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序論

ショウジョウバエの頭と背中には感覚剛毛がある0この感覚毛の正確な位置と

数が調節されるためには、発生過程における細胞間相互作用が重要である。感覚

神経細胞の発生は段階を経て進行し、まず体の一定の場所で数個から十数個の細

胞が神経細胞に分化する能力を同等に獲得する0このクラスターからたった1つ

の細胞が任意に選ばれて感覚母細胞に分化する0この選択機構は、クラスターの

中で最も神経細胞に分化が進んだ細胞が、その周辺の細胞に神経細胞への分化を

抑制するシグナルを出すことによる0その結果、周囲の細胞は上皮細胞へと分化
してく（Scムemel）。この機構を側方抑制という。

側方抑制の機構は、線虫からと卜に至るまで広く保存されており、多細胞生物

の発生調節機構において重要な役割を担っている0ショウジョウバエの遺伝学的

解析から、この側方抑制には様々な遺伝子が関与していることが知られている。

その中で特に重要な働きをしているのが、Notch、Delta、SupressorofHairless

（Su（H））、Enhancerofsplit（E（SPl））などのneurogenicgenesである（Scheme2）。

neurogenicgenesを活性化すると、感覚母細胞への分化が抑制されて感覚毛の数

が減少する0一方、不活性化すると、感覚毛の数が増加する。このメカニズムは、

感覚母細胞に発現しているDeltaが、周囲の細胞に発現しているNotchに結合し

て、膜貫通型レセプターであるNotchを活性化することから始まる。活性化され

たNotchは、まず細胞外領域がタンパク分解を受け、次に細胞内領域（NotchIC）

が切断されて細胞質に放たれる（SchroeteretaL，1998；MummetaL，2000）（Scheme

3）0そして、NotchICとSu（H）が共に核内に移動してE（SPl）の発現量を上げるこ

とによって、この細胞の神経細胞への分化を抑制する○このように、Notchを中

心としたNotchシグナル伝達系によって側方抑制の機構が制御されている。

Notcbは、側方抑制以外に細胞の増殖、移動、死などにも関与している。さら

に、Notchのタンパク質分解にpresenilinlが働いていることも報告されており

（Rayetal・，1999；DeStrooperetal・，1999；StruhlandGreenwald，1999；Yeetal．，

1999）、アルツハイマー症候群の病因とNotchシグナル伝達系の関与も示唆され

ている。このようにNotc血シグナル伝達系が様々な領域で機能している中で、特

にSu（H）は多くの種間で保存されており（Furukawa，1992）、マウスのSu（H）ホモ

ログはRBP－JKと呼ばれている（KawaichietaL，1992）。Notchの細胞外領域には

EGF様リピートと保存されたシステインリッチな領域、細胞内領域にはRAMド

メインとcdclO／アンキリンリピートがあり、RAMドメインにSu（H）が結合する

ことがわかっている（KurookaetaL，1998）o RBP－JKは、5，－CGTGGGAA－3，とい
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う保存されたDNAモチーフを認識して結合する（Tun，1994；Lecourtoisand

Schweisguth，1995；BaileyandPosakony，1995）0細胞質で結合したNotchICと

RBP－JKは核に入り、コアクチベーターとしてE（SPl）の転写を活性化する。RBP－JK

自身には転写活性化能は無く、NotchICといっしょに作用して初めてE（SPl）の転

写を活性化できる0しかし、RBP－JKは、NotchICなどのコアクチベーターが存在

しない状態では転写抑制因子として働くoRBP－JKは、ほ乳類で知られている4

つの全てのNotchと結合し、RBP－JKのノックアウトマウスは生後8．5日目という

早い時期で異常をきたしてElO・5には死亡する（Okae血，1995）。これらのこと

からも、RBP－JKがNotchシグナル伝達系で重要な役割を担っていることがわか

そこで我々は、酵母を用いたTwo－hybridシステムを用いてE9．5マウス胎児ラ

イブラリーからRBP－JK結合タンパク質をスクリーニングすることにした。その

結果、PTFlのp48サブユニットを単離したopTFlは、スイスのKrappらによ

って既に同定された、ラット腰臓の外分泌組織特異的な転写因子である（Kra耶r

aL，1996）opTFlはp48，P64，P75からなる3量体で、全てbHLH型因子である。

p75は普遍的なbHLH型因子であるE12であり、p64はALFlのN末端を欠いた

ものであり、またp64とp48が細胞質に局在して、それにp75が結合すること

により核に移行することが明らかになっている0また、PTFlはラットのE16か

ら膵臓の原基で発現し、外分泌細胞でamylase，tryPSin，Chymotrypsin，elastaseなど

の消化酵素遺伝子の転写を活性するop48のノックアウトマウスは、膵臓の外分

泌細胞を全く欠いてしまうことが報告されている（Krappe勅1998）。

我々は、既に報告されているPTFlの膵臓での鯛より早い時期に、p48が神

経管の背側で発現すること見いだした。神経管の背側領域には感覚介在神経に分

化していく細胞があることから、p48は介在神経の発生過程で機能する因子では

ないかと考えられた。しかし、Ⅲappらの作成したp48ノックアウトマウスには、

膵臓の欠失がみられるものの神経系に形態的な異常はなかった。p48とよく似た

タイプの因子に、細胞特異的なbHLH型転写因子であるBETA2／NeuroDがある

（IshibashietaL，1996）oBETA2／NeuroDも膵臓と神経系の両方に発現が認められ

（LecourtoisandSchweisguth，1995）、腰臓の内分泌細胞に発現してインシュリン

遺伝子の転写を活性化しているが、そのノックアウトマウスの初期神経発生に異
常は見られていない。

このように、由来の異なる組織で、少なくとも部分的には同一の因子が働いて

いる可能性が示唆される知見が得られつつある0我々もこの機構に興味を持ち、

さらに明らかにするためにp48の解析をすすめることにした。
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第1章　R肌J招合因子の同定及びRBP－JKとの結合解析

1－1RBP－JK結A、の　索

酵母を使ったTwohybridsystemを用いて、完全長のRBP－JKをベイトに、マウ

ス9・5日目胎児のcDNAライブラリーからRBP－JK結合タンパク質の検索を始め

た0この時期のcDNAライブラリーを用いた理由は、RBP－JKやNotchのノック

アウトマウスがこの時期から異常を示すので、機能的なRBP－JK結合タンパク質

が単離できる可能性が高いと考えたからである0スクリーニングには計450万
個の酵母形質転換体を用いた。

1次スクリーニングのヒスチジン（－）プレートで生えたクローンは約140個

で、さらに42個がβ一ガラクトシダーゼ活性の有無による2次スクリーニングで

生き残った0この中で5種類のクローンが繰り返し陽性クローンとして単離され

たoNotchlが9臥Msx2結合タンパク質であるMINT（Newberryetal．，1999）

が7臥PTFlのp48サブユニット（KrappetaL，1996）が5臥その他にLaminB

とhnRNPがそれぞれ3回と2回とれたoRBP－JKと結合することがわかっている

Notchlがとれたことは、このスクリーニングが有効であることを示している。

近年、bHLH型転写因子がいろいろな場面で重要な役割を担っていることが明

らかになっていることと、p48の神経系での働きについての報告がないことから、

我々はbHLHモチーフをもつp48の解析を行うことにした。

1－2　RBP－JK結合　　の百

Fig・1－1に、上記のスクリーニングで取れたp48のcDNA構造及び予想される

アミノ酸配列を示したop48は約1・5Kbpの長さをもち、324アミノ酸からなる

タンパク質をコードしていた0そして、タンパク質の中央部分（166番目から216

番目のアミノ酸配列間）にbHL＝モチーフが存在した。

ホモtj－ジー検索を行った結果、P48のbHLH領域は、Mathl（Akazawaetal．，1995）、

Tall、Dermol、TwistなどのbHLH部分と相同性を示した（Fig．1－2）。Mathlは

ショウジョウバエatonalの晴乳類ホモログ（AkazawaetaL，1995）、Tall（Huanget

aL，2000）は赤血球の分化に、Dermol（LeeetaL，20OO）とTwist（LeeetaL，2OOり）

は骨形成などに関わることがわかっている0この中で最も似ているMathlでも

54％程度の相同性しか示さないことから、p48は新しいタイプのbHLH型因子だ

と考えられるobHLHモチづ以外の領域で有為な相同性を示す蛋白質は見つか
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っていない。

