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E G F _ C F C 関連遺伝子群は脊椎動物の発生に重要な役割をはたす こ とが知られて

い る ｡ 特 に最近 の知見に より中腰葉誘導活性を有す る n o d al 関連遺伝子 の 共役

Eq 子 と考 え られ て い る ｡ 今回私は ､ カ エ ル の相同遺伝子 F R L
1 1 の機能阻害実験

を通 して F R L -1 の 腔内で の 機能の解析を試みた ｡ F R L -1 が n o d al の 共役因子 で

あ る とする と F R し1 は中腰葉誘導に関与 しそれ に引 き続き神経分化を誘導する

と考えられ るが ､ 実際には F R し1 は中腰葉誘導を介す こ となく直接神経誘導に

関与す る こ とを明らかにした . また ､ そ の シ グナル伝達は F R L
-1 に よ る M A P K

シ グナル の 活性化が B M P シ グナル を阻害す る こ とに よ っ て伝達さ れ る こ と を

明らか に した ｡ 以上に より ､ F R L - 1 は n o d al シ グナル と独立 した伝達経路で直

接神経分化を誘導で き る こ とが明らか に な っ た ｡



アフ リカ ツ メガエ ル 歴 は受精後 ､ 卵割 を繰り返 し ､ 約 7 時間で胞腔

期 (外 ､ 中 ､ 内圧葉形成期) に入 り 1 0 時間で 原腸陥入期を経て神経形成が始

まる ｡ そ して 4 日で 幼生 に なり約6 0 日で成体とな る ｡ こ の 発生過程 で細胞間

相互因子により誘導され分化 して い くも っ とも重要な現象として ､ 中腰葉誘導

と神経誘導 の 2 つ が挙げられ る o 中腰葉誘導は胞腔後期に内腔葉 (卵植物極側)

より の 中腰葉誘導因子が卵赤道領域に分泌され ､ そ の 誘導に より 中腰葉が形成

され る ｡ これ に引き続き中庭葉背側に神経誘導因子が誘導され こ れが ､ 外腰葉

( 卵動物極) に分泌され ､ そ の 作用をうけ神経が誘導され る ｡ こ れ ら の 作用を

担う因子 は最近 の分子生物学的考察に より序々 に明らか に な っ て きた o 中涯葉

誘導活性を有す る 因子 として T G F - β s u p e rf a m il y が注目され て きたが ､ 現在で

はそ の中 の 1 つ n o d al が ､ 主 因子 で あり中腰葉誘導に関与する と考 え られ て い

る ｡
一

方外腔菓に は T G F - β s u p e 血 m ily の 1 つ B o n e M o rp b o g e n e ti c P r o t ei n ( B M P

