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題　目
網膜で発現するレセプター型転写因子サブファミリーの

同定と機能解析

要旨　抗夜盲症因子として同定されたビタミンAは、生体内で酸化されてレチ
ナール、レチノイン酸（RA）を生じる。レチナールは光受容体の構成成
分としてシグナル伝達に関与している。一方RAは細胞核内の受容体タン
パク質に結合して遺伝子の転写調節を行うシグナル伝達分子として作用
する。個体発生において過剰のレチノイン酸（RA）が網膜に奇形を誘導
したり、レチノイン酸レセプター（風脚）遺伝子を欠失したマウスで
眼の形成が不全となるなど、ビタミンAとその代謝物（レチノイドと絵称
される）は眼の器官形成とその機能維持に重要な働きを担っている。その
機構を理解するためには、1）レチノイドの代謝、2）レセプターの発現
制御、3）RAによる転写調節、等の観点にたった研究が必要である。
本研究は、・．眼の器官形成、機能維持におけるレチノイドの働きに注目
し、M、mを含むレセプター型転写因子群の働きを分子レベルで解
析することによって、脊椎動物の器官・形態形成をになう遺伝プログラ
ムの動態について理解を深めることを目的とした。
まずいノMβプロモーターを単離し、1）このプロモーターの構
造・機能が進化の過程で非常に強く保存されていること、2）このプロ
モーターは神経網膜細胞でRA自身によるポジティプフィードバック制御
を受けていること、3）RAによる転写務導の過程で、脳と神経網膜での
み特異的に発現しているレセプター型転写因子のmタンパク質が関与
していること、を明らかにした。

当研究グノ｝－プでの結果から、トリ、ツメガエル胚でmタンパク質
を強制発現させることによって神経網膜の形態異常を誘導できることが
示された。そこで、リガンド未同定のmにさらに注目し、ヒトm
cDNAの単離、構造解析を通してmタンパク質が進化的に良く保存され
ていることを示した。ヒト成人各組織での発現パターンをノザンプロッ
トで解析した結果、TLXの発現は脳でのみ見られ（神経網膜に関しては
解析していない）、特に扇桃体・尾状核などの大脳辺縁系組織で強く発
現していることが判明した。これらの結果は、以遠伝子を欠失したマ
ウスで、主に大脳辺縁系に異常が見られるという報告と一敦する。ただ
しこのマウスでは、眼には特に異常は観察されないことから、TLXの機
能を代償できるサブタイプ遺伝子の存在が示唆された。
ショウジョウバエでmに類似したcDNAが存在することがわかり、こ
の配列をもとにヒトESTデータベースを検索したところmに類似してい
るが明確に異なるcDNA断片（後にPNRと命名）を見いだした。RT一犯法を
用いてヒト細胞株20株をスクリーニングした結果、rLXの発現は7株で認



められたが、PN又は網膜芽腫細胞株Y乃でのみ発現を認めた。そこでY79細胞
よりPNRのcDNAを単離した。Pmは、DNA結合ドメイン（DBD）の構造がこれ
までに知られているレセプター型転写因子とは異なる新しいタイプのもので
あり、線虫ゲノムデータベース中においても相同なタンパク質をコードする
領域が見出された。まず成体での組織分布を解析した結果月NRの発現は網膜
に特異的であることが判明した。このように発現が極めて特異的であること
から、乃Ⅶが遺伝病に関与している可能性について検討するため、ヒトPNR
遺伝子を含むPlゲノムクローンを得て解析を進め、PN貿遺伝子のコード領域
は8つのエクソンからなること、ヒト染色体上で遺伝性網膜疾患の原因遺伝子
がマップされている15q24に位置すること、を明らかにした（京都府立医大・
谷脇博士との共同研究による）。

次に月順の発現特異性が種聞で保存されているかどうかを解析するため
トリ8日日胚神経網膜よりPⅣR相同遺伝子の単離を試み、鳥類に相同遺伝子
が存在すること、胚においても月NRが発現していること、を示した。ヒト
トリPNRタンパク質の構造を比較するとDBDの相同性は高いものの、リガン
ド結合ドメイン匹BD）はかなり異なっている。トリ8日日胚、14日日胚各組織
での月ⅣRの発現を検討した結果、いずれの場合も神経網膜のみで発現が認め
られ、網膜色素上皮、水晶体、脳その他の組織では発現が見られなかった。
トリ14日日胚で神経網膜は視神経細胞層、双極細胞層、祝細胞層に大別でき
る層構造を形成するが、血血ハイプリグイゼーション法を用いて、神経網膜
での発現分布を解析した結果、祝細胞層でのみ発現が認められた。発生過程
を追ってPⅣRとTL方の発現時期を比較したところ、皿ま4日日には既に強い
発現が見られるのに対し、罰Ⅶは5日日以降、徐々に発現が見られるように
なることから、PⅣRが網膜でmの機能を代償している可能性は低いと考え
た0なお、マウス月ⅣRcDNAを得て解析した結果、晴乳類でも同様に発現は
視細胞層に限局七ていることが明らかとなった。
次にPNRの機能を解析するうえで、その標的配列特異性を明らかにするこ
とを試み、mはホモニ量体を形成して標的塩基配列に結合すること、その
配列はmの標的配列と類似したものであること、を明らかにした。
以上の結果から、・■mはmに類似した新規のレセプター塑転写因子で
その遺伝子は線虫からヒトまで保存されており、その発現は鳥類、噛乳類に
おいて祝細胞に極めて特異的であり、また、視細胞が分化する時期にその発
現が上昇すること、標的塩基配列にホモニ量体を形成して結合することがわ
かった。

網膜祝細胞でのみ発現する新たな転写因子PNRが脂溶性リガンドに応答し
得るレセプター様の構造を持つことは、網膜／視細胞の発現及び機能維持に
関わる新たなシグナル伝達系の存在を示唆するものである。現時点ではPNR
のリガンドは不明であるが、色素網膜からはビタミンAを始めとするレチノイ
ドが視細胞へ供給されること、視細胞の分化には色素網膜からのシグナルが
必須であることが知られており、押Rのリガンド、機能を考察する上で興味
疎い0本研究から得られた結果は、眼の器官形成、機能維持に重要な新規レ
セプターサブファミリーの存在を示し、レチノイドとの関わりを考察する上
で新たな視点を提供するものである。
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1．序論

1．1　ビタミンAとレチノイン酸作用の多様性

脂溶性ビタミンとして、ビタミンAと名づけられた因子が発見されたのは20世紀初頭

のことである。森正道によって1896年に発表された論文がどタミンAの存在を示すおそ

らく最初の論文であり、後に、脂肪中に存在する未知の不可欠栄養素としてどタミンA

の名がDmmondによって提唱されたのは1920年のことである。動物体内でのどタミン

Aの作用に関する知見は、ビタミンA及びその前駆体となりうるカロチノイドを含まな

い飼料を与えた動物に起こる症状の観察を基礎にして得られた。その第一の症状は成長

の停止であり、続いて体重の減少である。視物質の形成不能を原因とする夜盲症の他、

癌の発生を高めることも指摘されている。さらに、雄のラットでは精子の形成が停止し、

雌では胎盤に病変が起こり胎児の吸収が起こる。1970年代にはマウスに腫瘍を移植する

モデル実験から腫瘍免疫にも関係することが示された。

ビタミンAの化学的実体を代表する分子はレチノールである。視覚作用に関してはア

ルデヒド型のレチナールが重要であるが、他の作用についてはカルポン酸誘導体である

レチノイン酸（RA）が活性型ビタミンAとして機能する（図1．1）。RAがどタミンA欠乏動

物の成長を回復させるということは1946年に至ってA陀nSとⅤ弧D叩によって報告され、

RAの重要性が初めて認識された。1978年、低濃度のRAを投与することで胚性癌細胞F9

の分化が誘導されること（Stricklandetal．，1978）が報告された。さらに1980年にはヒト前

骨髄球性白血病細胞Hし60がRA添加によって成熟顆粒球へ分化（Breitmanetal．，1980）する

ことが報告され、RAの白血病治療薬としての可能性が開かれた。実際RAが前骨髄球性

白血病に村して著効を示すことが明らかとなり（Huangetal．，1988）、医薬品化学の領域に

おいても最も期待される化合物のひとつとなった。

RAの動物形態形成に対する作用として、1987年nauerらはトリ肢芽を用いた実験系で、

RAをモルフォゲンとして報告した（Tha11eretal．，1987）。モルフォゲンとは極性化活性帯

（ZPA：ZOneOfpolarizingactivity）から放出され、拡散によって形成される濃度勾配が位置情

報を提供するような分子として存在が想定された（Wolpe正1969）ものである。さらに、

イモリではRAによって切断肢の再生の際に奇形が生じること（Maden，1980）や、他の脊椎

動物でもRAを投与すると胚発生の時期に依存して、頭部、眼田y摘出al．，1996）、脊椎、

肢芽（Tickleetal・，1982）などに強い催奇性を示すことが発見された（Sheneftlt，1972；

Rutledgeetal．，1994）。1991年になってRAはモルフォゲンそのものではないことを示唆す

る結果（Waneketal．，1991；Nqjietal．，1991）が報告されたが、これらの発見は、RAが広く

細胞の増殖・分化を制御するシグナル分子として機能しうる重要な化合物であることを

物語っている。こういった結果から、ビタミンAの作用経路と遺伝子発現調節の関係に

は大きな関心が寄せられたが、その研究の端緒となったのはステロイドホルモンの研究

であった。

－3－
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1・2　レセプター型転写因子を介したホルモン・ビタミン作用機構の相同性

細胞間シグナル伝達に重要な役割を果たすホルモン、増殖因子、神経伝達物質の多く

は、膜に結合した受容体タンパク質のリガンドとして機能し、リン酸化酵素のカスケー

ドやセカンドメッセンジャーを介して細胞内部へと順次シグナルを転送する。しかし、

1950年代から60年代にかけて、放射性標識されたエストロゲンを用いた実験から、ステ

ロイドのレセプターが標的器官細胞の膜ではなく、可溶性画分に存在することが明らか

にされ、1966年には細胞質でホルモンに結合したレセプターが高次構造変化を起こし、

核へ移行してmRNAの合成を促進するという説がJensenによって提唱された（図1．2）

（Jensenetal・，1966）○この説は、ステロイドレセプターがリガンド結合に依存した転写調

節因子として機能するという概念を捉えたものとして重要である。1985年から1986年に

かけてR．EvansとP．Chambonらのグループによって糖質コルチコイドレセプター

（Hollenbergetal・，1985）、エストロゲンレセプター（Ch・eenetal．，1986）のcDNAが単離され、

レセプタータンパク質の一次構造が初めて明らかとなった。これらのレセプターは同時

に転写因子としての機能を併せ持ち、膜上に存在するレセプターに対して、核内レセプ

ターと呼ばれる。核内レセプター群は、初期には既知のリガンドに結合するレセプター

というアプローチで同定されたが、核内レセプター様の構造を持つプロトオンコジーン

C－etb－Aのリガンドが甲状腺ホルモンであること（すなわちc－eTb－Aが甲状腺ホルモンレセ

プターそのものであること）がわかり、その後はcDNAの相同性を指標にしてレセプター

をクローニングし、それに村してリガンドを検索していくという方法論が展開された

（Sapetal．，1986；Weinbergeretal．，1986）。同様のアプローチによってRAの核内レセプター

も同定され、現在M（レチノイン酸レセプター）げetkovichetal．，1987；Giguereetal．，

1987）とRXR（レチノイドXレセプター）（bvinetal．，1992；Heymanetal．，1992）の2つが知ら

れている。今日では脊椎動物で約50の核内レセプターが同定され、その多くはリガンド

未同定のいわゆるオーファンレセプターである（Mangelsdorfetal．，1995；Mangelsdorfand

Evans，1995）。

核内レセプターのm結合領域（DBD）は約80アミノ酸残基からなり、二つの加フィン

ガーモチーフが並列した特徴的な構造を持つ（図1．3）。標的塩基配列の認識にはDBDの

中でも特にPbox、Dboxを構成するアミノ酸が重要であり、Pboxの違いによって、標的

配列の基本結合モチーフを識別する（UmesonoandEvans，1989）。標的配列は通常この基

本結合モチーフが反復（ダイレクトリピート‥DR）、あるいは回文様（パリンドローム）に並

んだ構造を持つ。このような標的配列は、ステロイドホルモンや甲状腺ホルモン、活性

型の脂溶性ビタミン（レチノイン酸、ビタミンq）といった脂溶性低分子に応答して転写

調節を受ける遺伝子のプロモーター領域に見出され、ホルモン応答性配列（HRE）と呼ば

れている。核内レセプターは、C末端側に同定されたリガンド結合領域軋BD）にリガンド

が結合することによって立体構造に変化を起こし、クロマチンの特定の部位に強く結合

－5－



◇　リガンド　　◇
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図1．2　レセプター型転写因子（核内レセプター）の作用機構
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して、特異的な遺伝子の発現を誘導したり抑制したりすることが明らかとなっている

（ChenH．etal．，1997）。

このように、従来ホルモン、ビタミンという別々の概念で捉えられてきた脂溶性低分

子が、核内レセプターを介して標的細胞における遺伝子発現のパターンを直接制御して

おり、その作用機構に関しては類似の仕組みを持つことが明らかとなってきた。なお、

核内レセプターは酵母や植物からは見出されておらず、多細胞動物に特有な転写因子ファ

ミリーと考えられており、系統進化的な側面からより広範な動物種にわたっての解析も

進められている作scdvaetal．，1997）。

1．3　レチノイン酸レセプター

M、RXRにはそれぞれα、β、γと呼ばれる3種のサブタイプ遺伝子が存在する。

各遺伝子は9～11のエキソンに分断されており、ヒト染色体上では、17q21．1（RA尺α）

，3p24（RARP）、12q13（RARY）、9q34・3（RズRu）、6q21・3（RXRP）、Iq22－23（RXRY）に

マップされている。どの遺伝子も個体発生の初期から発現しており、成体ではRARαと

RズRβは普遍的な発現パターンを示す。RA尺βとRXRαの発現はより組織特異的である

が、Mγ（肺、皮膚）、RズRγ（筋肉、心臓）ほど限局していか－。ヒトヤマウスのM

遺伝子群にはいずれもプロモーターが2つあり、Mα2、β2、γ2プロモーターはRA

自身によって誘導される。RズRα、β、γ遺伝子からも5一端の異なるmRNA（それらは互

いにアイソフォームと呼ばれる）が検出され、発現様式は複雑である。mRNA分子種の多

様性を反映して、N末端の異なる多くのMタンパク質（α1、α2、β1、β2、β3、

β4、γ1、γ2）、RXRタンパク質（α1、α2、β1、β2、γ1、γ2）が合成される。

しかしそれらの機能の違いはまだはっきりしていない。RAには種々の立体異性体が存

在するが、レセプターに直接結合する主要な分子はau一加5－RA（誠一RA）、9－血RAである

（図1・2）。RAR群はat－RA、9－Cis－RAをともに認識するが、m群は9－Cis－RAのみを受容

する。RAR特異的な合成リガンドとしてはTTNPB（（E）－4－［2－（5，6，7，8－tetrahydro－5，5，8，8－

tetramethyl－2－nqPhthalenyl）propen－l－yl】benzoicacid），Am80（4－（5，6，7，8－tetrahydro－5，5，8，8－

tetramethyl－2－naPhthalenylcafbamoyl）benzoicacid）などがあり、LG69（4－（1－（3，5，5，8，8－

Pentamethyl－5，6，7，8－tetrahydro－2－naPthyl）－1－ethenyllbenzoicacid）などはRXRに特異的である。

天然のどタミンA誘導体に加えて、同様の生物活性を示すこれらの合成化合物群を総称

してレチノイドと呼ぶ（Spometal．，1994）。

RXRはホモニ量体を形成し、AGGTCAというモチーフが1つの塩基を挟んで同方向に

並んだ反復構造（DRl）を特異的に認識して結合する。一方Mはそれ自身では弱いDNA

結合能しか示さず、RXRとヘテロニ量体を形成して、RA応答性配列（M；典型的に

はDR5またはDR2構造からなる）を認識し、5－側にRXRが、3・側にMが結合する

（Perlmannetal．，1993；Kurokawaetal．，1995）。RARは、レチノイド結合タンパク質として
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RARβ2

RARα2

RAR†2

CRABPll

ADH3

mCP・H

MK

mTGa＄e

tPA

HOXAI

HOXA4

mHOXBI

HOXD4

ZSHH

mCRBPl

mCRABPlト1

mVL30・1

mVL30－2

APOA】

mHOXBl

5

AG琉ccGAA燕cT
CG AGTTCA GCGAG AGTTCA GC

CC GGGTCA GCAGG AGGTGA GC

GG GGGTCA TTGGA AGGACA AG

AG GGGTCA TTCAG AGTTCA GT

GC AGGTCA CTGAC AGGGCA TA

AG AGGTCA GGAAC CGGGCA GG

AG AGGTCC CAGTG GGGTCA GG

TG GGGTCA CCCTG GGGTCA GA

CA GGTTCA CCGAA AGTTCA AG

CG AGGTGA ACTTC AGGTCA GT

CT GGTTCA TAGAG AGTTCA GC

TA AGGTGA AATGC AGGTCA CA

AT GGTTCA TTAGC GGGTCA CA

。で読ま應。A
CC AGTTCA CC AGGTCA GG

G AGGTAA AA AGTTCA TG

TG GGGTGA AA AGTTTA GG

AG GGGTCA AG GGTTCA GT

CG AGGTAA AA AGGTCA GC

図1．4　レチノイン酸応答性配列

RARとRXRのヘテロニ量体が認識するDNA塩基配列は、多（TIAAGTCAHが
並列した構造を持ち、RAによって直接転写誘導を受ける遺伝子の制御領域に
存在する。図中、小文字で示したmはマウス遺伝子、Zはゼブラフィッシュの
遺伝子であり、他はヒトの遺伝子に由来する。CRABP：細胞内RA結合タンパク
質、ADH：アルコール脱水素酵素、CP－H：補体因子H、MK：ミッドカイン、TGase：
グルタミン酸転移酵素、tPA：組織プラスミノーゲン活性化因子、SIiH：ソニック
ヘッジホッグ、CRBP：細胞内レチノール結合タンパク質、VL30：レトロトランス
ポゾン、APOAl：アポリポタンパク質Al。
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橋本らによって精製されているが、この時のタンパク質の大きさは95kDと推定されてお

