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Position-specific expression of the Hox genes along the gastrointestinal tract.

          (ヒ ト腸管 全長 にお け るHox遺 伝 子 の部 位 特異 的 な発 現)

内容の要旨

矢 作

 HOX遺 伝子 群は胎芽 の前後軸方 向の形態形成 において重要 な役割

を担 う。 ヒ トを含 む哺乳類 のゲ ノム中には39個 のHOX遺 伝子 が存在

す る。39遺 伝 子 はHORA・HOXB・HOXC・HOXDに 分 け られ 、それ

ぞれ第7番 ・17番 ・12番 ・2番 染色体上 に クラスター をな して存在

す る。 各 クラスター には、9か ら11個 の遺伝子 が順 にな らび、他染

色 体上の遺伝 子配列 との相 同性 と各 ク ラス ター内の相対的 な位 置 に

応 じて1番 か ら13番 まで付番 され 、パ ラログ と呼ばれ る。各パ ラロ

グは、ク ラスター内 の相 対的 な位 置 に応 じて、胎児 の椎 体 ・四肢 ・

管腔臓 器(腸 管 ・生 殖器)の 前 後軸方 向に分節状 に発現 し、番 号の

小 さいパ ラ ログほ ど頭側 に、番 号 の大 きなパ ラログほ ど尾側 に発現

す る。最 近、HOX遺 伝子が成 人腸管 に も発現す る こと、大腸癌 にお

いて異常発現す ることが示 され たが、正常成人腸 管にお けるHOX遺

伝 子群の発現 パ ター ンに関す る系 統的な研究 は行われ てお らず、成

人 におけるHOX遺 伝子の生理的意義 は不 明である。

 本研 究 では、 ヒ ト正 常成人 の食道 ・胃 ・十 二指腸 ・空腸 ・回腸 ・

回盲部 ・盲腸 ・上行 結腸 ・横行 結腸 ・下行 結腸 ・直腸 の11部 位 につ

いて全層 組織 に 由来す るcDNAを 鋳 型 と し、定量 的PCR法 に よ り全

39HOX遺 伝子 の発現 量を測定 した。 まず、熱変性 高速液体 ク ロマ ト

グラフ ィー法 を利 用 して既知 量の鋳型DNAを 得たの ち、順次等 倍に

希 釈 した。希 釈系列 と各組織 由来 のcDNA、 二重鎖DNAに 介在す る

蛍光色 素(SYBR Green)を 混和 したのち、 PCR法 によ り増 幅 し、蛍

光 強度 を定量 した。 指数関数 的増幅相 におけ る蛍光 強度の対数値 を

直接 近似 し、y切 片 を外挿 して増幅初 期 にお ける鋳 型DNA量 を推 定

した。 同 じ方 法に よ りハ ウス キー ピング遺伝子GAPDHの 発現 量を測

定 した。HOX遺 伝子発現量 をGAPDHの 発 現量で除 して正準化 し、4

クラスターx39遺 伝 子x11部 位 か らなる行 列デー タを得 た。被説 明変

数 を各HOX遺 伝 子の発 現量、説 明変数 をク ラス ター、腸 管前後軸 上

にお ける相対的位置 、パ ラログ番号 として多変 量解析 を行 った。

 主成 分分析 を用 いて、各HOX遺 伝子発現 を2次 元 平面に投射 した

ところ、前腸 由来腸 管のベ ク トルの方 向、大き さはほぼ一定 であ る

こ とが示 され た。 中腸 由来腸管 ・後 腸 由来腸 管のベ ク トル もそれ ぞ

れ 同 じ方 向 ・大 き さを有 してい た。permax解 析 によれば、前腸 由来

組織 において高発 現す る遺伝 子は、後腸 由来組織 において低発現 で

あ り、後腸 由来組織 におい て高 発現す る遺伝子 は、前腸 由来組織 に

お い て低発 現 で ある傾 向 を認 めた。す なわ ち、成 人腸 管 にお ける

HOX遺 伝子群 の発 現パ ターンは、胎芽期腸 管にお けるそれに類似す

るものであ るこ とが判明 した。胎芽 期腸管 におけ るHOX遺 伝子群 の

発現 は原 始腸管 の部 位特異的 な分化過程 に関与 して い ると考 え られ

