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論文内容の要旨

マウス騒性腫蕩細胞 F 9 は形態学的及び生化学的に内部細胞塊に性質が良く似ており， レチノイン酸 (RA) 存在

下で培養することによって遠位内陸葉様細胞へと効率良く分化させることが可能なため，日甫乳動物の初期発生分化の

モデ・ル系として広く研究に利用されている。この F 9 細胞の分化誘導系を用いて RA で発現が誘導される遺伝子の探

索を行ない， 17個の cDNA を単離した。本研究ではこれらの中から経発生の時期特異的に発現する Rae- 1 cDNA 

クローンについて，そのコードするタンパク質の機能を明らかにするため，塩基配列構造及び発現を解析した。

【方法】

RA で分化誘導後の F 9 細胞，各発生段階でのマウス腔及び、成熟マウスの各種臓器からグアニジン法で RNA を抽

出し， Rae-1 cDNA をプローブとしたノーザンプロット法及び RT-PCR 法により rae-J遺伝子の発現を検討し

た。完全長 cDNA を得るため多数の Rae- 1 cDNA を単離後，塩基配列を決定した。また，サザンプロット法で遺

伝子構造を解析した。さらに， Myc エピトープを付加した RAE-1 タンパク質を F9 細胞で産生させ，抗-Myc 抗

体を用いて， RAE-1 タンパク質の細胞内局在を調べた。

【結果】

1) Rae-1 mRNA の発現はノーザンプロット法によると， F 9 細胞を RA で分化誘導後， 12時間で検出され，

72時間でピークに達した。また成熟マウスの各種臓器や18 日腔では発現は検出されず， 11 日経， 14日腔で検出された。

特に 11 日限の頭部で高いレベルの発現が示唆された。

2 )完全長 Rae- 1 cDNA を単離後，全塩基配列を決定，オープン・リーデイング・フレームを検索したところ，

Rae-1 cDNA は 253個のアミノ酸からなるタンパク質をコードしていた。このタンパク質はリーダー配列，細胞外

ドメイン，セリンースレオニンープロリンに富む STP ドメイン， c末端は膜貫通ドメインと考えられる疎水性領域

から構成され，また複数のN- グリコシル化部位， 0 ーグリコシル化部位を含んでおり，糖鎖を持つ膜タンパク質で

ある可能性が示唆された。

3) F 9 細胞で Myc エピトーフ。を持つ RAE- 1 タンパク質を産生させ， RAE-1 -Myc タンパク質の局在を
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Myc タンパク質に対するモノクローナル抗体を用いて蛍光抗体法により検討した結果， RAE-1 タンパク質は細胞

表面に存在するタンパク質であることを明らかにした。

4) タンパク質データベースの検索から RAE-1 タンパク質は MHC class 1 と低い相同性を有することを見い出

したが， MHC class 1 分子の細胞外ドメインは α1 , α2 ， α3 サブドメインよりなるのに対して， RAE-1 は α

1 , α2 様サブドメインのみからなり， α3 様サブドメインは含んでいなかった。

5 )完全長 Rae- 1 cDNA を単離する過程で， Rae-1 cDNA には，塩基配列で98%前後， コードするアミノ酸

配列で92%以上の相同性を示す 3 種類の cDNA (α ， ß, r) が含まれていることを見い出した。更に，サザン 7'ロッ

ト法により rae-1 α ， β ， r 遺伝子の存在を確認した。

6) 3 種の RAE-1 タンパク質問での塩基置換はアミノ酸置換をもたらすコドン内の第 1 ，第 2 塩基の置換が多

く，ほとんどの塩基置換がアミノ酸置換をもたらすことから，アミノ酸置換を積極的に選択する機構の存在が示唆さ

れた。

7) RT-PCR 法で得られた cDNA の塩基配列を決定することにより， 3 種類の rae-1遺伝子の発現を解析した

結果， F 9 細胞では RA により rae-1 α 遺伝子の発現が最も強く誘導されたが， 11 日匹頭部では rae-1 ß, r 遺伝

子の発現レベルは rae-1 α 遺伝子より高いことが判明した。このことから ， rae-1 α 遺伝子と rae-1 β ， r 遺伝子

は異なった発現制御を受けていることが示唆された。

【総括】

rαe-1遺伝子は少なくとも 3 種類のメンバーからなる遺伝子ファミリーを形成しており， MHC class 1 分子と弱

い相同性を示す細胞表面タンパク質をコードしていることを明らかにした。 Rae"- 1 mRNA の発現は腔発生の時期

特異的に検出され，特に 11 日膝の頭部で強く発現している可能性が示唆された。以上の結果， RAE-1 タンパク質

はマウスの発生過程で細胞間相互作用に関与している可能性が考えられ，特に脳形成への関与が推察された。

論文審査の結果の要旨

マウス腔性腫虜細胞 F 9 はレチノイン酸 (RA) 存在下の培養で遠位内陸葉様細胞へ分化するが，本研究はこの系

を用いて単離された， RAで発現誘導される遺伝子に対応するクローンの一つ Rae- 1 cDNA について解析を行なっ

たものである。

Rae-1 mRNA は成熟マウスの各種臓器や18日怪では検出されず， 11 日匪， 14日腔で検出され，特に 11 日腔の頭

部に高い発現が観察された。 cDNA の塩基配列から 253アミノ酸残基からなるタンパク質をコードすると予想された

が， Myc エピトーフ。を持つ RAE-1 タンパク質を F9 細胞で発現させた後，抗 Myc 抗体と蛍光抗体法を用いるこ

とで，細胞表面タンパク質をコードしていることを明らかにした。また，データベース検索で RAE- 1 タンパク質

は MHC class 1 分子と低い相向性を示すことを見いだした。更に， Rae-1 cDNA には塩基配列で98%前後， コー

ドするアミノ酸配列で92%以上の相向性を示す α ， ß, r の 3 種類があり， RT-PCR 法による解析で， Rae-1α 

mRNA と Rae- 1β ， γmRNA は異なる発現パターンを示すことが示唆された。

以上の結果， rae-1遺伝子はファミリーを形成しており，マウスの初期発生分化過程で細胞間の相互作用に関与し

ている可能性が考えられる新規の細胞表面タンパク質をコードしていることを明らかにした。この研究は晴乳動物の

発生分化の分子機構の解明に貢献するもので学位の授与に値すると考えられる。
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