り、Mがinvivoでも二量体を形成して機能することを支持する（Hashimotoetal．，1988）。

RAREを持つ標的遺伝子には、M自身や細胞内レチノイド結合タンパク質（α岬

CRβ乃群、ホメオボックス（ガ0刃遺伝子群などがある（図1．4）。RAR・RXRは、リガン

ドが結合しているいないに関わらず核内に存在し、リガンドが結合していない状態では、

SMRT（ChenandEvans，1995；Horleinetal．，1995）などの抑制因子と結合しており、リガン

ドが結合すると同時に抑制因子から解離して、転写活性化因子と結合し、標的遺伝子の

転写を活性化するというモデルが提唱されている（Beatoetal．，1995）。

1．4　オーファンレセプター

現在知られているオーファンレセプターは大きく分けて、RXRをパートナーとしてヘ

テロニ量体を形成するものと、そうでないものの2つに分類できる（Mangelsdorfand

Evans，1995）。前者については、Mやペルオキシゾーム増殖剤応答性レセプター

（PPAR）などが含まれ、リガンドが存在する場合が多い。一方RXRと相互作用しないグルー

プは、その相同遺伝子がショウジョウバエや線虫にも見出せるという特徴を持つ。これ

らのオーファンレセプターは、リガンド既知のレセプターに比較して、部位、時期に特

異的な発現パターンを示すものが多く、その標的細胞での発現が必須であることが遺伝

子破壊マウスなどの実験を通して明らかにされている（原ら，1998）。また、これらのオー

ファンレセプターが標的配列を特異的に認識する際には、Pbox・Dboxに加えて、TyA

boxと名付けられた領域も重要であることが知られている（図1．3）（Wilsonetal．，1992）。

1．5　TLX

RズRに類似のcDNAとして単離されたオーファンレセプターmは、構造的にも機能

的にもショウジョウバエの形態形成遺伝子M脊椎動物ホモローグと考えられており、

脊椎動物初期胚では、前脳・中脳の神経上皮、網膜、喚覚上皮に限局した発現が見られ

る（Yuetal・，1994；Monaghanetal・，1995）。カエル胚を用いた実験から、invivoでTLXの機

能を阻害すると眼胞の形成が阻害されることが示され、眼の発生過程でnXを介した転

写制御が重要な役割を果たしていることが示された（Houemannetal．，1998）。一方、nX

遺伝子を欠失したマウスでは大脳辺縁系に異常が見られるものの、眼では特に異常が観

察されず、正常に発達することが示され、M・RズRを欠失したマウスに見られるよう

に、TLXの機能が別の因子によって補償されている可能性も示唆されている（Monaghan

etal．，1997）。TLXは他の核内レセプターではほぼ完全に保存されているPbox中のリジン

残基がセリン残基に置き換わっており、その結果、AGGTCAではなく、AAGTCAという

標的配列を特異的に認識し、単量体で結合することが示されている（図1．3）（Yuetal．，

1994）。しかし、nXの直接の機能や標的遺伝子については不明である。
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1．6　本研究の流れ

従来間接的にしか研究できなかったホルモン・ビタミンの持つ作用も、近年の分子生

物学の発展により、その受容体である核内レセプターの機能解析を通じてより直接的に

理解できるようになった。本研究の前半部分では、特にヒトヤマウスでプロモーター領

域にRA応答配列（βRARE）の存在が明らかにされておりM自身の発現がRAによって増

幅されることが知られているRARP遺伝子（deTbietal．，1990；Sucovetal．，1990）を中心に

解析を進めた。トリではMβ遺伝子の発現がRAによって増幅される（Nqjietal．，1991）

ことは知られていたが、トリについてはそのプロモーター領域の構造が明らかにされて

いないため、作用機構はこれまで明らかではなかった。そこで今回トリMβ2プロモー

ター領域を単離し、トリMβ2プロモーター上にもβMが存在するばかりでなく、

転写開始点付近の約190塩基対にわたる領域でヒト、マウスと87％の相同性を示すこと

を明らかにした。このプロモーター領域は細胞種特異的なRA応答能を持ち、その特異

性の発揮にはMmと名付けた約20塩基村からなるcis配列と、これまで機能が不明であっ

たオーファンレセプターmXの作用が重要であることが判明した。

RARの発見以来、RAによるシグナル伝達はM・RXRを中心に語られてきたが、レ

チノイドの多様な作用に対して、M・RXR以外に核内レチノイドレセプターが存在す

る可能性を検討することは有意義である。またこれまで述べてきたように、オーファン

レセプターを同定し、そのリガンドを探索することによって、新たな脂溶性低分子を介

したシグナル伝達経路を明らかにするというアプローチも可能である。そこで、本研究

の後半部分では、nXの標的配列特異性が他の核内レセプターとは異なることに注目し、

その特異性を決めるnXのPboxアミノ酸配列を指標にして、眼で発現する新たな核内レ

セプター遺伝子の探索を試みた。その結果nxに類似した新規のレセプター型転写因子

PNR（Photoreceptor－SPeCi負cNuclearReceptor）を同定した。
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リガンド

a‖・tranS・RA一卜匝憂トRARβ，γ

↓

9－Cis・RA　一←　RXRα→・RXRβ，†

↓
？　　　三宅　　　TLX

↓
？　　　∃　　　PNR

図1．5　研究の流れ
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2．材料と方法

分子生物学的な一般的手法（プラスミドm調製、精製、サブクローニング等）に

ついてはMolecularCloning2ndedition（Sambrooketal．，1989）及びCurrentProtocoIs

inMolecularBiology（Ausubeletal．，1998）を参考にし、FISH法による染色体マッピ

ングは京都府立医大の谷脇雅史博士と、切片血裏山ハイプリダイゼーション法に

よる解析は京都大学ウイルス研究所の原健二博士との共同研究によって行った。

また、本研究で用いたオリゴヌクレオチドの配列は別表1にまとめた。

2．1　動物細胞培養

10％の牛胎児血清（FetalBovineSerum；FBS）、100UhnlのペニシリンGカリウム

（寓有製薬）、100pghnlの硫酸ストレプトマイシン（明治製菓）を加えたDMEM培

地（日本製薬）、RPMI1640培地（ICN）、あるいはαMEM培地O．ifttechnologies）を

用いて培養した。用いた細胞株と培地の組み合わせは別表2にまとめた。無

血清培地ではFBSの代わりにITB（5pghnlずつのInsulin（SIGMAI－2767）、holo

tranSftrrin（SIGMAT－6665）それに0・01％の牛血清アルブミン（SIGMAA－7030））

を加えた。ニワトリの種卵は竹内膵卵場あるいはヤマギシの村由来のものを

用いた。発生は37℃の恒温器中で進行させ、発生ステージはHamburger

Handtonのものに従った（HamburgerandHamdton，1951）。トリ網膜の初代培養

は4．5日胚から眼を摘出し、PBS中で神経網膜を取り分けて0．125％トリプシ

ンのⅣCO）とピペッティングによって細胞塊をなくし、24穴プレート

（COSTAR－3524）上、DMEM培地中で培養した。

2．2　FBS中脂溶性物質の除去

FBSG．ifttechnologies／三光純薬）に等量のn－heptaneを加え、室温で2時間撹拝

した後30分間静置し、2層に分離させた。下層を回収して等量のn－heptaneを

加え、室温で2時間（あるいは一晩）撹拝した後、30分間静置し、2層に分

離させた。下層を回収してその1リットルあたり50gのイオン交換樹脂

（BioradAGl－X8，Analyticalgrade；200－400mesh）と20gの活性炭（ナカライテス

ク，粒状）を加えて37℃で1時間撹拝し、さらに室温で6時間（あるいは一晩）

撹拝した。次に遠心（4000rpm，4℃，30min；BecknanJA－10）して上清を回収し、

樹脂及び活性炭による脂質分吸着の操作をくり返した後再び遠心して上清を

回収し、最終的に0．叫mのメンプレンフィルターを用いて濾過滅菌を行った。

2．3　レポ一夕ー遺伝子を用いた転写活性の測定

基本的には梅園らの方法（Umesonoetal．，1991）に従い、24穴プレート上で培養

した細胞にリン酸カルシウム法を用いて遺伝子を導入した。レポ一夕ープラ

スミドは1穴あたり50ng（CMVプロモーターを持つもの）、150ng（TKプロモー
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ターを持つもの）あるいは250ng（Mβ2プロモーターを持つもの）と350ngの

補正用のβ－ガラクトシダーゼ発現プラスミド（PCMX－βGAL；Umesonoetal．，

1991）を使用し、PGEM4を用いて全体のプラスミド量を750ngに合わせた。6

～9時間後にPBSで二度洗ってリン酸カルシウムの沈殿を除いた後、リガン

ドまたは、溶媒のみを加えた培地中で、24時間～36時間培養を続け、PBSで

二度洗った後、1穴あたり100〃1の細胞溶解液を加えて細胞抽出液とした。

ONPGを基質として細胞抽出液5叫1を用いてβ一ガラクトシダーゼ凪芯を行い、

マイクロプレートリーダー（MolecularDevices）で420nmにおける吸光度を測定

して活性を評価した。またルシフェリンを基質として細胞抽出液2叫1を用

い、Luminoskan（Labsystems）でルシフェラーゼ活性を測定した。最終的にル

シフェラーゼ活性をβガラクトシダーゼ活性で除することにより、トラン

スフェクション効率によるばらつきを補正した。なお、全てのデータポイン

トは3点ずつ測定してその平均値を求めた。

2．4　動物個体、培養細胞からのRNA抽出

PBS中で組織を分離し、ガラスホモジナイザー中でISOGEN（ニッポンジーン）

とともに破砕した。付着性培養細胞からの場合は培地を廃棄し、PBSで一度

洗浄した後、ゴムへらで掻き取った。浮遊性培養細胞からの場合は1．5mlチュー

ブに移し、3000叩mで遠心して上清を除き、PBSで懸濁して洗浄した。抽出

の条件等は、ISOGEN付属の説明書に従った。POly－A＋RNAはOligo（dT）－Latex

ビーズ（日本ロシュ）を用いて調製した。

2．5　RT－PCR

RNAPCRkit（TaKaRa）を用い、tOtalRNAl．OFLgを鋳型として、random9mers

を用いてRT反応を行った。その掴量（トリMβについては全量）を鋳型とし

て200FLlチューブ中で、2．5UのEx－Taq（TaKaRa）を用いて、94℃30sec，60℃

（トリMβについては70℃）60sec，72℃90secのPCR反応を30サイクル行った。、

プライマーは、トリMβ1（MO46，MO21）、トリMβ2プロモーターに

由来する転写産物（MO3，NMO21）、ヒトnx（MO68，KMO14）、ヒト

PNR（KMO4，NMO71）、ヒトCRX（KTl，KT2）、ヒトNRL（KMO7，KMO8）、ヒト

RARα（NMO40，NMO41）、をそれぞれ20pmolずつ用いた。他の条件は、付属

の説明書に従った。

2．6　d）NAの単離

2．6．1　ヒトTLX

ヒト胎児脳cDNAlibraryq．ifttechnologies：PCMV・SPORT2に組み込まれたプラ

スミド1ibrary）をSemi－SOlid法で増幅し、GENETMPERcDNAPositive

－14－



SelectionSystem（Lifttechnologies）札ietal．，1995）とHPLC精製したNMO63プロー

ブを用いて4xlOllのクローンをスクリーニングしたocapture反応、rePair反応

のどちらにもNMO63を用いた。その他の条件等は付属の説明書に従い、

DH5αCrOYOBO）を用いて、あるいはDHlOB（Lifttechnologies）とT820エレクト

ロボレーター（BTX）を用いて形質転換を行った。

2．6．2　ヒトPNR

l．8pmolのT3－Ohgo（dT）adapterprimerとY79retinoblastoma細胞から調製した1．2

Pgのpoly－A＋RNAそれに200UのSuperscriptⅡReversetranSCriptase

払ifetechnologies）を用いて40plの反応系でcDNAを合成した。合成反応は370C，

450C，500C，550でそれぞれ30minずつ行い、最後に700Cで15min放置して反応を

終了させた。2．4UのRNaseHを370Cで30nh反応させてRNAを分解し、フェ

ノール・クロロホルムで抽出した。叫を鋳型に用い、2．4と同様の条件で

プライマー（KMO4，T3）を用いてPCRを行った。さらにこの反応産物の1／50を

鋳型として用い、プライマー（MO70，T3）を用いて23サイクルのPCRを行っ

た。増幅された約1・9kbの長さの断片をpMOSblueT－VeCtOr（Amersham）に組み

込み、塩基配列を決定した。この情報に基づき、コード領域に対しては、

（KMO19，NMO71）、（KMO41，KMO39）の組で2．5と同様のPCRを行い、コー

ド領域の全塩基配列を決定した。さらにNMO71をアダプターとしてcDNAを

合成し、5，RACEsystem（Lifttechnologies）＠rohmanetal．，1988）とKMOl、

KMO20を用いることによりcDNAの5，端を決定した。

2．6．3　トリPNR

一回目のスクリーニングではトリ8日目胚神経網膜細胞から調製した3帽の

POly－A＋RNAとLambdaSystemfbrcDNACloning（Lifttechnologies），GigapackIII

GoldPackagingExtract（STRATAGENE）を用いて0．4－0．8xlO5pfuのIibraryを作製

した。ただし、CDNA合成の条件は370C，60mhとした。プローブは、ヒト

PNR3－RACEクローンのMO70と耶によるPCR増幅断片を鋳型とし、

α32p－dCTPをMegapdmeDNAlabellingsystem（Amersham）で取り込ませることに

よって作製した。フィルターはHybond－N＋（Amersham）を用い、7％SDS，

5％DextranSulfate，0．5MNa－PO．（PH7．35）緩衝液中60℃の条件で一晩ハイプリ

ダイズした後、最終的に0．5xSSPE，0．1％SDS，600Cの条件で洗浄した。その

結果トリPNRに関してはcloneAl，A2，A3の3クローンが得られた。二回目の

スクリーニングは一回目と同様にして2．OxlO5p餌の肋r∬yを作製し、プロー

ブはトリPNRcloneAlの最も51端の部分をプライマーKMO40とKMO22でPCR

増幅した領域にα32p－dCTPを取り込ませて作製した。ただし、CDNA合成の条

件は370Cで60min，450C，500C，550でそれぞれ30minとし、最終的な洗浄は
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0．2xSSPE，0．1％SDS，甜OCの条件で行った。その結果cloneB3－1，Bト1，B2－2の

3クローンが得られた。

2．6．4　マウスPNR

マウス成体の眼から調製したtotalRNAl．Opgを用いて2．5と同様のPCRを行っ

た。ただし合成したのNAの1β量をPCRの鋳型とし、medの温度は55℃、プ

ライマーはKMO47とKMO49を用いた。増幅された約0．8kbの長さの断片を

PGEMT－eaSyT仏－VeCtOr（Promega）に組み込み、塩基配列を決定した。

2．7　遺伝子の単離

2．7．1トリMβ2プロモーター領域

まず、50ngのトリゲノムDNAを鋳型とし、MO9，MO2それぞれ200ngをプ

ライマーとして、94℃30sec，50℃60sec，72℃60secの反応を35サイクル行っ

た。DNA合成酵素は2．5UのTaq（Lifetechnologies）を用い、他の条件は、rm

合成酵素付属の説明書に従った。次に、反応液（100〃1）のうち2〃1を鋳型と

してMOl，NMO8それぞれ200ngをプライマーとして、同様の反応を25サイ

クル行った。増幅された約220kbの長さの断片をpMOSblueT－VeCtOrに組み込

み、塩基配列を決定した。

2．7．2　ヒトPNR

プライマーKMO19とKMO20を用い、Genomesystems社よりヒトPlクローンを

取得した。添付の説明書に従ってmを調製しⅩbaIで切断することによって

生じた8．5kbの断片をpBluescriptSK＋に組み込み、エクソン1から7の全塩基

配列とエクソン／イントロン境界を決定した。エクソン8についてはPlクロー

ンを鋳型に、プライマーKT9とKMO39を用いてPCRを行い、その塩基配列を

決定した。

2．8　サザン・ノザンハイプリダイゼーション

ヒトPNRIBDをKMO25とKMO39でPCR増幅した領域にα32p－dCTPを取り込ま

せることによってプローブを作製し、Zoo－blot（Clontech）に対してハイプリダ

イゼーションを行った。洗いの条件を600C，0．2xSSPE，0．1％SDS，30minを二

回とした以外、検出の条件等は付属の説明書に従った。ノザンプロットでは

上記と同様にα32p－dCTPを取り込ませるか、あるいはDIG＿11＿dUTP

（BoehringerMannheim）をPCR法で取り込ませることによってプローブを作製

した。用いたプライマーの組み合わせは、ヒトnx（NMO68，KMO14）、トリ

TLX（CTIx5’，CTIx31）、ヒトPNR（KMO4，NMO71；KMO25，KMO39）、トリP

（KMO6，KMO22；KMO23，KMO24）、βアクチン（醐053，NMO54）である。泳
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動は標準的なホルムアルデヒド変性ゲルMOPS緩衝液中で行い、20xSSCでキヤ

