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題目
水晶体分化過程における

ﾘﾝ酸化による転写因子L-Mafの機能調節機構の研究

要旨

水晶体は上皮細胞と繊推細胞の二種類の細胞群から構成される単純な組織である｡水

晶体嚢の前方(角膜側)には-層の上皮細胞が､後方(網膜側)には織推細胞がみられる｡上

皮細胞は増殖能を保持しており,増殖帯とよばれるところで細胞分裂し,後方へと押し出
され､繊推細胞へと分化する.この上皮細胞から繊推細胞への分化は, -生の間たえずお

こり,水晶体は成長を続ける｡ Coulombreらにより,水晶体を180度回転させると上皮
細胞が繊推細胞へと分化することが示され,網膜側からのｼｸﾞﾅﾙにより上皮細胞から繊

推細胞への分化が調節されていると考えられてきた｡近年このｼｸﾞﾅﾙの分子実体が明ら
かになりつつある.増殖因子であるfibroblast growth factor (FGF)やinsulin-1ike

growth factor(IGF)は､水晶体と網膜の間に存在する硝子体中に存在し､織推紳胞への分
化を促進する括性をもつことから､繊推細胞の分化を司るｼｸﾞﾅﾙとして候補にあげられ

ているo -方､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御機構の解析を通して､水晶体細胞への分化の分子

機構の解明が進められてきた｡ｸﾘｽﾀﾘﾝは水晶体固有の性質である透明性に関わるﾀ
ﾝ/てｸ質であり, bZIP型転写因子LIMafがｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御に重要であることが

明らかにされている. Lrmafは水晶体特異的な発現を示し, crmafの欠損ﾏｳｽにおい
ては水晶体織推細胞の形成不全が観察されることから､ maf遺伝子は水晶体形成に重要な

役割を担うことが示された｡しかしながら水晶体形成過程において,転写因子Mafが細胞

外からのｼｸﾞﾅﾙによりどのような調節をうけ､転写因子として機能するのかは不明であ

った.そこで､網膜側からのｼｸﾞﾅﾙよ考水晶体柵胞の分化の分子機構を解明することを
目的とし,ﾆﾜﾄﾘしMafをもちいて,転写因子LMafの機能が細胞外ｼｸﾞﾅﾙにより
どのような調節を受けているのか解析をおこなった｡

まず､培養した水晶体細胞において,上皮細胞の増殖と上皮細胞から繊推細胞への分
化を制御することが知られているFGFが水晶体細胞の増殖およびｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を

調節しているのか解析をおこなった｡その結果､ FGFが水晶体細胞の増殖を促進する期間
は､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現はFGFにより抑制されることが明らかとなった｡次にLMafの
機能がFGFｼｸﾞﾅﾙによる制御されるのか調べた｡
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Mafの認識配列を6つ連結したﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-をﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遺伝子につないだﾚﾎﾟ-ﾀ

-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを､培養水晶体細胞に導入し培養液中にFGFを加えて培養した後,ﾚﾎﾟ-

ﾀ-括性を調べた｡その結果, FGFが水晶体紬胞の増殖を促進する期間は､ LMafのﾚ
ﾎﾞ-ﾀ-括性は抑制されることが明らかとなった｡さらにこのﾚﾎﾟ-ﾀ-括性はFGFの

下流で働くMEKl(MAPKK)によっても同様に抑制されることが明らかとなった｡ FGFに

よりL-mafmRNAの発現は影響を受けないことから､ L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質が直接､ FGF
ｼｸﾞﾅﾙにより制御を受けているのではないかと考え､ LMafがFGF/MEKlの下流で働

く, Extracellular-signal regulated kinase (ERK)によりﾘﾝ酸化を受けるか調べた.結
果Ⅰ√MafはERKによりﾘﾝ酸化をうけ,そのﾘﾝ酸化は主にｽﾚｵﾆﾝの57番目とｾ
ﾘﾝの65番目でおこること明らかになった｡

このﾘﾝ酸化がしMafの機能にどのような変化を与えているのか調べたとこち､ﾘ

ﾝ酸化を受けない変異型LMafは野生型LMafと比べて高い転写活性化能をもち,さら

にﾘﾝ酸化を受けないL-Mafは高い8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導能を示すことが明らかとなった.
このようなﾘﾝ酸化を受けないL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質は野生型と比べて､より安定であり,

ﾘﾝ酸化を受けないL-Mafの高い転写括性化能と高い8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ誘導能は､ L-Maf
ﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性によるものであることを示した｡これらの結果はFGF/MEKl/ERK

ｼｸﾞﾅﾙによりL-Mafがﾘﾝ酸化され, L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質が不安定になることを示唆す

るものである｡ LMafﾀﾝﾊﾟｸ質の安定化が実際の繊推化においてみられるのか調べるた

めに培養水晶体細胞および個体内の水晶体におけるL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の発現を調べたと
ころ､ LMafﾀﾝ^oｸ質は繊維細胞に発現することが明らか,となった.

これらのことから, FGFが水晶体細胞の増殖を促進する期間では､ LMafﾀﾝﾊﾟｸ
質がFGFｼｸﾞﾅﾙによりﾘﾝ酸化を受け不安定となり､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が誘導され

ず､ FGFｼｸﾞﾅﾙが阻害されるとLMafﾀﾝﾊﾟｸ質が安定化し､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を
誘導し､結果､繊維細胞の分化が促進されることが考えられる｡

本研究により, FGFｼｸﾞﾅﾙによりL-Mafの括性が抑制されること､またLMafの
ﾘﾝ酸化はL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性を調節することを明らかにすることができた｡こ

のことは水晶体繊推細胞の分化において,網膜側からの誘導ｼｸﾞﾅﾙが,水晶体細胞側の

転写因子をどのように調節して分化を制御しているのか､その分子機構を考える上で重要
な知見であると考える｡
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第-章序論

‡まじめに

動物の体を構成する多種多様な細胞は-個の受精卵から生じる｡ -個の受

精卵が増殖,分化をくりかえし､ある特定の機能のみを発揮する細胞集団であ

る組織を形成する｡この事象の分子的な基盤は,それぞれの細胞に特異性を与

える遺伝子群の転写をどのようにして括性化するのかによって規定されると考

えられる｡現在までに得られている知見から､特定の細胞のみで発現し､その

細胞に特性を与える遺伝子群の転写を担う組織特真的な転写因子が同定されて

おり､これら転写因子の時間的空間的な制御が,特定の機能のみを発揮する細

胞集団の形成に重要な役割を尭たすことが明らかとなってきている｡

組織/細胞分化のﾓﾃﾞﾙ系としての水晶体

(1)水晶体分化

脊椎動物の眼の形成過程は,前世紀初頭のSpemamとLewis以来､古典

的な発生学の手法をもちいて研究がおこなわれてきた｡この研究の中から,

ある組織が隣り合う組織に作用して別の組織に分化させる機構(誘導現象)が発

生のあらゆる段階で重要な役割を果たすことがわかってきた｡

水晶体は表皮外肱葉のちょうど眼胞(網膜の原基)が接した部分から形成さ

れる(図1-1)｡ SpemannとLewisらは眼胞を切除すると本来水晶体に分化する

べき外歴葉の領域(予定水晶体外腔葉)が他の外歴葉と同様に表皮になることを

示した｡すなわち外歴葉から水晶体に分化するには,眼胞から外腰葉へのは

たらきかけが必要であること示した｡このような眼胞側からの働きかけは､

眼の形態形成をとおして重要であることが示されている｡

眼胞からの誘導をうけた外歴葉はやがて水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞを形成する｡水

晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは次第に内側に陥入しは､じめるoこのとき水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの

陥入に伴って眼胞も内側に陥入し､眼杯となる｡陥入した水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞは

くびりきれて水晶体胞を形成し,眼杯は網膜へと分化する(図1-1)くびりきれた

水晶体をみると,水晶体嚢の前方(角膜側)には水晶体上皮とよばれる-層の分

裂能をもった細胞が,水晶体嚢の後方(網膜側)には水晶体繊推細胞とよばれる

脱核した細胞がみられる(図1-2)｡増殖帯とよばれるところ(赤道面)で細胞分

裂し増えた細胞は水晶体嚢に沿って後方に追いやられ,赤道面を超えたあたり

で､繊推細胞へと分化しはじめる｡細胞は前後に進展しながら､周りから取り
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囲むようにして伸びてくる｡さらに伸びると反対側から進展してきた繊維細胞

とまん中(網膜側)でぶつかり,縫合となる｡このような繊維紳胞への分化は-

生の間起こり､たえず外側から繊推細胞が進展していき,巻き付いていく｡

coulombreらはこの水晶体を180度回転させると､つまり､上皮細胞が直

接硝子体に接するようにすると,もともとの上皮細胞が伸長し繊推細胞へと分

化することを示した(coulombre, J. L. and Coulombre, A. J. 1963 Science 142,

1489-90) (図1-3)oつまり水晶体胞を形成した後の,水晶体上皮細胞から繊推細

胞への分化にも網膜側からの働きかけが必要である可能性を示した｡

組織の切除と移植を中心とした実験発生生物学的研究から,このような組

織が分化する過程をとおして,異なる組織からの働きかけが重要であることが

示されてきたoしかしながら､阜の現象がどのような分子ﾒｶﾆｽﾞﾑをもとに

おきているのかは依然として不明のまま残った｡

(2)水晶体分化を御御する分子機構

1)水晶体分化を制御する分泌因子

Coulolnbreらがおこなった,水晶体を180℃反転させる実験から､硝子体

には網膜から分泌された,水晶体上皮細胞から繊推細胞への分化を促す因子が

含まれているものと考えられ､その候補となる因子の探索がおこなわれた｡

Beebeらは硝子体の抽出液から､水晶体の上皮細胞から織推細胞への促進

する因子を生化学的に単離し､分子量60,000の因子が,その括性を持つことを

示し,それをLentropinと名付けた@eebe etal., 1980)o彼らはLentropinの精製

を試みたものの､部分的な精製にとどまった@eebe etal., 1987)｡最終的には彼

らは当時すでに単離されていたさまざまな増殖因子の中に上皮細胞から繊維細

胞への分化を促進する因子を求め､ insulin-1ike growth factors (IGFs)がもっとも

強い上皮細胞から繊維細胞への分化誘導括性をもつことを明らかとし､ IGFが

1entropinそのものであると考えた@eebe etal., 1987) (Hyatt and Beebe, 1993)｡そ

の後､ αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝのﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-をもちいて水晶体特異的にIGF-Ⅰを強

制発現させたところ,赤道面上(増殖帯)において,分裂能を有する細胞が増え､

結果的に増殖帯が広がることが明らかとなった(shirke et al., 2001).

1988年, Brewittらは水晶体の組織培養をもちいて, Platelet-derived growth

factors (PDGF)が上皮細胞の増殖と,水晶体の透明化に必要であることを示した

(Brewittand Clark, 1988)｡ OverbeekらはpDGFﾚｾﾌﾟﾀ-が水晶体の中では上

皮細胞側にのみ発現し,さらにﾘｶﾞﾝﾄﾞとなるpDGFをαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝのﾌﾟ

ﾛﾓ-ﾀ-の制御下で強制発現させると､水晶体上皮細胞でのcyclin D2とcyclin

8



上」
、て－

蛍
雫

‾‾、－、

9

蛮
安
楽
楚
塗
＝≡

東

壁
要
項
1
牽
＝≡

塞

栓
≠
浩

■、▼

＼

ノ■

トQ

・ト
ム」
ヽ一

浩（
さ：ギごご

」ご、＿、

空尉
器督
増由
刃匝
．e
ユJlハ

∴・・言

霊玉
慮賀
三三

営3
00　．

＝　i

l：－・く

羞蔓草



Aの発現が増大すること、および本来繊維細胞で発現するβ－クリスタリンの発

現が上皮細胞でみられ、細胞が若干繊維化すること示した（Schattemanetal．，

1992）（RenekerandOvetbeek，1996）。

このように水晶体の組織培養やトランスジェニックマウスを用いた解析か

らIGトⅠとPDGFは主に、水晶体上皮細胞の増殖を促進する活性を持つことが

示されてきた。しかしながらIGF－ⅠやPDGFにより促進される上皮細胞から繊

維細胞への分化が、どのような分子機構を基にしているのか不明のままである。

McAvoyらは培養した神経性網膜細胞のconditionalmedium中に水晶体の上

皮細胞から繊維細胞への分化を促進する活性が存在することを見出した

（McAvoy andFemon，1984）。彼等は神経性網膜から繊維細胞の誘導活性をもつ

因子を探索し、Fibroblastgrowthfactor－1（basicFGF）とl；GF－1（asidicFGF）がその

活性をもつことを明らかとした（Chamberlain andMcAvoy，1987）（Schulz etal．，

1993）。水晶体の組織培養を用いた実験から、FGFは水晶体上皮細胞の増殖を促

進するだけでなく、繊維細胞への分化も促進することが示され（McAvoyand

Chamberlain，1989）（LeandMusil，2001）、その誘導活性はFGF－1と比べFGF－2が

より高いことが明らかとなった（McAvoyand Chambedain，1989）。αA－クリスタ

リンのプロモーターの制御下で水晶体特異的にFGFを強制発現させた実験から、

さまざまなFGFが水晶体上皮細胞の増殖と繊維細胞の分化に関与することが示

された（LovicuandOvefbeek，1998）（Stolenetal．，1997）（LovicuandOvetbeek，1998）。

FGFは水晶体の上皮細胞と繊維細胞のいずれにおいても発現がみられるが、FGF

レセプターの1－3が赤道面上から繊維にかけての領域に異なった様式で発現す

ることから、McAvoyらはそれぞれのFGFRの下流で異なる分子機構が働くこ

とにより、水晶体上皮細胞の増殖と繊維細胞の分化が調節されていと考えた（de

Ionghetal．，1997）。水晶体をFGFの存在下で培養した実験やFGFR3のドミナン

トネガティブ型を強制強制発現させた実験から、水晶体細胞への分化過程では

FGFの下流でExtracellular－Signalregulatedkinase（ERK）が働くことが示されてい

るが（Govindar卸mandOvetbeek，2001）（LeandMusil，2001）（LovicuandMcAvoy，

2001）、FGFの下流で働くMAPKがERK以外にも存在するのか、またそのMAPK

の下流で制御されているターゲットが何であるのか未だ不明である。

TGF－β（TranSfominggrowthfactor－β）はヒトの上皮細胞、血管内皮細胞、血

球細胞などの増殖を抑制する因子として知られている。TG印スーパーファミ

リーに属するBMP4r7（bonemorphogeneticprotein）のノックアウトマウスでは、

水晶体プラコードの形成がみられず、その後の陥入が起こらないことから

（FurutaandHogan，1998）（Wawersiketal．，1999）、BMPは眼胞から頭部外胚葉への

シグナル因子として水晶体プラコードの形成の鍵となる因子ではないかと考え
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られてきた. BMPのﾚｾﾌﾟﾀ-であるTGFPﾚｾﾌﾟﾀ-のtypeⅠとtypeIIが成

熟した水晶体の上皮細胞と赤道面上に発現していることから､ McAvoyらは上

皮細胞から繊維紳胞への分化にTGF-βｼｸﾞﾅﾙが閑わっているのではないかと

考え,ｶｲﾈ-ｽﾄﾞﾒｲﾝを欠失したTGFIPﾚｾﾌﾟﾀ-をcxA-ｸi)ｽﾀﾘﾝの

ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の制御下で発現させ,繊推細胞分化におけるTGF-βｼｸﾞﾅﾙの役

割について解析をおこなった(Maruno et al., 2002)｡水晶体上皮細胞はFGF-2 q)

