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要  約

胎生期において,多 くの遺伝子が時間的,空 間的に特異的に発現 し,そ の相互作用により眼球が形成される。

眼球の形態形成に関与する因子 として,コ ラーゲン,プ ロテオグリカンなどの細胞外基質,ホ メオボックス遺

伝子蛋白を初めとする転写制御因子,各種の成長因子およびその受容体などが挙げられる.眼の形態形成の過

程における各因子の役割を明らかにするため,以下の実験 を行った.

I.遺伝性小眼球変異種ラット (ratsman eye:rSey)に おける Pax‐ 6遺伝子の解析。このラットは,ホモ

接合体では,水晶体板および鼻板が形成 されないため無眼球,鼻の奇形を来 し,ヘテロ接合体では小限球を呈

する。この形質は遺伝性小眼球変異種マウス (small eye:Sey)に 類似 してお り, このマウスでは Pax‐ 6遺伝

子の異常がみつかっている。Pax‐ 6遺伝子は,ホ メオボックスの一種のペアー ドボックス (paired box)と 呼

ばれる共通の DNA配 列をもつ Pax遺伝子群の 1つ である。ペアー ドボックスはDNA結合部位 を規定 して

いる,つ まり,Pax‐6蛋白質は,DNA結 合蛋白質で,他の遺伝子の転写を制御 している。そこで,こ のラッ

トにおいて Pax‐ 6遺伝子の解析を行った。胎生 12日 のホモ接合体の頭部からメッセンジャーRNA(messen‐

ger RNA:mRNA)を 抽出 し,相補的 DNA(complementary DNA:cDNA)ラ イプラリーを作った。ポ

リメラーゼ連鎖反応 (polymerase chah reaction)法 で得たラットの正常 Pax‐ 6 cDNA断 片を用いてスク

リーニングを行い,tヽ くつかの陽性クローンを得た.そ のうち一番長い挿入 cDNAを もつクローンの塩基配列

を決定 した。ホモ接合体の Pax‐ 6cDNAに は,約 600塩基対の内部欠失があった。この cDNAに みつかった

内部欠失は,mRNAを 用いたポリメラーゼ連鎖反応によっても確認できた。次に,ポ リメラーゼ連鎖反応を用

いて核 DNAの断片を増幅生成 し,そ の塩基配列を決めると,エ クソン中に 1塩基 Gの挿入があり,こ のため

GTと いう配列が新たにできていた。この配列 GTが異常な 5′側スプライス部位 として働 き,mRNAの 内部欠

失を来 したものと考えられる.前部中脳の神経堤由来の細胞は,通常,眼球原基のまわりを通 り,鼻原基の所

まで移動する。しか し,こ のラットのホモ接合体では,眼球原基のまわりまで しか移動 しないことがわかって

いる.Pax‐ 6遺伝子の異常により,神経堤細胞の移動に異常を来 し,眼球の形態形成が異常になったと考えら

れる。

別刷請求先 :700 岡山市鹿田町2-5-1 岡山大学医学部眼科学教室 松尾 俊彦

(平成 5年 7月 19日 受付,平成5年 9月 3日 改訂受理)

Reprint requests to: Toshihiko MatsuO,NI.D.  Department of Ophthallnology,Okayama UniVerSity Medical

School,2-5-l Shikata‐cho,(E)kayama City,(E)kayarna 700,Japan.

(lReceived July 19,1993 and accepted in revised for:Υ l Septernber 3,1993)



平成 5年 12月 10日 1407

II.発生期における各種成長因子受容体の発現.In situ hybridization法 を用いて,マ ウス胎児および鶏胚

における成長因子受容体 mRNAの 局在を調べた。1.レ チノイン酸受容体 (rethoic acid receptor).妊娠中

にレチノイン酸 を投与すると,胎児に眼球奇形を初めとする種々の顔面奇形が起こることが知られている。全

トランス型 レチノイン酸の受容体 には,α,β,γ の 3型がある.α 型,β 型,γ 型の mRNAは いずれも,頭
部神経堤,お よび眼杯のまわりの間葉細胞 (神経堤由来の細胞)に みられた.ま た,眼杯内で水晶体胞 を取 り

囲む細胞 にも3種類ともに発現 していた,こ れらの眼杯内の細胞は,後 に角膜実質,虹彩実質や,第一次硝子

体を形成する神経堤出来の細胞である。以上からレチノイン酸およびその受容体は,眼球の形成に重要な働 き

をしている神経堤由来の細胞の機能に関与 してお り,レ チノイン酸の投与により神経堤細胞の異常が起 こり,

そのため眼球奇形を起こすと考えられる。2.線維芽細胞成長因子受容体 (lbroblast growth factOr rece‐

ptor).線維芽細胞成長因子 (FGF)は 発生過程での中胚葉誘導に関与 してお り, また脳の形成でも重要な働

きをしている。眼においては,網膜色素上皮から神経網膜への転化および水晶体上皮細胞の分化に,塩基性

FGFが関与 していることが知 られている。FGF群 には 7種 , また,FGF受 容体には,哺乳類で 4種,ニ ワ ト

リで3種あることがわかっている。FGF受容体 はチロシン燐酸化酵素活性 をもつ膜蛋白質で, 1種類の FGF
受容体は複数の FGF群 と結合する。FGF受容体 1型,2型,3型の mRNAの 鶏胚での分布を調べた。FGF
受容体 1型 は,早期には眼杯内板および外板にみられ,時間の経過 とともにその発現は,内板の水晶体側に限

局 して くる。これに対 して FGF受容体 2型 は眼杯の神経上皮にはみられず,眼柩のまわりの間葉細胞に強い発

現がみられる。FGF受容体 3型は水晶体胞に強い発現がみられる。以上から,FGF受容体の各型は,眼杯の

神経上皮 とそのまわりの間葉細胞 との相互作用,あ るいは水晶体胞 と眼杯上皮 との相互作用に関与 している可

能性がある。3.ア クチビン受容体 (act市in receptor).ア クチビンは形質転換性成長因子 β型(transforming

growth factor β:TGF‐ β)群の 1つ で,やはり発生における中胚葉誘導に関与 している。その受容体はセ リ

ン・スレオニン燐酸化酵素活性 をもつ膜蛋白質である。鶏胚におけるアクチビン受容体 IIA型および IIB型の

mRNAの 分布について調べた.IIA,IIB型 ともに,眼杯内板,水晶体胞および水晶体胞前方の表皮 (将来の

角膜上皮に相当する)に発現 していた。眼杯内板におけるアクチビン受容体の発現は背側に比べて腹側の方に

強 くみられた。

以上の結果に基づき,眼の形成過程における神経堤細胞,上皮間葉相互作用,お よび位置情報の果たす役割

について考察 した。 (日 眼会誌 97:1406-1434,1993)
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Abstract
Many genes are expressed coordinately and proteins coded by these genes interact with one

another in development of the eye. Candidates for such factors are growth factors, hormones, and
their receptors, transcriptional factors such as homeodomain-containing proteins. The following
experiments were done in order to understand their roles in eye development.

I. Analysis of Pax-6 gene in a rat strain with small eye phenotype. A mutant rat strain "rSey (rat
small eye)" showed absence of both the nasal placode and the lens placode in homozygotes, which
resulted in nasal malformation and lack of the eyes. This phenotype was similar to that of a mouse
mutant "Sey (small eye)" with mutations of the Pax-6 gene, which motivated me to analyze the Pax-6
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gene in the mutant rat. An exon of the Pax-6 genomic DNA in the homozygote had a novel

dinucleotide (GT) due to one base (G) insertion, which served as an abnormal 5' donor splice site and

generated an internal deletion of the messenger RNA. The homozygote also showed impaired

migration of neural crest cells originating from the anterior midbrain, indicating that the Pax-6 gene

would be conducting migration of the neural crest cells.

II. Localization of transcripts try in situ hybridization. 1. Retinoic acid receptor. Retinoic acids

are teratogenic and exposure to them causes facial malformation including eye anomalies. Three types

(o, F, y\ are known as receptors for all-trans retinoic acids. Transcripts for all the types were found

in neural crest and its derivatives around and inside of the optic cup in mouse embryos. The finding
is consistent with the fact that neural crest cells are involved in malformation caused by retinoic
acids. 2. Fibroblast growth factor. Fibroblast growth factors exert effects on difrerentiation, prolif-
eration, and survival of various kinds of cells in the eye. Three types (types 1, 2, and 3) of fibroblast
growth factor receptors haye been discovered in chick. The type 1 receptor was expressed mainly in
the neuroepithelial layers of the optic cup, and the type 2 receptor was expressed in mesenchymal cells

of neural crest origin around the optic cup of chick embryos. In contrast, transcripts for the type 3

receptor were detected at a high level in the lens vesicle, Different types of the receptor expressed in
structures of different origins indicate that fibroblast growth factors would be involved in signaling

among these different structures in eye development. 3. Activin receptor, Activin is a member of the

transforming growth factor type p superfamily. Transcripts of activin receptor were found in the

inner neuroepithelial layer of the optic cup, the lens vesicle, and the surface ectoderm overlying the

lens vesicle. The gene was expressed higher in the ventral retina than in the dorsal retina.