ピラリー法によりBIODYNEPLUSメンプレン（日本ジェネティクス）にプロッ

トした後、Wクロスリンクで固定した。tOtdRNAを用いた場合は0．02％メチ

レンブルー／10％酢酸溶液でRNAを染色し、リボゾームRNAをloadingcontrol

とした。ラット網膜poly－A＋RNAおよびMultipleTissueNorthemBlot（human，

rat）はClontech社のものを用い、検出の条件等は、付属の説明書に従った。

Washの条件は65OC，0．1xSSC，0．1％SDS，30minを二回としたが、ヒトPNRプ

ローブを用いてラットRNAに村してハイプリダイゼーションを行った場合の

み、600C，0．2xSSPE，0．1％SDS，30minを二回とした。

2．9　ゲル移動度シフト法

10cmシャーレ上で培養したCOS－1細胞に2．3と同様にして一過的にプラスミ

ドを導入することによって目的のタンパク質を強制発現させた。ただし、リ

ン酸カルシウムの沈殿を除いてからタンパク質を回収するまでの時間は24時

間とした。2．4と同様にして細胞を回収し、20mMTris（PH7．5），400mMKCl，

2mMDTT，1mMPMSF，and20％glycerolの溶液中に懸濁し、これをCOS細胞か

らのタンパク質抽出液とした。タンパク質濃度はproteinassaykit（BIO－RAD）

（Bradfbrd，1976）を用いて測定し、24pgをゲルシフトに用いた。あるいはウ

サギ網状赤血球を用いたinYittT）タンパク質合成系（Promega）で調製し、8plを

ゲルシフトに用いた。DM・タンパク質結合反応及び泳動は基本的に梅園ら

の方法（Umesonoetal．，1991）を用い、泳動緩衝液は0．5xTBE、長さ16cmの5

％アクリルアミドゲルに対して135【Ⅴ］の一定電圧という条件で泳動した。用

いたプローブの配列は：mβRARE，agCtTAAGmCACCGAAAGTrCACTC

GCATagct；krBppel，agCtTCGGCAATTAAGAAGTCAAmCTagct；Knix2，agCtT
AACCCmGTCAAAAGTCAACTTCCAACagct（小文字は5一一本鎖突出

末端）で、Klenowポリメラーゼを用いて両端にα32p－dCTPを取り込ませること

によって作製した。競合実験に用いた非標識プローブの配列はMDR，agCtTG

GGTCAmGAAGmAGCagct；NS，agCtACAAGGTTCACGAGGTTCACGTCag
dで、それ以外の配列は図中に示した通りである。抗体を用いたスーパーシ

フト実験では2叫1のm・タンパク質結合反応系に村して2ド1のウサギ抗

－HA抗体（＃sc－805）あるいはpolⅡ抗体（＃sc－899）（SantaCruZBiotechnologies）を

用い、氷上で70分間反応させた。

2．10　プラスミドの構築

TKプロモーターを持つルシフェラーゼのレポ一夕ープラスミドはTK＿LUC

（Glassetal・，1990）あるいはTK－βRE－LUC（Dammetal．，1993）のHindⅢサイト

に合成したオリゴヌクレオチドを挿入することによって作成し、塩基配列を
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決定して目的のプラスミドが作られていることを確認した。挿入したオリゴ

ヌクレオチドはmβM、MDRについては2・9に示した通りで、CβM

の配列はagctTGmCACAGAAAGTrCACTCGagctである。

PMOS－2cRARβ2promoter（2－2）は、NMO7とNMO8によってトリゲノムrmから

増幅したバンドをpMOSblueT－VeCtOr（Amersham）に組み込むことによって作製

した。CRARβ2－Al19－LUCはpMOS－2cRARβ2promoter（2－2）からHindIIIBamHI

で切り出した断片をTKJ・UCのHindⅢ，BglⅡサイトで、CRARβ2－A85－LUCは

PMOS－2cRARβ2promoter（2－2）を鋳型として即MO2，KMO45）のプライマーセッ

トでPCR反応を行い、増幅されたバンドを精製した後、SalI，BamHIで切り出

したものをTK－LUCのSalI，BglIIサイトで、mMβ2－LUCはマウスRjuβ2プ

ロモーターの転写開始点を含む上流約2．2kbの領域をTK－LUCのSalI，XhoIサ

イトで、またniRARβ2－A66－LUCは、mRARβ2－LUCを鋳型として（NMO5，

MO6）のプライマーセットでPCR反応を行い増幅されたバンドを精製して

TK－LUCのBamHI，ⅩhoIサイトで、それぞれTKプロモーターと入れ替えるこ

とによって作成した。kruppel配列を2コピー持ったCMV－LUCはCMX－LUC

（Umesonoetal・，1991）、のSnaBlサイトに合成オリゴヌクレオチド（TCGGCA

ATTjuGAAGTCAAmCTAC）を2コピー挿入することによって作成した。

トリPNR発現プラスミドはpcMXベクター（Umesonoetal．，1991）にトリPNRコー

ド領域を挿入することによって作製し、RAR瓜、RXRα、CTLXについてはそ

れぞれpcMX－RAR瓜（Umesonoetal・，1991）、PCMX－RXRcx（Yaoetal．，1993）、

PCMX－CTLX（Yuetal．，1994）を用いた。HA－タグ付きのヒトPNR発現プラスミ

ドはHA一夕グ配列（MVYPYDVPDYA）を持つpCMXベクター（Umesonoetal．，

1991）にヒトPNRコード領域をh丘ameで挿入することによって作製した。

マウスCRXのcDNAプラスミドはハーバード大学医学部の古川貴久博士並び

にC．Cepko博士に提供していただいた。
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別表1

CTlx5■：

CTlx3－：

mOl：

KMO4：

mO6：

mO7：

KMO8：

ⅩMO14：

KMO19：

KMO20：

mO22：
mO23：
KMO24：

mO25：
KMO26：

mO39：

m040：

KMO41：

KMO45：

KMO47：

mO49：

KTl：

Kで2：

KT9：

mOl：
NMO2：

NMO3：

mO5：
mO6：
mO7：
Ⅲ08：
MO9：
mO21：
mO40：
MO41：
NMO46：

MO53：
m054：
mO63：
MO68：
mO70：
mO71：
T3：

本研究で用いたオリゴヌクレオチド

5一－ATCCAGGCTTTACAGGAGGTTGTGG－3－

5■－TCCGAAACGACAGGGTTGTGTAGG－3－

5l－AGATGCCATAGTGCTTCCCGCTGC－3－

5一－CCATGGAGACCAGACCAACAGCTC－3T

5一－CCAGTGGACAAGGCACACCGCAAC－3－

5一－CTGCTCCATGGAGCCTTCAGTCTC－3T

5一－AACCGCTCTGCCAGCTGGACGTGCT－3－

5T－GGCAGGTCATAGCTACTGGAATGC－3．

5l－AGACAGAGGTTCATGGACTGAGGC－3．

5l－CCCATCTGCCTGGAGACTCCTTC－3－

5，－CGTGCTGAGGTCTCGTAGACGTT－3－

5l－TCTGTGCCATCCAGTGGTCCATGC－3，

5I－GTTCTTGAACATGTCGCAGAGCAGC－3■

5．－GGATCAGGTGATCCTGCTGGAAG－3，

5一－GTCTTGCCTGTTCCTGAACTCTGC－3I

5．－GCTTGGAAACATTTCACCTCCACCC－3－

5■－TAGACAGCATTGAGCTGGACGCCGA－3－

5一－TGTAACCCATGGAGACCAGACCAAC－3■

5f－GTACGTCGACTGGGTCATTTGAAGGTでAGCAG－31

5T－CATCTATGCCTGCAACGGCTGCAG－3－

5一－TTCATGCAGGCAAACTCCGTGGG－3－

5一－GGCTCTGAAGATCAATCTGCCTGA－3■

5一－CCATAGCTCTGGCCTGATAGGGAG－3I

5一－GATGCTGAGCCAGCACAGCAA－3－

5一－GCTCTTGCAGGGCTGCTGGGAGTTT－3．

5一－AATCTCTCTAGAACCAGTCCCGTTCCTCAG－3，

5一－CTGAGGAACGGGACTGGTTCTAGAGAGATT－3■

5一－GGTGGATCCAGCAGCCCGGGAAGGGTTCACCGAA－3I

5．－GTACTCGAGGCACGGGAACTCTGGTCCCCCCCTT－3T

5f－AAGCTCTGTGAGAATCCTGGGAG－3T

5一－CCCTCAGCCATGAATAGATCCTTC－3－

5一－CCTGCCTCTCTGGCTGTCTGCTTT－3T

5一－CTTGGAACAAGTTCCTCAGAACTGGTGCTC－3－

5一－GCAGCAGTTCTGAAGAGATAGTGCC－3■

5T－GAGTTCACTGAACTTGTCCCAGAGG－31

5T－ACTGAATGGTGGTCTGAGACACGGACTAAG－3－

5一－GATGGTCAGGTCATCACCATTGG－3T

5l－CATCGTACTCCTGCTTGCTGATCC－3■

5l－GACAACTCCGGTTAGATGC－3T

5一－GACAACACAGATTCCCAGAAGCTG－3－

5T－TCTGATGAGCTCCACAGTGGCTGC－3．

5一－CGでACGCTCCTCTTGAAGAAACCGC－3．

5l－GCAATTAACCCTCACTAAAGGG－3r
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別表2　本研究で用いた細胞株（アルファベット順）

細胞名　　　動物種　　由来　　　　　　　　　　　培地　ATCCNo．

Embryonalkidney，tranSfbrmed l CRL－1573

Glioblastoma

Epidermoidcarcinoma

AdenocarCinoma，COlon

Fibroblast kidne transfbrmed

293　　　　　　human

A－172　　　　human

A－431　　　　human

Caco－2　　　　human

COS－1　　　　monke

1　CRL－1620

1　CRL－1555

1　HTB－37

1　CRL－1650

monkey Fibroblast，kidney

human　　Erythroleukemia

human　　Epitheloidcarcinoma，CerVix

human　　HepatocellularcarCinoma

human　　　Prom elocicleukemia

1　CCL－70

2　　TIB－180

1　CCL－2

1　HB－8065

2　　CCL－240

CV－1

HEL92．1．7

HeLa

HepG2

HL－60

HT－29

HuTu80

Ⅲ止R－32

JEG－3

MC3T3－El

human　　AdenocarCinoma，COlon

human　　Adenocarcinoma，duodenum

human　　　Neuroblastoma

human ChoriocarCinoma

mouse Osteoblast

1　HTB－38

1　HTB－40

1　CCL－127

1　HTB－36

3

MCF7　　　　human　　Adenocarcinoma，breast l HTB－22

NT2Dl human　　PluripotentembryonalcarCinomal CRL－1973

SK－N－MC human　　Neuroepithelioma l HTB－10

T47D human　　DuctalcarCinoma，breast　　　　　2　HTB－133

THP－1　　　human　　　Monoc e　　　　　　　　　　　　　2　　TIB－202

U－937　　　human　　Histiocyticlymphoma　　　　　2　CRL－1593

Y79　　　　　human　　Retinoblastoma　　　　　　　　　　2　HTB－18

培地：1，DMEM；2，RPMI1640；3，α－MEM

一20－



3．結果
3．1TLXによるMβ2プロモーターのRA応答性制御

3．1．1　新規RARβ転写産物の同定

細胞によるRA応答性の違いは内在的なRAレセプター（M）の発現量によっても大きく

左右されると考えられる。マウスではRARβ2プロモーター領域にはβRAREと呼ばれ

るRA応答配列が同定され、RAによって正のフィードバックをうけるほか、さらに選択

的スプライシングによって2種類のアイソフォームが作り出されることが知られている

卿agpaletal．，1992）。またcDNAライブラリーのスクリーニングからトリ胚でもマウス

RARβと同様にβJ、β2の異なったプロモーターに由来すると考えられるアイソフォー

ムが同定されており（Nqjietal．，1991；Smithetal．，1995）、トリ肢芽ではat－RAによってRAR

βの発現が誘導されることが知られている。しかし、アイソフォームの解析や他の細胞

でも同様に誘導が起こるのかどうかは明らかにされていない。そこで従来よりRAに高

い感受性を示すことが知られている神経網膜細胞に注目してその発現及び相村量を検討

することとした。まず凡亜りりプロモーターに由来するmmについてはβJ特異的なプ

ライマーを、β2プロモーターに由来するmRNAに関しては、マウスで知られているス

プライシングサイトの両側を挟むようにプライマーを設計した。次に4．5日目胚から調

製した神経網膜細胞の初代培養系に叫Mの誠一RAを添加して、12時間後、36時間後に

RNAを抽出してRT－PCRを行い、RARβのmRNAを検出した（図3．1）。その結果

に由来するmRNAに関しては誠一RAの添加に関わらず発現が見られたのに対して、β2プ
ロモーターに由来するmRNAはいずれのアイソフォームも通常発現量は低く、RAの添加

によって12時間以内に誘導されてくることがわかった（図3．1）。RARβ2プロモーター

に由来するmRNAの発現パターンは、RT－PCR産物を電気泳動で確認した限り、神経網

膜細胞で3日目、4日目、17日目も変わらず、トリ胚17日目のレンズ、肺、心臓細胞でも

同様であった（データは示していない）。

これまでトリでは凡舶り＝プロモーターに由来するアイソフォームとしてβJ、βjが、

β2プロモーターに由来するアイソフォームとしてβ2、β《今回のPCRではそれぞれ

514bpと288bpのクローンに相当する）が同定されている。電気泳動パターンからはP2
プロモーターに由来する3種類のアイソフォームが確認できたが、さらにそれぞれのバ

ンドを切り出して塩基配列を決定したところ、これまで知られていた2種類の他、

285bp、158bp、155bpの合計5種類のmRNAが生じていることを新たに見いだした（図3．

1，3．2）。これらのmmは選択的スプライシングによって生じていると思われる。マ

ウスでは今回の158bpのクローンに相当するものがβ4と名づけられており混乱を招く恐

れがある。そこで図3．1に示したようにβ2プロモーターに由来する5種類のアイソフォー

ムは長い方から順にβ2（（d2，a3）：スプライシングドナーサイト2とアクセプターサイト3

においてスプライシングされた転写産物；以下同様）、J＠4てdl，al；d2，a3）、P4（dl，a2；d2，

a3）、P胡峨dl，a3）、P4M（dl，a4）と呼ぶ。マウスMP4では開始コドンにCTG（ロイシ

ン）コドンを用いて翻訳が始まることが報告されている卵agpaletal．，1992）が、トリにお

いても同じ位置にCTGコドンが存在しており（図3．2）、本来の開始メチオニンコドンを

含まないアイソフォームでは、このCTGコドンから翻訳が始まると予想される。また脊
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GGTGATGTCAGACGCC嘔GTC阜TTTGAAGGTTABCAGCCTGGGAAGbGTTCACAGAAAd

亘註軍C最率姐ワm姐℡C右転禦㌣軍竺警讐CA甲A占TAGTAGGAA占
★．　　　　　．　　　　　．　　　　　．　　　　　．　　　　　．

TGAGCTGTTCAGAGGCAGAAGGATCTATTCATGGCTGAGGGGGATCCAGAGGTCCTACCG

NMO8

GAGCTGTTTCGACCCCGGGACTCAGCCGTCCGCGCGGTGCAAGGAGCTGCAGGCAGCCGG

．　NM03．　　　　　．　、、L　．
CAAGCGCCTGAGGAACGGGACTGGTTCTAGAGAGATTTTGGGGGAGATTGAACGGAGCTA
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AAACTTGGAATGCGGCTTGCTTCCCCCCATCTTGCTGGATTGGCTGGGCAGC⊆茎量qAAAA
L　‖E　Ⅳ＝

TqGTAAATGATCATTTGGATCAATTACAGGCTTTTAGCTGTGTTGTCTGTCATAATTCAil
A（D．E）

GATTCTGGTCTGGGAAAAAGACCAACAGCCTACGTGCCAAAAAAGGGGCAGAGTTTGATG

GAGTTGGGTGTACTTTTATGTGCCATTTTCCTCCACACCTAGAGGAAAGCACTTTTGCAG

空車空車空車攣幣喪
CAGATGCTGGATTTCTACACTGCGAGTCCGTCTTCCTGCATGCTCCAGGAGAAGGCTCTt
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葦・
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AAAGCATGCTTCAGTGGATTGGCACAAACAGAGTGGCAACACCGGCACAGTGCT
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E T Q S、T S・・S E E L．■V P S p