刺激により, ●水晶体細胞がmigrationすることが知られているが､ TGFβｼｸﾞﾅ

ﾙを細胞内に伝達でない上皮細胞は, FGF-2俵存的なmigrationが起こらず,ま

た水晶体特異的な遺伝子の発現も減少する｡このことから､ TGF-βｼｸﾞﾅﾙは

分化した織推細胞が後方へ追い込まれるときのmigrationに必要なのではないか

と考えられる｡

水晶体の分化を制御する分泌因子に閑するこれまでの知見をまとめると､

IGF-ⅠとpDGFは主に水晶体上皮細胞の増殖を､ FGFsは上皮細胞の増殖と繊推

細胞の分化を､ TG印ｼｸﾞﾅﾙは繊推細胞の分化と繊推細胞の移動を制御する

ことが考えられている｡

3)水晶体分化を制御する転写因子

眼の形態形成をとおして,水晶体は眼胞側からの誘導因子により分化が制

御されている｡この誘導ｼｸﾞﾅﾙを受け水晶体細胞となるにはその細胞内にお

いて,水晶体細胞の特異性を与える遺伝子群の発現が活性化される必要がある｡

現在までに水晶体細胞への分化に関わる転写因子が同定されており,これら転

写因子の役割が明らかになりつつある｡

pax-6眼形成の中心となる転写因子

pax-6はﾍﾟｱ-ﾄﾞｰﾀｲﾌﾟｰﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝをDNA結合ﾓﾁ-ﾌとしてもつ

転写因子である｡ﾋﾄの無虹彩症の原因遺伝子としてPAX-6が,またﾏｳｽと

ﾗｯﾄでは小眼症の原因遺伝子としてPax-6が同定されたことから､. pax-6が眼

形成に関与されることが示唆された(Hillet al., 1991)｡ 1994年､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞ

ｴの眼のない変異体eyeless(ey)の原因遺伝子がpax-6のﾎﾓﾛｸﾞであり(Quidng

et al., 1994), eyを眼の成虫原基で強制発現させると眼が誘導されることが示さ

れたoさらに,種々の生物のPax-6を眼の成虫原基で異所的に発現させると,甲

と同様に眼が誘導されることが明らかとされ(Halderet al., 1995), Pax6が眼分化

の中心的な役割を果たす転写因子として考えられるようになった｡
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Pax－6の発現は眼胞と頭部外胚様においてみられ、水晶体嚢が形成された

後は水晶体上皮細胞でその発現がみられる。（総説（Kondoh，1999））。Pax6の変

異体ラットでは本来水晶体プラコードが形成される時期に眼胞と頭部外胚様が

野生型と同様に近接しているにも関わらず、頭部外胚様の肥厚がみられないこ

とから、Pax6は水晶体プラコードの形成に必要であること考えられている。し

かしながら、Pax6はマウスの水晶体繊維細胞に発現しているβBトクリスタリン

の発現を抑制することから（Duncanetal．，1998）、Pax6は水晶体嚢が形成されて

から後は、水晶体上皮細胞でβBl一夕リスタリンの発現を抑制し、繊維細胞への

分化を抑制することが考えられている。

Pax6は眼形成を通して中心的な役割を果たす転写因子であるが、その機能

がどのような修飾を受けることにより調節されているのかは不明である。

Sox

水晶体には、その透明化に必要なタンパク質であるクリスタリンが多く含

まれている。白内障のような水晶体が白濁する疾患はこのクリスタリンタンパ

ク質の異常によって引き起こされることが明らかとなっている。近藤らのグル

ープはニワトリ8－クリスタリンの水晶体特異的な発現制御機構を培養細胞もち

いて解析し、8－クリスタリンの3rdイントロン内に水晶体特異的な発現を司る

エンハンンサーがあることを見出した（Hayashietalり1987）。この3rdイントロ

ンに結合する転写因子を13日目胚の水晶体由来のcDNAライブラリーを用い

てサウスウエスタン法を用いて結合する因子を探索し、8－クリスタリンの水晶

体特異的なエンハンサーに結合する因子8EFlとSOXを同定した。6EFlは

DNA結合ドメインとしてZincFingerを2つ独立にもつ転写抑制因子であり、

クリスタリンの発現を抑制するものと考えられている（Kamachietal．，1995）。

SOXは約80アミノ酸残基からなるHMGboxをDNA結合ドメインとしてもつ

転写因子であり、これまでに多数の関連因子が発見されている（Wegner，1999）。

Sox遺伝子はさまざまな領域で発現しているが、水晶体系列の細胞では水

晶体胞が頭部外胚葉に接する時期に、頭部外胚葉の腹側でSox〟3の発現がはじ

まる（総説（Kondoh，1999））。水晶体胞が形成された以降からは、Soxlの発現が

水晶体で強くみられるようになり（Kondoh，1999）、さらに成熟した水晶体では、

Soxlの発現は水晶体繊維細胞側で強く見られるようになる。Soxl遺伝子をノ

ックアウトすると、水晶体繊維細胞の形成がみられず、8－クリスタリンの発現

も減少することから、Soxlは水晶体繊維細胞の分化に必要であることが示され
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た（Nishiguchietal．，1998）。

Soxの発現は水晶体プラコードが形成されるより前の時期から見られる

（KamaChietal．，1998）。このことから近藤らは、SOXは8－クリスタリンの発現の

みならず、水晶体プラコードの形成にも関与しているのではないかと考え、SOX

と相互作用する因子をYeast－tWOhybridスクリーニング法により探索した。そ

の結果、眼の分化のマスターレギュレーターであるPAX6がSOXと相互作用

する因子として単離され、SOXがPAXと協調的に水晶体プラコードの形成時

期においても機能していることが考えられている（KamaChietal．，2001）。

Six3

Six3はDorosophilaのSineoculisの脊椎動物ホモログでり、Sixファミリー

は保存されたSixドメインと（SDドメイン）とホメオドメインをもつ。Six3は水

晶体プラコードに発現がみられ、成熟した水晶体では上皮細胞に発現すること

が知られている（Bovolentaetal．，1998）。Six3をメダカに強制発現すると、耳胞

が水晶体に分化することが示され、水晶体分化に重要な転写因子であることが

明らかとなった（01iveretal．，1996）。最近、Six3は転写抑制因子Grg3（Groucho－

relatedproteins）と相互作用することが示された（Goudreauetal．，2002）。Six3と

Groucho関連因子を水晶体誘導が起こる時期（StagelO）のニワトリの頭部外胚葉

に強制発現すると8－クリスタリンの発現を抑制され、水晶体のサイズが小さく

なることが示された（Goudreauetal．，2002）。Six3が転写の抑制因子と相互作用し、

どのような遺伝子の発現をいつ抑制することが、眼の形琴形成に必要なのかは

明らかとはなっていない。

ProxI

Pro革1はもともとDrosohilaのProsperoの脊椎動物ホモログとして単離され

た。Prospeoは神経発生で娘細胞へのProspeoタンJてク質の分配を介して細胞種

の分化に関与することが示されていた。ニワトリとマウスでは水晶体で強い発

現がみられ（01iv引二d：d．，1993）、Proxlのノックアウトマウスでは、水晶体繊維

細胞の分化がみられず、水晶体胞の大きさが比較的小さくなる（Wigleetal．，1999）。

さらに、本来、水晶体上皮細胞から繊維細胞への分化がおこる赤道面上では

CyClin－dependentkinaseinhibitor（CDKI）であるp27／HPlとp57／HP2の発現がみ

られるのに対して、PrOXlのノックアウトマウスの水晶体ではこれらCDKIの

発現がみられないことから、prOXlは水晶体繊維細胞へと分化する際に必要と
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なる転写因子でないかと考えられている｡

このようにpax6, Soxやsixは眼胞と水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞの形成に重要な転

写因子であり､水晶体嚢が形成された後は､ pax6とsix3は上皮細胞で, Proxl

とsoxlは繊維細胞の分化に働いていることがわかる｡しかしながらこういっ

た転写因子が眼胞や網膜からどのようなｼｸﾞﾅﾙを受け､その括性が調節され

ているのか全く明らかとなって`いない｡

3)転写因子Maf

水晶体特異的Maf遺伝子L-Maf

1990年松尾らにによりﾆﾜﾄﾘαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝ遣伝子の水晶体特異的

ｴﾝﾊﾝｻ-として､ αCEl, αCE2, αCE3が同定された(Matsuoetal., 1991) (図

1-4, A)｡ αCElとαCE2を組み合わせると協調的に水晶体特異的な転写を促進す

ることが明らかにされ､ αcElとαcE2がαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝの水晶体特異性を担

うｴﾝﾊﾝｻ-であると考えられた｡

αcElに結合する因子は､ﾋﾖｺ脳の核抽出液からαcEl配列をもちいた

DNAｱﾌｲﾆﾃｲ-ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｲ-を用いて精製された｡さらに精製産物

に対するﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体を作成し､水晶体細胞のcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ

-をもちいた発現ｽｸﾘﾆ-ﾆｸﾞにより,転写因子p64/cCP2が同定された

(Murata et al., 1998)｡しかしながらp64/cCP2の発現は腔全体で見られたことか

ら､単独では水晶体特異的な発現を担うことができないものと考えられた｡

-方､ αcE2に結合する転写因子として,ｻｳｽｳｴｽﾀﾝ法をもちいて

ﾆﾜﾄﾘ水晶体細胞のcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞすることにより､

c-maf遺伝子がｸﾛ-ﾆﾝｸﾞ亭れた(荻野,博士論文)｡ c-mafは水晶体に発現し

ているものの, T細胞など水晶体以外の細胞や組織での発現が見られる｡そこ

で水晶体特異的なmaf遺伝子を探索するために､ Mafﾀﾝ^oｸ質間で保存され

ている額域に対して縮重ﾌﾟﾗｲﾏ-を設計しRT-PCRを行ったところ,水晶体

特異的に発現する新規maf遺伝子L-maf (Lens-specljic-maj)が単離された(ogino

andYasuda, 1998).ﾆﾜﾄﾘL-mafは水晶体ﾌﾟﾗｺ-ﾄﾞが肥厚する時期から水晶

体細胞に特異的に発現する(Ogino andYasuda, 1998) (図1-4, B)｡さらに培養神経

性網膜細胞やﾆﾜﾄﾘの頭部外腰様にL-Mafを強制発現させると, 8-､ αA-､ βBl-

ｸﾘｽﾀﾘﾝﾝ､ﾌｲﾚﾝｼﾝの発現が誘導されることから(図1-4,C),しMaf

はｸﾘｽﾀﾘﾝ遺伝子の水晶体特異的な発現を担う重要な転写因子であると考

えられた｡
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Maf遺伝子

Maf遺伝子の構造

Maf遺伝子はもともとﾆﾜﾄﾘに感染して筋臆膜繊推肉腫

(Musculoap?neurotic flbrosarcoma)を引き起こすAS42ｳｲﾙｽから,その原因遺
伝子､ v-maf (viral-maf)として単離された(Nishizawa etal., 1989)｡その細胞性の

相同遺伝子としてc-mafがﾆﾜﾄﾘから単離された(Kataokaetal., 1993).

c-Mafの構造はN末端側から塩基性ｱﾐﾉ酸に富むacidic領域､ Jun､ Fos

などのbZIP型転写因子にみられるbasic領域とﾛｲｼﾝｼﾞｯﾊﾟ-額域の3つの

ﾄﾞﾒｲﾝからなる(Kataokaet al., 1996).酸性ｱﾐﾉ酸領域を欠失した実験から,

この額域がvp16などと同様に転写括性に必要なﾄﾞﾒｲﾝであることが示され

た(Kataokaetal., 1996).その後､ majB, Nrl. Lmaf. majK､ majF､ majGがｸﾛ

-ﾆﾝｸﾞされbZⅡ'型転写因子としてﾌｱﾐﾘ-を形成していることが明らか

となった(Motohashi etal., 1997)四Iank andAndrews, 1997).これらのMafﾌｱﾐ

ﾘ-のなかでN末側に酸性ｱﾐﾉ酸額域をもつc-Maf, MafB､しMaf､ Nrl､ S-

Mafを1argeMaf,酸性ｱﾐﾉ酸領域を持たないものをsmallMafと区別される｡

Large Mafは認識配列特異的な転写括性化因子である.それに対してsmall maf

は､自身には転写括性化能はなく他のbZⅡ'のﾊﾟ-ﾄﾅ-とへﾃﾛ2量体を形

成して転写を活性化する場合と,認識配列特異的に転写を抑制する場合が知ら

れている@1ank andAndrews, 1997)｡

Mafと器官形成､細胞分化

眼形成とMar

ﾆﾜﾄﾘの水晶体特異的なmaf遺伝子が同定されて以降,さまざまな動物

種において水晶体に発現しているmaf遺伝子が単離され,それら遺伝子の眼形

成における役割が明らかになりつつある｡

(a)ﾏｳｽ

ﾏｳｽやﾗｯﾄではmajBとc-mafが水晶体に発現していることがinsituﾊ

ｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法により明らかにされている.特にc-mafは水晶体繊推

細胞に､ maj8は水晶体上皮細胞に発現する. c-mafのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは

水晶体繊維細胞の形成が不完全となり,また種々のｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が減少

することが報告されている(Kim et al., 1999) (Kawauchi et al., 1999) (Ring et al.,
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2000）。これらのことからマウスc－Mafは水晶体繊維細胞の分化に必要であるこ

とが明らかとなっている。しかしながらMafBの水晶体における機能について

は不明である。

（b）カエル

アフリカツメガエルの水晶体に発現する肋好遺伝子は、当研究室の石橋に

よりクローニングされた（IshibashiandYasuda，2001）。insitu・ハイプリグイゼー

ションの結果によりⅩL〝材とⅩ加q鰐が水晶体プラコードができる時期から水

晶体系列の細胞で発現し、最終的にⅩ乙一助好が水晶体繊維細胞にⅩ加q鰐が水晶

体上皮細胞に発現するようになる。このような発現様式の違いから、ⅩしMaf

とⅩMafBの水晶体での機能が異なることが考えられた。それぞれの下流で制

御される遺伝子が異なるのかアニマルキャップアッセイ法で調べたところ、

ⅩMafBは水晶体の上皮細胞で発現するPax6やXlenslなどの遺伝子の発現を促

進することができるが、ⅩしMafはできないことが示された。

（c）ゼブラフィッシュ

ゼブラフィッシュの水晶体で発現する削げ遺伝子は当研究室の梶原により

単離されている（K卸baraetal．，2001）。ゼブラフィッシュc一助好と硯鰐は受精後

20時間胚において水晶体での発現がみられることが確認されている。受精後28

時間胚をわ∫血ハイプリグイゼーションおこない、水晶体の切片を作成し詳し

く観察した結果、椚q鰐は水晶体全体で発現し、C一助好が水晶体繊維細胞に限局

して発現することが示されている。

Mafの水晶体形成における役割

以上をまとめると、動物種を超えて、水晶体形成に転写因子Mafは、重要

なはたらきをしていると考えられる。ニワトリとアフリカツメガエルの肋好遺

伝子の詳細な発現解析から、勒密造伝子は水晶体プラコードが形成される時期

から発現し（IshibashiandYasuda，2001）（浦野充代、修士論文）、水晶体胞が形成

されてから後は瑚鰐が水晶体上皮細埠で、エー肌好が水晶体繊維細胞で発現する

こと、またゼブラフィッシュではmafBは水晶体全体に発現するが、C－mafは繊

維細胞に限局して発現することが明らかとされている。さらにマウスc一助好の

欠損により繊推細胞の形成がみられないことが示されている。

これらのことから少なくとも水晶体胞が形成されてから後は、Maf遺伝子

が水晶体繊維細胞の分化をMafファミリー間で異なる機能を発揮しながら制御

していることが考えられる。
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（3）本研究の目的

現在までに水晶体分化をコントロールする転写因子が多く同定されてきた。

これら転写因子の分子ネットワークが調べられ、Pax6／Sox2の下流でしMafが

機能し、さらにL－Mafの下流ではProxlが働くことが示されており（Rezaetalリ

2002）、水晶体分化に関わる分子ネットワークの一端が徐々に明らかになりつつ

ある。この分子ネットワークの中で、転写因子が正しいタイミングで活性化さ

れることにより、細胞に特性を与える遺伝子群の転写が始まり、特定の機能の

みを発揮する細胞集団が形成されていく。

水晶体は網膜からのシグナルを受けながら分化する組織である。この網膜

からのシグナルにより、転写因子の活性化のタイミングが制御され、水晶体分

化に関わる遺伝子群の発現が調節されていること考えられるが、その分子機構

については依然として不明なままである。そこで本研究では、水晶体の上皮細

胞から繊維細胞への分化に焦点をあて、転写因子Mafの活性がどのよう・にして

制御されることにより、繊維細胞への分化因子として働きうるのか解析をおこ

なった。
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A

－108

／

L－Maf
．二96

■＼
CÅT’rTCTGCTGAC

（αCE2）

αA・Cけgぬ措〝

B

αA一叩∫ね措〟　　　　ん椚qr

（insituhybridization）

図1－4

（A）しMafは水晶体特異的な遺伝子であるクリスタリンの発現を制御する。（B）エー用材

mRNAは水晶体特異的に発現する。（C）L－Mafを本来クリスタリンが発現しない領域

のニワトリ胚の頭部外胚葉に強制発現させると、異所的にクリスタリンの発現を誘導

することができる。Greenfluorescenceprotein（GFP）発現プラスミドはL－Mafと共導入

し、シグナルが検出されているところはL－Mafが導入された領域を示している。

（HajimeOginoet．al．1997の図を改変した）
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第二章材料と方法

