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題目
網膜で発現するﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子ｻﾌﾞﾌｱﾐﾘ-の

同走と機能解析

要旨抗夜盲症因子として同走されたどﾀﾐﾝAは､生体内で酸化されてﾚﾁ
ﾅ-ﾙ､ﾚﾁﾉｲﾝ酸(RA)を生じる｡ﾚﾁﾅ-ﾙは光受容体の構成成
分としてｼｸﾞﾅﾙ伝達に関与している｡ -方RAは細胞核内の受容体ﾀﾝ
ﾊﾟｸ質に結合して遺伝子の転写調節を行うｼｸﾞ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､ﾚﾁﾉｲﾝ酸ﾚｾﾌﾟﾀ-(RARβXR)遺伝子を欠失したﾏｳｽで
眼の形成が不全となるなど､ﾋﾞﾀﾐﾝAとその代謝物(ﾚﾁﾉｲﾄﾞと総称
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､ l)ﾚﾁﾉｲﾄﾞの代謝､ 2)ﾚｾﾌﾟﾀ-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ﾄﾞの働きに注日

し､ RAR､ RXRを含むﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子群の働きを分子ﾚﾍﾞﾙで解
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ﾌﾟﾛｸﾞﾗ
ﾑの動態について理解を探めることを目的とした｡
まずﾄ1)RARβﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を単離し､ 1)このﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-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)このﾌﾟﾛ
ﾓ-ﾀ-は神経網膜細胞でRA自身によるﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ制御
を受けていること, 3) RAによる転写誘導の過程で､脳と神経網膜での
み特異的に発現しているﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子のTLXﾀﾝﾊﾟｸ質が関与
していること､を明らかにした｡
当研究ｸﾞﾙ-ﾌﾟでの結果から､ﾄﾘ､ﾂﾒｶﾞｴﾙ肱でTLXﾀﾝﾊﾟｸ質

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､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ未同走のTLXにさらに注目し､ﾋﾄTLX
cDNAの単離､構造解析を通してTLXﾀﾝﾊﾟ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ﾊﾟﾀ-ﾝをﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂ
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､ TLｽﾞ遺伝子を欠失したﾏ
ｳｽで､主に大脳辺縁系に異常が見られるという報告と-致する｡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
能を代償できるｻﾌﾞﾀｲﾌﾟ遺伝子の存在が示唆された｡
ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴでmX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ﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽを検索したところTLX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-PCR法を
用いてﾋﾄ細胞株20株をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞした結果､ TLXの発現は7株で認
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められたが､ pNRは網膜芽腫細胞株y79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｡ pNRは､ DNA結合ﾄﾞﾒｲﾝ(DBD)の構造がこれ
までに知られているﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子とは異なる新しいﾀｲﾌﾟのもので
あり､線虫ｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｽ中においても相同なﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞする
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pNRの発現は網膜
に特異的であることが判明した｡このように発硯が極めて特異的であること
から､ pNR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ｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝを得て解析を進め､ pNR遺伝子のｺ-ﾄﾞ領域は
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

ﾏｯﾌﾟされている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PNRの発現特異性が種間で保存されているかどうかを解析するため

ﾄﾘ8日目肱神経網膜よりpNR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､肱においてもpNRが発現していること､を示した｡ﾋﾄ･
ﾄﾘPNRﾀﾝﾊﾟｸ質の構造を比較するとDBDの相同性は高いものの､ﾘｶﾞﾝ
ﾄﾞ結合ﾄﾞﾒｲﾝ(LBD)はかなり異なっている｡ﾄﾘ8日目肱､ 14日日肱各組織
でのPNR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日目肱で神経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が､ )'ns)'tuﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-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､視細胞層でのみ発現が認められた｡発生過程
を追ってPNRとTLXの発現時期を比較したところ､ TLXは4日目には既に強い
発硯が見られるのに対し､ pNRは5日目以降､徐々に発硯が見られるように
なることから､ pNRが網膜でTLXの機能を代償している可能性は低いと考え
た｡なお､ﾏｳｽPNRcDNAを得て解析した結果､晴乳類でも同様に発現は
視細胞層に限局し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､ PNR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TLX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､ pNRはTLXに類似した新規のﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子で

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､晴乳類に
おいて視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
硯が上昇すること,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｡
網膜視細胞でのみ発現する新たな転写因子pNRが脂溶性ﾘｶﾞﾝﾄﾞに応答し

得るﾚｾﾌﾟﾀ-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
関わる新たなｼｸﾞﾅﾙ伝連系の存在を示唆するものである｡硯時点ではpNR
のﾘｶﾞﾝﾄﾞは不明であるが､色素網膜からはどﾀﾐﾝAを始めとするﾚﾁﾉｲ
ﾄﾞ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ｸﾞﾅﾙが
必須であることが知られており､ pNRのﾘｶﾞﾝﾄﾞ､機能を考察する上で興味
深い｡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
ｾﾌﾟﾀ-ｻﾌﾞﾌｱﾐﾘ-の存在を示し､ﾚﾁﾉｲﾄﾞ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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論文審査結果の要旨

申請者氏名小林未明

本研究は､眼の器官形成､機能維持におけるﾚﾁﾉｲﾄﾞの働きに注目し､ RAR､ RXR

を含むﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子群の働きを分子ﾚﾍﾞ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ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑの動態について理解を深めることを目的とし
た｡

まずﾄﾘRARβﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を単離し､ 1)このﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-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)このﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-は神経網膜細胞でRA自

身によるﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ制御を受けていること､ 3) RAによる転写誘導の

過程で､脳と神経網膜でのみ特異的に発現しているﾚｾﾌﾟﾀ-型転写因子のTLXﾀﾝﾊﾟ

ｸ質が関与していること､を明らかにした｡

ﾋﾄTLXcDNAの単離､構造解析を通してTLXﾀﾝﾊﾟ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ﾊﾟﾀ-ﾝをﾉｻﾞﾝﾌﾞ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｡ TLXﾉｯｸｱｳﾄﾏｳ

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ﾌﾞﾀｲﾌﾟ

遺伝子の存在が示唆された｡ RT-PCR法を用いてﾋﾄ細胞株20株をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞした

結果､ TLXの発現は7株で認められたが､ pNRは網膜芽腫細胞株y79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｡まず成体での組織分布を解析した結果pNR

の発現は綱膜に特異的であることが判明した｡ﾋﾄpNR遺伝子のｺ-ﾄﾞ領域は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ﾌﾟされている

15q24に位置すること､を明らかにした｡次にPNRの発現特異性が種間で保存されてい

るかどうかを解析するため､ﾄﾘ8日目腫神経網膜よりpNR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､艦においてもpNRが発現していること､を示した｡

ﾄﾘ8日目腫､ 1 4日目肱各組織でのPNRの発現を検討した結果､いずれの場合も神経

網膜のみで発硯が認められた｡ﾄﾘ1 4日目肱で神経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が､ insituﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-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､視細胞層でのみ発現が認められた｡発生過程を

追ってPNRとTLXの発現時期を比較したところ､ TLXは4日目には既に強い発現が見ら

れるのに対し､ pNRは5日目以降､徐々に発現が見られるた｡なお､ﾏｳｽPNRcDNA

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していることが明らかと
なった｡

以上のように､本論文は網膜に特異的に発現する新規の転写因子pNRをｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ

し､その転写調節機能を明明らかにしており､学術上､応用上貢献するところが少なく

ない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価
値あるものと認めた｡