RARβ共通エクソン　　　　　　NMO21

TCCTTCACCACTTCCACCCCCGCGTGTTTACAAGCCCTGTTTTGTCTGTCAAGACAAATC

P S p　工J P P P R V Y X P C F V C Q D R S
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図3．2　トリMβ2プロモーター領域の塩基配列

予想される転写開始点を＋1とし、グアニン塩基を太字で示した。クローニング
あるいはRT－PCRに用いたプライマーを央印で、MDR、βRAKを四角で、TATA
boxを下線で、CDNAスクリーニングで得られた最も5一上流例の塩基を米印で、
マウス・トリ間で相同性の高い領域は影を付けて、それぞれ示した。dl，d2それ
にal，諺，道，鵬はそれぞれスプライシングのドナーサイト、アクセプターサイト

三芳ちシ諜β孟宗さ；言文豊彦葺きヲ皇子警告蒜羞宣言言古…姦蓋詣
で囲んで、マウスβ4の翻訳開始ロイシンコドンを二重下線で示した。
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椎動物で知られているイントロンのほとんどは5一側末端にGT、3T側末端にAGの配列が

存在することが知られており（BreathnachandChambon，1981）、マウスではMβ2タンパ

ク質の53番目のセリンコドンの部分（図3．2）にイントロンの存在が知られている。この

ことと今回158bpのクローン（Mβ亜のが同定されたことから、トリでも同じ箇所にイ

ントロンの存在が予想される。以上のことからトリ肢芽で観察されたようにMβ遺伝

子のぬRAによる誘導は神経網膜細胞でも観察されること、マウス・トリ間でスプライ

シングの機構がきわめてよく保存されていることが明らかとなった。そこでトリMβ

2プロモーター領域を解析することにより、M自身の発現制御機構とM標的遺伝子

の発現制御機構に関して新たな知見が得られると考えた。

3．1．2　トリMβ2プロモーター領域の単離

Mβ2プロモーター領域は転写開始点付近の246塩基対にわたってマウス・ヒト間で

94％と非常に高い相同性を示すことが知られており、この領域には先に述べたようにβ

RAREなどの転写制御配列が同定されているpeyetal．，1994）。そこでトリRARβ2プロモー

ター領域を同定する目的でヒト・マウス間で特によく保存されている領域に上流例のプ

ライマーを、下流側はトリ特異的なプライマーを設計し、トリゲノムmを鋳型として

まずプライマーNMO9とMO2（図3．2）を用いて35サイクルのPCRを行い、その産物を

鋳型にしてさらにMOlとMO8で25サイクルのPCRを行ってトリRARβ2プロモーター

領域の単離に成功した（図3．2）。この領域のマウス・トリ間での相同性を検討したとこ

ろ、今回単離できた最も5一端の塩基から下流約140塩基対にわたる領域と、以下に述べ

る転写開始点の約200塩基対下流からアミノ酸コード領域にかけての領域のみがマウス・

トリ間で相同性が非常に高いことがわかった（図3．2）。また、βM配列の他、m

ボックス様の配列もヒト・マウスで同定されているものと同じ位置にあり、以下に述べ

るようにこの領域が実際にプロモーター活性を持つことからから、ヒト・マウスで同定

されている転写開始点（de¶leetal．，1990）のグアニン塩基を、トリMβ2プロモーター

においても転写開始点であると考えた。

3．1．3　トリMβ2プロモーター領域の機能解析

今回単離したトリMβ2プロモーターが実際にプロモーターとしての機能を持つか

どうかを確かめるため、ルシフェラーゼのレポ一夕一道伝子に組み込み、トリ神経網膜

初代培養細胞に導入することによって転写活性を測定した。その結果、この領域が実際

に転写活性を持つこと、マウス・ヒトで知られていたように、誠一RAに応答して転写が

活性化されることが判明した（図3．3A）。RAR特異的アゴニスト（TmB）ではat－RA、

9－CisRAと同様の活性化が見られたが、RXR特異的アゴニストO．G69）では活性化されな

いことから、この転写活性化が主にMを介して行われていることが示唆された（図3．

3A）。

次にマウス骨芽細胞株MC3T3－Elやサル線推芽細胞株CV－1にこのレポ一夕ーを導入し

て同様の実験を行い、トリ神経網膜細胞の結果と比較したところ、弥RAによる転写誘

導は線推芽細胞殊に比較してきわめて感受性が高いことがわかった（図3．3B）。
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3．1．4　核内レセプターnXによる誠一RAに依存した転写調節

図3．3BでCV－1細胞ではMβ2プロモーターの鉱一RAによる転写活性化が低いレベル

でしか見られないのは、内在性レチノイン酸レセプターの発現量が低いからであると予

想し、MαあるいはRXRαを同時に強制発現させたが、それほど応答は上がらなかっ

た（図3．4）。他のサブタイプ（Mβ、γ、RXRβ、γ）あるいは、MαとRXRαを同

時に強制発現させた場合も同様の結果となった。そこでリガンド未同定のオーファンレ

セプターの中にレチノイン酸応答性転写調節因子（即ちレチノイド応答性レセプター）が

存在する可能性を考え、RAR，mに加えて22種類の核内レセプターを強制発現させ

て誠一RA応答能の変化を検討した（データは示していない）。すると驚いたことにもともと

RXRに類似するd）NAとしてクローニングされていたnxタンパク質をCV－1細胞中で強

制発現させた時に、特異的にMβ2プロモーターの払RA応答能が飛躍的に向上するこ

とが発見された（図3．4）。脊椎動物nxタンパク質は前脳・神経網膜に特異的な発現を

示し、これまでの研究から眼の器官形成に重要な働きをしていることが示唆されている。

今回用いた神経網膜細胞の初代培養系でもnxの発現は見られるが、MC3T3－El細胞、

CV－1細胞では発現が見られない（データは示していない）。このことから、神経網膜細胞

でMβ2プロモーターが非常によく亦RAに応答するのは内在的にTLXが発現している

ことが一つの要因となっていると考えられる。またこの効果はマウス・トリのmある

いはショウジョウバエにおける相同タンパク質と考えられているmを用いた場合でも

観察された（データは示していない）。

3．1．5　細胞種特異的転写調節領域（MDR）の同定

そこで次にMβ2プロモーター上での、nXに応答する領域の同定を試みた。まず、

約2kbのマウスMβ2プロモーターを用いた場合でも、nXの効果が見られることを

確認し、上述のnXによるRA転写応答能上昇の機構は今回単離したトリプロモーターに

特異的ではないことを示した（図3．5）。さらに、Mβ2プロモーターの5側を順次欠

失させたプラスミドを作製し、mに応答する領域を解析した（図3．5）。その結果M

β2プロモーター上の－85から一66の領域がmに応答するために必須であることが判明し

た（図3．5）。

この領域には、核内レセプターの標的配列に極めて類似した配列が存在し、この配列

をMDR（Mime－sDirectRepeat）と名付けた。次にMDRがこの領域だけでTLX応答性配列と

して機能するかどうかを検討するため、MDR配列をチミジンキナーゼ（TK）プロモーター

の上流に組み込んだレポ一夕ープラスミドを作成してトリ神経網膜細胞中に導入し、

aトRAによる転写活性化がみられるかどうか検討した（図3．6A，B）。ところが予想に反し

て、この配列は単独ではRA応答性配列として働かないことがわかった（図3．6B）。また

今回同定したトリβMはマウスβMとスペーサーの塩基が1塩基異なっているが、

トリβMが実際にMとして機能することを確認した（図3．6A，B）。nXはMDR中

に見られる配列（GGGTCA，AGGTTA）に極めて類似したAAGTCAというモチーフに特異

的に結合することが知られている（Yuetal．，1994）が、ゲル移動度シフト法を用いてMDR

へのnXあるいはRAR／RXR複合体の結合能を検討した結果、いずれもMDRに直接結合
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図3．4　TLXによるMβ2プロモーターの誠一RA応答性の向上
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によってRAに非常によく応答するようになる。
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しないということが判明した（図3．6C）。

これらの結果から、nXとMDRの関係は、M侃ⅩRとMとの関係とは状況が異な

ることが分かって来た。そこで次の試みとして、MmとβMの両方をTKプロモーター

の上流に組み込んだプラスミド（MDR－βRARE－TK－LUC）を作成してトリ神経網膜細胞、

CV－1細胞に導入して検討したところ、トリ神経網膜細胞ではβM－TK－LUCと同程度

の強い誠一RA応答能が観察されたのに村し、CV－1細胞ではMm配列が存在することによっ

て誠一RA応答能が抑制され、Mβ2プロモーターが持つ細胞種特異性を再構成するこ

とができた（図3．7）。そこでCV－1細胞中で、Mmのみ、βMのみ、あるいはMmと

βMの両方をTKプロモーターの上流に組み込んだプラスミドを用い、nXと誠一RAの

効果を検討したところ、nXの効果は、もともと誠一RAに強く応答するβ脱がMDRと

並んで存在することにより誠一RA応答能が抑制され、mを強制発現することによって再

びもとのレベルまで誠一RAに応答できるようになっていると考えることができる結果を

得た（図3．8）。このことから、Mmは線維芽細胞CV－1では鮎収桔抗性サイレンサーと

して機能し、mタンパク質がその脱抑制を行っているものと解釈できる。
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3．2　ヒトnxの同定と機能解析

3．2．1　ヒトnXの同定

これまでの結果から、レチノイドシグナルに関与する転写活性化因子としてのnXの

機能が示唆されたため、さらにnXに注目し、ヒトnxの単離を試みた。トリnx

cDNAの部分配列をプローブとしてNCBIESTデータベース（Altschuletal．，1990）中を検索

し、ヒトESTデータベース中にトリTLXに類似した配列（GenBankaccessionnumber

R18964，R43976）を見出した。この配列はいずれも73日目胎児脳に由来するam15句01と

いうクローンの一部分であったため、このプラスミドを入手し、その構造を大谷ひふみ

さんと共同で解析した。その結果このプラスミドは、ヒトmコード領域の251番目の

アスパラギン酸残基から下流の領域と、pOlyA配列を含む約1．3kbの3－非翻訳領域を含む

ことが明らかとなった（図3．9）。しかし、このプラスミドにはヒトnxのN末端をコー

ドする領域が欠けていたため、次にコード領域の全長を単離することを試みた。脊椎動

物nxの発現は非常に限局しており、nXを発現している組織由来のヒトRNAを入手し

て5－－RACE法を行うことは困難であった。また、これまでヒト細胞株でもnxの発現は

報告されていない。そこで市販のヒト胎児脳（18週齢）cDNAライブラリーを用いてスク

リーニングすることとした。

近年、約20塩基のビオチン化オリゴヌクレオチドをプローブとして目的のcmをス

クリーニングする方法がuらによって開発された払ietal．，1995）。この手法を用いると、

目的とするcDNAの情報が約20塩基のみでよく、また溶液中でライブラリーとのハイプ

リダイゼーションを行うため、非常に短期間（約3日）で1xlOll程度の大量のクローンをス

クリーニングすることが出来るという利点がある。そこでこのシステムを当研究室で確

立する意味も兼ねて、今回はこの方法を用いることとした。まず、現時点で判明してい

るヒトTLXcDNA配列の最も5一端を増幅できるようにNMO68とKMO14のプライマーセッ

ト（図3．9）を設計し、増幅される領域に19ヌクレオチドのプローブ（MO63）を設計した。

次にヒト胎児脳由来のcDNAライブラリーを鋳型に用いて上記プライマーセットを用い

てPCRを行い、このライブラリー中にMO63プローブとハイプリダイズする領域を含む

ヒトnxcDNAクローンが存在することを確認した。続いて一本鎖状にした4xlOllクロー

ンのcDNAライブラリーとビオチン化したNMO63プローブを溶液中でハイプリグイズさ

せ、ストレプトアピジンーパラマグネティツクビーズと磁石を用いて陽性クローンを濃

縮した。次に、回収した一本鎖状陽性クローンをビオチン化していないNMO63プローブ

を用いて二本鎖に修復した。原理的にはこの修復過程はMO63プローブに相補的な配列

を持つクローンに対してのみ行われ、ここでも陽性クローンの選択が行われる。こうし

て得られた二本鎖のクローンを大腸菌を形質転換して10クローンを得た。PCR法を用い

て検討した結果そのうち1クローン（クローンT2）がmの配列を含むことを確認した。

なお、10クローン全てについてベクターの両方向から塩基配列を決定して解析した結果、

TLXの配列を含むものはクローンT2のみであった。
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3．2．2　ヒトnXの構造

得られたcDNAは全長約3．2kbで、3一端にpolyA配列を含み、POlyA付加シグナル配列の

他、1155bpからなるオープンリーディングフレーム（ORf）を持つ。開始コドンと考えら

れるメチオニンコドンの約190bp上流にh鮎meの終止コドンが存在し、その間の領域に

はinframeのメチオニンコドンは存在しない。また、クローンam15句Olと重なる領域では

塩基配列はほぼ完全に一致し、pOlyA配列が付加している位置も同じであった。ただし、

31非翻訳領域に見られるCAの繰り返し配列の数がクローンam15句01では24回であったの

に対してクローンT2では25回であった。（図3．10）。予想されるタンパク質は385アミ

ノ酸からなり、マウスnXとは4アミノ酸、トリmとは8アミノ酸が異なるのみであ

り、進化的に良く保存されていることが判明した（図3．11A）。また、3－非翻訳領域で

は、約150塩基対に渡ってヒト・トリ間で約80％の相同性が見られる領域が3ケ所存在

するが、その機能は不明である（図3．10）。この解析を終えた後、再度ヒトnxの

d）NA配列を用いてESTデータベースを検索したところ、やはりヒト胎児脳に由来する約

300bpの新たなクローンD80939の配列が3－非翻訳領域の配列と一塩基対を除いて完全に

一致した（図3．9）。

3．2．3　転写因子としてのnXの機能

今回得られたヒトmも、CV－1細胞中で強制発現させるとMβ2プロモーターの

誠一RA応答能を向上させることを確認した（図3．11B）。このように、nXが直接結合す

るサイトを持たないプロモーターに対して、転写活性化因子として働きうるということ

がわかってきた。一方、ショウジョウバエを用いた遺伝学的解析から、mはギャップ

遺伝子であるkr伽el遺伝子の発現を抑制することが知られており（HulskampandTautz，

1991）、krWel遺伝子の上流にはTLIJTLXが結合し得るAAGTCA配列を含む領域（以下

k鵬ppel配列と呼ぶ）が同定されている。トリnXがこの配列に結合することは本研究でも

確認した（図3．6）。そこでmがプロモーター上に直接結合する場合には転写抑制因子

として機能するのかどうかを次に検討した。

CMVプロモーターはCV－1細胞中で、TKプロモーターに比べて約350倍強い基本的な転

写レベルを持ち、抑制効果を検討するのに有効であると考え、如ppel配列を脚プロモー

ターの上流に組み込んだルシフェラーゼのレポ一夕ープラスミドを作製してCV－1細胞に

導入し、mを強制発現させた場合の効果を検討した（図3．12）。その結果、コントロー

ルとして用いた脚プロモーターのみのレポ一夕一に対してもmは転写を抑制する傾

向が見られたが、k畑ppel配列を持つレポ一夕一に村してはさらに強力な、nX濃度依存

的な転写抑制が観察された。また、酵母GAuタンパク質のDBDにTLXのLBDを融合さ

せたタンパク質は、レポ一夕ープラスミドのGAu結合サイトに依存してやはり転写抑

制を行う（RuthYU；私信）。これらの結果から、プロモーター上にTLXが直接結合する場

合、nXは転写抑制因子として機能し得ることが示唆され、異なるプロモーターに村し

て見かけ上正反対の機能を発揮するというnxタンパク質の興味深い性質が明らかとなっ

た。
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図3．10　ヒトTLズcDNAの全塩基配列と予想されるアミノ酸配列

DNA結合領域、リガンド結合領域をそれぞれ黒夫印、白央印で囲って、開始コドン
の上流にある血圧ameの終止コドンを四角で、ポリA付加シグナル配列を下線で、そ
れぞれ示した。また、クローニングに用いたMO63プローブの位置を大下線で、ク
ローンam15句01に含まれる配列を影を付けて、3俳翻訳領域に見られるCAの繰返し
配列を白四角で、トリTL方と相同性の商い領域を太字で示した。
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3．2．4　ヒトrL方の発現解析

これまでnXの発現解析は胚を用いて行われたものが多く、成体での解析は進んでい

ない。そこで、ヒト成人各組織のRNAプロットを入手しTL方の発現パターンをノザンプ

ロットで解析したところ、脳においてのみ約3．2kbの特異的なシグナルを認めた（図3．1

3）。この大きさは前述のクローン℃の大きさと一致する。そこでさらに脳の中で発現

の分布を解析したところ、扇桃体・尾状核などの大脳辺縁系組織で強く発現しており、

小脳由来の組織では発現がみられなかった（図3．14）。

胚においてはnxは増殖能を維持した未分化な神経前駆体細胞で高い発現が見られる。

また、強制的にnXを発現させた線維芽細胞は軟寒天中でも増殖が可能となることが知

られている（RuthYU；私信）。そこで、ヒト癌細胞株においてnXの異所的な発現が見ら

れる事例があるかどうかを検討することにした。様々な組織に由来するヒト細胞株20株

について、RT－PCR法を用いて刀二Xの発現を検討したところ、神経上皮由来の細胞株

SK－N－MCの他に、結腸癌株（Caco－2）、アデノウイルスで形質転換した線維芽細胞株（293）

でも強い発現が見られた（図3．15）。その他にも5細胞殊でrLX特異的な弱いシグナル

を認めたが、それらの細胞株から仝mを調製し、1レーンあたり20鵬ずつのRNAを泳

動してノザンプロット法で解析した結果、SK－N－MC、Caco－2、293の3株のみで約3．2kb

の刀L好mRNAの発現を認めた（図3．15，データは示していない）。本来乃ズが発現して

いない組織に由来する細胞株におけるrL方の発現とその細胞増殖能との相関関係を解析

することは今後の課題である。
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図3．15　刀L方の細胞種特異的発現