β－ガラクトシダーゼアッセイを用いて、RBP－JKとp48の結合の強さを定量的

に調べた0その結果、RBP－JKとp48の結合活性の値が116・9であるのに対し、

RBP－JKとNotchlの値は25・4であった■（Tablel）0この結果、p48はNotchlより

強固にRBP－JKと結合していることがわかった。

さらに、RBP－JKの各種変異体とp48との結合活性を調べることにより、P48と

RBP－JKの結合様式を調べた。用いたRBP－JKの変異体は次の4種類である。

EEF259AAA（HsiehetaL・1995）はNotchとの結合に必要なアミノ酸を置換した．

もので、コリプレッサーのSMRT，NcoR，CIR（HorleinetaL，1995；Kaoetal．，1998；

Hsiehetal・，1999）とも結合しない変異体であるo RL218GSとKR90SLは、DNA

結合領域を別のアミノ酸に置換した変異体であり（WaltzeretaL，1995）、TP378AA

はリン酸化部位と思われる部位のアミノ酸を置換した変異体である（Cristensenet

al・・1996）（Tablel）oEEF259A舶は予想通りNotchlとは結合しなかったが、P48

とは野生型のRBP－JKと同様の強さで結合した（Tablel）。このことは、RBP－JK

とp48の結合様式が、RBP－JKとNotchのそれとは異なることを示している。

KR90SLとRL218GSを用いた時には、それぞれNotchとp48の両方に結合活性

が検出された0よって、RBP－JKのこれらのDNA結合領域も、Notchやp48との

結合には使われていないことがわかったoTP378AAを用いた暗も、Notchとp48

の両方に結合活性が見られたので、RBP－JKのリン酸化部位と思われる箇所も

Notchやp48との結合には必要でないことがわかった。

1－4　細胞属偵　で　る□48とRBP＿JKの結A

酵母中でのRBP－JKとp48の結合が実際に動物細胞内でも生じているのかどう

かを明らかにするために、蛍光免疫染色法を用いてCos7細胞内におけるRBP－JK

とp48の局在を調べた（Fig．1－3）。

C末端にmycタグを付けたp48とN末端にFLAGタグを付けたRBP－JK、さら

にE47をそれぞれ発現ベクターに挿入し、これらのベクターをCos7細胞に導入

することで細胞内に強制発現させた。そして、それぞれにつけたタグの抗体を検

p48は転写因子なので核に存在するのではないかと考えられたが、p48を細胞
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中で強制発現させてmyc抗体で検出すると、実際には細胞質に局在していた（Fig．

1－3の1）0また、RBP－JKを強制発現させてFLAG抗体で検出すると、核に局在

していた（Fig・1－3の2）oRBP－JKとp48を同時に発現させてp48を検出すると、

P48単独の時と同様に細胞質に存在した（Fig・1－3の3）0また、RBP－JKとp48を

同時に発現させてRBP－JKを検出すると、単独の時には核にあったRBP－JKが細胞

質に局在するようになった（Fig・1－3の4）0このように、RBP－JKとp48が挙動を

共にしたことから、両者が実際に動物細胞内でも結合することが強く示唆された。

一般に、細胞特異的なbHLH型転写因子は、E12やE47などの普遍的なbHLH

型因子とヘテロダイマーを形成することが知られている（Benezrae痛，199U；

ShenandKadesch，1995）0そこで、E47をRBP－JKやp48と同時に発現させた時の

細胞内局在を調べたop48とE47を共に発現させてp48を検出すると、単独の時

には細胞質にあったp48が核に存在するようになった0（Fig．1－3の5）。次に、

RBP－JK、P48、E47の3者を同時に発現させてRBP－JKを検出すると、RBP－JKは

核に局在していた（Fig・1－3の6）。つまり、RBP－JKとp48の2者だけでは細胞質

にあったものが、E47が加わることにより核に移行したのである。また、図に示

していないがRBP－JK、P481E47の3者を同時に強制発現させてp48を検出する

と、P48も核に局在していたoこれらの結果から、細胞質にあるRBP－JKとp48

の複合体にE47が結合することによって核に移行している可能性が示唆された。

1－5 で　る　48とRBP－Jの結A

p48とRBP－JKの結合をさらに確かめるために、免疫沈降を行った（Fig．1－4）。

mycタグを付けたp48、FLAGタグを付けたRBP－JK、E47をそれぞれ発現ベクタ

ーにいれたものをCos7細胞に導入し、その細胞抽出液を実験に用いた。

RBP－JKとp48を共に導入した細胞の抽出液をFLAG抗体で免疫沈降し、それ

をmyc抗体でウエスタンブロツティングした0その結果、p48のバンドが検出さ

れた（Fig・1－4A）。逆に、同じ細胞抽出液をmyc抗体で免疫沈降し、FLAG抗体

でウエスタンブロッティングすると、RBP－JKのバンドが検出された（Fig．1－4B）。

これらの結果からも、RBP－JKとp48が結合していることが強く示唆された。

1－6　48のRBP－Jとの絵金偏ほの同

RBP－JKとの結合に必要なp48上の領域を決定するために、Twohybridsystemを

用いて各種制限酵素で削ったp48とRBP－JKとの結合活性を調べた（Fig．1－5）。
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各種制限酵素で切断した8種類のp48のフラグメントをそれぞれpGAD424に

挿入し、RBP－JKはpGBT9に挿入したosFY526酵母に各pGAD424－P48と

PGBT9－RBP－JKを形質転換した0この酵母を濾紙に塗り、凍結と融解を繰り返し

て細胞を破壌した後、Ⅹ－galの溶液に浸してβ－ガラクトシダーゼ活性を調べた。

Fig・ト5に示すように、C末端側が欠失したp48には活性はみられなかったが、

C末端の231－324アミノ酸間の93残基を含むフラグメントには活性が見られた。

よって、p48のこの93残基を含む領域が、RBP－JKとの結合に必要であることが

わかった。この領域のモチーフ解析を行ったが、蛋白一蛋白間相互作用に必要と
される既知のモチーフは存在しなかった。

1－7　豊塞

マウスE9・5cDNAライブラリーを使ったRBP－JK結合タンパク質のスクリーニ

ングの結果、PTFl（SommeretaL，1991）のp48サブユニットを単離した。PTFl

は、膵臓原基の発生過程（SusseletaL，1998）と消化酵素遺伝子の発現（Krappeta［．，

1996）に重要な役割を果たしている0その中のp48サブユニットがR掛JK結合

タンパク質として取れたことは、腰臓の発生過程でNotcbシグナル系が働いてい

る可能性も考えられ、b＝L＝モチーフをもつp48の解析を始めた。

これまでにE9・5という早い時期でのp48の発現量は低いと報告されていたが

（KrappetaL，1996；SusseletaL，1998）、我々の実験ではp48がNotchと同程度の

頻度で取れた。このことから、RBP－JKとp48の結合がかなり強固であると考え

られた0実際にTablelに示したβ－ガラクトシダーゼ活性の値からも、P48と

RBP－JKの結合が、NotchとRBP－JKの結合よりも強いことがわかった。

RBP－JKの配列上には、DNA結合に不可欠な3つの領域（WaltzeretaL，1995；

Sommere勅1991）と、いくつかのタンパク質と相互作用するのに必要な領域

が存在する（WaltzeretaL，1995；HsiehandHayward，1995）。RBP－JKのNotch結合

ドメインに変異を入れたEEF259A舶変異体とp48の結合の強さは、野生型の

RBP－JKとp48の結合の強さとほとんど変わらなかった（Tablel）。このことは、

RBP－JKがNotch結合領域とは異なる領域でp48と結合していることを示してい

るoこの他、RBP－JKのDNA結合領域を壊した変異体やMAPキナーゼによるリ

ン酸化部位と思われる領域を壌した変異体もp48との結合に影響を与えなかっ

たことから、RBP－JKのこれらの領域もp48との結合には使われていないことが

わかった0これらのことから、RBP－JKとp48の結合様式が、これまでに知られ

ていたものとは異なるものであることがわかった。
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そこで、今度はp48上のRBP－JK結合領域を調べたところ、p48のC末端の93

残基がp48とRBP－JKの結合に必要であることがわかった0しかし、この領域に

既知のタンパク質結合モチづはなかった0このことからも、p48とRBP－JKの

結合様式がこれまでに知られているものではないことがわかった。
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第2章　p48の発現解析

