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第1章

Shhシグナル伝達系における濃度依存的作用とGli転写因子群の関係

L



序論

ヒトを含む晴乳動物の脳は、それぞれ異なる領域特異性をもった多種多様な細胞群に

よって構成されている。この脳細胞の領域特異性を決定する分子メカニズムを明かにす

ることは、脳の形態形成を理解する上で極めて重要な課題の一つである。

脳神経系の領域特異性決定の最も初期の過程は、未分化な前駆細胞よりなる神経上皮

組織が、胎児のもつ前一後（あるいは頭一尾）、背一腹の2つの体軸に沿ってパターン化

されることである（LumsdenandKrumlauf；1996）。特に神経板あるいは神経管の背腹軸に

沿った特異性決定の過程においては、周囲組織から作用する分泌性シグナル分子が極め

て重要な役割を果たしていることが、最近明かになりつつある。すなわち、腹側化の誘

導においては、胎児の腹側正中部に位置する中軸中胚葉組織である脊索より　S。nic

hedgehog（Shh）と呼ばれる因子が分泌され、これが神経板ならびに神経管に作用すること

によって、底板、運動ニューロン、腹側介在ニューロンなどの腹側ニューロン群が誘導

される。一方、神経管の背側部に位置する外胚葉組織ならびに間菓組織からはTGF牒ス

ーパーファミリーに属するBonemorphogeneticprotein（BMP）が作用し、Shhと括抗的に

働くことで神経管の背側に位置する一群のニューロンを誘導するとされている（Roeli止，

1996；ThabeandJessell，1996）。

ここでShhあるいはBMPのシグナル分子としての特異な点は、両者がいずれもいわ

ゆるモルフォジェン（Morphogen）として機能することである（Johnsonandlもbin，1995；

LawrenceandStruhl，1996）。特にShhについては、濃度依存的に複数の異なる細胞種の分

化を誘導し得ることが、これまでの様々な研究から明かにされている（HammerSClmidtet

al・，1997；Jolmsonandlもbin，1995）。Shhタンパク質は約35kDaの前駆体として合成され、

自身の持つプロセッシング活性によって約20kDaのN末端ドメイン（Shh－N）とそれ以外

のC末端ドメインに切断される（BumCrOtetal．，1995；Fanetal．，1995；Martietal．，1995；

Roelinketal．，1995）。Shhのもつ生物活性は全てShh－N断片にあるとされており、その一

部は細胞外に分泌され、また一部は発現細胞の膜表面にアンカーされた形で保持される。

これまでに良く解析されているニワトリ脊髄ニューロンの分化誘導においては、まず初

期過程で脊索に発現するShhが最も近位に位置する神経管腹側正中部に対して最も高濃

度で作用し、ここに底板を誘導する。この分化した底板はさらにS仙を分泌するように

なるが、この作用によって底板に隣接する部位に運動ニューロンが分化する（Ma血eJ

αJ・，1995；RoelinkeJαJ．，1995）。底板の分化誘導には運動ニューロンよりもより高濃度の

Shhが必要とされることが、実験的に示されている（Hynesetal．，1995；Martietal．，1995；
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Roelinketal・，1995）。さらに運動ニューロンの背側部には、より低濃度のShhに依存して

腹側介在ニューロンが誘導される（Ericsonetal・，1996）。Shhのもつモルフォジェンとし

ての作用は、脊髄レベルに留まらず神経管の前後軸に沿った様々な領域で観察されてお

り、神経系の領域特異性の決定過程における極めて重要な機構のひとつと考えられる

（Ericsonetal・，1995；Hynesetal・，1995）。またShhを含むHedgehogファミリーに属する因

子群のモルフォジェンとしての機能は、神経系に限らず、中月碩組織である体節、ある

いは肢芽の形成など、様々な組織の発生過程に関与しており、形態形成の多様な局面で

極めて重要な役割を担っていると考えられている（Hammersclmidtetal・，1997；McMahon，

以上のようなShhの持っ特異な生物学的活性から、その細胞内シグナル伝達機構が注

目を集めている。元々脊椎動物のShh遺伝子は、ショウジョウバエのsegment－POlarity遺

伝子群に属するhedgehog（Hh）の相同遺伝子ファミリーのメンバーのひとっとして単離

された（Echelardetal・，1993；Hammersclmidtetal・，1997；Kraussetal・，1993；Roelinketal．，

1994）0これまでの解析から、ショウジョウバエの＝hならびに脊椎動物のShhは、いず

れも細胞膜上に存在するSmoothened（Smo）およびPatched（Ptc）と呼ばれる2種類の膜貫

通型タンパク質で構成される受容体を介して、細胞内にシグナルを伝達するとされてい

る（AIcedoetal・，1996；ChenandStruhl，1996；Goodrichetal・，1996；HooperandSco恍，1989；

Inghametal・，1991；Marigoetal・，1996a；Marigoetal・，1996b；NakanOetal・，1989；Stoneetal．，

1996；VandenHeuvelandIngham，1996）。また、ショウジョウバエにおいては、Cubitus

interruPtuS（Ci）と呼ばれる転写因子がHhのシグナル伝達系において極めて重要な役割

を担っていることが示されている（Alexandreetal・，1996；Dominguezetal・，1996；Hepker

etal・，1997；ⅦnOhlenetal・，1997）。Ciの脊椎動物における相同遺伝子はGli転写因子ファ

ミリーと呼ばれ、特に晴乳動物においてはこれまでにGLI（本論文では以降Gli－1と表記），

Gli－2，Gli－3の3種類のメンバーの存在が知られている（Huietal・，1994；Kinzleretal．，

1988；Ruppenetal・，1988）。CiおよびGli転写因子は、ともに分子のN末端約1／3の領域

にC2H2－tyPeのZinc－hgermotifk有し、この部分で特異的DNA配列を認識することで

遺伝子発現の制御を行うと考えられている（KinzlerandVbgelstein，1990；％nkampetal．，

1995）。最近になって，Shhの底板における標的遺伝子であるmF一叩の発現に必須の制

御領域にGliの結合配列が見出され、この配列がS址応答性を規定するエレメントのひ

とつであることが明かにされた（Sasakietal・，1997）。また、マウスあるいはアフリカツメ

ガェルを用いたGli－1の異所的な高発現によって、Shム標的遺伝子の発現が誘導されるこ

とが示されている（Hynesetal・，1997；Leeetal・，1997）○しかしながら、脊椎動物において
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Shhの下流で3種類のGli転写因子がどのような生理的な機能を担っているのかについ

ては、未だ多くの点が不明のまま残されている。また、異なる濃度のShhがどのような

シグナル伝達機構を介して、最終的に異なる細胞運命を誘導するのかという最も重要な

問題についても、未だほとんど明かになっていない。そこで本研究では、我々の研究グ

ループにおいて樹立されたShh応答性の神経前駆細胞株MNS－70（NakafukuandNakamura，

1995；Nakagawaetal．，1996）をモデル系として、Shhの細胞内シグナル伝達の分子機構の

詳細を解明することを目的とした研究を行った。

－3　－
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材料と方法

プラスミド

マウスShhタンパク質のうち、アミノ酸残基1番目から198番目までを含むShh＿N断

片（Bumcrotetal・，1995）をコードするcDNAを、マウスShh全長cDNA（ハーバード大学、

A・McMahon博士より供与）を鋳型としたpolymerasechainreaction（PCR）法により得た。用

いたプライマーは、SenSe：5・－ArG－CTG－CTG－CTG－CTG－GCC－AG－3・、antisense：5・－

GGA－ArC－AGC－CGC－CGG－ArTJTGG－㌻である。得られたcDNA断片を、EF－1αプロモー

ターを持つ晴乳動物細胞発現ベクターであるpEF－BOS（MizushimaandNagata，1990）、あ

るいは組み換え型baculoviruS作成用に構築されたプラスミドpACYMl（Matsuuraet。l．，

1987）に組み込んだ。SRαプロモーターを持っ発現ベクターPME18Sに組み込んだヒト

Gli－1（Kinzleretal・，1988）およびGli－3（Ruppertetal．，1988）cDNAは理化学研究所の石井俊

介博士から、CytomegaroviruS（CMV）由来プロモーターを持つ発現ベクターPCDNA3に組

み込んだマウスGli－1およびGli－2cDNA（Hughesetal・，1997；Huietal．，1994）およびラット

HNF－3αおよびtNF－3PcDNA（Laietal．，1990；Laietal．，1991）は、それぞれ大阪大学の佐々

木洋博士、熊本大学（現・千葉大学）の滝口正樹博士より供与された。また、ニワトリ

8crystallin遺伝子プロモーターの上流にGli結合配列を含むオリゴヌクレオチドをクロ

ーン化したレポータープラスミド8Glix8－BSLucifbraseは、同じく佐々木洋博士より供

与されたものである（Sasakietal．，1997）。

細胞培養と遺伝子導入

神経前駆細胞株MNS－70は、ラット胎生11．5日胚の前脳、中脳領域の神経上皮組織の

初代培養より樹立された不死化細胞株であるPakafukuandNakamura，1995；Nakagawa

etal・，1996）。この細胞株は、C－Mycとエストロゲン受容体のリガンド結合ドメインとの

融合タンパクをコードするc－Mycer遺伝子を導入して樹立された。MNS－70細胞は、標

準培地（Dulbecco－sEagle－smedium培地［DMEM］とF－12培地を1‥1で混合した培地【三

光純薬］に10％fttalbovineserum［FBS；三光純薬］、5％horseserum［HS；GIBCOBRL］、100

units／mlpenicillin［寓有製薬］、100pg／mlstreptomycin［明治製菓】を添加して作成）を用いて、

単層培養にて継代した。その培養、ならびにShh発現CVl細胞の培養上清による処理は、

既に報告されている方法に従った桝akagawaetal．，1996）。遺伝子導入には、標準的なリ

ン酸カルシウム法を用いた（ChenandOkayama，1987）。
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レポーターアッセイ

ShhおよびGli転写因子の遺伝子発現に対する効果を検討するため、Gli結合配列を持

つレポータープラスミド8Glix8－BSLucifヒraseを用いた解析を行った。6ウェルプレート

上で3xlO5／cm2の密度で培養したMNS－70細胞に、8Glix8－BSLuciftrase（2pg）を各種cDNA

発現プラスミドとともに導入した。遺伝子導入効率を検定するための内部標準として、

β－ガラクトシダーゼ発現ベクター匝EF－BOS－β－gal；3pg）を同時に導入した。遺伝子導入後

48－72時間培養した細胞をリン酸緩衝液［PBS（－）］にて2回洗浄後に回収し、250plのLysis

Bufftr（25mMnis／PO4PH7．8，2mMdithiothreitol，10％glycerol，1％TritonX－100）に懸濁、

溶解した。得られた細胞溶解液を13000xgで5分間遠心し、その上清をルシフェラー

ゼおよびβ－ガラクトシダーゼの酵素活性の測定に用いた（Chiharaetal．，1997）。β－ガラク

トシダーゼの活性測定には、上清50L11を反応液（60mMNa2HPO4・12H20，40mMNaH2PO4・

2H20，10mM KCl，1mM MgC12，48mM　2－merCaPtOethan01，330Llg／mlo－nitrophenyl

β－D－galactopyranOSide）と混合し、37℃で反応させた。酵素反応を1MNa，CO3を50Lll加

えて停止させた後、反応液の吸光度420nmで測定した。またルシフェラーゼの活性測定

には、上清50plを反応液（20mM甘icine／NaOHpH7．8，1．07mM（MgCO，）．Mg（OH），・5H20，

2・67mMMgSO4，0・1mMEDTA，33・3mMdithiothreitol，270pMcoenzymeA，530LIM5・－ArP・

2Na，477pMD－lucifbrinpotassiumsalt）と混合し、ルミフォトメーター（ModelTD－4000，

LaboScience）で測定した。各サンプルのルシフェラーゼの酵素活性をβ－ガラクトシダー

ゼの酵素活性の値で標準化し、相対的な遺伝子発現量の比較に用いた。

組み換え型Sbh－Nの調整

マウスShh－NcDNA断片を組み込んだ組み換え型baculoviruSを、昆虫細胞Tn5に感染

させ、無血清培地（EX－CELL405，GIBCOBRL）を用いて培養した。培養上清中に分泌さ

れたShh－Nタンパク質を回収し、Centriprep－10（Amicon）を用いて濃縮した。調製した

試料中のShh－Nの濃度は、GST融合タンパク質として発現させ精製したShh－Nを標準試

料として、ウサギ抗Shh抗体（ハーバード大学McMahon博士より供与）（Bumcrotetal．，

1995）を用いたWestemblot解析により求めた。調整したShh－N試料は、SDS電気泳動し

たサンプルのクマシープルー染色の結果から約30％の精製度であった。Shh－N cDNA断

片を組み込まないbaculoviruSを感染させたTn5の培養上清を同一の手法を用いて調製し、

総タンパク質濃度を揃えてコントロール標品として用いた。
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定量的reversetranscription－POlymerasechainreaction（RTIPCR）法による遺伝子発現の