ヒト細胞株でのTL方の発現をRT－PCR法を用いて解析した。強い発現
が見られるものを＋で、微かに発現が認められるものを士で示した。
本来乃ム方の発現が見られる神経上皮由来の細胞殊（SK－N－MC）の他、結
腸癌（Caco－2）、アデノウイルスで形質転換した繊維芽細胞（293）等でも
強い発現が見られる。RARαをコントロールとして用いた。
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3．3　新規核内レセプターPNRの同定

3．3．1　ヒトPNRの同定

まず体制の単純なプラナリアにおいて、頭部マーカー遺伝子探索の過程でnX類似の

核内レセプターをコードするcDNAが得られた。この配列でDBDをコードすると考えら

れる領域に縮重プライマーを設計し、RT－PCR法でショウジョウバエ胚で発現する遺伝

子を検索したところ、nLの他にTLLに類似したDBDをコードすると考えられる部分

cDNA配列が見出された（梅園良彦；私信）。その配列を基にNCBIESTデータベース

（Altschuletal．，1990）中を検索した結果、TLXに類似しているが、明らかに異なるタンパ

ク質をコードすると考えられる、ヒト成体網膜に由来するcDNA配列（W27871）を見いだ

した（図3．16）。この配列から予想されるタンパク質（後にPNRと命名した）は標的塩基

配列の認識に重要なPboxの最初のアミノ酸残基がアスパラギン残基（N）となっている。

これまで脊椎動物で同定されている核内レセプターでは、糖質コルチコイドレセプター

等の4種のステロイドホルモンレセプターがこの位置にグリシン残基（G）を持つ他は、

全ての核内レセプターで酸性アミノ酸残基であるグルタミン酸残基（E）もしくはアスパラ

ギン酸残基（D）となっている（図3．17）。またPboxの4番目のアミノ酸残基がセリン残基

（S）となっているものはこのPNRの他にはnxのみであり、他の核内レセプターは全てこ

の位置にリジン残基（K）を持っている（図3．17）。実際人為的にこれらの位置のアミノ

酸残基を置き換えることで、標的配列の特異性が大きく変化することが知られており

（Zilliacusetal．，1994）、これらのことからPNRタンパク質はこれまで核内レセプターの標

的配列として知られていた塩基配列とは全く異なる新しいタイプの標的配列を認識する

可能性が高く、PNRの最も重要な特徴と考えられる。以上述べてきたように、mXの発

現が見られる網膜で、nXに類似しているが新たな特徴を持つ核内レセプターが同時に

発現している可能性が示唆されたため、この転写産物（ヱNR）の単離を試みた。

まずW27871の塩基配列をもとにプライマーMO70とMO71を設計した。W27871の配

列は特に3・側において塩基配列の読み間違えが多く見られるため、下流側のNMO71プラ

イマーは、核内レセプターで比較的保存度の高い、Pbox直後のFRKRSVというアミノ酸

残基のコドンに合うように設計した（図3．16，3．17）。次に、RT－PCR法を用いて、

前述のnXの発現を検討したヒト腫瘍細胞株20株（図3．15）をスクリーニングした結果、

網膜芽腫細胞株Y79でのみ発現を認めた（データは示していない）。そこでY79細胞から

RNAを抽出し、RACE法によってcDNAの全長を単離することとした。

まず3・－RACE法を用いることとし、T3プロモーター配列をもつオリゴdTプライマーを

アンカープライマーとして用いてcDNAを合成した。このDNAを鋳型に、一回目として

KMO4とT3プライマーを用いて30サイクルのPCRを行い、反応物の1／50を二回目のPCR

の鋳型に用いて、NMO70とT3のプライマーセットで23サイクルのPCRを行った（図3・1

8）。その結果poly－A＋領域を含む約1・8kbの特異的な断片が増幅され、これをサブクロー
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図3．16　ヒトESTクローンW27871の配列

DNA結合領域様の構造を持つ領域を影を付けて、ORfをコードすると予想され
るアミノ酸配列を下線で、2つのZnフィンガーモチーフを構成するのに重要な
8つのシステイン残基を太字で、Pbox中で特に注目したアスパラギン残基を二
重下線で、Pbox、Dboxを四角で囲って、細胞株のPCRスクリーニングに用い
たプライマーを矢印で、それぞれ示した。ただしNMO71プライマーは、アミノ
酸残基のコドンが合うように、下線を付けた塩基を除いて設計した。
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である。
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ニングして3クローン（Ml、M2、M3）の部分塩基配列を決定したところ、クローン

W27871と重なる部分約360塩基村について90％以上の塩基配列が一致した。ただし、ク

ローンM3では、予想される転写産物の393番目のリジンコドンに相当する位置に、h

打ameの終止コドンが導入されていた（図3．18，3．19）。クローンMl、陀ではこの領

域に相当する部分の塩基配列が不明であったため、Y79細胞ではこの転写産物は全てこ

の位置に終止コドンが存在するのかどうかをまず確かめることにした。そこでこの領域

を含む約850bpの断片を増幅できるようにプライマーKMO25とKMO26を設計（図3．18）

し、Y79細胞から調製したcDNA、クローンM2、M3それぞれを鋳型としてPCRを行った。

次にその増幅断片を、CTAG配列を特異的に認識して切断する制限酵素BfaI（NEB）で切

断し、3．0％のNuSieveGTGagarOSe（FMC）ゲルで泳動してバンドパターンを検討した結

果、この位置にCTAG配列を持つのはクローンM3のみであることが判明し、この変異は

RACE反応中に導入されたに過ぎないと判断した。続いて、NMO71をcDNA合成用アダ

プターとして、KMOl、KMO20を標的転写産物特異的プライマーとして用いた5一－RACE

を行い、CDNAの5－一端を決定した（図3．18）。

今回のクローンM3でも見られたように、RACE法では50サイクルを越えるPCR反応を

行ってcDNA断片を増幅するため、その過程でしばしば配列に変異が導入されるという

欠点がある。そこでコード領域の塩基配列を確定するために、KMO19とMO71のセッ

トで1クローン、KMO41とKMO39のセットで独立のcDNA合成反応からのPCRクローン

2クローンをサブクローニングして、コード領域の全塩基配列を決定した（図3．18，3．

19）。KMO41とKMO39のPCRで得られた2クローン（H3－6、H7－9）間の配列は2塩基が異

なっていたが、その2塩基は3－－RACEで得られた3クローンではH7－9と同じ塩基であった

ため、H7－9の配列をこの転写産物の本来の配列と考えた。

3．3．2　ヒトPNRの構造

得られたcDNAは全長約2．Okbで3▼端にpolyA配列を含み、POlyA付加シグナル配列の他、

1230bpからなるORfを持ち、開始コドンと考えられるメチオニンの前に、h肋meで終止

コドンが存在する（図3．19）。このORfから予想されるタンパク質は410アミノ酸から

なり、大きさは約胡．7kDと考えられる（図3．19）。また、核内レセプターに特徴的な

DBD、LBD様の構造を持ち、以下に述べる発現領域の特異性から、このタンパク質を

PNR（Photoreceptor－SPeCi丘cnuclearreceptor）と名付けた。

PNRは構造的には核内レセプターの中でもnxに最も類似しており（図3．20）、当初

に予想したとおり、標的塩基配列の認識に重要なPboxの最初のアミノ酸残基にアスパ

ラギン残基即）を持つという新たな特徴を持つが、PNRの標的配列特異性に関しては、

別の章（3．5）において詳しく解析する。CLUSTALWMultipleSequenceAlignmentProgram

（mompsonetal．，1994）を用いて、LBDの構造をもとに核内レセプターの系統樹を作ると
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GC皿TTTCACAAATGTmGT00ワ（コ瓜TGfmTGCmTTAGACCTCAATAAAAAAGTTAAAAAA

AAAA⊂九九姐AAAC⊂AGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA九九九九

図3．19　ヒトPⅣRcDNAの全塩基配列と予想されるアミノ酸配列

DNA結合領域、リガンド結合領域、開始コドンの直前にあるinframeの終
止コドン、ポリA付加シグナル配列をそれぞれ黒夫印、自失印、四角で
囲って、下線で示した。また、コード領域中に存在するイントロンA－Gの
位置とゲノムDNAを鋳型としたPCRに用いたプライマーの位置、それにク
ローンM3で見られたBねⅠサイトを示した。
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図3．20　ヒトPNRとmxタンパク質の構造比較

A）PNRは核内レセプターの中でnXと相同性が最も高い。しかし、標的配列
認識に重要なPbox、Dbox、TyAboxの構造は異なる。DNA結合領域（DBD）、
リガンド結合領域（LBD）を影で、Pbox、Dbox、γAboxを四角でそれぞれ示
した。またDBD中で2つのZnフィンガーモチーフを構成するのに重要な8つ
のシステイン残基と、LBD中で核内レセプターに特徴的なペプチドモチーフ
をそれぞれ太字で示した。
B）PNRタンパク質と他の核内レセプターとの比較
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PNRはRXRやCOUP、HNF4など、ホモニ量体を形成して標的配列に結合するタイプの

オーファンレセプターに近縁であることが判明した（図3．21）。このグループは、ステ

ロイドレセプターやMよりも進化的に起源が古いと考えられており、その相同タンパ

ク質が線虫ヤシヨウジョウバエにも見出せるという特徴も持っている（Mangelsdorfetal．，

1995）。PNRとnxの距離はMやmなどで見られるようなサブタイプ間の距離より

もかなり遠く離れており、PNRとnxはお互いにサブタイプの関係にあるというよりは

異なる遺伝子と考えた方が妥当である。

3．3．3　脊椎動物における員NR遺伝子の保存

これまで述べてきたように、PNRはこれまでに知られていなかった全く新しいタイプ

の核内レセプターであるため、次に他の脊椎動物でもヱNR遺伝子が存在するのかどうか

を検討した。ヒトPNXdDNA（アミノ酸残基248から410に相当する領域）をプローブに用

い、脊椎動物のゲノムmに対してサザンプロットを行ったところ寄歯類や犬、牛で特

異的なシグナルが検出され、PⅣR遺伝子が他の脊椎動物にも存在することが示唆された。

しかし、ウサギ、トリでは弱いシグナルしか検出出来なかった（図3．22）。このことか

ら、mではヒト・トリ間でその構造が非常に高い保存度を示しているのとは状況がか

なり異なっていることが予想された。

3．3．4　胴の発現解析

新たに得られたヒトPNRのcDNA配列を用いて再度ESTデータベースを検索したところ

クローンW27871に加えて、やはりヒト成体網膜のライブラリーに由来するクローン

W27698がPNRの3－非翻訳領域をコードしていることが判明した（図3．18）。次にヒト

PNRのDBDをプローブに用い、Y79細胞から抽出したpoly－A＋RNAに村してノザンプロッ

トを行ったところ、約2．Okbの特異的なシグナルを検出することが出来た（図3．23A）。

この大きさは、先に決定したヒトタNRcDNAの長さと一致する。しかし、次にnXの発

現解析で用いたものと同様の、ヒト成体各組織に由来するRNA（図3．13）に対してノザ

ンプロットを行ったところ、シグナルを検出することが出来なかった（データは示して

いない）。そこで、20種の細胞株（図3．15）の中でも網膜由来のY79でしか発現が見られ

なかったことと、ESTクローンW27871、W27698がいずれも成体網膜のライブラリーに

由来するという二点から、アNRの発現は網膜に非常に特異的なのではないかと考えた。

ヒト網膜mを入手することが出来なかったので、ラットで網膜を含む成体各組織に由

来するmを入手して、ヒトPNRのⅠ』Dをプローブに用いてノザンプロットを行ったと

ころ、実際にPN又は網膜に限って発現が見られる核内レセプターであることが明らかと

なった（図3．23B）○
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図3．21　核内レセプターファミリーにおけるPNRの位帯づけ

NJ法を用い
nxに最も

、LBDのア
類似してお

的塩基配列に結合する
り

夕

ノ酸配列をもとにして系統樹を作製した。PNRは
、RXRやCOUP／EAR3などホモニ宣伸を形成して樵
イプのレセプター群に比較的近い。
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図3．22　月NR遺伝子は脊椎動物で保存されている

ヒトPNRcDNAをプロープに用い、上に示した動物のゲノムDNA
に対してサザンプロットを行った。胴遺伝子は他の脊椎動物に
も存在することが示唆されたが、ウサギ、トリでは弱いシグナル
しか検出できなかった。
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3．3．5　ヒトPNR遺伝子の解析

これまで遺伝性網膜疾患との連関がマップされている染色体領域は約100に上る

（RetNetwebsite；http：〟www．sph．uth．tmc．edu侃etnetnが、その遺伝子産物が特定されている

例は、ホメオボックス遺伝子のCRズ遺伝子（Freundetal．，1997）など20数例である。そこ

で網膜に限局した発現をするヱNRは、網膜疾患の原因遺伝子ともなる可能性が高いと考

え、ヒトヱNR遺伝子を単離することにした。まず、マウスmの遺伝子構造との比較か

らイントロンの位置を予想し、ゲノムを鋳型としてPCRを行った場合に1kb以下の断片

が増幅されるようにプライマーKMO19とKMO20を設計した（図3．19）。まずヒトゲノ

ムmを鋳型としてPCRを行い、特異的なバンドが増幅されることを確認した。次にこ

のプライマーセットを用いてGenomeSystems社からインサート長約65kbのPlプラスミド

クローンを1種類得た。以下は竹沢慎一郎君と共同で行った実験である。Plプラスミド

を含む大腸菌からプラスミドmを回収し、各種制限酵素で処理した後、0．5％Seabm

GoldagarOSe（FMC）で泳動し、ヒトmvRのcDNA（Plプラスミドのスクリーニングに用い

たのと同じ領域）をプローブとしてサザンプロットを行った。ⅩbaIで切断したレーンで

8．5kbの位置にシグナルが検出できたので、この断片をサブクローニングして塩基配列

を決定したところ、エクソン8を除くヒト胴の全コード領域と約5kbのヒト胴プロ

モーターと考えられる領域を含んでいることが分かった。そこで、エクソン8の構造に

関してはPlプラスミドを鋳型に、KT9とKMO39をプライマーに用いて25サイクルのPCR

を行い、増幅された断片をサブクローニングして塩基配列を決定した。その結果遺伝子

のコード領域は約7kbに渡り、8つのエクソンにコードされていることがわかった（図

3．24A）。イントロンの5一側、3一側末端はそれぞれGT、AGとなっており、スプライシ

ングのコンセンサス配列＠reathnachandChambon，1981）と一致した（図3．24B）。また遺

伝子のコード領域の配列はY79から得られたcDNAの配列と完全に一致した。PNRとTLX

のエクソン／イントロン構造（Jacksonetal．，1998）を比較すると、相同な位置にエクソン／イ

ントロン境界が存在する場合も見られるが、両者が核内レセプターの中で特に類似した

遺伝子構造を持つとは言えない。

次にこのPlクローンをプローブとして用い、谷脇雅史博士（京都府立医大）との共同研

究によってFISH法により染色体位置の決定を行ったところ20個の分裂期の細胞を観察し、

20個全てで15q24という領域に特異的なシグナルが得られた（データは示していない）。

15q24領域の中で染色体マーカーD15S211とD15S152に近傍の領域が、パキスタン人の一

家系において精神遅滞を伴う遺伝性網膜疾患に連鎖すること（Mitchelletal．，1998）が報告

されている。そこでヱNRを含むPlプラスミド中にD15S211とD15S152近傍の染色体マー

カー（Gyapayetal．，1994）が存在するかどうかをPCR法によって検討したが、その存在は

確認出来なかった。
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図3．24　ヒトPN尺の遺伝子構造

ヒトPN尺コード領域は8つのエキソンから構成されている。PNR、nX間で
相同な位置にエクソン／イントロン境界が存在する場合、両者を破線で結ん
で示した。PNRとnxほ遺伝子構造から比ると、核内レセプターの中で特
に類似Lているとは言えない。
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3．4　トリ・マウスPNRの同定と発現解析

