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1．要旨

 肝臓は生体内で様々な恒常性の維持に重要な役割を担っている。しかしその発生機構は

十分理解されておらず、今後の再生医療に関連する基盤研究の一つとして肝臓発生機構の

詳細な解明が望まれている。本研究では肝臓発生機構の解明を目指し、遺伝子導入や胚操

作の容易なニワトリ胚を用いて肝臓の形態形成機構の解明を試みた。ニワトリ胚の肝臓発

生では前心門から派生した肝芽が横中隔へ陥入し、静脈管に沿って伸長／移動を行い、最

終的に肝芽は静脈管を取り囲み肝臓原基が形成される。しかしながら、肝芽の移動機構は

現在までほとんど理解されていない。そこで本研究では神経軸索のガイダンスや尿管芽の

形成などに関与する事が知られているGDNFファミリーのリガンドであるneu血rin（NRTN）

とそのレセプターGFRα2の機能解析を行った。 G1覗α2はニワトリ胚の肝臓発生初期より肝

芽細胞で発現し、／＞R刀Vは静脈管血管内皮細胞で発現している事を見いだした。機能解析実

験としてG1；Rα2のシグナル伝達阻害を行った結果、静脈管に沿った肝芽の伸長が抑制され

た。この伸長抑制は細胞増殖抑制や細胞死の増加によって誘起されたものではなかった。

1＞RηVの異所発現実験では、肝芽の静脈管を取り囲みが阻害または十二指腸領域に異所的な

肝癌形成が認められた。さらに培養実験では肝芽がNRTNを染み込ませたビーズに向かっ

て選択的に誘引され伸長する事を見いだした。これらの実験結果から、NRTN－GFRα2シグ

ナル伝達が肝芽の伸長／移動を制御している事が立証された。

 また肝芽の伸長方向と基底膜の関連性を調べた結果、肝芽の伸長方向の先端部で基底膜

の減少が認められた。最後に、副芽移動に関与する転写因子であるみ。κ1とG研α2との関

連性を乃ox1ノックダウンにより解析した。その結果、みox1がG研α2の発現調節の上位

に位置する事が明らかとなった。

 本研究の結果に基づき、ニワトリ胚肝臓発生の新しいモデルを提唱した。このモデルで

は、静脈管から分泌されるNRTNが伸長／移動の誘引物質として機能しGFRα2を発現して

いる肝芽の伸長／移動を引き起こす事で肝心の静脈管を中心とした形態形成が制御されて

いることを提案する。さらに本モデルでは、基底膜など他の因子も仙客移動制御に関与し

うることも示した。

 本研究で明らかとなった肝芽の伸長／移動に関連した分子機構は肝臓発生を理解する上

で非常に重要であり、再生医療研究などの基礎的知見としても有用な示唆を与えるもので

ある。

3



2．関連論文

：Neurtu㎡n－GFRα2 signaling controls liver bud migration along the ductus venosus in the chick embryo

Tatsumi N． Miki R． Katsu K． Yokouchi Y．
     ，    ，           ，    ，                  ，    ，                           ，

1）εヅ8勿耀π‘α’Bεoあgア．307：14－28，2007．
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5．研究背景と目的

5．1．はじめに

 肝臓は生体内において様々な代謝や生合成（解毒、アルコール分解、尿素サイクル、糖

新生、血液の貯蔵と凝固作用）を行い、生体の恒常性維持の中心的な役割を担っている。

そのため肝臓障害は個体の生存において極めて重大な問題である．近年、その治療法とし

て再生医学的なアプローチが注目され、マウスなどを用いた実験系において、胚性島細胞、

体性幹細胞から肝細胞を加v∫’mで誘導する方法が報告されてきている（Schwaltz et a1．，2002；

Chinzei et al．，2002；Is雌i et al．，2005）。しかしながら、肝臓は肝実質細胞、胆管上皮細胞、血

管内皮細胞、そして間葉組織からなる複雑な構造を有した臓器である。そのため肝細胞誘

導が可能になっただけでは真の意味で肝臓を作り出せるとはいい難い。将来再生医療など

による人工肝臓を作り出すには、肝臓発生過程の分子機構を解明する必要があると考えら

れている（Zaret，2001）。近年の遺伝子破壊マウスなどを用いた解析により少しずつ肝臓発生

に関連した遺伝子群が明らかになりっっある。

 以下に現在までに報告されている主な肝臓発生メカニズムを示す。

5．2．肝臓発生の概要

 現在までにマウス胚を用いた詳細な形態学的解析が行われ、肝臓の初期発生は次のよう

に進行すると考えられている。まず前腸内胚葉（または腹側内胚葉）が周辺の中胚葉性組

織と相互作用することにより肝内胚葉へと誘導される（肝誘導）。肝内胚葉はシート状の上

皮細胞構造から憩室状の肝芽（肝憩室）を形成し横中隔虚血壷中に突出する。肝芽はさら

に周辺の問葉組織と混じり合いながら増殖し、原始的な肝臓（肝臓原基）を形作る。その

後肝臓原基はさらに増殖を続け複雑かっ秩序だった構造を形成させ、代謝系酵素などを発

現する機能的な肝臓へと発生していく（Lemaigre and Zaret，2004）。

 このように肝臓発生は、前腸内胚葉から肝芽細胞の誘導過程、肝芽が周辺組織との相互

作用によって形態形成を行う過程、そして肝臓原基形成後の増殖過程などいくつかのステ

ップに分けることができる。それぞれのステップは組織間相互作用を担うシグナル分子群

によって仲介されていると考えられている。

5．3．肝臓誘導メカニズム

 月刊蔵の主な構成成分である肝細胞は前腸内胚葉から派生することが報告されている。そ

の古典的な研究としては、Le Douadnによって行われた実験発生学的な手法による一連の研

究が有名である。彼女はニワトリ胚を用いた胚組織の移植実験によって、6体節期
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（Hamburger and Hamilton’s stage（HH）8－9）（Hamburger and Hamilton，1951）までに心臓中胚葉を

裏打ちしている内胚葉がすでに肝誘導を受けていることを明らかにした（Le Douarin，1975）。

同様の実験がHoussaint（Houssaint，1980）によって行われ、ニワトリ胚の間葉組織が、マウス

胚の内胚葉を肝芽細胞へと誘導できることを示した。この内胚葉から肝細胞への分化誘導

は周辺組織からの分泌物質によって行われることが、肝周囲中胚葉組織と前腸内胚葉の共

培養実験により示唆されて来た。CascioとZaret（Cascio and Zaret，1991）らはマウス胚を用い

て、遠道内胚葉から肝芽が横中隔填充織に侵入することにより、オ伽〃伽μ樹の発現量が

増加することを発見した。さらに、心臓中胚葉と腹側内胚葉を共培養し、鋤の発現が誘導

されることを発見した（Gualdi et al．，1996）。この2っの実験から肝細胞誘導には心臓中胚葉

と横中隔間充織からの2つの誘導因子が関与する事が示唆された。その後、これらの因子

はBom morphogenic protein（BMP）sとFibroblast growth fhctor（FGF）sである事が同定された

（Rossi et al，，2001；Jung et al．，1999）。現在、横中隔問充織由来のBMPsが腹側内胚葉に忍泣細

胞分化へのコンビテンスを与え、心臓中胚葉由来のFGFsがそのコンピテント内胚葉を肝芽

細胞へと誘導すると考えられている。

5．4．肝臓発生に関連する遺伝子群

 近年の遺伝子破壊技術の進展により、肝発生に関連する遺伝子群がいくつか同定されて

きている。肝細胞分化コンビテンスを有した内胚葉で発現するホメオボックス型転写制御

因子1丑θκの欠損マウスでは、内胚葉形成は正常に進行するが肝芽形成が起こらず、その後

の肝臓発生が停止する（Martinez Barbera et al．，2000）。この結果は肝臓に特異化された内胚葉

領域が欠損することに起因している（Bort et aL，2006）。同様に肝油細胞で発現するホメオボ

ックス型転写制御因子ル。κ1の欠損マウスでは肝癌は横中隔へ陥入するがその後の肝芽細

胞の横虐組中の移動が細胞外マトリックスの異常蓄積によって著しく阻害され、肝臓形成

阻害になる。 （Sosa－Pineda et al．，2000）。

 血管内皮細胞で発現するVEGF受容体πL1の欠損マウスでは肝上皮周囲の血管内皮細

胞が欠損することで肝芽の陥入が起こらない（Matsumoto et al．，2001）。これらの血管内皮細

胞は縞蛇細胞移動の足場として機能すると考えられているがそのメカニズムは不明であ

る。

 横中隔間充識で発現するホメオボックス型転写制御因子石肺の欠損マウスでは間良識は

正常に発生するものの肝臓の低形成が観察された。従って∬跳は肝細胞の増殖関連因子群の

上流遺伝子として機能していることが示唆されている（Hentsch et al．，1996）。問充識から分

泌される肝細胞増殖関連因子としてはBMPs、 Wnt、 HGFなどが知られているがこれらの因

子とHlxとの関係はまだ明らかになっていない（Rossi et al．，2001；Hussain et al．，2004；
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Schnlidt et al．，1995）。

 ここに示した欠損マウス胚はすべて発生初期に肝形成不全を示し致死となり、肝臓発生

に関与するこれら転写因子に関連した下流の因子の解析が困難とされている。そのため、

肝臓発生に関連する転写因子群の下流の因子の解析が種間を越えて望まれてきた。また、

これら遺伝子破壊マウスは肝臓発生に関連するどの組織（肝内胚葉、横中隔間充織、血管

内皮）が欠損しても肝臓が形成されない事を示し、さらに肝芽の横中隔への移動が組織間

相互作用に重要である事が示唆されている（Zaret，2002）。

5。5．ニワトリ胚における肝臓発生

 ニワトリ胚は、組織移植などの胚操作を比較的容易に行うことが可能であり、観察も容

易であったため生物学の研究対象として紀元前よりヒポクラテスやアリストテレスらによ

ってすでに使用されていたという記載がある。それ以後も発生学における身近な実験動物

として利用されてきた（Bellairs and Osmond，2005）。ニワトリ胚の肝臓発生に関しては

Romanoffにより詳細な肝臓発生の形成過程が編纂されている（Romano理1960）。その後、組

織移植実験を用いて肝誘導メカニズムが提唱された（Le Doua血，1975）。しかしながら、分

子生物学的手法によるニワトリ胚を用いた肝臓発生研究はほとんど行われてこなかった。

近年、我々の研究室で肝臓発生に関連したマーカー遺伝子の探索が行われ、それらを用い

てより詳細な肝臓発生図が記載された（Yanai et al．，2005；Yokoucki．，2005）。ニワトリ胚の肝

誘導は田8－HHIIにおこり、その誘導因子はマウス胚と同様に横中隔問充識からのBMPs

や心臓中胚葉からのFGFsであると考えられている（Zhang et al．，2004）。誘導された肝内胚

葉細胞は隣接する横中隔に突出し卵黄静脈の合流部分を挟むように二本の肝芽を形成し

（HHI2－14）、その雨蛙芽は静脈管に沿って前方向に伸長する（HHI5－17）。 HHI8より前方向

伸長が停止し、肝芽は増殖を伴いながら側方向伸長を開始する。HH22までに二本の肝芽は

静脈管を完全に取り囲み、最終的に肝臓原基を形成する。この発生段階における肝芽細胞

の増殖にはId3が関与していることを我々の研究室では明らかにしている（Nakayama et al．，

2006）。また、肝細胞の増殖にはβ一。ateninが重要であることも示唆されている（Suksaweang et

al．，2004）o

5．6．GDNFファミリーについて

 GDNF；Glial cell line－derived neur甜ophic factor（ダリア細胞株由来神経栄養因子）（Lin et al．，

1993）は神経細胞の生存因子として同定され、現在までにNeu血止（NRTN），んtelnin（ARTN），

Persephin（PSPN）を含めた4種がGDNF family ligands（GFLs）として報告されている

（Kotzbauer et al．，1996；Baloh et al．，1998；Milbrandt et aL，1998）。 GFLsはホモ2量体を形成し、
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GDNF㎞ly receptorα（GFRα）1－4のホモ2量体と特異的な4量体を形成し、チロシンキナ