解析

組み換え型Shh－Nによって処理、あるいは各種発現ベクターを遺伝子導入したMNS－70

細胞より、QuickPrepTbtalRNAExtractionKit（PharmaCiaBiotech）を用いて、tOtalRNAを

抽出した。発現レベルのコントロールとして、胎生11．5日胚神経上皮組織より同様の手

法でRNAを調製した。得られたtotalRNAより、SuperScriptIIRNase H Reverse

Transcriptase（GIBCOBRL）を用いて逆転写しcDNAを得た。このcDNAを鋳型として、

既に報告されている手法Pakagawaetal．，1996）に準拠して定量的RTIPCR法を行い、各

種遺伝子の発現を解析した。PCR反応はTbqDNApolymerase（BoehringerMamieim）を用

い、95℃30秒－56℃30秒－72℃60秒の反応を1サイクルとして、28サイクル行った。

Primerは、表1に示したものを使用した。各プライマーセットを用いて特異的に増幅さ

れたPCR産物を6％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動し、0．01％の濃度でSYBER

GreenI（Amersham）を含む溶液で30分間染色した。得られたバンドの蛍光強度は、

FluorImagerSI（MolecularDynamics）を用いて定量した。各遺伝子の発現量は、β－aCtinの発

現量を内部標準とした相対値として比較した桝akagawaetal．，1996）。また各Primerセ

ットを用いて増幅されたPCR産物は、PBluescriptIISK－にクローン化し、その塩基配列を

蛍光プライマーを用いたジデオキシ法（ABI377DNAsequencer，Parkin－Elmer）により決

定した。いずれのPCR産物も、目的の遺伝子をコードするmRNAに由来してPrimer特

異的に増幅されたことが確認されている。

一　6　一
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結果

Shhのシグナル伝達系におけるGli転写因子の関与

まず、晴乳動物細胞におけるShhのシグナル伝達系におけるGliファミリーの転写因

子の生理機能を明かにするため、Gliに依存した遺伝子発現制御の解析系を構築した。

我々のグループではこれまでに、底板において特異的に発現する遺伝子HNF－3PのShh

応答性エンハンサー領域の中にGliの認識・結合配列と相同な配列を見出している

（Sasakietal．，1997）。そこで、このGli結合配列を含む32bpのオリゴヌクレオチドを8個

並列にクローン化した、ルシフェラーゼをレポーター遺伝子とするプラスミド

（8Glix8－BSLucifbrase）を作成した（Sasakietal．，1997）（図1A）。このレポーターを、Shh－N

をコードするcDNA断片発現プラスミドとともにMNS－70細胞に導入すると、Shh－N依

存的な転写活性化が認められた（図1B）。コントロールプラスミド（8Luciftrase）では、

このような活性化は起こらないことから、ここで観察されるShhによる活性化はGli結

合配列を介していると結論された。以上の結果より、Shhのシグナル伝達系の下流でGli

転写因子ファミリーが機能していることが示唆された。同様の系を用いて3種類のGli

因子の発現プラスミドを導入すると、Gli－1あるいはGli－2の発現によってレポーターの

強い活性化が観察されたが、Gli－3の場合は逆に発現の抑制が認められた（図1C）。従っ

てShhによる遺伝子発現制御において、Gli－1、Gli－2は正の制御因子として機能し、一方

Gli－3は負の制御因子である可能性が考えられた。

Gli転写因子群の機能的相違

次に、3種類のGli因子の生理機能の相違を明かにするための手がかりとして、Gli－1

あるいはGli－2の活性を特異的に抑制するツールを用いた解析を行った。我々は、Gli－2

の一連の欠失変異体を作成する過程で、Gli－2のN末端近傍のみをコードするcDNA部

分断片（Gli－2－DN）の発現プラスミドが、Gli－1によるレポーターの活性化を強く阻害す

ることを見出した（図2A）。図2Bに示すように、Gli結合配列を持つレポーターは、

同時に遺伝子導入したGli－1あるいはGli－2発現プラスミドの量に依存して活性化が観察

された。ここにGli－2－DNを共発現させると、Gli－1による活性化が強く阻害されるのに

対して、Gli－2による活性化はほとんど抑制されなかった（図2B）。Gli－2－DNの発現プ

ラスミドの量依存性を解析した場合にも、同様の結果が得られた（図2C）。従ってこの

Gli－2－DNは、ここで用いた実験条件下でGli－1に特異的な抑制因子として機能すると考

えられた。このGli－2－DNをShh－N発現プラスミドとともに共発現させると、Shhによる
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レポーターの活性化は阻害されないことが明かになった（図2D）。このことは、ここで

観察されたShhによるレポーターの活性化はGli－1に依存していないことを強く示唆し

ている。さらに、Gli－3発現プラスミドを共発現させた場合には、Shh、Gli－1、Gli－2いず

れによるレポーターの活性化も阻害された。しかしながら、同一実験条件下ではGli＿1

の活性がGli－3によって極めて強く阻害されるのに対して、ShhあるいはGli－2の活性の

阻害は部分的であった（図2D）0マウスあるいはアフリカツメガェルを用いたGli＿1の

異所的な発現によってShh標的遺伝子の発現が誘導されることが示されており、このこ

とからGli－1がShhシグナルの伝達を行うとするモデルが提唱されている（Hynesetal．，

1997；Leeetal・，1997）。しかしながら以上の結果から、少なくともMNS－70細胞において

は、Shhが作用した際の初期シグナルはGli－1ではなく主にGli－2によって伝達されてい

ると考えられた0また高発現したGli－3は、Gli－2あるいはGli－1を介したShhのシグナ

ル伝達に対して抑制的な効果を持っことが示された。

Gli転写因子群の発現調節

次に、MNS－70細胞におけるShh受容体およびGli転写因子群の発現動態をRTIPCR法

を用いて解析した（図3）。未処理のMNS－70細胞において、Shh受容体複合体を構成す

るPtcとSmo、ならびにGli－2、Gli－3のmRNAは、胎生11・5日胚の神経上皮組織仰E）

とほぼ同程度の生理的なレベルで発現していた。一方、Gli－1mRNAはコントロールレベ

ルの1／100以下しか検出されなかった。これは上記のレポーター遺伝子を用いた解析の

結果と良く一致しており、MNS－70細胞におけるShhシグナルの伝達の少なくとも初期

過程においては、Gli－1ではなくGlト2が主要な機能を果たしていると結論された。

次にS仙N発現CVl細胞の培養上清を用いて、これら遺伝子の発現に対するS仙の効

果を検討した。MNS－70細胞にShh－Nを作用させると、PtcおよびGli－1のmRNAレベル

の著明な増加が観察された。また、Gli－2およびGli－3の発現レベルは処理前に対して約

2倍増加し、一方Smoの発現レベルは約1′2に低下していた。このような～〃V血の培

養系で観察されたGliおよびPtc、Smoの発現は、これまで報告されているinvivoにおけ

る遺伝子発現パターンとよく一致している（Goodrichetal・，1996；Leeetal・，1997；Marigo

etal・，1996b；Sasakietal・，1997；Stoneetal・，1996）○すなわち、脊索あるいは脊索前板にお

いてShhが発現し神経板に作用し始める時期では、Gli－2、Gli－3、Ptc、Smoはすでに構

成的に発現している。発生が進行すると、S址の作用によって神経板正中部（後の神経

管腹側部）にGli－1、Ptcの強い発現誘導が認められる。また、Shhの異所的な発現によ

って周囲組織におけるPtcおよびGli－1の発現が増加することが報告されており、Gli－1、
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PtcはShhの標的遺伝子であると考えられる（Goodrichetal．，1996；Grindleyetal．，1997；

Hynesetal・，1997；Marigoetal・，1996b；Marigoetal．，1996c）。Gli－1の発現がShhによって誘

導されること、および上記のレポーターを用いた解析でGli－1がGli－2と同様にShhのシ

グナルを伝達し得る活性をもつことを合わせて考えると、両転写因子には機能的な役割

分担があり、Shhの作用の初期過程ではGli－2が機能し、このGli－2の作用によって発現

が誘導されるGli－1がさらに時間的に後期のシグナル伝達に参画する、というモデルが

考えられた。

Gli転写因子群によるShh標的遺伝子群の発現制御

次に、内在性遺伝子の発現を指標として、Gli因子群の生理機能をさらに解析した。

MNS－70細胞にShh－N発現プラスミドを遺伝子導入することで、上記の結果と一致して、

PtcならびにGli－1mRNAレベルの増加が観察された（図4A）。さらに、Gli－1あるいは

Gli－2発現プラスミドを導入すると、内在性のGli－1遺伝子の発現誘導が観察された。次

に、S址応答性遺伝子群のうち、細胞の領域特異性を反映する分化マーカー遺伝子とし

て、HepatocyteNuclearFactor－3P（HNF－3P）ならびにNkx2．1について解析した（図4B）。

Shh－N、Gli－1、Gli－2の各発現プラスミドをMNS－70細胞に導入した場合、いずれもNkx2．1

mRNAの発現誘導が観察された。これに対してHNF－3Pは、Gli－1の高発現によってのみ

その発現が検出可能なレベルで誘導された。またGli－3の高発現によっては、上記のい

ずれの遺伝子の誘導も検出されなかった。以上の結果は、Gli－1，Gli－2の高発現がそれぞ

れ単独の活性でShhによる遺伝子発現の誘導を再現し得ることを示している。従って、

本実験によって、Gli転写因子がShhの下流で機能する主要なシグナル伝達分子であるこ

とが直接的に示された。また、この内在性遺伝子の発現誘導における3種類のGli遺伝

子の機能は、レポーター遺伝子を用いた解析結果と良く一致している。すなわち、Gli－1

及びGli－2がShhのシグナルを媒介して遺伝子発現を正に制御する転写因子であるのに

対し、Gli－3には転写の正の制御因子としての活性は認められず、むしろ高発現すると

Gli－1，Gli－2の機能に対して抑制的に作用すると考えられる。また、Nkx2．1とmF－3Pと

いう2種類の異なるShh標的遺伝子に対して、Gli－1とGli－2が異なる特異性を持つこと

が示唆された。

底板の分化誘導因子HNF－3郎こよるGli－1の機能の抑制

先に述べたように、発生初期にまず脊索に発現するShhは、神経板正中部（後の神経

管腹側部）にGli－1の強い発現を誘導する。一方これまでの報告では、さらに発生が進
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行し腹側正中部で底板が分化する時期になると、それ以前に最も強い発現が見られた正

中部でのGli－1の発現はかえって低下する現象が観察されている（Leeetal．，1997；Sasaki

eJαJ・，1997）。この底板の分化に先だってS仙により腹側正中部に誘導され、底板の分化

に必須の役割を果たす遺伝子が＝NF－3Pである（Altabaetal・，1993；RuiziAltabaetal．，

1995；SasakiandHogan，1994）。前項の結果より、HNF－3Pの発現はGli－1によって直接的に

誘導されることが明かになった○そこで、mト叩とGliの底板での発現消失との間には

何らかの関連があるのではないかと考え、＝Nト叩のGliの機能に及ぼす影響を検討した。

その結果、mF－3Pの高発現によって、Gli－1あるいはGli－2のもつ転写活性化の機能が顕

著に抑制されることが明かになった（図5A）。また、＝NF一叩はS址による転写活性化

も強く阻害した（図5B）。＝Nト叩に依存して底板で発現し、mF一叩に類似の構造を持

つmF－3α（Laietal・，1990；SasakiandHogan，1994）も、同様にGli－1、Gli－2を阻害する活

性を有していた。Gli－1の発現がGli－2あるいはGli－1自身の活性に強く依存していること

を考え合わせると、将来底板になる腹側正中部においてShムによって誘導されるmF一叩

は、底板の分化を誘導するとともにGli－1の機能を抑制し、結果的にGli－1の発現をも抑

制するように機能していると考えられた。

S仙による濃度依存的な遺伝子発現制御

先に述べたように、Shhはいわゆるモルフォジェンとして機能しており、異なる濃度

で作用することによって異なる細胞運命を誘導すると考えられている。このShhのモル

フォジェンとしての作用の実体を明かにするために、種々の濃度で処理した細胞の応答

性の違いを遺伝子発現を指標として解析した。ここでは特に、Shhの標的遺伝子のうち、

Shhのシグナル伝達に直接関与するPtcおよびGli－1の発現を解析した。Shhタンパク質

としては、組み換え型Shh－Nタンパク質をBaculoviruSベクター系を用いて昆虫細胞で発

現させ、精製した標品を用いた。種々の濃度のShh－Nによって細胞を処理後、tOtalRNA

を単離し、遺伝子発現レベルを定量的RTIPCR法により解析した（図6A）。その結果、

Shh受容体分子であるPtcは、0・2－0・5nMという低濃度のShh8こよって発現誘導が観察さ

れ（EC50≒0・25nM）、0・5nMから10nMの間の濃度変化ではそのレベルはほぼ一定であっ

た。さらにPtcの発現は2相性を示し、25nM以上の濃度のShhを作用させるとその発現

レベルは著明に上昇した（EC50≒11・5nM）。一方、Gli－1mRNAの発現は低濃度のShhに

よっては誘導されず、25nM以上の濃度ではじめて顕著な増加が認められた（EC50≒

12・OnM）。両遺伝子の発現パターンを比較すると、1nMあるいはそれ以下の低濃度の

Shh－Nによっては、Ptcの発現のみが誘導されていた。1－10nMの濃度ではPtcの発現レ
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ベルに大きな変化はなく、Gli－1の発現が潰度依存的に弱く誘導された。さらに、10nM