ﾆﾜﾄﾘ

城山鶏園より入手した卵(ﾋﾟぺｺ種類)を湿度に保った38℃の恒温槽にい

れ解卵した｡

試薬類

制限酵素類は主に宝酒造,東洋紡から,その他の試薬はﾅｶﾗｲﾃｸ

ｽと和光純薬から購入した｡ｱｲｿﾄ-ﾌﾟ標識されたﾇｸﾚｵﾁﾄﾞおよびｱ

ﾐﾉ酸はAmersbamより購入した｡

(1)水晶体細胞および神経性網膜の初代培養

1)水晶体細胞

ﾆﾜﾄﾘの14日目腔から水晶体を摘出し, 3MM(Whatman)の波紙の上で

水晶体を転がし付着している色素上皮を取り除いた後,ﾋﾟﾝｾｯﾄで細かく砕

いて､ 0.1%ｺﾗｷﾞﾅ-ｾﾞ(天野製薬)を含むHa止sﾊﾞｯﾌｱ- (5.3mM KCl,

0.34ⅠIIM Na2HPO4, 138mM NaCl, 1mMMgC12, 1mMCaC12, 5･6mM glucose, 10mM

HEPES 【pH 7.4】)で37℃､ 20分間処理した｡数回ﾋﾟぺｯﾃｲﾝｸﾞしてさらに細

かく砕いた後,遠心して回収し, 10%の牛胎児血清/1%ﾆﾜﾄﾘ血清を含むﾀﾞ

ﾙﾍﾞｯｺ変法ｲ-ｸﾞﾙ培地(DMEM,日本製薬株式会社)を用いて培養した｡ﾆ

ﾜﾄﾘ腔5個体分の水晶体を直系6 cmの培養皿(FALCON)1枚で培養すると,

およそ, 4日後に培養皿の底面の80%が細胞で覆われるようになる｡この細胞

をo.o5%ﾉﾄﾘﾌﾟｼﾝ(DIFCO)を含むcMFﾊﾞｯﾌｱ-(5.3mM KCl, 0.34niM

Na2HPO4, 138mM NaCl, 5.6mM glucose, 10mM HEPES 【pH 7.4])で37℃､ 5分間処

理して回収し, 12-wellﾌﾟﾚ-ﾄ(coming)にはo.5Ⅹ105個/well､ 3 cm培養皿には

1Ⅹ105個/dishの濃度で巻き直した｡この継代を行ってから1日目の細胞をﾄﾗ

ﾝｽﾌｴｸｼﾖﾝ実験に用いた｡

2)神経性網膜

神経性網膜はﾆﾜﾄﾘの8日目歴から摘出したものを用いた.歴から

眼球を摘出しCMFﾊﾞｯﾌｱ-中で神経性網膜細胞と網膜色素上皮を分けた後,

神経性網膜を細かく砕き､ o.25%ﾄﾘﾌﾟｼﾝを含むCMFﾊﾞｯﾌｱ-で37℃､

10分間処理した｡以下水晶体と同様に培養をおこない､培養二代目の細胞を

ﾄﾗﾝｽﾌｴｸｼｮﾝ実験に使用した｡
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(2)ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ

-般的なDNAの取り扱いに関しては主にMolecular cloning-2 edition

(sambrook J, et,al. Cold Spring Harbor laboratory Press 1989)を参考にした.

1) pGV3 UASX6

uAS配列の5'側にBamHI, 3'側にBgE制限酵素認識部位をもつｾﾝｽ

鎖とｱﾝﾁｾﾝｽ鎖ををｱﾆﾘ-ﾝｸﾞした後､ Ba血HI, BgEで消化させながら

ﾀﾝﾃﾞﾑﾗｲｹﾞ-ｼｮﾝをおこない､ UAS配列が6個連結したものを作製した｡

作成された6xﾌﾗｸﾞﾒﾝﾄをpGVβLucとpGVtkLucのBaniHIに挿入した.

USAs : 5'- GAT CCG GAG GAC TGT CCT CCGA

UASa: 5'-GAT CTC GGA GGA CAG TCC TCC G

2) pCMX-GAL4-Elkl

Elk-1の転写括性化額域(307-428)を増幅するﾌﾟﾗｲﾏ-を用意した｡

T7ELK l-428(Treisman, R.博士より供与) (Marais et al., 1993))を鋳型としてPCR

反応(95℃, 5min. - (94℃､ 30sec. →60℃, 1min.→ 72℃, 1min.)×25 → 72℃,

7 min.)をおこなった｡増幅産物をBamHIとEcoRVで消化し,pCMX-GAL4 new(梅

園和彦博士より供与)のBamHIとEcoRVｻｲﾄに挿入したo

Elk lADs : 5--CCGGATATCATCTCCCAGCCGCAGAAGGG

Elk lADa : 5--CGCGGATCCTGGCTTCTGGGGCCCTGGGG

3 ) pCMX-GAL4-しMaf AD

pEFX-FLAG-L-mafをEcoRIとEagtで消化し,しMaf l-449bpをKlenow

酵素で平滑未端化したo pCMX-GAL4をAsp718で消化し平滑未端化をおこな

った｡このAsp718ｻｲﾄにL-mafの転写活性化ﾄﾞﾒｲﾝを挿入したo

4) pEFX-FLAG-しMaf S 1 4A/T57A/S65A

pEFX3-fg-L-mafからEcoRIとEagTでL-mafのcDNA(FLAG配列とし
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Maf(1~ 449bp)を切り出し, pBluescriptに挿入した(pBsk-L-maりoこのpBsk-L-Maf

を鋳型としてMAPｷﾅ-ｾﾞ標的配列中のｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝ残基をｱﾗﾆﾝ

に置換した｡変異の導入にはSTRATAGENE社のQuikVhange Site-Directed

MutagenesisKitを用いた｡ PCR反応は95℃､ 30sec･ → (95℃､ 30sec･ → 55℃,

1 min.- 68℃､ 2min.)×16でおこなった｡各ﾌﾟﾗｲﾏ-は以下のとおりﾃﾞｻﾞｲ

ﾝした｡変異が導入されたことをｼ-ｹﾝｽ配列上で確認し､ EcoRIとEco52Ⅰ

で切り出したcDNAをpEFX3-fg-L-MafのEcoRIとEco52Ⅰｻｲﾄに挿入した｡

chickしmafS14A : GCT GCC CAC CGC CCC CCT CGC CAT CG

chickしmafS14A c : CGA TGG CGA GGG GGG CGG TGG GCA GC

chick L-mafT57E :5. CCC CTC TCA GCG AGC CGT GCT CCT CCGTGC C

chickしmafT57E c :3'GGG GAG AGT CGC TCG GCA CGA GGA GGC ACGG

chickしmafS65A : CCGTGCCTTCCGCGC CCAGTTTCTGC

chick L-mafS65A c : GCA GAA ACT GGG CGC GGAAGG CAC GG

4) pGEX 6Pl-しMaf S14A/T57A/S65A

pEFX-FLAG-L-Mafの野生型/変異型それぞれNcoIで消化し平滑末端化

をおこない, pGEX 6P-1 (Pharmacia)をXhoIで消化し平滑未端化をおこなった

ｻｲﾄに挿入した｡

(3) RNA抽出

培養水晶体細胞からの全RNAの抽出はISOGEN(ﾆﾂﾎﾞﾝｼﾞ-ﾝ)を用い

た｡細胞の10倍量のISOGENを加えてﾎﾓｼﾞﾅｲｽﾞし, ISOGENの1/5倍量の

ｸﾛﾛﾎﾙﾑを加えて遠心分離をおこなった｡その後水層に対してﾌｪﾉ-ﾙ/

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ抽出をおこない, 2-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉ-ﾙを用いたｱﾙｺ-ﾙ沈澱により

NAを回収した｡
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（4）ノザン解析・

主にMaegawaらの方法（Maegawa etal・，1999）に従った。精製した

RNA（0．5こ2帽）を、1％アガロースゲル（1．陥ホルムアルデヒド）を用いて電気泳動

し、ナイロンメンプレン（Pall社）にプロットした。メンプレンをメチレンブル

ー溶液（0．5M酢酸ナトリウムpH5．3、0．04％メチレンブルー）により染色し、rRNA

を検出した。メンプレンを洗浄後、PIG標識DNAをプローブとして42℃、16

時間ハイプリグイゼーションをおこなった。（hybridizationbufftr；50％ホルムア

ミド、2％ブロッキング試薬、0．1％SDS、0．1％N－ラウロリルサルコシン、200帽／血

酵母tRNA）。ハイプリグイゼーション後、メンプレンを0．1ⅩSSuO．1％SDS、60℃

で洗浄した。その後、アルカリホオスファターゼ融合抗DIG抗体（Roche）を用

いて検出した。

（5）細胞の分画法

核抽出液の調整はMatsuoらの方法（MatsuoandYasuda，1992）に従った。細

胞をPBSで1回洗い、1mlのPBSで細胞●を回収した（3000甲m、3分間）。40叫1

のBu鮎rAを加えて氷中で15分間静置した。2旬1の10％NP－40を加えた後

6000rpm（TOMY，MRX－150）、30秒間遠心分離をおこない、沈殿物を核抽出液と

した。

（石）ウエスタン解析

核抽出液の調整はMatsuoらの方法（MatsuoandYasuda，1992）に従った。

培養水晶体細胞から調整した核抽出液をSDS－PAGEにて展開し、ニトロセルロ

ースメンプレン（ポアサイズ0．45pm：SchleicherandSchuell）にブロツティングし

た。5％スキムミルクを含むPBSTバッファー（140mMNaCl，2．7mMKCl，10mM

Na2HPO．，1．8血MKH2PO．，0．1％Tween）にて室温、1時間ブロッキングをおこない、

抗体を含むPBSlリーッファーに置き換えて室温、1時間反応させた後、PBSll

バッファーで10分間の洗浄を3回繰り返した。2次抗体にHRP標識した抗体

を用いて室温、1時間反応させた後、洗浄を3回繰り返した。その後、ECLキ

ット（Am訂Sham社）を用いてHRPによる発光をフイルムに露光した。

精製抗しmaf抗体：1：1000

抗FLAG抗体：1：8000（SantaCruZBioteclm0logy）

抗ウサギIgGHRP：1：1000（DAKO）

抗マウスIgGHRP：1：1000（DAKO）
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リン酸化型ERKの検出

初代培養水晶体細胞を、直径3cmの培養皿に1Ⅹ105個血ishの濃度で2日

間培養し、血清を取り除くためにHanksで2回洗浄した後、4時間、無血清の

OPTI－MEM（GIBCOBRL）培地を用いて培養したムFGF－2を加える1時間前に

100pMPD98059（CALBIOCHEM）を培養液中に加えた。50ng血1FGF－2を加えて

1時間培養した後、全細胞タンパク質を調整し、抗リン酸化型ERK抗および体

抗ERK抗体をもちいてウエスタン解析をおこなった。

（7）脱リン酸化処理

主にK独）らの方法（K如O出血．，1993）に従った。COS細胞にpEFX－しmaf

を強制発現させた後、核抽出液を調整した。50plのCalfintestinalphoshatasebu飴r

（10mMTris－HCIpH8．0、1mMMgCl2、1mMAPMSF）に40mitsCIPと核抽出液を

加え、37℃、3時間反応した。SDS－PAGEで展開した後、抗FLAG抗体をもち

いてしMafタンパク質を検出した。

（8）細胞増殖の測定

初代培養水晶体細胞を、直径3cmの培養皿に1Ⅹ105個〟ishの濃度で培養

し、底面に張り付いたことを確認した後（約1日後）、100ng坤1になるように

humanRecombinant FGF－2（Peprdrech House）を培養液中（10％FBS／1％chick

serumのM畠M）に加え培養した。それぞれの培養水晶体細胞を0．05％トリプシン

で37℃、5分間処理し、ピペッティングで細かく砕いた後、遠心して細胞を回

収した。細胞をトリバンプルー溶液（3mg血1CMF）で死細胞を染色した後、血球

計算盤で細胞数を測定した。サンプルはそれぞれ3度、測定した。

（少）培養水晶体細胞および培養神経性網膜への遺伝子導入

培養水晶体細胞および培養神経性網膜への遺伝子の導入はDEMRI－C

Reagent（GibcoBRL）を用いた。500plのOPTI－MEM培地（GibcoBRL）に対して、

全量0．5pgのDNAと2plのDEMRE－CReagentを加え、転倒撹拝し室温、20分

間静置した。培養細胞は血清を取り除くためにHanksで1回洗浄した。Hanks

を取り除いたのち、混合液を培養細胞に加えて37℃、4時間、5％CO2で培養

した後、Hanksで2回洗浄した後、10％FBS／1′％chicksem〟DMEMを加えて培養

を続けた。12wellプレートの1穴あたり、500plのOPTI－MEM、3cm培養皿

では1mlのOPTトMEMを用いた。
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(10)ﾚﾎﾞ-ﾀ-解析

1)遺伝子専入および細胞の調整

初代培養水晶体細胞を12-wellﾌﾟﾚ-ﾄ(coming)に, 0.5Ⅹ105 celuwellの

細胞濃度で培養した｡ 1 wellあたりo.3 pgのﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ, o.1pgの

ｴﾌｴｸﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ, o.1 pgのβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ含む発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを

導入した｡各々培養した後,細胞を100 plの細胞溶解液(o.1miof25 mM Tris-

phosphate [pH7.8], 15% glycerol, 2% CHAPS, l% L-α -phoshatidylcholine, 1% BSA,

4mM EGTA, 8mM MgC12, 1mM dithiothreitol, 0.4mM APMSF)で溶解した.その

後,ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞおよびβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞの活性を測定した｡

2)ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性の謝定

20 plの細胞溶解液に対して100 plのﾙｼﾌｴﾗ-ｾﾞ基質溶液(20mM

Tris-NaOH 【pH7.8]､ 1.07mM (MgCO3)Mg(OH2)､ 2･64mM MgSo4､ 0･1mM EGTÅ,

33.3mM DTT､ 270pM Coenzyme A, 470pM Luciferin-potacium salt (Molecular

probe)､ 570pM ATP)を自動注入後15.秒間,測定した.それぞれのｻﾝﾌﾟﾙに

対して､ β-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性に対するﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性の比を計算し､

