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要旨

  HOX遺伝子は、発生過程において前後軸に沿った領域特異的な発現を示し、形態

形成の制御に重要な働きをもつ転写因子として知られている。現在までのHox遺伝子に

関する報告は、神経系や骨格系に関する研究が多く、変異体の解析、遺伝子発現解析、

遺伝子操作による個体レベルでの機能解析などにより、これらの分節構造の特殊化に重

要な働きをしていることがわかっている。これまで、消化管に関する報告はまだ少ない

が、消化管及びそれに由来する肝臓、膵臓などの臓器は最初は一本の管である原腸に由

来し、そこから前後軸に沿った領域特異的な分化をしていくことで発生していくため、

この過程にもHox遺伝子が関与していることが考えられる。実際に、マウス胎児におい

てHOX遺伝子が消化管に発現している報告があり、また、ノックアウトマウスや、トラ

ンスジェニックマウスにおいて、消化管の異常を示した報告もいくつか存在することか

ら、HOX遺伝子が、消化管の発生分化に関わっていることが示唆される。

  そこで我々は、マウス消化管発生におけるHOX遺伝子の関与を明らかにする目的

で、消化管形成期において、whole－mou皿t in sitU hybridizationを用いた系統的な発現パタ

ーンの解析を行ってきた。今回我々は、パラロググループ4、5並びに一部の6、7に属

するHox遺伝子について、12．5日胚消化管における発現パターンの解析を行ったが、前

回の結果（Se】dmoto，et al．，1998）と合わせてパラロググループ4～9に属する全ての遺伝

子の解析を終了した。

  パラロググループ4～8に属する全てのHoW 4、 Bクラスター遺伝子が、胃に発現

していたのに対して、HoxC， Dクラスター遺伝子の発現はなかった。中腸領域では、そ

れぞれのクラスター内においてコリニアルな発現パターンが見られ、より3’側に位置

する遺伝子ほど、より頭側に発現の前方境界が存在するというHox・codeが認められた。

HoxAL及びBクラスター遺伝子のコリニアルな発現は十二指腸から始まり、 HoxCクラ

スターでは空腸から、HoxDクラスターでは回腸及び盲腸から始まっていた。後腸にお

いては、Hoxz）クラスター遺伝子群とAbd－B family遺伝子群が発現していた。このよう

に、消化管におけるHOX遺伝子群の発現パターンは、神経系や骨格系に比べるとより複

雑であり、異なったHox codeが前腸、中腸、後腸の消化管のそれぞれのサブドメインに

存在していると考えられ、これらドメイン特異的なHox codeが、それぞれの領域におけ
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る解剖学的、機能的構造を決定しているものと思われる。また、その発現領域は間充織

に限局しており、HOX遺伝子は、上皮間充織相互作用により、消化管それぞれの器官で

特有な上皮形成にも関与しているであろうことも示唆された。

  また、これまで転写因子としてのHox遺伝子の役割は未解明な部分が多く、どの

ような仕組みで前後軸に沿った領域特異的な形態形成の制御が行われているのかはわ

かっていない。そこで我々は、消化管における転写調節因子としてのHOX遺伝子の機能

を明らかにする目的で、本来とは異なる消化管の領域に発現させたトランスジェニック

マウスを作成することにした。その中でも、我々は肝胆膵が発生する十二指腸において、

HOX遺伝子群がどのように関与しているのかを調べることを目的としていたため、この

十二指腸に発現する遺伝子のプロモーター領域の下流に十二指腸で発現せず、それより

尾側で発現するHOX遺伝子をつないだトランスジェニックマウスを作成して、HOX遺伝

子の異所性発現をおこし、この表現型を解析することにより、消化管発生過程における

HOX遺伝子の役割について、さらに明らかにしていくことができると考えた。

  まずHoxa－5のプロモーター領域を利用して、 hac Zを用いたプロモーターの発現

解析を行ったが、今回用いた領域ではLac・Zを目的とする消化管間充織に発現させるこ

とが出来ず、Hoxa－5をプロモーターとして使用することは断念した。次に、 Fkzh－6遺伝

子のプロモーター領域を用いて、同様にプロモーターの発現解析を行ったところ、この

F）kh－6は9．5日胚の消化管形成の早期から、中腸前端部分の内臓中胚葉に発現が認めら

れ、12．5日胚においても十二指腸から回腸間充織に発現することがわかった。

  今後、この■kh－6遺伝子のプロモーター領域の下流に、十二指腸で発現せず、そ

れより尾側で発現するHox遺伝子、 Hoxb－5をつないだトランスジェニックマウスを作

成して、このマウスの消化管にどのような変化が起こるのかを解析することにより、消

化管におけるHox遺伝子の機能を明らかにしていくことができると考えている。
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     Abstract

     ．肋x genes encode transeription factors which are involved in the establisiment of regional

identities along the anteroposterior （AP） body axis． While there have been a number of reports on

the embryonic expression pattems of Hox ge皿es， the Hox expressio皿pattems血the gut wall， i．e．

the endode皿al epithelium sorrounded by the viscelal mesodemm， are often neglected． Since the

local differentiation of each gut derivative is also understood to be the result of local specification

of the digestive tract alpng the AP axis， it can be expected that the Hox genes are involved in

gastroi皿testina1 differentiation du血g emblyogenesis． To elucidate the AP axis patteming of the

digestive tract， we have previously systematically examined the expression patterns of Hox genes

belonging to paralogue groups 6－9 by me’ans of whole mount in situ hybridization analysis， and

have reported that the Hox genes in these groups were expressed in the mid to posterior domains

of the gut along the AP axis （Sekimoto， et al．， 1998）．lnterestingly， the expression of these genes

were s】dpped血the dllodenum resion， the signals being abse皿t the level of the duodenum． Scince

the liver and pancreas develop by budding from this region， it is interesting to investigate whether

any other Hox genes is expressed in the duodenum or not， To address this question， we have

focused on more 3’一located genes， and the expression domains of paralogue groups 4 and 5， and

parts of groups 6 and 7 in developing gut were determined to study developing gut． lt seems to

exist more complicated expTession pattern of the Hox genes about the digestive tract from our

study including the previous report． The all Howt and B genes in paralogue groups 4－8were

expressed in the stomach in contrast to the HoxC and D genes． ln the midgut region， the all Hox

cluster genes showed co－1ineal expression within the each cluster， yielding the Hox code； the more

3’一located genes weTe expressed more rbstrally and the 5？ group pnes more caudally． The co－1inear

expression of Hoxttl and B cluster genes started from duodenum， that of C cluster genes started

from the jejunum， and HoxD cluster genes were expressed in the cauda1 part of the midgut， ileum

and cecum． ln the hindgut regioh， colon， HoxD cluster genes and Abd－B family genes were

expressed． Thus， a different Hox code seems to exist in each subdomain of developing gut，

fblegut， midgut and hindgut． The visceral mesoderm－restricted expression also suggests that血e

Hox code primary fUnctions in the mesenchymal specification， and then血ally leads to the

regional defferentiation of gut subdomains as the result of epithelial－mesenchymal interactions．
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     However， the details of the genetic mechanism underlying gut development are not yet

clarified， the role of Hox gene as transcription factors． is also poorly understood． We then try to

ge皿erate transgenic mouse to elueidate the role of Hox genes in the digestive tract． lf we

investigate the phenotype of the digesttive tract in these mouse， it can be revealed how the Hox

genes play a role as transcriptions factors il the digestive traCt du血g omblyogenesis．
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第1章 序論

1．．Hox遺伝子

1）Hox遺伝子について

  発生における形態形成の遺伝子的制御機構の解析は、ショウジョウバエの研究に

おいて最も大きく進展してきた。ショウジョウバエでは、胚発生過程で体節が形態とし

て目に見えるようになるより遥かに早く、胚胞期までには遺伝子レベルの決定が行わ

れている。体節が決定されるこの過程では、胚が体節に区切られる分節化（segmentation）

だけでなく、個々の体節がそれぞれ異なった性質を示すようになる体節の個性化

（specification）が起こる。

  分節化の過程においては、まず母親の遺伝子より読み取られたmessenger RNA

（mRNA）が卵に運び込まれてそれぞれ特有の分布をする。そのmRNAから翻訳された

タンパク質自体の濃度あるいはその活性の強さが勾配を作り、これが山腹および前後二

軸の極性を決め、その極性の情報に従って数種類のgap遺伝子がそれぞれ体軸上の異な

った四域で発現する。gap遺伝子産物の局所的濃度分布に反応してpair mle遺伝子が1

体節おきに発現し、その遺伝子産物はsegrnent polarity遺伝子の発現を開始させる。この

遺伝子群は各体節ごとに発現し、体節間の区切り、体節の極性等を決定する働きをもつ。

これらgap遺伝子とpair rule遺伝子がコードするのは全てDNA結合能を持つタンパク質

であるが、segrnent polarity遺伝子がコードするタンパク質には、 DNA結合性のものの

ほかに・細胞の外に分泌されて、隣接する細胞にシグナルを伝えるもの、そのシグナル

分子の受容体、細胞骨格を構成する分子など多様である。このような分節化の過程にお

いて、体節の数を決めるために必要な一群の遺伝子（分節遺伝子：segme皿tation genes）

は胚を将来の体節と同じ数に区切るが、それらの区切りどうしには性質に差はない。し

かしながら、実際の体節は決して同じではなく、それぞれの個性を持っている。分節遺

伝子の働きを受け継いでこの「体節」にそれぞれの個性を与え、体節の個性化

（specification）に関与するのがホメオテ■ック遺伝子である。つまり、体軸が定まり、分

節構造が形成されると、各体節が独自の構造を形成するようになるわけであるが、ショ

ウジョウバエではこのホメオティック遺伝子が体節分化のキー遺伝子として機能する

のである。
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  ホメオティック遺伝子は、遺伝子変異が起きるとホメオーシス、すなわち欠損を

伴わずに体のある部分が別な部分の特徴を持ってしまうような表現型を引き起こすよ

うな遺伝子として発見された。触覚が脚に、あるいは翅が平均棍に転換するなど、ショ

ウジョウバエの生存に致命的ではなく、成虫まで生存できるような軽微な変異として同

定され、胚発生、変態における体節特異的な遺伝子群を体節単位で統括的に制御すると

いった分化経路決定機能を担うものとして捉えられた。

  1983年になって、ショウジョウバエのホメオティック遺伝子クラスターの一つで

あるアンテナペディア複合体（Antemaaρedia complex ； AAT7：一〇のクローニングを行って

たGehringやScottらのグループらにより独立して、ホメオボックスが発見された

（McGi㎜is・et・al．，1984；Scott・and・Weiner，1984）。ホメオボックスとは、これらの遺伝子に

共通して存在する180塩基対からなる互いに極めて類似したドメインのことであり、こ

のドメインはタンパク質産物中ではホ隔絶ドメインと呼ばれるヘリックスーターンーヘリ

ックス構造を持ち、DNAへの結合能を有し、他の遺伝子の発現を調節する転写因子であ

ることがわかった。その後、ショウジョウバエで見つかったこれらの遺伝子と似たもの

が、同じように体節から構成されているほかの種に、またヒトにさえ存在し、類似の機

能を支えていることが次第にわかってきた。

  ホメオティック遺伝子におけるホメオボックスの発見により、これと相同な遺伝

子がマウスからも単離され、HOX遺伝子と名付けられた。脊椎動物のHOX遺伝子の発

見により、ショウジョウバエで明らかになった発生の制御機構は決してショウジョウバ

エだけに特有なものではなく、脊椎動物の発生にも共通点を有することが示され、動物

のボディプランについての理解が飛躍的に進展した。マウスでもヒトでも、ホメオボッ

クスをもつ遺伝子はこれまで多数単離されており、ヒトでは未同定の遺伝子も含め数百

種類が存在すると考えられているが、現在まで最も解析が進んでいるのがHOX遺伝子群

である。

2）ホメオポックス、ホ満州ドメインの構造

  前述したように、ホメオボックスは遺伝子のエクソン上で、遺伝子間で共通性の

高い180塩基部分を指し、この部分にコードされる60のアミノ酸配列をホメオドメイ

ンと称している（図1）。ホメオドメインを含むタンパク質は、遺伝子の発現をコント
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ロールする転写調節因子として機能するタンパク質で、特異塩基配列を認識してDNA

と結合する機能ドメインとなっている（Gehring，1992）。ホメオドメインの三次元構造

が核磁気共鳴法（NMR）とX線結晶解析によって決定され、大腸菌やファージのレプレ

ッサータンパク質にも見られるような三つのαヘリックス（らせん）構造を形成するこ

とが明らかになった（図1）。図1に示すようにヘリックスIIIはDNAの深い溝（major

groove）に入り込んでATTAという配列を認識してDNAと結合し、ヘリックスIIIに対

して直角の位置にあるヘリックスIIはDNAの糖一リン酸骨格と相互作用して結合の強化

にあずかっている。また、ヘリックス1のアミノ酸末端はDNAの浅い溝（minor groove）

とコンタクトし、結合配列の特異性決定に大きく関わっている。ヘリックスIIIに相当

する部分で最もアミノ酸配列の保存性が高く、特に48から50番目のアミノ酸配列WF

（まれにY）Q／C／S／Kという領域は最も保存性が高い（図1）。この部分も結合配列

の特異性決定に大きく寄与している。

3）Hox／HOMの構造

  ショウジョウバエのホメオティック遺伝子は、胚、幼虫の前後軸に沿って、ほぼ

分節構造にしたがって領域特異的な形態の形成を指令する。また同時に、成虫原基の領

域特異的な形態形成をも支配している。ショウジョウバエにおいては8個、哺乳動物に

おいては39個の遺伝子が存在することが知られており、それらは染色体のある領域に

クラスターをなして存在している。これらのクラスターをコンプレックスと呼ぶ。ショ

ウジョウバエにおいてはアンテナペディア複合体（antennapedia complex ； ANT－0およ

びバイソラックス複合体（bithorax complex ； BX一（ ）という二つのコンプレックスがあり、

同じゲノム上に一つのクラスターを形成していることが明らかになったが、哺乳動物に

おいては、約10個月つの遺伝子が4つの異なる染色体上にA、B、 C、 Dと呼ばれるコ

ンプレックスを形成している。

  ショウジョウバエにおいて、頭部から中野節までの領域特異性の決定を行う五つ

のホメオティック遺伝子は、アンテナペディア複合体（ANT－0として第三染色体上に

互いに近接して存在している（図2）。セントロメア側からlabia1 aab）、μo加5⑫θ曲（ρZり、

Deformed Qfd）、 Sex combs reduced （Scr）、！㎞飴皿4ρθ曲ρ短時の順で並んでいる。同一染

色体上の数千kbテロメア側には、後胸節から岡岬の決定を行う三つのホメオティック
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a）

アンテナペディア遺伝子
                              homeobox
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アンテナペディアタンパク質 NH2 COOH
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ホメオドメイン
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黒三角：不変なアミノ酸

星印：共通性の高いアミノ酸
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右はホメオドメインのDNAとの結合様式。

      （Gehring，1992より改変）
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．
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図1ホメオドメインの構造と配列

a）ショウジョウバエのホメオボックス遺伝子の一つであるAntenn∂ρedia遺伝子と、ホメオドメ

インを持つタンパク質の構造を示す。ホメオボックスは第8エクソン上にあり、ホメオドメインは

タンパク質のカルボキシル基末端側にある。

b）Antenn∂ρedia遺伝子のホメオドメインのアミノ酸配列とヘリックスの位置

                     黒岩厚：遺伝別冊・6号，p99（1994）より引用
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BX一一C

Ubx abdA AbdB

／

誌 総’醐鰻
A7

A8

Iab pb Dfd Scr Antp
ANT－C

tab：Iabiai， pb：proboscipedia， Dfd：Deformed，

Scr：Sex combs reduced，

Antp ： Antennapedia， Ubx ： UItrabithorax， abdA ： abdominal A，

AbdB：Abdominal B

図2ショウジョウバエのHOM－Cと体節の位置

ショウジョウバエのHOM－Cにあるホメオティック遺伝子が決定する体節の位置を示す。

各遺伝子の決定する体節の前後軸に沿った領域と、各遺伝子の染色体上での順番が一致

している。

                 黒岩厚：科学、63（4），p．247（1993）より引用
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遺伝子がバイソラックス複合体（BX－Oとしてクラスターを形成している（図2）。

