形成過程に
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おいてMab2111とHoxc4が遺伝学的に相互作用することが示された｡これらの

事実はmab-21/Mab2111が線虫とﾏｳｽで共通のHox標的遺伝子である可能性を

支持するものである.また､ Mab2111はHoxc4とHoxd13との関連が示されたこ

とから､複数のHox遺伝子により発現制御される可能性が考えられる｡ｼｮｳ

ｼﾞｮｳﾊﾞｴにおいて数種類の肋遺伝子が共通の標的遺伝子を発現制御するこ

とが知られている.例えばTGF-βのorthologであるdecapenLaplegicは

Ultrabithwax(Ubx)とabd-Aに発現制御されることが知られ､ﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをｺ

-ﾄﾞするDistal-lessはubx, abd-AとDefo'medに発現制御されることが知られて

いる(Capovnlaetal･, 1,994; 0-Haraetal･, 1993;Vachon etal･, 1992).さらに､数々の

ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの解析から､肋遺伝子は補償性を示し､互いに類似した機

能を持つことが知られている仲rinford etal･, 2000; Warot etal･, 1997; Wellik etal.,

2002).このことからも､痩数のHoxが共通の標的遺伝子を発現制御することが

推測される｡したがって､晴乳類の水晶体,肋骨,包皮腺の形成過程に創ﾅる

Mab2111moxQax6遺伝学的経路と､線虫のray形成過程におけるmab-21^egl-

5/mab-18遺伝学的経路との共通性が伺える.

脊椎動物の限と昆虫の複眼は仝く異なる形態形成過程を経て発生することから､

独立した進化的起源から生じ,類似した機能を獲得した相似器官であると認識さ

れていた.しかしながら両器官でPax6が重要な役剖を持つこと､およびpax6

と相互作用する分子群の類似性がｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ( twin of eyless/ eyless/ sine

oculis/ eys absenL/ dachshuh`わとﾏｳｽ(Pax6/ Six3,6/ Eyal-3/ Dachl)で発見されたこ

とにより､今日では眼と複限は相似器官ではなく､相同器官であると考えられて

いる(Gehringand比eo, 1999; Pichaud and Desplan, 2002).本研究から示唆された､

遺伝学的経路の存在は､ -見異なる器官であるﾏｳｽの眼､骨格､生殖静､と線

虫rayの相同性を示唆するものであり､これらの器官がなんらかの組織的､ある

いは機能的類似性をもつとも考えられる｡ﾏｳｽの包皮腺と線虫rayは共に生殖

に関連する器官であり､ mab-21ﾌｱﾐﾘ-を中心とする形態形成機構を解明す

ることにより､相同器官であることが証明されるかもしれない｡逆に､遺伝学的

経路が変化することにより､同-の起源から形態的には異なる器官が生じるとも

考えられ､ mab-21に関連する遺伝学的経路を異種生物間､あるいは異なる器官

同士で比較することにより､形態的多様性の獲得機構が明らかにされると期待さ

れる｡

現在までの様々な解析から､分子機能が種を超えて保存され､ o血olog･として
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発生過程で類似した役害陀担うことは多くの遺伝子で見い出されている。しかし