Based on these molecular biological findings, the roles of neural crest derived cells, epithelial-

mesenchymal interactions, and positional information in development of the eye were discussed in this
report. (J Jpn Ophthalmol Soc 97:1406-1434, 1993)

Key words : Small eye phenotype, Pax-6 gene, Retinoic acid receptor gene, Fibroblast growth factor
gene, Activin receptor gene

I緒  言

発生においては,様々な遺伝子が特異的に発現し,

その遺伝子産物の相互作用により眼球のような複雑な

組織が形成される.眼球の形態形成に関与する因子 と

しては,ホ ルモン,成長因子およびその受容体,ホ メ

オボックス遺伝子産物
1)2),細 胞表面接着受容体3)～ 12),

コラーダンやプロテオグリカンD-17),フ ィプロネクチ

ン, ラミニンなどの細胞外基質が挙げられる。これ ら

の因子により,各細胞間および細胞 と細胞外基質 との

間の相互作用,細胞の移動,細胞の増殖,各細胞の特

殊な組織への分化が調節されていると考えられる。

成長因子には,各 々対応する受容体が存在する。受

容体は細胞表面にある場合と,核内にある場合とがあ

る。細胞表面にある受容体は細胞内の第 2次伝達系 と

つながってお り,成長因子が受容体 と反応すると,情
報は第 2伝達系を介して細胞内に伝えられる。第 2次

伝達系を仲介する分子 としては, カルシウムイオン
,

燐酸イノシ トール,脂質,環状 AMPお よびGMPな ど

があることが現在までにわかっている。一方,甲状腺

ホルモン,ス テロイ ドおよびレチノイン酸などは細胞

膜を透過 し,細胞質を通ってさらに核内に達し,そ こ

にある核内受容体 と反応する18)19).核 内受容体はそれ

自身転写制御因子であり,DNAと 直接結合し,他の遺

伝子の転写を調節 している。

最近の研究により,成長因子蛋 白がその受容体 と反

応する際, プロテオグリカンとの相互作用が必要であ

ることがわかってきた。例えば,線維芽細胞成長因子

(lbrOblast grOwth factor:FGF)は ,細胞表面や細

胞外基質の中にあるヘパラン硫酸プロテオグリカンと

結合する20)。 細胞外基質のヘパ ラン硫酸プロテオグ リ

カンは FGFの貯蔵庫として働 き,一方,細胞表面にあ

るものは,FGFに対する親和性の低い受容体として働

いている。 この細胞表面のプロテオグリカンに結合 し

た FGFは,次に同じく細胞表面にある親和性の高い

受容体 (チ ロシン燐酸化酵素活性をもった膜蛋自質)
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senger RNA:mRNA)の 発現について in situ hybridi

zationを用いて調べたので,その結果 も併せて報告す

る。これ らの分子生物学的な結果に基づいて,眼球の

形態形成過程における神経堤細胞の役割,上皮間葉相

互作用および位置情報について考察する。

II 実験方法

1.プ ロープ

1)マ ウスのレチノイン酸受容体遺伝子53)

人の α型受容体のレチノイン酸結合領域 (マ ウスの

α型受容体遺伝子と交叉反応する)の 断片,お よびマ

ウ ス の β型,γ 型 受 容 体 遺 伝 子 の 相 補 的 DNA
(cDNA)の全長を pGEMベ クターに挿入 した ものか

ら,in situ hybridizationに 使 うRNAプ ローブを合成

した。 これらの遺伝子は, フランス国ス トラースブル

グCNRSの Pierre Chambon博 士か ら提供 を受 け

′こ53)。

2)鶏 の FGF受容体遺伝子
54)～ 56)

受精後 3日 目の鶏胚 cDNAラ イブラリー(倉敷市川

崎医科大学薬理学教室,濃野勉博士からの提供)か ら,

混 合 プ ライ マーを用 い て ポ リメ ラーゼ連 鎖反 応

(polymerase chain reaction)を 行い, 1型 , 2型 ,

3型受容体の cDNA断 片を生成 した。各 cDNAの チ

ロシン燐酸化酵素活性領域を挟むように,混合プライ

マーの位置 を設定 した。生 成 した各 DNA断 片 を

pGEMベ クターに挿入し,そ の塩基配列を決め,各断

片が属する型を確認した。そして,そ のベクターを鋳

型 として,RNAプ ロープを合成 した57)53).プ ロ_ブ間

の交叉反応はほとんどない.

3)鶏 のアクチビン受容体遺伝子59)

マウス胎児のcDNAラ イブラリー (Clontech社 製)

から,ポ リメラーゼ連鎖反応を用いてマウスのアクチ

ビン受容体の cDNA断片を生成 した。次にこのマウス

の cDNA断片をプローブとして,受精後 4日 目の鶏胚

の cDNAラ イブラリーから陽性クローンを分離 した。

分離 した cDNAを pGEMベ クターに挿入 し,その塩

基配列を決め, さらにそれを鋳型 として RNAプ ロー

ブを合成 した。

4) ラッ ト Pax-6遺伝子
52)

妊娠後 12日 目のスプレイグ・ ドーリー種 ラット胎児

の頭部から抽出した mRNAを 鋳型 として,cDNAを
合成 した.こ のcDNAか らポ リメラーゼ連鎖反応を用

いて,Pax‐ 6の cDNA中 の領域 A,B,Cに 対応する

3断片を生成 した (図 4).こ れらの各断片を pBlue‐

に渡される21)22).別 の例を挙げると,形質転換性成長因

子β型 (transforming growth factor type β :TGF‐

β)の 受容体には 3種類ある。すなわち I型 ,II型,IH

型である23)～25).IH型
受容体は,細胞表面にあるプロテ

オグリカン (ベ ータグリカンと呼ばれる)で,膜蛋白

質にヘパラン硫酸またはコン ドロイチン硫酸グ リコサ

ミノグリカンが結合したものである26)27)。 これ とは対

照的にII型受容体はセ リン・ スレオニン燐酸化酵素活

性をもつ膜蛋自質である28)。

ホメオボ ックスとは, 最初, シ ヨウジョウバエでみ

つかった特定の DNA配列のことを指し, この配列を

もつ遺伝 子 の ことを ホ メオ ボックス遺伝 子 と呼

ぶ29)30).ホ メオボックスは,蛋 白質のホメオボックス領

域を規定してお り,こ の領域は DNAに結合する。すな

わち,ホ メオボックス蛋白は DNAに結合し,他の遺伝

子の転写を制御する転写制御因子である02)。 ショゥ

ジョウバエにみられる様々な奇形は,ホ メオボックス

遺伝子の異常によることがわかっている30)31).

ペアー ドボックス (paired box)は ホメオボックス

の一種で, このペアー ドボックスをもつ遺伝子のこと

を Pax遺伝子 と呼ぶ.ペ アー ドボ ックスも最初,シ ョ

ウジヨウバエでみつか り32)33),後 にマウスや人にも同

様な配列があることがわかった。現在のところ,マ ウ

スの Pax遺伝子 として Pax-1か ら Pax‐8ま での 8種

類がみつかっている34)～ 41).マ ウスには種々の遺伝的変

異種があるが,こ の うちのあるものは Pax遺伝子の異

常により起 こる34)35).さ らに,人 のある種の遺伝性疾患

においてもPax遺伝子の異常がみつかっている。椎骨

が形成されない undulatedと い う変異種マウスでは
,

Pax‐ 1遺伝子が突然変異を起 こしている42)。 _方
,

Pax‐ 3遺伝子の異常は,神経管の形成および神経堤細

胞に異常を来すマウスの変異種 splotchで みつかって

いる43).ヮ _デ ンブルグ症候群は,難聴および皮膚や虹

彩の色素異常を来す遺伝性疾患であ り,こ れにも Pax‐

3遺伝子の異常がみつかっている44)45).Pax_6遺 伝子

の異常は,ホ モ接合体では無眼球を呈する小眼球変異

種マウス (sman eye:Sey)46)お よび人の先天性虹彩欠

損症例47)～49)で みつかっている。

今回の報告では,小眼球変異種マウス Seyに似た形

質う0)51)を もつ小眼球変異種 ラット (rat small eye:

rsey)52)に おける Pax‐6遺伝子 の解析について述べ

る.さ らに,眼の形態形成の過程において, レチノイ

ン酸受容体,FGF受容体および TGF‐β群の 1つ であ

るアクチビンの受容体のメッセンジャーRNA(mes
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scriptベ クターに挿入し,そ の塩基配列を決めた。

5)人 Pax‐6遺伝子
47)

人 Pax‐6遺 伝 子 は,英 国 エ ジ ンバ ラ市 Western

General Hospitalの Veronica van Heyningen博 士

から提供を受けた。

2.ポ リメラーゼ連鎖反応 (polymerase chain reac‐

tion)

DNA Thermal Cycler PJ 2000機器 (Perkin Elmer

Cetus社製)お よび GeneAmp PCR Reagent Kit(た

から酒造社製)を用いてポ リメラーゼ連鎖反応を行っ

た.具体的には,94°Cにおける 2本鎖 DNAの変性を 1

分間,55℃ におけるDNAの 2本鎖化反応を 1分間

(cDNAが鋳型の場合)ま たは 2分間 (核 DNAが鋳型

の場合),そ して,72℃ におけるDNA合成酵素(DNA
ポ リメラーゼ)に よるDNAの 伸長反応を 1分間行 う

過程を 25回繰 り返 した。この過程の最後に 72℃ にお

いて 7分間 DNAの伸長反応を行った。

3。 in situ hybridization60)

マウス胎児または鶏胚を,0.lM燐酸緩衝液 (pH

7.4)を含む 4% パラホルムアルデヒド液中で 4°Cに

おいて 3時間固定した。その後, アルコール系列およ

びキシレンによる脱水を行い,パ ラフィンに包埋 した .

