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要旨

sonic hedgehogは分泌性のｼｸﾞﾅﾙ分子であり､形態形成において重要な役割
を担っていることが知られている｡特に､中枢神経系の発生においては､脊索か
ら分泌されたshhが未分化な神経上皮からなる神経管に作用し､その濃度依存的
に底板､運動ﾆｭ-ﾛﾝなどの腹側特異的な組織を誘導することが知られてい
る｡しかしながら､ shhによる細胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達機構については未だ不明な点
が多い｡そこで､私は以下の2つのﾃ-ﾏについて研究を行った｡
Ⅰ. shhｼｸﾞ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
shhはｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｪのsegment-polarity遺伝子群に属するhedgehog (Hh)の相

同遺伝子ﾌｱﾐﾘ-のﾒﾝﾊﾞ-のひとつとして単離された｡これまでの解析か
ら､ HhならびにShhは､いずれも細胞膜上に存在するSmoo血ened (Smo)および
patched (Ptc)と呼ばれる2種類の膜貫通型ﾀﾝﾊﾟｸ質で構成される受容体を介し
て､細胞内にｼｸﾞﾅﾙを伝達するとされている｡またｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｪにおいて

は､ Cubitus interruptus (Ci)と呼ばれるZinc-血ger型転写因子がHhのｼｸﾞﾅﾙ伝達
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｡ Ciの脊椎動物に

おける相同遺伝子はGliﾌｱﾐﾘ-と呼ばれ､特に噛乳動物に串いてはこれまでに
Glil､ Gli2､ Gli3の3種類の転写制御困子の存在が知られている｡しかしなが
ら､脊椎動物においてShhの下流でGliﾌｱﾐﾘ-が果たして生理的な機能を担っ
ているのか否か､あるいは3種類のGli転写制御因子の機能的な差違は何かについ
ては明確になっていない｡また､異なる濃度のShhがどのような異なる細胞応答
を引き起こすことによって､最終的に異なる細胞運命を誘導するのかについて
は､未だ不明のままである｡そこで本研究では､我々の研究ｸﾞﾙ-ﾌﾟにおいて樹
立されたshh応答性の神経前駆細胞株MNS-70をﾓﾃﾞﾙ系として用い､ Shhの細胞
内ｼｸﾞﾅﾙ伝達の分子機構の詳細を解明することを目的として､特にGli転写困子
群に着目した解析を行った｡まず噛乳動物細胞におけるShhのｼｸﾞﾅﾙ伝達系に
おいて､ Gliﾌｱﾐﾘ-の転写制御因子が機能しているかを検討するため､ Gliの
特異的結合配列を有するﾚﾎﾟ-ﾀ-を用いた実験を行った｡ Shhの生物活性を担
うN末端断片(shh-N)の発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとともにMNS-70細胞に導入すると､
shh依存的なﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子の転写活性化が認められた｡同様の系を用いて3
種類のGli因子の発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを導入すると､ GlilあるいはGli2の発現によって
強い転写括性化が観察されたが､ Gli3の場合は逆に抑制が認められた｡このこと
より､ Shhのｼｸﾞﾅﾙ伝達系の下流でGliﾌｱﾐﾘ-の転写因子が機能しているこ
とが示唆された｡さらに､ MNS-70細胞におけるGli因子群の発現動態をRT-PCR法
を用いて解析したところ､未処理の細胞においてはGli2, Gli3のmRNAは胎生11.5
日の神経上皮組織(NE)とほぼ同程度の生理的なﾚべﾙで発現したのに対し､ Glil
mRNAはｺﾝﾄﾛ-ﾙﾚべﾙの1/100以下しか検出されなかった. -方shhを作用
させると､ Glil mRNAの発現は著明に誘導された｡以上の結果から､ MNS-70細
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胞においては､ shhの細胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達の初期過程は主にGli2によって媒介さ
れており､これに応答して発現が誘導されるGlilがより後期のｼｸﾞﾅﾙ伝達に関
与すると考えられたoまたGli3は､このようなGlil,Gli2を介した遣伝子発現の誘
導に対して抑制的に作用する因子と考えられた｡
次に､ shhのﾓﾙﾌｵｼﾞｪﾝとしての作用の実体を明らかにするために､種々

の濃度で処理した細胞の応答性の達いを､ shhのｼｸﾞﾅﾙ伝達に関与するptcおよ
びGlilの発現を指標として定量的RT-PCR法により解析した｡その結果､ ptcは低
濃度のShhによって発現誘導が観察された｡ -方､ Glil mRNAの発現は低濃度の′
Sl-hによっては誘導されず､高濃度ではじめて顕著な増加が認められた｡このこ
とから､ shhがptcとGlilという異なる標的遺伝子の発現を誘導する際には､それ
ぞれ異なる閥値をもって作用していることが示された｡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遮伝子発現応
答が起こることが明らかになった｡
本研究によって､神経系の領域特異性の決定に関与する分泌性因子Shhの細胞