ーゼ型レセプターであるRetと結合する事で、細胞内にシグナルを伝達することが報告され

ている（Sariola㎜d Saamla，2003）。また、近年RetではなくN－CAMやMetを介した、新た

な細胞内シグナル伝達機構が明らかになり、GDNFファミリーの新しい機能が注目されてい

る（Trupp et al．，1999；Popsueva et aL，2003；Paratcha et al．，2003）。GDNFファミリーの胚発生

における既知の機能として、外胚葉由来の神経細胞の生存や分化、神経軸索の伸張

（Airaksinen et a1．，1999；Baloh et al．，2000；Enomoto et al．，2001；Ledda et al．，2002）、中胚葉由来の

腎臓、尿管芽の形成（Tang et al．，1998；Schedl et al．，2000）、精子形成（Meng et al．，2000；

Viglie鍾。 et a1．，2000）などが報告されている。近年、ニワトリ胚において、 GD照G∫RαRθ’

の発現パターン解析が行われ、現在まで知られていた神経系、腎臓系などでの発現の他に

内胚葉由来繊においてもそれらが発現することが報告された（Ho㎜a et al．，2000）。

5．7．研究目的

 肝臓は生体内において非常に重要な役割を担っているにも関わらず、分化や形態形成な

どの発生機構はまだ未解明な部分が多い。そこで、本研究では遺伝子操作や発生過程の観

察が容易なニワトリ胚を使用して、肝臓発生機構の解明を目指した。私はニワトリ胚の内

胚葉領域で発現する事が報告されていたGDNFファミリーに注目した。 GDNFファミリーは

神経軸索のガイダンスや腎臓尿管芽の分岐形成などの機能が知られており、肝臓発生にお

いても肝細胞の移動や分枝形成などの形態形成運動に関与する可能性が推測された。そこ

で、GDNFファミリーの肝臓発生に関連した機能を解析するために、以下の2点を本研究の

目的とした： ①肝臓で発現するGDNFファミリーの同定。② ①で同定された分子の機能

解析。
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6．実験方法

6．1．実験動物の採取と固定法

 鶏卵（White Leghom瀬戸口艀卵揚、大分）は38℃インキュベーターで艀卵し、の発生

段階表（Hamburger and Hamilton，1951）をもとに目的の発生段階まで発生させ実験に使用し

た。Whole mountノη5吻hybridization（以後WM－ISH）に用いる胚はPBS中で卵黄膜などを

取り除き、その後4％PEA／PBSで2時間から一晩固定した。固定後、 PBS、25％MeOH、

50％MeOH、75％MeOH、100％MeOHに置換し、使用時まで一20℃で保存した。

 ICRマウス胚は妊娠マウス（目本チャールズリバー）から胎齢9．5日マウス胚を取り出し

実験に使用した。

6．2．遺伝子のクローニング

 Total RNAはニワトリ胚（煎卵48、72、 l l 6時間後）、マウス95日胚を回収後、TRIzol Reagent

（Ihvimgen）を使用して抽出した。抽出したtotal RNAの一部0．Dを測定し、 RNAの品質（分

解の程度）を電気泳動で判定した。

 cDNAの合成にはSuperSchptTM II Reverse Transcriptase（lnvitorogen）とoligo（dT）（GE

Helthcare）を用いて合成した。相補的なRNAを除くためRNaseH（TaKaRa）を加え反応させた。

 合成したcDNAを使用して、 Platinu田PfK DNA polymerase（Invitrogen）を用いてサーマルサ

イクラーPTC－200（MJ Research）でPCRを行い目的とするcDNA断片を増幅した。 GFRα1、

GFRα2、 GFRα4は塩基配列の決定を容易にし、かつPCRによる塩基合成のエラー率を下

げるため5。、3’の2っに分離した。ニワトリGD西Fの全長配列が明らかでないため、 G1）艀，

理R卿はマウスcDNAをクローニングした。反応条件はdenature 94℃ 2分、①94℃ 15

秒、②50－60℃ 30秒、③68℃ 1分とし、①一③の過程を必要回数繰り返した（表1）。

その後電気泳動により目的遺伝子が増幅されていることを確認した。

表1 〈cDNA断片増幅のPCR条件〉

クローン名

cGERα15’

アニーリング温度

60℃

サイクル数

35

テンプレート

ニワトリ48時間胚

  sense primer 5’一TGCCArGGTCCTCGCGCTCCTCTAC－3’

antisense primer 5’一CGGArCCAGGArTCTTGTAAATTCAGGC－3’

oGERα13’ 60℃ 35 ニワトリ48時間胚

sense primer 5’一CGGArCCA：rGCTCTTCTGCTCCTGTCGAG－3’

antisense primer 5’一CGGArCCCTACAAGACGACTGArGAGC－3’
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oG研α25’ 55℃ 35 ニワトリl16時間胚

sense prinler 5’一TGCCArGGTTTTGGCCAACGCCTTC－3’

hmtisense primer 5’一GAGArAGTGArGCTGGTGGTGCT－3’

oG」駅α23’ 50℃ 35 ニワトリ48時間胚

    sense primer 5’一ArCTCCACCTGCAGCAAGGAG－3’

≠獅狽奄唐?撃撃唐?primer 5’一GGAArTCCTA］［AGCAGCAGCTTCAGCAG－3’

oG」FRα45’ 52℃ 40×2 ニワトリ72時間胚

sense primer 5’一TGCCArGGGGGGCArCCTCTACTTC－3’ alltisense primer 5’一

@        GGAArTCTCACArCArGAAGTGGCTCAG－3’

oG」研α43’ 52℃ 40 ニワトリl16時間胚

sense primer 5㌔GGAArTCTGCAACGTGGACGAGArGTGCC－3’

≠獅狽奄唐?獅唐?primer 5’一GGAArTCTCACArCArGAAGTGGCTCAG－3’

吻G1）ハ贋 60℃ 40×2 マウス9．5日胚

   sense primer 5’一TGCCArGGGArTCGGGCCACTTGG－3’

≠獅狽奄唐?獅唐?primer 5’一GGArATCTCAGATACArCCACACCGTTTAG－3’

溺、～二刀V 50℃ 35 マウス9．5日胚

 sense primer 5’一TGCCArGGGGCGCTGGAAGGCAG－3’

≠獅狽奄唐?獅唐?primer 5’一CGGAATTCACACGCACGCGCACTC－3ラ

 PCR産物は制限酵素処理後、 p8Zακ21ベクター（以下p翫21と略す）へ挿入した（表2）。

その後、大腸菌DH5αに形質転換しプラスミド抽出を行った。プラスミド抽出は目的に応じ

て核酸自動分離装置NA－2000（KURABO）、 QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を使用し、操

作は付属のプロトコルに従った。

表2 〈酵素処理したPCR産物、ベクターに用いた制限酵素酵素の種類〉

PCR産物名 制限酵素名 PCR産物名 制限酵素名

oG五Rα15’ NcoI・BamHI oG戸Rα45’ NcoI・EcoRI

oG五Rα13’ BamHI cG五Rα43’ EcoRI

6Gノ｛Rα25’ NcoI・EcoRI 初G1）MF NcoI・EcoRV

oG五Rα23’ EooRI 吻NR刀V Ncol・EcoRI

 遺伝子解析はABI PRISM 310 Ge皿etic Analyzer（Applied Biosystems）を使用し、場合によっ

て発生医学研究センター｛使用機：ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Applied Biosystems）｝に
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配列決定を依託した。シークエンス反応はBig Dye Temlinator ver l．1叉はBig Dye

Temlinator ver 3．1（Applied Biosystems）を使用した。塩基配列決定のPCRには、77，73プライ

マーを用いた。

 サブクローニングされたプラスミドを制限酵素処理し、切り出された3’側のcDNA断片

をそれぞれρ翫21－5曾側に挿入し、各遺伝子の全長cDNAを構築した（表3）。

表3 〈全長cDNAを作成するのに使用した制限酵素〉

 クローン名

P戯21－GERα15’

p翫21－G搬α25’

p翫21－GERα45’

使用する制限酵素

 NdeI。BamHI

 BglII・EcoRI

 SmaI・EcoRI

クローン名 使用する制限酵素

P翫21－GlrRα13’ Ndel・BamHI

P翫21－G∫Rα23’ BglII・EcoRI

P翫21－G五Rα43’ Smal・EcoRI

6．3．Whole moun伽5ま’〃hybrid血ation（WM』SH）

 RNAプローブの合成の鋳型となるプラスミドDNAを制限酵素処理し一本鎖にした（表4

参照）。RNAプローブの合成にはDIG（Digoxigenin）R：NAラベリングミックス（Roche），

Ribonuclease Inhibitor（TaKaRa）， RNA Polymerase（Roche）を加え合成反応を行った。 WM－ISH

はRiddle（1993）の方法をもとに行った。

表4 ＜各遺伝子のプローブ合成に使用した制限酵素およびRNA Polymerase＞

クローン名 制限酵素 RNA Polymarase クローン名 制限酵素 RNA Polymarase

GFRα1 ApaI SP6 GERα2 ApaI SP6

G戸Rα4 NcoI T7 α）ハF ApaI SP6

Rθ’ SacI T3 召乃ε：だ SalI T7

溺7’η09θ〃 NcoI SP6 2＞R刀v ApaI SP6

P君。κ1 ※ T3 R）m2 XbaI T7

※みox1はみox1プラスミドからPCRで得られた断片を使用してプローブ合成を行った。

6．4．ニワトリ胚における1VRINのクローニングと解析

 ニワトリ1＞R刀〉をクローニングするにあたって、まずDegenerateプライマーの設計を行

った。Degenerateプライマー配列はヒト、マウス、ラットのNRTNアミノ酸配列とニワト

リGDNFアミノ酸配列との間で比較を行い保存性の高い領域のアミノ酸配列から予測され

る塩基配列をもとに4種類のdegenerateプライマーを設計した（表5）。これら4種のプラ

イマーをそれぞれ組み合わせ、FastStalt Taq DNA Polymerase（Roche）、ニワトリl16時間胚

cDNAを使用しPCRを行った。反応条件は以下の通りである：denature 95℃2分、①95℃15
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秒、②55℃30秒、③72℃1分で①一③の過程を40回繰り返した。最終的にoN㎜Fwdl

と。ノ〉㎜Rev2プライマーの組み合わせで期待された位置にバンドの増幅が確認された。

PCR産物はpGEM－T Easy驚ctor（Promega）に組み込んだ。その後塩基配列を解析し、増幅さ

れたPCR産物がニワトリ1》R刀〉の6D弼断iケであることを確認した。この断片を使用し

WM－ISHを行った。

表5 〈1＞R17＞のクローニングに用いたプライマー配列〉

プライマー名 プライマー塩基配列

dV㎜Fwd l 5’一TGAG（C／T）GA（A／G）（C／T）TGGG（A／C／G／T）（C／T）TGGG（A／C

^G／T）TAC－3’；

d＞㎜Fwd2 5’一TTCCG（G／C）TA．（C／T）TGC（A／G）C（A／C／G／T）GG（A／C／G／T）

iA／G）C（A／C／G／T）TG－3’

oハrZRIV Revl 5’一CCA（A／G）（A／G）AAGGGACAC（C／T）TC（A／G）TC（C／T）TCA－3’

dV㎜Rev2 5’一GA（A／C／G／T）AG（C／T）TC（C／T）TGCAG（A／C／G／T）

fTGTGGTA－3’

 本研究室でλZAP Expression驚ctor（Stratagene）を使用して作成されたニワトリ胚肝臓

cDNAファージライブラリー10万プラークをメンブレンHybond－N＋（Amasham bioscience）に

転写し、サブクローニングされたニワトリ！VR刀〉をプローブとして終濃度25 ng／μ1で使用し

た。プ庇ブは［32P］一dCTR Re面pdme II tube，恥obeQu㎝t G－50 Micro Co1㎜s（すべて

Amasham bioscience）を使用して標識し、メンブレンとハイブリダイゼーションした。メンブ

レンをXフィルムに感光し、得られた8つのポジティブプラークをさらに2次、3次スクリー

ニングした。最後にファージプラークから得られたλファージをExAssist help6r

phage／SOLR strain system（Stratagene社1）を用いて加v’vo excisionを行うことによりプラス

ミドにリクローニングした。得られたプラスミドの塩基配列はM13プライマーを用いて解析

し、8つのクローン中1つがニワトリ1》用Wであることが確認された。全長配列は作成したプ

ライマー（表6）を用いて解読し、その中にニワトリ1＞RIWの翻訳領域の完全長も含まれて

いた。予想されるヒト、マウス、ニワトリの成熟タンパク質領域のアミノ酸配列比較は

GENETYX－MAC Vbr l l．0（GENETYX CORPORArION）により行った。

表6 〈塩基配列解析に用いたプラーマー配列〉

プライマー名 プライマー塩基配列

。溜η＞primer Fwdl 5ラーTGGArGCCTACAACCGCTAC－3’