2－1マウスム児　び　ゝ組絨での　48の

これまでにp48は、ラットの胎児でE16以降という遅い時期の膵臓にのみ発現

していると報告されていた（KrappetaL，1996；KrappetaL，1998）。しかし、前章

で述べたように我々は、p48をマウス胎児E9・5のcDNAライブラリーから単離

したことから、さらに詳しくp48の発現パターンを調べることにした。

まず、マウス胎児と成体組織でのp48の発現をRT－PCRで調べた（Fig．2－1）。

RT－PCRに用いたTotalRNAは、E8・5～E15・5と成体の各臓器から調製した。プラ

イマーは、p48のコザィング部分の463bpを増幅するようにデザインしたも

のを使ったoFig・2－1でバンドが2本見えるのは、このp48プライマーが、CDNA

産物より333bp大きいゲノム由来の断片も増幅するするからである。ポジティ

ブコントロールにはβ－アクチンのプライマーを用いた0産物はアガロースゲル

電気泳動で分離し、エチジウムブロマイド染色で可視化した。さらに、そのゲル

から産物をフィルターに移してサザンハイプリグイゼーションを行った（Fig．2－

その結果、p48はE8・5から発現しはじめ、ElO・5をピークにE15．5まで発現が

続いた（Fig・2－1A）。サザンブロッティングを行うと、E8・5からE15．5にわたる

P48のバンドがさらに明確になった0成体では、膵臓に強く発現していることは

既に報告されている通りであったが（ぬappe勅1996）、さらに脊髄にも弱く発

現していることが見い出された0この他の組織には全く発現していなかった（Fig．
2－1B）。

2－2　wholemountinsituhbridizationによる48の　　＾の刀

マウス胎児で持続的にp48の発現が見られたことから、我々は胎児期における

p48の発現領域を調べることにした。P48の中の2つの領域を使ってそれぞれジ

コキシゲニンラベルしたアンチセンスRNAプローブを作成し、Wholemountifl

Situhybridizationを行った01つのプローブはp48の5，末端、もう1つは3，末端

領域を用いたもので、それぞれのプローブを使用した時に同じ発現パターンが得

られたことから、この実験結果は信用できるものと考えた。

Fig・2－2Aは、ElO・5の胎児にp48の5，末端側プローブを使用した時の結果であ

る0シグナルは神経管の後部、後脳の下部から尾の先までの全長にわたってみら
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れた（Fig・2－2B）op48の発現の頭側の境界は、Fig・2－2Cに示すように後脳のちょ

うど中央から後ろからで、小脳より前の中枢神経領域には発現は見られなかった。

何度か同じ実験を行うと、耳胞や脳にも少しシグナルが見られることもあったが、

ネガティブコントロールにセンスRNAプロづを用いた時にも同様のシグナル

が見られたことから、それらのシグナルはバックグランドだとみなせる。

また二Fig・2－3に示すように、Wholemounti7Z∫ituhybridizationでp48の発現領

域を染色した胎児を切片にしたoFig・2－3aは、胎児を心臓の高さでホリゾンタル

に切ったものであるoFig・2－3bは、後ろ足付近で切ったものである。p48の発現

は神経管の背側に限局しており、その中でも特に内側のVentricularzoneと呼ば

れる領域に強く発現していた。Ventricularzoneは、この領域で未分化な神経細

胞が発生し、分化が進むにつれて序々に細胞が外側に遊走していくことが知られ

ているo p48はroofplateには発現していなかった。

p48が発現する神経管の背側領域の細胞は、将来介在神経になることから、p48

が介在神経の分化過程で機能している可能性が示唆された0介在神経は、末梢感

覚神経から受け取った刺激を脳へ伝えるニューロンである。

さらに、E9■5胎児の前足の間にスポット状シグナルを2つ見い出した（Fig．2－

4A）0この場所は、腰臓の原基で発現することが知られているPdxlの発現箇所

とほぼ重なることから（0翫1de吠1996）、これらのp48のシグナルも膵臓の

原基であろうと考えている。この結果は、これまでに報告されていたp48の膵
臓での発現時期をさらに早めることになった。

2－3　経分、p引こおもる□48の　パ　ーン

p48が未成熟な神経細胞の集まるVentricularzoneで強く発現していたことか

ら、神経分化過程でのp48の発現状況を解析した。

マウスの胎児性カルシノーマ細胞であるP19細胞は、そのままでは未分化な

状態を維持するが、凝集させてレチノイン酸を添加することにより神経系細胞に

分化誘導することができる（McBurney，1982）。この細胞株が神経系細胞に分化

していく過程で、P48がどのような発現パターンを示すのかRT－PCRで調べた。

その結果、神経系細胞へ分化しつつあるP19細胞でのp48の発現は、レチノ

イン酸添加後1日目から始まり、2日目をピークにして10日目まで続いた（Fig．

P19細胞の神経系細胞への分化誘導には、レチノイン酸添加と凝集化が必要不

可欠である（RudnickiandMcBurney，1987）。そこで、P19細胞をレチノイン酸含
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有培地中で凝集させずに培養し、細胞が未分化のままの状態で同様の実験を行っ

た。この時にもp48の発現は見られたが、それはレチノイン酸処理後12時間で

ピークに達し、その後すぐ減少し始めて4日目には検出できなくなった（Fig．2－

また、P19細胞は1％のDMSO（ジメチルスルホキシド）を添加して凝集化さ

せることにより、筋肉細胞へ分化誘導することもできる（McBurneye勅1982）。

しかし、このような処理により筋肉細胞に分化誘導したP19細胞にはp48の発
現は見られなかった（図省略）。

これらの結果から、p48は神経の発生過程で特異的に発現し、p48の持続的な
発現と神経の分化過程に相関性があることが示された。

2－4　豊塞

p48は、ラット胎児E16頃からの胎児期後期の膵臓で強く発現していることが

報告されていたが（ぬappe血，1996）、早期の発現パターンについては事隠され

ていなかった0そこで、我々が早期のマウス胎児を用いたinsituhybridyzationを

行ったところ、p48はElO頃の神経管でも発現していることがわかった（Fig．2－

1）0染色した胎児をホリゾンタルに切ってみると、神経管でも背側のventricular

ZOneに限局して発現していた（Fig・2－3）0このp48の発現パターンから、後に感

覚介在神経やグリア細胞になる神経前駆細胞でp48が機能している可能性もで

てきた0また、ElO頃の膵臓原基でも既にp48が発現していることもわかった。

p48の他にも神経管で発現するbHLH型因子はいくつか知られており、その中

でもp48に似て神経管の背側に限局して発現するものにMashl（GouldingetaL，

1993）、MathllPax3、Pax7などがある0そして、aChaete－SCute複合体のほ乳類

ホモログでNotchシグナル伝達系におけるneurogenicgeneの1つであるMashl

（LoetaL，1991）とショウジョウバエのproneuralgeneであるatonalのほ乳類ホ

モログセあるMathlは、神経細胞と内分泌細胞の発生過程に関与していること

が知られている。このような知見から、p48も発生過程における神経系と膵臓の

両方の組織で発現し、機能している可能性が示唆される。
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第3章　p48の転写活性

3－1　b　　。　　　　　、ノ、†・

多くの組織特異的なbHLH型因子は、E12やE47などの普遍的なbHLH型因

子とヘテロダイマーを形成し、ターゲット遺伝子のプロモーター中に存在するE

ボックスに結合して転写を制御するoEボックスは、多くのb＝L＝型因子が認識

する保存された配列（CANNTG）であるoそこで、P48が、Eボックスを含むプ

ロモーターに与える影響をルシフェラーゼアッセイを用いて調べた。

ルシフェラーゼ遺伝子の上流に7つのEボックス（CANNTG）を含むプロモ

ーターを挿入したレポ一夕づラスミドと、E47とp48をそれぞれ挿入した発現

ベクターを作成した0まず、レポ一夕ープラスミドとE47を挿入した発現ベク

ターをCos7細胞に導入した。この時、すでに報告されているように転写の活性

化が見られた（Fig・3－1A）0次にレポ一夕ープラスミドとp48の発現ベクターを

細胞に導入した時、転写の活性化は見られなかった0そして、レポ一夕ープラス

ミドとE47発現ベクターとp48発現ベクターを同時に細胞に導入した時、転写

活性は抑制された（Fig・3－1B）。これらのことから、E47単独の転写活性をp48
が抑制することがわかった。

次に、組織特異的bHLH型因子の1つであるMashlとE47の転写活性化に与

えるp48の影響を調べた（Fig・3－2）。Mashl発現ベクターと先のレポ一夕づラ

スミドを細胞に導入した時、25倍の転写活性化が見られた。そして、Mashlと

E47を同時に細胞内で発現させると、約300倍の転写活性化が見られた。これら

のことは、Mashlがホモダイマーかヘテロダイマーを形成してEボックスをも

つプロモーターの転写を活性化するという既知の報告に一致するものである

（HortonetaL，1999）0しかし、Mashlとp48を同時に発現させると、Mashl単

独時の転写活性が抑制された（Fig・3－2A）oさらに、MashlとE47とp48の3者

を同時に発現させた時、MashlとE47で約300倍あった転写活性が、P48が加わ

ることによりその約半分に抑制された（Fig・3－2B）0これらの結果から、Eボッ

クスをもつプロモーターを用いた時、p48は普遍的なbHLH型因子と組織特異的

なbHLH型因子のどちらに対してもそれらの活性を抑制するように働き、他の

多くのbHLH型因子が転写を活性化するように働くのとは異なる性質を示すこ

とがわかった0しかし、p48を加えた後も多少の活性は残ることから、他の多く

のbHLH型因子よりも転写活性可能が低いだけであるとも考えられる。
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3－2 ヽ