5μ m厚のパラフィン切片を作製 し,0.05% ポ リL

リジンを塗布したスライ ドガラス上に張 り付けた。ア

ルコール系列による親水化の後, スライ ドガラス上の

切片を燐酸緩衝液 (0.lM塩 化ナ トリウム,10 mM燐
酸水素ナ トリウム,pH 7.4)で 洗い,2 mg/mlの グリ

シンにて残留固定剤を不活化 した。さらに 0.lMト リ

エタノールア ミンおよび 0.25% 無水酢酸を用いて,

切片のアセチル化を 15分行い,2× SSC液 (lX SSC:

150 mM塩化ナ トリウム,15 mMく えん酸ナ トリウ

ム)にて洗った。次に,50% ホルマ ミド,2× SSC,

10 mMジ チオスレイ トール(DTT)液中にて 30分間,

50℃ で保温 し,50% ホルマ ミド,2× SSC,10 mM
DTT,lμ g/μ lト ランスフアーRNA,lμ g/μ l超音波

処理の鮭精子 DNA,lμ g/μ l牛血清アルプミン,10%
デキス トラン硫酸を含む液中で,35Sで標識 した RNA
プローブと50℃ にて 12～ 14時間反応 させた.RNAプ
ローブとしては,検出しようとす るmRNAと 全 く同

じ配列をもったプローブ,つまリセンス鎖をコン ト対

照実験に用い,検出しようとする RNAと 相補的な配

列をもったプローブ,つ まリアンチセンス鎖を本実験

に用 いた,両鎖 とも目的 とす るcDNAを 挿入 した

プラス ミッドベクターを鋳型 として,SP6/T7Trans

日眼会誌 97巻 12号

cription Kit(Boehringer Mannheim社製)を用いて

合成した.反応終了後,0.5M塩化ナ トリウム,10 mM

トリス塩酸緩衝液(pH 8.0),lmMエ チレンデア ミン

テ トラアセテー ト(EDTA)液 中で,37℃ において 30

分間保温し,20 μg/mlの リボヌクレアーゼ (RNA分
解酵素)と 37℃ において 30分間反応 させて未反応の

RNAプ ローブを分解し,0.1× SSC,10mM DTT液

中にて洗った。切片を再脱水 し,乳剤 (Kodak社製 ,

NTB2)を塗布 し,暗箱中で 2週間感光させた。切片

を現像した後,ヘ マ トキシ リン・ エオジンにて染色 し

た。

4.cDNAラ イプラリーの作製

妊娠 12日 目のホモ接合体胎児の頭部か ら,Fast

Track mRNA Isolation Kit Version 3.0(Invitrogen

社製)を用いて mRNAを 抽出し, これを鋳型 として

cDNAを合成 した。次にZAP‐cDNA Synthesis Kit

(Stratagene社 製)を 用 いて,合 成 2本 鎖 DNAを
Uni‐ZAP XRフ ァージDNA中に挿入した。抽出ラム

ダ ファージ蛋 自 (Gigapack II Gold Packaging

Extract:Stratagene社製)を用いて,フ ァージ蛋自内

にDNAを梱包 してファージを再構築し,細菌種 Sure

に感染させた。このようにして作った cDNAラ イブラ

リーから,32Pで標識した正常 ラットの Pax‐ 6 cDNA

断片をプローブとして用い,陽性クローンを分離した。

5.核 DNAの サザンプロッティング

Mono‐Poly Resolving Medium(Flow社 製)を用

いて,密度勾配遠心法により患者末梢血 10～ 20 ml中

から白血球を分離 した。白血球を 100 mM EDTA,

0.5%ドデシル硫酸ナ トリウム(SDS),20 μg/ml膵臓

リボヌクレアーゼを含む 10 mMト リス塩酸緩衝液

(pH 8.0)中 に浮遊 し,2 mg/mlプ ロテナーゼ Kに よ

り37℃ において一夜蛋白を消化 した。一方,正常スプ

レイグ・ ドー リー種 ラット胎児の胎盤および小眼球変

異種ラットのホモ接合体胎児の胎盤を摘出し,液体窒

素にて組織 を凍結 した後 Freezer/Min 6700型 機器

(Spex社製)にて組織を粉砕 した.粉状になった組織

を上述の トリス塩酸緩衝液中に浮遊 し,同様に蛋白消

化を行った。その後, フェノール・ クロロホルム混液

(1:1)にて 2回 ,ク ロロホルム・イソアミルアルコー

ル混液(24:1)にて 1回 DNA溶液中から蛋白を抽出

分離し,最終的に 100%エ タノールを DNA溶液量の

2.5倍量加 えて DNAを 沈澱 させた.沈澱 した DNA
を 70%エ タノールにて洗い,l mMiEDTA,10 mMiト

リス塩酸緩衝液 (pH 8.0)中に溶解させた.こ のよう
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Normal /Heterozygote

Homozygote

図 l in situ hybridizationに よる′」ヽ眼球変異種ラッ

トのホモ接合体胎児および正常様胎児 (正常胎児お

よびヘテロ接合体胎児)に おける Pax‐ 6遺伝子の転

写物の分布 .

明視野像 (右 )お よび暗視野像 (左).ホ モ接合体に

は水晶体板および鼻板がみられない.Pax‐6遺伝子

の転写物は,正常様胎児の水晶体胞,眼杯および神

経管にみられる。 (バ ーは 250 μm)

はない。ヘテロ接合体の成熟ラットの眼球を光学顕微

鏡で観察すると,限局性の網膜異形成および虹彩実質

の空胞変性があった(図 2)。 他に異常はなく,虹彩長

も正常であった。ホモ,ヘテロ接合体ともに,他に全

身的な異常はなかった。

ホモ接合体胎児は眼球ができないため,脳室が直接 ,

表皮外胚葉 と接 している(図 1)。 そのため胎児を実体

顕微鏡下でみると,ホ モ接合体胎児の眼球が本来ある

べき部位は,ヘテロ接合体および正常胎児に比べて透

明にみえる。このようにホモ接合体胎児は,ヘテロ接

合体および正常胎児 と形態的に区別できる。しかし,

ヘテロ接合体 と正常胎児は形態的には区別できない。

したがって以下の文章では,ヘテロ接合体 と正常胎児

を総称 して正常様胎児と呼ぶことにする。

に して精 製 した核 DNAを ,DNA切 断制 限酵 素

(BamHI,EcoRI,HindHI,PstI:た から酒造社製)

を用いて切断 し,0.8%ア ガロースグル中にて電気泳

動させた。グル中を泳動分離した DNA断片をナイロ

ン膜(Hybond‐ N+:Amersham社製)に転写した.6×

SSC, 5× Denhardt液 (1× Denhardt液 :0.02%フ ィ

コール,0.02%ポ リビニルピロリドン,0.02%牛血清

アルブミン),0.5%SDS,10 mM EDTA,100 μg/ml

超音波処理鮭精子 DNAを含む液中で,65°Cに おいて

4時間この転写膜を保温し,そ の後同じ液中で32Pで

標識 した DNAプ ロープと65℃ において一夜反応 さ

せた。DNAプ ローブは,Randam Primer DNA Label‐

Hng Kit(た から酒造社製)を用いて32P_dCTPで
標識

した。反応終了後,2× SSC,0.5%SDS液 にて,さ ら

に 0.1× SSC,0.5%SDS液 にて 65℃ で洗い,3日 間―

80℃ にてエ ックス線フィルムに感光させた.

6。 塩基配列の決定

Pax‐ 6遺伝子の cDNAの 挿入を もつ陽性 ファージ

を分離 し,細 菌 種 Sure中 で そ の ファージDNAを
pBluescriptプ ラス ミッドに菌 内変換 した。Qiagen

Kit(Diagen社 製)を用いて,プ ラス ミッドを菌から

抽出し,DNAを アルカリ変性させ,Sequenase Ver‐

sion 2.O DNA Sequencing Kit(United States Bio‐

chemical社 製)を用いてDNAの塩基配列を決めた。

アルカリ変性 したプラスミッドDNAを 鋳型 として,

4種類のジデオキシ リボ核酸の取 り込みのため DNA
合成酵素によるDNA鎖の伸長が止まってできた産物

を,6%ポ リアクリラミドグル中で電気泳動した。泳

動終了後, 5%酢酸, 5%メ タノール液中で 15分間

固定し,80℃で 2時間乾燥させ,エ ックス線フィルム

に一夜感光させた。ポリメラーゼ連鎖反応によって得

た DNA断片をプラスミッドに挿入 したものも同様な

方法で塩基配列を決めた。

III 結  果

1.小眼球変異種ラット (rSey)の形質52)

この変異種 ラットは,ス プレイグ・ ドーリー種群中

からみつかった自然発生の突然変異種である。ホモ接

合体では,鼻板および水晶体板が誘導 されず (図 1),

そのため鼻の奇形および無眼球を来す。ホモ接合体は,

この奇形のため呼吸ができず,出 生直後に死亡する。

この形質は小限球変異種マウスによく似ている50)51).