〇四R：Wprimer Fwd2 5ラーTA．CACGTCGGATGAGACCGT－3’

01＞R刀＞primer Rev 5’一TCTGTGTCACCTCCGTGG－3’
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c1＞R刀V primer Rev2 5’一GCTCAGGAAGGACACCTCGT－3’

01＞R刀Vprimer Rev3 5’一ACGCTCTTCAGCGAGAGGTC－3’

6．5．発現コンストラクトの構築・調整

 GFRα1、 GFRoし2はGPIアンカーにより膜結合しているので、分泌型の作成はGPI付加シ

グナル配列を除いたコンストラクトが必要であった。そこでGPI付加シグナル配列の上流

に位置するリバースプライマーを作成した（表7）。6．2の章でクローニングされた

p翫21－G1覗α13’， p5比21一（｝mα23’を鋳型とし、 Platinu卑PfK DNA polymerase（Invitrogen）を使用

してPCRにより目的のcDNA断片（G1覗α1∠｝㎝3～σ聖α2』GP13’）を増幅した。反応条件

は：denature 94℃ 2分、①94℃ 15秒、②50－60℃ 30秒、③68℃ 1分とし、①一③の

過程を30－40回繰り返した。増幅されたPCR産物はZero Blunt TOPO PCR CIoning Iq

（Invitrogen）を用いて、pα～一B1初班一π）POベクターに挿入した。塩基配列決定後、pα～一別躍碓

GlrRα1∠玉GPZ 3’ぱ1肋Zβα〃21盟、 pα～一B1π励匹G∫Rα2∠玉（｝P13’はBglll， BamHIで制限酵素処

理し、p翫21－GlrRα15’、 p翫21－G1駅α25’に挿入しρ翫21－G1贋α1∠1σP1， p翫21一（｝∫Rα2己GP1

とした。さらにマウスのIgGのheavy chain Fc鎖の配列をベクターLa518（LaRochelle et al．，

1995）から制限酵素（Xhol， BaniHI）により抜き出し、ρ翫21一σ∫Rα1∠G乃1，ρ翫21一σ∫Rα2∠

GPZ配列の3，末端に組み込んだ。出来上がったp翫21－GlrRα1∠I GP監凡，ρ翫21－G1覗α2』

GP露凡・はそれぞれ制限酵素（ClaI）により一G∫Rα1』G幽栖， G∫Rα2』G1孕死領域だけ切り

出し発現ベクターpασG3（Niwa et al．，1991）に組み込んだ。構築した発現コンストラクトは

インサートの方向性を確認するために再度塩基配列を確認し正方向に入ったものを実験に

用いた。

 初GD四Fと履＞R刀〉はカルボキシル末端に制限酵素サイトを付加するためのプライマー（表

7）を用いて6．2の章でクローニングされたρ翫2ノー〃zα）蝦ρ翫21一〃11＞RZVを鋳型にし、

Platinun1Pfk DNA polymerase（lnvitrogen）を用いてPCRを行い（反応条件は上記と同様）、制

限酵素（NcoI， EcoRI）処理し1，ε1ακ13－1財に組み込んだ。但し〃2G1）川中にEcoRIサイトが含

まれるため、〃2GDM7のEcoRI処理時間は3－5分とした。塩基配列決定後、制限酵素（ClaI）

により〃2GD甑砺、〃21＞R群砺を抜き出し、それぞれ発現ベクターアαGG3に組み込んだ。

構築した発現コンストラクトはインサートの方向性を確認するために再度塩基配列を調べ

正方向に入ったものを実験に使用した。作成した発現コンストラクトおよびpCAGGS－GEP

のプラスミドはそれぞれJETSTAR 2．O PIasmid Maxiprep Kit（Genomed）を用いて抽出し、フェ

ノール／クロロホルム処理、エタノール沈殿後、すべてのプラスミドの終濃度が5μg／μ1

になる様にTEで調節した。
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表7 〈発現コンストラクトを作成するために用いたプライマー配列〉

プライマー名 プライマー配列

oG」FRα1』GPI primer Fwd（表1） （表1）cGFRα13’sense primerを参照

6G」FRα1∠玉G1￥primer Rev 5’一CTCGAGGGCCAGAACGACTCCTGGTGTGTT－3’

oG∫Rα2∠へGPI primer Fwd （表1）cGFRα23ラsense primerを参照

oG」FRα2∠へGPI primer Rev 5’一CTCGAGGGCCAGAACTGCCTTCTGArCCAC－3’

溺G1）瓶猛4 primer Fwd （表1）mGDNF sense primerを参照

吻α）冊且4primer Rev 5’一CGAArTCATACArCCACACCGTTTAG・3’

加1＞R卿・π4primer Fwd （表1）mNRTN sense primerを参照

溺／＞R7ハる・配4 primer Rev 5’一CGAArTCACGCACGCGCACTC－3’

6．6．遺伝子導入と卵外全胚培養法

 遺伝子導入するにあたって卵外全胚培養法（Flam皿e，1987）を用いた。この方法では、胚腹

側を上面に露出することが可能なため、内胚葉への遺伝子導入が非常に容易になる。ニワ

トリ胚への遺伝子導入は、エレクトロボレーターCUY21（BEX）を用いた。導入条件は

Nak孤nuraとFunahashi（Nakamura and Fumhashi，2001）らの方法を参考にし、6V；25 ms，4回で

行った。導入遺伝子にはρα（｝GぷGEPを1μg／μ1と1％Fast Green（SIGMA）lmM MgC12／

PBSを適当量入れたものを調整し使用した。導入部位はMatsushita（Matsushita，1999）を参考

にした。遺伝子導入胚は38℃インキュベーターで24、48時間培養し、6．1の章と同様に回

収、固定を行った。

6．7．凍結切片の作成

 卵、二二全胚培養法より回収された胚、またはWM－ISHした試料を4％PFA／PBS，4℃で

2時間以上固定し（免疫組織化学に用いる場合は2時間以内）、その後30％スクロース／PBS

に4QCで置換した。置換された試料はTissue Tek OCT compound（SAKURA）で包埋し、試料

はクライオスタット（LEICA CMI900）を用いて10－25μm厚で切片にした。

6．8．蛍光免疫組織化学

 切片を一20℃のアセトンで10分間固定後、PBST（0．1％（v／v）Thton X－100／PBS）を溶液

として使用した（表8）。ブロッキング液は10％Goat serum／PBSTで行った。1次、2次抗

体は5％Goat semm／PBSTに希釈し、4℃で一晩または室温で2時間反応させた。観察はグ

リセロールで封入後、倒立型顕微鏡BX51（OLYMPUS）で行った。 E－cadherin抗体を用いると
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きの溶液はPBSTではなくすべてTBST（0．1％（v／v）Thton X－100／TBS，10mM CaC12）を使用

した。

表8 〈蛍光免疫組織化学に使用した抗体と濃度〉

使用目的 使用した抗体 希釈倍率

GFRα2－Fcの検出 Alexa Fluor 546 goat anti－mouse IgG

ihlvitrogen）

2000倍

mNRTN－HAの検出（1次抗体） mouse anti－HA（Roche） 1000倍

mNRTN－HAの検出（2次抗体） Alexa Fluor 546 goat anti－mouse IgG

ilnvitrogen）

500倍

E－cadherinの検出（1次抗体） mouse anti－E－cadherin（BD） 300倍

E－cadherinの検出（2次抗体） Fluorolink Cy3－labeled goat anti mouse IgG

iGE Helthcare）

300倍

ラミニンの検出（1次抗体） rabbit anti－laminin（SIGMA） 100倍

ラミニンの検出（2次抗体）

eig．13A， B

Alexa Fluor 488 goat anti－rabbit（Invitrogen） 300倍

ラミニンの検出（2次抗体）

eig．13C， D

Fluorolink Cy3－labeled goat allti rabbit IgG（GE

gelthcare）

300倍

GFPの検出（1次抗体） mouse anti－GFP（SIGMA） 500倍

GFPの検出（2次抗体） Alexa Fluor 488 goat anti－mouse（Invitrogen） 300倍

6．9．細胞増殖の測定とTUNEL法による細胞死の測定

 切片作成に用いる遺伝子導入された胚は共導入したpαGGぷGアP由来の蛍光によって目

的の位置に遺伝子導入された試料を選択した。細胞増殖と細胞死の測定には隣接切片を用

いた。細胞増殖測定はrabbit anti－pH3抗体（Ser l O）（SIGMA）、2次抗体Fluorolink Cy3－labeled

goat anti rabbit IgG（GE Helthcare）を用いて、6．8に示した方法により検出した。細胞死測定に

はTUNEL法を用いて、 ApogTag（Invitrogen）のマニュアルに従って行った。それぞれの切片

は2次抗体時にDAPI（Nakarai）で核染色し、核の数により細胞数を測定した。細胞増殖率、

細胞死率はそれぞれ以下の計算式に基づいて導きだした：細胞増殖率＝anti－pH3抗体

（Ser l O）陽性細胞数／肝芽細胞数；細胞死率＝TUNEL陽性細胞／肝芽細胞数。それぞれ独

立した試料由来の計測値を統計ソフトStatView J－4．5（Abacaus Concepts inc．， USA）を用いて

t一検定により有意差の判定を行った。P値はP＜0．05とした。
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6．10．組織培養

 容認培養法はNogawaらの方法を参考に行った（Nogawa and Ito，1995）。 HH I 6－17から切

り出した肝芽、または静脈（静脈管、静脈洞）を0．25mg／mlコラゲナーゼ（Wbrthington）で

処理し、問充織などを取り除いた。ピペットで野peIコラーゲンゲル（新田ゼラチン）10μ1

を35㎜ディッシュ（㎜KI）に滴下し、38QC，5％CO2インキュベーター中で30分間力口温

しゲルを固化させた。タンパク質を染み込ませるビーズはAf匠一Ge1 Blue Ge1（BIO－RAD）を使

用し、ビーズの保存溶液を除くためにMicrocon（Amicon）を用いてPBsで5回洗浄した。洗

浄後ビーズをRecombinant Human NRTN（Pepro Tech）は1，25，50，100 ng／ml、 Recombinant

Human GDNF（Pepro Tech）は1，25，50，100 ng／mlまたは0．1％BSA（SIGMA）に4℃で1時間

以上浸し目的のタンパク質をビーズに染み込ませた。固化したゲルに肝芽と静脈またはタ

ンパク質を染み込ましたビーズを置き、上から新たにコラーゲンゲルを滴下して包埋した。

培地｛D－MEM High glucose（lnvi面gen），1％fbtal bovin serum（FBS）（lhvitrogen），ペニシリ

ン・ストレプトマイシン（以下PS）（SIGMA）｝2ml加え、5％CO2インキュベーター内で数

日間培養した。また実験によってはRecombinant Human GFRα1－Fc（R＆D Systems， Inc．）を300

ng／ml， Human GFRα2－Fc proteins（R＆D Systems， Inc．）を300 ng／mlまたは0．1コ口SAを培地

に添加した。

 腸管の培養はHH16－17の腸管を上記と同様の方法で取りだし、コラーゲンゲルの中に包

埋した。培地中にRecombinant Human：NR］N（Pepro Tech）を100，200 ng／mlまたは0。1％BSA

を加えて、3日間培養後払細胞マーカー1％εκまたは内胚葉マーカー17b灘2の’η∫吻

hybridizationを行った。

6．11．siRNAを用いた乃侃1のノックダウン実験

 ニワトリ飾。κ1遺伝子をノックダウンするためにlnvitrogen社のStealeh RNAiを用いた。配

列はLl樋trogen社のBLOCK－iT， RNAi Designerで推奨された2種類の配列（siProx999、

siProxlO59）を使用した。ネガティブコントロールには同社が推奨するStealth RNAi Negative

Control Medium GC Duplexを用いた。

 siRNAの効果を検定するためにニワトリ胚P劉。κ1全長配列（本研究室においてスクリーニ

ングにより単離されたもので、すでに登録されている乃。κ1の翻訳配列（2211bp：accession no

U46563）よりも長い2907bpのもの。）を制限酵素（EOoRI， Kpnl）処理し1843bpの断片を

pEσEP一溜に組み込みρ五〇五P一炬一P燃ノ伽砂とした。さらにフレームを合わせるため

pE（｝」醇）一旦rlrP70κ1（萄ワη）を制限酵素（KpnI， Apal）処理しT4 DNA polymarase（Roche）を使用し制

限酵素による切断面を平滑化し、再度セルフライゲーションさせた。構築された

pEGEP一亙1一痔。κ1はmidiprepキット（Qiagen）を用いてプラスミドを調整した。6cm disk
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（Iwaki）にまいたCOS7細胞にlxlO5細胞あたり1㎎のpEGEP－1V1－Pハ。κ1を単独もしくは

