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【背景と目的】RBICCl（足β1－inducible coiled－COi11）は本学で同定された新規の分子で、RBl

（refi乃0抽∫わ椚αJ）遺伝子の発現調節に関与する。乳癌では10～20％に且βJCCJ遺伝子の機能

消失が関与しており、癌抑制の機能を持つ。一方、成熟マウスの筋骨格系組織や神経、腎尿

細管において且βJCCJと且βJの発現が密接に関わっており、ヒトembryoの筋骨格組織の発

達過程でも細胞の成長と最終分化の制御に且βJCCJが重要な機能を果たしていることが推測

されている。しかしながら、その情報は十分でなく、機能についても不明な点が多い。そこ

で、様々な組織の増殖と分化を評価するのに有用であるembryoを用いてRBICCl蛋白の発

現を解析した。さらに、マウス及びヒトにおける且βJCCJ遺伝子の発現調節について検討を

加えた。

【方法】（1）発達過程のマウス及びヒト胎芽・胎児組織における且βJCCJ発現の検討：受

精後4．5～18．5日のマウスembryoでのRblcclとRblの発現をみるため、Northemblotにて解

析を行った。次に、RBICCl蛋白と　RBl蛋白の局在を明らかにするために免疫組織化学染

色を行った。受精後10～17日のC57BL6マウスembryo、fetus、そして、胎生4～8週のヒ

トembryoのパラフィン切片を作成し、抗RBICCl特異血清、抗RBlモノクローナル抗体を

用いた免疫組織化学的染色を行い、RBICCl、RBlの発現を検討した。さらに、且βJCCJmRNA

発現を確認するため、マウスとヒト各々に特異的な　cRNA　ブローべを作成し、f乃∫血

hybridyzationを行った。（2）RBICCl遺伝子発現調節の検討：マウス、ヒトRBICCl発現

調節を解析するため以下の実験を行った。マウス、ヒト各々の且βJCCJ遺伝子promoter領域

をクローニングし、これの変異体を作成し、RBICCI promoterを含むIuciferase vectorを作成

した。各vectorをIipofection法によりマウス線維芽細胞株NIH3T3とヒト胎芽腎細胞株

IiEK293Tに導入し、48時間後にIuciferaseassayを行い検討した。

【結果】（1）発達過程のマウスNorthern blot解析にて、月あJccJは発生早期、受精後4．5　日

より発現し、発達過程を通じ強く発現していることが解った。必Jは受精後早期には発現を
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ほとんど認めないが、胎生10．5　日以降に発現が上昇することが明らかとなった。組織学的

解析によると、胎生11日のマウス、胎生6週のヒトembryo共にRBICCl発現は筋骨格組

織、神経組織に特に強いことが明らかとなった。RBICClは主に細胞質に発現していたが、

マウスembryo骨格組織において、ヒトembyoでは発現の少なかった未分化細胞にもRblccl

の発現がみられた。マウスembryo神経系組織の解析においては、より未分化な細胞では

Rblcclは細胞質に局在していたが、神経節のような分化した細胞では核にその発現局在が

移行する所見を得た。発達過程においてRblcclの細胞内局在が変化することが示唆された。

1hsitu hybridization法でのRblccl mRNAの発現と局在も免疫組織学的検討を裏付けるもので

あった。（2）RBlCCl遺伝子のpromoter活性はヒトよりもマウスでより強く、共にExonl

のすぐ上流約300bpを含む領域がcorepromoterと考えられた。Exonlの上流約300bpから

Intronlの一部を含むとpromoter活性が抑制されることもわかった。また、マウスに比べヒ

トのほうがこの領域のpromoter活性がより抑制されていることも明らかとなった。

【考察】発達過程のマウス及びヒト組織におけるRβJCCJ発現解析の結果、組織の発達段階

により　RBICClの細胞内局在が変化し、組織・器官の分化に何らかの役割を果たすことが示

唆された。また、RβJCCJ遺伝子発現調節の検討の結果、RβJCCJ遺伝子のpromoter活性は

マウスでより強く、ヒトにおける発現調節・抑制はマウスより厳密に行われている可能性が

示唆された。ヒ下足βjCCJのIntIOnl領域はマウスの対応領域より長く、E12やE47などの

転写因子と結合するE box配列を認める。E47は他のbasic－helix－loop－helix転写因子と二量体

を形成し、E boxと結合することで、ヒトの多くの組織においてgrowth arrestや分化調節に

関与している。ヒトでRBlCClpromoter活性が抑制され、厳密に調節されているのは、Intron

lにある2つのEboxサイトにE47が結合することによる可能性が示唆された。

【結論】RβJCCJは発達過程の胎児組織においてマウスで広汎かつ強い発現を示した。また、

発達過程においては、その分化段階により、細胞内局在が変化することも明らかとなった。

さらに、ヒトRβJCCJ発現は、ヒト特有の塩基配列と転写因子の結合により、マウスより厳

密に抑制的にコントロールされていることが示唆された。
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（学位論文審査の結果の要旨）

斤βJCCJは癌抑制機能を持つことが知られているが、r正常細胞における

一機能は不明な点が多い。本研究は、発達過程のマウス・ヒト組織を用い

て増殖と分化に関わる　月別CCl　の機能を検討し、更にマウス・ヒトにお

ける月別CCJ遺伝子の発現調節について検討したものである。

発現解析の結果，、舶JccJ　はマウスにおいて、mRNA　レベルでも蛋白レ

ベルでも発生早期から広汎かつ強い発現を示すことが明らかとなった。

また、発達過程のマウス・ヒト組織において、その分化段階によりRBICCl

の細胞内局在が変イヒすることが示唆された。更‘に、遺伝子発現調節の検

討の腐果、ヒト　RBICClの発現はI＿ntrOnlにあるヒト特有の塩基配列に

より、マウスより厳密で抑制的な調節を受けていることが示唆された。

・本研究は、細胞の分化段階により　斤βJCCJ　の細胞内局在が変化するこ

とと、ヒ＿トにおけるその発現調節の厳密性とを初めて報告し、本分子の

機能の多様性を示唆したものである。従って、博士（医学）の学位を授

与するに値するものと認める。

（平成！P年上月　占日）