内ｼｸﾞﾅﾙ伝達においては､ Gli転写因子群が遣伝子発現の主要な制御困子として
機能していることが明らかになった｡ Glil,Gli2,Gli3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ｸﾞﾅﾙ伝達ﾈｯﾄﾜ-ｸのﾀﾞｲﾅﾐｯｸな調節機
構が､ shhがﾓﾙﾌｵｼﾞ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｡
ⅠⅠ･ cDNAﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いたshh応答性遺伝子群の探索
Shh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,そのｼｸﾞﾅﾙ伝達に関わるｺﾝﾎﾟ-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｡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.その原因の-つには､実験系の間題から, -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｡しかし､ cDNAﾏｲｸﾛｱﾚｲの登場により､
-度に数千もの遣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o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
ｼｸﾞﾅﾙ伝達機構については不明の部分が多いことから､ shh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
れた｡そこで､ MNS-70細胞と､ﾏｳｽ胎児cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-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､ MNS-70細胞にｺﾝﾄﾛ-ﾙﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞとshh発現ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞをそれぞれ導入
し､各々の細胞からmRNAを抽出した｡それぞれのmRNAからcDNAを合成する
際にCy3またはCy5で標識し､ﾏｲｸﾛｱﾚｲ上で競合的ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮ
ﾝを行った｡その結果､ shhによって発現量が克進している3つの遮伝子が同定

された｡ひとつはすでにShh応答遺伝子として知られているPatclled (Ptc)であり､

残りの2つはCeruloplasmin (Cp)とInter-α-trypsin inhibitor heavy chain H3 (ITIH3)で

あった｡さらに､ cpとITIH3がGliを介して制御されているか否かをRT-PCR法で

検討したところ､ ITI=3はGlil,Gli2によっても発現量が増加したが､ cpはShhでの
み発現が克進されたことから､ cpはGliを介さない経路でShhによって制御されて

いる可能性が考えられた.また､ cpの発現ﾊﾟﾀ-ﾝをL･n s'･tuhybridization法により
解析したところ､ﾏｳｽ胎生12日腔では視床下部､後脳腹側部､眼柄において発

現しており､ shhの発現部位近傍に発現していた｡この結果から､ cpは生体内に
おいてもshhに制御されている可能性が強く示唆された｡このように,ﾏｲｸﾛ
ｱﾚｲを用いることによって､これまで知られていなかったｼｸﾞﾅﾙ分子による
作用機序の-端が明らかになった.
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論文審査結果の要旨

申請者氏名加藤真樹

sonic hedgehog(Shh)は脊椎動物の発生過程において重要な役割を果たす分泌性のｼ

ｸﾞﾅﾙ分子である｡特に中枢神経系の背腹軸に沿ったﾊﾟﾀ-ﾝ形成において､中軸中

腫葉組織から分泌されたShhは未分化な神経上皮に作用し､濃度依存的に腹側特異的

な-連の遺伝子群の発現を誘導することが知られている｡このようにShhは重要なｼ

ｸﾞﾅﾙ分子であるにもかかわらず､その細胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達機構についていまだ不明

な点が残されている｡本論文では､このような背景を踏まえて研究を遂行し､以下の

ような成果を得ている｡

(1) Shhの下流で主要な働きをしていると考えられる転写制御因子Gliﾌｱﾐﾘ

- (Glil, Gli2, Gli3)に着目し､我々の研究ｸﾞﾙ-ﾌﾟで樹立したShh応答性の神経

前駆細胞株MNS-70とGliの結合配列を含むﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを用いて､ Shhの細

胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達機構の解析を行った｡その結果､ Shhの下流において､主にｼｸﾞﾅﾙ

を伝達しているのはGlil, Gli2であることが明らかになった｡また､ Shhの濃度依存

的な遺伝子発現は､ Shhのｼｸﾞﾅﾙに対して抑制的な機能をはたしているGli3とShh

の受容体であるPatched(Ptc)による緩衝作用により､ Shhの濃度に対する遺伝子発現

応答に閥値の設定が行われていることが明らかになった｡

(2)ﾏｳｽ胎児cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-由来の2304遣伝子から成るcDNAﾏｲｸﾛｱ

ﾚｲを作製し､ Shh応答性遣伝子群の探索を行った｡ﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いたｽｸﾘ-

ﾆﾝｸﾞで､発現量が克進している3つの遺伝子が同定できた｡ひとつはすでにShh応

答遣伝子として知られているPtcであり､残りの2つはCeruloplasmin (Cp)と

inter-α-trypsin inhibitor heavy chain H3 (ITI H3)であった｡さらに､ Cpについ

てその発現ﾊﾟﾀ-ﾝを1'n sl'tu hybridization法により解析した｡その結果､視床下

部､後脳腹側部､眼柄において､ CpはShhの発現部位近傍に発現することが確認され､

cpは生体内においてもShhに制御されていることが明らかになった｡また､ ITIH3は

Glil, Gli2によってmRNAの発現が誘導されたことから､ ITIH3はShhの下流でGliを

介した経路で制御されていることが示唆された｡

以上のように､本論文はShhのｼｸﾞﾅﾙ伝達におけるGli転写制御因子の機能と､

濃度依存的な細胞応答のﾒｶﾆｽﾞﾑを明らかにし､世界に先駆けて自作cDNAﾏｲｸﾛ

ｱﾚｲを用いてShh応答性遣伝子を同定したもので､学術上､応用上貢献するところ

が少なくない｡よって審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論

文として価値あるものと認めた｡