ノ　ヽ

p48が3つのサブユニットのうちの1つを担うPTFlは、ラットにおいてキモ

トリプシノーゲンB遺伝子やα－アミラーゼ2遺伝子など消化酵素遺伝子のプ

ロモーター中に存在するPTFlモチーフに結合することがわかっている（Rouxet

αJ・，1989）0このモチーフには、・EボックスとAボックスと呼ばれる配列が含ま

れており、両ボックス間のスペーサーの長さは各々の消化酵素によって5bpか

ら15bpの間で異なる（Fig・3－3）0また、Aボックスの配列（A／CTGGGAAA）

は、RBP－JKの認識配列（CGTGGGAA）とよく似ている0これらのことから、P48

がEボックスとAボックスの両方をもつプロモーターに厳密に反応することが

予想された0そこで、キモトリプシノーゲンB遺伝子のPTFlモチーフを4つ並

べた配列をルシフェラーゼ遺伝子の上流に挿入したレポ一夕ープラスミドを作成

し、ルシフェラーゼアッセイによりこのモチーフを用いた時のp48の転写活性
能を調べた（Fig．3－4）。

レポ一夕ープラスミドと共にE47発現ベクターをCos7細胞に導入した時、転

写の活性化はおこらなかったo p48を発現させた時には、約8倍の活性化がみら

れた（Fig・3－4A）o p48とE47を同時に発現させると、加えたE47のDNA量に依

存して転写活性は約40倍まで上昇した0しかし、AボックスあるいはEボック

スに変異をいれた（A叫Em‥下記の配列参照）レポ一夕ープラスミドを用いて

同様の実験を行うと、いずれの場合も転写活性は検出されなかった（Fig．3－4B，

C）0このように、p48とE47による転写の活性化には、AボックスとEボック

スの両方が必要であることがわかった。

Am：TCGACGGCCAT⊆⊆GAAAAGGACAGGTGCCCTC

Em：TCGACGGCCATGGGAAAAGGAGAGGTCCCCTC

3－3 収ヒ巨，J≒．ぢ ●

Fig・3－4Aに示したようにPTFlモチーフを4つもつレポ一夕ープラスミドを用

いて実験を行った結果、AボックスとEボックスの両方がp48とE47による転

写活性化に必要であることがわかった0そして、このAボックスの配列がRBP－

JKのDNA結合配列とよく似ていることと、P48がRBP－JKと結合する因子として

取られた経緯から、Fig・3－4の実験にさらにRBP－JKを加えた実験を行うことにし
た。
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Cos7細胞中でP48、E47、RBP－JKを同時に発現させた。少量（50ng以下）の

RBP－JKは、p48とE47による協調的な転写活性化をさらに上昇させた（Fig．3－5B）。

しかし、多量（250ng以上）のRBP－JKを加えると、その効果は小さくなった。

これらの結果の解釈として、多量のRBP－JKを加えることで余分な複合体ができ

てしまい、必要な形の複合体の形成が阻害されているのではないかと考えている。

この実験でPTFlモチーフにRBP－JKが結合している可能性が示唆されたので、

RBP－JKのどの領域がその結合に使用されているのか調べた。第1章で用いた

RBP－JKの各種変異体を使って上記と同様の実験を行った（Fig・3－6）。DNA結合

領域の一部が欠失した変異体であるKR90SLは（WaltzeretaL，1995）、p48とE47

による転写活性をさらに上げることはなかった0しかし、別のDNA結合領域の

一部が欠失した変異体であるRL218GSは（WaltzeretaL，1995）、P48とE47に

よる転写活性を約1・5倍上昇させた0よって、RBP－JKのPTFlモチーフヘの結合

には、RBP－JKのDNA結合領域の一部が使用されている可能性がある。また、

RBP－JKの転写抑制活性をなくす変異体であるEEF259AAAは（HsiehetaL，1999）、

野生型のRBP－JKと同様にp48とE47による転写活性をさらに上昇させた。これ

は、RBP－JKのアミノ酸259から261番目の領域がPTFlモチーフへの結合には必

要ないことを示している。

3－4　老蜜

p48は、Eボックスを含むプロモーターを使用した時のE47による転写活性を

抑制したが（Fig・3－1）、その後の実験でp48′E47複合体による転写の活性化には

AボックスとEボックスの両方を含んだPTFlモチーフをもつプロモーターが必

要であることがわかった（Fig・3－4A）0一般的なbHLH型因子は、ホモダイマー

かヘテロダイマーを形成してEボックスをもつプロモーターで転写を活性化す

る0よって、P48は一般的なbHLH型因子とは異なる新しいタイプのbHLH型因
子であるといえる。

少量のRBP－JKを加えた時、p48佗47による転写活性化をさらに2倍に上昇させ

たが、多量のRBP－JKを加えた時はその効果が低下した（Fig・3－5B）。これは、多

量のRBP－JKを加えることによって不必要な複合体が多く形成されてしまうため

に生じる現象ではないかと考えているoまた、PTFlモチーフへのRBP－JKの結合

には、RBP－JKのDNA結合領域の一部が使用されている可能性がある。
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第4章　p48のレチノイン酸反応性

4－1　レチノ　ン允による　48の誘、

第2章の結果から、p48がレチノイン酸を用いて誘導をかけた細胞の神経分化

過程で持続的に発現することが示されたことと、レチノイン酸が神経管後部の形

成に必要であることが既に知られていることから、神経管後部で発現している

p48が実際に生体内でもレチノイン酸の影響を受けている可能性が考えられた。

そこで我々は、p48のプロモーター領域にレチノイン酸反応部位が存在するか

どうかをルシフェラーゼアッセイで調べることにした0まず最初に、完全なp48

を含む長さ約3Kbpのゲノムフラグメントを分離したoFig・4－1に示すように、P48

は1つのイントロンをはさんで2つのエクソンからなっているop48のプロモー

タ領域の配列は、既に報告されているラットp48のプロモーター領域と高い相

同性を示した（Kno鮎refれ1996）。

P48のプロモータ領域で転写開始部位を含むSali′XhoI間の約2・3Kbpの断片を、

pGVBのルシフェラーゼ遺伝子の前にサブクローニングした。このレポ一夕ープ

ラスミドを24穴の組織培養皿で培養したP19細胞に形質転換した。レチノイン

酸処理は、各濃度のレチノイン酸を入れた新しい培地を加えることで行った。こ

のように培養したP19細胞の細胞抽出液をルシフェラーゼアッセイに用いた。

ルシフェラーゼ活性値は3回の実験結果の平均値を用い、レチノイン酸を加えず

に培養した細胞の細胞抽出液のルシフェラーゼ活性値を1として、それぞれの値
を補正した。

その結果、ルシフェラーゼ活性はレチノイン酸濃度を0から10囲まであげ

るに従って240倍まで増加した（Fig・4－2）。よって、この2・3Kbpのプロモータ

ー領域にp48のレチノイン酸反応領域が含まれていることがわかった。

また、NIH3T3、Cos7、CVl細胞などの他の細胞株を用いた時には、p48のプ

ロモーター領域はレチノイン酸に反応しなかった（図省略）。この領域がレチノ

イン酸に反応するというのはP19細胞に特異的であることもわかった。このこ

とからも、P48の発現には神経分化の過程が必要であることがわかった。

4－2　48プロモー　ー　のレ　ノ　ン野良Ⅶ諸一の古

P48の2・3Kbpのプロモーター領域中にレチノイン酸反応領域が含まれている

ことがわかったので、さらにその領域を狭めることにした。いくつかの制限酵素
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で切断したp48のゲノム断片を作成し、それらのレチノイン酸反応性を調べる