培養皿ごとの遺伝子導入効率を補正した｡同-の系の実験を2穴分,独立に3

回おこない､その結果の平均と偏差を計算しｸﾞﾗﾌに表した｡

3)β･ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性の測定

20 plの紳胞溶解液に対して100 plのβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ基質溶液

(60mM Na2HPO4, 10mM KCl､ 1mM MgC12､ 40mM NaH2PO4､ 11mM o-

Nitorophenyl-β-D-galactopyranoside､ 43mM β-ﾒﾙｶﾌﾟﾄｴﾀﾉ-ﾙ)を加えて､

37℃､ 20分間反応させた｡反応液が全体に黄色くなったことを確認し, 50plの

1M Na2CO3を加えて反応を停止させた後, o.D 420でβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性

を測定した｡

4) FGF･2mGFR inhibitorを用いたﾚﾎﾟ-ﾀ-解析

ﾚﾎﾞ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを細胞に導入後, FqF-2を5､ 10､ 50 ng/miとな

るように培養液(10% FBS/1% chick serudDEME)に加えた.細胞を回収する24

時間前に､ FGFﾚｾﾌﾟﾀ-の阻害剤であるSU5402 (CALBIOCHEM)を5､ 10,

20ﾄ1Mとなるように培養液に加えた｡

5) MEKl仇雌Kl inhibitorを用いたﾚﾎﾞ-ﾀ-解析
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ﾄﾞﾐﾅﾝﾄｱｸﾃｲﾌﾞ型MEKlは､ﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞと-緒に培養

水晶体に導入したo MEKl阻害剤であるPD98059はﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを細

胞に導入した後､培養液に100pMの濃度になるように加え,その後細胞を48

時間培養した｡

(11)抗体染色

培養細胞をHanksで2回洗浄し､ 4% PFA侶naksを用いて細胞を固定し

た(4℃､ 30分間)｡ Ha止sで2回洗浄した後､ﾒﾀﾉ-ﾙに置換し-20℃､ 15分

間静置した. Hanskで2回洗った後､ 10% Serum旧naksで室温､ 1時間ﾌﾞﾛﾂｷ

ﾝｸﾞをおこなった｡抗体を含むH弧ksﾊﾞｯﾌｱ-に置き換えて室温, 1時間反

応させた後､ Hanksﾊﾞｯﾌｱ-で10分間の洗浄を3回繰り返したo 2次抗体を

含むHanksﾊﾞｯﾌｱ-に置き換えて室温､ 1時間反応させた後, Hanksﾊﾞｯﾌ

ｱ-で10分間の洗浄を3回繰り返した後､ DAPI(VectorLaboratories, Inc･)を用い

てﾏｳﾝﾄをおこなった｡

抗しMaf抗体1:1000

抗8-crysta11in抗体1:1 ,

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse lgG (Molecular Probe), 1 : 1000

Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit lgG (MolecularProbe), 1 : 1000･

(12)大腸菌を用いた融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の精製

GST融合融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の調整は主にﾌｱﾙﾏｼｱの精製方法に従っ

た｡宿主大腸菌としてDH5α株を用いた｡各発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをもつ大腸菌を37℃

で終夜培養し､その培養液を100倍に希釈して37℃で0.D. 600で0.6になる

まで培養した(約3時間).その後,培養液にImを1mM加えて37℃､ 2時

間培養したoその後大腸菌を破砕ﾊﾞｯﾌｱ-(140mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM

Nq2HPO., 1.8mM KH2PO.)に懸濁し､氷上で超音破砕した(30秒, 4回)｡最終濃

度1%になるようにTdton-Ⅹ 100を加えて9,800回転, 4℃､ 30分間遠心分離し,

上清を大腸菌抽出液とした｡その後ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝﾋﾞ-ｽﾞを充填したｶﾗﾑに

大腸菌抽出液を添加し､破砕液でｶﾗﾑの洗浄をおこなった｡溶出ﾊﾞｯﾌｱ

-(50mM Tris-HCI pH8.0､ 50mM NaCl, 1mM EDTA､ 1mMDTT､ 20mM還元ｸﾞ

ﾙﾀﾁｵﾝ)を加えて､ｻﾝﾌﾟﾙを溶出した(流速100pl/min)o

(13) in l,ib'oﾘﾝ酸化解析
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精製GS-L-Mafﾀﾝ/てｸ質と50 unit精製ERK (New England Biolabs)をｶ

ｲﾈ-ｽﾊﾞｯﾌｱ-にて(50mM Tris-HCl, 10mM MgC12 1mM EGTÅ, 2mM DTT,

o.11%Brij35､ 1mMATP, 5 pCi [y-32p]ATP), 30 oC, 3時間反応させた｡その後､

SDS-PAGEで展開した｡

(14)ｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄ解析

主にyoshidaらの方法(yoglida and Yasuda, 2002)に鍔った｡ｹﾞﾙ移動度ｼ

ﾌﾄ解析に用いたﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして､ 5- - CATTTCTGCTGACCACGTTGCCTTC -

3■を用いた. 2本鎖にしたﾌﾟﾛ-ﾌﾞの3'末端側をKlenowfragmentと【α-32p]

dATP.を用いて標識した｡標識した5pmolのﾌﾟﾛ-ﾌﾞと1 pmolの精製しMaf

ﾀﾝﾊﾟｸ質をもちいて,結合ﾊﾞｯﾌｱ-(10mMHepes-KOH [pH7.9】, 0.1InM

EDTA 2mM DTT, 100mM KCl, 5mM MgC12, BSA, 10% glycerol, 5pg/pl poly(dI-dC)-

poly(dI-dC))にて､ 30oC , 30分間反応させた｡反応させた混合溶液は4%ﾎﾞ

ﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ,定電圧200Vで展開した｡泳動ﾊﾞｯﾌｱ-はTGﾊﾞｯ

ﾌｱ-(20mMTris, 196mMglycine)をもちいたoﾎﾞﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙはｻﾝ

ﾌﾟﾙを展開する前に室温,定電圧150Vでﾌﾟﾚﾗﾝをおこなった｡その後,ｹﾞ

ﾙをDEAE紙(whatman)に移し乾燥した後､ﾌｲﾙﾑに露光させた｡

(15)ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤を用いた解析

pEFX-RAG-L-mafを強制発現させた水晶体細胞を45時間培養した後,

ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻奮剤(20 pg/miZ-Leu-Leu-Leu-Aldehyde (LLnL;

BostonBiochem) 50pM MG 1 32 (BostonBiochem)and lOpM clasto-1actacystin-β-

1actone (1actasta血; BostonBiochem))を培養液に加え､さらに3時間培養した｡野

生型L-Mafと変異型L-Maf(S65A)の安定性を比較するために､ pEFX-FLAG-Lmaf

wTもしくはpEFX-FLAG-L-mafS65Aを導入した水晶体細胞を45時間培養し

た後､ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤(20pg/dLLnL)を培養液に加えたoさらに3時間

培養した後､培養液で細胞を洗浄し､培養液を加えて培養を続けた｡
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第三章結果
l

第-節FGFによる水晶体細胞の増殖と分化の制御

(1)FGF･2は水晶体細胞の増殖を促進する

水晶体細胞の増殖と分化は硝子体に含まれる因子により制御されることが

知られている(Hyatt and Beebe, 1993)｡硝子体の中にはさまざまな増殖因子が含

まれることが知られているが､その中でもFibroblast growth factor (FGF)は硝子

体に含まれ､水晶体の増殖と分化を制御する因子として研究が行われている

(schulz et al., 1993) (Jean etal., 1998)oしかしながFGFｼｸﾞﾅﾙの下流でどのよ

うな分子機構が働き､水晶体柵胞の増殖や分化を制御しているかは明らかとは

なっていない｡この分子ﾒｶﾆｽﾞﾑを解析するために､本研究では初代培養水

晶体細胞をもちいた｡

水晶体細胞をﾆﾜﾄﾘ歴から摘出し細かく砕いた後､培養し,ｺﾝﾌﾙｴ

ﾝﾄになった後さらにﾄﾘﾌﾟｼﾝで細かくして培養を続けると, -部の細胞が

増殖し,やがて,ｺﾝﾌﾙｴﾝﾄに達したところから,水晶体繊維細胞に分化

し､水晶体様構造を形成することがしられている(Okadaetal., 197.1) (Menko et al.,

1984) (図3-1).このことら培養水晶体細胞は､水晶体上皮細胞から繊維細胞へ

の分化を調べる良いﾓﾃﾞﾙ系となる｡

まず培養水晶体細胞においてFGFが水晶体細胞の増殖に閑わっているのか

調べるために､培養液中にFGF-2 (100 ng/mi)を加えたものと加えないものをそ

れぞれ培養し,ﾄﾘﾌﾟｼﾝで細胞を細かく砕いた後,ﾄﾘﾊﾟﾝﾌﾞﾙ-で染色し

生細胞の細胞数を計測した｡

FGF_2を加えた場合､加えない場合いずれも培養を始めて1-3日間､細胞

の増殖がみられた(図3-2)｡しかしながらFGF-2を加えて培養した場合では, 1-

3日間､細胞数の増加速度がFGF-2を加えない場合と比べて速く､ 3日日にお

いて培養皿の全細胞数がFGF-2を加えない場合と比べて約2倍になることが明

らかとなった｡培養を始めて3-6日間ではFGF-2を加えた場合と加えない場合

いずれにおいても､顕著な細胞数の増減はみられなかった｡これらのことから,

FGF-2は水晶体細胞の増殖を促進し,その増殖は培養を始めて1-3日間でみら

れることがわかった｡

(2)FGF･2は水晶体様構造の形成を促進する

次に水晶体細胞の分化がFGF-2により影響を受けるのかどうか調べるため

に,培養液中にFGF-2を加えて6日間培養し､その後水晶体の分化ﾏ-ｶ-で
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図3-1培養水晶体細胞でみられる上皮細胞から繊維細胞-の分化

(A)こﾜﾄﾘ腫から水晶体を取り出し細かく砕いた後､培養をおこなった｡ｺﾝﾌ

ﾙｴﾝﾄになった細胞を1度継代したものを実験に用いた｡ (B)培養水晶体細胞は

最初増殖を線り返し､細胞が密になったところから､水晶体繊維細胞へと分化し,

水晶体様構造を形成する｡水晶体様構造の形成に伴い､ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が増
大する｡
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図3-2 FGF-2は培養水晶体細胞の増殖を促進する

初代培養水晶体細胞をｺﾝﾌﾙｴﾝﾄになるまで培養した後､ﾄﾘﾌﾟｼ

ﾝで処理した細胞を1Ⅹ105細胞を30 mm培養皿に継代した｡細胞が培養皿

の底に接着する24時間後にFGF-2を加えて､この時点をo日として培養

を続けた｡それぞれﾄﾘﾌﾟｼﾝで処理した後､ﾄﾘﾊﾟﾝﾌﾞﾙ-で染色し､

生細胞の数を数えた｡
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図3-3 FGF-2は水晶体様構造の形成を促進する

培養水晶体細胞をにFGF-2を加えて6日間､培養した｡その後､細

胞を固定し､抗㌻ｸﾘｽﾀﾘﾝ抗体を用いて､免疫染色をおこなった

(緑)｡失頭はFGF-2を加えずに細胞を培養したときにみられる水晶

体様構造を示す｡矢印はFGF-2の存在下で細胞を培養した場合にみら

れる水晶体様構造を示す｡
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図3-4 FGF-2は培養水晶体細胞の繊維化を促進する｡

培養水晶体細胞にGFPを導人した後､ FGF-2を加えて6日

間,培養した｡その後,抗体81ｸﾘｽﾀﾘﾝ抗体(緑)と抗し

Maf抗体(赤)を用いて､二重免疫染色を行った｡ FGF-2を加

えて培養をした細胞では､繊維化した細胞がみられる｡
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ある8-ｸﾘｽﾀﾘﾝに対する抗体で免疫染色をおこなった.

今までの知見から水晶体細胞を培養すると,細胞が密になったところから

水晶体繊維細胞に分化し,そこで分化した細胞からは水晶体様構造が形成され

ることが知られている(Okada et al., 1971)｡ FGF-2を加えないで培養した場合､

上皮細胞が密になったところから水晶体様構造が形成される(図3-3､矢頭)｡こ

の時,水晶体様構造の周りでは-層の上皮細胞が観察される｡それに対して

FGF-2を加えて培養した場合は,加えない場合と比較して､大きな水晶体様構

造が形成され(図3-3､矢印)､さらに顕著に繊椎化した細胞が観察される｡また

水晶体様構造の周辺では､細胞が多層化していること観察された｡このような

多層化牲組織培養を用いた実験からも､同様の結果が得られることが報告され

ている(McAvoy etal., 1999)｡

次にFGF-2を加えて培養したときの細胞形態を観察するためにGFP

(pcAGGS GFP)を培養水晶体細胞に導入し､ FGF-2を加えて6日間培養したo

FGF-2を加えずに培養した場合では､培養皿の中にいくつかの水晶体様構造が

観察され,その水晶体様構造の中で織維化した細胞がみられる(図3-4)｡それに

対してFGF-2を加えて培養した場合､大きな水晶体様構造が観察され､その中

の多くの細胞が顕著に繊維化しているのがわかる(図3-4)｡このとき,水晶体分

化制御因子しMafﾀﾝﾊﾟｸ質の発現はFGF-2を加えない場合では水晶体様構造

中にみられる｡またFGF-2を加えて培養した場合では繊維化した細胞集団の額

域でみられる｡

以上のことから,培養液中にFGF-2を加えると,水晶体細胞の分化が促進

されるこ七が明らかとなった｡しかしながら, FGF-2が直按的に水晶体細胞の

繊維化を促進したのか､.もしくはFGF-2がまず水晶体細胞の増殖を促進し,細

胞数が増加し細胞と細胞の間が接着した結果,ｺﾝﾀｸﾄｲﾝﾋﾋﾞｼｮﾝが起

こり,次に起き■る分化が促進されたのか不明である｡

(3)FGFはｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制御する

水晶体の分化に伴って,ｸﾘｽﾀﾘﾝと総称される-群の水晶体特異的な

ﾀﾝ^oｸ質の発現が増大することがしられている(McAvoy etal., 1999)oこれら

水晶体特異的な遺伝子の発現がFGF-2により影響を受けるのか調べるために､

FGF-2を加えて6日間培養し, 1日おきに全RNAを調整しﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾄ解析

を用いてその発現を解析した｡

FGF-2を加えない場合､ 8-, αA-, βBl-ｸﾘｽﾀﾘﾝ､ﾌｲﾚﾝｼﾝのい

ずれの発現も､ 1日目から6日目まで徐々に増大することがわかった(図3-4)｡

それに対してFGF-2を加えた場合､培養を始めて1-2日の間､ 8-, αA-､ βBl-
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図3-5 FGF-2による水晶体特異的な遺伝子の発硯制御

水晶体細胞をFGF-2(100れg/ml)の存在下で培養した.その後､仝

RNAを回収し､ﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛｯﾄ解析をおこなった｡ 81､ αA-､

βBl-ｸﾘｽﾀﾘﾝの解析にはo･5pg,ﾌｲﾚﾝｼﾝの解析には1pg

の仝RNAを用いた｡下段に28SrRNA像を示す｡
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ｸﾘｽﾀﾘﾝ,ﾌｲﾚﾝｼﾝのいずれの発現もFGF-2を加える前(o日目)と比

較して､減少することが明らかとなったoさらに, 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝとﾌｲﾚﾝ

ｼﾝの発現量は,培養3日目に増大し(図3-4), αA-, βBﾄｸﾘｽﾀﾘﾝの発

現量は3-4日で発現量が増大した後､ 5-6日では若干減少することが明らかとな

った｡

以上の結果からFGF-2は培養1-2日の間は水晶体細胞の増殖を促進し､こ

の間は水晶体特異的な遺伝子群(ｸﾘｽﾀﾘﾝ)の発現を抑制すること,さらに

培養3日目以降では､水晶体細胞の増殖は促進しないものも､水晶体特異的な

遺伝子群の発現を促進することが明らかとなった｡

第二節FGFJME耳1侶RKによるL･Mafのﾚﾎﾞ-ﾀ-括性制御

(1)培養水晶体細胞においてL･Mafはｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制御する

FGF-2は水晶体細胞の増殖と水晶体特異的な遺伝子群の発現を制御する｡

FGF-2の下流で働き,水晶体の増殖や分化を制御する分子ﾒｶﾆｽﾞﾑはどのよ

うなものであろうか.

