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1. 研究目的 
一群の脂溶性ホルモンや活性型ビタミンは、

核内レセプターに対する特異的リガンドとし
て機能し、標的遺伝子の転写を制御する。また、
これまでに見いだされている核内レセプター
の約半数がリガンド未同定のオーファンレセ
プターであり、その生理作用については多くの
部分が不明である。核内レセプターを経由する
シグナル伝達経路は、内分泌学・栄養学的な知
見を遺伝子発現制御の観点から解明するだけ
でなく、転写因子を標的とする薬剤の作用点、
また、外因性内分泌撹乱物質の作用点として重
要である。本研究は、核内レセプターを経由す
る細胞シグナリングについて、分子機構の解析
を目的としている。 

 
(1) 核内レセプターの遺伝子認識特異性の解明

と転写制御機構の解析 
(2) 遺伝子破壊マウスの解析による、個体レベ

ルでのレセプター機能の解析 
(3) 網膜分化における変異レセプター遺伝子の

機能解析 
(4) ビタミンA 代謝酵素遺伝子の発現制御機構

の解析 
 
2. 研究成果概要 

2.1 核内レセプターの遺伝子認識特異性の解明
と転写制御機構の解析 
網膜を含む前脳領域特異的に局在がみとめ

られるオーファンレセプターTlx 産物の DNA
結合ドメインにVP16の転写活性化ドメインあ
るいは Engrailed 2 の転写抑制ドメインを結合
させた解析から、Tlx は強い転写抑制能を有す
る DNA 結合因子であることが明らかとなった。
さらに、Tlx は paired タイプのホメオボックス
因子である Pax 2遺伝子のプロモーター領域に
in vivo および in vitro において直接結合するこ
とが明らかとなった。また Tlx の発現によって
Pax 2 遺伝子の転写が特異的に制御されること
を見いだし、Pax 2 が Tlx の標的遺伝子である
ことが明らかとなった。 

 

2.2 遺伝子破壊マウスの解析による、個体レベ
ルでのレセプター機能解析 
オーファンレセプターTlx の個体発生レベル

での機能解析を目的とし、Tlx ノックアウトマ
ウスを作成し、眼での発現に注目して解析を行
った。結果は、Tlx を欠損したマウスでは、失
明をともなう視神経や網膜組織の著しい退縮
が生じることから、Tlx が眼の形成過程におい
て重要な機能を有することが明らかとなった。 

 
2.3 網膜分化における変異レセプター遺伝子の

異所的発現実験 
Tlx の標的配列のサブセットを認識する、Tlx

と構造的および機能的に高い相同性を有する
新規核内レセプターPNR 遺伝子を単離・同定
した。この遺伝子は、網膜の視細胞にのみ特異
的に発現が認められた。転写抑制型および転写
活性型 PNR の機能解析から、PNR は抑制型転
写因子であることを明らかとした。またレトロ
ウイルスベクターおよびエレクトロポレーシ
ョン法の併用によって PNR 遺伝子を強制発現
したニワトリ網膜では、網膜神経層の形成が著
しく阻害された。 

 
2.4 ビタミンＡ代謝酵素遺伝子の発現制御機構 

眼の背腹軸形成にレチノイン酸（RA）が重
要であることが知られている。眼では RA が背
側に比べ腹側により高濃度で存在する事実は、
RA 合成に関わる酵素（ADH および ALDH）が
眼の腹側に特異的に発現している可能性を示
唆する。しかし既知のニワトリ ALDH は腹側
特異的な発現が認められない。今回、網膜発生
の初期から腹側網膜特異的に発現している新
しい RA 合成酵素（ヒト ALDH６と高い相同性
（86％）をもつ）を単離・同定した。このニワ
トリ ALDH６は、RA レポーター遺伝子を使っ
たトランスフェクション実験により、高い RA
合成能を持つことが明らかとなった。これらの
ことからニワトリ ALDH６は、RA 腹側特異的
な局在に大きく貢献していることが示唆され
た。さらに、ニワトリ ALDH６の転写産物の発
現を詳細に解析した結果、中脳と後脳の境界部
分、ラトケ嚢、耳胞、肢芽の指間部、鼻原基、



介在ニューロンなどにも発現していることが
明らかとなった。 

 
2.5 その他 

核内レセプターの挙動を調べるために Green 
Fluorescence Protein (GFP)の変異体を作成し、
37℃でも安定に、また細胞種に依存せず強力な
蛍光を発するプラスミド AGFP を作成した。
AGFP は高等動物個体や培養細胞で利用でき
るので、現在多数の国内外の研究者が利用して
いる。また、この AGFP プラスミドの発現が蛍
光顕微鏡下で容易に観察できることを利用し
て、動物個体特にニワトリ胚に時期と組織特異
的に遺伝子を導入できる microelectroporation
法を開発した。この方法は、個体レベルにおい
て遺伝子機能を解析できる極めて優れた方法
で あ り 、 国 内 外 か ら 多 く の 研 究 者 が
microelectroporation 法を習得に来ている。特に、
眼の形態形成過程における遺伝子機能の解明
に多大の貢献をしている。 

 
3. 結論 

本研究は、GFP を蛍光強度の強い蛋白質
AGFP に改良し、融合蛋白質の動態を詳細に解
析できる実験系を構築し、従来の手法では検討
できなかった細胞レベルでの経時的、空間的な
ホルモンシグナリングの解析を可能にした。さ
らに、この系を用いて、細胞外からのシグナル
が細胞質や核内で転写応答へと誘導されるそ
の過程を示し、転写の活性化や抑制を行う領域
を特定することに成功した。さらに、AGFP の
作成から、種々の遺伝子との融合遺伝医を作成
し、その分子の挙動を生細胞あるいは個体レベ
ルで可視化できること手法を確立したことは、
分子生物学、発生生物学、細胞生物学の研究分
野に新しい手法と研究視点を提供した。このこ
とから、シグナル伝達、遺伝子発現制御などの
分子機構の解明に新しい研究方法を提供した。 
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