3．4．1　トリPNRの同定

脊椎動物胚において刀」方は前脳部や神経網膜で強い発現が見られる（Yuetal．，1994；

Monaghanetal．，1995；Ho11emannetal．，1998）が、成体網膜での発現量はそれほど多くない

（データは示していない）。それに村してPNRは成体では網膜に限局した非常に強い発現

が見られる（図3．23B）。そこで、網膜の発生過程でのPNRの機能を解析を進めるため、

また、他の動物種でのPNR相同遺伝子の構造についての知見を得るため、トリ瑠

cDNAの単離を試みた。

トリ8日目胚神経網膜からpoly－A＋RNAを調製して0．4－0．8xlO5個の独立したプラークを

形成するファージライブラリーを作製し、ヒトヱNRクローン陀の全長（図3．18）をプ

ローブに用いてスクリーニングを行った。ヒトPNRをプローブに用いた脊椎動物のゲノ

ムサザン解析（図3．22）で、トリゲノムに村しては弱いシグナルしか検出出来なかった

ため、相同性の低いcDNAでも検出できる条件（0．5xSSPE，0．1％SDS，60℃）でメンプレン

の洗浄を行った。1次スクリーニングで27個、2次スクリーニングではそのうち15個の

陽性クローンを選択してプラスミドとしてDNAを回収し、ベクターの両側から塩基配列

を決定した。その結果、既知の核内レセプターとしては花ズカざ3クローン、COUFTFJが

2クローン、且4R2（COUPのサブタイプ）が1クローン得られ、ヒトPNRに類似した新規核

内レセプターは3クローン（Al、A2、A3）が得られた（図3．25，3．26）。この3クローン

は重なる領域の塩基配列が互いに相同であった。しかしこれらのクローンはいずれも

DBDに相当する領域から上流側の塩基配列を欠いていた（図3．25，3．26）。またヒト

PNRではこの付近はGC含量が高いことから、2回目にライブラリーを作成するにあたっ

て、逆転写酵素の反応温度を段階的に上げ、また時間を長くして、2．OxlO5個の独立した

プラークを形成するファージライブラリーを作製した。トリ胴の5一端を含むクローン

を得るため、プローブにはトリcmクローンAlの最も5一端の部分（図3．25）を用い、

厳しい条件（0．2xSSPE，0．1％SDS，60℃）でメンプレンの洗浄を行った。1次スクリーニン

グで9個、2次スクリーニングではそのうち3個の陽性クローンを選択してプラスミドと

してDNAを回収し、ベクターの両側から塩基配列を決定した。その結果、クローン

（Bト1、B2－2、B3－1）が得られた（図3．25）。クローンB3－1とBl－1の5一端は完全に同じで

あるが、Bl－1ではB3－1の225塩基村から328塩基対までの領域が欠失していた（図3．25，

3．26）。これは丁度ヒトヱNRのエクソン3に相当する領域にあたり、Bl－1はミススプラ

イシングによる転写産物であると判断した。またクローンB2－2はB3－1の583塩基対から

下流の塩基配列とのみ相同性を示した（図3．25，3．26）。相同性が見られなくなる境

界は丁度ヒトヱNRのイントロンDが存在する位置にあたり、B2－2はミススプライシング

によるものか、あるいは他のクローンとは異なるユキソンを持つ転写産物であると考え

られる。

3．4．2　トリPNRの構造

以上の結果得られた最大のクローンB3－1は全長約1．7kbで3一端にpolyA配列を含み、

polyA付加シグナル配列の他、1218bpからなるORFを持つ（図3．26）。このORFから予
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図3．26　トリ胴cDNAの仝塩基配列と予想されるアミノ酸配列

クローニングの過程で使用したベクターに由来する配列は小文字で、DNA
結合領域、リガンド結合領域をそれぞれ黒央印、白央印で囲って、ポリA付
加シグナル配列を下線で、クローンAl、A2、A3の最も5一端の塩基を＊で、ノ
ザンプロットのプローブとして用いた領域を影を付けて、それぞれ示した。
また、クローンBl－1、B2－2が得られたことから予想されるイントロンB－Dの
位置を示した。
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想されるタンパク質は406アミノ酸からなり、大きさは約羽．2kDと考えられる（図3．

26）。また、核内レセプターに特徴的なDBD、LBD様の構造を持ち、それらの領域はヒ

トPNRとそれぞれ89％、80％の相同性を示した（図3．27，3．28）。また、ヒトPNRで

新たな特徴として指摘したPbox中のアスパラギン残基（N）はトリにおいても保存されて

いた。しかし種間での保存度が極めて高いnXと比べると、全体としては相同性は低く

（図3．28）、ヒトアNRをプローブに用いた脊椎動物のゲノムサザン解析（図3．22）での

結果を裏付けるものとなった。

最近ゲノムの全塩基配列が決定された線虫にもPNR（F56E3．4；GenBa止U41536）、mX

（CO8F8．8又はNn－67；EMBLZ73103）それぞれに対応すると考えられる特徴的なPboxの

構造を持つ転写単位が報告されている（図3．28）。またPNRのPbox、Dbox、¶Aboxの

構造はヒトトリ・ハエ（梅園良彦；私信）間で高度に保存されており（図3．29）、特に

保存されるべき必要性があったと考えられる。一方LBDの構造は大きく異なっているが、

3．4．1の結果はヒト・トリ間でPNRのイントロン・ユキソン境界が保存されているこ

とを示している。

3．4．3　トリヱNRの発現解析

次に、トリ8日目胚、14日目胚各組織で全RNAを用いたノザンプロットを行って

mとタNRの発現パターンを解析した。TL方cDNAをプローブとして用いた場合は前脳・

中脳・神経網膜・色素網膜で約3．2kbの特異的なシグナルが検出できるのに対して、

PNRcmAをプローブとして用いた場合は神経網膜のみで特異的なシグナルが認められ、

網膜色素上皮、水晶体、脳その他の組織では発現が見られなかった（図3．30；14日目の

データは示していない）。またPⅣRのmRNAとしてはスクリーニングで得られたクロー

ンB3－1の大きさと一致する約1．7kbの強いシグナルの他に約2．6kbの弱いシグナルが検出

できた。プローブとして、DBDとIBDの間の領域（KMO6－KMO22）あるいはLBD（KMO23－

MO24）（図3．26）のいずれを用いた場合でもこの2種類のシグナルが検出できること

から、これらは確かに胴のコード領域に特異的なシグナルであると判断できる。

このようにPNRの発現はトリ胚においても網膜に特異的であることが分かってきたが、

次に14日目胚神経網膜の切片を用いて、神経網膜の中でのさらに細かい発現分布を解

析することにした。トリ14日目胚で網膜は、視神経細胞層、双極細胞層、視細胞層に

大別できる層構造を形成する。そこで、京都大学ウイルス研究所の原健二博士と共同で

14日目胚から眼の切片を準備し、血扇血ハイプリダイゼーション法によって神経網膜

での発現分布を解析した。その結果、胴の発現は視細胞層でのみ認められた（図3．3

1）。マウス初期胚で刀Lrは網膜の神経節細胞層で強く発現することが知られている

（Monaghanetal．，1995）が、トリ14日目胚では7LXの発現は検出出来なかった（データは

示していない）。

次にヱNRのトリ胚における発現時期を解析した。まず、3日目胚において、胚全体か

ら抽出したmを用いてRT－PCR法を行うとともに、胚全体における発現を血5血ハイプ

リダイゼーション法を用いて検討したが、いずれの場合も胴に特異的なシグナルを検

出出来なかった。そこで、4日目から18日目胚までの神経網膜よりmを抽出し、全
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図3．27　ヒト・トリPNRタンパク質の構造比較

DNA結合領域、リガンド結合領域をそれぞれ影を付けて、Pbox、
Dbox、T／Aboxを四角で囲ってそれぞれ示した。
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図3．31且Ⅵ〈のトリ月イ司見細胞屑に限局した発現

んがPNⅥプローブを用いた血扇血ハイプリダイゼーション、右がへマ
トキシリンーエオシンによる組織染色。PNRのトリ14口」川重網膜にお
ける党規は槻細胞刷PRL）に特異的である。GCL，ganglioncelllayer；
JPL，innel－Plexifonlllayer；INL，innernuclearlayer；PRIJ，Photoreceptor

layer；PE，Pigmentepithelium・
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RNAを用いたノザンプロット法を用いて解析を行った（図3．32）。その結果、mは4

日目には既に強い発現が見られ、8日目以後徐々に発現量が低下していくのに村し、

アN又は視細胞が分化し始める5日目以降（Hooveretal．，1998）、徐々に発現が見られるよ

うになることが判明した。また、ヱNR特異的なシグナルは前述のように常に2本見られ、

約2．6kbのシグナルは11日目から16日目の間で特に強い発現が見られた。

このようにトリPNRが視細胞の分化・機能維持に関与する可能性が示唆されたため、

視細胞特異的な転写因子の解析が進んでいるマウスの系を用いて胴の機能解析を進め

ることを考え、次にマウスPNRcDNA断片の単離を試みた。

3．4．5　マウスPNRの同定と発現解析

まずヒトPmcDNAの塩基配列に基づいてプライマーKMO47とKMO49を設計した。こ

れまでの解析からPNRの発現は発生初期よりもむしろ成体において強いことが示された

ため、マウス成体（3ケ月）の眼からRNAを抽出し、上記プライマーセットを用いて

RT－PCRを行い、約760bpの特異的な断片の増幅に成功した。この増幅断片をサブクロー

ニングして塩基配列を決定したところ、その塩基配列から予想されるアミノ酸配列がヒ

トPNRタンパク質と86％の高い相同性を示した（図3．33）。またDBDに限ると98％もの

相同性を示したことから、この断片をマウスアNRd）他の一部であると判断した（図3．

33）。そこでこの配列をプローブとして用い、原博士と共同で2週齢マウスの眼の切片
で血裏山ハイプリダイゼーション法による発現解析を行った。この時、視細胞特異的に

発現することが知られているホメオボックス遺伝子のCRX（Furukawaetal．，1997；Chenet

al．，1997）をコントロールとして用いた。その結果マウスでも、PNRの発現は視細胞層に

限局し、CRズと局在が一致することが判明した（図3．34）。

3．4．6　ヒト細胞株における胴とCRズの発現特異性

これまでの結果から、ヒト網膜芽腫細胞株Y79から単離された新たな核内レセプター

PNRは、ESTデータベース中では網膜由来のライブラリーからのみ見出され、ノザンプ

ロット法を用いた成体ラットにおける発現解析の結果、その発現は網膜に限局している

ことが判明した。ニワトリ胚におけるノザンプロット解析からPNRの発現は発生途上に

おいても神経網膜に限局しており、ニワトリ・マウスについて行った網膜切片での血

裏山ハイプリダイゼーション法による解析の結果、PN又は神経網膜の中でもただ一種類

の細胞層、視細胞層でのみ発現が見られるというユニークな特徴を持つことが明らかに

なった。

細胞株であるY79株は基本的に一種類の細胞クローンから構成されていると考えられ

るが、以上の結果を考え合わせると、網膜の中でも視細胞としての性格を保持している

ことが予想される。そこで視細胞特異的に発現する転写因子のCR方や、やはり視細胞で

発現することが知られているbZIP型転写因子NRエ（Swaroopetal．，1992）とPNRの発現特異

性が一致するかどうかを、8種の細胞株でRT－PCR法を用いて検討した。その結果、Y79

細胞株ではPNR、CRズ、〃Rエいずれも発現が見られたが、他の細胞株では見られなかっ

た。この結果はY79細胞株が視細胞特異的な性格を保持していることを示唆し、PNRの

機能を解析していく上で、よいモデル系になると考えられる（図3．35）。

－65－



巴

£

ぎ
β
○
．⊂

【L

萱
Il■■

魯

雀≡
2

ぎ
○
⊂
亡

男

邑
器
■■

葛◆

：ニ

官
召
0

⊂
○

ご
ェl

∈

且

く○
▼■

t
▼■■

ゆ
▼■

lの
▼■

寸
▼■

（り
▼－

N
▼■

▼－

▼■

○
▼■

の

㊥

卜■

¢

的

寸

愁傷

■l

■蓼

暮I
●暮

暮暮

鬱
tI

豊l

華■■
t l

吾

簑

－66－

、

蔓

…

喜

暮

暮

暮

暮

事

書

義

鬱

さ

買∈賢
一趣意

り　　＿さ

要義墓
岩警1′

詔郡

○　⊥て棺。
⊥　ミ＿・、．べ

打順1」
N　螢1ユ喘
ぐ、モ　芸霊一二二

m　鍵盤。」」
区【j苧∃〉由



hPNR METRPTALMSSTVAAAAPAAGAASRKESPGRWGLGEDPTGVSPSLQ

戯〟Ab血触加点血〝
hPNR　・CRVCGDSSSGKほYGrYÅCNGCSGFF

陸陣陣闘囲1附I川珊閻照郡閻
mPNR　　　　　　　　　　　．王麗Iは測隈∈さG霹m雷Ⅵ批正YR亡脚CmW

珊箭拐帯揮珊彊漸耶関野門SM〒SNTES閂SL
RⅣQCQACRLXRCLQAGHⅣQDÅVQNERQPRSMAQVHLDAMETGSDPRSEPV

ⅤÅPPAPAGRSPRGPTPMSAARALGHHFMASL＝TAETCAKLEPEDADEN＝D

llIlll＝＝llllll＝＝＝＝＝＝＝I＝l＝】llllI
VASPALAGPSPRGPTSVSATfiAMGHHFMASL＝TAETCAKLEPEDAEEN＝D

厨卵駆埴吻朗唱頑卿喝卸焦
VTSNDPEFPSSPYSSSSPCGLDS＝HETSAR工JLFmPVFSSLPF

＝l＝＝】】lll　】l闇錮剰鉦輔闘11滑l闘I闇【
VTSNDPEFPASPCS－－－－－－LDG＝HETSARIJLFmLPVFSNLPF

ど．．、∴・－・・・・‥　　　∴．・．　　．・　・　　　＿、■1‥…、・・■■■’J・■’＋、■　‾■・■■‾：．■■1：　、■：・■．∴、

号

．　＿　　∴■　　　　■■・∴　　、　■　　　　　　　　∴　こ．　、．　．．．、：＼　　．ノ∵　　　　　．、　　∴　．・二．丁■　　ト　　■・

頭汚綿薙覇簡敢行庶務桁桁衛雪空飛報
叩乙．L写叩LFLLGA工QWS工一戸も⊃SCPIムAPPEASr－GS芦QGRLÅL礼

∴∵∵－　二■∴　∴・／・、二∴　‥1∴．∴　，■；・・・■；■■．；■て‾　∴・二■∴・

議論議論霜毒華率孝養率
5AEでRFLOEで工SRFRALmp℡m

DQSQVHLSQHSKAHHpSQmFGRLLLLLPSLRF工℡AER工EL工一FFRRT工G
、

封悪報E孤芯仁m～

46

96

146

196

246

296

346

396

図3．33　ヒト・マウスPNRタンパク質の構造比較

DNA結合領域、リガンド結合領域をそれぞれ影を付けて、ヒト・
マウス間で相同なアミノ酸残基は線で結んで、マウス配列のうち
クローニングに用いたプライマーに由来する領域を太字で、それ
ぞれ示した。
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図3．34　PN只のマウス網膜視細胞層における発現

マウスにおいてもPN只の発現は視細胞層特異的である。PNR、mはそれ
ぞれに特異的なプローブを用いて解析したもの、HEはへマトキシリンーエ
オシンによる組織染色。gCl，ganglioncelllayer；ipl，irmerplexlformlayer；inl，
innernuclearlayer；OPl，OuterPlexiformlayer；Onl，OuternuClearlayer：OS，Outer

SegmentS；pe，Plgmentepithelium・

－68一



「

㌢

州片

∈≡望≡－2望■書聖

▼■l■

〃斤⊥　　E＝＝コ

凡■月α　■‥r－．t．‥∴．d■Fr十・て」■「‾i・11■■「■丁■‥、■■・■い・」■1・【・・■二「

園3．35　ヒト細胞殊における朋、CRX刃Rエの発現特異性

上に示した各細胞株から全RNAを抽出し、左に示した転写因子に特
異的なプライマーを用いてRT－m法で発現を解析した。ヒト細胞株
においても湖とCRXそれに〃RLの発現特異性は一致するム
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3．5　PNRの標的配列特異性

3．5．1　PNR標的配列の同定

現在知られている核内レセプターはPboxの構造によって、糖質コルチコイドレセプター

（GR）に代表されるタイプ1と、Mに代表されるタイプ2とに大きく分けることが出来

る（図3．17，3．36A）。また、タイプ1あるいはタイプ2のPboxを持つ核内レセプター

の標的配列基本モチーフはそれぞれAGAACAあるいはAGGTCAであることが知られてい

る（図3．36A）。nXではPbox中で4番目のリジン残基（K）がセリン残基（S）に置き換わっ

ており、AAGTCAを特異的に認識する（図3．36A）。PNRではTLX型のPboxからさらに

1番目のアスパラギン酸残基（D）がアスパラギン残基（N）に置き換わった構造を持つ。そこ

で、このPboxアミノ酸残基の置換がPNRとnxの標的配列特異性の差違を反映している

かどうかをゲルシフト法を用いたタンパク質のNA結合アッセイで検討した。

まず、PNRタンパク質の同定が簡便に行えるよう、N末端側にHA一夕グを融合させた

ヒトPNRタンパク質を発現するプラスミドを作製した。このプラスミドをCOS－1細胞内

で強制発現させて細胞抽出液中にPNRタンパク質が合成されていることを、HA抗体を

用いたウエスタンプロット法により確認した（データは示していない）。

nxがb坤pel配列に結合することは本研究でも確認した（図3．6）が、今回COS－1細胞

を用いて調製したTLXもkruppe1配列に結合することを確認した（図3．36B；1anel）。し

かし、この配列に対するPNRの結合は認められなかった（図3．36B；1ane2）。この観察

からPNRはPbox中で1番目のアミノ酸がアスパラギン残基（N）となっているせいで、nX

とは異なる標的配列特性を発揮していることが予想された。核内レセプター群の標的配

列とその結合機構に関するこれまでの解析から、Pbox中で1番目と4番目のアミノ酸残

基が置換された場合、6塩基対からなる標的配列基本モチーフのうち2から4番目の塩基

に対する特異性が変化することが示唆されている（図3．36A）。そこでk鵬ppel配列中に

存在するAAGTCAモチーフのうち2から4番目の塩基をランダムに置き換えたプローブ

（E五イdm）を作製し、nX、PNRそれぞれのタンパク質の結合活性を検討した。その結果、

nxの結合したバンドは確認できた（図3．36B；1ane4）が、PNRの結合したバンドは確

認できなかった（図3．36B；1ane5）。

その理由として、1）pNRはさらに大きく異なる標的特異性を持つ、2）pNRは単量

体ではDNAに結合できず、二量体を組んで初めて結合できる、の2つの可能性を考えた。

PNRタンパク質のDBDはnxタンパク質に最も類似しているが、構造上近縁な核内レセ

プター群としては、図3．21の系統樹で見たように、RXRやCOUP、HNF4などホモニ

量体を形成して標的配列に結合するものが多く、このグループの中にあって、単量体で

標的配列に結合し得るnxタンパク質はむしろ例外であるとも考えられる。また、この

グループの核内レセプターは標的配列基本モチーフが間に1塩基村をはさんで反復した、

いわゆるDR－1タイプの標的配列に結合することが知られている（梅園，1996）。そこで上

述の2つの可能性のうち、まず2）について再度検討することにした。

ショウジョウバエの血亘p遺伝子の上流に同定されている¶ユ詔几Ⅹの結合サイト

（Pankratzetal．，1992）はkrBppel配列同様1コピーのAAGTCAモチーフを含む（図3．37；

Knixl）。そこでこのAAGTCAモチーフが間に1塩基をはさんで反復した配列（Knix2）を
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図3．36　PNRのDNA結合特異性