BX－Cは約300 kbからなる領域で、この領域にはセントロメア側からそれぞれ

Wtrabithorax （Ubx）、 abdominallA （abdiリ、 Abdomina1 B （AbdB）の3座のホメオティック

遺伝子があり、それぞれの転写単位は一つのホメオボックスを持っている。この領域に

は他の遺伝子は存在しない。乙乃x遺伝子は73kbの領域にエクソンを持っているが、エ

クソンとして用いられるのは4kb程度であり、残りのイントロン部分には発現制御のた

めのcisエレメントが散在している（Qian et al．，1991；Muller and Bienz，1992）。abcta、 AbdB

遺伝子もやはり長大な遺伝子である。一方、ANT・C Ct BX－Cと異なり、このクラスタ

ーには軸形成遺伝子や分節遺伝子などがホメオティック遺伝子の間に散在している。ま

た、遺伝子はBX－Cの遺伝子同様長大なものである。このようにホ門守ティック遺伝子

が複合体を形成していることから、これをHOM・・C塵θo施80”曜α叩1ヒ幻と呼び、 HOM

の時間的空間的に制約された遺伝子発現は、分節遺伝子群や他の多くの遺伝子によって

厳密にコントロールされている。

  これらと配列の類似したホモローダ遺伝子（1％x／HOM）は線虫、ショウジョウバ

エ、マウス、ヒトを含め、調べた全ての動物に存在していることがわかった。マウスや

ヒトなどの哺乳類ゲノムでもクラスターを形成するホメオボックス遺伝子である39の

HOX遺伝子の存在が明らかになっているが、ショウジョウバエと異なる大きな点は、ク

ラスターが一つではなく、別々の染色体に独立しだ四つのクラスターが存在することで

ある（Hart et al・，1985；Bucan et al・，1986；Breier et al・，1988；Featherstone et al．1988）（図3）。

哺乳類のHOX遺伝子群においては、どの遺伝子も他のクラスターに相同な遺伝子をもっ

ており、この相同な遺伝子グループをparalogueと呼ぶ。 Hox遺伝子は全て同一の転写方

向をもっており、下流側にある遺伝子ほど発生の早い時期、また、より頭側から発現す

る傾向がある。したがって、体の後方の分節になるほど発現しているHOX遺伝子の数は

重複していく。ある分節で発現しているHox遺伝子の組み合わせが、その分節の分化を

決定しているという考え方もあり、その組み合わせばHox・codcと呼ばれている。

4）脊椎動物のHox遺伝子

  H（）M－CとHOX遺伝子は構造的、機能的に類似性は高いが、相違点もあり、節足動

物と脊椎動物の体の構築機構の違いに大きく関係していると思われる。それぞれいくつ
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Drosophila
         ’ab    ρわ   oゴd  Scr メ亀ηψ

   帯。一ローロー［H］｛柵］コ
Ubx abd－A Adb－B

         BX－C

Mouse

      3響                        5v
         a7 a2 a3 a4 a5 a6 a7 a9 a70a71 a73

Hox A一［］｛＝H＝｝■■囲■一1勿ua｛＝Hコー｛］一一

        b7 わ2 b3 b4 b5 b6わ7わ8 bg        b73

HOX B・・一［＝Hコ｛＝旧｝■麗勿1■一ZHZ■一一一→＝トー一

               c4 c5 c6 c8 cgc70c17c12c13

Hox C一［｝□｛］｛コトー
        dl d3 d4 d8 dgd70d71d72d73
Hox D一ロトー□→■一一一一囮翅｝［｝［｝［｝［｝一

■今回発現解析を行った遺伝子

囮前回発現解析を行った遺伝子（Sekimoto， et al．，1998）

図3ショウジョウバエとマウスのHox遺伝子構造

マウスのHOM－0相同遺伝子はHox遺伝子といわれ、39個の遺伝子で構成されており、

4つのクラスターの形で、それぞれ異なった染色体上にある。
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か列挙してみる。

類似点

①ホメオドメインにおけるアミノ酸配列が類似していること。

 同じパラロググループに属する遺伝子のホメオドメインのアミノ酸の類似性は高く、

 特に1陶x1，2， 4，9～13は、それぞれlab，pb， Dfd， AbdBのホメオドメインとの類似性が

 高く、サブグループをショウジョウバエの遺伝子を代表してDfdファミリーとかAbdB

 ファミリーなどと呼んでいる。

②ホメオドメインアミノ酸配列で比較したHOXクラスター中でのHOX遺伝子の位置関

 係とHOM一・C中のホメオティック遺伝子の配置が類似していること。

③胚における遺伝子の前後軸に沿った空間的発現様式が類似していること。

 HOXのlabファミリーの遺伝子は発現領域の前方（口側）境界線が菱脳にあり、これ

 より5’側に位置する遺伝子のそれはそれより後方（尾側）にある。つまり、より5’

 側にある遺伝子ほど発現境界は後ろ側にある。発現は神経管、体節、側板中胚葉およ

 び遠位中胚葉、遺伝子によっては内胚葉組織といったように様々な組織で見られるが、

 クラスター内での遺伝子の位置と前後軸に沿った領域特異的な発現のルールはどの

 胚葉でも守られている。

④脊椎動物のHOX遺伝子をショウジョウバエで発現させたとき、ホメオドメインのアミ

 ノ酸配列の類似性に対応した機能が部分的に再現できること。

⑤ショウジョウバエにおけるHOM・・Cの各遺伝子機能は、機能喪失型の突然変異株での

 表現型（ホメオティック変異）から推測される。マウスにおける人為的な遺伝子破壊

 の実験でも、本来の遺伝子発現領域の構造がより前方の構造へと変換するといった典

 型的な機能喪失型のホメオティック変異の表現型が引き起こされるということが観

 察される。更に、それだけにとどまらず、本来の発現位置より後方では、より前方で

 発現しているホメオティック遺伝子に対して感受性がないという、ショウジョウバエ

 のホメオティック遺伝子で観察される後方優位性（posterior prevalenoe）の法則がHox

 遺伝子にも当てはまり、標的遺伝子の発現制御機構でも類似性が高いであろうことを

 示している。
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相違点

①遺伝子自身が脊椎動物では小さく、クラスターがコンパクトであること。

②脊椎動物において複数の・4bdBファミリー遺伝子が存在すること。

 ショウジョウバエではAbdBホメオボックスは一つだけだが、複数のプロモーターと

 オルタナティブスプライシングによって、複数の、そして体節特異的な転写産物を作

 り出している。これに対応することを、脊椎動物では、遺伝子を増やし、更にホメオ

 ドメインのアミノ酸配列を少し変えることによって機能の多様化を図っている。

③HOM・・Cと5α’／Anip／［IZ7x／abdaとHoxのサブグループ5～8の関係。

 これらのホメオドメインのアミノ酸配列は互いに似通ってはいるが、対応関係はつけ

 られない。これらの共通祖先型遺伝子が存在し、脊椎動物と無脊椎動物が分岐した後

 に別個に遺伝子重複が起きたのではないかと考えられる。

④pbファミリーとサブグループ3の関係。

 ショウジョウバエのANT－CではpbとDfdの間にzenというホメオボックス遺伝子が

 あるが、機能的にはこの遺伝子はホメオティック遺伝子ではなく、更にホメオドメイ

 ンのアミノ酸配列もuenとサブグループ3の間で類似性は低い。サブグループ3のホ

 メオドメインアミノ酸配列はむしろサブグループ2のpbファミリーに類似している

 ため、脊椎動物への進化過程でクラスター重複が起きる前にpbがタンデムな重複を

 起こしてサブグループ3の原形を形成したものと考えられる。

  脊椎動物間でのHOXの相同性はきわめて高い。この相同性はホメオドメインのア

ミノ酸配列と遺伝子配置の相同性にとどまらず、Hoxb－5ではホメオドメインタンパク質

の全体のアミノ酸配列の90％近くがマウス（哺乳類）とゼブラフィッシュで相同である

ケースもある。別のケースでは、マウスのHoxa－4とニワトリのそれのようにホメオド

メインおよびホメオドメイン周辺とアミノ末端付近しか類似性の見られないこともあ

る。これらのことは、タンパク質に固有の機能ドメインの保持という規制があって、前

者ではタンパク質の全般に規制がかかり、後者では機能ドメインが限局された部分にあ

るということを示している。しかしながら、全般的にショウジョウバエのホメオティッ

ク遺伝子とアミノ酸配列を比較すると、ホメオドメイン以外での相同性はきわめて狭い

範囲でしか見当たらないのか、ほとんど類似性は認められない。このような脊椎動物間
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での保存性の高いクラスター構成とコードされるタンパク質の機能は脊椎動物に共通

の体の構造形成で、脊椎動物からの進化過程に必要なプロセスと関わっているためと考

えられる。

2．消化管の分化、形態形成

1）脊椎動物の消化管の発生

  哺乳類および鳥類の消化管は、消化酵素を分泌したり栄養分を吸収したりする上

皮と、血管やリンパなどを含む固有層、粘膜下層などの結合組織、機械的な運動を行う

平滑筋から出来ている。このうち上皮は発生において内胚葉に由来し、結合組織や平滑

筋は中胚葉性の間充織に由来している。

  哺乳類や鳥類胚では、発生の初期には消化管はまだ管になっておらず、内胚葉性

の薄いシート状の構造をしている。外、中、内胚葉が完成して、体節が生じる時期の胚

の内胚葉では既に発生運命地図が描かれており、例えば、食道と胃の予定上皮は体節1

から7のレベルの正中線沿いのごく狭い範囲にあり、小腸のそれは側方および後方に広

がり、肝臓のそれもほとんど小腸のそれと重なり合う分布を示すことがわかっている

（Yasugi，1993）。このシートが前端と後端の両側から閉じてゆき、管を形成し始める。
                                ノ
この単純な管状構造はまず前腸、後腸、遅れて中腸の順で形成され、組織学的には内胚

葉性の上皮と中胚葉性の間充織から構成される。その後、前後の管が卵黄柄を残してつ

ながった後、前端、後端が破れてそれぞれ開口し、消化智が形成される。神経胚期の内

胚葉の発生運命地図では、予定食道、胃、十二指腸内胚葉がきわめて細いバンドに集約

されていることを示しており、これらの部分は、発生の進行に伴って伸長する。肝臓は

前婦の腹壁に肝窩として生じ、早くからその領域が限定されている。

  一・方、間充織は、内胚葉が管になるときに内臓板中胚葉が移動してきて管を包み

込むようにして生じる。発生中期では、前腸は口腔、咽頭、食道、胃に、中腸は十二指

腸、空腸、回腸に、愁腸は盲腸、大腸、直腸にと形態的に部域化していくとともに、前

後軸に沿った管状構造から特定の位置で、一部の内胚葉が間充織中に突出し、気管支、

肺、肝臓、胆のう、膵臓へと分化していく（図4）。その後の器官形成において主役と

なるのは内胚葉性の上皮である。発生後期になると、消化管上皮は領域特異的な形態形

成を遂げ、食道では、上皮は多層化、角質化し、胃や小腸では消化酵素を分泌する腺構
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図4ニワトリ胚における消化管形成の概略

A：1．5臼胚

  内胚葉はまだ殆ど平板状で管をなさない。

B：3日胚
  原始的な管が形成されている。

  FG：前腸、 MG：中腸、 HG：後腸、 YS：卵黄嚢

C：6日胚
  消化管は各器官に分かれている。

  LU：肺、 ES＝食道、 PV＝前胃、 GZ：砂嚢、 LV：肝臓、 PA：膵臓、 SI：小腸、

 CE：盲腸、 Ll：大腸、 AL：尿嚢

          福田公子 Molecular medicine33（7）， p．7961996．より引用
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造を有するようになり、更に、肝臓では肝細胞が、膵臓では外分泌腺細胞、内分泌腺細

胞が、それぞれ内胚葉の突起から生じてくる。管状構造自体もまた、領域特異的な形態

形成が進行し、胃の膨らみ、腸のループ構造、盲腸の突出などの特徴的な構造が形成さ

れていく。

  このように消化管は発生において、単純な管状構造から前後軸に沿った形態的、

生理学的に異なる領域に区分され、それぞれの領域が独自の形態形成を経て完成してい

く。

2）消化管の部外化の機構

  消化管の部域化の分子機構は従来主として実験発生生物学的手法で研究されてき

た（Yasugi，1993；Yasugi，1994）。特にニワトリ胚においては、消化管上皮の詳細な予定

運命地図が作成され、発生のかなり早い時期から領域特異性が決定されていることがわ

かっており（Yasugi，1993）、また、この領域特異的な消化管発生は、上皮間充織相互作

用のもとに進行することも知られている。

  消化管の各部域の上皮と問充織を分離し、同所的または異所的に再結合して培養

するという研究が進み、例えば、ニワトリの砂嚢上皮を前胃間充織と組み合わせて培養

すると、砂嚢由来であった上皮が前野上皮に特異的な複合腺を形成してペプシノゲンを

産生するようになる。このように、消化管の形態形成において、消化管堅甲織は上皮の

領域特異的な細胞分化を誘導し、その誘導能は前後軸に沿って領域特異的である。つま

り、消化管の部域化の機構について、まず内胚葉がまだシート状で、中胚葉由来の間充

織に囲まれていないうちにおおまかな部域化がまず起き、その後、上皮は間充織因子に

よって更に細かく内堀化し、間充織の影響下にそれぞれの器官に特異的な遺伝子を発現

していくと考えられる。

3．消化管形成とHox遺伝子

1）消化管の発生

  前述したように、消化管は前後軸に沿って部域化していく。神経や体節に関して

は、この前後軸に沿ったパターン形成に関わる遺伝子が数多く同定されており、その機

能もかなり明らかにされている。それによると、神経系や骨格系など形態的、生理的に
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も全く異なっていると思われる器官においても、形態形成に関しては共通のメカニズム

が存在し、そこには共通の分子が同様の機構で働いていることがわかっている。また、

生物の形態形成のメカニズムが分子レベルで解明されるのにともない、ショウジョウバ

エからヒトまでどの系にも共通な転写調節因子、細胞増殖因子、細胞接着因子などが形

態形成に関与しており、原理的には、動物種を越えて共通な形態形成のメカニズムが存

在していると考えられるようになってきた。

  以上のことから、前後軸に沿った領域特異的な形態形成を遂げる消化管の発生に

おいても、神経系や骨格系などと同様な形態形成のメカニズムが存在していると考えら

れる。その最も主要なものの二つがホメオボックス遺伝子などの転写因子であり、最近

これらの分子が消化管の形成においても重要な役割を果たしていることがわかってき

た。その中でも、現在まで最も解析が進んでいるのがHOM一・C／HOXクラスター遺伝子群

である。

2）ショウジョウバエ消化管形成におけるHox遺伝子の機能

  ショウジョウバエのHOX遺伝子群は、胚の消化管中胚葉と消化管上皮で固有の発

現様式を示している。 Sex combs reduced （Scr？、 Antennapedia （Anip？、 Wtrabithorax （Ubx）、

abdomina1 A （abd4）、・4bdomina1 B （AbdB）が、前後軸に沿って領域特異的に、お互いにオ

ーバーラップすることなく、パラセグメントを単位として内胚葉に面した中胚葉で発現

している（Bienz，1994；Tlemml and Bienz，1989）が、この前後軸に沿った発現様式は、基

本的に表皮や神経系での発現の規則にしたがっている（Bate，1993・for・review）。Hox遺

伝子の中ではただ一つ1abial aab）だけが内胚葉で発現するが、 labが発現する内胚葉は、

将来coppel細胞と呼ばれる特殊な細胞へと分化する。このIabより後方の中腸上皮では

ホメオボックス遺伝子の一つであるcauda1が発現している。

  HOX遺伝子機能の欠損が外胚葉性組織のホメオティックトランスフォーメーショ

ンを起こすことはよく知られているが、HOX遺伝子機能欠損は、また、消化管にもそ

の表現型が現れる。胚発生中期に、中腸にはパラセグメントの境界に特徴的な大きなく

びれ（constriction）が3ケ所一過性に形成されるが、このくびれと盲嚢の形成が、その

領域の中胚葉で発現しているHox遺伝子の機能喪失により消失する（Bienz，1994）。ま

た、HOX遺伝子と協調的に作用し、中胚葉で発現している遺伝子teashirt（tsh）の機能が
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欠損しても、1番目と2番目のくびれの形成が起きない（Mathies et a1．，1994）。更に、