ながら、転写調節因子と、その標的遺伝子の関係が、種を超えてどのように保存

されるのか、またどのように変化するのかという問題は、形態形成を理解する上

で最も興味深い問題であるにも関わらず、ほとんど解析がなされていない。形態

の変化は分子機能の変化よりも、むしろ遺伝子発現制御の変化による影響が大き

いと考えられており（PalopoliandPatel，1998）、転写調節制御機構の変化が形態の

多様性、さらには生物種の多様性を生じると考えられる。

転写調節因子の標的遺伝子は単離、同定が困難であり、それに従い、転写調節

因子による遺伝子発現制御機構に関する知見は限られている。このような現状の

中で、本研究により支持された、線虫、マウス異種生物間で保存された共通の助ズ

標的遺伝子である椚αみ－2∫ファミリーの存在は、転写調節因子と標的遺伝子の関

係が異種動物間でどのように変化するか理解する上で、良い指標となると考えら

れる0〝‡αあー2J遺伝子の異種生物間における発現制御機構、生体内における役割、

および分子機能の解明を通じ、動物のみならず、生物全般の形態形成を分子的に

理解する上で、非常に重要な知見が得られると考えられる。

様々な生物においてゲノムプロジェクトが終了し、個々？分子機能が蓄積され

つつある現在において、分子間相互作用に関する情報をいかにして体系的に理解

するかが今後の分子生物学の最重要課題である0タンパク質一夕ンパタ質問相互

作用が1iveimaging技術の発展に伴い、生体内で生理的意義を検出可能に成りつ

つある事に比べ、タンパク質一核酸間の相互作用の検出法は今だ試験管内に留ま

っている0肋最招は従来の方法による煩雑な過程を経て単離、同定された肋

標的遺伝子であるが、本研究により助ズとの遺伝学的相互作用が示されたこと

から、生体内における真の肋標的遺伝子であることが支持された。この事実

は、友常の実験法の有効性を示唆するものであり、この方法を改良し血A

mi∽狛叩等の技術と組み合わせることで、一つの転写調節因子の標的遺伝子を

網羅的に単離、同定することが可能になると考えられる。そこで得られる結果を

基に、一つの転写調節因子が幾つの標的遺伝子を、何時、何処で、どのように発

現調節するのか、あるいは一つの遺伝子の発現を幾つの転写調節因子が、どのよ

うな作用磯序で発現調節するのか、という問題が解消されると予想され、今後の

進展が渇望される0転写調節因子による遺伝子発現制御機構の全貌を明らかにす

ることで、形態形成のみならず、生命現象の理解が質的に発展すると期待される。
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材料と方法

基本的な実験手法はSambrook（Sambrooketal．，1989）らの方法に従って行った。

組織切片の作製

摘出したマウス胎仔を4％パラホルムアルデヒド【4％Paraformddehyde（Chyoda

JunyakuInc・），0・lMphosphatebu脆rpH7．4］中に4度で一晩静置し、固定した。50％，

60乳70％，80乳90乳95％，100％エタノールに各30分ずつ浸して脱水した。さ

らにM地ylBmzo鹿に組織片が沈むまで浸し、キシレンに1時間ずつ3回、キ

シレン：パラフィン＝1：1に370Cで1時間、パラフィン（Wakomp50－52℃）

に5－4℃で30分ずつ2回浸した後、包捜した0ミクロトムで叫mに薄切し、

MASコートしたスライドグラス（MATSUNAMI）に伸展した。400Cで一晩乾燥

した後室温で保存した。

insi血hybridization

操作手順は基本的にNietらの方法にしたがったPietoetal．，1996））。特筆すべき

事項を以下に示す。

ゼⅣbolemountISH＞

ProteinaseK処理‥E8～E9，5min，E10～Ell，15min，E12～E13，30min，37℃hybridization：

73．50C，Wash，73．50C

＜Section，ISH＞

ProteinaseK処理：5m山　室温

hybridization：65OC，5ⅩSSC

Wash，65OC，2ⅩS岳cまたは0．2ⅩSSC

プローブの鋳型は基本的に、PCRで増幅した断片をpBSKに挿入して作製した。

プローブはDIGRNAld）elingMix（Roche）を用いてラベルした。

肋d，枇β叩4β叩ス∫此2，C－椚威CゐズJ玖0α2，∫奴j，月セ∫J，βm勃　仇4－
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CTySぬ勒7Ql－CTySkdlれ肋6＠1ixtetal・，2000；Furukawaetal．，1997；Furutaetal．，