ことによって、レチノイン酸によるp48の誘導に必要な領域を同定した（Fig．4－
3）。

pGVBのルシフェラーゼ遺伝子の上流に、それぞれのゲノム断片を挿入したレ

ポ一夕ープラスミドをP19細胞に導入し、レチノイン酸存在下で48時間培養し

た0培養後の細胞抽出液を用いてルシフェラーゼアッセイを行った結果、ゲノム

中の－969bpから－875bp間の94bpの領域を含むクローンにレチノイン酸反応性

が見られた（Fig・4－3）0よって、我々はp48のレチノイン酸反応領域をこの94bp

に位置づけた0同定した94bpの配列をFig．4－4に示した。

プログラムMOTIF（京都大学科学研究所、GenomeNetWebサイト）を用いて、

この領域に既知のモチーフがあるかどうか調べた。その結果、この領域にはいく

つかの転写因子結合配列が含まれていることがわかったが、確実なレチノイン酸

反応エレメント（Knofleretal・，1996）は存在せず、その半分の配列（AGGTCA）

しか存在しなかった（Giguereetal・，1994）。しかし、Nkx－2．5やCdxAのような

ホメオドメインタンパク質の結合に必要な3つの餌リッチな配列に近い配列は
存在した。

このようなモチーフ解析の結果と、Fig・2－5で示したようにp48のレチノイン

酸反応開始時間が少し遅いことから、レチノイン酸によるp48の活性化は間接
的ではないかと考えている。

4－3　重盗

p48の発現は、P19細胞をレチノイン酸処理することで誘導される（Fig．4－2）。

しかし、同様にレチノイン酸を添加した他の細胞種や2章で示したようにDMSO

で筋肉細胞に分化誘導したP19細胞ではp48の発現が見られなかったことから、

P48の発現には、単にレチノイン酸だけではなく、それに伴う神経分化過程が必

要であると考えられる。p48が発現する神経管の形成にレチノイン酸が重要な働

きをしていることが知られており、その機構の中にp48が存在するものと思わ

れる0そこで、p48の位置関係を探るためにp48のプロモーターを解析し、94bp

のレチノイン酸反応領域を明らかにした（Fig・4－3）。この領域は、既に知られて

いるレチノイン酸反応エレメントの一部しか含んでおらず（KnonereJαJリ1996）、

必要とされる繰返し構造ははっきりしなかった（Fig・4－4）。しかし、この領域が

ATリッチであることから、ここにホメオドメインをもつタンパク質が結合する

可能性が考えられる。つまり、p48が受けるレチノイン酸の影響は、別の因子が
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仲介する間接的なものである可能性がある。このように考えられるもう1つの理

由は、レチノイン酸を添加してからp48が発現するまでに時間がかかっている

ことである（Fig・2－5）0レチノイン酸がレチノイン酸レセプターに結合してター

ゲット遺伝子の転写を活性化する応答機構は、2段階からなると言われている。

その1次応答は少数の特定遺伝子の転写を直接引き起こすもので、30分以内に

起こるとされている。P19細胞をレチノイン酸処理した時の、p48発現のピーク

が培養後2日目であることから、p48は2次応答に属していると考えられる。こ

のような知見から、p48に与えるレチノイン酸の影響は間接的であると考えられ

ところで、これまでp48が間接的にしろレチノイン酸の影響を受けていると考

える結果を示してきたが、′〃Vル0で機能的なレチノイン酸レセプターは神経管の

腹側に発現し、その効果は腹側に限局しているという報告がある（Madene勅

1989）op48が神経管の全長にわたって背側に限局して発現している結果から考

えると、∫′川ル0でp48はレチノイン酸の影響を受けていないことが懸念された。

この矛盾については、神経管の背腹軸形成ではp48はレチノイン酸の影響を受

けておらず、前後軸形成時に影響を受けているのではないかと考えている。

近年、体軸形成においてレチノイン酸がHox遺伝子の発現を調節しているこ

とが報告されているので、p48も神経管の前後軸形成において、Hox遺伝子を挟

んで間接的にレチノイン酸のシグナルを伝えている可能性がある。今後、レチノ

イン酸のノックアウトマウスを解析することでさらに研究をすすめたい。
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第5章　p48の機能解析

5－1　48ノ、、アウトマウスの万

P48の機能を調べるために、Krappらのグループがp48ノックアウトマウスを

作成して解析したところ、ホモのマウスは生後1日以内に死亡し、その膵臓は完

全に欠失していた（KrappetaL，1998）0このことは、P48が膵臓の発生過程で大
きな役割を担っていることを示している。

我々はp48が神経管で発現している結果を得ていたので、そのノックアウトマ

ウスを供与してもらい、神経系に異常がないかどうか調べた0生後1日目のp48

ノックアウトマウスの脊髄を切片にして、へマトキシリンーエオシン染色を行っ

た（Fig・5－1）0へマトキシリンーエオシン染色は一般的な組織染色法で、核や髄

しょうを青紫色に染めることができる。また、同様の切片を髄しょう染色にも供

じた0いずれの場合も、ホモと野生型マウスの間で顕著な違いは認められなかっ

た（Fig．5－2）。

5－2　董塞

腰臓形成に必須だとされるPDXlのノックアウトマウスも膵臓が完全に欠失

し、生後1週間程度生存した後、脱水症状を起こして死亡する0この報告は、p48

ノックアウトマウスが脱水症状を起こす間もなく生後1日で死亡する原因が、膵

臓以外にもあるのではないかと考えさせる。また、Fig・3－2で示したように、E

ボックスをもつプロモーターを使ったproneuralgeneのMashlとE47との協調的

な転写活性をp48が阻害した結果から、p48が神経発生を抑制的に制御している
可能性がある。

我々の実験結果では、p48ノックアウトマウスの神経系に形態的な異常は見ら

れなかったが、今回の実験は形態的な差異を見たにすぎないので、今後、さらに

詳細に調べる必要がある。p48の発現する神経管の背側領域から発生する介在神

経に本当に異常がないかどうか、P48ノックアウトマウスで介在神経マーカーの
発現状況を調べる予定である。
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3章に示したように、p48は消化酵素遺伝子のプロモーター中に共通して存在

するPTFlモチーフを認識して結合し、転写を活性化するopTFlモチーフは、E

ボックスとAボックスと呼ばれる配列からなる0一般的なbHLH型因子はホモ

ダイマーかヘテロダイマーを形成してEボックスに結合することが知られてい

るので、p48がEボックスとAボックスの両方の配列を必要とすることは、p48

はこれまでにはない新しいタイプのbHLH型因子であるといえるoKrappらは、

ラットにおいてp48とALFlとE12の3者がPTFlモチーフを認識して消化酵素

遺伝子の転写を活性化することを幸隠している0我々の転写活性の実験では、マ

ウスにおいてp48とE47とRBP－JKの3者がPTFlモチーフを認識することが示

されたoAボックスは、RBP－JKのDNA認識配列と非常によく似た配列をしてい

る0我々はp48をマウスE9・5胎児のライブラリーから単離し、その時期の胎児

の神経管にp48の発現が認められることから、膵臓ではp48仏LFl／E12の3者で

消化酵素遺伝子中のPTFlモチづを認識するが、神経系ではp48／E47／RBP－JKの

3者で何らかの遺伝子のプロモーターに存在するPTFlモチーフを認識している

のではないかと考えている0その時、おそらくbHLH型因子のp48とE47がE

ボックスに結合し、RBP－JKがAボックスに結合しているものと思われる。神経

系でのp48のターゲット遺伝子はわかっていないが、神経系ではp48は相手を

ALFlからRBP－JKに変えてNotchシグナル伝達系の中で機能している可能性が

あるので、今後、神経管での発現時期及び領域がp48と似た因子の中からp48

のターゲット遺伝子の候補となるものをしぼって解析をすすめたい。神経管で発

現する因子をScheme4にまとめた0図の中にはないが、RBP－JKもNotchも神経
管全体に発現している。

p48は神経管後部の背側街域に限局して発現しており、転写活性の実験からレ

チノイン酸の影響を受けていると考えられる結果をえている。しかし、レチノイ

ン酸は体軸形成において重要な働きを担っているものの、神経管では腹側にのみ

影響を及ぼし、p48が発現している背側には作用していないといわれている

（Madene′αエ，1989）0このことから、レチノイン酸は神経管背側でのp48の発

現には関係していないのかもしれないが、体軸に沿った神経管の形成過程でp48

の発現を調節していることが考えられる。そして、p48のプロモーター解析の結

果、p48プロモーター領域にはレチノイン酸レセプターの正確な結合配列は存在

しなかった0さらに、第4章でも述べたようにp48がレチノイン酸に反応する

までに時間がかかることからも、レチノイン酸のp48制御は間接的であると考
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【 えられる。その場合、レチノイン酸とp48の間をつなぐ因子の候補としては、

ホメオドメインをもつ＝0Ⅹ遺伝子群が考えられる0なぜなら、近年、肢芽や体

軸に沿った領域でも＝0Ⅹ遺伝子群がレチノイン酸に発現を調節されていること

がわかってきたからである0神経管での発現領域と発現時期がp48と似ている

ホメオドメインタンパク質としてはPax3とPax7があげられる。候補となりう

る因子については、それらのp48発現に与える影響を転写活性の実験およびノ

ックアウトマウスの解析などにより詳細に調べていきたい0しかし、神経管の背

側で発現する因子の報告例が少ないので、既知のものだけから判断するのは難し

これまでの知見からp48は、内胚葉由来の腰臓と外胚葉由来の神経系という

異なった組織で同様に機能している可能性が示唆されたoTable2に膵臓と神経

系の両者で発現あるいは機能していることがわかっている因子をまとめた。p48

と同じbHLH型因子のBETA2meuroDは、腰臓の内分泌細胞と腸および発生過

程の神経管腹側に発現し、インシュリン遺伝子の転写を活性化すると共に神経細

胞を誘導する（Nayae血，1997；Leee痛，1997）0アフリカツメガエル卵を用い

たBEm彿euroDの過剰発現の実験では、本来表皮になる細胞が神経細胞に分

化することが報告されており、BEm訂NeuroDには細胞運命を神経に決定する機

能があると考えられている0ホメオドメインタンパク質ではPax6とPax4が知

られているo pax6は中枢神経や発生中の目に発現し、神経管での発現は腹側に

限局している0そして、膵臓ではグルカゴンを作るα細胞の正常な分化に必要で

ある（Sosa－PinedaetaL，1997；St－OngeetaL，1997）opax6やBETA2meuroDの発

現する神経管の腹側は、将来運動神経になる領域である（Leee扉，1997；地仔e血，

1996）0また、膵臓の内分泌細胞の発生が、LIM－ホメオドメインタンパク質であ

るIsト1（AⅢgerene′αエ，1997）に依存していることぬ
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神経管の腹側で発現して膵臓の内分泌細胞でも機能するBETA2／NeuroDが、神