Scrの欠損した突然変異体は、胃盲嚢という中腸先端の構造が形成されないことが報告

されている（Reuter・and・Scott，1990）し、 Iabは消化管上皮では、特定の細胞への分化経

路選択遺伝子として機能しているため、Iabの機能欠損が起こると、本来の発現位置に

ある細胞がcopper細胞に分化せず、そのかわり、周辺にあってlab非発現細胞である

大型扁平細胞へと分化する（Hopplel and Bienz，1994）。

  このように、領域特異的に発現するHOX遺伝子群は、ショウジョウバエにおいて、

シグナル分子の転写制御などを介して、消化管に特有の構造形成、細胞分化の制御に関

わっている。

3）ニワトリ消化管形成におけるHox遺伝子の発現

  ニワトリ胚における消化管でのHOX遺伝子群の系統的な発現解析の結果は、いく

つかのグループからの報告がある。ひとつはショウジョウバエのAbd－Bファミリー遺伝

子群の発現に関する報告であり、YokouchiらのグループはHoxa－9～13の発現を、Roberts

らのグループはパラロググループ9～13の発現を解析している（Yokouchi・et・al．，1995；

Roberts・et・al．，1995）。双方とも同様な結果を示しており、また、どのクラスターの遺伝

子も似たような部域に発現していた。すなわち、パラロググループ9は小腸後半部分の

間充織（Hoxd－9は盲嚢吻側端の間充織）より、パラロググループ10は盲嚢吻側端の間

充織より、パラロググループ11は盲i嚢中央部の間充織より、パラロググループ12は大

腸間充織より、パラロググループ13は総排出口端の上皮および間充織より発現してい

る。このように、盲嚢におけるHOX遺伝子の発現様式は、ショウジョウバエの中腸に

おけるくびれに対応したHOX遺伝子群の発現様式とよく似ており、類似した機能の存

在をうかがわせる。もう一つは、それより更に3’側に位置するHoxa－4～Hoxa－7， Hoxb－5

～Hoxb－9についての報告である（Sakiyama， et aL，2001）。このパラロググループにおい

ても、Hox遺伝子は、少しつつ発現の前方境界がずれた形で、オーバrラップしながら、

前胃～盲嚢にかけて発現していた。このように、HOXクラスターを構成している遺伝子

は、消化管でもやはり前後軸に沿った領域特異的な発現パターンを呈していた。その発

現パターンは、より3’側に位置する遺伝子ほど発現の前方境界が頭側に存在し、それ

より5’側に存在する遺伝子が尾側に少しつつずれた前方境界をもちながら、オーバー
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ラップしながら発現してきている。更に、その発現の前方境界がちょうど各器官の部域

化の境界になっていることも興味深いところである。

4）マウス消化管形成におけるHox pa伝子の発現

  これまで、マウスの消化管発生過程におけるHox遺伝子の発現は、個々の遺伝子

に関して、主にin situ hybridizationの手技により、全体的な発現パターンの一部として数

多く報告されており、マウスにおいても消化管の間充織で発現していることが明らかに

なっている（Beck，et al．，2000）。

  また、これまで多数のHOX遺伝子のトランスジェニックマウスや、ノックアウト

マウスが作成されており、数は非常に少ないが、以下に示すような、消化管に異常な表

現型を呈したケースも報告されており、HOX遺伝子の消化管形成への関与が示唆され

ている。

①Hoxa－4トランスジェニックマウス

  Hoxa－4ゲノムDNAにSV40ポリ（A）シグナルをつないだ導入遺伝子を用いてト

 ランスジェニックマウスを作成し、本来の発現領域でHoxa－4を過剰発現させた。す

 ると、消化管において、巨大結腸症を呈したが、詳細な発症機序についてはまだわか

 っていなかった（Wolgemuth， et al．，1989）。しかしながら、その後の解析で、この

 表現型が腸管神経叢の形成異常と腸管平滑筋の形成異常に起因していることがわか

 つた（Te皿yson， et al．，1993）。

②Hoxc－8トランスジェニックマウス

  Hoxc－8ゲノムDNAをHoxa－4のプロモーターにつないだ導入遺伝子を用いてト

 ランスジェニックマウスを作成すると、Hoxa－4の発現領域にHoxc－8が異所性発現す

 るようになる。消化管においては、Hoxc－8が胃問充織でも発現するようになり、胃

 間充織で胃上皮の増殖異常と考えられる過誤腫像が観察され、また、十二指腸が幽門

 を越えて、胃の方に拡張していた。これは、胃間充織でのHoxc－8の異所性発現によ

 り、胃上皮の分化過程に何らかの異常が生じたものと考えられる（Pollock et al・，1992）。
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③Hoxc－4ノックアウトマウス

  Hoxc－4のジーンターゲティングによる遺伝子機能欠失変異のホモ接合体の表現型

 は、椎骨、肋骨では前方化現象を生じ、消化管においては、食道平滑筋の形成不全を

 伴う部分的、あるいは完全閉鎖を呈した（Boulet and Capecchi，1996）。

④Hoxd－12およびHoxd－13ノックアウトマウス

  Hoxd－12およびHoxd－13の標的遺伝子破壊による機能喪失変異のホモ接合体の表

 現型は、それぞれ指骨の変化を呈し、消化管では、直腸筋の形成不全を生じた（Kondo，

 et al．， 1996） ．

⑤Hoxa－13／HoxdJ・13ダブルミュータントマウス

  泌尿生殖系の異常を示すとともに、消化管においては、直腸の拡張を生じ、組織

 学的に、上皮の腺構造が欠損するとともに、平滑筋層も欠損していた。直腸終末部が

 完全に欠如しているマウスもあった（Warot， et al．，1997）。

⑥H砿d－3～d13ノックアウトマウス

  Hoxd－1とHoxd－3を除いたすべてのHoxDクラスター遺伝子を欠失させたミュー

 タントマウスにおいては、回盲部括約筋が欠損し、回腸遠位部が大腸にまで連続して

 移行していた（Zankany and Duboule，1999）。

⑦Hoxa－5ノックアウトマウス

  Hoxa－5を欠失させたホモミュータントマウスにおいては、小腸におけるシューク

 ラーゼ、トレハローゼ、マルターゼ等の消化酵素分泌が生後15日頃で、正常に比べ

 非常に少なく、死亡するものがあったが、生後30日頃にはほぼ正常値となった。腸

 管上皮細胞の特異化が正常に起こらなかったために、消化管上皮の成熟が遅れたため

 と思われる（Aubi11， et al．，1999）。

  これらの結果は、Hox遺伝子が臓側中胚葉に由来する消化管の発生において、領

域特異的な形態形成の制御に関与していることを示唆する魅力的な結果である。
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  現在までのマウスHOX遺伝子に関する報告は、菱脳の分節的構造形成、四肢のパ

ターン形成、そして、脊椎骨、肋骨の形成についての研究が多く（Akker， et aL，2001；Burke，

et al．，1992；Frome皿tal－Ramain， et al．，1996；Kessel a皿d Gruss，1991；Krumlauf， 1994；McGi皿is

and㎞mla砿1992）、消化管に関する報告は少ない。しかしながら、胎児消化管におけ

るHox遺伝子群の発現パターンに関する報告も、最近では散見されるようになり（Beck，

et al．，2000；Pitela， et aL，1999）、これまで述べてきたようなことから、 Hox遺伝子が骨格

系や神経系と同様に前後軸に沿った領域特異的な分化をする消化管の形態形成にも関

与していることが十分に考えられる。

  そこで我々は、マウスの消化管の形態形成、特に肝臓、膵臓が発生する十二指腸

においてHOX遺伝子の関与があるのか、また関与しているのであれば、どのように関

与しているのか、ということに興味を持った。しかしながら、これまでマウスにおいて

は、消化管発生におけるHOX遺伝子群の系統的な発現解析の報告はなく、マウス消化管

形成にHox ma伝子がどのように関与しているのかを調べるため、まず、マウス消化管

でのHOX遺伝子の発現を系統的に解析する必要がある。ニワトリ胚においては、パラ

ロググループ9～13のHox遺伝子が小腸後半部分から大腸にかけてに、発現の前方境

界が少しずつずれるコリニアルな発現パターンしていることが明らかになっていたた

め（Robelts et aL，1995；Yokouchi・et・al．，1995）、同じ哺乳類動物であるマウスにおいても、

このような同様なコリニアリルな発現パターンが存在すると考えられる。つまり、パラ

ロググループ9に位置する遺伝子よりも3’側に位置する遺伝子群では、発現の前方境

界が更に頭側に存在することが予想される。そこで、当教室では、パラロググループ6

～9のHox遺伝子群のマウス消化管形成期における発現解析を、 whole－mount加肋

hybridizationの手技を用いて系統的に行ってきた（図5） （Sekimoto et aL，1998）。

  その結果は、図11に示すように、パラロググループ9の遺伝子群は、その発現の

前方境界が盲腸にあり、ニワトリ胚での結果とほぼ一致していた。更に3’側に位置す

るパラロググループ7、8の遺伝子群では小腸後半部分に、パラロググループ6の遺伝

子群では十二指腸と空腸の境界部に発現の前方境界が存在することが明らかになった。

また、胃だけは一部の遺伝子でスキップして発現していた。このように、マウス消化管

におけるHOX遺伝子の発現も、 Hoxb－9を除いて（Hoxb－9は消化管での発現が見られ
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図5 Hox6～9クラスターにおける発現（12．5日胚消化管） （Sekimoto， et al．，1998）

パラロググループ6～9に属する月ox遺伝子の発現は、空腸から大腸にかけて少しつつずれ

た発現境界を持ち、コリニアルな発現を示した。胃だけは一部の遺伝子でスキップして発

現しており、十二指腸に発現してる遺伝子はなかった。
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なかった）コリニアリティを示し、全て間充織に限局していた。また、その発現の前方

境界はニワトリ胚での結果と同様に消化管の各器官に一致しており、HOX遺伝子はマ

ウス消化管発生においても骨格系や神経系に見られるような前後軸に沿った領域特異

的な形態形成に関与していることが示唆された。

  しかしながら、前回の結果では、Hox遺伝子の発現が十二指腸領域でスキップし

ており、発現が認められなかった。肝臓や膵臓はこの領域から発生してくるため、他の

HOX遺伝子が、この十二指腸領域に発現しているのか否かを調べることは、非常に興味

深い。この疑問を明らかにする目的で、我々は、更に3’側に位置する遺伝子に焦点を

当て、パラロググループ4及び5、並びに一部の6、7のHox遺伝子群について、引き

続き系統的に発現解析を行い、更に、これまでに得られた知見と合わせて、HOX遺伝子

群の消化管での発現パターンについて、総合的に考察を行った。

4．Hox遺伝子を異所性に発現させるトランスジェニックマウスの作製

1）トランスジェニックマウスについて

  これまで様々なHOX遺伝子に関するトランスジェニックマウスやノックアウト

マウスの報告がされてきた。トランスジェニックマウスは、いわゆるgain－of－fUnction型

の変異体で、余分な遺伝子が発現してくることからHox・codeを撹乱することになり、表

現型は、より後方の形質が前方で現れると考えられる（posterio血ation）。これに対して、

ノックアウトマウスは、loss－of－fUnction型の変異体で、あるべき遺伝子の発現がなくな

るため、Hox codeはより前方のようになり、前方の形質が後方で現れると考えられる

（anteriolization）。これまで多数のHox遺伝子のノックアウトマウスが作製されている

が、前述したように、消化管に異常な表現型を呈したケースは非常に少ない。この原因

はHOX遺伝子の消化管における発現パターンからも考えられるが、ロンボメアでの現象

と同様に、同様な発現パターンを示す同じパラロググループのほかのHox遺伝子が、欠

失遺伝子の機能を相補しているために、消化管での表現型の異常が現れにくいと考えら

れる。この場合、遺伝子の機能を調べる方法としては、その遺伝子を異所性に発現させ

るトランスジェニックマウスでの解析が有効と考えられる。

  そこで、十二指腸間充織に発現する遺伝子のプロモーター領域の下流に十二指腸

で発現せずそれよりも尾側で発現するHOX遺伝子をつないだトランスジェニックマウ
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スを作製し、十二指腸に現れる表現型を解析することにより、1陶x遺伝子の十二指腸に

おける機能を更に明らかにできると考えている。そのようなトランスジェニックマウス

の作製を行う目的で、それに用いるプロモーターとなる遺伝子の検討を行った。

2） forkhead homolog 6 （lith－ol

  forkibead homolog 6（働一6）は、 winged helixあるいはforkhead domainという100ア

ミノ酸よりなるhelix－tUrn－helixのモチーフをもつ転写因子遺伝子ファミリーのひとつで

あり、この中でも、Fkzb－6の発現は、7．5日胚ではまだ見られないが、8．0日胚頃から

posterior mesodermで始まり、9．5日胚になると、前腸領域や肺周囲の中胚葉に発現する

ようになり、その後も、消化管の間充織のみでほぼ特異的に発現が続き、内胚葉由来の

上皮では発現がないことがわかった。さらに、出生後も、ほぼ消化管特異的に、その全

長で発現が持続する。これらの事実から、．Fklh－6の機能として、上皮、間充織間の構築、

維持に関与していると思われ、特に消化管間充織から上皮へのシグナルの構築にあると

考えられる。そこで、われわれは、このFkh－6のプロモーター活性を利用しようという

目的で、プロモーター解析を行った。
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第2章材料と実験方法

1）RNAプローブの準備

   RNAプローブの多くは大阪大学微研の島田和典先生より供与していただいたが

（Hoxa－4、 Hoxa－5， Hoxa－6， Hoxb－4、 Hoxb－5、 Hoxdl－4）、一部（Hoxb－7、 Hoxc－4、 Hoxc－5）

については、当教室にて、データベースにてわかっているcDNAの塩基配列をもとに、

ICRマウスのcDNAをテンプレートにして、 nested PCRを行うことにより、クローニン

グを行った。

   当教室でRNAプローブ作成するために使用したprimerの配列は、以下のとおりで

ある。カッコ内の数字はジーンバンク上のprimerの位置を表す。5’側の太字で表した

塩基配列は、制限酵素認識部位を付加したために、修飾されたオリゴヌクレオチドを表

す（上段はHind・III、下段はXba 1 siteを付加）。

Hoxわ一7

GenBnak aocession ： XO6762

1st PCR：b7－a： （2045） 5’

1st PCR：b7－d：（2855）5’

2nd PCR：b7－b： （2136） 5’

2nd PCR：b7－c： （2855） 5’

TCAGAAGAGGAAAAAGGGGG 3’

TCCCATAArlTGGGITcrCCC 3’

TTTAAGCTTTCCCCGACrACAAATCATCC 3’

TCTTCTAGAC’MCCTCerCrrGGC’ITTC 3’

Hoxc－4

GenBnak aocession ： X69019

Joural：Development 116（2），497－506， （1992）

lst PCR：c4－a：（76） 5’ GCGGAGTCACATGGTGAAAG 3’

lst PCR：c4－d：（1027） 5’ GTCAATITGGTGGTGGTCAC 3’

2nd PCR：c4－b：（115）5’ TGGAAGCTTAGCAGTAGGAGGGCT’TTATG 3’

2nd PCR：c4－c：（980） 5’ GGTTCTAGAGGCAGGGGTGTAAGITATGT 3’
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Hoxc－5

GenBnak aocession ： IA3497

Journal ： Mammalian Genome 7， 81－84， （1996）

lst PCR：c5・一a：（2064） 5’ ACCCCCTCAAenCAAAGAG 3’

lst PCR：c5－d： （3681） 5’ CTCTAGCCTCCGCCTCAAAA 3’

2nd PCR：c5－b：（2194） 5’ TCCAAGCTTCCCITAATCAAAAAGGGTGC 3’

2nd PCR：c5－c：（3621）5’ TGGTCTAGAGAAAACCGAAAAGGAAGGGC 3’

  上記のprimerによって得られたPCR produCtは、 pBS KS＋のマルチクローニングサ

イト（Hind・III， Xba 1 site）にクローニングした。さらに、このプラスミドをQIAGENで

精製し、最終的にシークエンスまで行い、目的とする領域がサブクローニングされてい

ることを確認した。

  その他の島田先生より供与していただいたRNAプローブも、最終的にはシークエ

ンスまで行い、それぞれのHOX遺伝子のどの部分がクローニングされているのか確認を

行った。

  また、プローブの特異性をサザンプロット法にてチェックしたが、クロスハイブ

リダイゼーションは認められなかった。

   図6に今回RNAプローブとして使用した領域を示す。

2）胚の固定と前処理

1、9．5日胚、12．5日胚の胎児は、BDF－1マウスを交配することにより得た。

2、95日胚、および12・5日胚胎児より取り出した消化管は、氷上で冷却したリン酸

 バッファー生理食：塩水（calcium－and magriesium－free Phosphate Buffered Saline；PBS）溶

 液に入れ、ストックしておく。

3、取り出した胚は、氷冷したPBSにて3回洗浄する。

4、4％パラホルムアルデヒド／PBS 5 ml中に胚を入れ、4℃にて2時間から一晩固

  足する。

5、PBT（0．1％Tween－20・in・PBS）にて洗浄。4℃ 5min． x 3

28



  Hoxa－4 Hoxa－5 Hoxa－6
一［＝＝■トー｛＝＝圏：トー一＝コ圖一一一一

Hoxb－4

750bp

600bp

Hoxc－4

    520bp

Hoxb－5

    700bp

Hoxb－7

一［＝＝圃一→＝＝コ圖一一

800bp

Hoxc一一5

一｛＝］1トー一一｛＝＝］■｝一一

880bp 780bp

700bp

  Hoxd－4

1kbp
1000bp

 1

coding region

： homeobox

図6今回準備したprobe

Hoxa－4， Hoxa－5， Hoxa－6， Hoxb－4， Hoxb－5， Hoxdi－4は大阪大学微研の島田和典先生

より供与していただいた。Hoxb－7， Hoxc－4， Hoxc－5については、当教室にて作成し

た。

プローブの特異性をサザンハイブリダイゼーション法にてチェックしたが、クロス

ハイブリダイゼーションは認められなかった。
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6、脱水。 50％メタノール（Met OH）／PBT 4℃ 5min． x 2