一方,ヘ テロ接合体では鼻板や水晶体板は正常に誘導

され,成熟 ラットで小眼球がみられる以外,他に異常
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図2 小眼球変異種ラットの成熱ヘテロ接合体におけ

る眼球の光学顕微鏡による組織像.

限局性網膜異形成 (上)お よび虹彩実質の空胞変性

(下,矢尻)がみられる。(バ ーは 500 μm)

このラット種のホモ接合体,ヘ テロ接合体および正

常胎児の神経堤細胞を生体色素で標識し,それらの胎

児を試験管内で培養し,神経堤細胞の移動を追跡 した

実験がある52)。 それによると,ヘ テロ接合体および正常

胎児における前部中脳由来の神経堤細胞は,眼球原基

のまわ りを通って鼻原基の所まで移動する(図 3)。 と

ころが,ホ モ接合体胎児における前部中脳由来の神経

堤細胞は,眼球原基のまわ りまでは移動するが,そ こ

で止まってしまい,鼻原基の所まで到達 しないことが

わかった (図 3).

2.小眼球変異種ラットにおける Pax‐ 6遺伝子の発

現

Pax‐6遺伝子がホモ接合体胎児で発現しているかど

うかを調べるため,正常ラットの Pax‐6遺伝子の相補

的 DNA(cOmplementary DNA:cDNA)を プローブ

として in situ hybridizationを 行 った。正常様胎児で

は,Pax‐ 6遺伝子の転写物は,神経管上皮,眼杯上皮 ,

水晶体胞および鼻板などの表皮外胚葉にみられた (図

日眼会誌 97巻 12号

1).ホ モ接合体でも,Pax‐ 6遺伝子は神経管上皮に発

現していた(図 1).以上から,例えこのラット種にお

いて Pax-6遺 伝子の異常があるにしても,Pax‐6遺伝

子の転写物はホモ接合体でも作 られているということ

になる.

3.小限球変異種ラットのホモ接合体の cDNAラ イ

プラリーの作成

妊娠 12日 目の胎児を取 り出し実体顕微鏡下でホモ

接合体を選び,そ の頭部からmRNAを 抽出した。この

RNAか らcDNAを合成 し, ライブラ リーを作成 し

た,正常 ラットの Pax‐6 cDNAを プローブとして用

い,こ のライブラリー中から陽性クローンをいくつか

得た。この うち,最長の挿入 DNAを もつクローンの塩

基配列を決めた。cDNAに は約 600塩基対に及ぶ内部

欠失があった(図 4).す なわち, ホモ接合体から得た

cDNAにおけるペアードボックスお よびそれに続 く

ホメオボ ックスは正常である。 ところが,そ の直後に

内部欠失が起 こり,本来ならばホメオボックスに続 く

セリン・ スレオニンに富む領域,お よび 3′ 末端の非翻

訳領域の一部を欠いている.

4.小限球変異種ラットにおけるmRNAを 用いた

ポリメラーゼ連鎖反応

ホモ接合体の cDNAに みつかった内部欠失をさら

に確認するため,mRNAを 用いたポ リメラーゼ連鎖

反応を行った。ホモ接合体,ヘ テロ接合体および正常

胎児を含む各胎児の頭部から各 々別個にmRNAを 抽

出した。mRNAか らcDNAを合成 し,それを鋳型 と

して 3領域 (領域 A,B,C,図 4)に対応するDNA
断片をポ リメラーゼ連鎖反応により生成した。正常様

胎児 (ヘ テロ接合体および正常胎児)で は, 3領域に

対応するDNA断片がすべて生成 されたが,ホ モ接合

体では領域 Aに対応する断片 しか生成されなかった

(図 5).次に,cDNAに みられた内部欠失を挟むよう

に 5′側プライマーと 3′側プライマーを位置づけ,内 部

欠失を含むような形で領域 Dを設定 した。正常様胎児

では,ポ リメラーゼ連鎖反応により,領域 Dに対応す

るDNA断 片 として 800塩基対 の断片が生成 された

が,ホ モ接合体ではこれとは対照的に 200塩基対の断

片が生成 された(図 5)。 つま リホモ接合体では,分離

された cDNAにみられたように,mRNAに は確かに

600塩基対の内部欠失があることになる。正常様胎児

の うちあるものでは,領域 Dに対応する断片として

200塩基対の断片と800塩基対の断片の両方が生成 さ

れた.こ の胎 児は正常 な Pax‐6 mRNAと 異常 な

剛目

F
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mRNAの 両方をもつヘテロ接合体 と考えられる。

領域 Bに対応する断片の生成に用いた 3′ 側 プライ

マーおよび領域 Cの 3′ および 5′ 側の両 プライマーは

内部欠失領域に位置してお り,ホ モ接合体で領域 B,

Cに対応する断片が生成されなかったことは,cDNA
にみつかった内部欠失の構造 と理論的に合致する.

5。 小限球変異種ラットにおける核 DNAの解析

mRNAに みられた内部欠失の原因を探るため,核
DNAの 解 析 を行った。まず,正 常 ラットの Pax‐6

cDNAを プローブとして,核 DNAのサザンブロティ

ングを行った。DNA切 断制限酵素によってで きる

Pax-6遺伝子の断片の大きさおよび様式に関 して,正
常胎児とホモ接合体胎児との間に違いはなかった (図

6).つ まり,核 DNAの Pax‐6遺伝子には,こ の方法

で検出できる大きさの欠失や挿入はないとい うことに

なる.

次に,mRNAに みられた内部欠失領域の 5′ 側末端

を挟むように両プライマーを設定 し,核 DNAを鋳型

眼の形態形成に関与する遺伝子・松尾

図3 前部中脳由来の神経堤細胞の移動様式.

妊娠 10日 目の胎児の神経堤細胞を生体色素 DiIで標識し161)～ 163),胎児を試験管内で30時間培養
し203),標識された細胞の移動を螢光顕微鏡下で観察した.明視野下での胎児の側面像 (左)お よび

暗視野下での螢光像 (右).正常様胎児 (上側 2枚の図)における神経堤細胞は,眼球原基 (矢印)

および鼻原基 (矢尻)の両方に達している。ところがホモ接合体胎児では (下側 2枚の図),神経堤
細胞は眼球原基のまわり(矢印)に蓄積し,鼻原基の所まで到達しない。(大隅―山下典子博士の御

好意による)(バ ーは 500 μm)
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図4 正常ラットPax‐ 6 cDNAの 構造および異常な

Pax‐6cDNAの構造を示す模式図 .

翻訳領域の 3′ 側の 3分の 1お よび 3′ 側の非翻訳領

域の一部を含む内部欠失により翻訳される蛋白質に

は,正常なペアードボックス領域およびホメオボッ

クス領域はあるが,セ リン・スレオニンに富む領域

は欠如し,そのかわり意味のないアミノ酸配列が続

いている。ポリメラーゼ連鎖反応によって増幅され

る領域 (Region A,B,C,D)も 示してある。数字

がついた太線はプライマーの位置を示す.(文献 52

から引用)
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10 8  765432 1
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図 5 小眼球変異種 ラットの各胎児か ら抽出 した

mRNAを 鋳型として行ったポリメラーゼ連鎖反応.

正常胎児では各領域 A(第 5列),B(第 6列 ),C(第

7列 )に対応するDNA断片が生成されるが,ホ モ接

合体胎児では領域 A(第 2列 )に対応するDNA断
片のみが生成され,領域 B(第 3列 )お よびC(第 4

列)に対応する断片は生成されない.ま た,正常胎

児では領域 D(第 9列)に対応す る800塩基対の

DNA断片が生成されるが, これに対してホモ接合

体胎児では領域 D(第 8列 )に対応して生成される

DNA断片は 200塩基対である。つまり,ホ モ接合体

では 600塩基対の内部欠失があることを示し, これ

は分離された cDNAの構造異常と一致する(図 4).

胎児によっては(第 10列 ),200お よび 800塩基対の

両方のDNA断片がみられるが, これはヘテロ接合

体と考えられる。各領域およびプライマーの位置は

図 4に明示してある。第 1列には塩基対長の標識 (上

から1,000,700,500,400,300,200塩 基対)を示

す。(文献 52か ら引用)

としてポ リメラーゼ連鎖反応を行 った。また,内部欠

失領域の 3′ 側末端を挟むように両 プライマーを設定

し,同様に反応を行った。内部欠失領域の 5′ 末端を挟

むよ うなプライマーを用いると,約 500塩 基対の核

DNA断片が生成 された。ホモ接合体および正常胎児

か ら得た DNA断 片は,同 じ大 きさであった。 この

DNA断片は, 1個 のエクソンおよびそれを挟む 2個

のイントロン, さらに,そ の両外側のごく短いエクソ

ンの切れ端から成っていた(図 7)。 正常胎児と比較す

ると,ホ モ接合体ではこの真ん中のエクソン中に 1塩

基 Gの挿入があ り,そ のため新たに GTと いう配列が

できていた。両側のイントロン中には塩基配列の違い

はなかった。一方,内部欠失領域の 3′末端を挟むよう

なプライマーを用いると,約 200塩基対の長 さの核

DNA断片が生成 された。この断片は別のエクソン中

の配列に対応 し,正常胎児とホモ接合体 とではその塩

基配列に違いはなかった(図 7)。 以上から,エ クソン

中にできた新 しい配列 GTが,異常な 5′側スプライス

部位 として働 き,mRNAの 内部欠失を来 した と考え

日眼会誌 97巻  12号

23.1

9.4
6.5

Psti Hi口d‖l ELoRl

図 6 小眼球変異種ラットにおける核 DNAのサザ

ンプロッティング.