を越えるShh－Nが細胞に作用すると、Ptc，Gli－1ともに著明な発現誘導が起こった。ここ

で特徴的な点は、この実験条件下では10nMから25nMへというShh－N濃度の2．5倍の

変化によって、遺伝子発現レベルに大きな変化が認められたことである。このことから、

ShhがPtcとGli－1という異なる標的遺伝子の発現を誘導する際には、それぞれ異なる聞

値（Ptcの場合は約0．1nM；Gli－1の場合は約1nM）が存在するものと考えられた。また、

両遺伝子ともに約12nMの聞値を持って、Shhによる非常に強い発現誘導が観察された。

以上の結果から、異なる濃度のShhが作用することによって、細胞内において質的に異

なる遺伝子発現応答が起こることが明かになった。
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考察

Hedgehogシグナル伝達系におけるCi／Gli転写因子の機能

本研究によって、神経系の背腹軸決定に重要な役割を担うShhのシグナル伝達系にお

いて、Gliファミリーの転写因子が主要な機能を果たしていることが明かになった。ショ

ウジョウバエにおいては、Gliの相同遺伝子であるCiの機能欠損型変異のホモ接合体で

Hhのシグナル機能がほぼ完全に失われること、Ciの強制高発現によってHhの機能欠損

型変異の表現型が回復すること等から、CiがHhのシグナル伝達において必要かつ充分

な機能を持つ因子と考えられている（Alexandreetal・，1996；Dominguezetal．，1996；

Hepkeretal・，1997；VbnOhlenetal．，1997）。本研究において、晴乳動物のCi相同遺伝子で

あるGli－1あるいはGli－2によって、Shhの標的遺伝子としてこれまでに同定されている

多くの遺伝子（Ptc、Gli－1、Nkx2．1、fTNF－3P）の発現が直接的に誘導されることが示さ

れた（図4）。従って無脊椎動物であるハエと晴乳動物において、Hedgehogのシグナル

伝達系の基本的な機構は、下流で働くCi／Gli転写制御因子の構造と機能のレベルで極め

て良く保存されていることが明かとなった。

脊椎動物GliとショウジョウバエCiの発現および機能の比較

しかし本研究での解析から、ショウジョウバエのCiと晴乳動物のGliとの間には幾つ

かの相違点が見出された。まずこれまでの報告では、ショウジョウバエにおいてCiの相

同あるいは類似遺伝子はみつかっていない。一方今回の我々の研究により、晴乳動物細

胞では少なくとも3種類のGliがShhのシグナル伝達に関与しており、各々が異なる機

能を有していることが明かになった。またCiと3種類のGliでは、その活性あるいは発

現制御にそれぞれ特色がみられる。Hhが形態形成に重要な役割を果たすショウジョウバ

エの翔の原基においては、CiのmRNAレベルでの発現はHhからのシグナルとは独立し

て構成的に起こるとされている（Alexandreetal・，1996；Dominguezetal・，1996；Hepkeret

al・，1997）。このことから、Hhの作用はCiタンパク質の何らかの形でのpost－tranSlational

な修飾・活性化を介しているものと推定されている。実際、最近になって、Ciタンパク

質はHhの作用していない状態の細胞において、N末端から703／704番目のアミノ酸残基

の間で切断を受け、Zinc掘ngerdomainを含むN末端部分断片（Ci－N）が核内に蓄積して、

転写のrepressorとして機能していると報告されている（Aza－BlanCetal．，1997）。そして

Hhの作用機構として、全長のCiがCi－Nへ分解される過程を抑制し、結果的に転写の

repressorからactivatorへと変換するとするモデルが提唱されている。MNS－70細胞にお
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いて、Shhの作用する以前からmRNAレベルでの発現の認められるGli－2が、Shhの初

期シグナルの伝達に機能していることが明かになった（図2、3）。従ってGli＿2を介し

たShhのシグナル伝達においては、Ciと同様になんらかのpost－tranSlationalな活性化機

構が働いていることが推定される。一方Gli－1は、Gli－2あるいはCiとは明かに異なり、

Shhによって転写レベルでの正の制御を受けていた（図3、6）。従って晴乳動物のS仙

シグナルは、その機能だけでなく発現制御機構が異なる2種類のGli因子によって伝達

されていると考えられる。最近になって、Gli－2の変異マウスの報告がなされ（Dingetal．，

1998；Matiseetal．，1998）、Gli－2の変異マウスでは底板が欠失し、Gli－1の発現の減少が観

察された。また、Gli－1の変異マウスでは顕著な表現系が現れないことから、Shhの下流

ではGli－2が主なシグナル伝達分子として機能しているとされており、本研究における

結果と一致する。

さらに、ショウジョウバエのCiは、転写の活性化と抑制の両方の機能を有することが示

されている。すなわち、Ciは翔原基のanteriorcompartmentにおいてDpp，Ptcなどの遺伝

子発現を誘導するのに対して、POSterior compartmentではHhの発現を抑制する

（Alexandreetal・，1996；Dominguezetal．，1996；Hepkeretal．，1997）。一方本研究で用いた

MNS－70細胞においては、Gli－1およびGli－2が転写活性化因子として機能し得るのに対

し、Gli－3は活性化因子としての機能は観察されず、むしろ高発現することでGli＿1ある

いはGli－2に対して抑制的に作用するという結果が得られた（図1、2、4）。このGli－3

によるGli－1あるいはGli－2の抑制は、3種類のGli因子が同じDNA配列を認識し得る

ことから（KinzlerandVbgelstein，1990；Vbrtkampetal．，1995）、標的DNA配列に対する競

合的な結合による可能性が高いと考えられる。別の可能性としては、Gli－3がGli－1とGli＿2

とヘテロ複合体を形成することでその機能を抑制していることも考えられる。最近、ア

フリカツメガェルにおいて単離されたGli－3が転写の抑制因子として機能することが報

告されており、本研究の結果と一致する（Marineetal．，1997）。Gli－3遺伝子に変異を持つ

マウスextratoes（Xt）の肢芽においては、ShhによるPtcの誘導は正常に観察されており、

Shhのシグナル伝達にGli－3が必須でないことを示唆している（Buscheretal．，1997；

Masuyaetal．，1995）。またニワトリ肢芽においてShhを異所的に発現させると、Gli－1の

発現誘導とともにGli－3の発現抑制がおこることが報告されている（Marigoetal．，1996c）。

このような一連の結果は、Gli－3がS肋のシグナル伝達に抑制的に作用する因子であると

する仮説を支持している。さらにニワトリ脊髄神経管では、背側のマーカー遺伝子であ

るPax－3、Pax－6、Pax－7遺伝子がいずれもShhの作用によって発現が抑制される現象が観

察されている（Ericsonetal．，1996）。また最近、上述のGli－3の変異したXtマウスの肢芽
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において異所的なSh血の発現とそれに伴うPtcの発現誘導が認められることが示されて

いる（Buscheretal・，1997；Masuyaetal・，1995）。これらの知見は、Shhシグナルによって発

現が抑制される一群の遺伝子が存在し、この遺伝子発現の抑制にGli－3が関与する可能

性を示唆している。しかし現時点では、他の組織あるいは異なる標的遺伝子の制御に関

して、Gli－3がGli－1あるいはGli－2と同様にShhシグナルの下流で遺伝子発現に促進的

に働く可能性が否定されたわけではない。最近報告されたノックアウトマウスの解析で

は、骨格系の形態形成過程においてGli－2とGli－3がある程度重複した機能を担っている

ことを示唆する知見が得られている（Moe′α′・，1997）。いずれにしても、本研究の結果よ

り、ショウジョウバエCiの持っ転写の活性化と抑制の2つの機能が、晴乳動物細胞の場

合は3種類のGliによって機能分担されていることが強く示唆される。

Shhの濃度依存的な遺伝子発現制御機構

シグナル分子としてのShhの特異な点は、そのモルフォジェンとしての作用である。

すなわち、S址は異なる濃度で作用することによって異なる細胞運命を誘導すると考え

られている。その背景には当然濃度依存的な遺伝子発現レベルでの応答が関与している

と考えられるが、これまでにこの問題に対してアプローチした研究は、脊椎動物ではほ

とんど行われていない0その主な理由は、Shhの濃度依存的な作用の解析が胎児期の微

小組織片の培養系を用いてのみ行われてきたためである○本研究では、Sh血応答性を持

つ均一な集団よりなる不死化細胞晰S－70を用いることにより、この点を詳細に解析す
ることが可能となった。

Shhシグナル伝達系の特徴のひとつは、シグナル伝達系の構成分子であるncあるいは

Gli－1そのものの遺伝子発現が、Shhによって制御されていることである。そこで本研究

では両遺伝子の発現制御機構に着目し、Shhに対する濃度依存な応答性を検討した（図

6）。その結果、受容体分子をコードするPtc遺伝子の発現が0・1－0．5nMという低濃度の

Shh－Nによって誘導されるのに対し、Gli－1の発現は約1nMの閥値を持って誘導され、

両遺伝子の発現誘導には明かな閥値の違いが認められた。また、さらに高濃度のSh血で

細胞を処理した場合、Ptc，Gli－1ともに10nMから25nMというわずか2．5倍の濃度変化

に応じて著明な発現レベルの上昇が観察された。先に述べたように、Sh血がMNS－70細

胞に作用した際の初期シグナルはGli－2によって伝達されると考えられる。従って、10nM

以下のShh－Nによって誘導されるPtc，Gli－1mRNAの弱い発現誘導は、主にGli－2を介し

た直接的なものであると考えられる。一方より高濃度のShh－Nが作用した際には、Gli－2

によって誘導されたGli－1がさらにGli結合配列を含むェンハンサーに作用して、Gli－1

－14－

巨

至

；

≧

㌻

≡

」



自身の転写を促進するpositive auto－regulationが働くことが推定される。このような

auto－regulationの機構は、Gliql発現プラスミドの導入によってGli－1自身が誘導されると

いう結果から支持される（図4）。このGli－1によるGli自身の発現に対する効果は、初

期シグナルを伝えるGli－2によって誘導されるGli－1の発現レベルに大きく依存すると想

定される。従って、本実験で観察されたPtc，Gli－1の高いレベルでの発現誘導に必要な

Shh－N濃度の閥値は、このGli－1のpositiveauto－regulationが作動する閥値を反映している

と考えられる。またPtcの2相性の発現誘導のうち、より高濃度のShh－Nによる高レベ

ルの発現は、autO－regulationを介して高発現したGli－1に依存した現象によると解釈する

ことが出来る。

遺伝子発現カスケードとShhの濃度依存的な作用機構

ここで以上の結果をまとめて、Shhの下流で働く遺伝子発現カスケードに関して改め

て考察し、Shhのモルフォジェンとしての作用、すなわち濃度依存的な異なる細胞応答

の誘導機構に関するモデルを提唱する（図7参照）。本研究によって明かになったShh

のシグナル伝達系のコンポーネントであるPtc，Gli，mF－3Pの発現と機能の相互作用を順

に議論する。

I．Ptc，Gli－3による抑制機構と闇値の設定

PtcはSmoとともにShh受容体を構成し、リガンドであるShhと直接に結合する分子

であることが生化学的解析により明かにされている（Mrigo etal．，1996a；Stone etal．，

1996）。また遺伝学的解析から、ショウジョウバエにおいてPtcはHhの受容体として機

能するだけでなく、シグナルの負の制御因子である考えられている（Chenand Struhl，

1996；Hepkeretal．，1997）。すなわち、Ptcの機能欠損変異個体ではHhシグナルの効果が

より強く、広範囲に及び、逆にPtcの異所的な高発現によってShhの作用が強く抑制さ

れる（ChenandStruhl，1996；Inghametal．，1991；JolmsonandThbin，1995）。さらに最近のノ

ックアウトマウスの解析において、Ptc遺伝子の欠損によってShh依存的な遺伝子発現が

顕著に増強されることが観察されている（Goodrichetal．，1997）。また、MNS－70細胞に

Ptcを高発現させるとShh依存性の転写応答が強く抑制されることが明らかになってい

る（図5C）。従って脊椎動物においても、ShhによってPtcの発現レベルが上昇すること

が逆にShhのシグナル伝達を遮断する効果を持つと考えられる。このことから、図6に

示すようにMNS－70細胞で観察された0．1－0．5nMという低濃度のShhによって誘導され

るPtcは、Shhによる標的遺伝子の発現を抑制するように働いていると推定される。この

ようなPtcを介したnegativefbed－backの機構は、Shhの濃度依存的な作用の閥値の設定に
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貢献する。すなわち、低濃度のS址が作用した細胞では、まず初期反応として構成的に

発現しているGli－2の活性化によってPtcを含む特定のセットの遺伝子発現誘導が起こる。

Ptcの発現レベルの上昇は、細胞膜レベルで以降のシグナル伝達に対し抑制的に作用する。

このnegativehed－back機構によって、細胞外のShhの濃度が比較的低いレベルで変化し

ても（例えば本実験図6の場合、0・1－10nMの範囲）、細胞内の転写応答はごく小さな変

動に留まると考えられる。この場合、PtcがGli－2に応答して発現される他の標的遺伝子

と比較してより低濃度のSul以って誘導されることが極めて重要なポイントとなる。

この点はショウジョウバエにおける遺伝学的な解析からは仮想的なものであったが、本

研究によって初めて生化学的に確認された（図6）。また上述のように、少なくとも

MNS－70細胞においては、Gli－3がGli－1あるいはGli－2の機能を抑制する因子として機能

すると考えられる。Gli－3はGli－2とともに構成的に発現していることから、Gli－3の構成

的な発現レベルはGli－2あるいはGli－1によって誘導される標的遺伝子の発現に必要な

S址の閥値濃度の設定に重要な役割を担っていることが推定される。今回のM隠70を

用いた解析では、Shhの作用によってGli－2，Gli－3のmRNAレベルでの発現がともに約2

倍に上昇し、またS址のシグナルを細胞内に伝達する分子と考えられているSmoの発現

は約1／2に低下していた（図3）。このようなmRNA発現レベルの変動がS址のシグナ

ル伝達にどの程度の影響を及ぼすかは、現在のところ不明である。

S仙の濃度がこのようにして設定された転写応答の聞値を超えた高い濃度で作用する

と、Gli－2によって誘導されるGli－1の発現レベルが→定聞値以上に達し、Gli－1のpositive

hed－back機構によってGli－1のみならず他のShh標的遺伝子の発現は強く誘導されるよ

うになる0図6で観察された、25nM以上の濃度のS址が作用した細胞におけるGli－1、

PtcmRNAの高発現がこれに相当すると考えられる。このGli－1のauto－regulationが一旦

惹起されると、細胞外からのS址のシグナルの入力あるいは高発現したPtcによる抑制

といった細胞膜レベルでのシグナル伝達系の作用を受けないであろう。このシステムが

作動することで、S址によって誘導される遺伝子発現応答には明確な闇値が設定され、

閥値前後では小さな濃度変化で大きな細胞応答の変化が引き起こされることになる。さ

らに、MNS－70細胞にGli－1あるいはGli－2を高発現した際には、Nkx2・1遺伝子の誘導が

両遺伝子でともに認められるのに対して、胴－3βの誘導はGli－1でのみ検出可能であっ

た。従って、Gli－1が誘導される闇値の前後では、遺伝子発現の量的な差のみならず、質
的な差も同時に起こっているものと考えられる。
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ⅠⅢ・mF一叩によるGli活性の抑制と底板の分化