転写因子L-Mafをﾆﾜﾄﾘ頭部外腔葉に強制発現すると,本来水晶体でし

かその発現がみられないｸﾘｽﾀﾘﾝが､頭部外肱葉でL-Maf俵存的なｸﾘｽ

ﾀﾘﾝの発現が誘導される(Oginoand Yasuda, 1998) (図1-4､ C)｡また培養神経

性網膜細胞にL-Mafを強制発現させることにより,神経性網膜細胞を水晶体細

胞へと分化転換させることができる(Oginoand Yasuda, 1998).これらのこと時

L-Mafがｸﾘｽﾀﾘﾝの発現に重要であることを示している｡以上のことから

FGF-2の下流で水晶体特異的な遣伝子群の発現を調節しているのが転写因子し

Mafではないかと考え､まず培養水晶体細胞においてしMafがｸﾘｽﾀﾘﾝの

発現を制御するのか調べた｡酸性ｱﾐﾉ酸嶺域を欠失したしMafは､ Mafのﾄﾞ

ﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型として働くことが示されている(Rezaetal.,2002)｡そこで

ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型しMaf(DN-L-Maf)を水晶体細胞に強制発現し, 48時間

培養した後,全RNAを調整した.調整したRNAをもちいてﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛｯﾄ解

析をおこない, 8-､ αA-, βBl-ｸﾘｽﾀﾘﾝ､ﾌｲﾚﾝｼﾝの発現量を調べた(図

3-6)｡その結果, 8-､ αA-, βBl-ｸﾘｽﾀﾘﾝ､ﾌｲﾚﾝｼﾝいずれも､ DN-L-

Mafにより,その発現が抑制された｡このことは培養水晶体細胞においても､

Mafはｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を制御していることがわかった｡しかしながらDN-

しMafは他のMafﾌｱﾐﾘ-とへﾃﾛﾀﾞｲﾏ-を形成することが可能であると

考えられるため,いずれのMafがｸﾘｽﾀﾘﾝの発現制御を担っているのか検

討する必要がある｡
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図316ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞL-Mafによりｸ1)ｽﾀﾘﾝの発現阻害

培養水晶体細胞に､酸性領域を欠失したL-Maf(pCAGGS-DN-L-Maf)
を導入し､ 48時間培養した｡その後,全RNAを回収し､ﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂ

ﾄ解析をおこない,水晶体特異的な遺伝子を発現量を調べた｡ 28S
rRNA像を下段に示す｡
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(2)FGF･2によるL-Mafﾚﾎﾞ-ﾀ-括性の調節

FGF_2によるｸﾘｽﾀﾘﾝの発現調節がL-Mafを介して制御されているの

か調べるために､まずαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝのｴﾝﾊﾝｻ-(αcE2)に含まれるしMaf

癌合配列を6個とﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遣伝子を連結したしMafﾚﾎﾞ-ﾀ-遺伝子を

もちいて(図3-7)､ FGF12によりL-Mafの括性が開節されているのか調べた.

しMafﾚﾎﾞ-ﾀ-遺伝子とβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを培養水晶

体細胞に導入した後FGF-2を加えて培養した｡その後, 2､ 4､ 6日目にそれぞ

れ細胞を調整し,ﾙｼﾌｴﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡得られたﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括

性値はβ-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞ-ｾﾞ括性値でﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの導入効率を補正したo

培養2日目ではFGF-2を加えない場合と比較して､ L-Mafﾚﾎﾞ-ﾀ-の括

性はFGF-2のいずれの濃度においても抑制された｡培養4日目ではFGF-2の濃

度俵存的にﾚﾎﾞ-ﾀ-括性の増大がみられ､培養6日目では10､50ng血1のFGF-2

ではﾚﾎﾞ-ﾀ-括性の増大がみられ､ 100ng血1ではﾚﾎﾞ-ﾀ-括性の増大はみ

られなかった(図3-8)｡

培養水晶体細胞において, FGF-2(100ng血1)は培養1-2日で培養皿の全細胞

数はFGF-2を加えない場合と比べて2倍程度になる(図3-2)｡細胞数が2倍にな

るにもかかわらず, 1wdl当たりのﾚﾎﾞ-ﾀ-括性は抑制される｡このことか

ら睡養1-2日間は, 1細胞当たりのﾚﾎﾞ-ﾀ-括性は抑制されているものと考

えられる｡続いて培養3-6日の間ではFGF-2を加えた場合は､細胞数は2倍程

度のまま増滅はみられない(図3-2)｡培養4日目でしMafﾚﾎﾞ-ﾀ-の括性は,

FGF_2を加えた場合,なにも処理していない場合と比較して約2倍高い括性を

示す(図3-8)｡これらの結果から細胞当たりのしMafﾚﾎﾞ-ﾀ-の括性はFGF-2

により影響を受けていないことが考えられる｡ 6日間培養した場合は,ﾚﾎﾞ-

ﾀ-括性の促進も'抑制もみられないことから､細胞当たりのL-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-

の括性はFGF-2により抑制されていることが考えられる.

以上の結果からLMafの括性は培養1-2日間, FGF-2により抑制され､培

養4日目ではしMafの括性はFGF-2ｼｸﾞﾅﾙによる抑制を受けることなく､水

晶体特異的な遺伝子群の発現を促進するものと考えられる｡

(3)FGF･2はL･Mafﾚﾎﾞ-ﾀ-括性を抑制する

水晶体紳胞をFGF-2の存在下で培養すると,培養1-2日目ではしMafﾚﾎﾟ

-ﾀ-の括性とｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が抑制される｡それではFGF-2はどのよう

な分子機構でしMafの括性を抑制し,ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を抑制しているのだ

ろうか｡この間に答えるために､ FGF-2によるしMafﾚﾎﾞ-ﾀ-括性の調節機
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tkLuc　　匝］Lucifbrase

βLuc　　［訂Luciftrase

cαALuc回［釘Luciftrase

図3－7　　tkLuc、βLucおよびJL－Mafレポ一夕ー（CαALuc）

αA＿クリスタリンのプロモーターであるαCEi領域のしMaf結合配

列を含む25bpを6個連結したものを、β－aCtinの基本フロモーターと

Luci知ase遺伝子の上流につないだものをしMafレポーター遺伝子とし

て用いた。thymidinekinase遺伝子のプロモーター（basepairs－197～＋56）

とLuc脆rase遺伝子を連結したものを、外部標準として用いた。
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図3-8 FGFによるL-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-活性の制御

培養水晶体細胞にL-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(cαALuc)を導入

し､ FGF-2 (100ng伽1)を加えて,それぞれの時間培養した｡細胞を

回収し､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を測定した｡ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの導入効率を

補正するためにﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性をβ-gal活性で補正した｡
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構について解析をおこなった。L－Mafレポ一夕一連伝子を培養水晶体細胞に導

入しFGF－2（5、10、50ng血1）を加えて48時間培養した。その後それぞれの細胞

を調整し、ルシフェラーゼ活性を測定した。得られたルシフェラーゼ活性値は

β－ガラクトシダーゼ活性値でプラスミドの導入効率を補正した。その結果しMaf

のレポ一夕一括性はFGF－2の濃度依存的に抑制された（図3－9、A）。

次にFGFシグナルを阻害した場合にL－Mafレポ一夕ーの活性が影響をうけ

るのか調べるためにFGFRの阻害剤であるSU5402を用いて解析をおこなった。

レポ一夕一道伝子を培養水晶体細胞に導入後、24時間培養し、培養液中に

SU5402（5、10、20pM）を加え、さらに24時間培養した。その後ルシフェラー

ゼ活性を測定した。その結果、しMafレポ一夕一括性の増大がみられた（図3－9、

B）。FGF－2による抑制がレポ一夕ー遺伝子の発現に用いた基本プロモーター（β－

actinbasalpromoteOを介したものでないことを調べるために、βLucレポ一夕一
連伝子を細胞に導入しFGF－2を加えて培養し、ルシフェラーゼ活性を測定した

（図3－9、C）。その結果、β－aCtinの基本プロモーターはFGFにより影響を受けな

いことがわかった。

以上のことからFGFシグナルはしMafレポ一夕一括性を抑制することがわ

かった。

（4）培養水晶体細胞におけるFG一によるERK活性の制御

次にFGF－2がどのような細胞内情報伝達経路を介してしMafレポ一夕ー

の活性を制御するのか調べた。水晶体分化においてFGFシグナルの下流で

Extrace11ular－Signalregulatedkinase（ERK）が働くことが示されている（Govindar再an

andOvetbeek，2001）（bvicuandMcAvoy，2001）。そこでまず、培養水晶体細胞に

おいてFGF－2がERKのリン酸化を制御するのか調べた。水晶体を培養するた

めの血清中には増殖因子が含まれる。F鱒一2に依存したERKの活性を検出する

ために、2日間培養した水晶体細胞を無血清培地で4時間培養し、FGF－2（50

喝血1）を加えて1時間さらに培養した。FGF－2を加える1時間前にMEKlの阻

害剤であるPD98059（100pM）を加えた。細胞抽出液を調整した後、抗リン酸化

ERK抗体と抗ERK抗体をもちいてウエスタンブロツティング解析をおこなっ

た。FGF－2未処理の場合では、弱いリン酸化型EREが検出される（図3－10、レ

ーン1）。それに対してFGF－2を加えて培養したときには、ERKのリン酸化が

増大することがわかった（図3－10、レーン2）。さらにPD98059を加えて培養

した場合にはERKのリン酸化はみられない（図3－10、レーン3）。以上の結果か

ら、培養水晶体細胞においてもFGF－2はMEKlを介してERKのリン酸化を促
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図3－9　　　FGF－2はL－Mafレポ一夕一括性を抑制する

（A）レポ一夕ープラスミドを培養水晶体細胞に導入後、FGF－2をそれぞれ5、10、50ng血1

となるように加えて、48時間培養後、ルシフェラーゼ活性を測定した。ルシフェラーゼ活

性をβ→gal活性で補正し、各ルシフェラーゼ活性は比Lucの活性を100とし相対活性で表

している。（B）レポータープラスミドを培養細胞に導入後、24時間培養し、FGFレセプ

ターの阻害剤であるSU5402をそれぞれ5、10、2叫Mとなるように培養液中に加えて、さ

らに24時間培養した。その後細胞を調整し、ルシフェラーゼ活性を測定した。（C）それぞ

れのレポ一夕ープラスミドをpEFXβgalと共にを培養水晶体細胞に導入し（300ng舟ell）、

FGト2を加えて（50ng血1）培養した。48時間後ルシフェラーゼ活性を測定した。
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図3－10　培養水晶体細胞においてFGF－2はERKのリン酸化を促進する

培養水晶体細胞を4時間、無血清培地で培養した後、FGト2（50n画一1）を加え

て1時間培養した。FGF－2を加える1時間前にMEKlの阻害剤であるPD98059

（100ドM）を加えた。FGト2で1時間刺激をした後、細胞を回収して、抗ERK抗体

および抗リン酸化ERK抗体をもちいて、ウエスタンプロット解析をおこなった。

FGF－2を加えない場合、弱いリン酸化型ERKが検出されるが（レーン1）、FGF－2

を加えることにより、ERKのリン酸化が促進される（レーン2）。また、ERKのリ

ン酸化はPD98059により阻害される（レーン3）。

42



進できることがわかった。次にMEKl侶RKシグナルがしMafレポ一夕ーの活

性を調節できるのか調べた。まず培養水晶体細胞においてMEKl侶RKシグナ

ルが転写因子の活性を調節できるのか調べた。転写因子ElklはMEKl侶RKに

より、転写活性化ドメインがリン酸化され、その転写活性化能が増大すること

が報告されている（Maraisetal．，1993）（図3－11、A）。このElklの転写活性化ドメ

インと出芽酵母の転写因子GAuのDNA結合ドメインを融合した遺伝子

（GAIA－ElklAD）と活性型MEKlおよびGAL4の結合配列を6個連結したレポ一

夕ー遺伝子（UAS6βhc）を培養水晶体細胞に共導入し、48時間培養した後、ル

シフェラーゼ活性を測定した。その結果、Elklの転写活性化能は培養水晶体細

胞においても、MEKl侶RKシグナルにより促進されることがわかった（図3－11、

B）。さらに、GAL小ElklAD－遺伝子とレポ一夕ー遺伝子を培養細胞に導入後、

M肥Ⅹ1の阻害剤であるPD98059（100ドM）を培養液中に加えると、レポ一夕一括

性が抑制されることがわかった。

これらのことから、培養水晶体細胞おいてFGF－2はMEE．1を介してERX

のリン酸化を促進すること、・また培養水串体細胞で活性型MEKlは本来、転写

を正に調節するべき転写因子の活性を正しく制御することがわかった。

（5）内在性のMa一によるL・Mafレポ一夕一括性の抑制

L＿Mafレポーターの活性はFGF－2により抑制されことから、次にL－Mafレ

ポ一夕ーの活性がMEKl侶RKシグナルにより調節をうけるのか調べた。L－Maf

レポ一夕ー遺伝子と活性型MEKlを培養細胞に導入し、48時間培養した後ル

シフェラーゼ活性を測定した。その結果、活性型MEKlを導入した場合、L－Maf

レポ一夕ーの活性は抑制された（囲3－12、B）。また、L，Mafレポ一夕ー遺伝子を

導入後、MEKlの阻害剤であるPD98059（100いM）を加えた場合、しMafレポ一

夕ーの活性は増大した。次にレポ一夕一括性の抑制が、エー椚げmRNAの発現を

抑制した結果なのか、しMafタンパク質の機能を抑制した結果によるものか調

べた。まずFGF－2によりエー肌げmRNAの発現が調節されているのか調べるため

に、水晶体紳胞にFGF－2（50ng血1）を加えて48時間培養し、全RNAを調整し

た後、ノザンプロット解析をおこなった。その結果、ん削げm叩Aの発現はFGF－2

により影響を受けないことが明らかとなった（図3－13）。このことはFGF－

2瓜4EKl侶RKシグナルによるしMafレポ一夕一括性の抑制は、L－Mafタンパク

質の機能がFGF－2シグナルにより抑制された結果であることを示している。
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図3－11　培養水晶体細胞におけるMEKl促RKシグナルによるElklの転写活性の調節

（A）（a）MEKlによるERKの活性化を介した転写因子Elklの転写活性化能の促進の模式図。

（b）PD98059によるMEKl活性の抑制の模式図（B）培養水晶体細胞にUASレポ一夕ープラス

ミド（300ng／well）と、活性型MEKlプラスミドを（75ng／well）、共導入し、48時間培養した

後、ルシフェラーゼ活性を測定した。各ルシフェラーゼ活性はtkLucの活性を100として相

対活性で表している。MEKl／ERKシグナルを阻害するために、L－Mafレポータープラスミド

（300ng／well）を細胞に導入後、PD98059（100叶M）加えて48時間培養した。その後ルシフェ

ラーゼ活性を測定した。培養水晶体細胞において、導入した活性型MEKlは内在性のERX

のリン酸化を介してElklの転写活性を促進する。またPD98059は培養水晶体細胞の内在性

のMEKlの活性を阻害し、Elklの転写活性化能を抑制する。
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図3-12 MEKl但RKｼｸﾞﾅﾙはL-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-括性を抑制する