正常胎児 (Wild),正常様胎児 (ヘ テロ接合体胎児お

よび正常胎児 :Hetero/Wild)お よびホモ接合体胎

児 (Homo)に おいて,DNA切 断制限酵素 (P゛ I,

HindIII,EcoRI)に よって生じる Pax‐ 6遺伝子の核

DNA断 片の大きさおよび様式には差はみられな

い。右端に標準長のDNA断片(キ ロ塩基対)を 示す。

られる。異常な 3′ 側スプライス部位 として使われた他

のエクソン中の配列は GGであると推測される。 この

配列は,3′側スプライス部位 として通常使われる配列

AGと は一致 していない。つ
.

6.虹彩欠損症および無眼球症における解析

先天性両眼性完全虹彩欠損症を示 した 2例,お よび

先天性両側性無眼球症を呈した 1例 (図 8)において,

人 Pax‐6遺伝子をプローブとして,核 DNAの サザン

プロッティングを行った。正常人 と比較 して,各症例

ともDNA切 断制限酵素によってで きる Pax‐6遺伝

子の核 DNA断 片の大きさおよび様式に変化はなかっ

た(図 9)。 つまり,例 えこれらの症例に Pax‐ 6遺伝子

の異常があるにしても, この方法によって検出できる
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図8 6歳 の男児にみられた先天性両側性無眼球症 .

右眼 (上)お よび左眼 (左).患児の発達および発育

は正常で,他に異常はない。家族歴にも特記すべき

ことはなく,妊娠および分娩の経過中にも異常はな

い.

8.鶏胚における線維芽細胞成長因子 (FGF)受 容体

の発現

受精後,2.5日 ,3.5日 ,4日 日の鶏胚における FGF
受容体 1型, 2型, 3型の発現について調べた。 1型

は,受精後 2_5日 では,眼杯内板および外板の神経上

皮にほぼ一様に発現していた。受精後 3.5日 , 4日 と

時期が進むにつれて,そ の発現は眼杯内板の水晶体胞

寄 りの部分に限局してきた。眼杯を取 り囲む間葉細胞

には,あ ま り強い 1型 の発現はみ られなかった (図

13～ 15).

これに対 して 2型 は,各時期を通 して眼杯の神経上

皮には発現せず,眼杯のまわ りの間葉細胞に強 く発現

していた (図 13～ 15).

3型は,水晶体胞に最も強い発現がみられた。また,

眼杯内板の神経上皮や眼杯周囲の間葉細胞にも発現し

ていた (図 14,15).

Spll cing

Fragment A                 Fragment B

CAT CTA CCT CAA CCA ACC ATA CAC/C■ ■・・AC/GTC TCC l■ ■` ・rC■' AAC
Asp Leu Pro Clu A■ a Arg lle CIn         Val Trp Phe Ser Asn

ACA CAC CCC ACC AAC ACC CCC ACT CAC ATC CC(G)・ 「
 ATC ACC ACC

Arg Gln Ala Ser Asn Thr Pro Ser HlS llC Pr   o lle Ser Ser

ACT TTC ACT ACC ACT CTC TAC CAC CCA ATC CCA CAC CCC ACC ACA
Ser Phe Ser Thr Ser Val Tyr Cin Pro ■■e Pro Cin Pro Thr Thr

CCT C/GT‐・.AC/TC TCC TCC TTC ACA TCA COT TCC AT
Pro V        a■  Ser Ser Phe Thr Ser C■ y Ser

Fragment B

AACCACCT・ rCCCTACACAACCCACCCTATCACTTCCAACA´ υヽTCTTCAl■ ■
‐rCCTATCCA

AAC■■
‐
rrAl・rCAl‐ 1■・ rCCTC.TAl・ rA■■・rOTAAATCCCCAl・ rCCTATC7‐rATAAl:CAン CヽM

AACAACAACACACCCTC.I・ 1'CCATCCCC

図7 ′」ヽ眼球変異種ラットにおける核DNAの解ホ斤.

ポリメラーゼ連鎖反応により, 2本の核DNA断片

を生成した。断片AにはmRNAにみられた内部欠

失領域の 5′末端が含まれ,断片Bにはその 3′末端が

含まれる。断片 A中には1個のエクソンとそれを挟

む2個 のイントロンがあり,断片 Bには別のエクソ

ンの一部が入っている。ホモ接合体では正常胎児に

比べて断片 Aの エクソン中に一塩基 (G)の挿入が

あり (下線),そ のため新しい配列 GTが生じてい

る。このGTが異常な 5′側スプライス部位として利

用され,その結果mRNAの内部欠失を来すと考え

られる.断片 B中にある 3′ 側スプライス部位の配列

はGG(下線)になると考えられる。(文献 52から引

用)

大きさの挿入や欠失は,Pax-6遺伝子の核 DNAに は

ないことがわかった。

7.マ ウス胎児におけるレチノイン酸受容体の発現

妊娠 9日 ～13日 目までのマウス胎児の頭部におけ

るレチノイン酸受容体 α型,β 型,γ 型のmRNAの 発

現を調べた。その 3型 ともに頭部神経堤の細胞群に発

現していた(図 10～ 12)。 また,眼杯のまわ りの間葉細

胞,お よび眼杯内の水晶体胞を取 り囲む間葉細胞にも

発現していた。 この時期,頭部にみられる間葉細胞は

神経堤由来の細胞である.神経管上皮,眼杯の神経上

皮,水 晶体胞な どの表皮外胚葉には発現はみ られな

かった。
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図 9 先天性両眼性完全虹彩欠損症の 2例および先天

性両側性無眼球症の 1例 (図 8)に おける核 DNA
のサザンプロッティング.

無眼球の患者 (第 1,5,9列 ),無虹彩の症例 1(第

2, 6,10列 )お よび無虹彩の症例 2(第 3, 7,

11列),お よび正常人 (第 4, 8,12列 )を示す。

これら3人の患者および 5人の正常人 (こ こでは 1

例のみを示す)において,DNA切 断制限酵素(Bam
HI,Eco RI,PstI)に よって生じる Pax‐ 6遺伝子の

核 DNA断 片の大きさおよび様式には差がみられな

い。右端に標準長のDNA断片(キ ロ塩基対)を示す .

9.鶏胚におけるアクチビン受容体の発現

受精後 3.5日 および4日 の鶏胚におけるアクチビン

受容体 IIA型,お よび IIB型の発現について調べた。

両型とも,眼杯内板の神経上皮,眼柄,水晶体胞,将

来の角膜上皮に相当する表皮外胚葉の部分に主に発現

していた(図 16,17).4日 目になると,眼杯上皮にみ

られた発現は一様でなくなり,眼杯内板の背側に比べ

て腹側の方により強い発現がみ られるようになる (図

17).

IV考  按

1.レチノイン酸

レチノイン酸は催奇形作用があ り,妊娠時に高濃度

のレチノイン酸に接すると,胎児には顔面奇形を含む

種々の奇形が起 こる62).眼 球にも奇形が起こり,そ の

代表的なものとしては自内障,小眼球,網膜視神経異

常がある。水晶体でレチノイン酸受容体を恒常的に発

現している遺伝子組み換えラットでは, レチノイン酸

投与によって誘発される奇形 と同様に,自 内障や小限

球がみられた63)。 また,眼の発生中の網膜におけるレ

チノイン酸合成は不均一で,背側網膜に比べて腹側網

765
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図 10 妊娠 12日 目のマウス胎児の頭部横断面におけるレチノイン酸受容体α型のmRNAの局在.

明視野像 (上段)お よび暗視野像 (下段).右段の図は左段の図の拡大像である.転写物は神経堤お

よび眼杯内外の神経堤由来の細胞にみられる。眼杯外板にみられる陽性シグナルは,色素による暗

視野下での反射による人工産物である (バ ーは 200 μm)
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表 線維芽細胞成長因子 (FGF)と その受容体
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FGF
(

受容体
鶏)

(マ ウスおよび人) 受容体に結合する蛋白

FGF受容体 1型

FGF受容体 2型

FGF受容体 3型

FGF受容体 4型

塩基性 FGF,酸性 FGF
塩基性 FGF,酸性 FGF,KGF
不明

酸性 FGF

KGF:角質細胞成長因子 (keratinocyte growthね ctor)の 略称.KGK‐R:KGFに 対する受

容体.文献 54)-56)108)-120)か ら引用.

cek l

cek 3

cek 2

ng

bek,k‐ sam,KGF‐ R
ng‐ 2

図 11 妊娠 12日 目のマウス胎児の頭部横断面におけるレチノイン酸受容体β型の

mRNAの局在.

明視野像 (上段)お よび暗視野像 (下段).右段の図は左段の図の拡大像である。転

写物は神経堤および眼杯内外にある神経堤由来の細胞にみられる。暗視野下での眼

杯外板にみられるシグナルは,色素による人工産物である。(バ ーは 200 μm)

膜においてその合成は強い“
)。 レチノイン酸は網膜色

素上皮細胞65),水 晶体上皮細胞66),角
膜内皮67),ぉ ょび

実質細胞68)の
増殖や分化にも関係 している。以上か

ら, レチノイン酸およびその受容体は眼の形態形成に

深 く関係していることがわかる.