A）横内レセプター群の標的配列とその結合機構に関するこれまでの解析から、
PNRの標的配列の予想が可能である。特異的に認識される塩基と、その特異性を
決定すると考えられているPboxアミノ酸残基とを実線で結んだ。
丑）発現ベクターのみ（血e3，句、PNR（血旭乙封あるいはm（1an81，4）を血血で

書穿とk溜！鵠芦；晶甜濫雪蒜霹露
合は認められなかった（kme乙5）。
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作製し、これをプローブとして用いてPNRタンパク質の結合活性を検討した（図3．37）。

プローブのみ（lanel）、あるいはHA一夕グのベクターを強制発現させたCOS－1細胞の抽出

液とプローブを反応させた（1ane2）場合は見られなかったシグナルが、PNRを強制発現さ

せたCOS－1細胞抽出液を用いた（lane3）場合に特異的に検出できた。この特異的なタンパ

ク質のNA複合体はHA抗体でスーパーシフトする（1ane4）が、HAタグを認識しない抗体で

はスーパーシフトしない（1ane5）ことから、この複合体の中にPNRタンパク質が含まれて

いるとが確認できた。

次に非標識プローブによる競合実験を行って、この結合が2コピーのAAGTCAモチー

フを特異的に認識しているのかどうかを検討した。まずKnixlプローブでは競合が起こ

らず（1ane9，10）、またAAGTCAモチーフ中の3番目のグアニンをチミンに変えたコールド

プローブ（3MT）でも競合が起こらない（lanell，12）ことから、PNRはKnix2プローブ中の

AAGTCAモチーフを特異的に認識し、二量体を形成して結合していることが示唆された。

一方COS－1細胞で強制発現させたnxタンパク質とKnix2プローブを用いたゲルシフト

（1ane14）ではそれぞれ単量体（下のバンド）、二量体（上のバンド）に対応すると考えられる

2本のバンドが検出出来る。この二本のシグナルは、非標識のKnix2あるいはKnixlプ

ローブのいずれによっても競合が起きるが、3MTプローブでは競合が起きないことから、

nxがAAGTCAの1コピーを認識して結合し得るという考えを支持する。

PNRの移動度がnxで二量体に相当すると考えられるシグナルとほぼ同じ位置にくる

ことからも、PNRが二量体を形成して標的配列に結合していることが示唆される。

以上の結果から、予想に反して、PNRのようにPbox中1番目のアミノ酸残基がアスパ

ラギン残基（N）を持つタイプでも、mの標的配列を認識し得るということが判明した。

3．5．2　ヒト・トリPNRの標的配列認識における相同性

トリPNRを用いた場合でもヒトPNRと同様の標的配列特異性を示すのかどうかを検討

するため、まずHA一夕グを融合させたトリPNRタンパク質を発現するプラスミドを作製

し、COS－1細胞で強制発現させたタンパク質とbix2プローブを用いてヒトPNRの場合

と同様のゲルシフトアツセイを行って検討したところ、ヒトPNRの場合とほぼ同じ移動

度の特異的な結合を認めることができた（データは示していない）。また、この特異的な

タンパク質のNA複合体はHA抗体でスーパーシフトするが、HAタグを認識しない抗体で

はスーパーシフトしないことから、この複合体の中にトリPNRタンパク質が含まれてい

るとが確認できた（データは示していない）。これらの結果から、ヒト・トリのPNRは同

じ標的配列特異性を持つことが示唆された。

これまでの実験では、COS－1細胞抽出液を用いていたため、PNRタンパク質がホモニ

量体を形成して標的配列に結合しているのか、あるいはCOS－1細胞抽出液中に含まれる

なんらかの補因子とヘテロニ量体を形成しているのかは明らかでなかった。また、常に

HA一夕グが融合したPNRタンパク質を用いてきたため、そのことによる人為的な結果を

観察している可能性は否定できない。そこで次に、HA一夕グの融合していないトリPNR

タンパク質をウサギ網状赤血球を用いた血房加タンパク質合成系を用いて調製し、bi

x2プローブに対してゲルシフトアツセイを行った（図3．38）。その結果、HA一夕グの融
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合したPNRタンパク質を用いた場合よりやや早い移動度の位置に特異的な結合を認める

ことができた（図3．38；1ane3；データは示していない）。この移動度の違いはHA一夕グの

あるなしによるタンパク質の大きさに由来すると考えられる。

3．5．3　PNRの結合基本モチーフに対する特異性

PNRが標的配列を認識する際の、結合基本モチーフに関する特異性を検討するため、

Knix2プローブの結合基本モチーフを置換した非標識プローブを用いた競合実験を行っ

た（図3．38）。先に述べたように、PNRの標的配列は他の核内レセプターとは、結合基

本モチーフの2から4番目が変化している可能性が高いため、まず3番目の塩基を順次置

換した非標識プローブを作製して検討した（1ane6－11）。その結果、3番目をアデニン（A）に

置換したプローブ（3MA）ではKnix2プローブと同程度の競合が観察できたが、シトシン

（C）あるいはチミンCr）に置換したプローブ（3MC，3MT）では競合が観察出来なかった（図3．

381ane3－11）。この結果から3番目の塩基はプリン塩基であれば良く、AとGの間での選

択性はそれほどないことがわかった。

次に2番目の塩基を置換して検討することとした。nXではPbox中で4番目のリジン残

基（K）がセリン残基（S）に置き換わることによって、2番目の塩基としてグアニン（G）では

なくアデニン（A）を特異的に認識するようになり、シトシン（C）あるいはチミン（T）に置き

換わったプローブにも結合しないことが知られている（野崎1996）。そこで2番目の塩基

をグアニン（G）に置換したプローブ（2MG）を作製して検討した（図3．381ane12，13）。そ

の結果、2番目の塩基としてもプリン塩基であれば良く、AとGの間での選択性はそれほ

どないことがわかった。

4番目の塩基に対する特異性については今後検討する予定である。

3．5．4　PNRの標的配列特異性

K血x2プローブの中でPNRの結合に重要な領域を特定するため、Knix2プローブに順

次3塩基づつ置換を導入した非標識プローブ用いて競合実験を行った（図3．39）。その

結果、M－1，M」2，M－3，M－8の各非標識プローブを用いた場合はⅩnix2非標識プローブを用

いた場合と同程度の強い競合が観察された。また、M－5，M－7では弱い競合が見られ、

M－4，M－6では競合が見られなかった。これらの結果から、Knix2配列の中でPNRの結合

に重要な領域はAAGTCAが一塩基対をはさんで反復した配列付近（図3．39；影を付けた

領域）であることが明らかとなった。これらの結果をまとめると、PNRの標的配列とし

てRRRTCAAARRTCAという配列が導き出せる（図3．40）。

以上の結果をまとめると、PNRタンパク質のDNA結合にはホモニ量体形成が必須であ

り、RRRTCAが間に1塩基対をはさんで反復した配列を標的として結合し得ることが明

らかとなった。
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C叫pOtition

Rni x2；

M－3　　　；

2HG　　　‡

3MA　　　；

3MC　　　；

3凹℡　　　；

M－4　　　；

M－5　　　；

M－6　　　；

M－7　　　‡

COnさOnさuさ

℡Aゑ亡CC℡℡℡℡AA　ゑAG℡CA A

－一一－－－－－－－一一　GG凰－－－　－

－G－一一－　－

一一A－－－　－

一一C一一－　－

－－℡－－－　－

AAG℡CA AC℡℡CC且A⊂

－G－－－－

－－A－－－

－－C一一－

－－℡一－－

－－－C℡Gl－t－－－－－－

一－一一－－　GIGG－一一－

－－一一一一　－　－－AC℡－

＋

＋

＋

＋

l■■■

＝

＝＝

一

一一一－－－　－　－－－一－GIG℡－－－－－－－　（士）

RMCA A　且RR℡CA

図3．40　PNRの標的配列

非標識プローブを用いた競合実験から得られた結果をまとめると
PNRの標的配列として上に示したコンセンサス配列が得られる。
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4．考察
4．1脊椎動物におけるMβ遺伝子転写機構の保存

ヒトヤマウスではMβ遺伝子のプロモーター領域にRA応答配列（βM）の存在が

明らかにされておりM自身の発現がRAによって増幅されることが知られていた（de

Thietal．，1990；Sucovetal．，1990）。トリではRARP遺伝子の発現がRAによって増幅され

る（N句ietal．，1991）ことは知られていたが、トリについてはそのプロモーター領域の構造

が明らかにされていないため、作用機構はこれまで明らかではなかった。そこで今回ト

リMβ2プロモーター領域を単離することにより、その機構がプロモーター構造の上

で保存されていることを明らかにした。今回解析を行ったMβ2プロモーター領域で

は転写開始点付近の140塩基にわたる領域でトリ・ヒト・マウス間で実に92％という高

い相同性が観察された。同じ核内レセプターファミリーに属し、卵巣などでの特異的な

発現が知られているエストロゲンレセプター（ER）遺伝子では同様の140塩基にわたる領

域で約72％の相同性を示すことが示されている（Nestoretal．1994）が、Mβ2プロモーター

におけるさらに高い相同性は、このプロモーターが単なる部位特異的な発現を制御する

以上の重要な機能を持つことを示唆していると考えられる。

一方、これまでにMβ遺伝子産物には様々なアイソフォームが存在することが知

られており、マウスではMβ4アイソフォーム（トリではβ4Mに相当する）が特異的に

細胞の増殖を促進すると報告されている＠irardetal．，1994）。また、それぞれのアイソフォー

ムごとに種間で高い保存度を示すこと、発生段階でそれぞれに部位特異的な発現パター

ンを示すことから、アイソフォームごとの違いには重要な意味があると考えられている

（Chambon，1995）。今回トリ胚で、新規のもの（P4，、P4M，P4M）を含めて5つの、

Mβ2プロモーターに由来するMβアイソフォームを同定した。その結果、マウス・

ヒトRARPの5一非翻訳領域に見られる機能的なORF（Reynoldsetal．，1996）ヤマウスβ4で

みられるCTGの開始コドン即agpaletal．，1992）、スプライシングの起きる位置（Zblentet

al．，1991）等が、トリでも同じ位置に存在することを明らかにした。

今回同定したβ4とβ4′、β甜とβ4〃はそれぞれわずか1アミノ酸残基のみが異なっ

ており、これらの違いはイントロンのアクセプターサイトがコドン1つ分ずれることに

よって生じていると考えられる（図3．1；図3．2）。しかし、マウスでは塩基配列から推

測する限り、alとa4のアクセプターサイトは存在しない（図3．2）（Zblentetal．，1991）ため、

β4－とβ4M一に相当するマウスのアイソフォームは存在しないと考えられる。また、こ

のような1アミノ酸残基の違いを生じるようなアイソフォームというものはこれまでの

ところ報告がない。これらのわずかな違いを持ったアイソフォームどうしは機能的には

同等と考えられ、スプライシング反応の際の揺らぎを反映しているものと考えられる。

なおトリ凡亜り拍に相当するスプライシングは塩基配列の上からはマウスでも可能であ

るが、この転写産物の存在は他の動物種では報告されていない。誠一RAによってMβ

の発現が誘導されることが知られているマウス胚性腫瘍細胞株F9（Nagpaletal．，1992）か

らRNAを抽出してRT－PCR法によって解析した結果、β2、β4の発現は確認できたが、

やはりトリβ4に相当する転写産物の発現は確認できなかった。

今回培養した神経網膜細胞では誠一RA添加によってMβ2プロモーターに由来する全
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てのアイソフォームが誘導されてきた。また、3つのバンドパターンは調べた限りどの

組織でも見られた。しかし今回扱った組織は多様な細胞の集団としての器官ごとに解析

しているため、より細かい細胞レベルではアイソフォームによって発現パターンが異なっ

ている可能性もある。現在用いられている血由血ハイプリダイゼーションなどの技術で

は細かいアイソフォームの違いを見分けることは困難であるが、1細胞からのPCR法な

どを用いて検討することによって新たな知見が得られる可能性もある。

マウスにおいて、10日から16日目胚の網膜ではRAの合成が非常に盛んであることが

知られており（McCaffbryetal．，1993）、RARP2プロモーターを持つLacZのレポーター遺伝

子を導入したマウス14．5日目胚では、網膜でシグナルが検出される（Reynoldsetal．，1991；

Mendelsohnetal．，1991）。また、RARP遺伝子を欠失したマウスは発育に大きな影響が見

られないと報告されているが、Mβ〝α、Mβ〝γ、あるいはMβ／γの二重欠失

マウスでは、水晶体形成や瞼の形成に異常が見られること（Kastneretal．，1995；Ghyselinck

etal．，1997）、構成的に転写を活性化するMを導入したマウスでは水晶体の形成不全が

起こること四a比叫dal・，1992）が報告されており、眼の器官形成においてMβ遺伝子

が重要な機能を担っていることが示唆されている。

4．2　細胞種特異的なMβ遺伝子の転写調節

RAの効果は主にM・RXRを介して発揮されると考えられるが、M・RXRの発現

パターンからだけでは、RAの広範囲な効果を説明することは出来ない。脊椎動物で胚

発生の時期にat－RAを投与すると網膜で強い催奇性を示すことが知られている（Hyattet

al・，1996）が、今回トリ神経網膜細胞中では、線芽細胞株や骨芽細胞殊に比べてMβ2

プロモーターがRAに非常によく応答することを明らかにした。マウスの胚性腫瘍細胞

株P19を用いた研究から、未分化な細胞ではアデノウイルスEIAタンパク質様の活性が

Mや基本転写因子のTFIDと協調的に働くことによってMβ2プロモーターのRA応

答能を上昇させるという報告がある（Berkenstametal．，1992；Kmytetal，1993）。しかし今

回我々は、もともとRXRに類似のcDMとしてクローニングされたオーファンレセプター

のmXが、線維芽細胞中でのMβ2プロモーターの誠一RA応答能を上昇させることを見

出した。nXは神経網膜や前脳部に限局した時期・部位特異的な発現パターンを示すこ

とから、細胞種特異的なRAの作用機構にM・RXR以外の核内レセプターが重要な役

割を果たしている可能性が示唆された。

Mβ2プロモーターに順次欠失を導入したレポ一夕ープラスミドを作製し、mと

同時にCV－1細胞中に導入して検討した結果、Mβ2プロモーター上のMDR配列と名付

けた約20bpの領域を欠くとMβ2プロモーターのnXに応答した転写活性化が見られ

なくなることを見出した（図3．5）。ところがTKプロモーター上での再構成実験から

MDR配列のみではnx応答性配列として機能出来ないことが、またゲルシフト法を用い

た解析からnXタンパク質はMDR配列に結合出来ないことが、それぞれ判明した（図3．

6）。そこでMDR配列とβM配列を1コピーずつTKプロモーターの上流に組み込ん

だレポータープラスミド（MDR－βM－TK－LUC、βRARE－MDR－TK－LUC）を用いた解析

の結果、Mm配列はCV－1細胞中では本来β肌の持つ誠一RA応答能を抑制することが判
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明した（図3．8，データは示していない）。さらにnXを同時に強制発現させると、この

