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学位論文内容の要旨

1．はじめに

  NF-KB /Relファミリーに属する遺伝子は、当初、免疫グ口ブルンK軽鎖遺伝子のェンハンサー領域に結

合する転写因子として同定され、現在までに多数の同属遺伝子が単離されている。これら転写因子のN末

端に約300アミノ酸残基の相同性領域が存在し、RelHomology Domain (RHD)と呼ばれている。RHDは、

DNAと の結合 や、制 御因子で あるIKBとの相互作用、二量体の形成に重要な役割をはたしている。

  NF -KBの活性化機構はファミ1Jー間で高度に保存されている。既知のNF-KB分子種は全て核局在化シグ

ナル(NLS)を有しているが、IKBと結合することでNLSが隠され細胞質に局在する。サイトカイン等の

刺激によりIKl3はりン酸化され、直ちに26Sプ口テアソームにより分解される。その結果、NLSが露出

し、NF-KBは核内へ移行して標的遺伝子の転写を促す。さらに、ファミリータンパク質のりン酸化等を介

する調節機構等も明らかにされている。

  当研究室の嶋田によって、原索動物マポヤ（ llalocynthia roretzDからNF -K爪elファミリーに属する

2つのcDNAク口一ン（As．re11とAs．re12）が単離された。As．re11は、RHDとNLSを有し、典型的な

NF．K凧elファミリーに属するが、As．re12は、舳．rellと完全に同一なRHDを有するが、C末端側の配

列を欠失しており、NLSを持たないユニークな構造をしている。これまでの研究から、As．renが初期発

生過程の脊索形成に関与することが示唆されている。しかし、As．re11とAs．re12の相互作用の機構や脊索

形成における役割に関していまだ不明な点が多く残されている。

  本研究では、発生におけるNF．KB／Re1ファミリーの役割を解明するために、マボヤのA8．re11とAs．re12

との相互作用の機構、IKBによる調節機構、さらに、ホヤ発生過程におけるNF．1く凪e1ファミリーの機能

を解析し、新知見を得た。

2．マボヤNF-KB/RelファミルーAs -rellとAs-re12の調節機構の解析

  As -rellとAs-re12のRHDはmRNA上で同一であることから、両者がalternative splicingにより生成

すると考えられる。そこで、マポヤのゲノム配列を解析し、 As -rellとAs-re12がsplice variantであると

結論した。

  次に、培養細胞にそれぞれ単独あるいは両者を過剰発現して免疫沈降実験を行い、As-rellがホモダイマ

ーを、 As - rellとAs - re12がへテロダイマーを形成することを明らかにした。また、細胞内局在性を解析し

た結果、 As -rell単独では核に、As-re12単独では細胞質に局在し、両者を共発現させると、As-rellとAs -re12

が共に核に存在することが明らかになった。次に、転写活性化能について解析した。As -rellの場合は、濃

度依存的な転写活性化が観察されたが、As-re12の場合には、転写活性化が観察されなかった。一方、両者

を共発現した場合、As -rellの転写活性化がAs -re12によって抑制された。このことは、As-re12がAs -rell
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の転写活性に対して抑制作用を有することを示している。