経管の背側で発現して膵臓の外分泌細胞で機能するp48と相対する因子ではな
いかと考えている。

近年、DeltaのマウスホモログD111やRBP－JKのノックアウトマウスにおいて、

E8・5からE9という早い時期に腰臓の内分泌細胞の分化が早まること（Apelqvistet

aL・1999）や、脊椎動物で知られる4種類のNotch（Notchl，2，3，4）とNotchlに

誘導されるHESlが、それぞれ腰臓の細胞で発現している（LammertetaL，2000）

報告がなされたoNotchlが腫臓原基に発現する時期に、Notch2の発現は腰臓の

内分泌細胞と外分泌細胞の源と考えられているembryonicductsに限られている。

さらにHESlが内分泌細胞のネガティブな制御因子であることや（Jensene痛，

2000）、aChaeteのマウスホモログMashlが肺の内分泌細胞形成に必要であるこ

と（Borgesetal・，1997）が報告されている0これらの報告は、Notchシグナル伝

達系が膵臓でも機能していることを示唆するものであるoRBP－JKと結合するp48

が、神経管で感覚介在神経の生じる背側で発現し、膵臓では外分泌細胞の発生を

制御している背景には、神経管においては背側の感覚介在神経と腹側の運動神経

を選択するために、そして、膵臓においては外分泌細胞と内分泌細胞を選択する

ために、Notchシグナル伝達系の細胞運命決定機構が使われているものと考えら

れるo MathlがneurogenicgeneのHeslと括抗的に働いて細胞運命の制御をして

いる可能性も示されている（AkazawaetaL，1995）○これらのことは、膵臓の細

胞運命決定時にも、神経系の発生過程と同様にNotchシグナル伝達系が働き、そ

の側方抑制システムを用いていることを強く示唆するものである。そして、本研

究結果からは、p48がNotc血シグナル系とレチノイン酸シグナル系の間で橋渡し

的な役割を担っている可能性も考えられる（S。h。m。6）。

本研究でp48ノックアウトマウスを調べた結果、形態的な異常は見られなか

った0しかし最近、当研究室においてアフリカツメガエルの受精卵を用いたp48

の過剰発現の実験を行ったところ、将来介在神経になる領域の神経細胞が欠失し

たという結果をえている0この結果は、P48がNotchシグナル系で働くHeslと

同様に神経抑制因子として機能している可能性を示唆するものである。
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Fig．1－4．免疫沈降を用いたRBP－Jl（／p48複合体の検出
RBP－JKにはN末端にFIAGタグをつけた。p48にはC末端にmycタグをつけ

た。（A）anti－FIJAG抗体でタンパク質を沈降させ、anti－CLmyC抗体で検出し

た。（B）anti－CrmyC抗体でタンパク質を沈降させ、antiLFLAG抗体で検出し

た。抽出液は、RBP－Jl＜とp48を両方入れたもの（1ane”RBPJl（＋p48‖）、

RBP，JKだけ入れたもの（1ane”RBP－JK．1）、p48だけ入れたもの（1ane‖p48．Y）、

RBP－JT（もp48も入れていないもの（1ane‖mock‖）から調整した。△は免疫グ

ロブリンの重鎖である。
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B　紬適鈍感
P48■イト
トac伽」■‾－　－　－　■－　－　－」

Fig．2－1．マウス胎児と成体組織におけるp48の発現
A．使用したRNAは、E8．5～E15．5のマウス胎児から調整した。RT－PCRにはp48の

プライマー（1段目）とコントロールにはβ一aCthのプライマーを用いた（3段

目）。産物の検出は、電気泳動アガロースゲルをエチジウムブロマイドで染色した。
さらに、産物をアガロースゲルからフィルターに移してサザンハイプリグイゼーショ

ンを行った（2段目）。矢印はp48のバンドの位置を示している。

B．使用したRNAは、マウス成体の様々な臓器から調整した。frr－PCR産物は、Aと

同様の方法で検出した。矢印はp48のバンドの位置を示している。
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Fig．2－2．マウスElO．5の1n sltuhybridyzation

insItuhybridyzationにより、マウスElO．5をp48のプローブを使っ
て染色した。コントロールにはp48のセンスプローブを使用し、シグ
ナルが検出されないことを確認した（datanotshown）。
（A）側面から見たものである。シグナルは後脳から脊髄の全長と内臓
の一部に検出された。矢印は後脳の辺りを指し、矢頭は内臓の一部
（おそらく膵臓の原基）を指す。
（B）胎児を更に濃く染めて明確にしたp48のシグナルの末端を矢頭で
示した。
（C）頭側のp48のシグナルは後脳までである。（矢印）写真は左側が
頭である。
0V：Oticvesicle，fl：forelimbbud，hl：hindlimbbud．
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材料と方法

1．プラスミドと試薬

ほ乳動物細胞中でのp48やその他の因子の発現には、東京医科歯科大学の丸山

先生から賃い受けたpME18S発現ベクターを用いた。レポ一夕ープラスミドベ

クターpGVB（ToyoInk，Tokyo）とニワトリのβ－アクチンコアプロモーター（＿

55一十53）が挿入されているpGVBを、ルシフェラーゼアッセイに用いた。

全長のマウスRBP－JKは、9．5日目マウス胎児cDNAライブラリーから、PCR

で増幅したcDNAフラグメントをプローブにして単離した。

本実験に用いたRBP－JKは、RBP－2タイプ（Kawaichietal．，1992）であり、RBP＿2

の配列を基準にアミノ酸の番号を表示した（MatsunamieEal．，1989）。

RBP－JKの変異体は、Waltzerらの方法で作成した（Waltzeretal．，1995）。

ラットのキモトリプシノーゲンBのPTFlモチーフを4つタンデムに並べた配

列を含むルシフェラーゼレポ一夕ープラスミドは、オリゴヌクレオチドを挿入し

て作成した。

制限酵素とその他の酵素は宝酒造（京都）とNewEnglandBioLabsから購入し

た。

2．RBP－J結合タンパ　丘をコード　るcDNAのス　リーニング

TotalRNAはマウス9・5日目胎児（ICR系統）からIsogen（日本ジーン、東京）

を使って調整した。Poly（A）RNAは、オリゴdTセルロースカラム（PharmaCia）

に2回通すことで精製した。このPoly（A）RNAからキット（ZAP－CDNAsynthesiskit、

Stratagene）を使ってcDNAを合成した。5，末端にEcoRIサイト、3，末端にXhoI

サイトをもつよう合成したcDNAを、クロマトスピンカラムー400（CLONTECH）

でサイズ分画し、それをEcoRI／XhoI消化したpGAD424プラスミド（CLONTECH）

にサブクローニングした。このコンストラクトをエレクトロポーレーションで

XL－1－Blue MRF，（Stratagene）に形質転換した。作成したcDNAライブラリーは

2×107個の独立したクローンを有した。

ベイトとしてのRBP－JKのプラスミドは、RBP－JKのATG開始コドンの上流に

PCRで変異を入れることでEcoRIサイトを作り、RBP－JKの全長を含むEcoRI／XhoI

フラグメントにしてpGBT9（CLONTECH）のEcoRI保hoIサイトに挿入した。

酵母のHF7cにpGBT9－RBP－J7（とcDNAライブラリープラスミドを同時に形質

転換した。スクリーニングはCLONTECHのマニュアルに従い、4．5×106クロー

ンをスクリーニングした。1stスクリーニングでは、ヒスチジン（－）プレートで生
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育することができた124個がポジティブクローンとしてとれた。ポジティブク