レポ一夕ーのRA応答能は上昇するが、βMのみを持つレポ一夕ーと同程度までしか

活性化されない（図3．8）。これらの結果から、この場合mはMDR配列の持つ抑制効果

を解除するのみで、積極的に活性化するわけではないと解釈できる。しかしこの結果は、

Mβ2プロモーター上でMm配列を欠失し、βM配列のみを持つレポ一夕ープラス

ミド（図3．5；一66まで欠失したレポ一夕ー）では払RAに村する応答性が悪くなってしまう

という結果と見かけ上矛盾する。これは、Mβ2プロモーターの活性がCV－1細胞中で

は弱いために、MDR配列を持たない状態でも十分な転写活性化が検出出来ないためであ

ると解釈出来る。以上の結果をまとめると、CV－1細胞中で誠一RAとnxに応答した転写

活性化が起こるという現象は、Mβ2プロモーターにおいても、TKプロモーター上に

再構成したレポーターにおいても、Mm配列とβM配列に依存して観察できる。ま

た、nXのショウジョウバエにおける相同タンパク質と考えられるmを用いた場合で

も同様の効果が観察できるが、nXのDBDあるいはLBDを欠いたタンパク質や、RXR、

PNRを始めとする24種の他のオーファンレセプターにはこのような活性は認められない

ことから、この活性にはnxとmに共通の構造が必要であることが示唆されている。

4．3　TLXによるMβ遺伝子の転写調節機構

ショウジョウバエの血〃鮎5（£即ま、遺伝学的にギャップ遺伝子たr鱒如，gJ、皮わf甲∫の上位に

あってそれらの発現を抑制する（HulskampandTautz，1991）こと、またそれぞれの遺伝子

のエンハンサー領域にTtLが単独で直接結合すること（Hochetal．，1992；Pankratzetal．，

1992）が知られている。しかし一方で初期ペアルール遺伝子である払わの発現を活性化

する（MahoneyandLengyel，1987）ことが報告されており、nLは転写活性化・抑制の機能

を併せ持つとされている（Steingrimssonetal．，1991）。

一方、脊椎動物のnXはMβ2プロモーターに対してRA応答性の転写活性化因子とし

て働くことが明らかとなり、4．2で論じたようにこの場合nxはプロモーターには直接

結合していないと考えられる。

ホメオボックスタンパク質である即伊感edの転写抑制領域（EnR）は、その領域を他の転

写因子に融合した場合にも転写抑制領域として機能することが知られている（Jaynesand

O－Farre11，1991）。そこでTLXのDBDをEnRに融合したタンパク質を強制発現させMβ2

プロモーターに対する効果を検討したが、転写抑制効果は観察できなかった（データは

示していない）。このことからも、nXはMβ2プロモーター上に結合配列を持たない

ことが示唆される。

ところがAAGTCAモチーフを1コピー持ち、TLXタンパク質が結合し得ることが知ら

れている胱ppel配列をTKプロモーターの上流に導入したレポ一夕ープラスミドに対し

ては、nXが転写抑制因子として働くことを明らかにした（図3．12）。nXはまた、眼

の器官形成に重要な機能を持つホメオボックス遺伝子であるPAズ2遺伝子のプロモーター

付して抑制的に働くことが知られている（RuthYU；私信）。このプロモーター上には、

AAGTCAモチーフが1コピー存在し、この付近の領域はヒト・マウスで保存されている

（Ryanetal．，1995；Sanyanusinetal．，1995）。そこでA4X2プロモーター上のAAGTCAを含む
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25塩基対のオリゴヌクレオチドプローブを放射性標識してゲルシフトアッセイを行った

結果、TLXタンパク質がこの領域に結合し得ることが判明した（データは示していか－）。

これらの結果からnxは、直接プロモーターに結合した場合、そのプロモーターの活性

を抑制することが判明した。

このように脊椎動物nxは、mで報告されているように、その標的とするプロモー

ターによって、転写を活性化したり抑制したりするする機能を持つことがわかってきた。

nxのLBDはmと約40％の相同性を持ち、nXと同じサブファミリーに属するオーファ

ンレセプターであるCOUPとの相同性も約40％である。COUPはヒトからウニまでその

相同遺伝子の存在が知られており、時期・部位特異的な発現パターンの一部がmのそ

れと重なる（Tsaietal，1997）。COUPタンパク質は、やはり標的とするプロモーターによっ

て、転写を活性化したり抑制したりするする機能を持つことが報告されており、上で論

じたnxの機能を考察する上で興味深い。

肝臓特異的な発現を規定する脚Jプロモーターに対しては、やはりnx、COUPと

同じサブファミリーに属するオーファンレセプターHNF4（HepatocyteNuclearFactor4）が

結合して転写を活性化することが知られているが、この時COUPを同時に強制発現させ

ると、HNF4の転写活性化能を上昇させることが報告されている（Ktistakietal，1997）。

COUPタンパク質はこのプロモーター上には結合サイトをもたず、この現象はCOUPが

HNF4のLBDとタンパク質問相互作用することによって、HNF4の転写活性化能を高める

結果であると説明されている。

ニジマスエストロゲンレセプター鱒R）遺伝子プロモーターに村して、ERはそのリガン

ドであるエストラジオールに応答して転写を活性化する。この時、COUPあるいはリガ

ンドが無い状態のRAR収ⅩRを同時に強制発現させると、この転写活性化をさらに促進

するということが報告されているBazermecetal．，1997）。この現象はCOUPとERのタンパ

ク質問相互作用に加えて、COUPが標的DNAの高次構造を変化させることによってERの

m結合活性を上昇させるためであると説明されているが、ここでのCOUPとERの関係

は、Mβ2プロモーターに対するnXとMの関係に非常に類似している。

これらの結果をまとめて考えると、nXによる転写調節機構として図4．1のようなモ

デルが考えられる。即ち、COU町mXファミリーに共通な共役抑制因子（CoR）が存在し、

nxがプロモーターに結合している際にはnxと結合しているCoRによって転写が抑制

され、逆にnXがプロモーターに結合していない場合は、プロモーター上に結合して抑

制的に機能している他の核内レセプター（NR）からCoRを競合的に奪うか、あるいはm

がNRと直接相互作用することでNRのDNA結合活性を阻害することによってCoRによる

転写の抑制効果を解除し、脱抑制という形で見かけ上転写を活性化するというモデルで

ある。MDR配列はトリからヒトまで完全に保存されており（図3．5）、その構造は核内レ

セプター標的配列にきわめて類似している（図3．6A）。またMや甲状腺ホルモンレセ

プター（TR）、それにCOUPの標的配列として知られているTREp配列Ⅳmesonoetal．，1988）

をTKプロモーターの上流に組み込んだレポ一夕ープラスミドに対してもnxは誠一RAに

依存した転写活性化を促進する（データは示していない）ことからも、このモデルが支持

される。しかし、これ以上詳しい機構についてはまだ不明な点が多い。
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4．4　成体におけるnXの発現と機能

今回ヒトnxを同定することにより、mタンパク質が進化の過程で強く保存されて

いることを明らかにした（図3．11A）。TLXのリガンドは未同定であるが、LBDの構造

が高い保存度を示すことから、この領域と相互作用する脂溶性の低分子あるいはタンパ

ク質が存在する可能性は高いのではないかと考えられる。

これまでnXの発現・機能解析は主に胚を用いて行われてきた（Yuetal．，1994；

Monaghanetal．，1995；Ho11emannetal．，1998）。今回ヒト成人各組織での発現パターンを解

析し、刀工雛ま脳でのみ（網膜については解析を行えなかった）特異的に発現し、また脳の

中でも、小脳由来の組織では発現が認められず、扁桃体・尾状核などの大脳辺縁系組織

で強く発現していることを明らかにした。網膜での発現は、アフリカツメガエルで

RT－PCR法によって検出されている（Houemannetal．，1998）が、ラット成体各組織を用いた

ノザンプロット解析ではシグナルが検出できず、網膜での発現はそれほど高くないと考

えられる（データは示していない）。アフリカツメガエルではRT－PCR法によって精巣にお

ける発現も検出されている（Hollemannetal．，1998）が、マウスではRNaseプロテクション

法を用いて検討した場合、精巣での発現は認めらず（Monaghanetal．，1995）、ヒトでも今

回ノザンプロット法によっては検出できなかった。これらの違いは動物種の違いによる

可能性もあるが、マウス精巣での発現をノザンプロット法によって解析した結果非常に

弱いシグナルが検出出来る（小出哲也；私信）ことから、脊椎動物の精巣では極めて弱い

ながら刀リrは発現しているものと考えられる。

以遠伝子を欠失したマウスでは大脳辺縁系の構造に異常が見られるが、これは本来

mを発現している細胞が、几方を欠失しているために増殖・分化が不可能となったた

めであると説明されている（Monaghanetal．，1997）。しかし成体の大脳辺縁系組織でも

刀LXの高い発現が見られることから、mはこれらの組織の増殖・分化のみならず、そ

の機能推持のためにも必要であることが示唆された。

今回様々な組織に由来するヒト細胞株20殊について、RT－PCR法、ノザンプロット法

を用いて検討した結果、神経上皮由来の細胞株SK－N－MCの他に、結腸癌株（Caco－2）、ア

デノウイルスで形質転換した線推芽細胞株（293）でmの強い発現が見られることを明ら

かにした（図3．15）。強制的にmを発現させた線維芽細胞は教案天中でも増殖が可能

となること（RuthYU；私信）から、rL方には細胞の増殖能を高める機能があることが示唆

されているが、今後mのプロモーター領域を同定し、これらの細胞株を用いてその発

現機構を検討することによって、rL方の発現と細胞増殖能との相関関係を明らかにして

いくことが出来ると考えられる。なおヒト7W同定は、最近Jacksonらによっても報告

された（Jacksonetal・，1998）。
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4．5　新規核内レセプターPNRの同定

今回同定したPNRは、標的配列の認識に重要なPboxの最初のアミノ酸残基にアスパ

ラギンを持つという、脊椎動物で初めて同定されたタイプの核内レセプターである。タ

ンパク質全体の構造からは、RXRやCOUP、HNF4など、ホモニ量体を形成して標的配

列に結合するタイプのオーファンレセプターと同じサブファミリーに分類することが出

来、中でもmに最も高い相同性を示す。このサブファミリーは、ステロイドレセプター

やMよりも進化的に起源が古いと考えられており、その相同タンパク質が線虫ヤショ

ウジョウバエにも見出せるという特徴も持っている（Mangelsdorfetal．，1995）。PNRの場

合も、その相同遺伝子がヒト・マウス・トリをはじめとする脊椎動物からショウジョウ

バエ、線虫にまで見出された。

最近ゲノムの全塩基配列が決定された線虫では、核内レセプター型の転写因子をコー

ドすると考えられる遺伝子が約200見つかっており、これは線虫ゲノムに見つけられる

転写因子ファミリーの中では最大のものである（ClarkeandBerg，1998）。脊椎動物で同定

されている核内レセプターは約50であるが、線虫からヒトまで保存されている核内レセ

プターのタイプは、全て、RXRやCOUPを含むサブファミリー（図3．21）に分類できる

ものばかりである。PNRとmxに村してはそれぞれ別の線虫オルソログが存在し、これ

らは進化的に独自に分岐した異なる遺伝子であると考えられる。PNR、nXいずれの場

合も進化の過程で保存されているのはDBDに限られているが、これは線虫における核内

レセプターの一般的な特徴となっている。

4．6　PNRの発現特異性

PNRは、ESTデータベース中では網膜由来のライブラリーからのみ見出され、ノザン

プロット法及び血扇血ハイプリダイゼーション法を用いて検討した結果、寄菌類・鳥類

においてその発現が網膜の視細胞層でのみ見られることを明らかにした。またトリにお

いてPNRの発現は、発生途上においても神経網膜に限局し、網膜視細胞が分化し始める

5日目以降に見られるようになる。このようにPNRの発現特異性は種を越えて保存され

ている。

視細胞特異的に発現する転写因子としては、これまでホメオボックス遺伝子のCR方

（Chenetal．，1997；Freundetal．，1997；Furukawaetal．，1997）と肋（Martinezetal．，1998）が知

られているのみであり、核内レセプターの中では、視細胞に限らず、これほど発現部位

が限局している例はこれまで知られていない。以遠伝子はCORDⅡに分類されるヒト

遺伝性網膜変性症の原因遺伝子として知られている肝reundetal．，1997；Swainetal．，1997）。

また、マウス網膜でCRXタンパク質を強制発現させると視細胞の分化を促進し、優勢的

阻害を行う（dominantnegative）CRXタンパク質の変異体を発現させると、視細胞の分化を

阻害することから、CR方は視細胞の分化に重要な役割を担っていると考えられている
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（Furukawaetal．，1997）。今回、マウスの網膜視細胞層とヒトY79細胞株でCRXとPNRが同

時に発現していることを明らかにし、PNRとCRXが視細胞の分化・機能維持に関わる転

写因子カスケードの一員であることを示唆した。

また、発生過程のマウス網膜からRNAを抽出し、RT－PCR法を用いてCR某胴の発

現を検討したところ、胚性13．5日目でC見方の発現が認められるが、この時期に胴の発

現は検出できず、胴に先んじてCR方の発現が見られることがわかった（RuthYU；私信）。

ヱNRのプロモーター領域にはCRXの結合配列が見出せる（データは示していない）ことか

らも、CRXが視細胞特異的なPNRの発現調節を担っている可能性が示唆されている。

4．7　視細胞におけるPNRの機能

一部のステロイドホルモンレセプターを除いて、核内レセプターは標的配列の認識に

重要なPboxの最初のアミノ酸残基にグルタミン酸残基（E）あるいはアスパラギン酸残基

p）の酸性アミノ酸残基を持ち、nXを除く全ての核内レセプターで、4番目のアミノ酸

残基にリジン残基（K）を持つ（図3．17）。PNRはPboxの1番目、4番目のアミノ酸残基に

それぞれアスパラギン残基（N）、セリン残基（S）を持つという、脊椎動物で初めて同定さ

れたタイプの核内レセプターである。従ってPNRはこれまでに知られていない新たな標

的配列を認識して結合することが予想された。COS細胞中で、あるいは血豆加で調製し

たPNRタンパク質を用いたゲルシフトアッセイの結果、PNRのm結合にはPNRのホモ

ニ量体形成が必須であることが分かった。また、PNRの標的配列のコンセンサス配列と

して、RRRTCAが間に一塩基対をはさんで反復した配列（PNRE）が得られ、PNRはnxと

同じAAGTCAモチーフを認識して結合し得ることが分かった。このことは、Pboxの1番

目のアミノ酸残基がアスパラギン酸残基p）からアスパラギン残基（N）に置き換わった場

合、積極的に異なった標的配列を認識するようになるというよりも、アスパラギン酸残

基p）の場合に比べて標的配列の認識が甘くなると解釈することが出来る。しかし、m

とは異なり、DNA結合に二量体形成を必須とすることによって標的配列の特異性を確保

していると考えられる。

オプシン、光受容細胞間レチノイド結合タンパク質、アレスチン遺伝子など、視細胞

特異的に発現する遺伝子のプロモーター領域をレポ一夕ー遺伝子の上流に組み込み、そ

のレポ一夕ー遺伝子を導入したマウスを用いた実験から、視細胞特異的発現を規定する

エンハンサー領域が同定されており、そのエンハンサー領域には血房加でCRXや駄xが

結合して転写を活性化することが知られている（ChenS．etal．，1997；Freundetal．，1997；

Furukawaetal．，1997）。また、オブシン遺伝子のプロモーター領域には、網膜で強い発現

が見られるbZIP型転写因子のNRLが単独で、あるいはCRXと協調的に転写活性化するこ

との出来る領域が同定されている（ChenS．etal．，1997；Kumaretal．，1996；Rehemtu11aetal．，

1996）。しかしながら、これらの視細胞特異的な発現に重要なプロモーター領域には
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PNR玉配列に相当するものは見出せない。これはどのように解釈すればよいであろうか？

酵母転写因子GAL4のDBDにPNRのLBDを融合したプラスミド（GAL－PNR）を作製し、

CV－1細胞中で強制発現させると、GAuの結合配列を持つレポ一夕ープラスミドに対し

て転写抑制的に働くことが分かっている（データは示していない）。また、これまでに知

られている視細胞特異的な転写因子群はいずれも転写活性化因子である。これらの実験

事実からPNRは、視細胞の中で、視細胞への分化に括抗する遺伝子のプロモーター活性

を特異的に抑えているのではないかと考えられる。

Y79細胞ではタNR、Cえ方に加えて点Ⅸ、〃Rエの発現も見られることから、視細胞的な性

格を推持した細胞株であると考えられるが、オブシンの発現は認めらない（M血ezetal．，

1998）。したがって、Y79細胞では視細胞へ最終的に分化するための要因が欠けているも

のと解釈でき、その要因の1つとして、PNRのリガンドを想定することも可能である。

隣接する網膜色素上皮からのシグナルに応答して視細胞の分化の分化が進行するという

報告がある（Watanabeetal．，1992；Stienikeetal．，1994）他、網膜の機能推持にはレチノイド

が必須であるため、視細胞層では、光刺激に応答したレチノイドの代謝・輸送経路があ

ることが知られており（図4．2）叩血ghtetal．，1997）、PNRのリガンド候補としてはレチノ

イドの代謝物が最も魅力的である。そこでGAL－PNRをCV－1細胞中あるいはY79細胞中で

強制発現させて種々のレチノイドに対する応答を検討したが、これまでのところPNRの

活性を制御するようなリガンド候補は同定されていない。

またヒトPNR遺伝子座を15q24に特定したが、この領域における染色体異常との連関

が指摘されている遺伝性網膜疾患において、実際にPNR遺伝子の変異が伴っているかど

うかを解析することにより、結果としてPNRの機能が推測できることが期待される。ま

た、PNRの発現が網膜で特異的であることから、PⅣR遺伝子を欠失したマウスでも胚性

致死とはならない可能性が高く、このアプローチからもPNRの機能解析が進められるこ

とが期待される。
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