7、さらに100％メタノール（Met OH）／PBT 4℃ 5min． x 2 に置換。

8、・20℃にて使用するまで保存。

3）DIG labeled RNA probeの作成（DIG RNA Labeling Kitを使用）

  一本鎖RNAプローブは、 RNAポリメラーゼ結合部位を含んだ線状プラスミドの

転写によって作成した。ヌクレオチド混合液にはジゴキシゲニンーUTP（Boehringer）を

加え、標識した。RNAプローブのサイズとしては、0．5～1kbが最適である。プローブ

の長さが長くなるほど、架橋された組織へのプローブの浸透性が低下するためと思われ

ているが、シグナルは弱くなり、長さが短くなっても、シグナルは弱く、また同時にバ

ックグラウンドが高くなる。

1、目的の遺伝子のcDNAをサブクローニングしたプラスミド10μgを制限酵素にて

 切断し、線状化する。ここで用いる制限酵素は、5’突出末端か平滑末端でなけれ

 ばならない。

2、フェノール処理、エタノール沈殿。

3、H20 suspe皿d（final 250皿g／μ1）。電気泳動にて確認する。

4， ln vjtro transc jpti on 37℃ 2 hr．

4p1

2pt1

2pl

lpt1

2晒1

1 y，1

8pl

Templete DNA fragment （ 250ng／pt1 ）

10xRNA polymerase transcription bu脆r（Boehringer Mamiheim）

DIG RNA labeling mixtuTe （Roche）

RNase inhibitor （40U／pl） （Roche）

， T3 or T7 or Sp6 RNA polymerase （20U／pt1） （Boehringer Mannheim）

0．1M】［汀T（GIBCO BR：L）

H20

5、1μ1電気泳動で確認。

 リボヌクレアーゼの混入を避けるため、アガロースゲル、泳動バッファーは新たに

 作成したものを使用する。以下の泳動も同様。
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6、Templete DNA除去。 DNase（P「omega）2μ137℃ 30min’

7、TE（Tris 10mM、 EDrA IMm）を加え、 tota［1 100Pt1とする。

8、Spi皿column（Boelmnger Mannheim）精製。

 前処理として13001pm 3min．x2後、その後、実際にサンプルを入れて1300rpm 3min．。

9、上記columnを通したサンプルをエタノール沈殿。

10、TE 100pt1にsuspend。最終的に5μ1とり、電気泳動で確認する。

4）DIG labeled RNA probeの検定（spot法）

1、DIG labeled RNA 1 ptlの5倍希釈系列を10段階作成する（H20にて希釈）。

 同時にDIG・labeled・control・RNA（100P9／μ1） （Boehringer Manmheim）の希釈系列も同様

 に作成する。

2、上記希釈系列をHybond N＋（Amersham）に1μ1つつspotしていく。

3， Baking． 80℃ 2 hr．

4、Hybond N＋をBuffer・120mlに浸す（滅菌角シャーレ上）。約lmin．

   O．IM Maleic Acid

   O．15M NaC1

5、Buffer・2（1％Bloc㎞g reagent／Buffer 1）20mlにて洗浄（滅菌角シャーレ上）。20min．

6、抗体反応。ALP結合抗DIG抗体／Buffer・1・20mlにて洗浄（滅菌角シャーレ上）。20min．

   2μl ALP結合抗DIG抗体（Roche）

   10ml Buffer 2

7、Buffer・120mlにて洗浄（滅菌角シャーレ上）。10min． x2

8、Buffer 3 10mlにて洗浄（滅菌丸シャーレ上）。2min．

   200pl 5M NaCl

   5’OOpl IM MgC12

   1mi Tris HCI pH 9．5

   8．3ml H20

9、発色反応。30min．～lhr．

 発色液の入った滅菌丸シャーレ上にHybo皿d N＋を静かに浸す。一度紙を置いたら、
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 にじむので揺すらない。アルミホイルで遮光する。

   10ml Buffer 3

   45ptl 4－Nitro blue tetrazoliurn chloride （NBT） （75mg／ml） （Boehringer Mannheim）

   35μ1 5－bromo－4－chloro－3－indolyl－phosphate（BCIP） （50ing／ml） （Boe㎞inger

      Mamiheim）

 controlと同じ程度に発色があれば、プローブとして十分である。

10、TEにて反応stop。

11、反応の終了したHybond N＋を60℃のオーブンにて乾燥させる。

12、上記Hybond N＋はアルミホイルで包んで保存する。

5） whole－mount in situ hybridization

whole－mount伽f舳ybゴdizationの手技は、 Se㎞otoら（1998）の紹介した方法｝こて行

 つた。

1日目（1－15まではRNA専用区域にて実験を行う。）

1、100％メタノール（MetOH）中に一20℃で保存しておいたサンプルを滅菌シャー・一・レ上

 に取り出し、試薬の取り込みを避けるために、タングステン針（あるいは26G皮内針）

 にて出来るだけ腔を切開する。

 （95日胚では頭部、耳胞を、125日胚消化管は胃を確実に切開しておく。）

2、脱アルコール。

 50 9060 MetOH ／ PBT （O．1 9060 Tween－20 in PBS） room temperature （RT） 5min． x2

 PBT RT 5min． x2

3、サンプル漂白。

 6％H202／PBT RT 2．5hr．～over night（0／N）まで可。

 また、過酸化水素水（H202）で処理することにより、内因性のボスファターゼ活性が

 不活化するためと思われるが、非特異的な染色がかなり低下する。

4、4％パラホルムアルデヒド作成。

    0・4g パラホルムアルデヒド

    10ml H20
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 65℃オーブンにて溶解しておく。

5、PBTにて洗浄。 RT 5min． x3

6、10ptg／mlプロテイナーゼK／PBT RT 10～15min．

 サンプルの大きさ、組織の厚さ、最終的な発色反応の強弱により、時間を変える。

 目安は以下の通り。

    8．5dpc embryo；10ptgtml 5min．

    9・5dPc emblyo；10μ帥n110～15皿in・（12．5dpc gutもこの条件でで良い）

    10．5dpc embryo；20pgtml 10min．

7、10mg／mlグリシン／PBT RT 5min・x2

 プロテイナーゼ処理により、サンプルがもろく壊れやすくなっているので注意する。

8、PBSにて洗浄。 RT 5min． x2

9、サンプル再固定。RT 20min．

 0．2％グルタルアルデヒド／4％パラホルムアルデヒド／PBS

 25％グルタルアルデヒド液80μ1を上記4のパラホルムアルデヒド／PBSに加える。

10、PBTにて洗浄。 RT 5min・x2

11、Solution Iにて洗浄。 RT 5min．

    50％ ホルムアミド（Boe㎞皿ger Ma【mhe㎞）

    5x S S C （Standard Saline Citrate） pH 4．5－5．0

    1％o SDS （Sodium dodecyl sulfate）

12、プレハイブリダイゼーション。

 Hibridization Buffer 60～70℃ 1hr．以上。

    8ml Solution l

    40pl 10mg／ml tRNA（Boehringer Ma皿heim）

    80μ15mg／ml Hepa血（Wako）

 一般的に、ハイブリ温度が高くなればシグナルは弱くなるが、バックグラウンド

  も低下する。逆にハイブリ温度を低く設定すると、シグナルは出やすくなるが、

 バックグラウンドも出てきやすい。プローブによって温度を微妙に変えていく必

 要がある。
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13、プローブ調製。

 DIG lebeled RNA probe 10ptl（Solution l lmlに対して） 95℃3min後o皿i㏄。

 最終的な発色反応が弱ければ、プローブの量を増やしてみることも可。

14、ハイブリダイゼーション。60～70℃ 0／N

     lml Hibridization Buffer

     10pl 100pg ／ pt1 DIG lebeled RNA probe

15、明日のためにSolution・1を60～70℃オーブンに入れておく。

2日目（16からはRNase専用区域にて実験を行う。）

ホルムアミドを含んだバッファーSolution I、 Solution・IIIにて胚を洗浄する際は、胚が完

全に透き通って見えるので、うっかり捨ててしまわないように十分注意しなければなら

ない。

16、Solution・1にて洗浄。60～70℃ 30min・x2

17、Solution IIにて洗浄。 RT smin・x3

    0．5M NaCl

    10mM Tris HCI pH 7．5

    0．1％o Tween－20

18、Solution・IIIを60～70℃オーブンに入れておく。

    50％ ホルムアミド

    2x SSC pH 4．5－5．0

19、10μg／ml RNaseA／Solution II処理。37℃ 30min・x2

 標的RNAとアニーリングしていないプローブをリボヌクレアーゼ処理にて除去す

 る。

20、Solution・IIIにて洗浄。60～70℃ 30min． x2

21、2 mM Levamisole ／ TBST（TBS・in・1％Tween－20）にて洗浄。 RT smin． x3

22、Bloc㎞g solutionにて洗浄。 RT lhr．以上。

 ヒツジ血清（Sheep serum）は使用前に70℃で30分間加熱処理をする。

    100ptl 200mM Levamisole ’（Signa）
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    2ml Sheep serum （COSMO BIO）

    2ml 10％o Blockmg reagent／Buffer 1

    1 mi 10x TBS

    10pt1 Tween－20

    5ml H20

23、抗体反応。

 ALP結合抗DIG抗体／Bloc㎞g solution 4℃0／N

    1μlALP結合抗DIG抗体（Boehringer Ma皿he㎞）

    lml Blocking solution

3日目

結合していない抗体を取り除くために、洗浄を行う。

：Levamisoleを加えることにより、多くのアルカリフォスファターゼが阻害される。

24、2mM：Levamisole／TBSTにて洗浄。 RT 5min・x3

25、2 mM Levamisole／TBSTにて洗浄。 RT lhr・x5

26、㎜にて洗浄。RT 20min．x2

 CO2の吸収によってpHが変わるので、使用する日にストックから調整する。

    100pt1 200 mrvf Levamisole

    200pl 5M NaCl

    500pl IM MgC12

    10μl Tween－20

    1ml Tris HCI pH 9．5

    8．2ml H20

27、発色反応。

 RT 30min．～0／N 数時間ごとにチェックする。

 アルミホイルにて遮光する。

 今回の発色反応については、全て0／Nの反応で行った。

    4．5pl NBT
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    3．5pl BCIP

    lml NTMT

28、発色ストップ。

 PBTにて洗浄。 RT 5min． x2

29、後固定。

 0・2％グルタルアルデヒド／4％パラホルムアルデヒド／PBS RT 20min．

30、PBTにて洗浄。 RT smin・x2

31、冷暗所保存。 PBT 4℃。

32、写真撮影。

 きれいな発色反応を示したサンプルが得られたら、長い間保存しておかずに、なる

 べく早い時期に顕微鏡撮影を行う。

 また、胚を50％グリセロール／PBTに移して撮影しても良い。

6）パラフィン切片の作成

1、一20℃、100％メタノール中に保存していた胚サンプルをキシレンに置換。30min．。

2、パラフィン包埋。60min．

3、厚さ8μmにて切片作成。

 スライドグラスはシランコーティングを施してあるものを使用。

7） in situ hybridization

in sitU hybridizationの手技は、 Se㎞otoら（1998）の紹介した方法｝こて行った。

前日までに準備しておくこと。

①初日に使用するドーゼ、スライドグラスホルダー、ピンセット（2本）を乾熱滅菌

（200℃、2時間）しておく。

②DEPC（Diethyl Pyrocarbonate）処理H20

 蒸留水に対して最終濃度が0．1％になるようにDEPC（SIGMA）を加えよく混合する

 （完全には溶けない）。

 一晩静置しておき、RNaseを不活化する。
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 翌日オートクレーブ（30min．）し、 RNase freeのH20として使用する。

③モレキュラーシーブス3A 1／8（Moleculal・Sieves・3A・1／8）処理エタノール

 500m1エタノール（99．5） （Wako）にモレキュラーシーブス3A 1／8（Wako）を、ボ

 トルの底が見えなくなるくらいまで加える。

 一一晩静置しておき、完全に脱水しておく。

④スライドグラス、カバーガラスは必ずコーティングしてあるものを使用する。

 そうでないと、切片がスライドグラス上にうまくつかず、ハイブリダイゼーション、

 洗浄の操作中にはがれ落ちることが多い。

    スライドグラス：MATSUNAMI Super Frost MASコート

    カバーガラス：GRACE Hybrislip Hybridization cover（フナコシ）

1日目（1－12まではRNA専用区域にて実験を行う。）

1、150ml 4％パラホルムアルデヒド／PBSを作成し、65℃オーブンにて溶解しておく。

2、スライドグラスホルダーに、必要なスライドグラスを立てる。スライドグラスへの

 ネーミングは鉛筆で行う。

3、脱パラフィン。

 キシレン RT lmin・x3

 100％エタノールRT lmi皿．x3

 90％エタノール／PBS RT lmin．

 80％エタノール／PBS RT lmin．

 70％エタノール／PBS RT lmin，

 50％エタノール／PBS RT lmin，

4、PBTにて洗浄。 RT 5min． x2

5、1μ9／mlプロティナーゼKIPBT 37℃ 5～30min．（組織により異なる）

 今回の実験においては、8～12分の間で行った。

    7．5pl 20P9／m1プロティナーゼK

    150列目 PBT

6、再固定。
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 4％パラホルムアルデヒド／PBS RT 20mi巫．

7、PBTにて洗浄。 RT lmin． x2

8、6の再固定をしている間に、ハイブリダイゼーションバッファーを調整しておく。

     500pt1 Solution l

     5μ1  5mg／ml Hepa血

     2．5ptl tRNA

 このハイブリダイゼーションバッファ・一一一1001，tlに対し1μ1のDIG lebeled RNA probeを

 加える。プローブの量は最終的なシグナルが弱ければ、多くしても良い。

 95℃ 3min．→ on ice→ RTにしておく。

9、スライドグラスを入れる滅菌角シャーレの中に、サンプルの乾燥防止のために、

 Solution 1をしみ込ませたペーパータオルを入れておく。

10、スライドグラス1枚につき、100μ1のDIG Iebeled RNA probe／ハイブリダイゼーショ

 ンバッファーをのせる。

11、カバーガラス（GRACE Hybrislip Hybridization cover，フナコシ）を気泡が入らないよ

 うに、慎重にかける。

12、サンプルの乾燥防止のために、更に滅菌角シャーレの周囲をビニールテープにて密

 閉し60～70℃オーブンに入れる。

 一晩オーブン内でハイブリダイズさせる。

13、明日のwashのために、 Solution 1および50％ホルムアミド，2xSSCの入ったドーゼ

 それぞれ2個を60～70℃オーブンに入れておく。

2日目（14からはRNase専用区域にて実験を行う。）

14、Solution 1にて洗浄。60～70℃ 30min． x2

  1回目の洗浄で、カバーガラスが自然にはがれてくるので、切片を傷つけないよう

 に取り除く。

15、50％ホルムアミド，2xSSCにて洗浄。60～70℃ 30min． x2

16、TBSTにて洗浄。 RT 5min． x2

17、Blockmg solutionにて洗浄。 RT 40min．
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    7 ml 109e blocking stock solution

    7 ml Sheep serum

    150ml T13ST

18、抗体反応。

 ALP結合抗DIG抗体／Bloc㎞g solution 4℃0／N

    1μ1ALP結合抗DIG抗体

    lml Blocking solution

 スライドグラスを入れる滅菌角シャーレの中に、TBSTをしみ込ませたペーパータオ

 ルを入れておく。

  1枚のスライドグラスにつき約500ge1のALP結合抗DIG抗体／Bloc㎞g solutionをの

 せる。

 さらにカバーガラス（MATSUNAMI NEO micro cover glass）をかけ、4℃冷蔵庫内に

 静置する。

3日目

19、TBST with 2mM Levamisoleにて洗浄。 RT 20min． x3

    150 ml TBST

    1．5ml 200mM Levamisole

20、㎜にて洗浄。

    1．5 mi 200 mM Levamisole

    3ml 5M NaCl

    7．5ml IM MgC12

    1．5ml 1090’IXveen－20

    15 ml Tris HCI pH 9．5

    121．5ml H20

21、発色反応。RT O／N ～ 暗所。

 300μlNBT／BCIP stock solution（Boe㎞nger Ma皿heim）

 30ml NTMT
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22、発色ストップ。

 TEにて発色反応をストップさせる。

23、写真撮影。

 きれいな発色反応を示したサンプルが得られたら、顕微鏡撮影を行う。

8）Hoxa 一5 prom oter－LacZ constructの構i築

  Hoxa－5 promoter領域を含むプラスミドベクター（大阪大学島田和典先生より供

与）にはHoxa－5のATGが含まれていたため、これを除くため、このプラスミドベクタ

ーをテンプレートにPCRを施行し、ATGのすぐ上流域約200bpのフラグメントを得た。

  primer配列は、以下の通り。5’側の太字で示した塩基配列は、制限酵素認識部位

（Hind・III）を付加したために、修飾されたオリゴヌクレオチドを示す。

A5p－1：5’@TrGC（rl”CCACCCAACrCCC  3’