レチノイン酸受容体蛋白質は核内にあ り,特定の

DNA配列と結合 し,他の遺伝子の転写を制御 してい

る転写制御因子である18)19)。 現在までに全 トランス型

レチノイン酸の受容体には 3種類あることが明らかに

されており6", これらの受容体は発生の過程で特異的

に発現することがわかっている70)～ 74).レ チノイン酸お

よびその受容体の働 きは,特に鶏の四肢形成において

よく研究されている01)75)76).3種類のレチノイン酸受

容体は,各々レチノイン酸に対する親和性が異なる.

レチノイン酸受容体が転写制御 している遺伝子 として

は,ホ メオボックス遺伝子などが考えられている。1)。

レチノイン酸によって起こる奇形には,神経堤由来

の細胞が関与 してお り,一方 レチノイン酸は,神経堤

由来の細胞の移動に影響を及ぼす ことが知 られてい

る77).レ チノイン酸受容体が神経堤由来の細胞に発現

●
.
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していることは,こ れらの事実 とよく一致する。また ,

レチノイン酸は網膜で合成 されていることから64), レ

チノイン酸が網膜 (眼杯内板の神経上皮)と 神経堤由

来の細胞 との間の情報交換に関与 していると考えられ

る.つ まり,網膜で合成されたレチノイン酸が拡散 し

て神経堤由来の細胞に達 し,その核内にあるレチノイ

ン酸受容体 と反応する。そして,神経堤由来細胞の移

動,分化,増殖に影響を与えると推察できる。

2.線維芽細胞成長因子 (FGF)

網膜には,血管新生を促進する因子があることが以

前からわかっていた.その うち,網膜から血管内皮細

胞成長因子が抽出され, この因子は FGFと 同一であ

ることが判明した78)79).そ れ以後,糖尿病網膜症のよう

な血管増殖を来す眼疾患における FGFの役割につい

て,多 くの研究がな されて きた79)～82).FGFは ,網

膜83)～85),綱膜色素上皮86)87),そ の他の眼組織85)88)89)ぉ

よび眼球内の増殖組織
82)90)に存在する。また,増殖性糖

尿病網膜症の患者においては,FGFの 量が硝子体中で

上昇している。1).

一方,FGFは ,水 晶体上皮細胞の分化を誘発 した

日眼会誌 97巻 12号

り92)93),網 膜神経細胞の増殖,分化や神経突起の成長に

も関与 している04)～98).網 膜色素上皮細胞は,生体内や

試験 管 内 で 網 膜 に転 化 す る こ とが知 られ て い

る。9)~101)。 また,網膜色素上皮細胞や虹彩上皮細胞は,

水晶体にも転化 し得る102■ 03)。 こうした転化に塩基性

FGFが関与 していることが明 らかになっている.以上

から,FGFは眼の形態形成において重要な役割を果た

しているといえる。

FGFは個体発生における中胚葉誘導,特に後方およ

び腹側中胚葉の誘導を制御 している因子として考えら

れている104)～ 107).FGF群 には酸性および塩基性 FGF

を含めて 7種類あり,それらはヘパ リンに結合すると

いう共通の特徴をもっている。その受容体は大別して,

鶏で 3種類54)～ 56),哺乳類で 4種類 108)～ 120)あ ることがわ

かっている (表).個体発生や中枢神経の発生におい

て,各受容体は特異的に発現 している121)～ 125).

各受容体には複数の因子が結合する場合もある。例

えば, 1型 および 2型受容体 には塩基性および酸性

FGFの 両方が同じような親和性で結合する.3型受容

体に結合する因子については詳細不明である。 1型受

図 12 妊娠 12日 目のマウス胎児の頭部横断面におけるレチノイン酸受容体 γ型の

mRNAの 局在 .

明視野像 (上段)お よび暗視野像 (下段).右段の図は左段の図の拡大像である.転

写物は眼杯内外の神経堤由来の細胞にみられる.暗視野下における眼杯外板のシグ

ナルは,色素による人工産物である。(バ ーは 200 μm)
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図 13 受精後 2.5日 目の鶏胚の頭部横断面における

線維芽細胞成長因子 (FGF)受容体のmRNAの 局

在 .

FGF受容体 1型 (上段)お よび FGF受容体 2型 (下

段)の 明視野像 (左段)お よび暗視野像 (右段).眼
杯 (矢 印)と 耳胞 (矢尻)を通る横断面である。 1

型の転写物は主として眼杯の神経上皮にみ られる

が,2型の転写物は眼杯周囲の間葉細胞にみられる.

この時期,眼杯外板にはまだ色素は出現 していな

ぃ204).(バ _は 200 μm)

容体が,将来網膜色素上皮へと分化する眼杯外板に存

在 していることから,塩基性 FGFに よって起 こる網

膜色素上皮細胞の網膜への転化には 1型受容体が関与

していると考えられる。 1型受容体より3型受容体の

方が水晶体上皮には強 く発現していることか ら,水晶

体上皮細胞の分化には,よ く知 られている塩基性 FGF
以外に92)03),三

型受容体に結合する未知の因子が関与

している可能性がある.2型受容体は眼杯のまわ りの

間葉細胞に強 く発現している. これらの間葉細胞は神

経堤由来の細胞であ り,その うち脈絡膜の色素細胞や

強膜へ と分化 していく。これに対して, 1型受容体は

眼杯の神経上皮に発現 している。以上から, 1型 と2

型受容体は,脈絡膜や強膜ができる過程における神経

図 14 受精後 3.5日 目の鶏胚の頭部横断面における

線維芽細胞成長因子 (FGF)受容体の mRNAの 局
在 .

FGF受 容体 1型 (上段), 2型 (中段), 3型 (下段)

の明視野像 (左段)お よび暗視野像 (右段).眼杯 (矢

印)と 耳胞 (矢尻)を通る横断面である。 1型の転

写物は眼杯内板の水晶体側に多くみられ, 2型は眼

杯周囲の間葉細胞にみられる。 3型は水晶体胞に多
くみられる.こ の時期,眼杯外板には色素が出現し

始め204),そ のため暗視野下では人工産物のシグナル

を生じている.(バ ーは 500 μm)

上皮 と間葉細胞 との間の情報伝達に関与 していると考

えられる。

3.形 質 転 換 性 成 長 因 子 β型 (transfOrming
groWth factor‐ β:TGF‐β)

TGF―βには類似 した蛋白質が多数あ り,それらを総

称 して TGF―β群 と呼んでいる23)24).TGF‐
β群の蛋自

質は細胞の増殖を,作用する細胞の種類により促進 し

た り抑制 した りする。また,マ ウスや人の発生過程に

おいて TGF―β蛋 白質は特異的に発現す ることもわ

かっている126)～ 131).TGF‐
β群中のアクチビンは,中胚

葉誘導,特に前方および背側の誘導を制御する因子で

あると考えられている132)-139).こ れは,FGFが後方お

よび腹側の中胚葉誘導の制御因子であることと対照的

ｌ
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図 15 受精後4日 目の鶏胚の眼杯における線維芽細

胞成長因子 (FGF)受 容体のmRNAの局在.

FGF受容体1型 (上段), 2型 (中段), 3型 (下段)

の明視野像 (左段)お よび暗視野像 (右段).1型の

転写物は眼杯内板の水晶体側に多くみられ, 2型 は

眼杯周囲の間葉細胞にみられる.3型は水晶体胞に

多くみられる。 この時期,眼杯外板には色素が出現

しており200,そ のため暗視野下では人工産物のシグ

ナルを生じている。(バ ーは 500 μm)

である104)-107)。 さらに, アクチビンは,中枢神経の発

生にも深 く関与 していると考 えられている・ 。).例 え

ば,神経細胞の生存を促進 した り141),神 経細胞の分化

を抑制 した りする142)。 現在までに 2種類のアクチビン

受容体が分離されてお り (ⅡA型,IIB型 ), これらの

受容体のアクチビンに対する親和性は異なる143)1“ ).

眼科領域において TGF―βは,線維化や血管新生に

関与する因子 として注 目されてきた80)145)。 TGF―βは

一般的に線維化を促進 し13)“ 0)14フ ),血管内皮細胞の増

殖を抑制する●8"49)。 こうした事実に基づき,増殖性糖

尿病網膜症や増殖性硝子体網膜症において,TGF‐βが

重要な役割をしているのではないかと考えられるよう

になった。実際,増殖性硝子体網膜症の患者では,硝

子体液中の TGF‐β量が上昇している150)。 _方,前房

水中にもTGF‐βが検出されているが, これはむしろ

日眼会誌 97巻  12号

眼内の免疫系の調節に関与 していると考えられてい

る151)～ 1鉤 。その他,TGF‐βは角膜などの創傷治癒156),

や視細胞の機能にも関係している157).