- 4) が存在 して お り ､ こ の 因子 の 存在下 で は外歴葉は表皮に分化する o しか し ､

こ こ に中腰葉背側からの神経誘導因子 c h o r di n , N og gi n , F ollist ati n が作用する と

そ の 部位 のみ神経に分化する . この よう に中腰葉誘導と神経誘導は密接 に関連

して い る と考えられる-0

E G F - C F C 遺伝子 は E G F lik e m o tif と C F C m otif とい う特有の配列 を

も つ 因子 の 総称で あり ､ 現在まで脊椎動物に の み相同遺伝子が確認され て い る ｡

形 態形成に おい て ゼブラ フ ィ シ ュ E G F - C F C 遺伝子 o ep 変異体の廟析より旺葉

形成, 前後軸形成 ､ 左右軸形成に関与する こ とが報告され ､ 中腰葉誘導活性を

有する n o d al の 共役因子で ある可能性が示唆されて い る ｡ しか し 一 方で マ ウス

相同因子 C ript o の 解析で は , n o d al と関係の な い シグナル伝達経路の存在も示

唆され て い る ｡ ア フリ カツ メガエ ル における E G F - C F C 相同遺伝子 F R し1 は

fib r o bl a st g r o w th f a ct o r ( F G F) レセ プタ
ー

の リガン ドと して単離され ､ 過剰発現に

より後期神経マ
ー

カ
ー の誘導能と共に高濃度 にお い て中腰葉マ ー カ ー の誘導能

があ る こ とがわ か っ て い た ｡ しか し機能阻害実験は現在まで行われて い な い ｡

本研究で はモ ル フ ォ リ ノ
･ ア ンチセ ン ス ･ オリ ゴヌ ク レオチ ドに よる機能欠損

実験を用 い ､ F R し1 が中旺葉誘導/ 神経誘導とどの よう に関与 して い るか を明

らか にす る こと に より中腰葉/ 神経誘導 の シク ナルカ ス ケ
-

ドの
一

端 を解明す

る こ とを目的と した ｡

まず ､ 私は機能阻害実験に先立ち ､ 現在まで 明 らか にされ た神経/



中経葉誘導能 の再試を試みた o F R L - 1 を アフリ カツ メガ エ ル後期胞腔 の未分化

細胞ア ニ マ ル キ ャ ッ プに マイク ロイ ン ジ ェ ク シ ョ ン後培養 ､
R N A 抽出後 R T - P C R

法で発現解析 した と こ ろ, 後期神経遺伝子 マ
ー カ

ー

N - C A M
,
o t x 2 の 発現は認め

た も の の ､ 中腰葉遺伝子 マ
ー カ

ー

m s - a c ti n
,
c oll a g e n o,p e 2 は発現 しな か っ た o

こ れ は F R L , _1 に よ る神経誘導が中腰葉誘導を経由 しない こ とを示 して い る o こ

の ため次 に ､ 神経誘導の どの時期より関与す る の か に つ い て 同様 に調
べ た o す

る と初期神経遺伝子 マ
ー カ

ー

Zic 3
,
s o x D の誘導能が確認された o こ の 際､ 中腰

葉遺伝子 マ
ー カ

ー

x b r a の 発現は認めなか っ た o また F R L
- 1 によ る神経誘導能

は ､ B M P シ グナル の 阻害 に よる も のか を調 べ た ｡ こ の 結果は ､ B M P 下流遺伝

子 の X v e n t -1 , X m s x
- 1 の 発現が F R L - 1 の過剰発現に より阻害され逆に B M P - 4 に

ょる神経誘導因子 zic 3 , s o x D の 阻害は F R L
-l の 過剰発現 に より回復 した o こ れ

に より過剰発現 にお い て ､ F R L
- 1 は中腰葉誘導を経由 せず､ 直接神経誘導の 初

期に関与す る こ とが示唆された ｡

続い て機能阻害実験に より F R し1 の 歴 内で の機能を調
べ た ｡ まず ､

F R し1 に対する モ ル フ ォ リ ノ
･ ア ンチセ ンス

･ オリ ゴヌ ク レオチ ド(F R L - 1 M O)

