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Comparative functional genomics revealed conservation and diversification ofthree

  enhancers ofthe isll gene for motor and sensory neuron-specific expression.

         (比較 ゲ ノム学 を用 いた運 動神 経 細胞 な らび に感 覚神 経 細胞 特 異的 に

               発 現 す る転 写因子islet-1の 発 現 調節機 構 の解 析)

植 村 修

内容の要旨

 LIM/homeodomain型 の転 写因子(LIM-HD)で あるIslet-1(Isl l)は 、

運動神経 細胞 な らびに感 覚神経細胞の分化直後 か ら発現 してお り、そ

れ らの発 生過 程に重要な役割 を担ってい る。特 に運動神経細胞 では、

他 のLIM-HDと の発 現の組 み合わせに よ り、軸索投射や細胞 体の位置

な どの運 動神 経細 胞のサブ タイプが規定 され る。我々は、このサブタ

イ プ特異的なisllの発現機構 の解析 を行 った。

 ゼブ ラフ ィッシ3-isllにお いては、遺伝子 の約20Kb下 流 に後脳 の運

動神経細胞 での発 現を調 節す る領域(CM)と 、約55Kb下 流 に感 覚神

経節細胞 での発 現を調節 す る領域(SS)が 同定 され ている。これ らの

領 域 か ら数 百bpの 最 小 制 御 領 域 を 同 定 し、 そ れ ぞ れzCREST1

(zebrafish輟nserved regulatory element for islet-11)、zCREST2と 名付

けた。GFPを 用いたtransgenic fishの解析か ら、 zCREST Iは、後脳 の運

動神経細胞 だけでな く背 側の体幹筋 を支配す る脊髄運動神経細胞 に、
一方zCREST2は 、感覚神経細胞 だけでな く、腹側 の体幹筋 と胸 ビレの

外転筋 を支配す る脊髄運 動神 経細胞 にGFPを 発 現 していた。

 上述 の通 り、運 動神経 細胞はLIM-HD群 の発現 の組み合 わせ でい く

つ かのサ ブタイプに分類 される。マ ウスでは、背側の体幹筋 を支配す

る運動神経細胞 にはlsl1とLhx3が 、腹側の体幹筋 と肢芽の腹側 の筋 肉

を支配す る運動神経細胞 にはIsllとIsl2が、そ して肢芽 の背側 の筋 肉を

支配す る運動神経細胞 にはLhxlとIs12が 、それぞれ発現 してい る。マー

カー遺伝子 の発現 を検討 した ところ、ゼブ ラフィッシュの胸 ビ レの外

転筋 はマ ウスの肢芽 の腹側 の筋肉 と相 同であ ることが示 された。また

zCRESTlとzCREST2に は、その塩基配列やゲ ノム上の相対的位置 関係

まで高度 に保存 され た領域 が、フグか らヒ トにいた るまで存在 してい

るこ とがデー タベ ース検 索か ら分 かった。これ らのこ とか ら、高等動

物 でも脊髄運動神経細胞 におけるisllの発現 は、 CRESTI,2に よって制

御 され ている と考 え られ た。transgenic mouseの 解析 では、期待 され た

通 り、CREST1は 背側の体幹筋 を支配す る運動神経細胞 に、 CREST2は

腹側 の体幹筋 と肢芽 の腹側 の筋肉を支 配する運動神経細胞に、レポー

ター の発現 を誘導 していた。

 興 味深 い こ とに、zCREST2は 感 覚神経 細胞 にお け る活性 を有す る

が、ヒ トCREST2で はそれ は認 め られ なかった。この ことか ら高等動物

ではisllの感 覚神 経細胞にお ける発現 は、CREST2以 外の領域 によって

担われてい ると考 え られ た。そ こで、ゼ ブラフィ ッシュ とヒ トのisll近

傍 のゲ ノ ム配 列 を比 較 し、遺 伝子 の 上流 に高 度 に保存 され た配列

(CREST3)を 同定 した。 CREST3は 、感 覚神経細胞に対す る転写活性

を持 ってい るこ とが分 かった。またCREST3と 似た配列(C3R,ﾇREST3