siRNA（20μM）と同時にトランスフェクション（PolyFect Trans琵ction Reagent Qiagen）し、24時

間培養してGFPの蛍光を観察しsiRNAの効果を検定した。cos7細胞の培地は｛D－MEM High

glucose（Invitrogen），10％FBS（Invitrogen）， IP S（SIGMA）｝を使用した。

 ProxlsiRNA配列を以下に示す：

  siProx999， AUGGAAGGAAUUUGGCCCUUGGUCC；

  siProxlO59， UUGUGACAUGGCAGUGUUCAGUUCC．

  Stealth RNAi Nega丘ve Control Medium GC Duplexの配列は公開されていない。

 HHll－12ニワトリ胚の前腸内胚葉領域に100μMに調整したsiRNAを導入し、48時間培

養した。導入するsiRNAには1μg／μ1のpCAGGS－GF20．1％fhst greenを終濃度約0．Ol％な

るよう調整したものを使用した。導入胚を固定後、GFP蛍光により遺伝子導入部位を確認

し、1丑εx，み。κ1，G」駅α2のwM－lsHを行った。また、それぞれのsiRNAが導入された肝臓

を3個体とり、mRNAを抽出した。抽出されたtotal RNAは微量で測定が困難だったため全

量を逆転写してcDNAを合成した。これを鋳型にReal廿me PCRを行い、内部標準遺伝子

G4PD丑の増幅サイクル数に基づいて、各試料問の鋳型量が等量になるように調節した（表

9）。Real time PCRにはABI PRISM 7700 Sequence Detec廿on System（version L 6）を使用し、

SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）を用いて、以下の反応条件で行った：

denature 95℃10分、①95℃30秒、②56℃30秒、③72℃30秒で①一③の過程を40回繰

り返した。PCRの結果はABI PRI SM 7700の解析プログラムであるrelahve standard curve

method法を用いて解析した。均一化されたcDNAを用いて、肝細胞マーカー珊θx，

月ゐ7／g〃og8η， Proκ1， G1覗α2と内部標準遺伝子（廻PD丑の半定量的Rr－PCRを行った（表9）。

PCRはBlend Taq（TOYOBO）を用い、反応条件は以下の通りである：denature 95℃10分、

①95℃1分、②60℃1分、③72℃1分で①一③の過程を各遺伝子の増幅量に合わせ28－32

回繰り返した。その後電気泳動により各遺伝子の増幅を確認した。

表9 〈PCRに用いたプライマー配列〉

遺伝子名 プライマー塩基配列 サイクル数

（｝」円～α2 Fwd 51－ArCTCCACCTGCAGCAAGGAG－30 27

Rev 5曾一GAGArAGTGA：rGCTGGTGGTGCT－3。

1）召ox1 Fwd 5’一ArCAGGAGGArGTAπGCAGC－3’ 32

Rev 51－ArTGCCCCTTAArGCCACCC－31

珊εκ Fwd 5’一ArGGAGTAATTTAAGTGTCCTTCGCA－3’ 26

Rev 5’一AArGTGAGGTA］［AAAACCGCAAAGAC－3’
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勘ア初9θμ Fwd 51－TAGAA：rTGGAGGACTGGTTCTGGC－31 26

Rev 51－ArGTAAAGAGGTAAGCGCTGCTCA－3壁

G4PDE Fwd 5曹一ACGCCArCACTATCTTCCAG－3’ 26

Rev 5’一CAGCCTTCACTACCCTCTTG－31

6．12．マウス高高を用いたClrRα2の発現解析

 マウス9．5日胚由来肝芽cDNAは、タングステンニードルを使用して問二二を除去した二

二より合成された。12．5，14．5日胚由来二二cDNAはE－cadhe血を指標としautoMACS

（Miltenyi Biotec， Bergisch Gladbach）により分離した肝細胞から合成したcDINAを用いた。

G∫Rα2の他に肝細胞マーカーとしてオ1rPとオあ、内部標準マーカーとして（泌PD丑をそれ

ぞれ用いた。9．5日胚の場合にのみ他の組織が混入している可能性が考えられるので血管内

皮細胞マーカーであるπL1と横中隔間充織マーカーであるπ跳も行った。PCRはBlend Taq

（TOYOBO）を用い、反応条件は以下の通りである：denature 95℃10分、①95℃1分、②

55℃1分、③72℃1分で①一③の過程を40回繰り返した。その後電気泳動により各遺伝

子の増幅を確認した。使用したプライマーを表11に示した。

表ll 〈PCRに用いたプライマー配列〉

プライマー名 プライマーの塩基配列

G1盟α2 primer Fwd 5’一ArGArCTTGGCAAACGCCTTCT－31

α；Rα2primer Rev 5’一GArGTAGGAGGAGCGGAGCTT－3’

〃アprimer Fwd 5㌧AAAGCTGCGCTCTCTACCAG－3’

オ17P primer Rev 5L GAGTTCACAGGGCTTGCTTC－31

オZゐprimer Fwd 5’一AAGCTGAGACCTTCACCTTC－3壁

沼1ゐprimer Rev 51－CAGCAGCCTTGCAACArGTA－3。

HZκprimer Fwd 5’一GAGArCTCACArCGCTGCTA－3’

研xprimer Rev 5’一GCTTGGTCACGTACTTCTGGAr－31

π胴primer Fwd 5’一TGGTCAAACAGCTCArCArCCTAGA－31

研・1primer Rev 5LGAGArGGTGACCAArGTGGArGA－3’

G浸PD丑primer Fwd 5’一ACCACAGTCCArGCCArCAC－31

G4PD丑primer Rev 5’一TCCACCACCCTGTTGCTGTA－3曾

6．13．ニワトリ7日胚肝臓における1VR盟とσ1rRα2の発現解析

 7日目まで艀卵させたニワトリ胚から肝臓を切り出し、固定後包埋して凍結切片を作成し
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た。隣接した切片を用いてG1衆α2と1＞R卿のISHを行い、固定後切片をグリセロールに封

入し観察した。
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7．実験結果

7．1．ニワトリ胚における（71覗α1，σ1覗α2，ClrRα4， GD1照1～8’の発現解析

 ニワトリ胚においてGDNF関連因子が肝臓領域で発現することがすでに報告されている

（Homma et a1．，2000）。そこでまずGDNF関連因子の発現が肝臓領域で認められるのかを再確

認するために肝臓の観察が容易な4日胚を用いて、G研α1， G1〒Rα2， GlrRα4， G1）照Rθ’の

whole mount 1η∫磁hybridization（WM－ISH）を行った。その結果、 G万Rα！， G研α2， G五Rα4，

G1）醐Rθ’の中で、 G1沢α2のみが4目胚の肝臓領域で発現することが認められた（Fig．1）。

GFLs－GFRαs複合体の細胞内伝達に必須なレセプターであるRε’の発現は認められなかった

             G髭触7              ¢簡4、

          ∴毛’ ㌧ ・   ｝

          属認・憾噸    ぐ
           ∴際・．罐・・∵⊥憲・・，、濟

         葱夢罐等

          引回   避   レ
            ド・ず．♂

    Fig．1肝臓領域におけるσ1rRα1， ClrRα2，（71rRα4， GO醐1～ε’の発現様式

 ニワトリ4日胚WM－ISHによるG1駅α！， G1死Rα2， GlrRα4， GD照Rθ’の発現パターンを示す

G距Rα2の発現が肝臓領域に認められた。矢鍛は肝臓領域を示す。

熱 曙矯崎購

簸 ＼P、禄〆

〆

7．2．ニワトリ胚におけるCFRα2の詳細な発現パターン解析

 σ1盟α2の発現がニワトリ4日胚の肝臓領域で確認された。この事から、G五Rα2が肝臓発

生のどの段階から発現しているのかを明らかにするために、さらに詳細な発現パターン解

析をHamburger and Hamilton’s stage（HH）10－24，35胚で行った（Fig 2）。その結果、 G17Rα2は

HHll胚の前屈内胚葉の極めて狭い範囲で初めて検出され、 HHI2胚では前腸内胚葉全体で

発現が観察された（Fig．2A， B）。 HHI2胚の横断切片においてGERα2が内胚葉で発現してい

る事が確認された（Fig．2L）。さらにステージを追って発現を観察した結果、2本の肝芽が間

充織に陥入するHH14（Fig．2c， D）、および前面が静脈管に沿って前方に伸長するHH17では

肝芽に発現が認められた（Fig2E， F）。 HHI7の横断切片において、 G1死Rα2の発現は静脈管に

隣接した2本の肝芽で観察された（Fig．2M）。2本の肝芽が静脈管を側面方向に分枝しながら

伸長しているHHI9では分枝したすべての肝芽でG∫Rα2の発現が認められた（Fig2q H）。

HH22ではGlrRα2は肝臓全体で発現し、その横断切片では肝細胞索で発現が見られた
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（Fig21， J， N）。また、この時期では背側膵臓領域でもG∫Rα2は発現していた（Fig．2J矢印）。

さらに、G盈α2の発現がどの発生殺階まで持続して発現しているのかを確認するために

HH35（8．5－9日）胚の肝臓におけるG研α2の発現を調べたところ、この時期の肝臓でも

G1；Rα2の強い発現が認められた（Fig，2K）。

 これらの発現パターン解析の結果からG盈α2は肝蔵発生初期より肝内胚葉で発現し、肝

臓発生を通じて継続的に発現する事が明らかとなった。この結果はGFRα2が肝臓発生に関

与することを示唆した。

        ㍗究福鰐鶉

            隷鱒謹

             継12  M  稻   H劉17 『唾憩    、聞鍛

                                 。鰍藁

              監   騰瞭          響罫

              一…遭乳凝

    Fig．2ニワトリ胚におけるσFRα2の発生段階ごとの詳細な発現パターン

 （A－K）はそれぞれHHI2（A， B）， HHI4（C， D）， HHI7（E， F）， HHI9（q H）， HH22（1， J）， HH35（K）

の発生段階におけるGERα2のWM－ISHの結果を示す。（B，耳J）中の直線はそれぞれの試料

の横断切片（L，M， N）の位置を示している。難中のa， p，又dは胚の方向を示す。 aはanterior、

pはposterior、 vはvelltral、 dはdorsalをそれぞれ示している。（D、 F）中のアスタリスクは肝

芽を示す。（J）中の矢印は背側膵臓領域を示している。略語：aip， anterior intestinal portal（前腸

門）；h，heart（心臓）；lv；liver（肝臓）；亀， foregut（前腸）；stm， septum transversum mesenchyme

（横中隔問充織）；眠ductus venosus（静脈管）；lb， liver bud（肝芽）；he， hepatoblast（肝芽細

胞）．スケールバー，100μm．

7．3．ニワトリ！VR刀Vのクローニング

 G五Rα2が肝発生初期から発現していたことから、次にそのリガンドとして知られている

M切〉の肝発生における発現を確認する必要がある。しかし、ニワトリM～刀〉の塩基配列は

現在まで報告されていないことから、ニワトリ泥RZVのクローニングを行った。まず、マ
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ウス、ラット、ヒトNRTNとニワトリGDNFのアミノ酸配列の比較を行い、種問で保存さ