1997；KamaChietal・，1998；Kawauchietal・，1999；Liuetal・，1994；Matsuoetal．，1995；

αiveretal・，1995；Sasaietal・，1992；Turneretal・，1994；VanL胱netal．，1987；Walther

andGruss，1991；WistowandPiatigorsky，1988；Xuetal．，1993）二

免疫組織化学染色

組織切片をキシレンに10分間、3回、100％、90％、70％エタノール

に各5分間浸し、脱パラフィンした。10mMクエン酸緩衝液（pH6．0）中で5

分臥血cmw訓e処理した後、0．02MPBSで洗い、3％過酸化水素に10分間浸

し脱色した00・02MPBSで3分間2回洗った後、0．5％スキムミルク（D血0）

0．02MPBSで希釈した1次抗体をのせ、40Cで一晩静置した。0．02MPBSで

3分間、3回洗い、100倍希釈した2次抗体（HRP標識一抗ウサギIgG，MBL，

458）をのせ、37℃で1時間静置した。0．02MPBSで3分間3回洗った後、

発色溶液【0・01％過酸化水素、0・01％diaminobenzidinetetrahydrochlorideOAB）

（Wako），0．05MThs－Cl，PH7．5］中、3ウoc度で5～15分間発色した。0．02M

PBSで反応を停止した後、キシレンに透徹しENTEはAN（MERK）で封入した。

1次抗体の希釈倍率を以下に示す。MAB－21抗体（1：100）、抗PAX6抗体

（1：1000）（Inoueetal・，2000）、抗Sam68抗体（1‥100）（Santam2u，SC－1238，SC－333）、抗

CyC血D2抗体（1：1000）（Sa鵬拡mZu，SC－593）。

細胞増殖、細胞死の検出

妊娠雌マウスに3mgのBromo－deoxy－uridine（BrdU）を腹腔注射し、1時間後に胎

仔を摘出し、4％PFAで固定した。パラフィン切片を作製し、免疫組織染色と同

様に切片の前処理をし、BrdULabelingandD鹿CdonKitⅡ（創kalinephosphatase，

Roche）を用い、抗BrdU抗体により染色した。細胞死の検出はInSit。CenD。ath

btectionKit（HRP，Roche）に従って、TdT－mediateddUTPmickendlabeling（TUNEL）
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法により検出した｡

ｷﾒﾗﾏｳｽの作出

Mab2111+は不妊性を示したため､ Toyodaらの方法(Toyodaetal, 1972a; Toyoda

etal, 1972b)に従って試験管内受精によりMh2111-/一胎仔を得た.成体Mh2111-

/一雌に5 i.u.のpregnantmare serumgonadotropin(PMSG)を注射し､ 48時間後に5

i･u･のhumanchorionic gonadotropin (hCG)を注射た. hCG注射の16時間後に未

受精卵を摘出し, TYH培地で培養した.成体Mdb2111-/一雄から精子を摘出し､

TYH培地で希釈した(Toyoda etal, 1972a).未受精卵と.精子を混合し,試験管内受

精した後､ 2 4時間m-wM培地で培養した(witten, 1971).

8細胞期のMd'2111-/一胎仔と野生塑胎仔posA26/+)を混合しｷﾒﾗﾏｳｽ胎仔

を作製した(Koizumietal., 2001).ｷﾒﾗﾏｳｽはE12二5に相当する時期に摘出

し､ 【1% formaldehyde, 0.2%glutaraldehyde,and O.02% NP-40 in PBS ]で固走した.

固走した胎仔を【1 mg/tnlX-Gal, 5 InM K,Fe(CN)6, 5 mM K.Fe(CN)6, 2 mM MgC12,

andO･02% NP-40] 37oCで2日間発色させ､ β-gala占tosidase括性を染色した.

Westerm blotting

ﾏｳｽ胎仔を適当な大きさに分断し､ douncehomogenizerで破砕した後､ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質量をBradford法により定量した｡2X SDS sample buffer [100rnM Tris-CI pH6.8,

200mM dithiohreitol, 4% SDS, 0･2% bromophenol blue, 20% glycerol]を加え､ 9 5

oCで5分間加熟し､ｻﾝﾌﾟﾙとした｡ﾏｳｽ組織ｻﾝﾌﾟﾙは1ﾚ-ﾝに仝ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質量約50pgをｱﾌﾟﾗｲした.ｻﾝﾌﾟﾙはsDS-PAGEで分離した後､ pvDF