Asp－2：5’ GTTAAGCTTGATTTGTGGCTCGCG 3’

  このフラグメントは、Hoxa－5の転写開始点を含んでいた（Odenwald， et al．，1989）。

PCRによって得られた産物が正しい塩基配列であることは、シークエンスを行うことに

より確認した。このフラグメントを、フラグメント内に存在するXba 1 siteおよびPCR

のprimerに修飾したHind lll・siteで切断し、 pSP 73にサブクローニングした。

  さらに上流域2．1kbの部分をBam HIとHind・IIIで切断し、この断片をゲルから回

収することにより、得ることが出来た。

  これら200bpのフラグメントおよび2．1kbのフラグメントをライゲーションする

ことにより、今回使用する予定としたHoxa－5のpromoter領域約2．3kbを得ることが出

来た。この領域は、Hoxa－5のすぐ上流に存在するHoxa－6のホメオドメイン部分までを

含んでいた。

  hacZを含んだプラスミドベクターは、当教室にあるlox 66 Nzneo Rより、 neo

cassetteを取り除くことにより利用した。このプラスミドを、 Kpa lとHind・IIIにて切断

し、neo断片を切り離した。

  さらに、pSP 73にサブクローニングされてるHoxa－5のpromoter領域約2．3kbを、
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Kpn IとHind・IIIにて切断し、得られた領域を上記LacZを含んだベクターのKpn I、 Hind

III siteに挿入することにより、目的とするHoxa－5 promoter－LacZ・constructを構築するこ

とが出来た。

g）Fkzh－6 RNA probeの作成

  既知のFkh－6cDNAシークエンス配列をもとに、 C57・BL／6マウスtailのgenomic

DNAをテンプレートに、 nested PCRを行うことにより、まず約750bpのフラグメントを

得ることが出来た。

  primer配列は以下の通り。カッコ内の数字はジーンバンク上のprimerの位置を表

す。5’側の太字で表した塩基配列は、制限酵素認識部位を付加したために、修飾され

たオリゴヌクレオチドを表す（上段はHind・III、下段はXba 1 siteを付加）。

GenBnak aocession ： X92498

Journal：Development 122 （6） 1751－1758， （1996）

lst PCR：fkh－a：（136） 5’ GCCATGAAGAAGGGACAAAG 3’

lst PCR：fkh－d：（1052） 5’ GTcrCCGGCCAAAATGcrGT 3’

2nd PCR：fkh－b：（277）5’ G GAAAGCTTCATGAGCCACCTCTrCAGTC 3’

2nd PCR：flth－c：（1015）5’ TCTTCTAGAGAenGGAACCITITGGGGA 3’

  シークエンスを行うことにより最終的な塩基配列の確認を試みたが、得られた領

域の3’末端約2PObpの確認を行うことがどうしても出来なかった。

  そこで、塩基配列が確認された領域内に新たに下記に示すprimer（f㎞一e）を設

定し、f㎞一bとこのf㎞一eを用いて、この領域がクローニングされてあるプラスミドをテ

ンプレートにして再度PCRを行った。そして、新たに得られた約530bpの部分を別の

プラスミドにクローニングし直した。シークエンスにて最終的な確認後、この530bp

の領域をRNA probeとして使用した。

  新たに設定したprimer配列は以下の通り。5’側の太字で表した塩基配列は、制限

酵素認識部位（Bazn・HI）を付加したために、修飾されたオリゴヌクレオチドを表す。
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fith－e：（772） 5’ AAAGGATCCACCcrACATCGCAGCCCACC 3’

10）Fkh－6plomoter－LacZ constructの構築

  Fkh－6の塩基配列および、 Fkh－6の上流約8kbに存在する遺伝子MFH‘・1の塩基配列

がデ・・一一・・タベースよりわかってたため、これら既知の領域にprimerを設定し、10ng PCRを

行うことにより、最終的に約5．8kbのpromoter領域を得ることにした。テンプレートに

なるDNAはES細胞であるTT2より抽出したgenomic DNAを使用した。

  使用したprimer配列は以下の通り。カッコ内の数字はジーンバンク上のprimerの

位置を表す。5’側の太字で表した塩基配列は、制限酵素認識部位（El ro RI）を付加した

ために、修飾されたオリゴヌクレオチドを表す。

反応条件：95℃30sec．61℃10min．28サイクル。

     TaKaRa LA Taq Kit（TaKaRa）を使用。

GenBnak aocession ： YO8222

fkhp・一1： （5725） 5’ CTGGCTCGerCCI’1’TCCCAGATGrmAGG 3’

GenBnak aocession ： X92498

fkhp－2：（488） 5’ GGCGAATTCTGGTAGATGCCGTCAGTGT 3’

   このPCR反応によって得られた約7．5kbの産物をEbo RIにて切断し、約6．1kbの

プロモーター領域を回収することが出来た。さらに得られたこめフラグメントの内部に

ニケ所存在するHind lllにて切断し、このフラグメントを三つの部分に分けてpBS KS＋

に別々にクロ淫心・ニングを行った。また、この領域の最も3’側はFkh－6のATGを含んで

いたため、Apa lで切断することにより、 ATGを含んだ約300bpの領域を取り除いた。

  最終的に、約0．5kb、2．5kb、5．8kbの長さのプロモーター領域をもつフラグメント

の下流にthcZをつないだコンストラクトを構築し、それぞれのコンストラクトを用い

て、プロモータの発現解析を行うことにした。ただし、一番長い5．8kbの長さのフラグ

メントだけは全長をサブクローニングすることがどうしても不可能であったため、この

長さのプロモータの発現解析を行う際は、組換えが起こることを期待して、Fkh－p（①÷

②）fragmentとFkh－P（②＋③）＋LacZ・constructを混ぜてインジェクションすることにし
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た（図15）。

11）マイクロインジェクション

  注入するD：NAは、切り出して、精製し、5ng／μ1のlmM Tris、0．lmM・EDrA溶液に

して、実際にインジェクションを行った。用いたマウスのストレインは、ICR、 B6、 BDF1

であり、特に区別することなく使用した。仮親に移植後、95日胚、または、12．5日胚

にて、胚を取りだし、解析を行った。

12）X－ga1染色

  9．5日胚における内臓中胚葉、あるいは12．5日胚における間充織でのLacZの発現

を5－bromo－4－chloro－3－ildolyl p－D－galactopyranoside （X－gal） による染色で評価した。サ

ンプルを固定液で30分間固定後、1XPBSで3回20分間洗浄した。一晩染色液に浸し、

青色発色の様子を観察した。

  固定液：1％ホルムアルデヒド、0．2％グルタールアルデヒド、1XPBS

  染色液：1xPBs、3mM K4【Fe（cN）41、3mM K3【Fe（cN）6】、 x－ga1、 o．1％Tx－100、

  lmM MgC12

  発色反応が終了したら、再度1％ホルムアルデヒドにて20分間固定し、1XPBSに

浸し4℃で保存した。

13）genomic DNA抽出

  マウス胚採取時、卵黄嚢を1．5・mlのマイクロチューブに細胞溶解液600μ1ととも

に入れ、55℃℃約3時間インキュベートした。組織が完全に溶解した後、等量のフェノ

ール・クロロホルムを加え、5分以上撹搾した。遠心後上層を注意深くとり、等量のイ

ソプロパノールを加え撹搾し沈殿させた。遠心後上清を捨て、沈殿したgenomic DNAを

70％エタノールでリンスし、デシケーターで乾燥させた。100 Pt1 TEに溶解し、4℃で保

存した。

  細胞溶解液：0．5％SDS，130mM塩化ナトリウム，15mMクエン酸，5mM EDTA，

  10mM Tris－HCI （pH8．0） ， proteinase K （50 ptg／ml）
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フェノール・クロロホルム：phenol：chlorofo皿＝1：1、0．IM Tris－HCI（pH8．0）

TE：0・IM Tris－HCI（pH8．0）、E】［兀Aフェノール・クロロホルム：phenol：chlorofomm

＝1：1、0．IM Tris－HCI（pH8．0）

14）PCRによるgenotyping

  hacZ内に設定したZ1、 Z2プライマーを用いてPCRを行うことにより、導入遺伝

子の存在の有無を検出した。320bpのバンドが増幅される。

プライマーの配列

Zl：5’ GGCGTIrACCCAACTTAATCG 3’

Z2： 5’ TGTGAGCGAGTAACAACCC 3’

反応条件：94℃；1min．、55℃；2min．、72℃；2min．28サイクル

15）DNA塩基配列決定

  Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaetionキット（PeI㎞一ElmeI， Foster City，

CA）を用いたサイクルシーケンス法でDNAフラグメントを蛍光ラベルし、 ABI PRISM

310 Genetic／Analyzer（Peπ㎞一Elmer， Foster City， CA）により塩基配列決定を行った。
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第3章 結果

1）Hox遺伝子群の消化管における発現

  マウス消化管形成過程にHOX遺伝子がどのように関与しているのかを調べるため

に、whole－mount in sitU hybridizationおよびsection in sitU hyb「idizatio皿の手技を用いて、パ

ラロググループ4，5および一部の6，7のHox遺伝子について、マウス消化管での発

現パターンの系統的な解析を行った。

  マウス消化管は、12．5日胚になると、形態的に分化を遂げており、食道、胃、十

二指腸、小腸、盲腸、大腸等の領域が明らかになっている。この12．5日胚消化管での発

現を解析することにより、HOX遺伝子が発現する場所を領域区分で認識できると考え、

12．5日胚胎児より消化管だけを取り出し、三次元的な解析が可能なwhole－mount in situ

hybridizationの手技により、解析を行った。

  また、同時に9．5日胚胎児の発現解析を行うことにより、実際に今回の実験で使用

したRNAプローブが、過去に報告されてきた体節の発現パターン（Burke， et a1．，1995；

Gaunt， et al．， 1990； Geada， et al．， 1992； Galliot， et al．， 1989； Kessel and Gru ss， 1991； Vogels， et

al．，1990；Wall， et al．，1992）と一致する結果を示すのかどうかを調べ、その感度と特異性

を確認した。あるいは、もしも消化管での発現が見られなかった場合に、他の組織での

発現が見られるのか否かを判断するためにも9．5日胚胎児を使用した。また、125日胚

よりも早期の段階で、内臓中胚葉におけるHOX遺伝子の発現を調べる必要があった場合

にも、この9．5日胚胎児を使用した。

  さらに、12．5日胚消化管の横断面の切片を作成し、section in sitU hybridizationを行

うことにより、実際に消化管のどの部分にHOX遺伝子の発現があるのか、内部の発現部

位を詳細に解析した。

a）Hox Aクラスター遺伝子群（図7）

  Hoxa－4は、胃、十二指腸、空腸に連続して発現していた。その後方における発現

境界はやや不明瞭で、回腸に向かうにしたがって、そのシグナルは徐々に減弱していっ

た。
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         図7 HoxAクラスター遺伝子群の発現
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Hoxa－5の発現パターンは、 Hoxa－4の発現パターンと類似しており、胃、十二指腸、空

腸に発現が認められたが、これに加えて、盲腸にも発現が認められた。

  一方、Hoxa－6の発現は不連続で、 Hoxa－4、 Hoxa－5と同様に、胃での発現を認めた

が、十二指腸、空腸での発現はなく、胃以外では、回腸から盲腸にかけて認められた。

発現の強さにもHoxa－4、 Hoxa－5と比べると違いがあり、胃、盲腸では強い発現が認め

られたが、回腸での発現は、それらに比べると、明らかに弱かった。

  Hox Aクラスター遺伝子群の中で見ると、胃での発現を別にすると、小腸以下で

は、より3’側に位置するHox遺伝子ほど発現の前方境界が頭側に存在するという、従

来報告されてきた発現パターンが消化管においても認められた。またその発現の前方境

界は解剖学的なサブドメインに一致していた。

  マウスの胃は、組織学的に、重層扁平上皮と円柱上皮の境界が胃の中央部に存在

し、それぞれ、筋胃、腺胃と呼ばれているが、この組織学的な違いが、胃におけるHOX

遺伝子の発現パターンに影響を及ぼすことはなく、胃全体で均一にシグナルが検出され

た。

  section in sita hybridizationの結果を見ると、 Hox遺伝子の発現が認められたのは、

中胚葉由来の間充織であり、内胚葉由来の上皮には認めなかった。

  今回発現を調べた3つのHox4クラスター遺伝子は、全て胃で発現しており、ま

た、中腸領域では、より3’側に位置するHox遺伝子ほど発現の前方境界が頭側に存在

するというコリニアルな発現パターンとなっていた。

  9．5日胚においては、以前報告されてきたような発現パターンを示した。

b）Hox Bクラスター遺伝子群（図8）

  Hoxb－4の発現は、胃、十二指腸、空腸から回腸末端にかけて連続して均一に認め

られた。

  Hoxb－5シグナルは、十二指腸領域をスキップして、胃および空腸から回腸にかけ

ての領域で不連続に検出されたが、空腸から回腸にかけての発現は、胃と比べるとやや

弱く、発現の前方境界もあまり明瞭ではなかった。

  Hoxb－7の発現パターンは、 Hoxb・5の発現パターンと類似しており、胃と、空腸

から回腸にかけての領域に不連続に認められたが、Hoxb－5と比較すると、発現領域は
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     図8 HoxBクラスター一va伝子群の発現
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さらに後方まで伸びており、盲腸の部分まで発現が認められた。その発現は、部位によ

っての差はなく、ほぼ均一であった。

  Hox Bクラスター遺伝子群の中で見ると、 Hox Aクラスター遺伝子群と同様、今回

解析した遺伝子においては、すべて胃での発現が認められたが、中腸領域では、より3’

側に位置するHoxb－4の発現の前方境界が十二指腸と最も頭側に存在し、その5’側に位

置するHoxb－5、 Hoxb－7では発現の前方境界がより尾側の空腸に存在し、さらに、最も5’

側に位置するHoxb－7では発現が盲腸を含む領域までまであり、一番尾側までまで伸び

ていた。つまり、従来報告されてきた発現パターンがHox Bクラスター遺伝子群の消化

管中腸においても認められた。またその発現の前方境界は解剖学的なサブドメインに一

致していた。

  Hox Bクラスター遺伝子群においても、Hox Aクラスター遺伝子群と同様、胃での

発現を認めたが、胃における組織学的な違いが、1動x遺伝子の発現パターンに影響を及

ぼすことはなく、胃全体で均一にシグナルが検出された。

  section in situ hybridizationにおいては、発現が認められたのは、中胚葉由来の間充

織であり、内胚葉由来の上皮には認めなかった。Hoxb－5における消化管壁の強いシグ

ナルは、神経堤細胞由来である腸管神経叢のneural cell及びglial㏄11である。

  9．5日胚においても、以前報告されてきたような発現パターンを示した。なお、

Hoxb－5では、耳胞内に発色液が貯留し、バックグラウンドとして検出された。

c）Hox Cクラスター遺伝子群（図9）

  Hoxc－5の発現の前方境界は、解剖学的な十二指腸と空腸の境界部分に一一致し、そ

の発現境界も明瞭であった。空腸から回腸、盲腸にかけて、連続して均一に発現してい

たが、大腸に向けて、そのシグナルは、次第に減弱していった。’Hox Aクラスター、

Hox Bクラスター遺伝子群で見られたような、胃での発現はなかった。

  section in sita hybridizationで見ると、発現が認められたのは、中胚葉由来の間充織

であり、内胚葉由来の上皮には認めなかった。

  9．5巳胚においても、以前報告されてきたような発現パターンが認められた。

  一方、Hoxc－4のシグナルは、9．5日胚胎児の神経管、体節など体幹部においては、

他のHOX遺伝子と同様に認められ、用いたプローブの感度や特異性には問題はなかった
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が、12．5日胚消化管においては、whole－mount in sita hybridizationでもsection in sitU

hybridizationでも検出できなかった。同様の結果は、以前当教室でパラロググループ6

～9のHOX遺伝子群の発現解析を行ってきた際にも見られ、その際もやはり、 Hoxb－9

だけが消化管での発現が認められなかった（Sekimoto， et al・，1998）。そこで、消化管発

生過程のより早期のステージで、Hoxc－4の発現が内臓中胚葉にあるのかどうかを確認す

るために、9．5日胚胎児を用いて、section in sitU hybridizationを行った。しかしながら、

Hoxc－4のシグナルを内臓中胚葉に検出することは出来なかった。よって、 Hoxc－4は、

消化管の形態形成には関与していないものと思われる。

d）Hox Dクラスター遺伝子群（図10）

  Hoxd」4の発現の前方境界は、空腸と回腸の境界部にあり、盲腸でその発現は最大

となり、大腸においては、シグナルは徐々に減弱していった。しかしながら、回腸領域

における発現は非常に弱く、検出は困難であった。この回腸部分で発現が弱く、盲腸で

強くなるという発現パターンは、Hoxa－6の発現パターンに類似していたが、 Hoxa－6と

は異なり、他のHox Cクラスター遺伝子群同様、胃での発現は認めなかった。

  section in sitU hybridizationの結果を見ると、他のHox遺伝子群で見られたのと同様

に、発現が認められたのは、中胚葉由来の間充織であり、内胚葉由来の上皮には認めな

かった。

  9．5日胚においても、以前報告されてきたような発現パターンが認められた。

  今回発現解析を行ったHox遺伝子群においては、12．5日胚から取り出した消化管

中腸領域において、より3’側に位置する遺伝子ほど発現の前方境界が頭側に存在する

という、以前から報告されてきたコリニアルな発現パターンがほぼ認められたが、

Hoxd4に限っては、同じパラロググループの4で見るとその発現の前方境界が、大きく

後方にずれていた。つまり、Hoxa－4、 Hoxb－4の発現の前方境界が、小腸領域では、胃と

十二指腸の境界部に存在するため、Hoxd－4における発現の前方境界も当然その付近に

予想されたが、実際は大きく後方にずれており、空腸と回腸の境界部分であり、その回

腸領域での発現自体も非常に弱かった。以前、Hoxd－4の発現に関して、 Hoxd－4は同じ

パラロググループに属するHoxa－4、 Hoxb－4と比べて、発現の時期がかなり早く、8．5～

9・5日胚で最も強く、12．5日胚になると、その発現はほとんど見られなくなるという報
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図10 HoxDクラスター遺伝子群の発現
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告がある（Gaunt， et al・，1989）。そこで、我々は、より発生早期の胚では、前腸から中