れているアミノ酸残基に対応した塩基配列をもとにdegenarateプライマーを作製し、 PCR

により180bpの遺伝子断片を得た。次にその断片をプローブとして用いて、ニワトリ胚肝

臓cDNAファージライブラリーよりスクリーニングを行った結果、8っの独立したクローン

を得た。それら8つのクローンの塩基配列を決定した結果、そのうちの1つにニワトリ1＞R刀〉

の完全長配列をもつクローンが存在していた。クローニングされたニワトリ1＞R刀〉は2，457

塩基対でその中の翻訳領域は597塩基対（199アミノ酸残基）であった（Accession Number

AB257073）。ニワトリNRTNのアミノ酸配列を解析したところ、そのプロ領域にプロテアー

ゼ認識配列であるRXXRが存在していた。このことより、他種のNRTNやGFLsと同様に

ニワトリNRTNはこの位置でプロセシングされ、そのカルボキシル末端側領域が成熟タン

パク質として分泌されることが推測された（Fig．3A赤文字）。成熟タンパク質のアミノ酸配

列中にはTGF一βスーパーファミリー間で保存されている7つのシスティン残基が存在して

おり、TGF一βスーパーファミリーの特徴を示していた（Fig．3B）。さらにニワトリ：N㎜の成

熟タンパク質領域のアミノ酸配列をヒト、マウスNRTNのものと比較したところ、ニワト

リNRTNはヒトNRrNと69％、マウスNRTNと64％の比較的高い相同性があることが明ら

かになった（Fig．3B）。 このことから、今回得られたニワトリ1＞R17＞の成熟タンパクにおけ

るアミノ酸配列は種問でよく保存されている事がわかった。一方、プロセシングによって

生じるアミノ末端側領域のアミノ酸配列の白刃による保存性は低かった。
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         Fig．3 クローニングしたニワトリNRTNの解析

 （A）ニワトリNRTNのプロ領域の塩基配列とアミノ酸配列を示している。赤字（RMKR）は

プロテアーゼによって認識され、プロセシングをうける配列を示す。（B）ニワトリ（cNRTN）、

ヒト（hNRTN）、マウス（mNR工N）の成熟タンパク質問のアミノ酸配列比較。赤枠で囲まれた

領域が3種問で相同なアミノ酸配列を示している。アスタリスクはTGFβスーパーファミリ

ーで保存され、そのファミリーで特徴的な7っのシスティン残基を示している。

7．4．ニワトリ胚における皿7Wの発現解析

 NR7フ〉のニワトリ胚肝臓発生における発現パターンを明らかにするために、クローニング

された1＞R刀〉をテンプレートとして用いてDIG標識RNAプローブを作成しWM－ISHを行

った。㎜12において／＞用wの発現は前腸内胚葉に隣接した卵黄静脈で認められた（Fig．4A

矢鍼）。HHI7において1＞Rη♂の発現は肝芽が取り囲んでいる静脈管で認められた（Fig．4B矢

嫉）。さらに詳細に確認するため横断切片を作成したところ、HH17では／＞R刀Vは静脈血管

内皮細胞で発現していることが明らかとなった（Fig．4E矢幹）。 HH22においても、／＞R7フ〉は

肝臓の中心に位置した静脈管に発現し（Fig．4D二日）、さらに静脈管の血管内皮細胞に発現

していることが横断切片より確認された（Fig．4F矢鍼）。これらのことから、G1贋α2のリガ

ンドである／＞R7フ〉はG1択α2と同様に肝臓発生初期より肝芽が取り囲む静脈管の血管内皮細

胞で発現していることが明らかとなった。これら2っの実験結果からG1盟α2と／駅17＞が肝

臓発生に関与する可能性が強く示唆された。
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 肝臓領域以外における1＞R17＞発現は、HHI7では神経堤細胞由来の腸管神経の投射領域であ

る内臓中胚葉領域（Fig．4B矢印）で認められ、1｛H22では耳胞、第二咽頭弓、腎間充織など

で強く認められた（Fig．4c）。これらの1駅刀〉発現はマウス胚などですでに報告されている

Mヒ醗現領域と同様であった（Golden et al．，1999：Yan et al．，2004）。
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Fig．4ニワトリ胚における1VRZVの発生段階ごとの発現パターン

酬楚

・瑚曜

 （A－F）はそれぞれHHI2（A）、 Hm 7（B， E）、 HH22（C， D， F）の発生段階における1W㍗17＞の発現

パターンを示している。六扇（B，D）の直線はそれぞれの横断切片（E，F）を示している。図心

のa，p， v；dはニワトリ胚の方向を示す。 aはanterior、 pはposterior、 vはventral、 dはdorsal方向

をそれぞれ示している。図中の矢嫉は溜1Wが発現している血管内皮細胞を示し（A，B，D，E，

F）、矢印（B）は腸管に移動してきた神経堤由来細胞の存在する中胚葉領域における発現を示

している。略語：aip， anterior intestinal portal（前腸門）；h， heart（心臓）；ot， otic vesicle（耳胞）；

pa2， pharyngeal arch2（第二咽頭弓）；ne， nephrogenic mesenchyme（腎間充織）；恥liver（肝臓）；

嬉，foregut（前腸）；stm， septum transvergum mesenchyme（横中隔間充織）；d称ductus venosus

（静脈管）；lb， liver bud（肝芽）；he， hepatoblast（幽幽細胞）。スケールバー、100μm．

7．5．機能解析用コンストラクトの作成と機能確認

 GFRα2とN㎜の肝臓発生における機能を明らかにするために、機能阻害型実験と機能

獲得型実験のためのコンストラクトを構築した。機能阻害型実験としては、Mikaels－Edman

によって行われた方法を参照しGlrRα2の分泌型｛GFRα2のGPIアンカーリング部位を除い

た領域とマウスのIgG－Fcの融合タンパク（GFRα2－Fc）｝をin vivoで強制発現することでシグ

ナル伝達阻害を行うこととした（Mikaels－Edman et al．，2003）。機能獲得型実験として、マウ

ス溜7コVを利用することとし、カルボキシル末端にHA－Tagを付加した。その後G1吸α2一、死

または〃21＞R那砺を発現ベクターpαGG3に挿入した。それら発現ベクターをニワトリ胚
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にエレクトロポレーションにより導入後、融合タンパクが正常に翻訳されたのかを蛍光免

疫組織化学法で確認した（Fig．5）。その結果、 pαGG8一σ∫Rα2一凡とpc4 Gσぷ溺1》Rη匹砺か

らそれぞれ正常にタンパク質が翻訳されていることが確認できた（Fig．5A－D）。

卑

繋

蕾

歪

乏
建

峯

          Fig．5機能解析コンストラクトの発現確認

 （A，B）はpC4GG＆G∫Rα2一死を（C， D）は〆MGG8一〃21＞R二品を導入し、48時間培養した

胚の肝臓（A，B）、胃（C， D）の横断切片を示す。同時に導入したρC4 GGぷGlrPから産生され

るGFPの蛍光により導入箇所を確認し、それぞれの融合タンパクのタグをAlexa546標識二

次抗体により検出した。二二はGFPと〃21＞R蹉1塑が同時に発現している部位を示す（C， D）。

スケールバー、100μm．

7．6．分泌型GFRα2を用いたGFRα2の機能解析

 分泌型GFRα2であるGERα2一凡を土ワトリ胚肝臓領域に導入し内在性GFRα2とリガン

ドN㎜の加vlvoにおける結合を阻害することで、シグナル伝達阻害を行い、肝臓発生に

おけるGFRα2の機能を解析した。 HHI2の露国内胚葉に遺伝子発現ベクターpC4G（｝∫、

ρC4 GG＆GlrRα1一凡、〆MGG3－GlrRα2一凡を導入し、 HH I 7、24まで発生させた。その後、肝

細胞マーカーである1丑εx（Yanai et al．，2005）をプローブとして用いたWM－ISHによって、遺

伝子導入胚における肝芽／月刊蔵の形態を可視化し観察を行った。コントロールとして

pC4 G（｝8のみ、またはNRmと同じGD：NFファミリーのGDNFに対する選択的レセプター

であるGFRα1の分泌型G1盟α1一凡を利用した。各遺伝子が目的領域に導入されているのか

を判定するためにρC4 GG8－GlrPを共導入し、そのGFP蛍光により導入部位を確認した

（Fig．6A各写真の右下）。培養24時間後のHHI7において、 pc4GG5LG」駅α2一凡・導入胚では

静脈管に沿った肝芽の伸長が抑制されていた（Fig．6B；loo％， nニ20）。しかしpc4GG3または
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pC4 GG8－G1覗α1一死導入胚では肝芽は静脈管に沿って正常に伸長し、 pC4GGぷG盈α2一陀導

入胚で見られたような表現型は観察されなかった（Fig．6A；100％， n＝20，6C；100％， nニ20）。

 肝芽の基部から最先端部までの長さ（以下、肝芽長）を測定した結果、pC4GG＆G1覗α2一凡

導入胚における肝芽長はコントロールと比べて78％短縮していた（Fig．6G）。

 培養48時間後のHH22において、ρα（｝（｝3（Fig．6D， n＝20）またはρc4GG3－G1覗α1一凡（Fig．6耳

n＝20）導入胚では肝臓は正常に発生していたが、pC4GG3－GlrRα2一凡導入胚では肝臓の前後

軸長はコントロールに比べ約30％短縮していた（Fig．6E， n＝20）。これはpC4（｝G8－G1駅α2一凡・

導入24時間後HHI7に観察された表現型に起因すると思われる（Fig．6B）。この表現型が細

胞増殖抑制や細胞死の増加などに起因する可能性が考えられた。そこで、遺伝子導入24時

間後の肝芽の細胞増殖を観察した。細胞増殖は抗リン酸化H3抗体を用いて検出した。その

結果、肝芽の細胞増殖率はコントロールとpC4 GG5LG盈α2一抽導入胚との問で有意差は見

られなかった（Fig．6H）。さらに、肝芽の細胞死を観察するため㎜EL法を用いて解析した

結果、これもコントロールとG」盟α2一死導入胚との間に大きな差は見られなかった（Fig．61）。

これらの結果から、G盈α2一抽強弓舅によって引き起こされた肝芽の伸長阻害は細胞増殖

の抑制や細胞死に起因しないことが明らかとなった。
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       Fig．6 GFRα2．Fc強陣舅による（7FRα2シグナル伝達阻害

 （A－F）は．ραGG5’（コントロール）（A， D），、ραGG8－GERα2－1％（B， E），ρC4（｝G8一（｝∫Rα11％（C，

F）導入胚におけるHH17の肝芽、またはHH22の肝臓の形態を1％αでWM－ISHし可視化し

たものを示す。外来遺伝子と共導入したpC4GG5LGFP由来のGFP蛍光像を各日の右端に示

す。矢鍼は肝芽を示している（A－C）。難中のa，p，称dはニワトリ胚の方向を示す。 aはa皿terior、

pはposterior、vはventral、dはdorsal方向をそれぞれ示している。（G）は遺伝子導入胚のHH I 7

における肝芽長を示す。コントロール、G1盟α2一凡、 GlrRα1一凡をそれぞれ黒、白、グレー

で示している。（H）はHHI7における肝芽の細胞増殖率を抗pH3抗体により検出し計測した

値を、（1）は｝IHI7における膠芽の細胞死をTUNEL法により検出し計測した値を示す。

7．7．NRTNの異所発現による機能解析実験

 GFRα2のシグナル伝達阻害によって、温温の静脈管に沿った伸長が抑制されたことから、

そのリガンドであるNRTNが肝芽の伸長に関与することが推測された。この作業仮説を検

証するため（1）駅卿を肝内胚葉領域に導入して溜卿の過剰発現を行なう、（2）肝臓の隣接
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領域に1＞R刀〉を導入し、！＞R1】Vの異所的発現を行なう、という2つの実験が考えられる。こ