膜に転写した｡Transfer bufferの組成は[25mM Tris, 200mM Glycine, 0.1% SDS, 20%

Methano1】であるoﾒﾝﾌﾞﾚﾝを2 %ｽｷﾑﾐﾙｸを含むTB!-T[25mM Tris-Cl

pH7･5, 137mMNaCl, 5mMKCl, 0.1% Tween】で､室温にて1時間振蕩した｡ 2 %

ｽｷﾑﾐﾙｸTBS-Tで希釈した1次抗体溶液中で､ﾒﾝﾌﾞﾗﾝを室温で1時間
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振蕩し､ Ⅷs-Tで洗浄した後に､ 2次抗体溶液中で室温､ 1時間振蕩した｡ﾒ

ﾝﾌﾞﾗﾝ考TBS-Tで1 5凱3回洗浄した後､ ECL(Amersham)でｼｸﾞﾅﾙを検

出したo抗MAB-21抗体(1:3000)､ HRP標識一抗ｳｻｷﾞIgG( ZYMED 62-1820)

(1‥5000) , HRP標識一抗ﾏｳｽIgG(MBL330) (1:3000)｡

抗体作製､楕製

大腸菌で発現させたHis-MAB21Ll全長をsI)S-PAGEで分離し､ｹﾞﾙ溶出し,抗

原としてｳｻｷﾞに免疫した.血清はGST-AiAB21Ll仝長をcNBrに結合したｶ

ﾗﾑを用い､ｱﾌｲﾆﾃｲ-ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-で精製したo 1.5gのCNBr-

acdvabd Sepharose 4B(Pharmacia Biotech)に対して10mgの精製ﾀﾝﾊﾟｸ質を

Couplingbuffer[ 0･1MNaHCO3; 0･5MNaCl, pH8･3]中で､室温､ 2時間振蕩し､

ｶｯﾌﾟﾘﾝｸﾞしたoﾋﾞ-ｽﾞをo･2M GlycinpH8･0でﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞした後､ wash

buffer I 【 0･1M Sodium Acetate pH4, 0･5M NaCl] , Wash buffer Ⅱ 【 o･1M NaHCO3,

o･5M NaCl, pH8･3]で交互に各4回洗浄したoﾋﾞ-ｽﾞをwash buffer III [20mM

Tris-Cl, pH7･5, 0･5MNaCl]で平衡化した後､ 5mLのﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体を加え

4oCで一晩振蕩したoﾋﾞ-ｽﾞをwashbufferⅢで洗浄した後, o.15MNaClで平

衡化したoﾋﾞ-ｽﾞの2倍量の0･2MGlycinpH2･8で溶出し,溶出液は1/20体積

の1MTds-Cl,pH8･0と穏やかに混合したo溶出液はpBSに透析した後BSAl%

を加え凍結保存した｡

Baculovirus発現ﾀﾝﾊﾟｸ質の作製

発現ﾍﾞｸﾀ-はpFASTBACl (Gibco)に, GST-M細21Lln･2を含む断片を挿入し

て作製したoBamidの作製はBac-to-Bac Baculovirus expression systems (Gibco)に

したがって行ったoｳｲﾙｽの作製はBacP砿Baculovirus expression system

(clontech #K1601-1)にしたがって行った.旋回培養で錐持したsf-9細胞を

Grace's (++)培地【Grace's insect ce皿culture pedium (Gibco#1 1300-043), 2% Yeastolate

soludon (Gibco#18190-041), 2% Lactoalbumin Hydrolysate Solution (Gibco#18080-
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036), 4･2mM NaHCO3, 10% FBS, 50 units/hd･ Penicilh, 50FL g/hL Streptomycin,

adjustpH to 6･O withNaOH]を､ﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝに先立って5XIO5

cdls/35mm dish,でﾌﾟﾚ-ﾃｲﾝｸﾞし､ 2 7oC, 1時間培養した. Grace,s (--)