を作製 し W e st e 皿 bl otti n g 法に より F R L
- 1 に対す る特異的阻害性を確認 した o そ,

して F R し 1 M O をツメガエ ル腔 8 細胞期 に マイク ロイ ン ジ ェ ク シ ョ ンす る
こ と

に より F R L l 欠損旺 を作製 しフ ェ ノタイプ解析を行 っ た o F R L
- 1 が n o d al の 共

役因子 と して働くとする と ､ 中歴葉性組織の欠損が予想され るが ､ しか し F R L -

1 欠損腔 で は薄切標本に おい て脊索､ 前腎管などの中腔葉性組織
には欠損は見

られず ､ 神経組織に欠損が認められた o そ して そ の 神経欠掛ま､ 神経 マ
ー カ

ー

N e u l 抗体を用い た W h ol e
-

m o un t i n sit u i m m u n o hist ol o g y 法および脊髄マ
ー カ ー

B O X B 9 を用い た R T - P C R 法に より ､ 前方神経にとどま っ た o また初期神経遺伝

子 マ
ー カ ー

zic 3 , s o x D , X n g n r
-1
,
B F l を プロ

ー ブに し て W h ole - m o u n t i n sit u

h y b rid y z ati o n 法に より発現解析 したと
こ ろ F R L -1 欠損歴 で は こ れ らの 発現が阻

害され て い た ｡ こ の こ とより過剰発現の知見と同様に F R し1 の 神経誘導能は中

歴葉誘導を伴わない直接的なも の で あり ､ か つ 前方神経分化
の早期に関与 して

い る ことが明らかにな っ た o その
一 方で ､ F R u b W o x B 9 の 発現 をi n vitr o で

誘導で きる こ とから ､ F R L
-1 に よる後方神経の誘導能も示唆された o

神経分化阻害を担う B M P シグナル は細胞外蛋白で あ
る B M P - 4 が レ

セ プタ ー に 結合す る こ とか ら始ま る o そ して レセ プタ
ー

の 活 性化は ､ 細胞内蛋

白 S 皿 ad - 1 をリ ン酸化 し核内に移行 し転写因子 Ⅹv e nt
- 1
,
Ⅹm s x - 1 を活性化す る こ



とに より神経誘導を阻害す る o
一 方 F R L - 1 は本知見に より x v e n t - 1 , X m s x -1 より

上流で B M P シグナル伝達経路を阻害す る こ とが確認された の で ､ より早い 時

期 ､ 特に細胞内で の 関与を想定し ､ F R L - 1 が F G F レセ プタ ー の リガン ドで ある

こ と に着日 して ､ F G F シ グナル を担う p b o sp b olip a s e C
-

γ ( P C γ) シ グナル 及び

m it o g e n
-

a c ti v at e d p r ot ei n kin a s e ( M N K) シ グナル と神経誘導との関連を解析する

こ とに した o まず､ ア ニ マ ルキャ ッ プにお ける F R L -1 の 過剰発現に よ る神経誘

導が ､ p c γ シ グナルを担う in o sit ol trip b o s p b at e (IP 3) 阻害物質 L Y 2 9 4 0 0 2 により

阻害されず､ M A P K シ グナル の 阻害物質 p D 9 8 05 9 に よ り阻害され る こ と を

R T _ P C R 法 により確認 した ｡ これ により F R し1 は M A P K シ グナル の 活性化 によ

り神経分化に関与 して い る こ とが示唆された o そ こ で 次に実際に F R L
-1 が M A P K

シ グナル を活性化 して い るか どうか を W e st e r n bl otti n g 法にて 確認 した ｡ す る と ､

ア ニ マ ル キ ャ ッ プに おい て F R し1 の過剰発現 ､ 及び F R L
-1 M O に よる機能阻害

に より M A P K の 活性化 の 上昇及び消失が認められた o さ らに艦内で も F R L - 1

の神経誘導能が M A P K シ グナル を介する こ とを示すため に ､ F R L
-1 欠損歴 が

M A P K の活性化 に より代償され るか を調 べ た Q そ の 結果は ､ F R L 11 M O に よ る

F R L _1 欠損月杢の 頭部神経欠損の表現型は C A - M K K( M N K の 常活性化体) の形

質導入 で 回復 した ｡ こ れに よ り ､ F R L -1 は M j W K シ グナル を活性化す る こ とに

より神経誘導を関与する こ とが明らか に な っ た ｡

で は ､ こ の F R L _1 に よ る M A P K シグナル の 活性化は実際に B M P シ グナル を阻

害で きる の で あ ろうか ? こ の疑問を解くために ､ F R し1 に よる B M P シ グナル

の阻害が M A P K シ グナル の 阻害によ っ て 回復す るか を R T - P C R 法 により解析 し

た o そ して ア ニ マ ルキ ャ ッ プにおける F R L - 1 の過剰発現に よ る B M P 下流遺伝

子 マ
ー カ ー

x v e n t - 1 , X m s x
- 1 の発現阻害が ､ M A P K シ グナル の 阻害物質 p D 9 8 0 5 9

に より回復する こ とがわか っ た . したが っ て ､
F R L - 1 は M A P K シ グナル を活性

イヒす る こ と に より B M P シ グナル を阻害する こ とが で きそ の 結果神経誘導 に 関

与する ことが明らか に な っ た ｡

最後に F R し1 は B M P レセ プタ
ー 直下 の細胞内蛋白 s m a dl の リ ン酸化を阻害す

る ことで B M P シ グナル を阻害する ことを w e st e r n bl otti n g 法に て 明らか にした o

これ により ､ F R し1 は ､ B M P シグナル の も っ とも早期で の 阻害 ､ すなわ ち ､ 表

皮/ 神経 へ の 分化の 運命を決定する時期に神経誘導因子 と して作用す る こ とが

示唆された ｡