現在のところ, アクチビンが眼の形態形成に直接関

与しているとい う証拠はない。今回の実験においてア

クチビン受容体の発現は,主 に表皮外胚葉や眼杯の神

経上皮のような外胚葉由来の細胞にみられ,間葉細胞

には弱かった。以_Lか ら,ア クチビンも FGFの ように

眼の形態形成において重要な役割を果たしており,お

そらく神経外胚葉や表皮外胚葉の増殖や分化を制御 し

ていると考えられる。

4.神経堤細胞

1)神経堤細胞の移動

神経管がち ょうど閉鎖する時に,神経装の中から出

てきた細胞群により,そ の背外側に一時的に神経堤が

形成される158)159).神 経堤の細胞は,神 経管が形成され

る時にはすでにばらばらになり,体内の決まった目的

地をめざして移動を始めている。顔面の各原基を形成

する間葉細胞は,ほ とんどが神経堤由来の細胞である。

前脳由来の神経堤細胞は鼻原基に移動 し,後 に前部中

脳 か ら移 動 し て きた 神 経 堤 細 胞 と混 ざ り合

ぅ158)16o)～ 162).上 顎の原基を作る神経堤細胞は後部中脳

由来であり,下顎の原基を作る神経堤細胞は後脳由来

である158)103).

前部中脳由来の神経堤細胞は鼻原基の他に眼球原基

の所に移動し158)160)-162),最 終的には分化 して角膜実質

および内皮,虹彩および毛様体の実質および筋,線維

柱体の表面を覆 う内皮細胞,脈絡膜の色素細胞や強膜

になる158)150)164).第一次硝子体 も神経堤細胞からなる

と考えられている165).第 一次硝子体が神経堤由来の細

胞からなることは,今 回の実験によっても支持される。

すなわち,第一次硝子体を形成す る眼杯内の水晶体後

方にある間葉細胞には, レチノイン酸受容体が発現し

ていた。 レチノイン酸受容体は他の神経堤由来の細胞

にもみられることから,第一次硝子体は神経堤由来の

細胞で形成されているということになる。

2)神 経堤細胞の移動の機序

神経堤を形成する細胞が散 らば り,移動して行 くに

は,以下の過程を経なければならない。まず,神経堤

にある細胞が相互に離れていく。次に散 らばり,そ し

て目的地に向かって決まった道を移動 していく.最終

的に目的地にたどり着 くと再び互いにくっつき合い
,

特別な組織へ と分化していく。 このように,細胞間同

士の離合集散が神経堤細胞の移動には重要な役目を果

`,
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たしている158).

神経堤細胞間の接着に関与する細胞表面接着受容体

には,大別 して 3種類あることがわかっている12)。
第 1

は, カルシウム依存性の細胞間接着をつかさどるカ ド

ヘ リンである3)-5)。
第 2は,神経細胞接着分子 (N‐

CAM)7)～10)を
初め とす るカルシウム非依存性の接着

に関与するイムノグロブリン群6)で ある.第 3は,イ ン

テグリンであるH).神経堤細胞が神経管のまわ りから

散らば り始める時には,そ の細胞表面から N・CAMや
N‐ カドヘ リンが消失する.そ して,目 的地にたどり着

いて細胞が凝集する時には,そ の表面に再び N‐CAM
と N― カ ドヘ リンが出現する166)～ 168)。 _方 ,イ ンテグリ

ン,N‐CAMや N― カ ドヘ リンに対する抗体を投与する

と,神経堤細胞 の移動 を阻害 した り,乱 した りす

る169)170).

細胞外基質も神経堤細胞の移動にとって重要な役割

を果たしている171)～ 175).細胞外基質として主要なもの

は, フィブロネクチン, ラミニン,テ ネーシン, ヒア

1421

ルロン酸を含むプロテオグリカンやコラーダンなどが

ある.こ のうち, フィブロネクチンのように細胞外基

質のあるものは神経堤細胞の移動を促進 し173),_方
,

プロテオグリカンのような他のものはその移動を抑制

する175).さ らに,こ れら細胞外基質は,上述 した細胞

表面接着受容体とも結合する。例えば,N‐CAMは ヘパ

ラン硫酸プロテオグ リカンと結合する7)。 大多数のイ

ンテグ リンはフィプロネクチンや ラ ミニンと結合す

る口)。 こうした細胞 と細胞外基質 との相互作用の中で

移動に関する促進あるいは抑制の情報がもたらされ,

その釣合によって神経堤細胞は,決まった道を通って

決まった 目的地にた どりつ くと考 えられ る。TGF‐β

は, コラーダン, フィブロネクチンやプロテオグリカ

ンなどの細胞外基質の合成を調節することによって,

神 経 堤 細 胞 の移 動 に も関与 して い る と思 わ れ

る13)146)147)。

3)神経堤細胞の移動の異常

一般的に,神経堤細胞の移動が異常である場合,そ

眼の形態形成に関与する遺伝子 。松尾

図 16 受精後 3.5日 目の鶏胚の頭部横断面 におけるアクチビン受容体 IIA型 の

mRNAの 局在.

21期 (左段)お よび 23期 (右段)の 明視野像 (上段)お よび暗視野像 (下段).両
時期とも受精後 3.5日 に相当する.転写物は眼杯内板の神経上皮(矢尻),眼柄,水
晶体胞,お よび将来角膜上皮となる表皮外胚葉にみられる。この時期,眼杯外板に

は色素が出現し始め204),そ のため暗視野下で人工産物のシグナルを生ずる。(バ ーは

500 μm)
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制御していると考えられる。

これとは対照的に,レ チノイン酸受容体の転写物は,

眼杯のまわ りやその中に移動してきている神経堤細胞

にみられた。 このことから, レチノイン酸受容体は
,

移動開始から目的地にたどりつくまでの神経堤細胞の

機能上重要な働 きをしているといえる。 レチノイン酸

は,神経堤細胞の移動に対する誘導因子 として働いて

いるかもしれない。実際, レチノイン酸の一種のビタ

ミンAは,神経堤細胞の移動に影響を及ぼすことがわ

かっている77)。

Pax‐3遺伝子39)は Pax_6遺伝子
40)と

同様に,ペ アー

ドボックスとホメオボックスの両方を持つ遺伝子であ

る。Pax-3遺伝子の異常がマウスの splotch変 異種43)

および人のワーデンブルグ症候群44)45)でみつかってい

る。splotch変 異種では,神経管や神経堤の異常によ

り,脊髄披裂や脳脱出症を来す。 ワーデンブルグ症候

群では難聴や皮膚の色素異常を来すが,やはり神経堤

細 胞 の異常 に よ る と考 え られ て い る。マ ウスの

図 17 受精後4日 目 (26期)の鶏胚の眼杯におけるアクチビン受容体のmRNAの局

在.

IIA型 (左段)お よびIIB型 (右段)の明視野像 (上段)お よび暗視野像 (下段)IIA

型,IIB型 ともに水品体上皮,眼杯内板,眼柄,将来の角膜上皮に相当する表皮外胚

葉にみられる。背側網膜 (各図の右側)に比べて腹側網膜 (各図の左側)の方によ

り多くの転写物がみられる。暗視野における眼杯外板のシグナルは,色素による人

工産物である204).(バ _は 500 μm)
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の理由は以下のように大別できる。神経堤細胞 自身の

機能に欠陥があるか,あ るいは神経堤細胞 自身が移動

していく途上で出会 う細胞や細胞外基質の構成などの

環境に欠陥があるかのどちらかである158)。 現在のとこ

ろ,Pax‐ 6遺伝子産物が制御している遺伝子が何かは

不明である。Pax‐6遺伝子の転写物は,眼杯の神経上

皮,水晶体胞や鼻板にはみられるが,神経堤由来の細

胞にはみられなかった。このように,正常な発生過程

において神経堤細胞には Pax‐6遺伝子が発現 してい

ないことより,小眼球変異種ラットのホモ接合体にみ

られる神経堤細胞の異常な移動は,神経堤細胞 自身の

異常によるためとは考えにくい。むしろ,神経堤細胞

が移動 していく途上の環境に問題があって異常な移動

が起 こるのではないかと思われる。眼球や鼻原基の外

胚葉 由来の細胞に Pax‐6遺伝子の転写物がみ られる

ことより,Pax‐ 6遺伝子はこれらの原基の外胚葉由来

の細胞表面にある細胞表面接着受容体を制御 している

か,あ るいはこれらの細胞による細胞外基質の合成を
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ると四肢の奇形が誘発 される.

眼球原基を初め とする顔面の各原基の形成過程にお

いても,上皮間葉相互作用が重要な役割を果たしてい

る177)-180).そ して, この顔面原基の形成過程における

上皮間葉相互作用に関与している情報伝達物質は,四
肢の形態形成における上皮間葉相互作用を仲介する物

質 と類似のものであることがわかっている181)。
発生早

期の顔面原基にみられる間葉細胞は,そのほとんどが

神経提由来の細胞である1?8)182).水 晶体宮が表皮外胚

葉から分離して水晶体胞になる過程で, こうした間葉

細胞が重要な役割を果た している とい う報告 もあ

る165).レ チノイン酸受容体は,眼杯中の水晶体胞のま

わ りの神経堤由来の細胞に発現していた。また,FGF
受容体は,その 1型は眼杯の神経上皮,その 2型は神

経堤由来の間葉細胞,そ の 3型は表皮外胚葉由来の水

晶体胞に主として発現していた。このように異なった

由来の細胞に別々に発現していることから, レチノイ

ン酸や FGFは ,眼球の形態形成過程における上皮間

葉相互作用の情報伝達物質 として働いている可能性が

ある177)180).