腸領域の内臓中胚葉にHoxdl－4のシグナルが検出できると予想し、9．5日胚胎児を用いて、

section in situ hybridizationを行った。しかしながら、 Hoxdl－4のシグナルを認めたのは後

腸領域のみで、前門から中腸領域の内臓中胚葉に検出することは出来なかった。この点

において、今回発現を調べたHox遺伝子群の中で、 Hoxd－4だけが、同じパラロググル

ープ4内の中だけで見ると、コリニアルな発現パターンを示していなかった。

  図11は、パラロググループ4～9の全てのHoxクラスター遺伝子の発現結果を示

しており、多くの1％x遺伝子が消化管発生過程で、それぞれのサブドメインに発現して

いる。面白いことに、胃では、パラロググループ4～8の全てのHoxA、 Bクラスターに

存在する遺伝子が計9つ発現しているが、HoxC． Dクラスターに位置する遺伝子では発

現していない。中腸においては、より後方の領域で発現している遺伝子の数が増加して

いる。驚くべきことに、空腸で8，回腸で12，盲腸で13の遺伝子が発現しているのに

対し、十二指腸では、Hoxa－4、 a－5、 b－4の3つだけであった。大腸においては、 HoxD

クラスター遺伝子群と、Abd－B family遺伝子群が発現していた。

2）Hoxa－5 promoter 一 LacZを用いたHoxa－5 promoterの発現解析

  マウス12．5日胚の消化管におけるHox遺伝子群の発現パターンを調べることによ

り、HOX遺伝子が、消化管中腸領域においてコリニアルな発現を示し、その発現領域も

全て間充織に限局していることがわかった。また、その発現の前方境界は消化管の各器

官に一致しており、これらの結果から、HOX遺伝子が、マウス消化管発生においても、

骨格系や神経系に見られるような前後軸に沿った領域特異的な形態形成に関与してい

ることが示唆された。しかしながら、実際に消化管発生過程のどの時期にHOX遺伝子が

機能しているかについてはわかっていない。我々は、消化管の中でも十二指腸において、

Hox遺伝子がどのような役割を果たしているのかを解析することを目的としており、十

土指腸における機能解析を進めていくことにした。

  そこで、HOX遺伝子の十二指腸における役割をさらに明らかにする目的で、トラ

ンスジェニックマウスの作製を計画した。十二指腸間充織に発現する遺伝子のプロモー

ター領域の下流に十二指腸で発現せずそれよりも尾側で発現するHOX遺伝子をつない
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図1112．5日胚消化管におけるHox遺伝子の発現パターン

今回発現解析を行った遺伝子群はboxで表示。その他の太線は前回のstudy

（Sekimoto， et al．，1998）にて報告した遺伝子群。
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だトランスジェニックマウスを作製し、十二指腸に現れる表現型を解析することにより、

HOX遺伝子の十二指腸における機能を更に明らかにできると考え、そのようなトランス

ジェニックマウスの作製を試みた。

  プロモーター領域として、まず、Hoxa－5の使用を試みた。これは、1％xヨ㌦5カミ今

回発現解析を行ったHOX遺伝子群の中で、胃から空腸領域まで消化管間充織に連続して

発現しており、目的とする十二指腸間充織にて発現が認められたこと、また、このHoxa－5

のプロモター領域を含むgenomic DNAが、ベクター内にクローニングされた状態で存在

していたこと、によりこの領域を使用することとした。また、in・vitroの実験において、

転写開始点より上流約840bpの部分にプロモーター活性が存在することが、報告されて

いる（Fibi， et al．，1988）。

  そこで、プロモーター領域として、今回Hoxa－5の上流域約2．3kbを使用すること

にした（図12）。この領域は、Hoxa－5のすぐ上流に存在するHoxa－6のホ剛域ドメイン

部分までを含んでいた。しかしながら、このプロモーターが本当に十二指腸に発現する

のか否かを確かめるため、プロモーターの発現解析をする必要があった。そこで、レポ

ーター遺伝子として、このプロモーター領域の下流にLacZをつないだコンストラクト

を作製、このコンストラクトをマウス受精卵にマイクロインジェクションすることによ

り、トランスジェニックマウスを作製した。12．5日胚になった時点で、胎児を仮親から

取り出し、さらにその胎児から消化管だけを摘出、X－gal染色を行い、消化管における

hacZ発現の様子を観察した。なお、導入遺伝子挿入の有無は、卵黄嚢より抽出したDNA

から、LacZ内に存在するプライマーを用いて、 PCRを行うことにより、確認した。

  合計3回のマイクロインジェクションを施行した（表1，図13）。

  ．1回目のインジェクションでは、PCRにて導入遺伝子挿入の認められた胚は一匹

のみであり、その胎児のX－ga1染色にても、消化管におけるLacZの発現は認められず、

神経管や体節における発現も非常に弱かった。

   2回目のインジェクションにおいても、PCRにて導入遺伝子挿入の認められた胚

は13匹中1匹のみであったが、X－gal染色を行うと、胎児全体に比較的強い発現が認

められ、消化管においてもLacZの発現が認められた。消化管においては、食道から胃

の前半の上皮部分、十二指腸から回腸間充織において発現が認められた。しかしながら、

十二指腸間充織における発現パターンは、斑点状であり、切片を作成し、観察したとこ
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図12Hoxa－5 promoter領域map

Hoxa－5 promoter領域を含む約4kbの領域のうち、 Hoxa－5のATGすぐ上流約200bpを

PCRにて得、更にその上流約2．1kbの部分はBam HlとXba Iにて切断することにより得、

た。この二つのフラグメントをライゲーションし、最終的に、Hoxa－6のhomeobox部分

から、Hoxa－5のATGのすぐ上流までの部分、．約2．3kbをpromoterとして使用した。
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表1Hoxa－5 promoter 一 LacZを用いた

  a5 promoterの発現解析

injection
PCR posi．／

?高b窒凾署
X－gal staining

1／7 ・頚椎～上位胸椎に弱い発現あり
1回目

（12．5dpc） ・消化管での発現（一）

・頚椎以下の体節、各種神経核に発現あり

2回目
1／13 ・食道～胃（血温）上皮、十二指腸～回腸

（11．5dpc） 間充織に発現あり

（小腸での発現は斑点状）

・頚椎～上位胸椎に発現を認めた胚が3匹

5／22 ・うち1匹のみ消化管での発現あり（弱）
3回目

（12．5dpc） （胃での発現はなく、空腸～回腸間充織

に斑点状の発現）
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図13 Hox∂一5 promoter－LacZ X－gal染色結果（消化管における発現）

2回目のinjectionにおいては、食道から胃の上皮が強く染まり、十二指腸から

回腸間充織にかけて弱いシグナルを認めた。3回目のinjectionにおいては、空

腸から回腸にかけて弱い発現を認めた。中腸領域間充織における斑点状の発現

は、腸管神経叢と思われる。
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ろでは、腸管神経叢のみが染まっているものと思われる。in situ hybridiZationにおいても、

HOX遺伝子は、腸管神経叢に強く発現している。

  3回目のインジェクションにおいては、PCRにて導入遺伝子の組換えが認められ

た胚は22匹中5匹であった。X－gal染色を行うと、このうちLacZの発現を認めたサン

プルは3匹であり、さらに消化管での発現を認めたサンプルは1匹のみであった。これ

ら3匹とも発現レベル自体は弱かった。消化管における発現を見てみると、食道から胃

での発現は認められなかったが、2回目のインジェクションで見られたのと同様、空腸

から回腸にかけての斑点状の発現が認められた。しかしながら、十二指腸には認められ

なかった。切片を作成すると、その発現は間充織に限局していたが、やはり、2回目の

インジェクションと同様、間充織全体が染まっているというのではなく、腸管神経叢の

みが染まっていた。

  このように、今回作製したコンストラクトでは、LacZを目的とする消化管間充織

に発現させることが出来ず、このプロモーター領域では、消化管にHoxa－5を発現する

ことが出来ないことがわかった。発現の比較的強かった2回目のインジェクションにお

いては、胎児全体で見ると、頚椎以下の体節、各種脳神経核では発現を見ており、神経

系、骨格系における発現は、このプロモーター領域である程度十分であることがわかっ

たが、消化管に発現させるためには、この領域だけでは不十分であることがわかった。

恐らく、消化管に発現させるためのエンハンサーがこの領域以外に存在しているためと

思われる。以上のことにより、このプロモーター領域では、消化管にHoxa－5を発現さ

せることが出来ないと考えられる。

3）盈か6の消化管における発現解析

  今回使用したHoxa－5プロモーター領域が、十二指腸で発現させるプロモーターと

しては不十分であることがわかり、他の十二指腸で発現する遺伝子の利用を検討した。

その中で、Ekh－6というforkheadドメインをもつ転写調節因子に注目した。この遺伝子

は、winged heliXあるいはforkhead domainという100アミノ酸よりなるheliX－tum－heliXの

モチーフを持つ転写因子遺伝子ファミリーの一つであり、このwinged helixタンパクは

モノマーとしてDNAに結合し、機能することが知られている。元々は、 D駕q剃8の消
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化管、唾液腺、中枢神経系などの細胞で発現し、DrOSOρhilaの形態形成をつかさどる遺

伝子として発見されたが、その後イーストからヒトまで80種類以上のファミリーが存

在することがわかっている（DirkSen and Jamrich，1992；Hacker， et aL，1992；Knochel， et a1・，

1992； Lai，et al．， 1990； Lai， et al．， 1991； Li， et al．， 1992； Ruiz， et al．， 1992） ．

  DrosoρhilaやX切qρπ5から発見されたforkzhead遺伝子を用いて、マウスのge皿omic

libraryをスクリーニングすることにより、新たに6種類のマウスforkhead遺伝子ファミ

リーが得られ、それぞれforklhead homolog 1～6（Fkili－1～6）と名付けられた（Kaestner， et

al．，1993）。Drosoρhilaのforkheadとヒトのforkhead homolog 1～6間で、 forkheadドメイ

ンの相同性はアミノ酸レベルで、57～67％であった。それぞれの遺伝子について、mRNA

の発現を9．5日胚から出生までの胎児、adultの各臓器で調べたところ、 F㎞一3を除くほ

かの遺伝子は全て器官形成が始まる9．5日胚より以前に、様々な器官で発現が始まって

いることがわかった（Fklb－3のみは、14．5日胚以降の発現）。それゆえ、これらの遺伝

子は、Drosophilaの発生におけるforkhead遺伝子の役割と類似して、哺乳類発生におい

て、特異的な構造が分化するのに必要なものであるということが予測された。

  この中でも、Fkh－6は、ほぼ消化管特異的に発現し、胎生8．0日胚くらいから

posterior mesodermで発現が始まり、以後消化管のほぼ全長にわたって、 adultにおいても

発現が続き、その発現領域も間充織に限られている。ノックアウトマウスの報告もあり、

消化管に生じた高度な構造異常が原因で、出生後ほとんどが死ぬという異常を呈してお

り、他のFkzhファミリーからは影響を受けなかった（Kaestnel， et aL，1997）。その機能

として、上皮、間充織間の構築、維持に関与していると思われ、特に消化管間充織から

上皮へのシグナルの構築にあると思われている。この趾一6の約8kb上流に、同じ

forkheadドメインをもつ転写調節因子MFH－1（mesoderm forlkthead homolog 1）が存在して

おり、Fkh－6とM： 1は、 forkheadドメインのアミノ酸レベルで77％の相同性を有す

る（Miura， et al．，1993）。また、このタンデムな配置は、 Hox遺伝子群と同様、共通の

調節機構を持つことも予想された。しかしながら、MFH－1の発現領域は、主に心、血管

系を中心とする部分が中心で、消化管間充織での発現はなく（Kaestner， et・al．，1996）、

発現パターンのオーバーラッピングは部分的であり、機能的なリダンダンシーは有して

いないものと思われる。

  我々は、このFjkh－6をプロモーター領域として使用することを計画した。これま
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で、RNase protection analysis（Kaestner，et aL，1993）およびsection in situ hybridization

（Kaestner，et aL，1996）により、このFkh－6が、消化管に発現するということが報告され

ているが、本当に消化管全体で、しかも間充織に限局して発現するのかどうかを、まず、

確認しておく必要があった。そこで、約530bpのRNAプローブを作成し、whole－mount in

sitU hyb「idizationの手技により、マウス12．5日胚の消化管を用いて、 mRNAの発現解析

を行った。

  結果は、確かにこのEkか6は、食道から大腸に至るまで消化管の全長で均一に発

現していた。また、切片を作成すると、その発現領域は間充織に限局していることが確

認できた（図14）。

4）Fkh－6promoter－LacZを用いたFkh－6promoterの発現：解析

これまでのEkh－6遺伝子に関するいくつかの報告、および我々が実際に行ったwhole－

mount in sitU hyb「idizationによる12．5日胚消化管の発現解析の結果から、 Fkh・・6が十二指

腸間充織にも発現していることが明らかになり、Fkh－6をプロモーターとして使用する

ことにした。盈か6は、胎生早期からほぼ消化管間充織に特異的に発現し、今回計画し

たトランスジェニックマウスの作製において、HOX遺伝子のように、神経系や骨格系に

おいても表現型の異常が出現することが予測されるのと比べると、このFkh－6は、プロ

モーターとして使用するには理想的な遺伝子と思われる。しかしながら、Fkh－6のプロ

モーター領域の解析に関する報告は現在までなく、この領域の塩基配列についても未知

の状態であった。つまり、プロモーター領域として、どれくらいの長さを利用すればい

いのかさえもわからない状況であったため、まずはプロモーター解析を行う必要があっ

た。そこで、種々の長さのFkh－6プロモーター領域の下流に、レポーター遺伝子として

LacZをつないだコンストラクトを構築、これをマウスにマイクロインジェクションし、

12．5日韓胎児から取り出した消化管のX－ga1染色を行い、 LacZの発現を見ることで、プ

ロモーターの発現解析を行うことにした。 図15に示すように、・Elth－p（③）＋LacZ、

Fkh－P（②＋③）＋LacZ、 Fkh－P（①＋②）fragment＋Fkh－P（②＋③）＋LacZの、以上3種

類のコンストラクトを、マウス受精卵にマイクロインジェクションすることによりトラ

ンスジェニックマウスを作製した。なお、導入遺伝子挿入の有無は、卵黄嚢より抽出し

たDNAから、 LacZ内に存在するプライマーを用いて、 PCRを行うことにより、確認し
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た。

a）Fjkh－P（③）＋hacZ：（0．5 kb）（表2，図16）

  12．5日胚になった時点で、仮親から胎児を取り出し、さらにそのなかから消化管

だけを摘出した。PCRにて導入遺伝子の組替えが認められた胚は、38匹中8匹であっ

た。このうち、X－gal染色にて消化管におけるLacZの発現を認めたのが3サンプルあ

った。しかしながら、目的とした十二指腸での発現ではなく、食道のみでの発現であっ

た。切片を作成すると、その発現部位は、間充織であった。

  このプロモーター領域では、食道にしかLacZの発現をさせることが出来ず、不適

当であった。

b）Fjkh－P（②＋③）＋hacZ：（2．5・kb）（表2，図16）

  前回と同様に、12．5日胚になった時点で、仮親から胎児を取り出し、さらにその

なかから消化管だけを摘出した。PCRにて導入遺伝子の挿入が認められた胚は、77匹

中17匹であり、X－ga1染色にて消化管におけるLacZの発現を認めたのが、このうち8

サンプルあった。結果は、このうち6匹は、0．5kbのプロモーター領域の時と同様、食

道のみの発現であったが、残りの2匹は、発現が少し後方まで延びていた。しかしなが

ら、目的とする十二指腸までの発現は認められず、胃前半部分まででであった。切片を

作成すると、その発現部位は、やはり間充織であった。

  今回のコンストラクトは、プロモーター領域として、前回よりも約2kb上流まで

延長したのであるが、それによって、発現部位が胃の前半部分までのびたサンプルが認

められ、さらにコンストラクトを上流部分まで延長すると、目的とする十二指腸で発現

することが期待された。

  そこでさらに、プロモーター領域として上流に約3kb延長したコンストラクトを

作成し、同様にtac Zの発現解析を行う予定であったが、前述したように、全長をサブ

クローニングすることがどうしても不可能であったため、組換えが起こることを期待し

て、Fkh・p（①＋②）fragm6皿tとFkh－p（②＋③）＋LacZ・constructを混ぜてインジェクショ

ンを行った。
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c）Fkzh－P（①＋②）fragment＋Fkh－P（②＋③）＋LacZ：（5．8 kb） （表2，図16）

