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要旨

RBP-JkはDNA結合蛋自質であり､ Notch,乏裕休からのｼｸﾞﾅﾙを受けてHes_1
の転写を括性化する｡ RBPJkF)]身は軒!j:洲町†ﾋ能が練く､ Notchの細胞内ﾄﾞﾒｲ
ﾝなどの他の蛋自質がco-activatorとして紙†ﾅして初めて虹′jtl別生化能を持つ｡
私たちは､ two-hybrid systemを川いてRBP-Jkに結fﾅするL)_d jlの検索を行った｡

1 ･ Twohybrid systemによるRBP-Jk結分凶√-の検,iiと1'fj'/上
ﾏｳｽ9.5日目胎児のcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を佼-_'て450ﾉj脚のｸﾛ-ﾝをｽｸﾘ

-ﾆﾝｸﾞした結果､ﾗｯﾄpTFlのp48ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがiit離された｡ﾏｳｽp48
は､ 324ｱﾐﾉ酸からなる分-[一読3万5丁-の軌′11iJr!fをｺ-ﾄﾞしており､ｱﾐﾉ酸配

列の中央付近にbHLHﾓﾁ-ﾌがある｡ p48の椎々の欠拭変与L(-･体を作り､ RBPIJk
との結合領域を解析した結呆､ p48のC末端側の93ｱﾐﾉ恨がRBP-Jkとの結合に
必要な領域であることが分かった｡

さらにCos細胞内でのRBP-Jkとp48のJ百3/l:_を比較した#ttI.:米､ p48は単独で細胞質
に局在し､ RBP-Jkは単独で核にJ=.-･3fけるが､ p48とRBP-Jkを/lJiに発硯させた時､

RBP-Jkは細胞質に局在するようになる｡ここにE47を加えるとp48とRBP-Jkは核
に移行する｡このようにRBPIJkとp48の紬胞内).純は一放しており､両者は動物

細胞内でも結合することがわかったoさらに免疫沈[,'lnﾑでもRBP-Jkとp48の結合
を確認した｡

2. p48の発硯解析

RT-PCRによりp48はﾏｳｽ成体で肝臓と-(jiJH4;iL二のみ光Iiiし､発生過程では受
精後10日目をﾋﾟ-ｸに発硯することが分かった｡ J受精後10.5H[]の胎児を使って
insituhybridyzationを行うと､ｼｸﾞﾅﾙは脊髄のみに比られ､菱脳下部から仝長
にわたって神経管の背側に発硯していた｡この仰則1;i'7;城の神経細胞は将来
Sensory intemeuronに分化するので､ p48はこの神綿細胞の分化に機能している可
能性がある｡

3. p48の転写括性

-般にMath-1のような組織特:5tli-･r7(JなnHLH_!r.-rJ.L)A十は､ ttif.,-一迦的に存在するbHLH
型因子であるE47とﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-を形成し､ Eﾎﾞｯｸｽに結合して転写を括性
化する｡そこで､ Eﾎﾞｯｸｽを7つtif}_べたﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ｰを川いた時の転写活性を
検討した｡その結果､ p48とE47を共に発規してもﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-は括性化され

ず､むしろE47単独の転写括性をp48が抑制した(〕またp48はMash-1とE47による
転写括性を半分程度阻害した｡

PTFlはﾗｯﾄの胎生15t] f~]から陣臓の悦鹿でう己規し､ F],'tif^=･]1]鼓の外分泌細胞の分
化に関る因子である｡ p64､ p48は消化酵素追[Iｲ-のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-中に共通して

存在するpTFlﾓﾁ-ﾌに結合する｡ pTFlﾓﾁ-ﾌには､ Eﾎﾞｯｸｽ(CANNTG)
と､ Aﾎﾞｯｸｽと呼ばれるTGGGAの肘列が:JTまれているoそこで､消化酵素遣
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伝子の-つｷﾓﾄﾘﾌﾟｼﾉ-ｹﾞﾝ遇1ﾑ√-のPTFlﾓﾅ-ﾌを4つ並べた配列をﾙ
ｼﾌｪﾗ-ｾﾞ遺伝子の上流に挿人したﾚﾎﾟ-ｰﾀ--ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを作成し､ p48の転
写括性を検討した｡その結果､ p48をiii独で発規させると約8倍の活性化がみら
れ､更にE47を加えるとE47の品に依f('･して転1j･･LTT･JrｿﾞJ:.は約40倍まで上昇した｡し
かし､ AﾎﾞｯｸｽまたはEﾎﾞｯｸｽに変与Il!1を人れたﾌﾟﾛﾓ-ｰﾀ-では転写の活性
化は見られなかった｡このことからp48とE47による転′′f-tl,T,･Jr!HﾋにはAﾎﾞｯｸｽ
とEﾎﾞｯｸｽの両方が必要であることが分か-,た(lさらにE47とp48による協調
的な転写括性化にRBP-Jkが及ぼす効米を検j-J.した｡ cos紬胞を用いたとき､ E47
とp48の存在下でRBPIJkの量依存に転写tLl刑ｿﾞf三は卜舛した′｡
4.ﾚﾁﾉｲﾝ酸によるp48の誘導
P19細胞は凝集化とﾚﾁﾉｲﾝ酸涼加により帥綿紬胞に分化誘導することが

できる｡また､凝集化させずにﾚﾁﾉｲﾝ酸涼加のみではp19細胞の神経分化

は見られない｡このような処理でP19細胞を神維系紬胞に分化させた時､ p48は
処理後2日目から6日目にわたって発硯し､神綿系紬胞に/)Jl化させていないP19

細胞では処理後1日目から2rj[1に･過件に発硯したoよって､ﾏｳｽp48の持続
的な発現には神経分化の過程が必安であることが分かった｡
次にp48遺伝子の転写開始部位より5側2352bpのｹﾞﾉﾑ断)F.･をﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ

遺伝子の上流に挿入したﾚﾎﾟ-ﾀ-ﾌﾟﾗｽﾐﾄﾞを作成してP19細胞に導入し
た｡その結呆､ﾚﾁﾉｲﾝ酸の巌依/[:にﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ洲ｿﾞﾄが250倍近くまで上
昇した｡ p48のﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-韻域の椎々の欠損変Tt:･･ｲ本を作成して同様の実験を行
い､ -969から-875の94bpの領城がﾚﾁﾉｲﾝ恨によるﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の活性化に
必要な領域であることを示した｡

5. p48のﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの衣硯型
p48ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽは刷蔵が')'t令に欠拭しており､ /-f:_後1日前後に死亡す

るが､神経系に異常はみられなかった｡よってp48は神締系においては機能を保
証する様な別の因子が存在する吋能性が考･えられる(｢
まとめ

障臓の内分泌系と神経の発生において共過に機能する凶√･として､ bHLHﾄﾞﾒ
ｲﾝを持つNeuroD/Beta2､ Neurogellinl､ Limﾄﾞﾒｲﾝを打つIsletl､ﾍﾟｱ-ﾄﾞﾄﾞ
ﾒｲﾝを持つPax-6などが知られている｡これらの凶/･はすべて神経管の腹側に
発硯しており､ p48が神経管の背側に発規し､かつ脚臓の外分泌系で機能する点
でこれらの因子とは異なっている｡神締管の脚則に舶ﾉ.,lLて発硯する因子とし
てPax-3､ Pax-7､ Math11､ Mash-1などが知られている(:- p48とこれらの因子との
相互関係を明らかにすることによ-'て､神押J^[-L3.'の背側とf榊歳の外分泌系に共通
に存在する未知のｼｸﾞﾅﾙ伝遥系を明らかにできるのではないかと考えてい
る｡またp48はRBP-Jkによる転:/珊J御をl受けることからNotchｼｸﾞﾅﾙ伝達系の
支配下にあると考えられることと､ﾚﾁﾉｲﾝ酸のｼｸﾞﾅﾙ系にも関与してい
ることが示唆されたことから､ p48はNotchｼｸﾞﾅﾙ[1-J旦系とﾚﾁﾉｲﾝ酸のｼ
ｸﾞﾅﾙ系の接点に位置する囚子であるのかもしれない(〕
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論文審査結呆の要

申請者氏名小幡順子

本論文は､ﾏｳｽの発生初期に神経管と障臓で発硯するbasic helix-loop-helix (bHLH)

型の転写因子pTFl-p48が､ Notchｼｸﾞﾅﾙ伝達系の下流の転写調節因子であるRBP-Jkに

強く結合することを発見し､その性質と生理的意義を詳細に解明したものである｡

DNA結合蛋自質RBP-Jkは､発生における細胞運命決走の制御に関るNotchｼｸﾞﾅﾙ伝

達系において､核内でNotch細胞内断片と複合体を形成し転写調節因子として機能する｡

申請者は､ RBP-Jkと結合する新規の蛋自質を同定する目的で､酵母のTwo-hybrid法を用

いたｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行った｡この結呆､いくつかの遺伝子を同走した｡その一つ

は､障臓の外分泌組織における消化酵素遺伝子の発硯を括性化するとともに､発生の初

期においては､謄外分泌細胞の分化に必須な転写因子pTFlのp48ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄであった｡

p48はNotch細胞内断片よりもさらに強くRBP-Jkに結合し､様々な変異体のRBP-Jkを使

用した実験から､ Notchとは個となる様式でRBP-Jkに結合することを本論文で明らかに

している｡さらに､ p48はそれまで考えられていた様に障臓だけで発硯してるのでは

なく､ﾏｳｽの胎生1 2日前後では､後脳以下の神経管の背側で､内腔に沿った部分､

すなわち､末熟な神経細胞が増殖し最初の分化を開始する領域で発硯していることを発

見した｡神経系の分化への関与を明らかにするため､申請者は､ﾚﾁﾉｲﾝ酸と凝集

により培養条件下で神経細胞へ分化するp19細胞を用いて､ p48mRNAの発硯を検討した｡

この結呆､神経に分化する前のP19細胞ではp48遺伝子の発硯は検出されないが､分化

を開始したp19細胞では､発硯が誘導されることを明らかにした｡また､ p48遺伝子の

上流領域を解析して､ﾚﾁﾉｲﾝ酸による誘導に必須なｴﾝﾊﾝｻ-領域を同走した｡

-般に､組織特異的なbHLH型転写因子は､普遍的に存在する別のbHLHと結合して2

量体の形で､ DNA上のE-box配列に結合し転写を括性化することが知られている｡し

かし､申請者は､この論文でp48の転写括性を詳細に検討した結呆､ p48は他のbHLHと

複合体を作ることにより､ E-BoxとともにA-Boxと呼ばれる特異的な配列を同時に認識し

転写を括性化するが､ E-Boxのみに対しては阻害的に働くことを明らかにした｡さら

に､ RBP-Jkが結合することにより､ p48の転写活性がさらに数倍促進されることを発見

した｡この結果は､ p48がNotchｼｸﾞﾅﾙの下流で機能することを示唆している｡最

近の障臓と神経系の分化おけるNotchｼｸﾞﾅﾙ伝達系の関与の知見と総合して考えるこ

とにより､本論文では､ Notchによる発生と分化の調節機構に仝く新しい経路が存在す

ることを提唱している｡

以上のように､本論文は､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｡