のような実験を行った場合、（1）の過剰発現では肝芽の伸張が促進され、（2）の異所的発現で

は肝芽が異所的発現領域に伸長することが予想される。

 そこでまず（1）の過剰発現を行うために前腸内胚葉のうち、予定肝内胚葉領域（PHE；

prospec廿ve hepa廿。 endode㎜）にpαG6副W～η匹砺を導入しHH l 7、 HH22まで培養後、肝

細胞マーカーである1％αでWM－ISHを行い、遺伝子導入胚における肝芽／肝臓の形態観

察を行った。コントロールとしてpαGG8のみを導入した。また各遺伝子の導入部位を検

出するために全ての実験においてpC4GG8－G∫Pを共導入した。その結果、 HHI7の

溺1＞R群砺導入胚ではコントロール胚と比べ特に変化は見られず正常に発生していた

（Fig．7A；100％， n＝20、 B；100％， n＝17）。しかしHH22のm泥R刀〉導入胚では肝芽による静脈管

の取り囲みが強く抑制されていた（Fig．7E，71；73％， n＝15）。このような表現型はコントロー

ルでは全く観察されなかった（Fig．7D，71；o％， n＝15）。これら試料の横断切片を作成したとこ

ろ、コントロール胚では肝芽細胞は静脈管を完全に包囲していたが、〃21＞R7π砺導入胚で

は肝芽細胞は静脈管側方に停滞し、静脈を取り囲んでいなかった（Fig．7q正D。さらにGFRα

ファミリーのGFRα1のリガンドであるGDM7をPHE領域に導入した場合でも、表現型は

コントロールと同様に正常であった（Fig．7具71；100％， n＝10）。 NRTN過剰発現による肝芽の

伸長促進は全く観察されなかった。
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       Fig．71VR盟の予定肝内胚葉領域（PHE）における機能解析

 （A，D）pc4 GG5‘（コントロール）、（B， E）ραGGぷ〃2ハZR 1ハ㌃且4、（F）．ραGG＆初G1）巫E4導

入胚におけるHHI7の島山、またはHH22の月刊蔵の形態を珊εんでWM－ISHし可視化したも

のを示す。外来遺伝子と共導入したp（：凋GG＆GEP由来のGFP蛍光像を各図の右端に示す。

（C）ではHH22における遺伝子導入部位を図式化したものとGFPの蛍光分布像（C’）と

WM－ISH像（C”）を示す。（G）と（H）はそれぞれ（D）と（E）の直線部分の横断切片を示す。（1）

は表現型の表をしめす。掌中のa，p，鷲dはニワトリ胚の方向。 aはanterior、 pはposterior、 v

はventral、 dはdorsal方向をそれぞれ示す。略語：fg， fbregut（前腸）；stm， septum trImsversum

mesenchyme（横中隔間充織）；改ductus venosus（青争脈管）；he， hepatoblast（肝芽細胞）。ス

ケールバー、100μm。

次に（2）の作業仮説を検証するために、肝臓隣接領域である予定中腸内胚葉領域（PME；
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prospec廿ve midgut endodem1）にpC4 GG5L〃21＞R 7淋砺を導入しHH 17、 HH22まで培養後、肝

細胞マーカーである1％θxでWM－ISHを行い、遺伝子導入胚における肝芽／肝臓の形態の

観察を行った。その結果、HHI7の1＞RηV導入胚において肝芽の前方向への伸長が抑制され

十二指腸領域に1％εκ陽性細胞が停滞しているような表現型が観察された（Fig．8B；83％，

n＝12）。コントロール胚では肝芽は正常に伸長し十二指腸領域における砺θx陽性細胞の停

滞は見られなかった（Fig．8A；100％， n羊14）。 HH22では1＞R刀〉導入胚において肝臓は正常に

発生していたが、十二指腸領域に異所的な珊εxの肇舅が認められた（Fig．8E；60％， n＝15矢

鍛）。コントロール胚ではこのような表現型は観察されなかった（Fig．8F；Ioo％， n＝15）。ま

た／＞RIW導入胚の横断切片を作成したところ、コントロール胚では観察されない1％θκ陽1生

細胞が十二指腸領域に確認された（Fig．8G H）。これらの細胞はその形態から肝芽細胞だと考

えられた。これらの結果より、（2）の作業仮説どおり異所的な溜刀Vの発現は異所的な肝芽

細胞の伸長を誘導することが明らかになった。
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       Fig．8凡R7フvの予定中腸内胚葉領域（PME）における機能解析

（A，E）ρG4GG8（コントロール）、（B， F）pG4（｝G＆〃21＞R皿砺、導入胚におけるHHI7の肝芽、

またはHH22の肝臓を肝細胞マーカーである1％αでWM－ISHし可視化したものを示す。外

来遺伝子と共導入したpC4GG8－GEP由来のGFP蛍光像を各図の左端に示す。（C）は肝臓周

囲の内臓の位置関係を図式化したものを示す。（D）はHH22の胚の遺伝子導入部位を図式化

したものとGFPの蛍光分布像（D’）とWM－ISH像（Dll）を示している。（G）と（H）はそれぞれ

（E）と（F）の直線部分の横断切片を示す。（1）は表現型の表を示す。剥製のa，p，又dはニワトリ

胚の方向を示し、aはanterior、 pはposterior、 vはventral、 dはdorsal方向をそれぞれ示し

ている。略語：dd， duodenum（十二指腸）；隅vitelline vein（卵黄静脈）。スケールバー、100μm。

十二指腸領域における異所的な溜jWの発現により、異所的な肝芽が十二指腸領域に出
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現したが、NR］rNによって予定中腸内胚葉細胞が分化転換して珊θκ陽性細胞になったとも

考えられる。そこで、HH I 6－17の十二指腸を培養し、培地にNRTNタンパク質を添加した。

コントロールには0．1％BSAを添加した。培養後、十二指腸を含む内胚葉マーカーである

掬澱2と肝細胞マーカーの1丑6xでWM－ISHを行った。その結果動灘2の発現はコントロー

ル、NRTNタンパク質を添加した十二指腸の両方で認められたが、1乃εxの発現はどちらに

も観察されなかった（Fig．9A－D）。このことからNRTNによって、十二指腸内胚葉が1艶8x発

現細胞へと分化転換したのではなく、異所的な1駅1Wの発現によって肝芽細胞が隣接する

肝臓領域から誘引された可能性が高くなった。
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          Fig．9 NR7Nによる十二指腸の分化転換実験

 HH I 6－17由来の十二指腸を、（A， B）NRTNタンパク質を培養液に添加して培養したものと

（C－D）コントロールとして0．1％BSAを培養液に添加して3日間培養したものを示す。培養

した十二指腸は肝細胞マーカー1丑εx（A，C）または内胚葉マーカー∫bxα2（B， D）をWM－ISHで

検出した。

7．8．肝芽と静脈管の共培養実験

 これまでに示したとおり、勿vゴvoにおける1＞R刀〉の異所発現が異所的な肝芽形成を誘引し

たことなどから、NRTNは肝芽細胞の伸長／移動を誘引する物質であることが推測された。

そこでまず、静脈管と肝芽をそれぞれ単離して共培養を行うことにより静脈管が肝芽の伸

長／移動を誘引する能力があるのかを検証した。培養24時間後、肝芽は静脈管に向かって

伸長し接着した（Fig．loC， D；loo％， n＝7マゼンタ矢印）。同様の共培養実験を静脈管の前方

に形成される静脈洞（Fig．10A， sv）と行ったところ、培養24時間後において肝芽は全く伸長

しなかった（Fig．loE， F；loo％， n＝9青矢印）。1＞Rηvは静脈管に多く静脈洞ではほとんど発現

していないことから、肝芽の伸長を誘引する因子はNRTNである可能性が考えられた。
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             Fig．10 静脈と肝芽の共培養実験

 （A）HHI6－17における肝芽と血管（静脈）の関係を模式図で示した。（B）共培養の方法を示

す。（C－F）はそれぞれ両面を静脈管（C，D）または静脈洞（E， F）と共培養したもので、培養0

時間後（C，E）、培養24時間後（D， F）を示している。培養24時間後、肝芽は静脈管に向かっ

て伸長し接着した（Cマゼンタ矢印）、静脈洞との共培養では回忌は静脈洞に向かって伸長し

なかった（F青矢印）。（A）のa，p，鷲dはニワトリ胚の方向を示し、 aはanterior、 pはposterior、

vはventral、 dはdorsal方向をそれぞれ示している。略語：g， gut（腸管）、lb， liver bud（肝芽）、

晩sinus venosus（静脈洞）、戯ductus venosus（静脈管）、 w， vitelline vein（卵黄静脈）。

7．9．肝芽とNRTNタンパク質を用いた共培養実験

 肝芽の伸長／移動を誘引する因子がNRTNであることを直接検証するために肝芽と

NRTNタンパク質を染み込ませたビーズ（以下NRTNビーズ）との共培養実験を行った。

コントロールとして0．1％BSAビーズ、または、 GFRα1のリガンドであるGDNFビーズを

用いた（Fig．llA－F）。幽幽の先端部がビーズの方向を向くように配置し、ビーズと肝芽間の

距離を40－80μmに設定した。培養24時間後、肝芽がNRT：Nビーズに向かって伸長し接着

していた（Fig． l lF；88％， n＝16マゼンタ矢印）。 BSAやGDNFビーズへの肝芽の伸長は観察

されなかった（FigllD；100％，n－12、 llE；100％，n－9青矢印）。

 NRTNが三野伸長を誘引した可能性をさらに検証するために、肝芽とNRTNビーズとの

共培養中にGFRα2－Fcを添加して培養を行った。これにより、NRTNと肝芽表面で発現して
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いる内在性GFRα2との結合を加v加。で阻害することが可能である。この条件下で肝芽が

NRTNビーズに向かって伸長しなければ、 NRTNが肝芽伸長誘引因子である事が証明される。

コントロールとして。．1％BsA、 GFRα1－Fcを培養液中に添加した（Fig． l I Gと」， HとK）。培

養24時間後、BSAを添加したものでは肝芽のNRTNビーズへの伸長と接着が観察された

（Fig． l l J；接着した肝芽の出現率80％， n＝5マゼンタ矢印）。 GFRα1－Fcの添加では、培養24

時間後において肝芽のNRmビーズへの伸長は観察されなかったが、培養48時間後にお

いて肝芽のNRTNビーズへの伸長および接着が観察された（Fig．llK；接着した肝芽の出現

率78％，n＝18マゼンタ矢印）。 GFRα1－Fc添加における肝芽伸長の遅れは過剰量のGFRα1が

NRTNと非常に弱くではあるが結合する事に起因していると考えられる（Klein et al，1997）。

GFRα2－Fc添加では、培養48時間後において肝芽のNRINビーズへの伸長、接着の強い抑

制が観察された（Fig．11L；接着した肝芽の出現率29％， n司7青矢印）。これらの実験結果から、

NRTNは肝芽の伸長を誘引している事が明らかとなり、静脈管による肝芽の誘引はN㎜

によるものであることが証明された。
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      Fig．11肝芽とタンパク質を染み込ませたビーズとの共培養実験

 肝芽の先端部がビーズの方向を向くように配置し丁丁と微小ビーズ間距離を40－80μmに

設定した。（A，D）は0．1％BSA（コントロール）、（B， E）はGDNF（50 ng／ml）、（C， F）はNR：IN

（50ng／ml）を染み込ませた微小ビーズと肝芽とを共培養したもの示している。（A－C）培養

0日寺間後、（D－F）培養24時間後を示す。肝芽がビーズに向かって伸長し接着したものをマゼ

ンタ矢印で示した（F）。肝芽が伸長しなかったものを青矢印で示した（D，E）。

 （G－L）肝芽とN㎜ビーズとの共培養系に、0．1％BSA（q J）、 GFRoし1－Fc（300 ng／ml H， K）、

GFRα2－Fc（300 ng／ml I， L）を添加したもの示している。（G－1）培養0日寺間後、（J）培養24時間

後、（K，L）培養48時間後をそれぞれ示す。肝臓がビーズに向かって伸長し接着したものを

マゼンタ矢印で示した（J，K）。肝芽が伸長しなかったものを青矢印で示した（L）。
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7．10．肝芽におけるNRTN反応性の部位差の検証

 正常発生において、ニワトリ胚肝芽はその先端部のみが伸長する。実際、すでに示した

通り、肝芽先端部をNRTNビーズへ向けて培養すると、肝芽はNRTNビーズに向かって伸

長した。一方、NRTNレセプターであるG盈α2は出芽全体で均一に発現していることから、

肝心のすべての部位はNR：INに対して反応性を有している可能性が考えられた。そこで、

NRTNビーズを肝芽の様々な部位に面するように配置し共培養を行うことで肝芽のNRTN

への反応性に部位差が存在するのかについて検証した。その結果、肝芽のどの位置にNRTN

ビーズを配置して共培養を行っても、肝芽はビーズに向かって伸長し接着した（Fig．12B－c，

E一耳H－1）。これらの結果より1ηv’掬で肝芽のすべての部位は、：NRTN反応能を持つことが明

らかになった。
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         Fig．12 肝芽におけるNRTN反応性の部位差の検証

