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様式３ 

論  文  内  容  の  要  旨  

  〔   題     名   〕

ゲ ノ ム 構 造 改 変 マ ウ ス を 用 い た プ ロ ト カ ド ヘ リ ン βの 発 現 メ カ ニ ズ ム の 解 析  

                        学位申請者   章  瑠依  

クラスター型Pcdhファミリー(Pcdh- 、- 、- )に属するプロトカドヘリン ファミリー(Pcdh- )は、 1から 22までの

22種のアイソフォームからなる一回膜貫通型タンパク質群である。これまでの解析により、Pcdh- は小脳プルキンエ

細胞や海馬錐体細胞において、個々の神経細胞ごとに異なる組み合わせのアイソフォームを発現していることが明ら

かになっている。また、ラットPcdh- 12は、弱いながらもホモフィリックな細胞接着活性をもつことが報告されてい

る。Pcdh の定常領域エクソンより320 kbより下流に位置するcluster control region(CCR)が、Pcdh クラスター

および一部のPcdh のエンハンサー領域として同定されいる。CCR欠損マウスにおいて、大脳皮質のバレル構造の形成

が阻害されていることが明らかとなった。これらの結果より、個々の神経細胞におけるPcdh- の選択的な組み合わせ

発現が、神経細胞の多様性を生み、脳神経系における複雑な神経回路の形成に寄与している可能性が示唆されている。

しかしながら、Pcdh- の発現制御のメカニズムは十分に解明されていない。本研究では、Pcdh- の発現制御のメカニ

ズムをより詳細に解析することを目的とした。 

 まずゲノム構造の変化が、マウス脳におけるPcdh- の発現制御にどのような影響を与えるかを解析する為に、 を

欠損させ代わりにVenusを挿入した 3-KO-Vマウス、 から 22までを欠損させた el. 3-22マウス、Pcdh- を全欠損

したdel. マウスを作製した。 3-KO-V、del. 3-22、del. の各ホモマウスにおいて、WTマウスと比較して 1、２、Venus

の発現量およびPcdh- ファミリー、Pcdh- ファミリーの全発現量をqRT-PCR法を用いて調べた結果、 1、 ２、Venus

の発現量が有意に増加していた。一方、Pcdh- ファミリー、Pcdh- ファミリーの発現量は変化がなかった。 ２ポリク

ローナル抗体を作製し、WT、 3-KO-V、del. 3-22、del. の各ホモマウスの脳抽出液に対しウェスタンブロットを行っ

た結果、WT、 3-KO-Vマウスでは僅かなバンドが、del. 3-22マウスでは特異的なバンドが検出されたことから、

del. 3-22マウスにおける 2の発現はタンパク質レベルでも増加していることがわかった。また、In situ 

hybridization法を用いて 2、Venusの小脳、皮質、海馬における発現パターンをWT 、 3-KO-V、del. 3-22、del. の

各ホモマウスにおいて調べた。その結果、WTマウスでは 2 mRNAが、 3-KO-VマウスではVenus mRNAが各領野において

細胞毎に散在的に発現していることがわかった。更にWTマウスに対しdel. 3-22マウスでは 2発現細胞の数が増加し、

3-KO-Vマウスに対しdel. 3-22マウスではVenus発現細胞の数が増加していることがわかった。 

 次にdel. 3-22マウスにおいて 2、Venusの発現量が増加したメカニズムを調べる為に、 2、VenusのCpGを含む共通

配列(CSE)を有したプロモーター領域に着目し、 2、Venusの発現選択とDNAメチル化との関係性を調べた。Bisulfite 

Sequence法を用いてWT 、 3-KO-V、del. 3-22の各マウスの脳抽出液に対して調べた結果、WT 、del. 3-22マウスにお

けるCSE内のCpGは共に高頻度にメチル化されており、有意な差はなかった。また 3-KO-V、del. 3-22マウスにおける

CSE内のCpGにおいても、共に低頻度にメチル化されており、有意な差は示さなかった。 

以上のことから、Pcdh- の発現制御はクラスター単位で行われていること、Pcdh- ファミリーの多様性を変換させた

マウスを用いた解析より、残ったアイソフォームの発現量および脳神経細胞において発現する数が増加したことから、

Pcdh- の各アイソフォームの発現には、確率的な発現制御が存在することが示唆された。また、 2はタンパク質とし

て存在することがわかった。更に、 を欠損させ代わりにVenusを挿入した 3-KO-VマウスにおいてVenusが 同様に

細胞毎に分散的な発現パターンを示したことから、Pcdh- の各アイソフォームの発現には自身のタンパク質によるネ

ガティブフィードバックが働かないこと、エクソン領域が必要ないことが明らかとなった。また、Pcdh- の各アイソ

フォームのプロモーター領域のメチル化シトシンは、アイソフォームによって異なった頻度を示し、更に 2の発現量

が有意に増加しているdel. 3-22とWTのプロモーターのメチル化シトシンの頻度に違いが見られなかったことから、in 

vivoにおいては、メチル化シトシンの脱メチル化によるPcdh- の発現増加のメカニズムは考えにくいという結果を得

た。本研究で得られたdel. 3-22マウスを用いることにより、個々の神経細胞でのPcdh- の確率的発現制御へのアプロ

ーチが可能となると考えている。 