ローンから回収したpGAD424－CDNAとpGBT9－RBP－JKを酵母のSFY526に形質

転換し、2者の結合をβ－ガラクトシダーゼ活性でみる2ndスクリーニングを行

った。この中で、42クローンがⅩ一galを含むプレートで青く発色した。このポ

ジティブクローンをABI373Aシーケンサーを使って配列決定した。

単離したクローンとRBP－JK、あるいはRBP－JKの変異体との結合能は、β－ガ

ラクトシダーゼの発現量を定量的にみることで分析した。このβ一ガラクトシダ

ーゼアッセイは、CLONTECHのプロトコールに従って行った。

p48中のRBP－JK結合領域を決めるために、RBP－JKとp48の欠失変異体との結

合をフィルターアッセイで調べた。フィルターアッセイは、濾紙（Whatman3MM）

にRBP－JT（とp48の欠失変異体を形質転換した酵母を塗り、細胞を破壊した後、

β－ガラクトシダーゼの基質であるⅩ－galの溶液に浸すことでβ－ガラクトシダー

ゼの発現をみるものである。活性の判定は、鮮明に青に発色した時間が30分以

内のものを（＋＋十十十）、1時間以内のものを（＋＋十＋）、2時間以内のものを（＋＋十）、

4時間以内のものを（十＋）で示した。8時間おいても発色しなかったものは（－）

で示した。

3．免疫染色

1．C末端にc－myCタグを付けたp48、N末端にFLAGタグを付けたRBP－JK、E47

をそれぞれpME18S発現ベクターに挿入した。

2．これらの発現ベクターをリン酸カルシウム沈澱法でCos7細胞に形質転換し

た。

3．形質転換後24時間を経た細胞をカバーグラスの上にまき、さらに24時間培

養した。

4．その後、細胞をPBSで1回洗い、室温で2分間のメタノール処理で固定し

た。

5．さらにPBSで洗った後、1％牛血清アルブミンを含むPBSに溶かした1次抗

体を細胞上に垂らして室温で1時間おいた。乾燥を防ぐ為に、カバーグラス

上にパラフィンを被せた。

6．細胞をPBSで3回洗い、マウスの免疫グロブリンに対する蛍光ラベルした

ヤギ抗体（1／1000，JacksonImmunoresearchLaboratories）を2次抗体として細

胞上に垂らして室温で1時間おいた。乾燥を防ぐ為に、カバーグラス上にパ

ラフィンを被せた。

7．細胞をPBSで3回洗い、グリセロールで包埋した後、蛍光顕微鏡（01ymPuS
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BX－500）で観察した。

1次抗体は、以下のものを用いた。

ヒトのc－myC抗体－ArCCから購入したハイブリドーマmycl－9ElO．2cの腹水

FLAG抗体－EastmanChemicalsから購入のタイプM2

neurofilament抗体－ハイブリドーマ2H3の培養上精

4．免疫沈降

1・C末端にc－myCタグを付けたp48、N末端にFLAGタグを付けたRBP＿JK、E47

をそれぞれpME18S発現ベクターに挿入した。

2・これらのプラスミドをリン酸カルシウム沈澱法でCos7細胞に形質転換した。

3・形質転換後48時間培養した細胞から、Chungらの方法で核抽出液と細胞質

抽出液を分離した（ChⅢgeJαJ．，1994）。

4・核抽出液（200－1000匹l）に10けlのProteinASepharose（50％suspension，

Pharmacia）を混ぜ、さらに1Llgのc－myCあるいはFLAGのモノクローナル

抗体を加えて4℃で2時間撹拝した。

5．その後Sepharose樹脂を軽い遠心で集め、PBSで3回洗った。

6・樹脂に吸着したタンパク質はSDS電気泳動で分離し、ニトロセルロースフ

ィルター（BA85，Shleicher＆Schuell）にプロットした。

7・キット（ECL，Amersham）を用いてウエスタンプロツティングにより検出し

た。方法はキットの説明書に従った。

5．RT－PCR

TotalRNAは、それそぞ、マウス胎児（E8．5からE15．5）、マウス成体の組織

（HeartlSpleen、Liver、Thymus、Kidney、Muscle、Brain、Lung、Pancreas、Spinal

Cord）、P19培養細胞（神経分化誘導前と分化誘導後1日目、2日目、4日目、6

日目、8日目、10日目）から、Isogen（日本ジーン、東京）で調製した。キット

（FirstStrandcDNASynthesisKit，Pharmacia）を使って、RNAからcDNAを合成

した。合成した一本鎖cDNAの1／100から1／20量を、1．5ユニットのTaqDNA

ポリメラーゼ（Takara）と、特異的なオリゴヌクレオチドプライマー（20pmol）

を含む30rAlの反応溶液中でPCRした。反応装置はOmniGeneを用い、反応条

件は、95℃30秒、55℃1分、72℃1分を35サイクルと、続いて72℃10分を1

サイクルとしたo p48mRNAを検出するために用いたプライマーは、12JOF2（5，－

CArGCAGTCC灯CAACG－3，）と12JOR（5，－GArGTGAGCTGTCTCAGGA－3，）であ

る。このプライマーにより、p48のC末端領域463bpのフラグメントと約800bp
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のp48ゲノム由来のフラグメントが増幅された。ポジティブコントロールとし

て使用したβ一アクチンのプライマーは、

（5‘－GTGACGAGGCCCAGAGCAAGAG－3，と

5’－AGGGGCCGGACTCATCGTACrC－3，）である。

PCR産物は、アガロースゲル電気泳動で分離した。ゲルは、エチジウムブロ

マイドで染色し、その後、サザンハイプリグイゼーションのためにニトロセルロ

ースフィルターにプロットした。

6．wholemountinsituh bridization

本実験に用いたマウス胎児は、受精後8・5日目から12．5日目のものである。

Insituhybridizationの作業は以下のように行った。

ロ臼旦、至、　のRNaseの、、

mRNAを材料及びプローブとする際にはRNaseの不活化を行い、またその混

入を防止する必要がある。用いる器具は180℃、4時間で乾熱処理を施し、蒸留

水にはRNase阻害剤であるDiethylpyrocarbonate（DEPC）を0．1％になるよう加

えて2～3時間放置した後、120℃、30分のオートクレーブでDEPCを不括化し

たものを用いたoDEPCを不括化する理由は、DEPCはRNaseを阻害する一方で、

その他の酵素も阻害するからである。そして、実験系へのRNas。の混入を防ぐ

ために、このRNasefreeの蒸留水を用いて種々の試薬を調整した。

プローブの作製

プローブは、DIGRNALabelingKit（べ－リンガー・マンハイム社）を用いて

RNAプローブを作製した。目的遺伝子のcDNAを、SP6、T7、あるいはSP3RNA

ポリメラーゼのプロモーターのいずれかを有するプラスミドにサブクローニング

する0プラスミドに組み込まれたcDNAの方向を制限酵素切断パターンで確認

後、このプラスミドを5－あるいは平滑末端を形成する制限酵素で切断する。こ

のようにして、環状のプラスミドDNAを線状DNAに変え、線状になったこと

をアガロース電気泳動で確認後、DIGRNALabelingKit（ベーリンガー・マンハ

イム社）を用いてinvitro転写を行った。

基本的にDIGRNALabelingKitのプロトコールに従った。反応系は20ulで1LLg

のテンプレートを用いてATP、CTP、GTP、UTP、DIG－UTP（ジゴキシゲニン標

識したUTP）存在下でT7ポリメレース、T3ポリメレースまたはSP6ポリメレ

ースを用いてinvitro転写を行った。系にはRNAseinhibitorを1LLl加え、RNase

の分解を抑制している。

転写反応終了後、DNaseでテンプレートを分解し、EDTAにより反応を停止し、
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LiCl沈殿によりRNAを回収した0プローブの長さが500bp以下ならそのまま

ハイプリグイゼーションしても組織への浸透性は良いが、それより長いものだと

浸透性が悪く、良好なシグナルが得られないので加水分解してから用いた。加水

分解は以下のような式に基づいて行った。

Lo－Lf／LoxLfxO．11（分）

Lo：転写産物の長さ（Kb）、Lf：加水分解後の長さ（Kb）

1・胚を取り出し、PBSの入ったシャーレに入れる0そして、薄い膜などを取り

除き、固定液（4％パラホルムアルデヒド′PBS）の入ったシャーレに入れ替

える0脳、心臓、眼、耳胞などに注射針で穴を開けて液の浸透性を良くする。

2■　胚を4％パラホルムアルデヒド′PBSが入った50mlチューブに入れて、4℃で

2時間から1晩放置する。

3・液を捨て、PBT（0・1％Tween20／PBS）を入れて、4℃で5分間インキュベー

卜する。これを2回繰り返す。

4・以下の要領で脱水する025％エタノール′PBT，5分；50％エタノール／PBT，5

分；75％エタノール／PBT，5分，100％エタノール／PBT，5分Ⅹ2回線り返す。

5・ここで、100％エタノールの入ったシャーレ上でもう1回注射針で脳、心臓、

耳胞などに穴を軽く開ける。それから以下の要領で再水和を行う。

6・75％エタノール／PBT，5分；50％エタノール′PBT，5分；25％エタノール／PBT，5
分；PBT，5分Ⅹ2回線り返す。

7・10mg／mlプロテアーゼK′PBTに液を換え、室温で15分間インキュベー卜す

る（組織によって調節する）。

8・新しく準備した2m釘mlグリシン／PBTに液を換え室温で5分間インキュべ

－卜する。

9・液をPBTに換え、5分間インキュべ－卜する。これを2回繰り返す。

10・新しく準備した0・2％グルタルアルデヒド＋4％パラホルムアルデヒド／PBT

に液を換え室温で20分間インキュべ－卜する。

11・液を柑Tに換え、5分間インキュベー卜する。これを2回線り返す。

12．液をPBTに換え、70℃で30分間インキュベー卜する。

13・6％過酸化水素／PBTに液を換え、室温で1時間インキュべ－卜する。

14・液をPBTに換え、5分間インキュべ－卜する。これを3回繰り返す。

15・胚を1・5mlのエツベンドルフチューブに移し、70℃で保温しておいた

Prehybridizationmix（50％ホルムアミド、5XSSCpH5、50mg／mlyeastRNA、

50印釘mlヘパリン）を1ml加える。
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16・揺らしながら70℃で1時間インキュベー卜する。