さらに、非常に高い濃度のShhが作用した場合、自身のpositivefbed－backによって高

いレベルで発現したGli－1が、底板の分化制御因子であるHNFづβを誘導する活性を持っ

（図4）。これまでの報告では、底板におけるmF－叩の発現誘導には実際に非常に高濃

度のShhが必要であるとされている（Martietal・，1995；Roelinketal・，1995；Hynesetal．，

1995）。本研究では、MNS－70細胞に1mMという高い濃度のShh－Nを作用させた場合で

も、Gli－1の強い誘導は認められるものの、mF－3Pの発現誘導は観察されなかった（data

notshown）。これらのことから、Gli－1によるIJNF－3Pの発現誘導が起こるためには、細

胞外のShhの濃度、ひいては細胞内でのGli－1の発現レベルに、かなり高い闇値が設定

されているものと推定される。また、Gli－1によって誘導されるHNF－3Pが逆にGli－1あ

るいはGli－2の活性を阻害し、Gliの発現を抑制することが明かになった（図5A）。底板

でのHNF－3Pの発現には、Gli－1の場合と同じようなpositivefted－back機構により自分自

身の発現をさらに上昇させる現象が知られている（RuiziAltabaetal．，1995；Sasakiand

Hogan，1994）。従って、非常に高濃度のShhによって誘導される底板細胞（あるいは予定

底板細胞）ではHNF－3Pが高発現し、これによるGli－1，Gli－2の機能の抑制によって結果

的にGli－1の発現が消失する○一方周囲の細胞集団ではHNF－3Pの発現は誘導されず、Gli－1

の発現が持続することになる。従って、初期には同じShhによって誘導される細胞群で

あっても、両者の細胞内では極めて異なった遺伝子発現がおこることになる。このメカ

ニズムは、底板という最も高い濃度のS仙によって誘導される組織とその周囲の細胞群

の間での異なる細胞運命決定に、極めて重要な役割を果たしているものと推定される。

以上述べてきたように、本研究では神経系の領域特異性の決定に関与する分泌性因子

Shhのシグナル伝達機構の解析を行い、Zinc－nnger型転写因子であるGli－1，Gli－2，Gli－3が

Shhの下流で遺伝子発現制御を行っていることを明らかにした。3種類のGli転写因子は

それぞれ異なる機能を担い、また異なる発現調節を受けていた。これらGli遺伝子産物

ならびに受容体分子Ptcによって構成される細胞内シグナル伝達ネットワークのダイナ

ミックな調節機構が、S址がモルフォジェンとしての多彩な生理機能を発揮する上で極

めて重要な役割を担っているものと考えられる。
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第2章

cDNAマイクロアレイを用いたShh応答性遺伝子群の探索
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序論

第1章で述べたように、Shhのシグナル伝達機構においてGli－1，Gli－2，Gli－3がそれぞ

れ異なる機能を担い、異なる発現調節を受けていることを明らかにした。これら3種類

のGli転写因子と、Shhの受容体であるPtcによる精巧な制御機構により、Shhのモルフ

ォジェンと呼ばれる多彩な生理機能が構成されていると考えられた。

しかしながら、脊椎動物においてShhの下流でどのような遺伝子が制御されているの

か未だ多くの点が不明のまま残されている。S仙は、中枢神経系に限らず、形態形成の

過程で非常に重要な役割を果たしており、また、そのシグナル伝達に関わる分子の変異

は、全前脳胞症、基底細胞癌、基底細胞母斑症候群、髄芽腫、神経膠腫等、ヒトの様々

な疾患に関与していることが知られている（Villavicencioetal．，2000）。このように重要な

シグナル分子の細胞内シグナル伝達機構について不明な点が残されている原因の一つに

は、これまで行われてきた実験系では、一度に扱える遺伝子の数に限界があったことが

挙げられる。

一方、国際的に進められてきたゲノムプロジ土クトによって、ヒトゲノム中には約3

～4万個の遺伝子が存在することが推定され（Landeretal．，2001；Vtnteretal．，2001）、マウ

スにおいても既に2万個以上の完全長cDNAが報告されている。このようにヒトやマウ

スを含む様々な生物種のゲノム配列が明らかにされつつあるなかで、従来用いられてき

た分子生物学的手法は、研究対象である数種の遺伝子の解析に焦点を絞ったものが多く、

ある生命現象の諸過程に関与する数百個の遺伝子群の発現変動を網羅的に解析するには

適していなかった。ところが、ポストゲノムシークエンス時代ではこれまでのように遺

伝子を個々に捉えるだけではなく、数百から数千個の遺伝子群の機能とそのネットワー

クを網羅的に解析する技術が求められた。このような状況を背景にして、数千～数万個

の遺伝子の発現変動を一度の実験で解析できる技術としてcDNAマイクロアレイが開発

された（Schenaetal．，1995）。この技術は、表面を特殊加工したスライドガラスなどの固

相基盤上に多数の異なったcDNAプローブを高密度に固定化し、その上で各々異なる蛍

光色素で標識した2種類のmRNA由来のターゲットcDNAを競合的にハイプリダイズさ

せて、個々のcDNAプローブからの蛍光シグナルを自動検出器で取り込み、コンピュー

タで大量解析するものである。このようなcDNAマイクロアレイの登場により、一度に

数千もの遺伝子の発現動態を視覚化、数値化することが可能となった。

先に述べたように、Shhは発生分化に重要な役割を果たしていながら、その下流のシ

グナル伝達機構については不明の部分が多いことから、Sh血によって制御されている末
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知の遺伝子（新規、既知）が存在している可能性は十分にあると考えられる。Shh応答

性遺伝子の同定は、中枢神経系の発生・分化および、先に述べた疾患のメカニズムを解

明するにあたって、非常に重要である。そこで、本研究ではもう一つのテーマとして、

CDNAマイクロアレイを用いてShhにより制御される遺伝子群の同定を試みた。
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材料と方法

cDNAマイクロアレイの作製（図8A）

国立感染症研究所遺伝子資源室より供与されたマウス成体脳由来のcDNAクローン

（suganOmOuSebrainmncb）及び、マウス胎生14日胚由来cDNAクローン（suganOmOuSe

embryomewa）を用いてcDNAマイクロアレイを作製した（Katoetal．，2001；Ybshikawaet

αJ．，2000）。まず、これらのクローンの末端塩基配列情報を元にクラスタリングを行った。

クラスタリングにはシークエンスデータ分類解析管理システム　DYNACLUST

（DYNACOM）を用いた。クラスタリングの結果を基に、重複度1の遺伝子セットを整備

した。これらのクローンより、ベクターのマルチクローニングサイトの両端にデザイン

したプライマーを用いて96℃　3分－（96℃　20秒－72℃　6分）xlOサイクルー（96℃　20

秒－60℃　30秒－72℃　2分）x25サイクルー72℃10分のPCRによってcDNAを増幅し

た。PCR産物をエタノール沈殿し、12巨1の蒸留水に溶解した（およそ2いg小1）。96℃で

3分間熱変性後急冷し、0．7mg／mlニトロセルロース／100％DMSOと等量ずつ混合し、こ

れをマイクロアレイ作製装置SPBIO2000（日立ソフトウェアエンジニアリング）を用いて

カルポジイミドコートされたスライドグラス（日清紡）にスポットした。このとき同時に

コントロールとしてhousekeepinggeneであるマウスβ－aCtinのcDNAを、ネガティブコン

トロールとしてヒトCot－1DNA（GIBCOBRL）をスポットした。スポット後一晩放置し、

UVクロスリンカーを用いて60mJで架橋した。

ターゲットcDNAの調製（図8B）

マウスShh－N発現プラスミドまたはコントロールプラスミドをMNS－70細胞に導入し

48時間培養後、廿izolreagent（GIBCOBRL）を用いてtotalRNAを抽出した。抽出した

totalRNAより、Oligotex dT30（Thkara）を用いてpoly（A）＋RNAを精製した。2LLgの

POly（A）＋RNAを反応液［6Llgランダムヘキサマー、5Ⅹ1ststrandbu飴r6pl、0．1MDTT　3pl、

50ⅩdNTP（10mMdTTP、25mMdATP、25mMdCTP、25mMdGTP）溶液0．6pl、蛍光色素

（1mMCy3－dUTPまたは1mMCy5－dUTP）3pl］と混合し、SuperscriptII（200U／pl）を2pl

加えて42℃で1時間逆転写反応し、さらに1plのSuperscriptII（200U／pl）を加えて1時間

42℃で反応させることにより、Cy3またはCy5で標識した。これらのサンプル中の残存

RNAを分解するために、それぞれ5Lllの0．5M EDTAと10plの1NNaOHを加え、65℃

で30分間処理し、1MTris－CIpH7．5を25pl加えて中和した。Cy3、Cy5で標識されたcDNA

を混合し、TEで600L11にメスアップし、MicroconYM－30（Milipore）で10plまで濃縮した。
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濃縮したサンプルに500plのTEと20pgのSalmonspemDNAを加えてもう一度10plに

濃縮した。濃縮したサンプルに、50pgのYtasttRNAと、50pgのpoly（A）、20xSSCを6・8pl、

10％sDSを1・2囲え蒸留水で40pIEこメスアップし、これをターゲットcDNAとした。

マイクロアレイハイプリダイゼーション（図8）

マイクロアレイをブロッキング溶液（3％BSA，0・2MNaCl，0，叫Ttis－CIpH7．5，0．05％

ⅡitonX－100）に浸し、室温で30分間放置し、その後37℃で風乾した。乾燥させたマイク

ロアレイをTE（pH8・0）で5分間x3回洗浄し、風乾した。96℃で2分間熱変性し30分間

室温で放置したターゲットcDNAをこのマイクロアレイに加え、カバーガラスをかぶせ

て、55℃で瑚ハイプリダイゼーションを行った。ハイプリダイゼーションを行った後、

マイクロアレイを洗浄溶液A（2xSSC，0・1％SDS）に浸し、カバーガラスがはがれるまで

振塗した。はがれたカバーガラスを除去し、さらに新しい洗浄溶液Aでさらに10分間

振塗した。次に、洗浄溶液B仙2ⅩSSC，0・1％SDS）でさらに10分間ずっ2回洗浄し、2000叩m
で1分間遠心して水分を除去した。

ハイプリダイゼーションを終えたマイクロアレイの蛍光シグナルは、共焦点レーザー

型検出器ScanA汀ay4000（GSILumonics）を用いて検出した。Cy3とCy5のシグナルの標準

化はβ－aCtinのスポットのシグナル値で行った。得られたスキャン画像からマイクロアレ

イ解析ソフトQuantA汀ay（GSILumonics）を用いてそれぞれのスポットのシグナルを数値
化し、Cy3、Cy5のシグナル値を比較した。

定量的
reVerSetranscription－POlymerasechainreaction（RTIPCR）法による遺伝子発現の

各種発現ベクターをMNS－70細胞に導入し48F＄間培養後、Ⅱizolreagent（GIBCOBRL）

を用いてtotalRNAを抽出した。得られたtotalRNAより、SuperScriptIIRNaseHReverse

TtanSCriptase（GIBCOBRL）を用いて逆転写しcDNAを得た。このcDNAを鋳型として、

既に報告されている手法Pakagawaetal・，1996）に準拠して定量的肛PCR法を行い、各

種遺伝子の発現を解析した。PCR反応はTbqDNApolymerase（BoehingerMamieim）を用

い、95℃30秒62℃60秒の反応を1サイクルとして、28サイクル行った。Primerは、

表1に示したものを使用した。各プライマーセットを用いて特異的に増幅されたPCR産

物を2％アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドを含む溶液で15分間染色
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した。得られたバンドの蛍光強度は、NIHImageを用いて定量した。各遺伝子の発現量

は、gb）CeraldbJv＆－3rphov，hatedb7vhogenase（GAPDH）の発現量を内部標準とした相対値とし

て比較した。また各Primerセットを用いて増幅されたPCR産物は、PBluescriptIISK－に

クローン化し、その塩基配列を蛍光プライマーを用いたジデオキシ法（ABI377DNA

sequencer，Parkin－Elmer）により決定した。いずれのPCR産物も、目的の遺伝子をコー

ドするmRNAに由来してPrimer特異的に増幅されたことが確認されている。

加‖泊加ハイプリダイゼーション

プローブの作製

Shh，Ptc，CpのcDNA断片［Shh（604－1314bp：Genbank Accession No．X76290）、Ptc

（2680－4305bp：U46155）、Cp（73－1477bp：U49430）］をpBluescriptIISK＋にクローニングした。

これらのプラスミドを制限酵素にて直鎖状DNAとし、これをジゴキシゲニン（DIG）標

識cRNAプローブ作製の鋳型DNAとした。これらの鋳型DNAlトLgに、反応液［10ⅩDIG

nucleotidemix　2トLl（ベーリンガー），5xTranscriptionbu飴r4トLl，40U／pIRNaseInhibitorlLLl，

40U小1T7RNAポリメラーゼ1再］を加え、滅菌蒸留水で20い1にメスアップし、37℃で2

時間反応させた。反応後、80ト11の反応停止溶液（20mMTrispH7．5，20mMEDTA，100mM

NaCl，1％SDS）を加え、SephadexG－50カラムを用いて精製した。精製した反応液をエタ

ノール沈殿し、2叫1の滅菌蒸留水に溶解させ、2叫1のホルムアミドを加え、これをプロ

ーブ溶液とした。

マウス胚の固定

妊娠14日目のICRマウスから胎児を摘出し、4％パラホルムアルデヒド（PFA）／PBS（－）

溶液で一晩4℃にて固定した。その後、5％Sucrose／PBS（－），10％Sucrose／PBS（－），20％

Sucrose／PBS（－）の順に浸漬し、胎児が沈むまで4℃にて浸潰した。その後、OCTCompound

に包埋し、－80℃にて保存した。包埋した試料から、2叫mの厚さの凍結切片を作製した。

凍結切片はAPSコートスライドガラスに貼り付け、室温にて30分風乾させ、－80℃にて

保存した。凍結切片をPBS（－）に5分浸漬後、4％PFjUPBS（－）に15分浸漬した。次にPBS（－）

に5分ずつ2回浸漬したのち、1pg／mlProteinaseK／PBS（－）に10分浸漬した。ProteinaseK

処理後、4％PFA／PBS（－）に20分浸漬し再固定した。次に、アセチル化溶液（0．25％acetic

anhydride，1．5％triethanolamine，2．5NHCl）に15分間浸漬した。PBS（－）で5分間ずつ3回

洗浄後、プレハイプリダイゼーション溶液［50％ホルムアミド、5xSSC（pH4．5）］に室温で1

時間浸潰した。その後、ハイプリダイゼーション溶液（50％ホルムアミド，5xSSCpH4．5，
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100pg／mlYtasttRNA，1％SDS，50pg／mlHeparin，1pg／mlDIG標識cRNAプロづ）を切片