related)を 、他のisllファミリー遺伝子のゲ ノム近傍 に同定 した。 C3R

は、CREST3と 同様 に、感覚神経細胞 にお ける活性 を有 していた。 isll

フ ァ ミリー遺伝子 は全 て感覚神経細胞 に発 現 してい ることか ら、それ

らの発現 は進化 的に保 存 され てCREST3と その類 似配列C3Rに よって

制御 されてい ることが ここに示 され た。

 以上の よ うに、本研究 か ら、isllとその ファミ リー遺伝子の、種間で

高度 に保存 され た神経細胞 特異的発 現機構 が明 らかになった。

論文審査の要旨

 LMhomeodomain型 転写因子 であ るIslet・1は、運動神 経細胞並 びに

感 覚神経細 胞の発 生直後か ら発 現 してお り、それ らの分 化に重要 な

役 割 を担 ってい る。 しか し、特定 の神 経細胞 にお けるこれ らの発現

調節機構 は不明で あった。 申請者 らは、ゼブ ラフ ィッシュIslet-1遺伝

子近傍 のゲノムDNAを 検 索 し、運動神経細 胞特異的 に この遺伝子の

転写 を調節す る2つ の ゲノム領域 を同定 した(CRESTI,2)。 さら

に、実験的手 法 とデー タベー ス検 索の併用 に よ り、神経細胞 特異的

なIslet-1ファ ミリー 遺伝 子 の発 現機 構 の解析 を行 い 、 Islet-1ファ ミ

リー遺伝子群 の、種 間で高度 に保存 された神 経細胞特異 的発 現機構

を明 らかに した。

 審 査 では、低 濃度のplasmidを 用い た理 由につ いて質問 され、ゼブ

ラ フィ ッシ ュ胚 で は外 来のplasmidが 増幅 され るこ とを利 用 して、

DNAの 細胞 毒性 を最小 限に抑 えつつ 、効 率良 く解析す るた めと回答

された。ま た、生 体で は染色 体上 で遠 く離れ た位 置で機能 してい る

が、promoterの 直 上にenhancerを 挿入す る ことで得 られた結果の妥 当

性 につき議論 された。 これ に対 し、古典的 なenhancerの 活性 は染色体

上の位 置や向きに依存 しないこ と、今 回の結果 が生体でのIslet-1の発

現 を再現 してい るこ とか ら、妥 当と考 え られ る と回答 された。hsp70

遺 伝子promoterを 用い た ことの妥 当性 に も言 及 され、研 究の 目的が

enhancerの 活 性 がpromoterに 依 存 しない こ とを 示す こ とに あ り、

promoterを 変 えて も齪酷 の ない結果 が得 られて いる こ と、 transgenic

mouseを 作製 す る際 に、外 来のpromoterを 用 い るこ とは通 例行われて

いるこ とが説 明 され た。

 定量的 な検討 の必要性 につ いては、種間 で保存 された神経 細胞特

異 的な発現 を規 定す る制御 領域 の同定 を 目的 とした ため、定量的な

解析 は行 わなかった と回答 され た。 また、Islet-1の発 現 を制御す るの

に必 要 十 分 な領 域 を同 定 した こ と を完 全 に証 明 す る た め には、

enhancerの ㎞ock outを行 う必 要 が あ る こ とが 助言 され た。 さ らに

CREST3並 び にC3Rに つ いてtransgenicを用 いた解析 を行っていない点

につい ては、CREST1,2に 関 して一過性 発現 系 とtransgenicを用 いた

解析 を行い 、それ ぞれ齪酷 のな い結 果 を得 た ことか ら、 この結果が

妥 当な もの と考 えられ ると説 明 された。最後 に、本研 究の将 来的な

展望 につ いて質問があ り、Islet-1遺伝 子は運動神 経細胞の発生 に重要

な役割 を担 ってい るこ とか ら、神経細 胞の再生治 療への手 がか りを

つ かむ こ とを 目標 としてい ると回答 された。

 以上 、本研究は い くつか の検討課題 を残 しているものの、神経細胞

の分 化 ・特異化機 構の一端 を解明 した重要 な研究 で ある と評価 され

た。
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