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c- 恒1 Gene Is Expressed by Skin Mast Cells in Embryos 
But Not in Puppies of WSh/WS~Mice : Age -Dependent 
Abolishment of c -kit Gene Expression 
(c ー恒±遺伝子は wSh7WSh 始仔の皮膚マスト細胞には発現してい
るが， WSh/WSh 仔マウスの皮膚マスト細胞においては発現してい
ない:加齢にともなう c - kit 遺伝子発現の消失)

(主査)
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学位論文名

論文内容の要旨

[目的]

マウスの笠:突然変異は c -kit レセプターをコードする宣遺伝子座の突然変異であるがc- 誕主遺伝子のアミノ

酸をコードする領域には異常を認めない。 W 遺伝子座に2個の突然変異をもっマウスのほとんどがメラノサイト欠損，

貧血，マスト細胞欠損，生殖細胞欠損という 4種類の細胞の分化異常を示すのに対し， Wsh /Wh マウスにおいてはメラ

ノサイトとマスト細胞は欠損するものの貧血，生殖細胞欠損という症状は示さない。 w.h /Wh マウスの小脳，牌臓，

精巣においては c- 垣! mRNA の発現は認められるが， Wsh /Wh マウスから樹立した培養マスト細胞では c- 垣E

mRNA の発現はまったく認められない。すなわち翌三突然変異は細胞種に特異的に作用して c- 垣主遺伝子の転写を

調節する制御領域の異常であると推測された。この異常に加え Wsh /W'h マウスのマスト細胞欠損症は加齢とともに

重篤となる。本研究の目的は種々の年齢における W，h /WSh マウスの皮膚のマスト細胞数と c 一単1 遺伝子の発現の

相互関係を調べることで， c 一足主遺伝子の転写の調節が年齢によっても影響を受けるかどうかを明らかにすることで

ある。

[方法ならびに成績]

1. 胎生 18 日から生後 150 日までの正常(+/+)マウスと WSh /Wh マウスの皮膚切片をアルシアンブルーで染

色し，皮膚 1cm あたりのマスト細胞数を算定した。+/+マウスの皮膚マスト細胞数は全観察期間を通じてほぼ一

定であったのに対して， W.h /WSh マウスの皮膚のマスト細胞数は胎生 18 日の時点では同年齢の+/+マウスの約

40%であったが，その後は指数関数的に減少し生後60 日の時点では+/+マウスの約6%，生後 150 日の時点で

は+/+マウスの約 0.6 %にまで減少した。

2. W凶 /Wh マウス由来の培養マスト細胞は c 一短! mRNA をまったく発現していないが W.h /Wh 胎仔の皮膚に

はマスト細胞は認められたので，さまざまの年齢の+/+および W.h /Wh マウスの皮膚での c-kit mRNA の発

現を RT -PCR サザンハイブリダイゼーション法を用いて調べた。マスト細胞は高親和性 19E レセプターの β鎖

(FcεRIβ) と mast cell carboxypeptidase A (MC -CP A) の mRNA を発現していることがわかっている
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ーため，これらの mRNA をコントロールとして用いた。+/+マウスの皮膚では c 一垣1 , FcεRIβ ， MC-CPA 

の mRNA の発現量は生後 150 日まで変動を認めなかった。一方， W.h /WSh マウスの胎生 18 日の皮膚では同年

齢の+/+マウスに比べ約 10%の c- 垣主， FcεRIβ ， MC -CPA mRNA の発現を認めたが， c 一短.1 mRNA 

は生後 5 日目に検出できなくなり， FcεRI ß, MC -CPA mRNA は生後 150 日目に検出できなくなった。

3. c 一垣1 mRNA の発現をより定量的に調べるため， RNase プロテクションアッセイを用いて新たに転写される

c 一民主 mRNA について検討した。+/+マウスにおいては c 一副主 mRNA の発現量は胎生 18 日と生後 5 日の皮

膚で差はなかった。一方， wshζwsh マウスにおいては胎生 18 日の皮膚では明らかな c 一恒1mRNAを検出できた

が，生後 5 日の皮膚においては c- 垣主 mRNA はまったく検出できなかった。

4. c 一足1 mRNA の発現の消失が皮膚マスト細胞の消失よりも早いことを直接的に示すために in situ ハイブリダ

イゼーション法を用いた。 MC-CPA mRNA は+/+マウスと笠土ζWSh マウスの両者において胎生 18 日から生

後 5 日の皮膚に存在するマスト細胞の約80%に発現していた。一方， c 一組1 mRNA は+/+マウスにおいては全

観察期間を通じて約 50%のマスト細胞に発現していたが， WSh/W由マウスにおいては胎生 18 日では約6%のマス

ト細胞にしか発現しておらず，生後 5 日ではその数は約 1%にまで減少した。

5. マスト細胞においてC 一説主蛋白を同定するため， c- 垣主の細胞外ドメインを認、識する ACK2 ラットモノクロー

ナル抗体を用いてマウス皮膚を免疫組織化学的に蛍光染色した。標本は共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。+

/+マウス皮膚のマスト細胞は全観察期間を通じて大部分が強い蛍光を示した。一方，胎生 18 日の WSh/WSh マウ

スの皮膚にはきわめて弱い蛍光を示すマスト細胞を+/+マウスの約 10%認め，生後 5 日の時点では蛍光強度はさ

らに減弱しその数も+/+マウスの約2%にまで減少した。

[総括]

wSh/Wh マウスにおいてはマスト細胞における c 一国主 mRNA の発現が最初に消失し，その後に c 一短2 蛋白が

検出不能なレベルにまで減少し，最終的にマスト細胞そのものが消失する。すなわち WSh/WSh マウスの加齢にともな

うマスト細胞数の減少は， c 一回1 mRNA の発現停止が原因であると考えられた。別の言い方をすれば c- 誕生レセ

プターの正常な発現はマスト細胞の生存に必須であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

山崎大君はマスト細胞の生存における c 一民主レセプターの役割についての研究を， WSh/WSh 突然変異マウスを用

いて行った。その結果，1.胎生 18 日の W.hζWSh 胎仔の皮膚のマスト細胞数は正常対照 C+/+) 胎仔の約40%であ

ったが，生後は指数関数的に減少し生後 150 日では+/+マウスの 0.6 %にまで減少すること， 2. RNase プロテク

ションアッセイにより胎生 18 日の WSh/WSh 胎仔の皮膚においては弱いながらも明らかな c 一短主 mRNA のシグナ

ルが検出できるが，生後 5 日の皮膚においては c- 垣1 mRNA のシグナルは検出できないこと， 3. in situ ハイブリ

ダイゼーションにより，生後 5 日の WSh/WSh マウスの皮膚のマスト細胞にはカルボキシぺプチダーゼ A の mRNA

は発現しているが c 一組の mRNA を発現していないこと， 4. 免疫組織化学染色により，胎生 18 日の Wh/WSh 胎

仔の皮膚の方が生後5 日の WShζWSh マウスの皮膚に比べ c 一足1 蛋白を含む細胞の数が有意に多いことを示した。本

研究によりマスト細胞の生存には c -kit レセプターの正常な発現が必須であることが明らかとなったので，これは学

位論文に値すると考えられる。
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