てい るこ とか ら、成人腸 管 にお けるHOX遺 伝 子群の発現 が腸管上皮

の部位特異的な再生過程 に関与 してい る可能性が示唆 され た。

尚 久

論文審査の要旨

 胎芽 の前後軸方 向への形態形成 を規定す るHOX遺 伝子 群は成人腸

管 でも発 現 してい るが 、生理 的意義 は明 らか でない。本研 究 では、

リアル タイ ムRT-PCR法 を用 いて全39HOX遺 伝子 の発現量 を定 量す る

測 定系 を確 立 し、成 人腸 管11部 位 の全 層組 織 につ いて 定量 を行 っ

た。探索的 デー タ解析法(主 成 分分析 ・permax解 析 ・trend surface解

析)に よ りHOX遺 伝 子群 の発 現 が部位 特 異的 で あ るこ とを示 し、

HOX遺 伝子 が腸 管上皮 の部位 特異的再 生過程 に関与 してい る可能性

を示唆 した。

 審査 では、相 同性 の高い他 のHOX遺 伝 子が非特異 的に増幅 され 、

定量結果 に影響 を与 えた可 能性 につ いて質問 され た。各 増幅産物 の

塩基配列 を直接 シーケ ンシン グ法 によ り決定 し、特定 のHOX遺 伝 子

のみ に由来す るこ とを確認 した との説明が な された。ま た、二本鎖

DNAに 非特 異的に結合す るSYBR Greenを 用 いた ことによ り、偽増 幅

産物(プ ライマー ダイマー等)を 検 出 している可能性 にっいて質 問

された。 リア ル タイ ムPCRの 最終 反応 終 了後 に、融解 曲線 を作成

し、曲線 に副次的変 曲線 を認 めない こ とか ら偽増幅産物 の生成 は無

視 し うると判断 した との説明 がなされ た。

 permax法 を用 いた発 現パ ター ンの比較 は、前腸 ・中腸 ・後腸 由来

組 織の3群 問で行 われた が、各群 内の組織 間での発現パ ター ンの比

較 も必要 で はないか との指摘 がな され た。 主成分分析法 に よ り全11

部位 を同時 に評価 した ところ、前腸 ・中腸 ・後腸 由来の組 織に群別

した場合 には各群 での発現パ ター ンは類似 していた が、群 内の各組

織 は異 なる発 現パ ター ンを示 した との説 明がな され た。成人腸 管 と

胎 芽期 にお ける発 現パ ターンが、HORA・HOXD遺 伝 子群 について は

類 似 してい たが、HOXB・HOXC遺 伝 子群 にっい ては全 く異 なった点

につい て説明 を求め られ た。HOXB・HOXC遺 伝子群 が成人腸 管の 中

腸 由来組織 におい て高発 現で あった ことが主要因で ある と説明が な

された。 さ らにHOXB・HOXC遺 伝子 群 は リンパ球 におい て高発 現で

あ るこ と、中腸 由来組織 で は リンパ系組織 が豊富 である こと、の2

点か ら リンパ 球 にお けるHOX遺 伝 子発現 を反 映 して いる可能性が あ

る との説明がな された。

 遺伝子発 現の定 量に頻用 され てい るTaqman probe法 に よる追試 を

行 いSYBR Greenを 用いた遺伝子発現 定量法の妥当性 を検証す る事 、

消化 管全層組 織で はな く層構造 内でのHOX遺 伝 子の発現パ ター ンを

免疫 組織化学 的 に検討す る事が今 後の課題 として残 され たが、HOX

遺伝 子群 とい う極 めて相 同性の 高い遺伝子群 について全遺伝 子の同

時 定量法 を確 立 した 点、多変量解析や 空間統計学 の手法 を多角的 に

応 用 して、定 量的 に各 遺伝 子 の発 現パ ター ンを特徴 づ けた こ と、

HOX遺 伝子群 が腸管 上皮 の再生過 程に関与す る可能性 を示唆 した点

において意 義のあ る研 究であ ると評価 された。
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