に加え、70℃で一晩静置した。ハイプリダイゼーション後、70℃の洗浄溶液（50％ホル

ムアミド，2xSSCpH4・5）で30分間ずっ2回洗浄した0次に（10mMTris－CIpH8．0，500mM

NaCl）で2回洗浄し、RNase鞘（20pg／mlRNaseA，10mMTtis－CIpH8・0，500mMNaCl）

に浸漬し37℃で30分間処理した。（10mMTris－CIpH8・0，500mMNaCl）で5分間ずつ2回

洗浄し、50％ホルムアミド′1xSSCに65℃で30分間ずっ2回浸漬した0次に溶液A（0．1M

TtispH7・5，150mMNaCl）で15分間ずっ3回浸漬し、ブロッキング溶液1・5％Boeringer

BlockingReagent傭液Aに1時間室温で浸漬した。ブロッキング溶液に1／2000容量の

Anti－DIGfabを加えたものを切片に添加し、一晩4℃にて静置した。

溶液Aで20分間ずっ3回洗浄し、溶液B（0・1MTtis－CIpH9・5，0・1MNaCl，50mMMgC12）

で5分間ずっ2回洗浄し、発色基質溶液（4・5pINBt3・5pIBCIP）／1ml溶液Bで発色させ

た。適当な発色が確認できた時点で1mMEDm／PBS（－）溶液で洗浄して発色反応を停止し、
Glycerolで封入した。
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結果

CDNAマイクロアレイによるShh応答性遺伝子群のスクリーニング

まず、Shh応答性遺伝子のスクリーニングのためにcDNAマイクロアレイを作製した。

マイクロアレイの作製に必要なマウスcDNAライブラリーは国立感染症研究所から供与

されたものを使用した。オリゴキャップ法により作製されたcDNAライブラリーで、マ

ウス成体脳由来のsuganO mOuSemnCb（mncb）とマウス14．5日胚由来のsuganOmOuSe

mewa（mewa）を使用した（MaruyamaandSugano，1994；Suzukietal．，1997）。それぞれのクロ

ーンの末端塩基配列情報をシークエンスデータ分類解析管理システムDYNACLUST

（DYNACOM）に投入し、クラスタリングを行った。その結果、遺伝子の重複度はmncb

が1．96で、meWaが2．17であった。それぞれ重複しているクローンの中から代表クロー

ンを選び出し、2304個のcDNAクローンを用いてマイクロアレイを作製した。このcDNA

マイクロアレイを用いて、Shh－Nで処理したMNS－70細胞とコントロールのMNS－70細

胞における遺伝子発現変動を解析した。それぞれの細胞から抽出したmRNAを鋳型に逆

転写酵素を用いてcDNAを合成する際にCy3－dUTPまたはCy5－dUTPを添加することに

よって標識した。Cy3－dUTPとCy5－dUTPの取り込みの違いによる擬陽性シグナルを排除

するため、サンプル間で蛍光色素を入れ替えたcDNAプローブを合成し、それぞれ独立

のcDNAマイクロアレイでハイプリダイゼーションを行った。どちらの蛍光色素を取り

込ませて作製したプローブでも同様の変化がみられたスポットを陽性と判定し、この実

験を3回くりかえした。それぞれ共焦点レーザー型検出器ScanAnayで取り込んだ画像

から、マイクロアレイ画像解析ソフトQuantAmayによってシグナルを数値化し、ネガテ

ィブコントロールであるヒトCot－1DNAのシグナル値以下のスポットについてはバック

グラウンド以下として削除した。3回の繰り返し実験で同じように発現変動がみられた

cDNAをデータから抽出した。その結果、3つのスポットにおいて、常に発現変動が認

められた。全てのスポットともにShムーNによって発現量が克進していた（図9A）。ひと

つはS仙応答性遺伝子として知られるPtcであった。残りの二つは、銅結合たんばく質

として知られているCeruloplasmin（Cp）（Klompetal．，1996）と、セリンプロテアーゼイン

ヒビターの一種であるInter－α－tryPSinInhibitor（ITI）の構成分子、Inter－α－tryPSinInhibitor

heavychainH3（ITIH3）（Bostetal．，1998）であった。これらの遺伝子について、マイクロ

アレイに比べてより定量性のあるRTPCR法を用いて検討を行った。マイクロアレイの

ハイプリダイゼーションに用いたものと同じRNAサンプルを用いてRTIPCRを行ったと

ころ、マイクロアレイの結果と一致してそれぞれコントロールに比べ発現量が増加して
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いた（図9B）。

Gli転写因子群による新規Shh応答性遺伝子の発現制御

S址のシグナル伝達系において、Gliが主要な機能を果たしていることは第1章で示し

た。そこで、今回マイクロアレイを用いて得られたS址応答性を有するとみられる遺伝

子がGliを介して制御されているか否かを検討したoMNS－70細胞にShh－N、Gli－1、Gli－2、

Gli－3の発現プラスミドをそれぞれ導入し、Cp，ITIH3および種々のShh応答性遺伝子の

発現量を前述のNIPCR法により検出した。MNS－70細胞にShh－N発現プラスミドを導

入したところ、Ptc及びGli－1の誘導が確認され、さらにCpとITIH3の発現量が増加し

ていた（図10）。Gli－l，Gli－2を晰S－70細胞に強制発現させたところ、ITIH3の発現量は

増加していたが、Cpの発現量は変化が見られなかった（図10）。この結果から、Shhの下

流においてITIH3はGliを介して制御されている可能性が示唆された。一方、Shh－Nで

のみ発現誘導が起こったCpはITIH3とは異なり、Gliを介さずに別の経路で制御されて
いる可能性が考えられた。

発生期脳におけるCpの領域特異的遺伝子発現

Shhは初期発生において腹側化を誘導する主要なシグナル分子であり、その作用は前

後軸に沿って影響する。しかし、同じS址というシグナル分子に対して、応答する遺伝

子群は、さまざまな領域で特異的な発現パターンを示すことが知られている（Ericsonet

al・，1995；Ericsonetal・，1995；Nakagawaetal・，1996；Shimamuraetal・，1995）。そこで、Cpの

生体内における発現パターンを加血〟ハイプリダイゼーション法を用いて検討した（図

11）。マウス胎生12日胚において、Cpは視床下部、後脳腹側部（図11D）、眼柄、眼

胞（図11A）において発現が見られた。これらの領域において、CpはShhに隣接する形

で発現しており、その発現境界は一致していた。PtcはCpの発現領域を含む広い範囲で

発現していた（図11C，D）。Ptcは低濃度のShhによっても発現誘導が起こることから、

S址の作用が及んでいることを示すインジケーターとしても知られている。これらの発

現パターンから、生体内においてもCpはShhによって制御されている可能性が示唆さ
れた。
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考察

CDNAマイクロアレイを用いたShh応答性遺伝子の同定

脊椎動物においてS仙の下流でどのような遺伝子が制御されているのか未だ多くの点

が不明のまま残されている。S址は、中枢神経系に限らず形態形成の過程で非常に重要

な役割を果たしており、また、そのシグナル伝達に関わるコンポーネントの変異は、ヒ

トの様々な疾患に関与していることが知られている（Villavicencioetal．，2000）。このよう

に重要なシグナル分子の細胞内シグナル伝達機構について不明な点が残されている原因

の一つには、実験系の問題から、一度に扱える遺伝子の数に限界があったことが挙げら

れる。これまで、脊椎動物でShhによって制御されているとされる遺伝子のスクリーニ

ングは、ショウジョウバエによる遺伝学的解析からHhシグナルに関連すると考えられ

る遺伝子について、その相同遺伝子を同定する場合と、遺伝子の発現パターンから推定

される場合がほとんどであった。したがって、それぞれの実験系において登場する遺伝

子の種類は多くて十数種類であった。しかし、近年ゲノムプロジェクトの進行に伴って

遺伝子のカタログ化が進められ、さらにゲノム配列情報は飛躍的に増加しており、これ

までに、酵母や線虫の全ゲノム配列が解明されている。また、2001年には全ヒトゲノム

配列が報告された。今後は残された希少遺伝子や、全長遺伝子の同定に拍車がかかると

考えられる。ポストゲノム時代の解析ツールとして開発されたマイクロアレイは、数千

一数万の遺伝子の発現量を一度に調べることができる。CDNAマイクロアレイの登場に

より、一度に数千もの遺伝子の発現動態を視覚化、数値化することが可能となった。先

に述べたように、S仙は発生分化に重要な役割を果たしていながら、その下流のシグナ

ル伝達機構については不明の部分が多いことから、S仙によって制御されている未知の

遺伝子（新規、既知）が存在している可能性は十分にあると考えられる。そこで、S址

応答性のMNS－70細胞とマウス胎児cDNAライブラリー及び成体脳cDNAライブラリー

由来の2304遺伝子から成るcDNAマイクロアレイを用いて、Shh応答性遺伝子の探索を

行った。

まず、Shh－N発現プラスミドと遺伝子が組み込まれていないコントロールプラスミド

をMNS－70細胞に導入した。72時間後にそれぞれの細胞を回収し、mRNAを抽出した。

mRNAからcDNAを合成する過程において、それぞれ異なる色素（Cy3－dUTPまたは

Cy5－dUTP）を用いて標識し、競合的マイクロアレイハイプリダイゼーションを行った。

CDNAマイクロアレイ上にスポットされているcDNAは、その長さも配列も異なる遺伝

子から構成されているため、全てのcDNAに最適の条件でハイプリダイゼーション反応
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を行うことは非常に困難である。そのため、非特異的なハイプリダイゼーションがおこ

り、擬陽性のシグナルが検出される可能性が考えられた。また、プローブの作製におけ

る逆転写反応で、Cy3－dUTPとCy5－dUTPの取り込み効率の違いから擬陽性シグナルが検

出されることもある。このような擬陽性のシグナルを排除するために、標識を入れ替え

てプローブを調製し、それぞれ別々のマイクロアレイにハイプリダイズさせ、どちらで

も再現性のあるデータのみを抽出した。その結果、3スポットにおいて有意なシグナル

の差が検出された（図9A）。ひとつはShh応答性遺伝子としてすでに知られているPtc

であり、残りの2種類の遺伝子は新たにShhに応答する遺伝子であることが示された。

ひとつは、銅結合たんばく質として知られているCeruloplasmin（Cp）であり（Klompetal．，

1996）、もうひとっはplasmaproteaseinhibitorのinter－α－tryPSininhibitor（ITI）ファミリーの

構成分子であり、細胞外マトリックスの構成分子のひとつであるヒアルロン酸との結合

が示唆されているinter－α－tryPSininhibitorheavychain3（ITIH3）であった（Bostetal・，1998）。

マイクロアレイによって得られた結果を確認するために、より感度の高いRTPCR法に

より検討し、同様の結果を得られた（図9B）。両遺伝子ともShhによる刺激によって転

写量が増大したことから、Shhの下流で正に制御されていると考えられた。

Gliに依存しないShhシグナル伝達系路の存在の可能性

第1章で述べたように、S仙の下流ではGli転写因子ファミリーが主要な役割を果たし

ていることが明らかになったが、Cp、ITIH3はGliによる制御を受けているか否かを検

討した。その結果、ITIH3はShh－N，Gli－1，Gli－2によって発現誘導が観察されたが、Cp

はShh－Nによってのみ発現が増加した（図10）。Shh－N，Gli－1，Gli－2によって増大したITIH3

の発現量を比較してみると、Gli－2よりもGli－1による発現克進が著しいことがわかる。

これは、Nkx2・1の発現パターン（図4B）と非常によく似ており、Gliを介して同様の経

路によって制御されている可能性が考えられた0また、遺伝子導入効率が30－40％程度と

考えると、S址－Nは培地中に放出されほぼ全ての細胞に作用するが、Gliは転写因子なの

で、Gli発現プラスミドが導入された細胞にのみ作用すると考えられる。それらを勘案す

ると、Gli－1，Gli－2によるITIH3の発現誘導はShh－Nに比べてかなり強いと考えられた。

一方、CpはShh－Nを作用させた場合でのみ発現の克進が見られ、Gli－1やGli－2を過剰

発現させても発現量に変化が生じなかった。このことから、CpはITIH3や、Nkx2．1等

とは異なり、Gliに非依存的な経路によってS址の制御を受けていると考えられた。これ

までに、ChickenovalbuminupstreamPrOmOter－tranSCriptionfactorII（CoupTFII）と呼ばれ

る遺伝子がGliを介さずにShhの制御を受けていることが知られている（餌slmanetal．，
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1997；Kdslmanetal．，1997）。CoupTFII遺伝子の上流にShh応答領域の存在が示されている