培地【Grace'sinsect ∝山culture medium (Gibco#1 1300-043), 2% Yeastolate Solution

(Gibco#18190-041), 2% Lactoalbumin Hydrolysate Solution (Gibco#18080-036),

4･2mMNaHCO3, 10%FBS]で1回洗浄した後､ 1mLのDNA溶液を加え2 7oC､

5時間培養したo DNA溶液はsolu血nA 【5〃 gBac血d DNA, 100〃L Grace,s (一-)】

とsolution B [6FL L CEIMECTTN Reagent (Gibco), 100FL L Grace,s (--)]を混合し､

室温で3 0分静置した後､ o.8mLのGrace,s(--)を加えて作製した.ﾌﾟﾚ-ﾄか

らDNA溶液を除き､ 2mLのGrace's(+巾を加え､ 2 7度で4 8時間から7 2時

間培養した｡この培養上清を用いて新たに培養したs印細胞を感染させ､ｳｲ

ﾙｽを含む培養上清を回収し4oCまたは- 8 0oCで保存した｡感染した細胞を

ｻﾝﾌﾟﾙとしてSDS-PAGEを行った後､ cBB染色二westemblo血gにより過剰

発現させたGSTMAB-211Ll瓜2ﾀﾝﾊﾟｸ質を検出した.回収した細胞を可溶化緩

衝液【50 mM Tris-HCl (pH8･0), 150mM NaCl, 1mM EUrA, 10% glycerol, 1% NP-40]

中で4oC, 3 0分清置した後､ 100,000Ⅹgで2 0分遠心し細胞抽出液を得た｡GST

融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の精製はGST Gene Fusion System(Pharmacia)に従った.

GST pull-down assay

1pgの精製したGST･及びGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質と､ TNT Qpick Coupled

Transcriptionqranslation System(Promega)で35sﾗﾍﾞﾙしたﾀﾝﾊﾟｸ質をそれぞれ

混合し､ 100pLのBinding buffer [20mM TrisICI pH7･5, 100mM NaCl, 5血M EUrA,

0･1% Triton-XIOO沖で室温､ 2時間振蕩した.この混合溶液に､ bedvolume lOpL

のGlutathione Sepharose 4Bを加え室温で1 0分間振蕩した. 800 rpm, 1分の

遠心分離で回収したﾍﾟﾚｯﾄをBindingbufferで5回洗浄したoﾍﾟﾚｯほ20pL

の2Ⅹsamplebufferに可溶化し､ 12%ｹﾞﾙでSDS-PAGEを行った｡ｹﾞﾙをcBB

染色した後乾燥し､ BAS2500を用いてﾀﾝﾊﾟｸ質を検出したﾑ
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Rev CAT assay
1

1 2穴ﾌﾟﾚ-ﾄで培養した293細胞に仝mA量o.75pgをﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮ

ﾝし､ 4 8時間培養した後に回収した｡ o.25MTris-HCl(pb7･.5)に細胞を懸濁し､

液体窒素を用い凍結融解により細胞を破砕した.共導入したLacZによ.りβ-

galactosudase括性を測走し､ﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ効率を定量化した｡ β-

galactosudase括性をｻﾝﾌﾟﾙ間で均-化し､ cAT酵素反応を行った. cAT酵素

括性の検出,定量はCAT EnzymeAssay System (Promega)に従って行った.

Gemotyplng
●

成体の尻尾､または胎仔のYork SacをLysis buffer 【50mM Tris-CI pH8.0, 100niM

NaCl, 20mMEDrA, 1% SDS, 150pg/hL Proteinase K (SIGMA)]中で溶解し､ﾌｪ

ﾉ-ﾙｸﾛﾛﾎﾙﾑ処理､ｴﾀﾉ-ﾙ沈殿により､ｹﾞﾉﾑDNAを回収したo

Mab2111, Mab2112ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽはES細胞の選別, Flはsouthemblotによ

り遺伝子型を確認し､系統の維持､その後の解析はpcRにより遺伝子型を確認

した.以下にPCRに用いたprimerを示す.

m l F: 5しCAGTGCCAAGCAAGCTCATC-3 -,

m l R: 5しGCAGATAGGGCTGTATGCTG-3-

neoR: 5 --GCATCTGCGTGTTCGAATTC_3 -.

血2F : 5 '-GACCAC CAAAGACTAAGAAC - 3 - ,

m2R: 5 --CGTAGGAGAGCTTGACTTGC-3 -

PCRの条件は: 35 cycles at 94oC for lminute, 55oC for lminute,and 72oC for l

minute.

Hoxc4ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽ田irano etal.,1996)はsouthern blotにより,遺伝子型

を確認した｡ s甲変異体の遺伝子型はGrindleyらの方法に従った(Grindley etal.,

1995)｡
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