(A)MEKlによるERKの括性化とpD98059によるMEKl活性の抑制の摸式図

(B)培養水晶体細胞にしMafﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(300 ng/well)と､活性型MEKlﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞを(75ng/well)､共導入し､ 48時間培養した後,ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡

各ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性はtkLucの活性を100として相対活性で表している｡ MEKlﾉERK

ｼｸﾞﾅﾙを阻害するために, L-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(300ng/we11)を細胞に導入

後､ pD98059(100pM)加えて48時間培養したoその後ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性を測走した｡
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FGF-2 ･ +

L-maf

2SS rRNA

図3-13 FGF-2はLmafの発現に影響を与えない

培養水晶体細胞にFGF12を加えて, 48時間培養し

た｡その後,全RNAを調整し､ﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾄ解析

をおこなった｡ 28SrRNA像を下段に示した｡
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(6)L-Mafの転写括性化能はMEK1偲RKにより抑制される

しMafのｱﾐﾉ酸配列を調べたところ､酸性ｱﾐﾉ酸領域に､ 3ｹ所の

MAPKの標的ﾘﾝ酸化配列が存在することがわかった(図3-14)｡さらにこれら

3ｹ所の配列はMafBとc_Mafにおいても保存されていることがわかったoこ

の酸性ｱﾐﾉ酸領域は転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝとして機能することがⅤ-mafをもち

いた解析から明らかとなっている(Kataoka et al., 1996)｡このことから, FGF-

2/MEKl侶RKｼｸﾞﾅﾙによるL-Mafﾚﾎﾞ-ﾀ-括性を抑制が､ L-Mafの酸性ｱ

ﾐﾉ酸領域を介して調節されていることが考えられる｡そこで､ L-Mafﾀﾝﾊﾟ

ｸ質の機能がMEKl侶RKにより抑制されるのか調べた｡

まずL-Mafの酸性額域1-152 a.a.と酵母の転写因子GLA4のDNA嶺域を融

合させた遣伝子を作成した(GAL4- L-MafAD)(図3-15, A)oしMafAD-GAIA遣

伝子と括性型MEKl及びﾚﾎﾞ-ﾀ-遣伝子(UAS6βLuc)を水晶体細胞に導入し

た後､ 48時間培養し,ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡その結果､ L,Mafの転

写括性化能ほ括性型MEKlにより抑制された(図3-15､ B)｡またGAu-L-MafAD

遺伝子とﾚﾎﾞ-ﾀ-遺伝子を水晶体細胞に導入した後, MEKlの阻害剤である

PD98059 (100 pM)を加えた場合, L-Mafの転写括性化能は促進されたo

以上のことからFGF'-2/MEKl侶RKｼｸﾞﾅﾙはL-Mafの転写括性化領域を

介して,その括性を抑制できることが明らかとなった｡

(7)ERKによりL･MafのThr57とSer65がﾘﾝ酸化される

L-Mafの酸性ｱﾐﾉ酸額域もちいた実験から,しMafの転写括性化能は

MEKl侶RKに抑制されるこがわかった.ではL-MafはERKにより直接ﾘﾝ酸

化されるのだろうか｡ L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質がERKにより直接ﾘﾝ酸化されるのか

調べるために､大腸菌から精製したGST融合L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質と精製ERKを

もちいて､ in vitroﾘﾝ酸化解析をおこなった.その結果､しMaf'ﾀﾝﾊﾟｸ質は

ERKによりﾘﾝ酸化されることが明らかとなった(図3-16､ A)｡またﾀﾝ/てｸ

質量を確認するために抗GST抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃｲﾝｸﾞ解析を

おこなった｡

次にL-Mafの酸性ｱﾐﾉ酸鎮域に存在するMAPKの標的ﾘﾝ酸化配列のﾗ

ち､いずれの配列がERKの標的になるのか調べるために､それぞれの配列中

のSerもしくはThrをAlaに置換した変異型L-Mafを作成した(それぞれs14A,

T57Aおよびs65A)(図3-16､ B)｡これら変異型しMafを大腸菌で発現させ精製

したGST融合L-Mafﾀﾝ/てｸ質をもちいてinvitoﾘﾝ酸化反応をおこなったo

その結果､ Ser14番目をAiaに置換したL-Mafでは､野生型と同様のﾘﾝ酸化

がみられた(図3-16, C).しかしながら, Thr57番目とser65番目をAlaに置換
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図3-15 MEKl/ERKｼｸﾞﾅﾙによるL-Mafの転写括性化能の抑制

(A)L-Mafの酸性ｱﾐﾉ酸領域(1-152)をGAL4のDNA結合ﾄﾞﾒｲﾝに融合させた.

(B)培養水晶体細胞にUASﾚﾎﾟ-ﾀｰﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(300ng/well)と､活性型MEKlﾌﾟﾗ

ｽﾐﾄﾞを(75ng/well)およびGAL4-L-MafADを共導入し､ 48時間培養した後,ﾙｼﾌｪ

ﾗ-ｾﾞ活性を測定した. MEKl/ERKｼｸﾞﾅﾙを阻害するために, L-Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟ

ﾗｽﾐﾄﾞ(300ng/well)を珊胞に導入後, pD98059 (100pM)加えて48時間培奉した.そ

の後ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測走した｡
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ATP+ +
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叢竺_.｢竺y32p GS'L~Maf
舶■antiGST WB

図3_16 ERKによりL-MafのThr57とser65がﾘﾝ酸化される

(A)GST-L-Mafと精製.)ﾝ酸化型ERK(NEB)をもちいて, in vitroﾘﾝ酸化反応をおこ

なった｡右のﾊﾟﾈﾙに抗GST抗体をもちいたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析の結果を示すo

(B)GST-L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質とその変異型の模式図o L-Mafの酸性ｱﾐﾉ酸領域に存在

する推定ﾘﾝ酸化配列のｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝをｱﾗﾆﾝに置換した｡図中の数字はL-

Mafの開始ﾒﾁｵﾆﾝを1とした｡標的配列中のｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝ残基数を示す｡

L-zip;Leuchine Zipper (C)変異型LMafをもちいて, in vitro l)ﾝ酸化反応をおこなっ

た｡下段に抗GST抗体をもちいたｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析の結果を示すo
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した場合,野生型と比べて弱いﾘﾝ酸化しかみられなかった(図3-16､ C)｡これ

らのことからThr57もしくはser65がERKの標的となることがわかった.

次に細胞内においてしMafﾀﾝ/てｸ質がﾘﾝ酸化されうるのか調べた｡培

養した水晶体細胞のL-Mafﾀﾝ^oｸ質はｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾃｲﾝｸﾞにより検出

されないため(ﾃﾞ-ﾀは示さず), pERX-fg-L-mafﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをcos7細胞に強

制発現させ､細胞抽出液を調整後､脱ﾘﾝ酸化処理をおこなった｡その結果､

cos7に強制発現させたL-Mafﾀﾝ^oｸ質は42kDの位置に検出されるが,脱

ﾘﾝ酸化処理をおこなったしMafﾀﾝﾊﾟｸ質は34kDの位置に検出される(図3-

17)｡ｳｻｷﾞ網状赤血球の抽出液をもちいてin vitroで翻訳したL-Mafの場合,

34kDの位置に検出される｡この結果から,しMafﾀﾝﾊﾟｸ質は細胞内において

ﾘﾝ酸化されることがわかった｡

(S) MAPK標的配列への変異の専入はL-Mafの転写括性化能を促進する

次にしMafの転写括性化能がﾘﾝ酸化により影響を受けるのか調べるため

に､野生型と変異型しMafそれぞれの転写括性化能を比較した｡野生型および

変異型しMaf (pEFXしMaf)としMafﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を培養水晶体細胞に導入

し､ 48時間培養した後,ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡その結果, T57Aと

s65Aは野生型と比べて､ 5-7倍高い括性を示した(図3-18, A)｡このことは､

ﾘﾝ酸化を受けないしMafは高い転写活性化能をもつことを示している｡これ

は変異型L-MafがMEKl侶RKｼｸﾞﾅﾙにより抑制を受けなくなったためと考

えられる｡

そこで次に変異型しMafがMEKlによる抑制を受けるのかどうか調べた.

野生型および変異型しMafと括性型MEKlをL-Mafﾚﾎﾞ-ﾀ-遺伝子と共に

培養水晶体細胞に導入し,ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡培養水晶体細胞に

は内在性のしMafが存在するのでﾆﾚﾎﾞ-ﾀ-遺伝子のみを導入した場合にも

括性がみられる.そこに括性型MEKlを強制発現させると,ﾚﾎﾞ-ﾀ-括性は

抑制される｡野生型しMafを強制発現させた場合ﾚﾎﾞ-ﾀ-括性が増大し,さ

らにそこに括性型MEKlを導入すると,その括性は抑制される(図3-18, B).

変異型しMafを強制発現すると､ﾚﾎﾞ-ﾀ-括性は野生型の場合と比較して高

い活性を示す｡ここにMEKlを共導入すると､ MEKlを導入しない場合と同程

度のﾚﾎﾞ-ﾀ-括性を示す｡ﾚﾎﾞ-ﾀ-括性が若干,減少しているのは,内在

性のしMafの活性が抑制されたためと考えられる｡これらのことは変異型L-Maf

はMEKlによる抑制を受けないことを示している｡

神経性網膜細胞にしMafを強制発現させると､水晶体特異的な遣伝子の発

51



calf intestinal

phosphatase

kD

66 ･･･-

卓
■

I■
勺
S

晋
早

42- -■

34 _ -■ ■-■

30 -････････

図3-17 COS7細胞でL-Mafはﾘﾝ酸化される

pEFX-fg-L-Mafをcos7細胞に導入した後､核ﾀﾝﾊﾟｸ質を調整したo

その後calf intestinal phosphataseを用いて脱ﾘﾝ酸化処理を行い､抗

FLAG抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾄ解析をおこなった｡
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図3-18変異型しMafは野生型しMafより高い転写活性化能をもつ

(A)野生型および変異型しMaf発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pEFX-L-maf, 5 ng/well)とL-

Mafﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(cαALuc, 300 ng/well)を培養水晶体細胞に導入

し､ 48時間培養後､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの導入効

率を補正するためにﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性をβ-gal括性で補正し､各ﾙｼﾌｪ

ﾗ-ｾﾞ括性はpEFX-しMafの括性を1とした相対括性で表した｡

(B)野生型および変異型しMaf発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pEFX-しMaf, 5 ng/well)と括

性型MEKl発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(s218/222E △ 32-5, 20, 50, 75 ng/well)を培養水晶

体珊胞に共導入し､ 48時間培養後､ﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ括性を測定した｡各ﾙ

ｼﾌｪﾗ-ｾﾞ活性はtkLucの活性を100として相対活性で表している｡
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現を誘導し､水晶体細胞へと分化転換するてとがしられている(Ogino and Yasuda,

1998)｡次にしMafのﾘﾝ酸化がｸﾘｽﾀﾘﾝﾝ遺伝子の発現に関与するのか

調べたo培養神経性網膜柵胞に野生型および変異型L-Maf (pEFX L-Maf)を強制

発現し48時間培養した後､細胞を固定して抗8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ抗体をもちいて免

疫染色をおこない, 8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ陽性細胞数を測定した.その結果､変異型

L-Mafを強制発現させたときに,野生型と比較して､ 2-3倍の8-ｸﾘｽﾀﾘﾝ陽

性細胞がみられた(図3-19,表1)｡

以上の結果から,野生型のしMafはERKによりﾘﾝ酸化を受けることに

よりその機能が抑制され､このﾘﾝ酸化を受けない場合に,標的遣伝子である

ｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を括性化するものと考えられる｡

第三節LIMafの括性におけるﾘﾝ酸化の役割

(1)L-MafのDNA結合括性はﾘﾝ酸化により影響を受けない

それではERKのﾘﾝ酸化によりL-Mafの機能はどのような制御を受ける

のであろうか｡現在までに転写因子がﾘﾝ酸化されると､ DNA結合括性や転写

括性化能､ﾀﾝ/てｸ質の安定性の変化､細胞内局在の変化､ co-activatorやrepressor

など相互作用する分子との結合括性が変わることが報告されている(sbaywitz

and Greenberg, 1999).

そこでまずﾘﾝ酸化によりL-Mafの療的配列への結合活性が影響を受ける

のか調べた｡大腸菌でGST融合しMafﾀﾝﾊﾟｸ質を発現させ精製した後, GST

領域を切断した.この精製L-Mafﾀﾝ^oｸ質もちいてIin vitrtlでﾘﾝ酸化反応

をおこなった.ﾌﾟﾛ-ﾌﾞとしてαA-ｸﾘｽﾀﾘﾝのｴﾝﾊﾝｻ-αcE2のL_Maf

結合配列を含む額域(cαA)を用いて､ｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄｱｯｾｲをおこなった｡

その結果､ ERKによりﾘﾝ酸化を受けていないL-Maf(ﾚ-ﾝ2)とﾘﾝ酸化を

受けたL-Maf(ﾚ-ﾝ3)の結合括性は同程度であることがわかった｡ (図､3-20､

A)｡次に変異型L-Mafが野生型と同様に標的配列へ結合能を有しているのか調

べるために､網状赤血球の抽出液で調整したしMafを用いてｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄ

解析を畠こなった(図3-20､ B).その結果,変異型L-Mafは野生型のL_Mafと

同様に標的配列に結合できることがわかった｡また,変異型しMafの標的配列

への結合括性は､ﾘﾝ酸化反応により影蜜を受けないことを確認している(図3-

20, C)これらのことはERKのﾘﾝ酸化はL-Mafの標的配列への結合に影響を

与えないことを示しているoまた変真型LIMafは野生型L-Mafと同様に核内に

存在することすることを確認している(図3-21)
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1払blel．MAPKリン酸化配列への変異の導入は

Ov器Sed No・Of8－C坤11h－POSitivecens／2・4m2
Expe血ent No．1　　No．2　　No・3

Wld－tyPe

S14A

T57A

S65A

mock

8　　　　13

12　　　　26

20　　　　40

29　　　　47

0　　　　0

5

14

18

13

0
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A L_Maf_++++
ERK一-+-+

ATP--++-

■■

12345

probe : CαA probe : mtCαA

♂♂柵♂脚

■■●●

probe : CαA probe : tntCαA

♂♂柵♂脚

巴:二=

図3-20しMafの結合活性はﾘﾝ酸化により影響をうけない

(A)大腸菌から精製したL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質をERKをもちいてﾘﾝ酸化した

後, αA-ｸﾘｽﾀﾘﾝｴﾝﾊﾝｻ- (αcE2)に含まれるL-Mafの結合配列

(cαA)をﾌﾟﾛ-ﾌﾟとしてｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄｱﾂｾｲをおこなった｡

(B)網状赤血球のﾗｲｾ-ﾄをもちいて野生型および変異型L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質

を調整した後､ cαAをﾌﾟﾛ-ﾌﾞとしてｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄｱﾂｾｲをおこなっ

た｡ (c)網状赤血球のﾗｲｾ-ﾄをもちいて野生型および変異型しMafﾀﾝﾊﾟ

ｸ質を調整した,精製ERXをもちいてinvitroﾘﾝ酸化反応をおこなった後､

cαAをﾌﾟﾛ-ﾌﾟとしてｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄｱﾂｾｲをおこなった｡
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(2) MAPK標的配列への変異の導入はL･Mafﾀﾝ/てｸ質の安定性を促進

