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論文内容の要旨

【目的】

へッジホッグ (Hh) タンパク質は、個体発生における形態形成や神経分化に関与していることが知られている。

Hh によるシグナル伝達機構の解析は、現在のところショウジョウパエを用いた遺伝学および発生学的解析が主に報

告され、関連分子が同定されてきている。これまでの知見より、 Hh の受容体から細胞内に伝達されたシグナルは、

Fused、 Costal-2、 8uppressor of fused (8u (fu)) などの細胞内因子を介して転写因子である Cubitus Interruptus 

(Ci)に伝達され、 Hh 標的遺伝子の発現を誘導する。しかし、細胞内での Hh によるシグナル伝達機構はほとんど

明らかになっていな L 、そこで本研究は、 Hh のシグ、ナル伝達に関与する Fused の機能を解析することにより、 Hh

による遺伝子発現の制御機構を分子レベルで明らかにすることを目的とした。

【方法ならびに成績】

まず、 Hh の標的遺伝子である patched のプロモーター領域にルシフエラーゼ cDNA を接続したレポーター遺伝

子を用い、ショウジドヨウバエ 8chneider2 (82) 細胞における Hh シグナル応答系の樹立を試みた。レポーター遺伝

子を 82細胞に導入して分泌型 Hh(Hh-N) によるレポーターの発現誘導を検討したが、応答は認められなかった。

そこで転写因子 Ci を共に発現させたところ、 Hh-N の用量に依存してレポータ一発現誘導が観察されるようになっ

た。このレポータ一転写系に Fused を発現させると、 Hh-N 依存的な転写活性化がさらに増強されることが明らか

になった。 Fused はアミノ酸配列より典型的なプロテインキナーゼであると考えられている。 Fused の C末端領域を

欠損させてキナーゼドメインのみの変異体を発現させた場合にも同様の促進効果を示したが、 ATP 結合部位に変異

を導入したキナーゼ不活化変異体やキナーゼドメインを欠損した変異体では促進活性が認められなかった。つまり、

Hh の標的遺伝子発現には、 Fused のキナーゼ活性が重要な働きをしていることが明らかになった。一方、 Fused の

転写促進活性は Costal-2や 8u(fu) で抑制された。この抑制作用は、 Costal-2や 8u(fu) と直接結合できない Fused

の欠失変異体でも確認され、この抑制効果はこれらタンパク質の直接的な結合によるものでは無いことが示された。

サイトカインの細胞内シグナル伝達に関与する多くのプロテインキナーゼは、キナーゼドメイン中の activation

segment にあるアミノ酸残基がよくリン酸化されて活性化されることが知られている。 Fused の activation segｭ

ment 内にある 158番目のトレオニン残基 (Thr158) と 159番目のセリン残基 (8er159) がリン酸化される可能性を考
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え、この残基の変異体を作成し、 82細胞における Hh シグナル応答系で検討した。 Fused による促進効果は、 8er

159のみの Ala 変異体では変化が認められなかったが、 Thr158のみの Ala 変異体と Thr158 と 8er159両残基の Ala

変異体で消失した。一方、これらの残基を Asp/Glu に置換した変異体では、野生型 Fused の転写促進効果比べ、約

2 倍の Hh-N 依存的な転写活性促進効果が認められた。この結果より、 Fused の活性発現には Thr158が必須であり、

Hh シグナルで Thr158がリン酸化され、 8er159が Thr158のリン酸化に対し協調的に作用することで Hh 標的遺伝子

の発現が誘導されることが示唆された。

【総括】

本研究は、ショウジョウバエ由来の 82細胞を用いて Hh によるシグナルに応答する転写レポータ一系の樹立を試

み、 Hh-N の用量と転写因子 Ci に依存した測定系を確立した。そして、 Fused は Hh による転写活性化を正に制御

しており、その機能には Fused のキナーゼ活性が必要であることを明らかした。また、 Fused の活性発現には、 acti­

vation segment 内にある Thr158が必須であることが明らかになり、 Hh シグナルで Thr158がリン酸化され、 8er

159が Thr158のリン酸化に対し協調的に作用することで Hh 標的遺伝子の発現が誘導されることが示唆された。今後

は Fused がリン酸化される機構、 Fused の標的分子の同定などが重要な課題であろう。

論文審査の結果の要旨

ヘッジホッグ CHh) は、個体発生における形態形成や神経分化に関与している細胞外因子である。この因子のシ

グナル伝達機構は、主にショウジョウバエを用いた遺伝学的解析によっておこなわれ、いくつかの間連分子が同定さ

れているが、個々の分子の作用機構など十分解明されていな L 、。そこで、本研究は、 Hh のシグナル伝達に関与して

いる分子、 Fused の機能を生化学的に解析し、 Hh による遺伝子発現の制御機構を分子レベルで明らかにすることを

目的とした。

まず、ショウジョウバエ培養細胞 C8chneider2細胞)を用いて、 Hh の用量と転写因子 Cubitus interruptus に依

存した転写レポータ一系を樹立した。そして、この系を用いて、 Fused は Hh によるシグナル伝達を正に制御してい

ることを示した。ついで、種々の変異を導入した Fused を用いることにより、その機能には Fused のキナーゼ活性

が必須であること、 Hh による刺激により、 Fused のキナーゼドメイン内の一個のトレオニン残基がリン酸化される

可能性を指摘した。

以上、本研究は世界に先駆け、 Hh による遺伝子発現の制御機構を生化学的に解析し、 Fused のキナーゼとしての

作用を明らかにしたものであり、学位の授与に値すると考えられるo
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