 （A，D， G）は肝芽とN㎜ビーズとの位置関係を示した模式図を示す。（B， C）N㎜ビーズ

を肝芽の後方、（E，F）肝芽の後側方、（H，1）肝芽の前側方にそれぞれ配置し共培養したものを

示す。（B，E， H）は培養0時間後、（C，耳1）は培養24時間後を示している。旧記がNRTNビー

ズに伸長して接着したものをマゼンタ矢印で示した（C，F；1）。イラスト中のdi， pr，1は肝芽の

部位を示し、diはdistal、 pはproximal、1， lateral部位をそれぞれ示している。略語；lb， liver bud

（肝芽）。
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7．11．肝芽周囲の基底膜の分布

 培養実験より肝芽のすべての部位はNRTNに反応できることが明らかとなった。正常発生

において、NRTNは静脈管全体の血管内皮細胞で発現しているにもかかわらず、肝芽は静脈

管に対してまず前方向へ、その後側方向へ伸長する。このことからNRTN－GFRα2経路以外

に肝芽の伸長／移動を制御している因子が存在する可能性が示唆された。そこで、マウス

胚肝臓において、肝細胞の移動に関与することが報告されている基底膜の分布を、肝芽の

前方向への伸長／移動が行われるHH 16と、側方向への伸長／移動が開始されるHH 18の2つ

の時期で確認した（Sosa－Phleda et a1．，2000；Shiqliri and Sugiyama，2004；Bort et al．，2006）。基底

膜は基底膜構成分子であるラミニンを指標とし観察を行った（Fig13A－B緑）。肝芽は

E－cadherinを指標とし検出した（Fig l 3A－Bマゼンタ）。その結果、田16胚肝芽の先端部にお

いてのみ基底膜が減少している様子が観察された（Fig．13A， A，矢鍼）。またHH I 8では肝芽の

側方部で基底膜が減少していた（Fig．13B， B。矢鍼）。この結果から、肝芽が移動する方向の

基底膜の減少が肝芽の移動方向を制御している可能性が示唆された。

 自註における（｝∫Rα2一死強制発現により肝芽の伸長が抑制されるため、GFRα2シグナル

伝達経路がこの基底膜分布制御に関与している可能性が考えられた。そこで、GERα2一凡を

強制発現した肝芽における基底膜の分布を調べた。遺伝子導入部位を抗GFP抗体により検

出し（Fig．13c， D緑）、基底膜を抗うミニン抗体によって検出した（Fig．13c， Dマゼンタ）。そ

の結果、G1覗α2一凡導入肝芽ではコントロールと同様に肝芽の先端部で基底膜が減少してお

り、G五Rα2一死による肝芽の伸長阻害には基底膜の分布は関与しないことが明らかとなった。
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             Fig．13 肝芽周囲の基底膜の分布

 （A）はHHI6肝芽を（B）はHH18霧笛の矢状切片を基底膜構1成分子であるラミニンに対す

る抗体（緑）と内胚葉マーカーであるE－cadherin（マゼンタ）に対する抗体を用いてそれぞれ

免疫組織化学染色したものを示している。（A’，B’）は図中枠を拡大表示したもの。（C）は

pC4GG3、（D）はραGσ3－G∫Rα2一凡導入した肝芽の矢状切片を抗うミニン抗体（マゼンタ）

と抗GFP抗体（緑）を用いてそれぞれ免疫組織化学染色したものを示している。図中の矢

鐡はラミニンの減少部位を示す。図中のa，p，称dはニワトリ胚の方向を示し、 aはantehor、

pはposterior、 vはventral、 dはdorsal方向をそれぞれ示している。略語：dv， ductus venosus

（静脈管）。スケールバー、100μm。
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7。12．Pmx1とGFRα2との関係

 これまでに、肝芽の伸長／移動を制御する唯一の遺伝子としてホメオボックス型転写調

節因子み。κ1が報告されている（Sosa－Pineda et al．，2000）。み。κ1は肝芽細胞で発現し、その

ホモ欠損マウス胚では肝芽細胞の移動が著しく抑制され、肝臓が非常に縮小する。その作

用機序はP70x1の欠損による肝芽周囲の基底膜蓄積と肝細胞のE－cadherin発現増加であると

考えられている。しかしながらProxlによって直接制御される標的遺伝子群、下流遺伝子群

は現在までに同定されていない。今回のNRTN、 GFRα2の機能解析により肝芽で発現する

GlrRα2が肝芽の伸長／移動に関与していたことから、み。κ1とG盈α2との問で関連性が推

測された。そこで、乃。κ1に対するsiRNAによるR：NA干渉法を用いて、内在性P酒。κ1をノ

ックダウンする事でみ。κ1とGER確の関連性を解析した。 siRNAはインビトロジェン社の

Stealth RNAiを用い、配列は推奨された2種類の配列（siProx999、 siProx1059）を使用した。

ネガティブコントロールには同社が推奨するStealth RNAi Negative Control Medium GC

Duplexを用いた。まずこれらsiRNAがみox1をノックダウンできるか確認するためにみ。κ1

をρEG1ワ’一1V1ベクターにインサートしたコンストラクト（ρEG∫P－1＞1．P眉。κ1）を作成し、COS7

細胞にトランスフェクションした。培養24時間後、細胞核に蛍光が確認できたことから、

このコンストラクトは正常に機能する事が確認できた（Fig．14A）。次にpEGEP4w．Proκ1と

前述のsiRNAを同時にトランスフェクションし蛍光によりsiRNAのRNA干渉能を検討し

た。培養24時間後、コントロールsiRNAを共導入した細胞はアE（｝∫ア．亙1．飾。κ1単独導入細

胞と同程度の蛍光が観察された（Fig．14E）。 P眉。κ1に対するsiRNAを共導入した細胞では、2

種類のどちらのsiRNAを導入した場合でも、蛍光はほとんど検出されなかった（Fig．14B， c）。

また2種類を同時に導入した場合でも蛍光がほとんど観察されなかった（Fig．14D）。これら

の結果から、2種類のsiRNAは共に加vノ吻の実験ではみ。κ1を効率良くノックダウンでき

ることが明らかになった．
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              Fig．14 Pmxl siRNAの検証

 （A－E）はCOS7細胞にρ五G17P－1W一ルox1を導入したものを示している。（B）はProxlsiRNA

（siProx999）、（C）はProx l siRNA（siProxlO59）、（D）はProx l siRNA（siProx999／siProx l O59）、（E）

はコントロールsiRNA（Stealth RNAi：Negative Control Medium GC Duplex）を同時に共導入し

たものを示している。培養24時間後、ρEGlrP－2W一み。κ1由来のEG1写P一ル。κ1融合タンパクの

蛍光を検出した。

 次にHH l 2日前腸内胚葉領域にsiRNAを導入し、培養48時間後のHH22において1肋θκ，

乃ox1， G1駅α2に関してISHを行い各遺伝子の発現観察を行った。乃oxlsiRNA導入胚では

珊εx発現はコンロトールと同様であったが、ル。κ1の発現は減少し、さらに（拓Rα2の発現

もコントロールに比べて明らかに減少していた（Fig，15A－N）。2種類のProx l siRNAカクテル

導入胚ではより顕著な乃。κ1，GlrRα2発現減少が見られた（Fig．15H，1， M， N）。さらに、

ProxlsiRNAカクテル導入胚肝臓とコントロール胚肝臓由来のcD：NAを用いて半定量的

RT－PCRを行った。検出した遺伝子は、肝細胞マーカーである1％θx，励7加ogθη， P声。κ1およ

びG1駅α2と発現量の内部標準として用いたG4P捌である。その結果RT－PCRにおいても

Prox l siRNA導入胚の肝臓における乃。幻， GlrRα2の発現量が減少していた（Fig。150）。これ

らのことから、in vivoにおいてもProxlsiRNAは内在性ルox！をノックダウンできた。さら

に乃。κ1発現量の減少によりG∫Rα2の発現も減少する事が明らかになった。この結果は

ル。κ1制御カスケード下流にG1覗α2が存在することを示している。
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        Fig．15ニワトリ胚を用いた乃。κ1のノックダウン実験

 （A，E， J）はコントロールsiRNA（Stealth RNAi Negative Control Medium GC Duplex）、（B， F；K）

はProxlsiRNA（siProx999）、（C， q L）はProxlsiRNA（siProxlO59）、（D， H－1， M－N）はProxlsiRNA

（siProx999／1059）をそれぞれHHI2の前腸内胚葉に導入し、 HH22まで培養したもの示して

いる。導入領域の判定のため共導入したpC4 GGぷGlrP由来のGFP蛍光像をそれぞれの図の

左下に示した（A－N）。（A－D）は1肋εκ、（Eτ1）はPハox1、（J－N）はG∫Rα2に関するWM－ISHの結果

を示している。（o）はsiRNA導入肝臓におけるRT－PCRの結果を示す。肝細胞マーカーの1抽θκ

戸乃肋ogθη、翫。κ1、 G1駅α2と内部標準マーカーG〃1）Hをそれぞれ示している。
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8．考察

 肝臓発生は多くの発生過程から成り立ち、それらの過程の一つでも欠けてしまうと肝臓

は正常に形成されない。マウス胚の肝臓発生では、前腸内胚葉から肝内胚葉への誘導後、

肝芽の横中隔問充識への陥入、堂廊細胞の上皮間充織転換、細胞移動、増殖の過程が順序

だって行われる（Lemaigre and Zaret，2004；Zhao and Duncan，2005；Bort et al．，2006）。ニワトリ

胚では肝内胚葉への誘導後、肝芽の横中隔奉献識への陥入、そして肝芽の伸長／移動が起

こる。この伸長／移動過程は2っのステップに分けられ、1っ目は静脈管に沿った前方向（心

臓側）への伸長、2つ目は側方向へ伸長であり、隠釦は最終的に静脈管を取り囲む（Romano母

1960）。

 マウス胚、ニワトリ胚に共通して、肝芽細胞とその周囲の組織との相互作用が肝臓発生

過程に重要であるが、各過程の肝芽に対する周囲組織からの相互作用を仲介する因子は現

在までほとんど明らかにされていなかった。さらに、周囲組織との相互作用を行うために

は肝芽の移動が特に重要な現象として考えられている（Zaret，2002）。

 今回、ニワトリ胚を用いた実験より、肝臓発生初期からGDNFファミリーの受容体遺伝

子群の一つであるσ釈α2が肝芽細胞で発現し、そのリガンドである搬2Wが静脈管で発現

していることを見いだした。また静脈管からは肝芽の伸長を誘引する因子が分泌されてい

ることをはじ，めて示した。さらに：NRTNがGFRα2を介して肝芽の伸長／移動を誘引するこ

とを加vノ’m，吻vル。の実験系で証明した。最後に、肝芽移動を制御すると考えられている転

写因子Pハox1（Sosa－Pineda et al．，2000）が（｝∫Rα2の発現制御に関与することを発見した。以下

にそれぞれの項目について考察を行なう。

NRTN－GFRα2シグナル伝達経路は直接的に肝芽の伸長／移動を制御する。

 G五Rα2の機能解析より、GlrRα2一死の強制発現は幽幽の静脈管に沿った伸長を抑制した

（Fig．6B， G）。しかしながら、この伸長が抑制された肝芽において細胞増殖抑制や細胞死の増

加は認められなかった（Fig．6H，1）。この発生段階の正常胚肝芽の細胞増殖を解析したところ、

HHI6－17胚の肝芽は細胞増殖をほとんどしていなかった（Fig．6H）。さらにこの発生段階付

近の帝座における肝芽細胞の分布様式を細胞核染色によって検討したところ、陥入前の歯

面では肝芽細胞が非常に高密度に集積されていたのに対し、前方向移動時の肝油では肝芽

細胞は上皮構造を形成し一定の間隔をとって整列していた。これらのことから、肝芽伸長

の初期段階は脊椎動物胚の原腸陥入時の細胞運動であるconvergent extensionに類似した機

構によって制御されている可能性が示唆された（Gerhalt and Kellar，1986）。

 NRTNの機能解析実験より、1＞R：Wの導入位置を変えることにより異なった表現型が得ら
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れた。1＞RIWを予定肝内胚葉領域（PHE）に導入した場合、肝芽による静脈管の取り囲みが抑