が、そこにGliの結合配列が見られないことから、未知の転写制御因子の存在が示唆さ

れている。CpはGli－1、Gli－2、Gli－3のいずれによってもCpの発現量は増加しなかった

ことから、Gli以外の転写制御因子によって制御されている可能性が考えられた。

Sbhの下流におけるITIH3の生物学的機能

ITIH3はセリンプロテアーゼインヒビターのひとつであるITIファミリーを構成する

分子のひとつである（Bostetal．，1998）。ITIファミリーは酵素活性部位を有するbikumin

と呼ばれる遺伝子産物に、ITIHl，ITIH2，ITIH3と呼ばれる3種類のheavychainがそれぞ

れ結合することによって機能しており、主に肝臓で発現している。ITIH3は脳でも発現

しており、視床下部、小脳において発現している事が報告されているが（Daveau eJαJ．，

1998）、これらの領域でbikuninとは共発現していないことから、脳においてITIH3はプ

ロテアーゼインヒビターとしては機能していないと考えられる。これらのheavychainは

ヒアルロン酸に対する結合能を有しており、細胞外基質の安定化に関与しているとされ

ている。細胞外基質は形態形成において重要な役割を果たしており、最近では細胞外基

質を構成する主要な糖たんばく質の一つとして知られているvitronectinとShhとの関与

が報告されており（Martinez－Moralesetal．，1997；PonsandMarti，2000）、Shhにより誘導さ

れたITIH3とvitronectin等の細胞外基質構成分子との関連が考えられた。ITIH3の発現が

報告されている視床下部、小脳はその発生過程においてShhの影響を受けていることが

知られており（DalmaneandRuiz－i－Altaba，1999；Wallace，1999；Wechsler－ReyaandScott，

1999）、生体内においてもITIH3はS仙によって制御され、細胞外基質を構成して細胞や

組織の形態形成に関与している可能性が考えられた。

Sbbの下流におけるCpの生物学的機能

本研究において、CpとShh，Ptcの生体内における発現パターンを比較するためにinsitu

ハイプリダイゼーションを行った結果、CpはShhの近傍に隣接して領域特異的な発現パ

ターンを示していた（図11）。Cpは銅結合たんばく質として知られ、主に肝臓において

産生され、血清中に放出される（Klompetal．，1996）。Cpは血清中の銅の95％と結合して

おり、その主な生理作用は鉄イオンの酸化であり、有害なフリーラジカルの産生に作用

する2価の鉄イオンを3価の鉄イオンに酸化するftrroxidase活性を持っている。Cpには

2種類のalternativesplicingformが存在し、一つは肝臓で産生され血清中に存在する分泌

型と、C末端にGlycosylphosphatidylinositol（GPI）アンカー付加シグナルをもつGPIアンカ
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ー型（GPI－Cp）がある（PatelandDavid，1997；Pateletal・，2000）oGPI－CpはGPIの修飾を介

して細胞膜に結合している。これまでに、脳で発現しているCpはほとんどがGPI型で

あることが報告されているが、その機能については、血清中の分泌型Cpは脳の血液関

門を通過できないため、脳内の鉄イオンの代謝をGPトCpが担っていると考えられてい

る。Cp遺伝子の変異による遺伝性疾患である無セルロプラスミン血症の患者では、肝臓

や脳で鉄の沈着がおこることが報告されている0鉄の沈着は脳において神経変性を引き

起こすが、それは鉄の沈着によるフリーラジカルの産生によって神経細胞がダメージを

受けると考えられている。無セルロブラスミン血症の患者では視床下部や網膜に鉄の沈

着が見られることが知られており、本研究におけるマイクロアレイの結果及び、Cpの加

∫血ハイプリダイゼーションにおいて、視床下部、眼胞で発現が認められた事から（図

11A，D）、これらの領域において、Shhの下流でCpによる鉄代謝が行われている可能性
が考えられた。

一方、GPIアンカー型タンパク質は、細胞膜上でラフトと呼ばれるスフィンゴ糖脂質

が集合して形成するミクロドメインに局在していることが報告されている（Rietveldetal．，

1999）。ラフトは、シグナル伝達の中継点として機能していることが明らかになりつつあ

り、GPIアンカー型タンパク質の他に、Srcファミリーチロシンキナーゼや三量体Gタ

ンパク質が会合していることが知られている（Rietveldetal・，1999）。ミクロドメインは受

容体やリガンドを細胞膜の両側へ集めることによって、シグナル伝達の効率を上げ、他

のシグナルとの非特異的なクロストクを防いでいると考えられている。S址の受容体

であるSmoはG蛋白質共役型受容体に似た構造を持っことから、Shhのシグナル伝達に

G蛋白質の関与が予想されており、GPI－Cpが鉄イオンの代謝以外に、シグナル伝達を担
っている可能性が考えられた。

このように、CDNAマイクロアレイを用いることにより、2種類のShh応答性遺伝子

の同定に成功した。ヒトの全遺伝子数が4～6万種類と推定されていることから、今回

用いた2304種類の遺伝子からなるcDNAマイクロアレイは、全遺伝子数の1／20につい

て解析したに過ぎないが、これまでの研究方法を考えると、一度遺伝子資源を整備する

ことによって、簡便な方法で新たなShhシグナル伝達の一端を解明することができたの

は画期的である。これから遺伝子資源の整備が進むにつれて、今後さらにShhによる複

雑な遺伝子制御機構の詳細が明らかにされていくと考えられる。

－32－



謝辞

Gli－2cDNA発現プラスミド、Gliのレポータープラスミドを分与して頂いた大阪大学細

胞工学センターの佐々木洋博士、Gli－1、Gli－3cDNA発現プラスミドを分与して頂いた理

化学研究所の石井俊輔博士、mF－3α、mF一叩を分与して頂いた熊本大学医学部（現千

葉大学医学部）の滝口正樹博士、CV－1S仙安定高発現株を分与して頂いた奈良先端科学

技術大学院大学動物代謝調節学講座の小椋利彦博士、マウスShhcDNA及び、抗Shh抗

体を分与していただいたハーバード大学のA．McMahon博士、BaculoviruSベクター系の

実験で御助力を頂いた国立予防衛生研究所ウイルス第2研究室の松浦善治博士、マイク

ロアレイを用いた実験でご助力を頂きましたヘリックス研究所（現千葉大学医学部）の

関直彦博士、MNS－70細胞株を用いた実験で御助力を頂きました国立精神神経センター

の中村俊博士に深く感謝いたします。

本研究を行うにあたり、終始、御懇篤なる御指導と御助言を賜りました、奈良先端科学

技術大学院大学バイオサイエンス研究科細胞内情報学講座（現名古屋大学医学部細胞情

報薬理学講座）の貝淵弘三教授に心より感謝致します。

本研究の遂行にあたり、一から実験、研究をご指導いただきました東京大学医学部神経

生物学講座の中福雅人助教授に深く感謝致します。

最後になりましたが、日々の研究生活において、様々なご助力を頂きました奈良先端科

学技術大学院大学バイオサイエンス研究科細胞内情報学講座（現名古屋大学医学部細胞

情報薬理学講座）の皆様、東京大学医学部神経生物学講座の皆様、ヘリックス研究所の

皆様、日立ソフトウェアエンジニアリング株式会社ライフサイエンス推進部の皆様に厚

く御礼申し上げます。

一33－

」し＿　＿

ぎ

†

；二

】

L

【

l

＿＿．i



参考文献

AIcedo，J・，Ayzenzon，M・，ⅦnOhlen，T・，Noll，M・，andHooper，J・E・（1996）・TheDrosophila

SmOOthenedgeneencodesaseven－PaSSmembraneprotein，aPutativereceptorforthehedgehog

Alexandre，C・，Jacinto，A・，andIngham，RW（1996）・Ttanscriptionalactivationofhedgehog

targetgenesinDrosophilaismediateddirectlybythecubitusinterruPtuSPrOtein，amemberof

theGLIfamilyofzinc丘ngerDNA－bindingproteins・GenesDevlO，2003－2013．

Altaba，A・R・，Cox，C・，Jessell，T・M・，andKlar，A・（1993）・Ectopicneuralexpressionofanoor

PlatemarkerinfrogembryosqectedwiththemidlinetranSCrlPtlOnfactorpintallavis．ProcNatl

Aza－BlanC，P・，Ramirez－Weber，F・A・，Laget，M・R，Schwanz，C・，andKornberg，T・B・（1997）．

ProteolysISthatisinhibitedbyhedgehogtargetscubitusinterruPtuSPrOteintothenucleusand

COnVertSittoarepressor・Cel189，1043－1053．

Bost，F・，Diarra－Mehrpour，M・，andManin，J・R（1998）・Inter－a－tryPSininhibitorproteoglycan

family－－agrOuPOfproteinsbindingandstabilizingtheextracellularmatrix・EurJBiochem252，

Bumcrot，D・A・，Thkada，R・，andMcMahon，A・R（1995）・Proteolyticprocessingyieldstwo

SeCretedformsofsonichedgehog［publishederratumappearsinMoICellBiol1995

May；15（5）‥2904］・MoICellBiol15，2294＿2303．

Buscher，D・，Bosse，B・，Heymer，J・，andRuther，U・（1997）・EvidenceforgeneticcontrolofSonic

hedgehogbyGli3inmouselimbdevelopment・MechDev62，175－182．

Chen，C・，andOkayama，H・（1987）・High－efnciencytransformationofmammaliancellsby
PlasmidDNA・MoICellBio17，2745－2752．

Chen，Y，andStruhl，G（1996）・DualrolesforpatchedinsequesteringandtransducingHedgehog．

Ⅶ34一

転



Cel187，553－563．

Chihara，K・，Amano，M・，Nakamura，N・，Ⅶno，T・，Shibata，M・，Tbkui，T・，Ichikawa，H．，Ikebe，R．，

Ikebe，M・，andKaibuchi，K・（1997）・Cytoskeletalrearrangementsandtranscriptionalactivationof

C－fosserumreSPOnSeelementbyRho－kinase・JBioIChem272，25121－25127．

Dalmane，N・，andRuiz－i－Altaba，A・（1999）・Sonichedgehogregulatesthegrowthandpatteming

Ofthecerebe11um・Development126，3089－3100．

Daveau，M・，Jean，L・，Soury，E・，01ivier，E・，Masson，S・，Lyoumi，S・，Chan，R，Hiron，M．，

Lebreton，J・P・，Husson，A・，Jegou，S・，Ⅶudry，H．，and Salier，J．R（1998）．Hepaticand

extra－hepatictranscrlPt10nOfinter－α－inhibitorfamilygenesundernormaloracuteinflammatory

COnditionsinrat・ArchBiochemBiophys350，315－323．

Ding，Q・，Motoyama，J・，Gasca，S・，Mo，R．，Sasaki，H．，Rossant，J．，andHui，C．C．（1998）．

DiminishedSonichedgehogslgnalingandlackofnoorplatedifftrentiationinGli2mutantmice．

Development125，2533－2543．

Dominguez，M・，Brunner，M・，Hafbn，E・，andBasler，K．（1996）．Sendingandreceivingthe

hedgehog slgnal：COntrOlby the Drosophila Gliprotein Cubitusinterruptus・Science272，

162ト1625．

Echelard，Y，Epstein，D・J・，St－Jacques，B・，Shen，L・，Mohler，J・，McMahon，J．A．，andMcMahon，

A・P・（1993）・Sonic hedgehog，a member ofa family ofputative signaling molecules，is

implicatedintheregulationofCNSpolarity・Cel175，1417－1430．

Ericson，J・，Morton，S・，Kawakami，A．，Roelink，H．，andJessell，T．M．（1996）．Two critical

PeriodsofSonicHedgehogslgnalingrequiredforthespecincationofmotorneuronidentlty・Cel1

87，661－673．

Ericson，J・，Muhr，J・，Jessell，T・M・，andEdlund，T．（1995）．Sonichedgehog：aCOmmOnSignalfor

Ventralpattemlngalongtherostrocaudalaxisoftheneuraltube・IntJDevBio139，809－816．

－35－

⊥ 「＿＿＿Ⅳ▲一」



Ericson，J・，Muhr，J・，Placzek，M・，Lints，T・，Jessell，T・M・，andEdlund，T・（1995）・Sonichedgehog

inducesthedifrtrentiationofventralforebrainneurons‥aCOmmonslgnalforventralpa”ermng

WithintheneuraltubebublishederratumqPPearSinCell1995Jul14；82（1）：fo1lowing165］．Cel1

Fan，C・M・，Poner，J・A・，Chiang，C・，Chang，D・T・，Beachy，RA・，andTbssier－Lavigne，M・（1995）．

Long－rangeSClerotomeinductionbysomichedgehog：directroleoftheamin0－terminalcleavage

PrOductandmodulationbythecyclicAMPsignalingpathway・Cel181，457－465．

Goodrich，L・Ⅴ，Jolmson，R・L・，Milenkovic，L・，McMahon，J・A・，andScoqM・P・（1996）．

Conservationofthehedgehog／patchedsignalingpathwayfromfliestomice：inductionofa

mousepatchedgenebyHedgehog・GenesDevlO，301－312．

Goodrich，L・Ⅴ，Milenkovic，L・，Higgins，K・M・，andSco”，M・P・（1997）・Alteredneuralcellfates

andmedulloblastomainmousepatchedmutantS・Science277，1109－1113．

Grindley，J・C・，Bellusci，S・，Perkins，D・，andHogan，B・L・（1997）・EvidencefortheinvoIvement

OftheGligenefamilyinembryonlcmouselungdevelopment・DevBiol188，337－348．

Hammersclmidt，M・，Brook，A・，andMcMahon，A・R（1997）・Theworldaccordingtohedgehog．

Hepker，J・，Wang，Q・T・，Motzny，C・K・，Holmgren，R・，andOrenic，T・Ⅴ（1997）・Drosophila

CubitusinterruPtuSformSanegativefeedbackloopwithpatchedandregulatesexpressionof

Hedgehogtargetgenes・Development124，549－558．

Hooper，J・E・，andSco”，M・R（1989）・TheDrosophilapatchedgeneencodesaputative

membranePrOteinrequiredforsegmentalpattermng・Cel159，751－765．

Hughes，D・C・，Allen，J・，Morley，G，Sutherland，K・，Almed，W，Prosser，J・，Leuice，L・，Allan，G，