6。 位置情報30)31)

1)位置情報の概念

発生過程において各細胞は,組織上で自分がどの位

置にいるかについての情報を得ていると考えられる。

この情報を位置情報 といい,位置情報は組織の 3次元

空間の中で細胞同士の相対的な位置関係を示す位置価

として与えられる。発生における 3次元は,互いに直

交する前後軸,背側腹側軸および近位遠位軸で規定さ

れ る。位置価を各細胞 に与 える因子 として,形原

(morphogen)と い う物質を想定する。組織中における

この形原の濃度勾配により,各細胞は自分の位置を知

ることができる.形原の具体的な候補 としては, レチ

ノイン酸75)76)ゃ ,FGF,ア クチビンなどの蛋白性成長

因子183)184),ぉ ょびプロテオグリカンなどの細胞外基

質が考えられている。形原により位置情報を得た各細

胞は, 自身の増殖を調節 したり,移動 した り,他の細

胞や細胞外基質との相互作用を行った りして特異的に

分化 していく。このようにして最終的に特殊な組織を

形作るべ く形態形成が進んでいく。

2)眼球の形成における位置情報

鶏, マウス, ラット,人の眼球においては,そ の網

膜における上下軸が発生上の背側腹側軸に,網膜にお

ける鼻側耳側軸が発生上の前後軸に,網膜における前

後軸が遠位近位軸に対応する。FGF受容体 1型 の転

splotch変異種では,N‐CAMの発現様式に異常がみら

れることが明らかにな り,N―CAMは Pax-3遺伝子産

物が制御 している下流の遺伝子ではないかと考えられ

ている176)。 このように,Pax-3お よび Pax‐6遺伝子が

両方 とも神経堤細胞に関連 していることから,Pax‐ 3

および Pax‐6遺伝子は,異なる脳の部位由来の神経堤

細胞の移動に関与しているのではないかという推測も

成 り立つ。

4)神経堤細胞 と眼球原基

正常な発生過程においては,神経管の側壁から眼胞

が発芽し,伸びて表皮外胚葉 と緊密に接することによ

り,その部位の表皮外胚葉は肥厚し始め,水晶体板を

形成する.そ のうち水晶体板は陥入していき,水晶体

寓,そ して水晶体胞へと変化 していく。それと同時に

眼胞 も陥入 してい き,二 重 の層か らなる眼杯 とな

る158)164)。 眼杯の外板は網膜色素上皮 となり,内板は急

速に細胞増殖を来し,神経細胞が何層か重なっている

神経網膜へ と分化していく.神経堤細胞は,水晶体板

が誘導 される以前に,すでに眼球および鼻の原基のま

わ りに移動 している160)162)。 小眼球変異種 ラットのホ

モ接合体では,水晶体板および鼻板が形成されない。

言い換えると,眼球原基および鼻原基に相当する部位

の表皮外胚葉の肥厚が起 こらない。ホモ接合体では
,

神経堤細胞は,本来なら移動すべき鼻原基の所まで到

達 しない。 このことが鼻板の誘導が起こらない原因に

なっていると考えられる。また,ホ モ接合体では,神

経堤細胞は眼球原基のまわ りまで到達 し,そ こに異常

に集積 しているが,水晶体板の誘導は起 らない。つま

り,神経堤細胞の眼球原基のまわ りへの異常な集積が

水晶体板の誘導を妨げているということになる。以上

の結果および考按に基づ くと,神経堤細胞が鼻板およ

び水晶体板の誘導に関与 しているということになる。

5。 上皮間葉相互作用

上皮間葉相互作用については,四肢の形態形成にお

いてよく研究されている31).肢芽の成長末端の表皮外

胚葉は肥厚 し,前方から後方 (つ まり拇指から小指の

方向)に向かって外胚葉先端隆起 (apical ectodermal

ridge)を 形成する。この外胚葉先端隆起から出る情報

は,四肢のさらなる発達にとって重要である。外胚葉

先端隆起により,そ のす ぐ下に広がる間葉細胞は未分

化な状態に保たれている。 この未分化間葉細胞層は進

行領域 (progess zone)と 呼ばれ,外胚葉先端隆起は

逆にこの間葉細胞層から出る情報によって維持されて

いる。このような上皮間葉間の相互作用に異常が起こ
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写物が眼杯内板の水晶体側により強 くみられることか

ら,こ の 1型は眼球の発生における遠位近位軸の形成 ,

言い換えれば後方あるいは前方網膜の区分の形成に関

与しているのではないかと考えられる。FGF受容体 1

型に結合する塩基性および酸性 FGFが位置情報を提

供している形原である可能性がある。ただ,注意しな

ければならないのは,眼杯内板の水晶体側は視神経側

に比べて細胞分裂が遅 くまで続 くので,そ のため FGF

受容体の発現が水晶体側においてより強 くみ られるだ

けなのかもしれない.

アクチ ビン受容体 IIA型 および IIB型 に関 しては
,

受精後 3.5日 目まで眼杯内板におけるその発現に偏 り

はみ られない.と ころが受精後 4日 目になると,眼杯

内板の腹側の方に,そ の背側に比べてより強い発現が

みられるようになる。このことから,ア クチビン受容

体は眼球の発生における網膜の背側腹側軸の形成に関

与してお り,こ の軸は受精後 4日 目頃にできるのでは

ないか と推察される。

7.Pax‐ 6遺伝子における異常スプライシング

1)ス プライシングとその異常

ある蛋自質を規定するある遺伝子の核 DNAにおけ

る配列は,た いてい,エ クソンとイン トロン (介在配

列)か らなっている.核 DNAか ら最初に転写 された

RNAは ,やはリエクソンとイン トロンからなってお

り,き ちんとした mRNAに なるためには,イ ン トロン

が切 り出されエクソン同士をつなぐスプライシングと

い う過程を経なければならない.エ クソンの塩基配列

は,蛋 白質のアミノ酸配列を規定し,イ ン トロンはエ

クソンの間に存在するア ミノ酸配列には対応 しない介

在配列 とい うことになる。

現在までに報告されている多 くの遺伝子異常は,異

常なスプライシングによる場合が多い。そして,こ の

異常なスプライシングは,すべてイン トロン内に起

こった突然変異,特にイン トロン両端の 5′ 側スプライ

ス部位 および 3′側スプライス部位の配列に起 こった

突然変異により引き起こされている。イン トロン内に

み られ る突然変異が異常なスプライシングヘ とつな

がってい くには,大きく分けて 2通 りの様式がある.

1つは,イ ントロン両端のスプライス部位の うち一方

が突然変異により潰され,その結果,エ クソン内の配

列や, イントロン内の本来のスプライス部位以外の配

列が新たなスプライス部位 として使われる場合であ

る185)～
"4)。 もう1つ の様式 としては,突然変異によっ

てイン トロン内に新たなスプライス部位ができ,ス プ

日眼会誌 97巻  12号

ライシングの際,本来のスプライス部位に優先 して使

われる場合である187)195口 97).小 眼球変異種 ラットにみ

られた Pax‐6遺伝子の異常スプライシングは,以下の

点で大変珍しい.つ まり,エ クソン内の突然変異によ

り, イン トロン内ではなくエクソン内に新たなスプラ

イス部位ができ, これが本来のスプライス部位に優先

して使われているとい う点である。

2)小眼球変異種 ラットおよびマウスにみられる異

常 Pax‐6蛋 白

in situ hybridizationや ポ リメラーゼ連鎖反応の結

果からわかるように,小眼球変異種 ラットのホモ接合

体では異常な Pax‐6 mRNAが存在 している。この異

常な mRNAか ら翻訳 される蛋 白質 には,正 常なペ

アー ドボックス領域およびホメオボックス領域はある

が,セ リン・ スレオニンに富む領域が欠如している。

つまり, このセ リン・スレオニンに富む領域は,Pax‐

6蛋 自の機能にとって重要であるということになる。

ホモ接合体では,こ のような Pax‐6異常蛋白の存在に

より,あ るいは正常な Pax‐ 6蛋 白がないことにより前

部中脳からの神経堤細胞の移動に異常が起こり,鼻板

や水晶体板が誘導 されないと考えられる。一方,ヘ テ

ロ接合体では,Pax-6の正常蛋白および異常蛋白の両

方が混ざって存在 している。そして, このことから虹

彩の空胞変性,お よび網膜異形成が起こるものと考え

られる。

現在のところマウスでは,Pax‐ 6遺伝子に異常があ

る 3種類の小眼球変異種が報告されている46)。 その う

ち,変異種 Seyでは,Pax‐ 6遺伝子のとあるエクソン

中の突然変異により終止コドンが生じ,そ のため合成

される蛋白質はホメオボックス領域の手前で途切れて

いる。つまり, この異常蛋白にはペアー ドボックス領

域はあるが,ホ メオボックス領域およびそれに続 くセ

リン・ スレオニンに富む領域は欠損していることにな

る.一方, ニ トロソウレアによって誘発された別の変

異種 SeyNeuでは,Pax_6 mRNAの ホメオボックスの

3′側に 116塩基対の挿入があ り, これにより合成され

る異常蛋白にはペアー ドボックス領域およびホメオ

ボ ックス領域はあるが,セ リン・ スレオニンに富む領

域が欠如 している。放射線により誘発 された変異種

SeyRで は,核 DNAに大きな欠失があ り,Pax‐6遺伝

子の転写産物はできていない.ラ ットの小眼球変異種

とマウスの変異種 Seyお よび SeyNeuと では,そ の形態

がよく似ている50)51).こ れは,両種が有す る異常な

Pax-6蛋 白が類似 していることによると考えられる。
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