  次に、NF-KB/Relファミリーの制御因子であるIKBについて解析を行った。最近構築されたカタユウレ

イボヤ（Ciona intestinalis)  ESTデータベースを検索し、IKBホモ口グ（Ci．IKB）が検出されたので、そ

の塩基配列を決定した。Ci．I｝dBを用いて、A8．re11とAs．re12との相互作用を解析した。過剰発現後の免疫

沈降実験から、Ci．I心BがA8．renおよびAs．re12のそれぞれと複合体を形成することが明らかになった。

細胞内局在性を解析した結果、3者を共発現させた場合には、As‘re11は核に、As．re12は細胞質に存在す

ることが明らかになった。これは、As・re12がCi．IKBを細胞質で卜ラップすることによって、As．re11が核

内に移行できたためと考えられる。転写活性化能の解析でも、Ci．IKBによるAs．re11の転写活性化能の阻

害がAs．re12により回復することが明らかになった。以上の結果から、As．re11の核内移行および転写活性

化 能 が 8plice． variantで あ る As， re12に よ り 調節 さ れ る とい う 新 し い機 構 を 提 案し た 。

3．発生過程におけるカタユウレイポヤNF -KB/Relファミリーの機能解析

  ホヤは系統進化的に脊索動物と無脊椎動物の中間に位置し、その幼生体は脊索を有する。ごく最近、力

夕ユウレイボヤの全ゲノムが解析され、そのデータベースにおいて、マボヤと同様に NF -KB/Relファミリ

ー(Ci-rellとCi-re12)が存在し、それらもalternative splicingにより生成することが明らかにされた。

また、カタユウレイポヤでは、遺伝子導入が容易であること、上記のように制御因子Ci-IKBが存在するこ

となどの利点を考慮して、力夕ユウレイポヤを用いて、発生過程におけるNF -KB/Relファミルーの機能に

ついて解析した。

  初めに、カタユウレイポヤの各発生ステージにおけるCi-rell、Ci-re12およびCi-IKB遺伝子の発現をin

situハイブリダイゼーション法により解析した。次に、Ci．IKBに対するモルフエリノオリゴヌクレオチド

（M．ohgo．Ci．Ilm）をホヤ胚に注入し、Ci．IKBをノックダウンした時の発生に対する影響を解析した。そ

の結果、M．01ig0．Ci．IKを注入した胚では、正常な尾芽胚で起こる脊索細胞の挿入に異常が起きているこ

とが明らかになった。即ち、Ci．11毋をノックダウンさせたことにより、Ci．re11が過剰に働き、脊索形成に

異常が起きたと考えられる。また、Ci．Bra（Ciona丑旧c轟灯‘r．y：脊索特異的に発現する遺伝子）のプ・ロモ

ーターの下流にGFPと各遺伝子を連結させた発現プラスミドをホヤ胚に導入し、各GFP融合夕ンパク質

の胚での発現を解析した。その結果、GFP．Ci．re11が神経胚期に特異的に核内に移行することが明らかに

なった。GFP．Ci．ren発現胚では初期尾芽胚期においてCi．I、毋の発現が誘導されることも明らかになった。

この後者の結果と、ゲノム上でCi．I心の上流にCi．rel結合配列が存在することから、初期尾芽胚期におい

てCi・re11の活性化がおきていると考えられる。以上の結果から、Ci．re1が尾芽胚期において脊索細胞の挿

入を調節していると考えられる。

4.まとめ

（1）NF -KB/Relファミリーに属するマボヤAs:rellの核内局在性と転写活性能がsplice variantであ

    るAs -re12によって調節されているという新しい機構を提案した。

（2）NF -KB/Relファミリーに属するカタユウレイボヤCi- relが初期発生過程において脊索細胞の挿入

    に関与していることを明らかにした。
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（ホヤNF・kB/Relファミリーの調節機構と機能に関する研究）

  NF- KB/Relファミリーは、N末端に約300アミノ酸残基からなる相同性領域(RHD)

を有する転写因子で、免疫や発生などの制御に関与しており、その活性化機構はファ

ミリー間で高度に保存されている。系統発生学的に脊椎動物と無脊椎動物の中間に位

置している原索動物ホヤは、進化的に最も初期に脊椎を獲得した動物であることから、

脊椎動物の発生を単純化したモデル動物と考えられおり、マボヤでは、NF-KB/Rel

ファミリーが初期発生過程の脊索形成に関与することが示唆されている。

  本論文提出者は、マボヤ NF- KB/Relファミリータンバク質であるAs-rellとAs-re12

の相互作用の機構、IKBによる調節機構、さらに、ホヤ発生過程におけるNF-KB/Rel

ファミリーの機能に関する一連の研究を展開し、以下の成果をおさめた。

（1）マボヤのAs-rellは典型的なNF-KB /Relファミリーに属し、一方、As-re12は、

As-rellと完全に同一なRHDを有するが、C末端側の配列を欠失したユニークな構

造をしている。そこで、マボヤのゲノム配列を解析し、As-rellとAs-re12がalternative

splice variantであることを明らかにした。次に、両者の相互作用、細胞内局在性お

よび転写活性化機構を解析し、As-rellとAs-re12がへテ口ダイマーを形成すること、

単独では、As-rellは核に、As-re12は細胞質に局在し、両者が共存すると、共に核に

局在すること、As-rellの転写活性化がAs-re12によって抑制されることを明らかに

した。

（2）NF-KB/Relファミリーの制御因子であるIKBについて、力夕ユウレイボヤの

IKBホモ口グ(Ci-IKB)の塩基配列を決定し、それを用いて、As-rellとAs-re12と

の相互作用、および、As-rellとAs-re12の細胞内局在性や転写活性化に対する影響
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を解析した。そして、Ci-IKBがAs-rellおよびAs-re12のそれぞれと複合体を形成す

ること、3者が共存すると、As-rellは核に、As-re12は細胞質に存在すること、Ci-IKB

によるAs-rellの転写活性化の阻害がAs-re12により回復することを明らかにし、

As-rellの核内移行および転写活性化がsplice variantであるAs-re12により調節され

るという新しい調節機構を提案した。

（3）全ゲノム解析がなされているカタユウレイボヤを用いて、in situハイブリダイ

ゼーション法により、各発生ステージにおけるNF-KB/Relファミリ（Ci-rellと

Ci- re12)とCi-IKBの遺伝子発現を明らかにした。さらに、Ci-IKBに対するモルフオ

リノオリゴヌクレオチド(M-oligo-Ci-IKB)をホヤ胚に注入して、Ci-IKBをノックダ

ウンした時の発生に対する影響を解析し、M-oligo-Ci-IKBを注入した胚では、正常な

尾芽胚で起こる脊索細胞の挿入に異常が起きていることを明らかにした。Ci-IKBを

ノックダウンさせると、Ci-rellが過剰に働き、脊索形成に異常が生じると考えられ

る。また、Ci-Bra（脊索特異的に発現する遺伝子）のプ口モーターの下流にGFPと

各遺伝子を連結させた発現プラスミドをホヤ胚に導入し、各GFP融合夕ンパク質の

胚での発現を解析し、GFP-Ci-rellが神経胚期に特異的に核内に移行すること、

GFP-Ci-rell発現胚では、初期尾芽胚期において、Ci-IKBの発現が誘導されること、

ゲノム上でCi-IKBの上流にCi-rel結合配列が存在することを明らかにした。以上の

結果をもとに、Ci-relが尾芽胚期で脊索細胞の挿入に関与していると提案した。

  以上の新知見およびそれらを得るために用いた新研究方法は、ホヤNF-KB/Relフ

ァミリーの調節機構やホヤ発生における機能の理解にとどまらず、広く他の生物にお

けるNF-KB/Relファミリーの調節機構や機能を理解する上で重要な寄与をなすもの

である。

  審査委員一同このことを高く評価し、本論文提出者が博士（薬学）の称号を受ける

にふさわしいものと一致して判断した。
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