17・PrehybridizationmixにジゴキシゲニンRNAプローブが約1mg／mlになるよ

うに混ぜ、この溶液を15のチューブに1本に付き0．4ml加える。

18・揺らしながら70℃で1晩インキュベートする。

ハ　ブlダ　ゼーシ　ン′　のこ、と　ゝ　ゾゝ、

1・ハイプリグイゼーション後、エツベンドルフチューブからPrehybridizationmix

を吸出し、SOlutionl（50％ホルムアミド、5XSSCpH5、1％SDS）を加え、

70℃で30分間インキュべ－卜する。これを2回繰り返す。

2・液を吸出し、SOlutionlとsolution2（0・5MNaCl、10mMTris－HClpH7、0．1％

Tween20）の1：1の溶液を加え、70℃で10分間インキュベー卜する。

3・液を吸出し、SOlution2を加え、5分間インキュベートする。これを3回繰り
返す。

4・液を吸出し、100mg／mlリボヌクレアーゼA／solution2を加え、37℃で30分

間インキュベートする。これを2回繰り返す。

5・液を吸出し、SOlution2を加え5分間インキュベー卜し、さらにその液を吸

出してsolution3（50％ホルムアミド、2xSSC，PH5）を加え5分間インキュ
ベー卜する。

6・液を吸出し、SOlution3を加え65℃で3O分間インキュべ－卜する。これを2
回繰り返す。

7．胚を24ウエループレートに移す。

8・液を吸出し、TBST（0・15MNaCl、0・1MTris－HCIpH7．5、0．1％Tween20）

を加え、5分間インキュベートする。これを3回繰り返す。

9・液を吸出し、ブロッキング溶液（1・5％Blocking－regent（Boehringer）nlBST）を

加え、室温で60～90分間インキュベー卜する。

10・上記の操作を行っている間に抗体の前処理を行う。

a）3mgのembryo－POWderを計り、エツベンドルフチューブの中に入れる。

そこにTBSTを0．5ml加え、70℃で30分間インキュベー卜する。

b）インキュべ－ト後、氷上で冷やしてからブロッキング溶液を5ml、

DIG－AP－COnjugateを1LLl加える。

C）ゆっくり揺らしながら4℃で1時間インキュベートする。インキュベ

ート後、4℃、12，000rpmで10分間遠心する。上清を別の2mlのブロッ

キング溶液の中に移す。

11・9・のブロッキング溶液を吸出し、10の前処理を行った抗体溶液を加える。ゆ

つくり揺すりながら4℃で1晩インキュベー卜する。
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2 12・上記の操作中、Shakerで揺らし、用いる溶液は各温度で保温しておいたもの

を用いる。

洗浄と発色反応

1・1晩インキュベート後、液を吸ってTBSTに入れ換え、5分間インキュべ－

卜する。これを3回線り返す。

2・液を吸ってTBSTに入れ換え、1時間インキュベートする。これを5回繰り

3・液を吸ってNTMT（100mMNaCl、100mMTris－HCIpH9・5、50mMMgC12、

0・1％Tween20）に入れ替え、10分間インキュベートする。これを3回繰り
返す。

4・液を吸って発色液を加え、遮光してゆっくりインキュべ－卜する。

5・発色液はNTMTlmlに対してNBT4・5pl、BCIP3・5け1を加えて調整する。

6・発色は約1～2時間行い、ちょうど良いところで発色を止める。

7・発色液を吸い、NTMTを加え10分間インキュベー卜する。これを2回繰り

返した後、NTMTを吸ってPBTを加え4℃で保存する。

8．顕微鏡で検鏡する。

上記の操作中、Sbakerの目盛は4～5にして揺すっておく。

ソゝ、に射いたembr o一口OWderの誹赦

胎児をリン酸BufferPBS（8gNaCl，0・2gKCl，1・15gNa2HPO4，0・2gKH2PO4perl

litter）に溶かした4％パラフォルムアルデヒドに入れて、4℃で1晩おいて固定し

たoその後PBSでリンスし、－20℃のエタノール中で保存したoInsituhybridization

は、Sasakiらのプロトコールに従った（Sasakietal・，1993）。BSKS（＋）ベクター

（Stratagene）にp48cDNAの2つのフラグメントをそれぞれ挿入し、キット（DIG

RNALabelingKit，Boehringer）を使って、ジコキシゲニンラベルしたp48のアン

チセンスRNAプローブを合成したoジコキシゲニンラベルしたセンスRNAプ

ローブもコントロールとして作成した。

7．ルシフェラーゼア、、セ

ルシフエラーゼアッセイに用いたCos7細胞は、Dulbeccoの培地（DMEM）に

1O％の牛胎児血清を加えた培地中で培養した。NIH3T3細胞は、DMEMに10％の

仔牛血清を加えた培地中で培養した0そして、それらの細胞はすべて37℃の恒

温槽で5％二酸化炭素中に維持した。

ルシフェラーゼアッセイにはキット（PicaGene東洋インキ、東京）を使用し、

用いた細胞の形質転換にはカルシウムリン酸沈澱法を使用した（ChenefαJ．，
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1987）。．

24wellのプレートに2×104′wellになるようにまいたCos7細胞に、1．0～1．5

ドg／wellのプラスミドを加えた。用いたプラスミドは、ルシフェラーゼ遺伝子を

もつレポ一夕ープラスミド（pGVB）0・25帽とβ－ガラクトシダーゼ発現ベクタ

ー（pME18S－LacZ）0・25rLgと共に、導入したいタンパク質の発現ベクター

（pME18S－CDNA）である。NIH3T3細胞を用いた時には4～5匹g／wellのプラスミ

ドを加えた0細胞抽出液は、Lysisbuffer（PicaGeneLysisBuffer，東洋インキ、東

京）で、形質転換後24－48時間に抽出した。そして、ルシフェラーゼ活性をル

ミノメーターを使って検出した。

ルシフェラーゼ活性値の補正に使用したβ－ガラクトシダーゼ活性値は、次の

ように測定した0100mMリン酸か）ウムbuffer（pH7．8）、100mM塩化マグネシ

ウム、45mM2一メルカプトエタノール、0・8叫g小1Ⅹ－galと5～1叫1の細胞抽出液

を入れた6叫1の反応液を37℃で3－30分間反応させた。100直の1M炭酸ナト

リウムを加えることで反応を停止した後、2こトロフェノールの呈色を420nm

の吸収で測定した0ルシフェラーゼ活性値は、β－ガラクトシダーゼ活性値で補

正し、独立した3回の実験結果の平均値で示した。

8・P19台l一己侶三カルシノーマ細胞の培支とl経誘導

P19細胞の神経への誘導は、Rudnickiらの方法に従って行った（Rudnickiand

McBurney，1987）。P19細胞は、トリプシン処理で分散させた後、60mmのバク

テリア用皿に移し、0・2pMのレチノイン酸（all－tra71S，Sigrna）を含む培地中で培

養した0細胞数は、培地1mlあたり105の細胞が含まれるようにした。2日後に

細胞塊を10cmのバクテリア用皿に移して、レチノイン酸の入った新しい培地に

交換した0培地の交換は2日おきに行った0培養を始めて4日目にレチノイン酸

を除いた0細胞の形態を観察するため、培養後4日目の細胞塊をカバーグラスの

上にまいて2～4日間培養した。そして、ニューロフィラメント抗体で免疫染色

することにより、神経分化状態をみた0細胞塊のほとんどがニューロフィラメン

トを発現していた。

9．へマト　シリンーエオジン’、

p48ノックアウトマウスの脊髄の切片の染色には、へマトキシリンーエオジン染

色法を用いた0染色は、西方らの方法で行った（西方敬人、バイオ実験イラスト

レイテッド、秀潤社、p126）。
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