  まずは、前回までと同様に、12．5日胚になった時点で、仮親から胎児を取り出し、

さらにそのなかから消化管だけを摘出して、LacZの発現解析を行った。サンプル数自体

は6匹と少なかったが、PCRを行うと、導入遺伝子の挿入はこの6匹中4匹に認められ

た。X－gal染色にて消化管におけるLacZの発現結果を調べると、これら導入遺伝子の組

換えが認められた全てのサンプルで、lacZの発現が認められた。結果は、予想していた

通りであり、消化管における発現領域が空腸レベルまで伸びているサンプルが2匹あり、

食道、胃、十二指腸から空腸にかけて連続的に認められた。ただ、やはり食道における

発現が一番強かった。切片を作成すると、その発現部位は、これまでの結果と同様間充

織であった。残りの2匹は、前回までのコンストラクトとの結果と同様、食道間充織の

みの発現であった。

  次に消化管に形態的な部域化がまだ起こっておらず、前腸、中腸、後腸として区

分される時期の消化管形成初期の9．5日胚におけるhacZの発現を解析した。95日胚に

なった時点で、仮親から胎児を取り出し、PCRによるgenotypingを行ったが、導入遺伝

子の挿入が認められた胚は、17匹中6匹であった。このうち、X－gal染色にてLacZの発

現を認めたのが、3サンプルあった。結果は、いずれも胎児の前腸から中腸と思われる

領域にLacZの発現を認めた。発現領域を明らかにするために、切片を作成すると、前

平の咽頭部に当たる部分から、中腸前半部の肝臓が発生する部分のレベルにかけて、内

臓中胚葉に発現を認めていた。つまり、このプロモーターが、9．5日胚の消化管形成初

期においても、将来十二指腸となる領域の内臓中胚葉で発現があるということがわかっ

た。

  このように、プロモーターを上流へ延長することにより、12．5日胚消化管におけ

る発現部位も、より尾側方向へ延ばすことが出来た。今回、プロモーターとして約5．8kb

の領域を使用することにより、目的とする十二指腸間充織での発現が得られ、その発現

時期も9．5日胚の結果からわかるように、消化管発生過程の早期から発現しているとい

うことがわかった。

  このプロモーターの下流に、十二指腸で発現しておらず、十二指腸より尾側で発

現しているHOX遺伝子をつなぎ、このHOX遺伝子を前方で強制発現させ、十二指腸に
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現れる異常を解析することにより、消化管におけるHOX遺伝子の役割を、より明らかに

していく予定である。
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図1 4 Fkh－6 whole－mount in situ hybridization結果

Fkh－6は、食道から大腸に至るまで、消化管の全長でほぼ均一に発現していた。

また切片を作成すると、その発現領域は間充織に限局していた。
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Mouse chromosome 8

   sequence既知

 E E   H E1 H

sequence既知

H     H

⊥・［図■ゴーLL一一L」一圖1］一一一一1kb

   MFH－1 Fkh－6       一                      一

            lp・・m・t・・領域（約5・8kb）1

E

“t 一＠ 一＠一
H H E

Fkh p（O＋＠）

3．3kb     2．Okb O．5kb

         Fkh－p（＠）

           一 O．5kb
Fkh p（＠＋＠）

5．3kb

□ex・・；■t・ansl・t・d・egi・ns；睡】wi・g・d h・li・d・mains

矢印：PCR primer

E ： EcoRl； H ： Hincl 11

図1 5 Fkh－6 promoter領域map

sequence既知の部分にprimerを設定し、 long PCRを行うことにより、約7．5kbの

Fkh－6 promoter領域を得た。 Fkh－6のATGを取り除き、εco Rlにてdigest、更に内部

に存在する2ケ所のHind 111でdigestすることにより、最終的に、太線で示すような、

3種類のpromoter領域をクローニングすることが出来た。
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表2 Fkh－6 promoter－LacZを用いた

   Fkh－6 promoterの発現解析

promoterの長さ
PCR posi．／

?高b窒凾署

X－gal染色

垂盾唐奄狽奄魔
消化管における発現パターン

Fkん・P（③）一LacZ

i0．5kb）

8／38

i12．5dpc）

3 ・食道のみでの発現

Fkん一P（②＋③）一L∂cZ

i2．5kb）

17／77

i12．5dpc）
8

・6匹は食道のみでの発現

@（0．5kbと同じ発現パターン）

E2匹は食道～胃前半部分での発現

Fk力・P（②＋③）一LacZ

i2．5kb）   十

ekん一P（①＋②）

?窒≠№高?獅

4／6（12．5dpc）

U／17（9．5dpc）

43
・12．5日胚では食道で強い発現

E胃、十二指腸～空腸で中等度の発現

E9．5日胚では前～中腸での発現
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Fkhp（③）一LacZ

（0．5kb）

Fkh－P（②＋③）一L∂cZ

（2．5kb）

月kh－P（②＋③）一LacZ

（2．5kb）

      
月kh－p（①＋②）5．3kb

fragment

Fkh－P（②＋③）一LacZ

（2．5kb）

   十
Fkhp（①＋②）5．3kb

fragment

貯》鐸＼1＜瀞

   セ セ   じ                                じ                     お

          ア              り    セ                  ゆ ら                 ヘ
         セ    ド                                ぢ  ロ

     1’ζ．5dpご’gut：1 一

               ロみ ロゆみへ             欝

              ・・ ・’ ’：・  引回    霧；；1／一，， ／

                       ヒ ロ              のニロ  し     ハお ら                       モび          ねノちやザい り ハ ロ

             。．5d塵血嘉譜騨鰐．

               右図は左図棒線部における切片

図16Fkん一6 promoter－LacZ各種constructにおけるX－gal染色結果
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第4章 考察

1）Hox遺伝子群の消化管における発現

  これまでマウス胚発生におけるHOX遺伝子群の発現パターンに関する報告は数多

く存在し、ショウジョウバエの相同遺伝子群、HOM・・C（ホメオティックコンプレックス）

と同様、マウスにおいてもHOX遺伝子群は、胎児神経管、原脊椎、間充織などで、頭部

から尾部にかけて少しずつずれた発現境界を持ち、体の前後軸に沿った狭い領域の形態

形成をつかさどっていることがわかっている。このように、現在までのマウスHOX遺伝

子に関する報告は、二二の分節的構造形成、四肢のパターン形成、そして、脊椎骨、肋

骨の形成など、神経系や骨格系についての研究が多く（Burke， et・al．，1992；Fromenta1－

Ramain， et al．， 1996； Kessel and Gruss， 1991； Krumlauf， 1994； McGinnis and Krumlauf， 1992） ，

消化管に関する報告は少ない（Beck， et al．，2000；Pitera， et al．，1999）。しかしながら、消

化管は発生の過程で、神経系や骨格系と同様に前後軸に沿った領域特異的な形態形成を

遂げるため、HOX遺伝子群が、消化管の形態形成にも関与していることが十分に考えら’

れる。そこで我々は、125日胚マウス消化管を用いて、whole－mou皿t in sitU hybridization

を行い、マウス消化管におけるHOX遺伝子群の発現パターンの系統的な解析を行ってき

た。

  我々は、前回（Sekimoto， et al・，1998）及び今回のstudyにおいて、パラロググルー

プ4～9に属するHox遺伝子群の消化管における発現パターンを系統的に調査してきた

（図3）。前回の報告で、これまで神経系や骨格系において報告されてきたような、よ

り3’側に位置する遺伝子ほどその発現の前方境界が頭側に位置し、それよりも5’側

に存在する遺伝子はその境界が少しずつ後方にずれていくというコリニアルな発現パ

ターンが、消化管においても存在することが示され、領域特異的な発現パターンを示す

ことを明らかにした。しかしながら、コリニアルな発現は、十二指腸では中断されてお

り、Hox遺伝子の発現はこの領域でスキップしていた（Sekimoto， et al．，1998）。これま

で得られていた結果と、今回得られた結果のまとめを合わせて、図11に示す。Hox遺

伝子の消化管における発現パターンは、神経系や骨格系の発現パターンと比較すると、

より複雑であるように思われる。
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  まず、胃においては、パラロググループ4～8のHoW4、 Bクラスターに存在する

遺伝子が、全て発現していたのに対し、HoxC、 Dクラスターに存在する遺伝子の発現が

見られなかったように、特異的な発現パターンを示した。それゆえ、胃は、HOX遺伝子

のコリニアルな発現の法則の例外であるように思われる。胃は、最も口側に位置する消

化器官であり、前腸に由来する最も後方の器官である。また、大きな内腔を持つといっ

た特徴的な構造を有しており、胃には、消化管のほかの部位とは異なった特別な発現調

節システムが存在するのかもしれない。今回、我々が調べたHOX 4、 Bクラスターに位

置する9つもの遺伝子が、胃に発現しており、胃の形成に重要な役割を果たしているも

のと思われるが、この胃における発現パターンは、ニワトリ胚で見られるものとはいく

ぶん異なっている（Sakiyama， et a1．，2001）。彼らの報告によると、 Hoxa－6およびHoxa－7

は、ニワトリ胚の胃には発現しておらず、これは、種の違いによるものが原因だと思わ

れる。

  また、マウスの胃は組織学的に、ヒトとは異なっており、ヒトの場合、扁平上皮

と腺上皮の組織学的な境界部はちょうど食道と胃の解剖学的な境界部に一致している

が、マウスの場合、組織学的な境界部が解剖学的な境界部と一致せず、胃のほぼ中央部

に存在し、組織学的に扁平上皮からなる前半部分の早早（squamous epithelium）と、腺上

皮からなる後半部分の腺胃にわかれている。今回解析したのは、12．5日胚より取りだし

た消化管であり、組織学的にまだはっきりとした筋胃と腺胃という区別ができる時期で

はないが、この組織学的な違いが、胃の発現パターンに影響を与えたということはなく、

胃全体に発現を認めていた。

  次に中腸領域において、Hoxc－4を除いたHoxA、 B、 Cクラスターに存在する遺伝

子は、それぞれのクラスター内でコリニアルな発現パターンを示し、神経系や骨格系に

見られるようなHox codeが認められた。 Hox・4およびHoxBクラスターのコリニアルな

発現は十二指腸から始まり、11櫨Cクラスターでは空腸から、また、HoxDクラスターで

は回腸や盲腸以降の部分に発現していた。図11に示すように、Hoxa－4、 Hoxa－5， Hoxb－4

の3っだけが十二指腸に発現しているのに対し、それ以外の、胃、空腸、回腸、盲腸に

おいては、8つ以上の遺伝子が発現している。この胃と十二指腸におけるドラマティッ

クな発現パターンの違いが、胃腸と中腸の境界部における形態形成や分化に重要なのか

もしれない。
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  また、Hoxd－4の発現領域は、回腸から、盲腸、大腸にかけてであり、同じパラロ

ググループ4に属するHoxa－4、 Hoxb－4が、ともに胃から空腸にかけての領域に発現す

るのと比較すると、その発現領域が、大きく後方にシフトしていた。Hond－4の発現時

期や発現部位を同じパラロググループに属するHoxa－4、 Hoxb－4と比較したGauntらの

報告（1989）によると、Hoxd－4の発現は、8．5～9．5日分が最大で、その後は次第に弱く

なり、12．5日胚になると、殆ど検出されなくなる。我々も9．5日胚を用いてin situ

hybridizationを行ったが、予想された前～中腸レベルの内臓中胚葉にHoxd－4の発現を認

めることは出来なかった。つまり、Hoxd－4は、中腸後半部分以降の形態形成に関与して

いると思われる。後期領域においては、このHoxd－4を含め、 Hoxd－8とAbd－B family遺

伝子（Hoxb－9を除く）が発現していた。 Abd－B family遺伝子（5’側のパラロググルー

プ9－13）は、ニワトリの後嗣のパターン形成に関与していることが知られている

（Roberts， et al・，1995；Yokouchi， et al．，1995）。また、 ZankanyとDubouleは、 Hoxd－3～13

を欠失させたミュータントマウスにおいて、回盲部括約筋の欠損と、回腸遠位部の構造

が大腸にまで連続していたと報告しており（1999）、この事実は、明らかに、HoxDク

ラスター遺伝子群が、後押領域の形成に関与しているということを示している。これら

の事実より、Hoxd－4を含めたHoxDクラスター遺伝子群とAbd－B family遺伝子群の発現

は、後腸において重要であると思われる。

  更に、今回発現解析を行ったパラロググループ4～9に属する遺伝子群の中で、

Hoxc－4とHoxb－9は、消化管における発現が認められなかった。しかしながら、 Hoxc－4

については、12．5日胚胎児において、食道に発現しているという報告があり（Geada， et al．，

1992）、また、HoxCクラスター遺伝子を全てノックアウトしても、消化管の異常は生

じなかったが（Suemori， et aL，2000）、Hoxc－4を単独でノックアウトマウスすると、食

道平滑筋の形成不全を伴う部分的あるいは完全な食道の閉鎖を呈したとの報告がある

（Boulet and Capecchi，1996）。9．5日胚における胎児の発現パターンの結果は過去の報告

（Geada， et al．，1992）とほぼ一致しており、プローブの感度、特異性には問題ないもの

と思われるが、今回の我々の結果においては、食道にシグナルを検出できなかった。食

道におけるHoxc－4の発現レベルが非常に弱いために、検出することが出来なかったも

のと考えている。Hoxb－9に関しては、ニワトリ胚（stage 26－28）においても、消化管

間充織での発現が認められなかったことが報告されており（Roberts， et al．，1995）、Hoxb－9
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は、消化管の形成には関与していないものと思われる。

  以上述べてきたように、今回発現解析を行ってきたパラロググループ4～9に属す

る遺伝子群についてまとめてみると、消化管の発生においても、神経系や骨格系に見ら

れるような、HOX遺伝子型が、協調してその形態形成に関与しているであろうことが示

唆されたが、必ずしも、全ての遺伝子が、消化管の全長に渡って、秩序正しくコリニア

ルな発現をしているわけではないということがわかった。つまり、図17に示すように、

異なったHox codeが、前腸、中腸、後刷の消化管おそれぞれのサブドメインに存在して

いると思われる。これらのドメイン特異的なHox・codeが、それぞれの領域における解剖

学的、機能的構造を決定しているものと思われるが、高度のリダンダンシーが存在する

ため、現在のところ、消化管において、HOX遺伝子が重要な役割を演じているという直

接的な証拠を示すことは困難である。

  また、脊椎動物の消化管形成過程では、おおまかな領域特異性を持った消化管上

皮と細かな領域特異性を持った消化管間充織の相互作用によって、位置特異的な構造形

成と細胞分化が誘導され、このとき、消化管間充織から何らかのシグナル分子が放出さ

れ、上皮に伝達されると考えられている。今回、section in sitU hybridizationを行ってみる

と、HOX遺伝子群の発現領域は中胚葉由来の間充織に限られており、内胚葉由来の上皮

には見られなかった。 HOX遺伝子群は、消化管形成過程で、上皮間充織間相互作用に

関わるシグナル分子の転写制御を行い、さらにこのシグナル分子の作用下で消化管上皮

細胞分化制御に関わっているといわれており、今回の結果からも、HOX遺伝子群がその

ような上皮間充織間相互作用に関与していることが示唆された。

2）Hoxa－5 promoter－LacZを用いたHoxa 一5 promoterの発現：解析

  今回、マウス消化管発生過程におけるHOX遺伝子群の発現解析を系統的に行うこ

とにより、パラロググループ4～9の遺伝子群の中で、Hoxa－4とHoxb－4およびHoxa・5

が十二指腸に発現していることが明らかになった。しかしながら転写因子としてのHox

遺伝子群の役割は未解明な部分が多く、今後は消化管発生過程におけるHox遺伝子の役

割について、さらに明らかにしていく必要があった。その中でも、我々は肝胆膵が発生

してくる十二指腸において、HOX遺伝子群がどのように関与しているのかを調べること

を目的としていたため、この十二指腸に発現するHOX遺伝子のプロモーター領域の下流
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図17消化管発生過程におけるHox遺伝子群の予想される発現パターンの法則