する

次にﾘﾝ酸化がﾀﾝ^oｸ質の安定性に影響を与えるのか調べるために,培

養水晶体細胞に強制発現させた野生型と変具型のしMafﾀﾝ^oｸ質量を比較し

た｡水晶体紳胞にしMaf発現ﾍﾞｸﾀ-(pEFXしMaf)を導入し48時間培養した

後,核抽出液を調整した｡その後､抗しMaf抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾃ

ｲﾝｸﾞ解祈をおこなったところ､野生型とs14A変異型L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質は検

出されなかった(図3-22､ A､ﾚ-ﾝ2､ 3)｡それに対してT57Aおよびs65A

変異型しMafを強制発現した場合では､しMafﾀﾝ^oｸ質の蓄積がみられた(ﾚ

-ﾝ4, 5)｡このﾀﾝ^oｸ質量がﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞからの転写量に依存していないこ

とを確認するために､ﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾂﾃﾝｸﾞ解析をおこなったところ,野生型お

よび変異型L-mafmRNAいずれも同様の発現量を示した(図3-22, B)oまた,

ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞの導入効率を調べるために､しMaf発現ﾍﾞｸﾀ-と共にGFP発現ﾍﾞ

ｸﾀ-を共導入し,その発現をﾉｻﾞﾝﾌﾞﾛﾃｲﾝｸﾞ解析により調べ,ﾌﾟﾗｽﾐ

ﾄﾞの導入効率がいずれの場合でも同程度であること確認した｡

次に野生型と変異型しMafﾀﾝ^oｸ質の安定性を比較した｡ pEFX L-Maf

発現ﾍﾞｸﾀ-を培養水晶体細胞に強制発現させても, L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質は検出

されないが,ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑの阻害剤であるZ-Leu-Leu-Leu-Aldehyde

(LLnL)をもちいた場合L-Mafﾀﾝ^oｸ質が検出される(図3-24)｡そこで野生型

と変異型しMafﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性を比較するために､水晶体細胞に野生型お

よび変異型L-Mafを強制発現し45時間培養した後､培養液中にLLnL (20 pg/mi)

加え､ 3時間培養した｡ LLnLを取り除くために､細胞を洗い,培養液を加えて

さらに培養を続けた｡ 1時間おきに核抽出液を調整し,その後抗L-Maf抗体を

用いてｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾃｲﾝｸﾞ解析をおこなった(図3-23, A)｡

阻害剤を取り除いて2時間後､野生型しMafﾀﾝﾊﾟｸ質は滅少しているの

に対して,変異型L-Mafﾀﾝ^oｸ質は阻害剤を取り除いて3時間後においても

検出される(図3-23, B)｡以上の結果から､変異型しMafﾀﾝﾊﾟｸ質は野生型

と比べて安定であることがわかった｡これらのことはしMafはﾘﾝ酸化により

ﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性が制御されることを示している｡

(3)L･Mafﾀﾝ/てｸ質はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑにより分解される

ある細胞が分化するとき､その細胞の増殖や分化の司る因子の発現が時間

的,空間的に制御され必要がある｡近年,細胞周期に関わる因子や組織の分化

に閲わる因子が選択的な分解の制御を受けることで,時間的､空問的な発現が
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図3＿21野生型および変異型しMafの核局在

MAPK標的リン酸化配列への変異の導入によりL－Mafの核局在が影響

を受けるか調べるために、野生型および変異型L－Mafを培養神経性網膜

珊胞へ導入し、48時間培養した後、細胞を固定して抗L－Maf抗体および

抗むクリスタリン抗体をもちいて二重免疫染色をおこなった0
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図3-22 MAPK標的配列への変異の導入はL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の蓄積を促進する

(A)培養水晶体細胞に野生型および変異型L-Maf(pEFX-LMaf)を導人し, 48時問培

養し,抗L-Maf抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛｯﾃｲﾝｸﾞ解析をおこなった｡

(B)培養水晶体細胞に野生型および変異型L-Maf(pEFX-LMaf)を導入し､ 48時間培

養した後,ﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛｯﾃｲﾝｸﾞ解析をおこなった｡ﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼｮﾝ効率を

調べるためにpCAGGS -GFPを共導人し､同様にﾉｻﾞﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ解析をおこ
なった｡
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図3-23野生型しMafﾀﾝﾊﾟｸ質はは変異型しMafと比較して不安走である

(A)実験の概略｡培養水晶体細胞におていしMafﾀﾝﾊﾟｸ質が検出できないため,

ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤であるLLnLをもちいてﾀﾝﾊﾟｸ質の分解を阻害した｡阻害

剤を取り除くために細胞を培養液で洗浄した後,新しい培養液を加えてさらに培

養を続けた｡その後1時問おきに細胞を回収し,核ﾀﾝﾊﾟｸ質を調整した｡ (B)そ

れぞれの核抽出液を,抗しMaf抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛﾂﾃｲﾝｸﾞ解析を

おこなった｡
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調節されることがとが報告されている(Schwechheimer and Deng, 2001) (Suh etal.,

2002)｡しMafは水晶体の分化因子であり､その発現により水晶体細胞の分化が

促進されることから,しMafの分解がなんらかの選択的な分解の制御をうける

ことが考えられる｡なかでもﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑはさまざまな転写因子の分解を制

御することが知られていることから､しMafﾀﾝﾊﾟｸ質がﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑによ

り分解される可能性について検討した｡

培養水晶体紳胞にしMaf発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞ(pEFXしMaりを導入し､ 45時間培

養した後､各々のﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤(MG132; 50p, 1actasystin; 20pM, LLnL;

20pg/mi)を培養液中加えて､ 3時間培養を続けたoその後､抗L-Maf抗体を用

いてｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛﾃｲﾝｸﾞ解析をおこなった｡その結果,ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻

害剤によりしMafﾀﾝ/iｸ質の分解が阻害されることが明らかとなった(図3-24,

ﾚ-ﾝ3､ 4, 5,6)｡

次に,培養水晶体細胞に存在する内在性のしMafﾀﾝﾊﾟｸ質の分解がﾌﾟﾛ

ﾃｱｿ-ﾑ俵存的であるのか調べた｡水晶体細胞を45時間培養した後､各々

のﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤(MG132; 50pM､ 1actasystin; 20pM､ LLnL; 20pg/mi)及び

ｶﾙ^oｲﾝ阻害剤(LLM; 10pM)を培養液中に加えて､さらに3時間培養した後,

細胞を固定して抗L-Maf抗体をもちいて免疫染色をおこなったoその結呆､ﾌﾟ

ﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤を加えた場合は､ L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質が検出されるのに対し

て,ｶﾙ/てｲﾝ阻害剤を加えた場合ではL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の蓄積はみられなか

った(図3-25)｡これらのことから, L-Mafﾀﾝ/てｸ質はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑにより

分解されることが明らかとなった｡

ERXによるﾘﾝ酸化部位に変異を導入すると､水晶体細胞においてしMaf

ﾀﾝ^oｸ質の蓄積がみられる(図3-22).次にMEKl侶RKｼｸﾞﾅﾙを阻害した時

にしMafﾀﾝﾊﾟｸ質の分解が阻害されるのか調べた｡水晶体細胞にMEKl阻害

剤であるPD98059 (100 pM)で培養した後､抗L-Maf抗体をもいて免疫染色をお

こなった｡その結果､阻害剤を加えない場合と比較して､ PD98059を加えた場

合, L-Mafﾀﾝ^oｸ質の蓄積がみられた(図3-26).

これらのことからしMafﾀﾝ^oｸ質の安定性はERKｼｸﾞﾅﾙにより制御

されており,その分解はﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑを介しておこなわれていることが明ら

かとなった｡

第4節繊推細胞分化におけるL･Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の発現

(1)培養水晶体細胞におけるしMafﾀﾝﾊﾟｸ質の発現解析

L-MafはFGⅣERKｼｸﾞﾅﾙによりﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性のﾚべﾙで抑制さ
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図3-24ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤によりL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の分解は阻害される

培養水晶体細胞に野生型しMaf (pEFX-L-Maf)を導入し, 45時間培養した

後､ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤(MG132; 50pM, 1actasysdn; 20pM, LLnL; 20pg/ml)

を培養液中に加えてさらに3時間培養した｡その後､核ﾀﾝﾊﾟｸ質を調整し､

抗L-Maf抗体をもちいてｳｴｽﾀﾝﾌﾟﾛｯﾃｲﾝｸﾞ解析をおこなった｡
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図3_25ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ阻害剤によりL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の分解は阻書される

培養水晶体細胞に阻害剤(MG132; 50pM, lactasystin; 20pM, LLnL; 20pg/ml,

LLM;叫M)を加えて3時間培養した後,細胞を固走して抗L-Maf抗体をも

ちいて免疫染色をおこなった｡ AxioCam(ZEISS)をもちいてL-Mafは

200Oms¢c, DAPIは1200msecで露光した｡
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図3－26　MEKl／ERKシグナルの阻害によりしMafタンパク質が蓄積する

培養水晶体細胞にMEKlの阻害剤であるPD98059を加えて、48時間培養

した。その後、細胞を固定し抗L－Maf抗体をもちいて免疫染色をおこなった。
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れることが明らかとなった。では、しMafタンパク質の蓄積は水晶体細胞の分

化のいつ、どのような場所で必要となるのだろうか。L－Mafタンパク質の蓄積

と水晶体細胞の分化の関係を探るために、しMafタンパク質とリン酸化型ERK

の発現解析をおこなった。

水晶体細胞を培養すると、細胞どうしが密になったところから繊維細胞分

化し始め水晶体様構造を形成する（Okadaetal．，1971）（Menkoetal．，1984）。この水

晶体様構造の形成に伴い水晶体特異的タンパク質であるクリスタリンの発現が

増大する。水晶体様構造は、構造体の中心では繊維状に分化した細胞と構造体

の周辺部に存在する繊維状になっていない、つまり、まだ分化を終えていない

細胞と、2種類の細胞種から構成されていることが報告されている。水晶体細

胞を6日間培養した後、免疫染色をおこなったところ、しMafタンパク質の発

現は水晶体様構造の中心部みられた（図3－27）。それに対してリン酸化型ERKは

水晶体様構造の周辺でみられた。

次にL－M正を発現している細胞が増殖を停止した細胞であるのか調べるた

めに、CyClin－dependetkinaseinhibitor（CDKI）であるp27とL－Mafとの2重免疫染

色をおこなったところ、L－Mafタンパク質の発現とp27の発現は同じ細胞でみ

られた（図3－28）。さらに水晶体細胞をBrdUで24時間処理した後、抗BrdU抗

体としMafとの2重免疫染色をおこなったところ、BrdU陽性細胞ではL－Maf

タンパク質の発現がみられないことがわかった。これらのことから、しMafタ

ンパク質は増殖中の水晶体細胞では、その発現が抑制されており、分化する細

胞でそのタンパク質が蓄積し水晶体繊維細胞へと最終分化するものと考えられ

る。

（2）ニワトリ水晶体におけるL・Mafタンパク質の発現

培養水晶体細胞でみられたしMafの発現は、個体内の水晶体細胞におい

ても同様にみられるのであろうか。しMafの個体内における発現様式を解析す

るために、ニワトリ胚の水晶体の凍結切片をもちいて、抗しMaf抗体で免疫染

色をおこなった。その結果、エー椚好〝必仏の発現は上皮細胞と繊維細胞のいず

れにおいても、発現がみられるのに対して（図3－29、A）。L－Mafタンパク質は

赤道面上から繊維細胞にかけて発現がみられた（図3－29、B）。次にしMafタン

パク質の発現とp27、増殖能をもつ細胞のマーカーとしてPCNAを用いてそれ

ぞれの発現を比較した。p27はしMafと同様に細胞増殖が活発な赤道面上から

後方の、水晶体繊維細胞で強い発現がみられた（図3－30、A）。それに対してPCNA

は赤道面上から前方の水晶体上皮細胞でその発現がみられることが明らかとな

った（図3－30、B）。これらのことから個体内の水晶体上皮細胞から繊維細胞へ
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の分化にも培養水晶体維胞でみられた安定化したしMafが重要な役割を呆たし

ていることが考えられる｡
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図3－27　L－Mafタンパク質およびリン酸化ERKの発現解析

培養水晶体細胞を6日間培養した後、細胞を固定し、抗しMaf抗体、抗d－

クリスタリン抗体および抗リン化型ERK抗体をもちいて、免疫染色をおこ

なった。その後、オリンパスAX70共焦点レーザー顕微鏡をもちいて解析をお

こなった。LE；水晶体上皮細胞　LF；水晶体繊維細胞
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図3-28 CDKinhibitor/p27の発現解析およびBrDUをもちいた増殖括性をもつ珊胞の検出

(上段)水晶体細胞を6日間培養した後､細胞を固走し､抗L-Maf抗体､抗p27抗体をもち
いて免疫染色をおこなった｡その後､ｵﾘﾝﾊﾟｽAX70共焦点ﾚ-ｻﾞ-顕微鏡をもちいて

解析をおこなった｡ (下段)水晶体細胞を培養し,水晶体様構造が形成され始めていること

を確認したのち, 100pMのBrdUを培養液中に加えて24時間培養した｡その後,細胞を圃

定して抗BrdU抗体をもちいて免疫染色をおこなった｡
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L-maf mRNA anti ･しMar Hoechst

図3-29 L-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質およびL-mafmRNAの発現解析

(A)ﾆﾜﾄﾘ腫の水晶体のL,-mafmRNAの発現(3日日肱)

(B)ﾆﾜﾄﾘ肱の水晶体のL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の発現｡ ( 6日目肱)Hoechstは核を
示す｡
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図3-30 p27およびpcNAの発現解析
6日目ﾆﾜﾄﾘ肱の水晶体を抗27抗体,抗pcNA抗体をもちいて

免疫租織染色をおこなった｡
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第4章考察

本研究において水晶体分化制御因子L-Mafの分子ﾒｶﾆｽﾞﾑについて以下

の知見を得た｡

1.培養水晶体紳胞において増殖括性の高い時期､ L-Mafの括性はFGFにより

抑制されることを明らかにした｡

2. L-MafはERKによりThr57とser65がﾘﾝ酸化され､そのﾘﾝ酸化はL-Maf

ﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性を制御することを明らかにした｡

3.ﾘﾝ酸化を受けない変異型L-Mafは野生型と比較してｸﾘｽﾀﾘﾝの誘導

括性が高いことを明らかとした｡

4.しMafﾀﾝﾊﾟｸ質は水晶体繊維細胞に発現することを明らかとした｡

以上の知見から, FGFｼｸﾞﾅﾙによるしMafの機能の調節が水晶体分化に

重要な彼割を果たすものと結論した｡

本研究から明らかとなったFGFによるL-Mafの機能調節と水晶体分化機

構に関して考察する｡

(1)FGFによる水晶体細胞の増殖と分化制御

- FGFは硝子体中に含まれる分泌因子であり､ MacAvoyらにより水晶体の

組織培養を用いた場合でも､ FGFをﾏｳｽの水晶体に強制発現させた場合い

ずれにおいても､水晶体細胞の増殖と分化を制御することが明らかとされて

いた(schllz et al., 1993)｡本研究において, FGFは培養水晶体細胞の増殖と分

化を制御するが､ FGFによる水晶体特異的な遺伝子群の発現制御には細胞の

増殖期とその後みられる織推細胞へと分化する期間では異なることが示され

たo現在までに様々な細胞を用いて､ FGFやepidermalgrowthfactor (EGF)など

の細胞増殖因子が,細胞の増殖期と分化する時期に,それぞれ異なる機能を

発揮することが示されている｡例えば､筋分化のﾓﾃﾞﾙ系として用いられて

いるC2C12細胞(mouse c2C12 myoblast cells)では,細胞の増殖はFGF-2によ

り促進されるのに対して, celﾄcell contactにより始まる筋分化はFGF_2により

阻害される(Yoshidaetal., 1996).また神経細胞の分化ﾓﾃﾞﾙ系として用いられ
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図4－1FGFシグナルによるL－Mafの調節機構
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ているPC12細胞（pheochromocytoma）では、細胞の増殖はEGFシグナルに応答