Mattei，M・G，Farrall，M・，andHill，R・E・（1997）・ClomingandsequencingofthemouseGli2

gene‥localizationtotheDominanthemimeliacriticalreglOn・Genomics39，205－215．

－36－

い」



Hui，C・C・，SlusarSki，D・，Platt，K・A・，Holmgren，R・，andJoyner，A．L．（1994）．Expressionof

threemousehomologsoftheDrosophilasegmentpolaritygenecubitusinterruPtuS，Gli，Gli－2，

and Gli－3，in ectoderm－and mesoderm－derived tissues suggests multiple roles during

POStimplantationdevelopment・DevBiol162，402－413．

Hynes，M・，Porter，J・A・，Chiang，C・，Chang，D・，Tbssier－Lavigne，M・，Beachy，R A・，and

Rosenthal，A・（1995）・InductionofmidbraindopaminergicneuronsbySonichedgehog．Neuron

15，35－44．

Hynes，M・，Stone，D・M・，Dowd，M・，Pitts－Meek，S・，Goddard，A・，Gurney，A・，andRosenthal，A．

（1997）・Controlofcellpatternintheneuraltubebythezinc丘ngertranSCriptionfactorand

OnCOgeneGli－1．Neuron19，15－26．

Ingham，RW，Thylor，A・M・，andNakan0，Y（1991）・RoleoftheDrosophilapatchedgenein

POSitionalsignalling．Nature353，184－187．

Johnson，R・L・，and Tもbin，C・（1995）・Thelongand shortofhedgehog signaling．Cel181，

313－316．

Kato，M・，Seki，N・，Sugan0，S・，Hashimoto，K・，Masuho，Y，MuramatSuMa，M・A・，Kaibuchi，K．，

and Nakafuku，M・（2001）・Identincation ofsonic hedgehog－reSPOnSive genesusing cDNA

microarray・BiochemBiophysResCommun289，472－478．

Kinzler，K・W・，Ruppert，J・M・，Bigner，S．H．，andVbgelstein，B．（1988）．TheGLIgeneisa

memberoftheKruPPelfamilyofzincnngerproteins・Nature332，371－374．

Kinzler，K・W・，andVbgelstein，B・（1990）．TheGLIgeneencodesanuclearproteinwhichbinds

SPeCi丘csequencesinthehumangenOme・MoICellBio110，634－642．

Klomp，L・W・，FarhangraZi，Z・S・，Dugan，L・L．，andGitlin，J．D．（1996）．Ceruloplasmingene

expressioninthemurinecentralnervOuSSyStem［seecomments］．JClinInvest98，207－215．

Krauss，S・，Concordet，J・P・，andIngham，RW（1993）．Afunctionallyconservedhomologofthe

－37－

F

j

≡

F

．．＿　＿．＿．＿＿＿＿l



DrosophilasegmentpolaritygenehhisexpressedintissueswithpolarizlngaCtivityinzebransh

embryos・Ce1175，1431－1444．

Krislman，Ⅴ，Elberg，G，Tsai，M・J・，andTbai，S・Y（1997）・Identincationofanovelsonic

hedgehogresponseelementinthechickenovalbuminupstreampromoter－tranSCrlPtlOnfactorII

Krislman，Ⅴ，Pereira，F・A・，Qiu，Y，Chen，C・H・，Beachy，RA・，Tbai，S・Y，andTbai，M・J・（1997）．

MediationofSonichedgehog－inducedexpressionofCOUP－TFIIbyaproteinphosphatase．

Lai，E・，Prezioso，VR・，Smith，E・，Litvin，0・，Costa，R・H・，andDarne11，J・，Jr・（1990）・HW－3A，a

hepatocyte－enrichedtranSCriptionfactorofnovelstruCtureisregulatedtranSCriptionally・Genes

Lai，E・，Prezioso，VR・，Tbo，WF・，Chen，WS・，andDarnell，J・，Jr・（1991）・Hepatocytenuclear

factor3αbelongstoagenefamilylnmammalsthatishomologoustotheDrosophilahomeotic

geneforkhead・GenesDev5，416－427．

Lander，E・S・，Linton，L・M・，Birren，B・，Nusbaum，C・，Zody，M・C・，Baldwin，J・，Devon，K．，

Dewar，K・，Doyle，M・，FitzHugh，W，Funke，R・，Gage，D・，Harris，K・，Heaford，A・，Howland，J．，

Karm，L・，Lehoczky，J・，LeVine，R・，McEwan，P・，McKernan，K・，Meldrim，J・，Mesirov，J．R，

Miranda，C・，Morris，W，Naylor，J・，Raymond，C・，Rosetti，M・，SantOS，R・，Sheridan，A・，Sougnez，

C・，Stange－Thomann，N・，StqianovIC，N・，Subramanian，A・，勒man，D・，Rogers，J・，Sulston，J．，

Ainscough，R・，Beck，S・，Bentley，D・，Bunon，J・，Clee，C・，Caner，N・，Coulson，A・，Deadman，R．，

Deloukas，R，Dunham，A・，Dunham，I・，Durbin，R・，French，L・，Gra仇am，D・，Gregory，S．，

Hubbard，T・，Humphra弟S・，Hunt，A・，Jones，M・，Lloyd，C・，McMurray，A・，Ma”hews，L・，Mercer，

S・，Milne，S・，Mullikin，J・C・，Mungall，A・，Plumb，R・，Ross，M・，Shownkeen，R・，Sims，S．，

Waterston，R・H・，Wilson，R・K・，Hillier，L・W，McPherson，J・D・，Marra，M・A・，Mardis，E・R．，

Fulton，L・A・，Chinwalla，A・T・，Pepln，K・H・，Gish，WR・，Chissoe，S・L・，Wendl，M．C．，

Delehaunty，K・D・，Miner，T・L・，Delehaunty，A・，Kramer，J・B・，Cook，L・L・，Fulton，R・S．，

Jolmson，D・L・，Minx，P・J・，Clifton，S・W，Hawkins，T・，andBranSCOmb，E・（2001）．Initial

SequenclngandanalysISOfthehumangenome．，860－921．

－38仙

軋▲r」



Lawrence，RA・，andStruhl，G（1996）・Morphogens，COmPartmentS，andpattem：lessonsfrom

drosophila．Cel185，951－961．

Lee，J・，Platt，K・A・，Censullo，P・，andRuiziAltaba，A・（1997）．GlilisatargetofSonichedgehog

thatinducesventralneuraltubedevelopment・Development124，2537－2552・

Lumsden，A・，and Krumlauf；R．（1996）．Patteming the vertebrate neuraxis．Science274，

1109－1115．

Marigo，Ⅴ，Davey，R・A・，Zuo，Y，Cunningham，J．M．，andlもbin，C．J．（1996a）．Biochemical

evidencethatpatchedistheHedgehogreceptor・Nature384，176－179・

Marigo，Ⅴ，Scott，M・P・，Jolmson，R．L．，Goodrich，L．Ⅴ，andTbbin，C．J．（1996b）．Conservation

inhedgehog slgnaling‥induction ofachicken patchedhomolog by Sonic hedgehoglnthe

developlnglimb・Development122，1225－1233．

Marigo，Ⅴ，Jolmson，R・L・，Ⅶrtkamp，A・，andTbbin，C．J．（1996c）．Sonichedgehogdifftrentially

regulatesexpressionofGLIandGLI3duringlimbdevelopment・DevBio1180，273－283．

Marine，J・C・，Bellefroid，E・J・，Pendeville，H．，Martial，J．A．，andPieler，T．（1997）．Arolefor

Xenopus Gli－tyPe Zinc丘nger proteinsin the early embryonic pattern1ng Ofmesodermand

neuroectoderm．MechDev63，21l－225．

Marti，E・，Bumcrot，D・A・，Thkada，R．，andMcMahon，A．P．（1995）．Requirementof19Kformof

SonichedgehogforinductionofdistinctventralcelltypesinCNSexplants［seecomments］．

Nature375，322－325．

Martinez－Morales，J・R・，Barbas，J・A・，Marti，E・，Bovolenta，P・，Edgar，D・，andRodriguez－Tbbar，

A・（1997）・Vitronectinisexpressedintheventralregionoftheneuraltubeandpromotesthe

dif托rentiationofmotorneurons・Development124，5139－5147・

Maruyama，K・，and Sugano，S・（1994）・01igo－CaPPing：a Simple methodto replacethe cap

StruCtureOfeukaryoticmRNAswitholigoribonucleotides．Gene138，171－174．

－39－

」



Masuya，H・，Sagai，T・，Vhkana，S・，Moriwaki，K・，andShiroishi，T・（1995）・Aduplicatedzoneof

POlarizingactivityinpolydactylousmousemutantS・GenesDev9，1645－1653．

Matise，M・R，Epstein・D・J・，Park，H・L・，Platt，K・A・，andJoyneちA・L・（1998）・Gli2isrequired

forinductionoffl00rPlateandaqacentcells，butnotmostventralneuronsinthemousecentral

Matsuura，Y，Possee，R・D・，Ovenon，H・A・，andBishop，D・H・（1987）・BaculoviruSeXPreSSion

VeCtOrS‥therequlrementsforhighlevelexpressionofproteins，includingglycoproteins．JGen

McMahon，A・R（2000）・MoresurprisesintheHedgehogsignalingpathway・CelllOO，185－188．

Mizushima，S・，andNagata，S・（1990）・PEF－BOS，aPOWerfu1mammalianeXPreSSionvector．

Mo，R・，Freer，A・M・，Zinyk，D・L・，Crackowe”・A・，Michaud，J・，Heng，H・H・，Chik，K・W，Shi，
X・M・，Thi，L・C・，Cheng，S・H・，Joyner，A・L・，andHui，C・（1997）・Specincandredundant

functionsofGli2andGli3zinc血gergenesinskeletalpa”ern1nganddevelopment．

Nakafuku，M・，andNakamura，S・（1995）・Establislmentandcharacterizationofamultipotential

neuralcelllinethatcanCOnditionallygener飢eneurons，aStrOCyteS，andoligodendrocytesinvitTV．

Nakagawa，Y，Kaneko，T・，Ogura，T・，Suzuki，T・，Tbrii，M・，Kaibuchi，K・，Arai，K・，Nakamura，S．，

andNakafuku，M・（1996）・Rolesofcell－autOnOmOuSmechanismsfordifftrentialexpressionof

reglOn－SPeCinctranSCrlPtlOnfactorsinneuroepithelialcells・Development122，2449－2464．

Nakan0，Y，Guerrero，I・，Hidalgo，A・，Tbylor，A・，Whittle，J・R・，andIngham，P・W（1989）．A

PrOteinwithseveralpossiblemembrane－SPannlngdomainsencodedbytheDrosophilasegment
POlaritygenepatched・Nature34l，508－513．

ー40－

r

l

r

：：

1

：．

r

ト

L

J



Patel，B・N・，andDavid，S・（1997）・Anovelglycosylphosphatidylinositol－anChoredformof

CeruloplasminisexpressedbymammalianaStrOCyteS・JBioIChem272，20185－20190．

Patel，B・N・，Dunn，R・J・，and David，S・（2000）・Altemative RNA splicing generates a

glycosylphosphatidylinositol－anChoredformOfceruloplasmininmammalianbrain．JBioIChem

275，4305－4310．

Pons，S・，andMarti，E・（2000）・Sonichedgehogsynergizeswiththeextrace11ularmatrixprotein

Vitronectintoinducesplnalmotorneurondi飴rentiation・Development127，333－342．

Rietveld，A・，Neutz，S・，Simons，K．，and Eaton，S．（1999）．Association of sterol－and

glycosylphosphatidylinositol－1inkedproteinswithDrosophilaraftlipidmicrodomains．JBioI

Chem274，12049－12054．

Roelink，H・（1996）・Ttipartitesignalingofpattern：interactionsbetweenHedgehogs，BMPsand

Wntsinthecontrolofvertebratedevelopment・CurrOpinNeurobio16，33－40．

Roelink，H・，Augsburger，A・，Heemskerk，J・，Korzh，Ⅴ，Norlin，S・，RuiziAltaba，A．，職nabe，Y，

Placzek，M・，Edlund，T・，Jessell，T・M．，andet，a．（1994）．Floorplateandmotorneuroninduction

byvhh－1，aVertebratehomologofhedgehogexpressedbythenotochord．Cel176，761－775．

Roelink，H・，Porter，J・A・，Chiang，C・，職nabe，Y，Chang，D・T・，Beachy，RA・，andJessell，T．M．

（1995）・Floorplateandmotorneuroninductionbydifftrentconcentrationsoftheamino－terminal

Cleavageproductofsonichedgehogautoproteolysis・Cel181，445－455．

RoskamS，A・J・，andConnor，J・R・（1992）・TranSfヒminreceptorexpressioninmyelindencient

（md）rats．JNeurosciRes31，421－427．

RuiziAltaba，A・，Jesse11，T・M・，andRoelink，H・（1995）．Restrictionstofl00rPlateinductionby

hedgehogandwlnged－helixgenesintheneuraltubeoffrogembryos・MoICellNeurosci6，

106－121．

一41－

”▼＿「＿＿j



Ruppen，J・M・，Kinzler，K・W，Wong，A・J・，Bigner，S・H・，Kao，F・T・，LavqM・L・，SeuaneZ，H・N．，

OrBrien，S・J・，andⅥ〉gelstein，B・（1988）・TheGLI－KruPPelfamilyofhumangenes．MoICellBio1

Salzer，J・L・，Lovdoy，L・，Linder，M・C・，andRosen，C・（1998）・Ran－2，agliallineagemarker，isa

GPI－anChoredformOfceruloplasmin・JNeurosciRes54，147－157．

Sasaki，H・，andHogan，B・L・（1994）・HNF－3Pasaregulatorofnoorplatedevelopment・Cel176，

Sasaki，H・，Hui，C・，Nakafuku，M・，andKondoh，H・（1997）・AbindingsiteforGliproteinsis

eSSentialforHNF－3βfl00rPlateenhanCeraCtivityintranSgenicsandcanreSPOndtoShhinvitn．