異なったHox codeが、前腸、中腸、後腸の消化管それぞれのサブドメインに

存在していると思われる。
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に十二指腸で発現せず、それより尾側で発現するHOX遺伝子をつないだトランスジェニ

ックマウスを作製して、HOX me伝子の異所性発現をおこし、十二指腸に現れる表現型を

解析することにより、消化管発生過程におけるHOX遺伝子の役割について、さらに明ら

かにしていくことができると考えた。

  上記の十二指腸で発現しているHox遺伝子のうち、 Hoxa－5のプロモタ一領今戸

2．3kbを含むgenomic DNAが、ベクター内にクローニングされた状態で当教室に存在し

ていたことによりHoxa－5を、今回、プロモーター領域として使用することにした。し

かしながら、この約2．3kbのプロモーター領域で本当に十二指腸に発現を示すのか否か

を確かめるため、レポーター遺伝子としてhacZを用いたプロモーターの発現解析を行

なった。

  結果は、十二指腸から回腸部分にかけて、弱い発現を認めた胎児が存在していた

にもかかわらず、whole－mount in sita hybridizationで認めたような腸管全体が染まってい

るような発現とは明らかに異なっており、斑点状に腸管神経叢が染まっており、消化管

間充織全体に発現しているという訳ではなかった。HOX遺伝子群は同一染色早上にクラ

スターを形成して配列しているため、その発現制御は複雑なものであると思われる。最

近になって、マウスのHOX遺伝子群では、 DrosophilaのHOXクラスターとは異なり、隣…

接した遺伝子が、ポジティブ及びネガティブのコントロール領域をお互い共有している

ということが明らかになってきた（Sham， et aL，1992；Gerard， et al．，1996；Gould， et al．，

1997；Zakany， et a1．，1997）。実際、 Hox Bクラスターに存在する一部の遺伝子群におい

て、イントロン内にneural・enhancer、 somite・enhancerとも言うべきエンハンサー領域が存

在し、ひとつのエンハンサー領域が、上流方向あるいは下流方向に存在する複数のHOX

遺伝子の神経管や体節における発現に、互いに競合的、選択的、あるいは共有的に関与

していることが示されている（Whiting， et al．，1991；SharPe， et al．，1998）。

   これらの事実が示すように、HOXクラスター内には、消化管における発現を調節

するコントロール領域、いわゆるente「ic enhancerなるものが存在することが予想される

が、Hoxa－5の上流域2．3kbには、この消化管の調節領域が存在せず、この長さのプロモ

ータ領域では消化管で発現を示すことが出来なかったものと思われる。胎児全体で見る

と、頚椎以下の体節、各種脳神経核では発現を見ており、恐らくこの領域内にneural

enhancer、 somite enhancerというエンハンサー領域が存在し、 Hoxa－5の腸管神経叢を含め
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た神経系、骨格系における発現を調節することが出来たものと思われる。結局、神経系、

骨格系における発現は、このプロモーター領域である程度十分であることがわかったが、

消化管に発現させるためには、この領域だけでは不十分であることがわかった。同一染

色下上でHox遺伝子群の存在する領域は長大であり、 Hoxa－5の消化管における発現を

コントロールするe皿teric・enhancerなるものが、もっと上流域に存在しているのか、ある

いは、Hoxa・5の下流域に存在しているのか、どこに存在するのか現時点では想像がつか

ないために、今回はこのHoxa－5をプロモターとして使用することは断念した。また、

Hoxa－5と同じく十二指腸で発現するHoxa－4、 Hoxb－4についても、同様の理由で、単純

にそれぞれの遺伝子の上流域のみでは、目的とする消化管で発現を示すプロモーターと

して働かない可能性も高く、今回、HOX遺伝子をプロモーターとして使うのは断念した。

3）Fkh－6promotel－LacZを用いたFklh－6promoterの発現解析

  これまでのFkh－6遺伝子に関するいくつかの報告（kaestner， et・al．，1993；Kaestner， et

aL，1996）によると、この遺伝子は、胎生8．5日胚頃から発現が始まり、その発現領域は

胎児期を通してほぼ消化管間充織特異的であり、さらに、出生後もほぼ消化管特異的に、

その全長で発現が持続する。これらの事実から、F）kh－6の機能として、上皮、間充織間

の構築、維持に関与していると思われ、特に消化管間充織から上皮へのシグナルの構築

にあると考えられている。Drosophilaの消化管発生過程におけるforkheadの機能もある

程度わかっている。Drosoρin’laの消化管は、前後の末端部分（tem血al・domain）の2ケ所

が陥入してくることにより発生してくる。母性遺伝子のコードする転写調節因子タン

パク質の濃度勾配の結果、両方のterminal・domainでgap遺伝子であるtaillessとhuckebein

が発現し（Greenwood・and・Struh1，1997；Lu， et aL，1993）、これらの遺伝子がさらにforlthead

の発現を調節している（Muraka ni・et・al．，1999）。forkheadは前方および後方のterminal

domainに発現し、同じく転写調節因子である下流のserpentやbrachyenteronの発現を調

節している（Rehom， et al．，1996；Reuter，1994；Kspert， et al・，1994；Murakami， et a1．，1995；

Singer， et al．，1996）。また、消化管派生物であるマルピギー管の発生においても、forkhead

はkruppelの働きを通して、特異化に関与している（Gaul and Weigel，1990）。forlkhead

の機能喪失型突然変異株では、すべての消化管原基に異常が見られる（Weigel et a1．，

1989a，1989b）。以上のように、 Drosophilaの消化管発生過程において、 fbrkheadはそ
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の発生初期に関与しているようである。

  我々は、実際にwhole－mount in sitU hyb「idizationによる12．5日胚消化管の発現解析

を行い、確かに消化管全域で間充織に発現していることを確認した（図14）。Fkh－6

ノックアウトマウスの報告もある（Kaestner et al・，1997）。異常を認めるのは、領域特異

的な上皮の分化が始まる14．5日胚頃からであり、特に胃、十二指腸、空腸の消化管前半

部分を中心に高度な構造異常を認めるようになる。間充織の上皮への陥入が起こらない

ために、その後の絨毛の形成が遅れ、16．5～18．5日置になっても絨毛の形成はほとんど

見られない。形態にも異常を来たし、単層の円柱上皮に覆われるべき絨毛が層状の上皮

で覆われたままで分化できず、絨毛は低形成で、数は少なく幅広になる。外野の構造異

常も明らかになり、嚢胞構造も見られてくる。マウスは正常に生まれてくるが、多くは

栄養障害のために生後2～3週で死亡し、その後生き残ったマウスでも、粘膜の異常、

腺構造の異常、ムチン嚢胞の存在等様々な異常を呈する。これらの異常は、胃、小腸の

近位で著明であり、回腸になると、絨毛、腺窩の異常、嚢胞形成ともにほとんど見られ

なくなり、大腸の形態は組織学的に全く正常であった。彼らは、これらの原因として、

上皮、間充織間相互作用の異常により、消化管上皮細胞の増殖異常が生じたためと述べ

ている。

  このように、Fkzh－6は、胎生早期からほぼ消化管間充織に特異的に発現し、今回計

画したトランスジェニックマウスの作製において、このFkh－6は、プロモーターとして

使用するには理想的な遺伝子と考えられたので、まず、Fkh－6プロモーター領域の下流

に、レポーター遺伝子としてtacZをつないだコンストラクトを構築し、プロモーター

の発現：解析を行った。その結果、プロモーター領域が5．8kbでも、内在性のFkh－6発現

に見られたような、消化管全体にわたるhacZの発現を認めることが出来なかったので、

この領域よりも上流、あるいは、遺伝子の下流にエンハンサー領域があり、それが関与

していることも考えられる。しかしながら、この約5．8kbの領域で、目的とする十二指

腸間充織での発現が得られ、その発現時期も9・5日明には見られており、消化管発生過

程の早期から発現しているということがわかった。さらにBAC等を用いて、もっと広

い範囲の領域を用いれば、もっと尾側まで発現を認める可能性もあったが、今回はこの

5．8kbの領域で十分であったため、これ以上延長することはしなかった。また、今回、

5・8kbの領域全長を一度にサブクローニングすることがどうしても出来なかったために、
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Fkh－p（①＋②）fragrnentとFkiii－p（②＋③）＋LacZ・constructを混ぜてインジェクションを

行った。両フラグメントの間で組換えが起こって、Fkh－p（①＋②＋③）＋LacZ・construct

という5．8kbのプロモーター領域が得られることを期待した訳であるが、最終的に本当

に組換えが起こったのかどうかについては、まだ確認を行っていない。しかしながら、

Fkh－p（②＋③）＋LacZ・construct単独でinjectionを行ったときに比べて、 Fkzh－p（①＋②）

fragmentを混ぜてinjectionを行ったときのほうが、発現領域が明らかに消化管の後方ま

で延長し、また、発現効率が上昇したことが確認できた。つまり、盈かp（①＋②）fragrnent

とFk h－p（②÷③）＋LacZ・co皿st ructの間で組換えが起こり、5．8kbのプロモーター支配下

にLac Zが発現したものと思われる。今後、サザンハイブリダイゼーションまで行い、

本当に組換えが起こっているか否かを確認する必要がある。

  今後は、．Fkli，一6遺伝子のプロモーター領域を用いて、十二指腸にHox遺伝子を過

剰発現するトランスジェニックマウスを作成していく予定である。この下流につなぐ

Hox遺伝子として、我々は、現在のところ、 H砿か5を検討している。トランスジェニッ

クマウスの作製において、本来は後方で発現しているHOX遺伝子を強制的に前方で発現

させる、つまり、Hox codeを撹乱するという概念からいけば、十二指腸で発現している

遺伝子のすぐ5’側に存在し、十二指腸で発現していないHox遺伝子をつなぐのが合目

的である。その観点からすると、今回発現解析を行った結果から、Hoxa－6とHoxb－5が、

ともに、十二指腸で発現する遺伝子のすぐ5’側に存在する、十二指腸で発現していな

い遺伝子であり、上記条件に合致する遺伝子ということになる。本来なら、どちらの遺

伝子を下流につないでもいいのだが、Hoxa－6に関しては、これまで、データベース上の

情報では、ホメオドメイン部分のアミノ酸シークエンスしかわかっておらず、その他の

情報が全くないという点から、今回我々は、Hoxb・5を選択することにした。

  今後、データベース上でわかっているHoxb－5 cDNAのシークエンス配列をもとに、

PCRにてこの遺伝子のオープンリーディングフレームを得、 Fkzh－6の5．8 kbのプロモー

ターの下流にこのHoxb－5cDNAをつないだコンストラクトを作成していく予定である。

このコンストラクトを導入したトランスジェニックマウスを作製し、その解析をするこ

とにより、消化管におけるHOX遺伝子の役割を、より明らかにしていくことができると

考えている。例えば、上皮の形態が変化するだけなのか、あるいはもっとドラスティッ

クな変化が観察されるのか、HOX遺伝子が消化管で働いている時期についても、ある程
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度明らかになると思われる。さらに、消化管に発現している他の遺伝子の発現パターン

の変化を調べることにより、HOX遺伝子の上流、あるいは下流に位置する遺伝子がある

程度明らかになり、それら複雑なシグナル伝達系のネットワークの制御機構を解明して

いくことにより、HOX遺伝子の転写調節因子としての役割までも、はっきりとしてくる

ことが期待される。

4）消化管発生過程における形態形成のメカニズム

  前述したように、HOX遺伝子の転写調節因子としての役割は、現在のところまだ

はっきりとはしておらず、今後は消化管発生過程におけるHOX遺伝子の役割について、

さらに明らかにしていく必要があろうと思われる。これまでに、消化管の部隅隅に対し

てHOX遺伝子と関連して位置情報を与えていると思われる因子については、いくつかの

報告がある（Beck，et al．，2000）。

   HOX遺伝子と同様、ホ四聖ボックスを持つ遺伝子であり、ショウジョウバエの

cauda1のホモログである（］dxは脊椎動物の消化管上皮に発現しており、この（「dx遺伝子

産物が、原腸形成層のごく初期に、HOX遺伝子の前後軸における発現を直接的に調節し

ていることが示されている（Charite， et al．，1998）。

  ∫肋は、発生の早期から消化管及びその派生物の上皮に発現している分泌タンパク

質であり（Bitgood and McMahon，1995；Roberts， et al．，1995；Marigo， et al・，1995；Narita， et al・，

1998）、間充織へのシグナル伝達に関与していると思われる。5励は、消化管発生にお

いて、陥入が起こる前の断腸門、後平門の内胚葉に限局して最も早期から発現している

ことから、消化管の形態形成に関与する最初のイベントを支配しているinduCtive sigrial

の候補遺伝子であると考えられている。消化管間充織にレトロウイルスベクターを用い

てShiを強制発現させると、その周辺の間充織にBMP－4、 Hoxd－11，13の異所的発現が

誘導され（Roberts， et a1．，1995）、また、．BMP－4は後腸のShiの発現している上皮に隣

接した間充織で発現していることにより、5励は消化管形成において、BMP－4やHox

遺伝子の発現制御に関与していることが示唆されている（Roberts， et al．，1998；Sukegawa，

et al．，2000）。また、 hedgehogの受容体をコードすると考えられているpatchedの脊椎動

物ホモログであるが、ニワトリやマウスにおいて、Shiが発現している上皮に隣接した

消化管間充織で発現している（Marigo， et al．，1996；Roberts， et・al．，1998；Sukegawa， et aL，
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2000） ．

  BMP－4は、 Shiが発現している内胚葉組織に隣接した中胚葉において、胚発生の

きわめて早期よりその発現が認められ、その後も上皮間充織相互作用が必要とされる多

くの場所で発現している（Bitgood and McMahon，1995；Roberts， et a1．，1995；Narita， et al，

2000）。消化管でもいくつかの場所で発現しているが、Hox遺伝子との関連が顕著に認

められるのが後腸の盲嚢間充織である。一部のAbd－B様HOX遺伝子とオーバーラップ

して発現しており、Hox遺伝子との関連が示唆される（Roberts， et・al．，1995）。

  このほかにも、HOX遺伝子と関連して、消化管の部域化に対して位置情報を与え

ていると思われる因子の研究はいくつかあり、FGF farnily（Pownall， et aL，1996；Isaacs， et

aL，1998）、the winged heliX transcription factor gene（Kaestner， et aL，1999）、その他のホ

メオボックスを持つ遺伝子（Hentsch， et・al．，1996；Lorentz， et a1．，1997；Charite， et al．，1998）

などが、報告されている。

  最近、Drosophilaにおいて、消化管発生過程における形態形成のメカニズムの詳細

が明らかになったが（Murakami， et aL，1999）、消化管発生において、脊椎動物でもショ

ウジョウバエと同様な遺伝子が発現していることから、消化管の形態形成にも、種を越

えて、共通なシグナル伝達経路が存在することが期待される（Roberts，2000）。今後、

さらに複雑なシグナル伝達系のネットワークの制御機構を解明していくことにより、消

化管発生過程におけるHOX遺伝子の転写調節因子としての役割までも、はっきりとして

くることが期待される。
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  第5章 結語

  マウス胎児発生におけるHox遺伝子群の発現に関する報告は、1980年代後半から

1990年代前半にかけてに数多くあり、発現パターンに加え、個体レベルでの機能：解析が

非常に進んだ。消化管における報告も数多く存在していたが、いずれもマウス胎児全体

の中から見た消化管であり、消化管だけに的を絞ったものではなかった。そこで我々は、

消化管発生におけるHOX遺伝子群の発現を系統的に調べ、消化管においては、前腸、中

腸、後腸それぞれのサブドメインに異なったHox codeが存在し、これらのドメイン特異

的なHox・codeが、それぞれの領域における解剖学的、機能的構造を決定しているであろ

うことがわかった。これらの結果から、HOX遺伝子が、マウス消化管発生においても、

神経系や骨格系に見られるような前後軸に沿った領域特異的な形態形成に関与してい

るであろうことが示唆され、また、今回の間充織に限局した発現は、HOX遺伝子は、上

皮間充織相互作用により、消化管それぞれの器官で特有な上皮形成にも関与しているで

あろうことも示唆された。

  現在、HOX遺伝子に関しては、個体レベルでの機能解析はほぼ終了し、標的遺伝

子の分離を始め、転写調節因子としての分子的な解析に主眼が置かれ、研究が進んでい

るところである。我々も、転写因子としてのHOX遺伝子の消化管における機能をより明

らかにしていく目的で、現在、トランスジェニックマウスの作成を進めている。もとも

と発現しているHOX遺伝子の数の少ない十二指腸で、 HOX遺伝子を過剰発現させたよう

な消胎児消化管を解析することにより、転写調節因子としてのHOX遺伝子の消化管にお

ける機能をより明らかにすることが出来るものと考えている。
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