をして促進されるのに対して、神経細胞様に分化するときにはFGFとnerve

growthfactor即GF）刺激で促進されることが知られている（Kaoetal．，2001）。こ

のようなことから水晶体細胞においてFGFは細胞の増殖のみに働き、その後

の分化には別の因子が関わること、もしくは細胞の増殖はFGFにより促進さ

れ、その後FGFとその他の増殖因子がそれぞれ異なる機能を発揮しながら、

強調的に繊維細胞への分化を制御することが考えられる。現在までのところ、

FGFは増殖だけでなく、繊維細胞への分化そのものにも働いていると考えら

れる結果が報告されている。McAvoyらは繊維細胞への分化において、繊線状

への形態変化とクリスタリン遺伝子の発現はどちらもFGFにより制御される

ものの、その下流で働くERKはクリスタリン遺伝子の発現には必要であるが、

繊維状の形態へと分化するのには必要ないことを報告している（Lovicu and

McAvoy，2001）。このことはEKRを必要としないFGFシグナルが繊維状への

形態変化に関与していることを示している。FGFの下流でERK以外のMK

が働き、直接、細胞の繊維化を制御していることや、繊維細胞の移動に重要

であると報告されているTG印シグナル（MarunOetal．，2002）などと協調的に働

くことにより繊維状へと形態が変化していくことも考えられる。

P）FGF侶RKによるL・Mafの活性調節

本研究においてしMafの活性がFG打ERKシグナルにより抑制されること

を見出した。ではERKがL－M正の活性を抑制する分子機構とはいかなるもの

であろうか。エー椚材mRNAの発現は、FGト2の存在下で培養した場合、ほとん

ど変化はみられない（図3－13）。しMafの活性が抑制される分子実体を解き明か

す糸口として、次にMafのアミノ酸配列上にMAPKの標的となる配列を検索

した。しMafの酸性アミノ酸領域には3箇所のMAPKの標的配列が存在し、こ

れらの配列はMafファミリー間で保存されている（図3－14）。しMafの酸性嶺域

と酵母の転写因子GAuのDNA結合ドメインを融合したL－MaKGAL4－L－Maf

AD）の活性が、活性型MEKlにより抑制されること、さらにL－Mafタンパク質

がERKにより直接リン酸化されることから、MEKl侶KRによりL－Mafの酸性

領域がリン酸化されその活性が抑制されることが示された。

転写因子がリン酸化を受けることその機能が調節され、その結果、細胞の

分化が制御されることが知られている。FGFはC2C12の増殖を促進し分化を阻

害するが、MyoDを含むMyogenicHelix－Loop－Helix転写因子はFGFの刺激を
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受けて活性化したProteinkinaseCによってDNA結合ドメインがリン酸化され、

その結合活性が減少し、その結果、筋分化が阻害されることが報告されている（Li

etal．，1992）（図4－2、A）。またNGFはPC12の分化促進因子であるが、このNGF

はproteinkinaseCを介して分化抑制因子であるHES－1のDNA結合ドメインを

リン酸化することによりHES－1の機能を抑制しこ細胞の分化を押し進めること

が明らかとなっている（Strometal．，1997）（図4－2、B）。しMafは水晶体分化を正

に押し進める転写因子であるため、細胞が増殖している間はFGF侶RKシグナ

ルにより抑制さているものと考えられる。しかしながらERKによるL＿Mafの

リン酸化はDNA結合領域でははく酸性領域（転写活性化ドメイン）で起こること、

さらにERK・によるしMafのリン酸化はそのDNA結合活性に影響を与えないこ

とを示している（図3－20）。近年、転写因子の転写活性化ドメインが、転写因子

の分解の引き金となることが注目されている。転写因子Microphthalmia（MITF）

はc一出郁MPAE．によりリン酸化を受けその転写活性化能が増大するが、さらに

そのリン酸化はMITFタンパク質の分解に導く（Hemesathetal．，1998）（Wuetal．，

2000）。また転写因子c一九nは転写活性化額域がリン酸化を受けることでその転

写活性化能が増大する（K訂れ1995）。CJunの場合このリン酸化によりユピキチ

ン化が阻害され、C－Junタンパク質の分解を免れる羊とが知られている（Ⅱeieret

鳳，1994）（Mhs仕出d．，1997）。L－Mafの場合、ERKによる転写活性化ドメイン内

のTbr57とSer65がリン酸化され、このリン酸化がしMafタンパク質の安定性

を制御していることが明らかとなった。

本実験で明らかとしたSer65を含むアミノ酸1－68の嶺域を欠失したしMaf

（△1－67しMaりは、安定であることが示されている（大雲剛　修士論文）。さらに

Al－67L－Mafは野生型と比較して高い転写活性化能をもつことから、LrMaf転写

活性化能は酸性額域a．al－152のうち、a．a．68から152で十分であり酸性領域の

1－67まではしMafの安定を制御する額域と考えられる。このa．a．1－67の領域の

アミノ酸配列を調べると、タンパク質の分解ドメイン（陀STドメイン）で特徴的

にみられるといわれている、（1）親水性アミノ酸が12個以上続き、（2）そのなか

にプロリンを含み、（3）正の電荷を持つアミノ酸を持つものがない、PESTドメ

イン様の配列が存在している（図4－3）。このことからもa．a．1－67はしMafの分解

制御領域と考えられる。今後、L－Mafのドメインマップが詳細に解析されるこ

とにより分解制御に必要十分である領域が明らかにされ、さらにその領域を介

した、分解を制御する結合タンパク質などが明らかになると考えている。
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(3)しMafの括性を調節する転写後修飾

NⅢ3T3細胞にSer-14/Thr-57/Ser-65をAlaに置換したしMafを強制発現し､

in vitroで翻訳したしMafの分子量を比較すると､ ser114rrhr-57/Ser-65をAlaに

置換したしMafの方が大きい分子量を示すことから(ﾃﾞ-ﾀは示さず)､ ser-

14/Thr-57/Ser-65以外でも何らかの修飾を受け､しMafの機能が調節されている

ことが考えられる｡ L-Mafのｱﾐﾉ酸配列中にはMjWK以外のﾘﾝ酸化酵素の

標的配列が存在しており,例えばﾋｽﾁｼﾞﾝ額域にはcasein kinase I(CKl)標的

配列が､塩基性ｱﾐﾉ酸嶺域はcAMP-dependent Proteinkinase(PKA), Protein

kinase C(PKC)とcasein kinase II(CKⅡ)の標的配列が存在している(図4-3). MyoD

やHesはproteinkinaseCによりDNA結合ﾄﾞﾒｲﾝがﾘﾝ酸化され､そのDNA

結合括性が調節されることから､しMafにおいても塩基性ｱﾐﾉ酸嶺域でのﾘ

ﾝ酸化修飾によりDNA結合括性などが制御されていることが考えられる｡

転写因子の括性はﾘﾝ酸化とは異なる修飾によっても調節されることも報

告されている. GATA-1はco-activatorであるp300/CBPによりDNA結合ﾄﾞﾒｲ

ﾝ内でｱｾﾁﾙ化を受け､ DNA結合活性が増大することが知られている(Boyes

et al., 1998)oまた転写因子splはo-1inked N-acetylglucosamine(0-GIcNAc)によ

り転写括性化ﾄﾞﾒｲﾝのSer/Thr残基にN-acety1glucosamineを付加されること

v-'より,転写抑制因子msin3Aと結合し,その転写括性化能が抑制される(yang et

al., 2001)(Yang et al., 2002).

･今後､ﾘﾝ酸化やﾘﾝ酸化以外の修飾がしMafの機能をどのように調節し

ているのか明らかになることにより,それぞれの修飾に閑わる分子群が､細胞

の増殖や分化にどのような役割を果たしているのか明らかになると考えられる｡

(4)水晶体上皮細胞から繊錐細胞への分化過程におけるL-Mafの役割

くびりきれた水晶体では,水晶体嚢の前方には水晶体上皮とよばれる-層

の分裂能をもった細胞が､水晶体嚢の後方には水晶体繊推細胞とよばれる脱核

した細胞がみられる(図1-2)｡増殖帯(赤道面)で細胞分裂し増えた細胞は水晶

体嚢に沿って後方に追いやられ､赤道面を超えたあたりで､繊推紳胞へと分化

しはじめる｡ c-mafのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは水晶体繊維細胞の形成が不完全

となり,また種々のｸﾘｽﾀﾘﾝの発現が減少する(Kimetal., 1999) (Kawauchi et

al･, 1999)(Ringetal.,2000).さらにc-mafﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは,本来､赤道

面より後方側に繊維細胞で発現がみられp27とp57の発現がみられなくなり,

本来細胞の増殖が停止しているこの嶺域での細胞増殖がみられるようになる
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(yoshida et al., 2001)｡これらのことから個体内において､ maf遺伝子は繊維細

胞への分化に必要であることがわかる｡しMafのﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性を制御す

る機構が個体内での水晶体繊推細胞の分化において必要なのであろうか｡本研

究から培養水晶体においてはしMafﾀﾝﾊﾟｸ質は繊推細胞へと分化した水晶体

様構造中でみられ､また個体内においては,増殖帯とよばれるところ(赤道面)

から赤道面を超えたあたり,繊維細胞へと分化しはじめる額域でL-Mafﾀﾝﾊﾟ

ｸ質発現がみられる.それに封してLmaf mRNAの発現は上皮細胞と繊推細胞

のいずれにおいてもみられることから､しMafﾀﾝﾊﾟｸ質の安定性の機構が赤

道面上から繊推細胞へと分化する領域で機能することにより､しMafﾀﾝﾊﾟｸ

質の蓄積が核内でおこり､水晶体特異的な遺伝子群の転写が促進されることが

考えられる｡今後,ﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のFGFRやMEKlをｴﾚｸﾄﾚﾎﾟ

ﾚ-ｼｮﾝ法などにより､水晶体上皮細胞に強制発現させ,しMafﾀﾝﾊﾟｸ質

の蓄積やｸﾘｽﾀﾘﾝの発現を調べることにより､実際の水晶体細胞分化にお

けるL-Mafﾀﾝﾊﾟｸ質の蓄積の役割が明らかになるものと考えている.

(5)繊推細胞分化においてFGFｼｸﾞﾅﾙを阻害するﾒｶﾆｽﾞﾑ

しMafﾀﾝﾊﾟｸ質が繊維細胞への分化に伴い,安定化するためにはFGFｼ

ｸﾞﾅﾙを阻害する機構が必要と`な争｡ではその分子ﾒｶﾆｽﾞﾑはどのようなも

のであろうか｡ FGﾄ2は水晶体の上皮細胞､繊維細胞のいずれの細胞でも発現

することが知られている(橘篤導修士論文)｡このことからFGFのﾚｾﾌﾟﾀ

-より下流においてFGFｼｸﾞﾅﾙを阻害する分子機構が働くことが考えられる｡

-つはFGFﾚｾﾌﾟﾀ-の発現様式の違いによるFGFｼｸﾞﾅﾙの調節である｡

FGFRの発現様式がMcAvoyらにより調べられた結果､水晶体上皮細胞では

FGFR2が強く発現し､増殖帯ではFGFRl､ 2､ 3が発現している｡さらに分化

した細胞が前後に進展しながら､周りから取り囲むようにして伸びてくる領域

ではFGFR3の発現が強くみられ, FGFR2とFGFRlの発現が弱くなる(図4-4)｡

このことから彼らは, FGFRの下流で異なる分子ﾒｶﾆｽﾞﾑが働くとことによ

り, FGFが上皮細胞の増殖と繊維細胞の分化を制御していると考えている(de

longh et al., 1997). Overbeekらはｶｲﾈ-ｽﾄﾞﾒｲﾝを欠失したﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈ

ｶﾞﾃｲﾌﾞ型のFGFRlと3を水晶体で強制発現させた実験から､繊推細胞の分

化を耳FGFRlのﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型では阻害されず､ FGFR3のﾄﾞﾐﾅﾝﾄ

ﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型によって阻害されること,さらにFGFR3のﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲ

ﾌﾞ型を発現させた場合､括性型ERKが検出されないことを示し､繊錐細胞の

分化はFGFR3が閑与することを明らかとした(Govindarajan and Overbeek, 2001).
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しMafがいずれのFGFレセプターの下流で機能しているのか調べることにより、

しMafの安定性が増殖から絨推細胞への分化過程のどの細胞で調節されている

のか明らかになるものと考えている。

もう一つはFGFRからのシグナルを阻害することによるFGFシグナルの調

節機構が考えられる。近年、鮎s朋邸Kシグナルを阻害する分子としてSpro叫

が注目されつつある。FGF依存的にリン化を受けたSproutyはGtb2に結合し、

Gぬ2－Sos複合体の形成を阻害することによりFGFシグナルを阻害する田弧血sa

etal．，2002）。ニワトリではSprouty2の発現様式が調べられており、眼において

は網膜と水晶体の一部、特に繊維細胞側での発現がみられることが報告されて

いる（ChambersandMason，2000）。　ニワトリの菱脳の1番にFGF－8を強制発現

するとSprouty2の発現が上昇することが知られており（Chambersetal．，2000）、

上皮細胞から繊維細胞への分化においてFGF依存的にSpro叫の発現が増大し、

繊維細胞側でFGFシグナルをブロックすることが考えられる。

最後の可能性として、繊維細胞への分化過程でしM正の分解を阻害する分

子メカニズムが働くことが考えられる。最近、CPP9シグナルソームがタンパ

ク質の分解を調節する複合体として働き（SchwechheimerandDeng，2001）、ショ

ウジョウバエの視神経細胞ではCOP9シグナルソームのサブユニットの一つで

あるJABl／CSN5が発現しおり、JABl／CSN5が欠損すると視神経細胞の分化が

阻害されることが報告された（S血etal．，2002）。このことは細胞が分化する際に、

タンパク質の分解を調節する機構が重要な役割を果たすことを示している。本

研究においてしMぱタンパク質の分解はプロテアソームの阻害剤により阻害さ

れることを示した（図3一別）。このことから上皮細胞側でL－Mafタンパク質はユ

ビキチン化を受けてプロテアソームにより分解されていることが考えられる。

タンパク質がユビキチン化を受けるためには、ユビキチン活性化酵素鰐1）、ユ

ビキチン結合酵素鰐2）、ユビキチンタンパク質リガーゼ鱒3）が必要である

（JoazeiroandWeissman，2000）。繊維細胞への分化過程でL－Mafを基質とするE3

リガーゼの活性がなんらかのシグナルにより阻害されることにより、L＿Mafタ

ンパク質が核内に蓄積し、下流の遺伝子群の発現を促進することが考えられる。

今後、L－Mafと相互作用する因子をYeasttwo－hybrid法や免疫沈降法で同定する

ことにより、しMafタンパク質の分解の分子機構に迫れるものと考えている。

今後の展望

本研究では培養水晶体をもちいて細胞分化に関わる細胞外からのシグナル

と、そのシグナルにより調節される転写因子の解析を行った。その結果、FGF
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は水晶体細胞の増殖を促し且つ分化因子であるしMafの機能を抑制することが

明らかとなった。しかしながら、実際に分化するタイミングでしMafの活性を

正に制御する機構については未だ不明なところがある。今後、FGF以外のシグ

ナル経路によるしMafの機能調節やしMaf以外の転写因子がどのような分子メ

カニズムによりその活性が調節されているのか解析することにより、転写因子

の時間的空間的な制御と特定の機能のみを発揮する細胞への分化機構について

重大な知見が得られると期待される。
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