Schena，M・，Shalon，D・，Davis，R・W・，andBrown，P・0・（1995）・Quantitativemonitoringofgene

expressionpattemswithacomplementaryDNAmicroarray・Science270，467－470．

Shimamura，K・，Hanigan，D・J・，Maninez，S・，Puelles，L・，andRubenstein，J・L・（1995）．

Longitudinalorganizationoftheanteriorneuralplateandneuraltube・Development121，

Stone，D・M・，Hynes，M・，Amanini，M・，SwanSOn，T・A・，Gu，Q・，Jolmson，R・L・，Scou，M．R，

Pennica，D・，Goddard，A・，Phillips，H・，Noll，M・，Hooper，J・E・，deSauvage，F・，andRosenthal，A．

（1996）・ThetumOur－SuPPreSSOrgenepatchedencodesacandidatereceptorforSomichedgehog．

Suzuki，Y，Yoshitomo－Nakagawa，K・，Maruyama，K・，Suyama，A・，andSugan0，S・（1997）．

ConstruCtionandcharacterizationofafu111ength－emichedanda5・－end－emichedcDNAlibrary・

Thabe，Y，andJessell，T・M・（1996）・Diversityandpa”erninthedevelopingspinalcord

bublishederratumaPPearSinScience1997Apr4；276（5309）‥21］・Science274，1115－1123．

叫42一

札－

を

買

㌻

【

L



VandenHeuvel，M・，andIngham，P・W・（1996）・SmOOthenedencodesareceptor－1ikeserpentine

PrOteinrequiredforhedgehogslgnalling・Nature382，547－551．

Venter，J・C・，AdamS，M・D・，Myers，E・W・，Li，P・W，Mural，R・J・，Sutton，GG，Smith，H．0．，

Ⅵmdell，M・，Evans，C・A・，Holt，R・A・，Gocayne，J・D・，Amanatides，P・，Ba11ew，R・M．，Huson，D．

H・，Wortman，J・R・，Zhang，Q・，Kodira，C・D・，Zheng，X．H．，Chen，L．，Skupski，M．，Subramanian，

G，Thomas，P・D・，Zhang，J・，GaborMiklos，GL・，Nelson，C・，Broder，S・，Clark，A・G，Nadeau，J．，

McKusick，VA・，Zinder，N・，Levine，A・J・，Roberts，R・J・，Simon，M・，Slayman，C・，Hunkapiller，

M・，BolanOS，R・，Delcher，A・，Dew，Ⅰ・，Fasulo，D・，Flanlgan，M・，Florea，L・，Halpern，A・，

Hannenhalli，S・，Kravitz，S・，Levy，S・，Mobarry，C・，Reinert，K・，Remington，K・，Abu－Threideh，J．，

Beasley，E・，Biddick，K・，Bonazzi，Ⅴ，Brandon，R・，Cargill，M・，ChandramOuliswaran，I．，Charlab，

R・，Chaturvedi，K・，Deng，Z・，DiFranCeSCO，Ⅴ，Dunn，R，Eilbeck，K・，Evangelista，C・，Gabrielian，

A・E・，Gan，W・，Ge，W・，Gong，F・，Gu，Z・，Guan，P・，Heiman，T・J・，HigglnS，M・E・，Ji，R・R．，Ke，Z．，

Ketchum，K・A・，Lai，Z・，Lei，Y，Li，Z・，Li，J・，Liang，Y，Lin，X・，Lu，F．，Merkulov，GV，

Milshina，N・，Moore，H・M・，Naik，A・K・，Narayan，VA・，Neelam，B・，Nusskem，D・，Rusch，D．B．，

andSalzberg，S・（2001）・ThesequenceofthehumangenOme．，1304－1351．

Vi11avicencio，E・H・，％1terhouse，D・0．，andIarmaccone，P．M．（2000）．The sonic

hedgehog－PatChed－glipathwayln humandevelopmentand disease・AmJHum Genet67，

1047－1054．

VbnOhlen，T・，Lessing，D・，Nusse，R・，andHooper，J．E．（1997）．Hedgehogsignalingregulates

tranSCnPt10nthroughcubitusinterruPtuS，aSequenCe－SPeCincDNAbindingprotein・ProcNatl

AcadSciUSA94，2404－2409．

urtkamP，A・，Gessler，M・，and Grzeschik，K・H．（1995）．Identincationofoptimizedtarget

SequenCeSfortheGLI3zinc坑ngerprotein．DNACe11Biol14，629－634．

Wallace，VA・（1999）・Purkinje－Cell－derivedSonichedgehogregulatesgranuleneuronprecursor

CellprolifbrationinthedeveloplngmOuSeCerebellum．CurrBio19，445－448．

Wechsler－Reya，R・J・，andScott，M・P・（1999）．Controlofneuronalprecursorproliftrationinthe

CerebellumbySonicHedgehog・Neuron22，103－114．

【43－



Ybshikawa，T・，Nagasugi，Y，Azuma，T・，Kato，M・，Sugan0，S・，Hashimoto，K・，Masuho，Y，

MuramatSu，M・，andSeki，N・（2000）・Isolationofnovelmousegenesdifftrentiallyexpressedin

brainuslngCDNAmicroarray・BiochemBiophysResCommun275，532－537．

ー44－

≡

L｝」



表1

本研究において、定量的RT－PCR法による
遺伝子発現解析に使用したプライマーセット

Gene Primer Accession

G〟一丁

G〟－2

GJf－j

乃c

ぶ仰〃

〃ⅣfJjβ

∧鳩ズヱJ

GPト（わ

Secreted－q

JTT〟j

A〟ぐ〟〝

Gdタp〟

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

Sense：

Antisense：

5▼TGCGTGGTAGAGGGAACTCCA3－

5IACTGGGGGTAAAGCATCATTG3－

5ITGACTGTAAGCAGGAGGCCGA3I
5IACAGTCTTCACATGCTTGCGG31

5†CAGGAGGCTGAAGTCATCTAC3－

5－CTGTGAATGGCTGCCGGAATC3－

5－GCAGGAGGAGTTGATTGTGGG3▼

5IGAGCAAGAAACGGCAAAACCTG3I

5ICTCCATCAAGAGCAACCACC31

5－GAGAAGGCCTTGGCAATCATC3†

5‘ATGACAGGCTGAGTGGAAACA3‘

5‘CTCCTGGTCATTTATACCAGAC31

5’GGCCATCTCTGTGGGCAGC3‘

5‘CTCAGGCGCGTCCCACATC3－

5IATAGACCTGCACACTGTACAC3．
5ICTAGTTGGTGTTCTGTGTGTC3I

5．ATAGACCTGCACACTGTACAC3I

51TCAGCCAGACTTAGTCTCTTG3▼

51ACTATTATGTGGATGGGGACC3－
5ITTCTTCCAAACCTGGTGTAGG3－

5iTGCCCA TCTATGAGGGTTACG3i

5iTAGAAGCATTTGCGGTGCACG3I

51ACCACAGTCCATGCCATCAC3▼

51TCCACCACCCTGTTGCTGTA3l

AFO26305

X99104

X95255

U4（i155

U84402

NM O12743

X53858

AF202115

U3869

X8323l

VO1217

M33197
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図の説明

図1Shhのシグナル伝達系におけるGli転写制御因子の関与　A．8Glix8－BSLuciftrase

の構造　ニワトリ8crystallin遺伝子プロモーターの上流に、Gli結合配列（下線）を含

む32bpのオリゴヌクレオチドを8個並列にクローン化した、ルシフェラーゼをレポー

ター遺伝子とするプラスミド（8Glix8－BSLuciftrase）を作成した（Sasakietal．，1997）。B．

Gli結合配列を介したShh依存的なレポーターの転写活性化　Gli結合配列を有するレ

ポーター（8Glix8－BSLucihrase：2pg）及びコントロールレポーター（8Lucihrase：2pg）

をShh－NcDNA断片発現プラスミド（5pg）とともにMNS－70細胞に導入し、レポーター

の転写活性化を検出した。各サンプルのルシフェラーゼの酵素活性を、同時に晰S＿70

に導入したpEF－BOSβ－gal（4pg）より発現したβ－ガラクトシダーゼの酵素活性の値で標

準化した。（平均値±SD，n＝3）　c・図1Bと同様の方法によりGlicDNA発現プラス

ミド（1・5帽）によるレポーターの転写活性化を検討した。（平均値±SD，n＝3）

図2Gli－2－DNによるGli－1特異的抑制効果の検討　A・Gli－1特異的抑制作用を持っ

Gli－2－DNの構造　Gli－2－DNはGli－2のZinc丘ngermotifの一部を含むN末端側（アミノ

芸残基ご・18‾冨芸‡）同志話芸若いて£1？・。芸一芸芸㌫≡軍票霊芝芸霊
的なレポーターの転写活性を測定した。Gli－2－DN発現プラスミド（8・5pg）を共発現させ

ると、Gli－1が特異的に抑制された。（平均値±SD，n＝3）c・図1Bと同様の方法を

用いてGli－2－DN発現プラスミドの量に依存したGli－1、Gli－2（1・5pg）の転写活性化の抑

芸芸諾」よ諾±SD，冨；去と同芸の芸芸芸こ、≡i崇ふ慧芸ゝ芸完；
ラスミド（5pg）、Gli－1、Gli－2cDNA発現プラスミド（1・5pg）に対して、Gli－2－DNある

いはGli－3cDNA発現プラスミドの持っ抑制効果を測定した。図中の括弧内の数値はShh、

Gli－1、あるいはGli－2単独の発現によって得られるルシフェラーゼ活性を1．0とした場合
の相対値を示した。（平均値±SD，n＝3）

図3MNS－70細胞におけるShh受容体及びGli転写因子群の発現動態の解析　胎生

11・5日の神経上皮組織（NE）及び、未処理のMNS－70細胞、Shh発現CVl細胞の培養上

清で処理したMNS－70細胞（詳細は、Nakagawaetal・1996を参照）より、tOtalRNAを抽

出し、Gli－1、Gli－2、Gli－3、Ptc、Smo、について、それぞれ定量的RTIPCR法によりその
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遺伝子発現レベルを比較した。それぞれの遺伝子の発現レベルは、β－aCtinの発現レベル

で標準化した。図中にNEの発現レベルを1．0とした相対値を示した。

図4　Gli転写因子群によるShh標的遺伝子群の発現制御　A．Shh－N、Gli－1、Gli－2、

及びGli－3のcDNA発現プラスミド（15LLg）をMNS－70細胞に導入し72時間処理した

MNS－70細胞からtotalRNAを抽出し、図3と同様の方法で内在性のPtcとGli＿1のmRNA

の発現レベルをRTIPCR法により解析した。　B．図4Aと同様の方法で各遺伝子の導

入によるNkx2．1、IiNF－3PmRNAの発現誘導を解析した。

図5　HNF－3P、IiNF－3αによるGliを介したShhシグナルの抑制　　A．図1Bと同様の

方法でGli－1、Gli－2cDNA発現プラスミド（1．5Llg）に対するHNF－3P、HNF－3αCDNA発

現プラスミド（8．5帽）による転写活性化の抑制効果を検討した。図中の括弧内の数値は

Gli－1、あるいはGli－2単独の発現によって得られるルシフェラーゼ活性を1．0とした場合

の相対値を示した。　B．パネルAと同様の方法でShh－NcDNA断片発現プラスミド

（5pg）に対するHNF－3P、frNFq3αCDNA発現プラスミド（5Llg）による転写活性化の抑

制効果を検討した。C．パネルAと同様の方法でShh－N cDNA断片発現プラスミドに対

するPtc、Ptc－CTDcDNA発現プラスミドによる転写活性化の抑制効果を検討した。

図6　定量的RTIPCR法によるShhの濃度依存的な遺伝子発現誘導の解析　種々の濃

度の組み替え型Shh－Nタンパク質で72時間処理したMNS－70細胞から、それぞれt。tal

RNAを抽出し、Gli－1（▲）とPtc（J）のmRNA発現レベルについて、図3と同様の方

法を用いて解析した。（平均値±SD，n＝3）

図7　Gliを介したSonichedgehogの濃度依存的なシグナル伝達機構のモデル　本研究

により明らかになった各遺伝子産物間の活性化（実線）及び抑制（点線）の機能的相互

関係をまとめた。詳細は本文を参照のこと。

図8cDNAマイクロアレイ解析の原理A．cDNAマイクロアレイ解析の手順（本文参照）

B．マイクロアレイハイプリダイゼーションの原理（本文参照）

図9　cDNAマイクロアレイを用いたShh応答性遺伝子のスクリーニング

A．cDNAマイクロアレイの2色擬似カラー画像を示す。左の図はShh処理したサンプル
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がCy3（赤）、コントロールがCy5（緑）、右の図は標識を入れ替えたもの。黄色は両サン

プル間で同等の発現量であったことを示す。矢印（赤）‥β－aCtin；矢印（白）‥humanCot－1；

矢頭1‥Cp；夫頭2‥Ptc；矢頭3‥ITIH3　B・RTIPCR法によってマイクロアレイで得

られた結果を検証した。図4と同様の方法で肛PCR法を行った。

図10　Shh，GliによるITIH3，Cpの発現制御

Shh，Gli－1，Gli－2，Gli3の発現プラスミドをMNS－70細胞に導入し、図4と同様の方法で

種々の遺伝子の発現レベルをRTPCR法により解析した。

図11Cp，Shh，Ptcの発現パターン

胎生12日胚の凍結切片を用いてinsituhyburidaization法により、Cp，Shh，Ptcの発現パ

ターンを比較検討した。それぞれ、（A，D）：Cp；（B，E）：Shh；（C，F）：Ptcの発現パターンを示

す。A－Cおよび、D－Fはそれぞれ連続した切片を用いた。夫頭はCpとShhの境界を示す。

太線はCpの発現領域を示す。Cpは眼柄（A）、視床下部（D）、後脳腹側部（D）において

Shhと隣接して発現していた。fb：底板；hb‥後脳；hy：視床下部；ge：基底核；OS：眼柄；
OV：眼胞
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5’－TCGACAAGCAGGGAACACCCAAGTAGAAGCTC－3－
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