制され（Fig．7E）、予定中腸内胚葉領域（PME）に導入した場合、十二指腸領域における異所

的な肝芽の形成が観察された（Fig．8旦H）。しかしNR：TNには十二指腸を台盤細胞に分化転

換する能力はなかった（Fig．9）。さらに肝心とビーズの共培養実験では、肝芽はNR：rNビー

ズに向かって伸長した（Fig． l l，Fig．12）。これらの実験結果を総合的に考察すると、肝芽の静

脈管上の伸長／移動現象はNRTN－GFRα2シグナル伝達経路によって直接的に制御されてい

ることが証明された。

NRTN－GFRα2シグナル伝達経路はRet非依存的経路である。

 通常GFLs－GFRαs複合体は細胞内にシグナルを伝達するためにRetチロシンキナーゼを必

要とする（SIπiola and Saamla．，2003）。しかしニワトリ胚肝芽または肝臓においてRθ’の発現

はまったく検出されなかった。マウス胚においても肝臓発生を通じてRε’は発現していない

という報告があり（Golden et aL，1999）、これらのことから、肝臓発生におけるNRTN－GFRα2

シグナル伝達はRet非依存的な経路を介して行われていることが推測される。近年、神経細

胞においてGDNF－GFRα1複合体がN－CAMと結合し細胞内にシグナルを伝達することが示さ

れた（Paratcha et al．，2003）。さらに、 HGFレセプターであるチロシンキナーゼMetも

GFL－GFRα複合体のレセプター候補とされている（Popsueva et aL，2003）。しかし淋（㍊MやM2’

のWM－ISHを行ったが、それらはニワトリ胚肝芽で発現していなかった（data not shown）。

これらのことから、肝臓発生におけるNRm－GFRα2複合体は未知のシグナル伝達経路を介

して細胞内にシグナルを伝達している可能性が高い。今後そのようなシグナル伝達因子の

同定と機能解析が必要である。

NRTNの効果は距離に依存する

 NRTNビーズと肝芽との共培養実験において、 NRTN濃度を固定し（50 ng／ml）、ビーズ

と肝芽の距離を変えて培養した場合、肝芽とビーズ問の距離が40－80μmの範囲では肝芽の

ビーズへの伸長が観察されたが、それ以上距離を離すと肝芽はNRTNに反応しなかった。

同様の現象は、加v／voにおける1＞Rη〉異所発現実験でも観察された（Fig．8H）。1＞Rη》強制発

現による異所的肝芽形成は、1＞R2Wを肝芽隣接領域に発現させたときにのみ観察され、1＞R卿

強制発現部位が肝芽から離れると異所的な肝芽形成は誘導されなかった。これらの結果か

ら、NRTNを分泌する静脈管の血管内皮細胞とGFRα2を発現する出芽との距離が肝芽の伸

長／移動範囲の決定に重要であることが示唆された。肺虫とFGFビーズの共培養実験では

150μmの距離で肺虫はFGFに反応するという報告がある（W6aver et al．，2000）。このことは、

NRTNはFGFよりも作用範囲が狭いことを示している。
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 NRTNビーズと前敗との共培養実験において、肝芽とビーズ間の距離を40－60μmに設定

しビーズに染み込ませるN㎜濃度を1，25，50，100ng／mlと変えて共培養した場合、N㎜

濃度が50ng／ml以上の場合にのみ肝芽の伸長が観察された。この結果より、肝芽はNRTN

の高濃度領域に対してのみ伸長／移動する可能性が示唆された。ではNRTNの胚組織内に

おける濃度制御にはどのような分子が関与しているのだろうか。GFLsは細胞癌基質である

ヘパラン硫酸と結合し、またGFLs－GFRαの複合体の活性化にもヘパラン硫酸が重要である

ことが報告されている（Hamilton et al．，2001；Rickard et al．，2003；Ai et al．，2007）。ヘパラン硫

酸はFGFをはじめとする様々なモルフォゲンの濃度勾配制御に関与している。従って、

NRTNの組織内における濃度制御もまたヘパラン硫酸を介して行われている可能性が考え

られる。

肝癌の移動方向の決定

 発現パターン解析より1＞RIWまGlrRα2は静脈管全体の血管内皮細胞と七癖細胞全体でそ

れぞれ発現し、加vノ吻共培養実験では肝芽のすべての部位はNRTNへの反応能を有するこ

とが明らかになった（Fig．12）。しかし正常発生において肝芽は静脈管全体を包み込むよう

に伸長するのではなく、異なった方向性を有した二段階の伸長／移動過程（HHI5－HHI7の

前方向伸長過程とHHI7－HH21の側方伸長過程）をたどる。従って他の因子が山砂の伸長方

向制御を行っている可能性が考えられた。マウス胚における肝芽の移動制御では、島田の

基底膜分布が関連していると考えられており、この基底膜が肝芽の移動方向決定因子の候

補として考えられる（Sosa－Phleda et al．，2000）。今回、基底膜の分布を調べた結果、肝芽のほ

とんどの部位は基底膜に取り囲まれていたのに対し、肝芽の移動方向先端部（HHI6では肝

芽の前方先端部で、HHI8では側方先端部）で基底膜が減少していた（Fig．13A， B）。しかしな

がら、この基底膜の分布はG五Rα2一凡で伸長抑制された肝芽でも正常胚と変わらなかった

（Fig．13c， D）。このことから、N㎜一GFRα，2シグナルは基底膜の分布に影響しないことが分

かった。

 これらの結果を総合的に考察すると、ニワトリ胚肝芽において基底膜の分布が肝芽伸長

／移動方向の決定因子である可能性が示唆された。今後、基底膜の分布を制御する機構や

肝芽の移動を制御する未知の分子の探索が肝芽の移動方向の決定機構の深い理解にとって

重要である。

乃侃1とCERα2の関連性について

 P眉。κ1はマウス胚において肝芽細胞の移動制御に関与する転写調節因子として知られて

いたが、その直接的な標的遺伝子および下流遺伝子は現在まで明らかにされていない
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（Sosa－Pineda et al．，2000）。今回ProxlsiRNAを用いてニワトリ胚において内在性P酒。κ1をノッ

クダウンしたところ、G研α2の発現減少が観察された（Fig．15M， N， o）。この結果から、

G1沢α2はP召。κ1の標的遺伝子またはPハ。κ1カスケードの下流に位置する可能性が考えられ

た。G1駅α2とみ。κ1の発現時；期を比較してみると㎝α2はHHIIから発現しはじめるのに

対し、飾。κ1の発現はHH l3－14以降である（Yanai et al．，2005）。このことから、ル。κ1はG1駅α2

の発現維持に必要であり、G1てRα2の発現誘導には関与していないと推測される。また

Prox l siRNA導入胚の表現型はG」駅α2一死強制発現胚の表現型とやや異なり、肝上皮表面が

荒く乱れていた（Fig．15B－D）。これらのことからPzoκ1はG∫Rα2だけではなく他の様々な肝

芽細胞の形態形成に関連した遺伝子群を調節し、肝臓形成を制御していると思われる。

ニワトリ胚の肝臓発生モデル

 本研究結果より、HH12－HH22を通して、1》R刀〉は静脈管全体の血管内皮細胞で発現し、

NRTNの特異的なレセプターであるG五Rα2はすべての肝芽細胞で発現している事が明らか

になった。さらに’ηvル。、ゴηvノ’mにおける機能解析より、NRTNが肝芽の伸長／移動におい

て誘引的作用を持っていることが示された。また基底膜の部分的な減少が肝芽の移動方向

と関連していること、転写制御因子みox1がG1覗α2発現を調節していることが明らかとな

った。

 これらの結果を総合し、ニワトリ胚月刊蔵発生の形態形成における新しいモデルを提案す

る（Fig．16）。1》R2wはHH12－HH14では卵黄静脈でHH15以降では静脈管内皮で発現する。

一方G∫Rα2はHH12－22において肝内胚葉で発現する。 HH15－HH17では、2本の肝芽が横

中隔間充織に突出し、その後静脈管に沿って前方向へ伸長する。この伸長は静脈管で発現

する！＞R刀〉によって誘引される。P君ox1の発現はHHI4以降に認められるため、 P眉。κ1はこ

の時；期からG研α2の発現維持に関連する（Fig．16上段右）。 HHI7－HHI9の時期では肝芽は

静脈管を側方向に伸長するが、この伸長もまた静脈管で発現する／駅刀〉によって誘引され

る（Fig．16下段左）。 HH I 9－HH21では2本の肝芽は静脈管を取り囲み（Fig．16下段中）、最終

的にHH22で見られるような静脈管が肝芽細胞によって完全に取り囲まれた円筒状の肝原

基が形成される（Fig．16下段右）。肝芽の伸長方向の制御には肝芽の伸長方向先端部におけ

る基底膜の減少が関与する可能性が高い（Fig．16切線の破断部分）。
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H田749

肝芽の陥λ
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臨

難．響灘

     →
   ＼
      移勤欝晦

  ＼墓底膜

玉野方向へ

／

卵黄静脈

→＼

HH19－21

Pピox1

憐現維持
α『陶〔鉱2

→

HH21－22

     肝芽の側方向への移動により静脈管が取り囲まれる

       Fig．16ニワトリ胚肝臓発生における肝芽形態形成モデル

 本図は本研究の解析結果を取り入れたHH12－22問におけるニワトリ胚の肝臓発生過程を

示す。G1覗α2が発現している肝内胚葉（HHI2－14）またはG1駅α2と1物x1が発現している肝

芽細胞（HHI5－22）を青色で示している。各発生毅階における赤四：角は一血管内皮細胞から分泌

される／＞R刀〉を示している。各発生段階の肝芽を取り巻く幽幽は基底膜を示している。矢

印（赤）は肝芽の移動方向を示している。図中のa，p， v；dはニワトリ胚の方向を示し、 aは

anterior、 pはposterior、 vはventral、 dはdorsal方向をそれぞれ示している。

マウス胚の肝芽移動にNRTN－GFRα2シグナルは関係するのか？

 本研究でNRTN－GFRα2シグナル伝達経路によるニワトリ胚の肝芽の伸長／移動誘引機構

が明らかとなった。同様なメカニズムがマウス胚でも保存されている可能性が考えられた。

すでにGlrRα2および1＞R IWのノックアウトマウスが作成されているが、肝臓は正常であっ

たと報告されている（Rossi et al．，1999；Heuckeroth et al．，1999）。このことからマウスの

GlrRα2や1＞R 7フ〉は三白の伸長／移動制御に関わっていない可能性が考えられた。この点を

考察する上で、ニワトリ胚とマウス胚の肝臓発生様式の違いを明らかにする必要がある。
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ニワトリ胚の場合、前腸内胚葉から生じた肝芽は静脈管に沿って伸長し、最終的に静脈管

を取り囲むことで肝臓原基が形成される（Fig．17上段）（Romano伍1960）。一方マウス胚の場

合、前腸の腹側内胚葉から生じ，た肝芽は横中隔問充織に突出し、その直後に肝芽から雄島

細胞の横中隔問充織への移動が開始される。移動した輪虫は横中隔問充織と相互作用した

結果活発な増殖を行い、それに伴って肝芽細胞が卵黄静脈を肝臓内に取り込む。発生が進

むにつれこの卵黄静脈が肝臓内で再構成され静脈管になる（Fig．17下段）（Zaret，1996；

Ka血an and Bard，1999）。それぞれの静脈管の形成時期を比較すると明らかなように、マウ

ス胚では静脈管は肝芽移動後に形成されるのでニワトリ胚で見られるような静脈管に沿っ

た肝油の移動は行われない。この事実はマウス胚ではNRTN－GFRα2シグナル経路が肝芽の

移動に関連しないことが示唆される。

 さらに、マウス胚における1＞R窟やGlrRα2は肝芽の移動が顕著に認められる9．0日胚か

ら10．5日胚の時期では発現せず、1＞R2Wの場合12日胚以降、 G∫Rα2の場合16日胚以降に

発現するという報告がある（Golden et al．，1999）。本報告を再検証するためにマウス9．5日胚、

12．5、145日胚の肝芽細胞におけるRr－PCRを行った結果G戸】Rα2の発現は12．5日胚以降に

認められた（Fig．18A， B）。この結果はG」駅α2がヤウス胚の肝芽移動時に発現していないこ

とを示しており、マウス胚においてNRTN－GFRα2シグナル経路は肝芽細胞の移動に関連し

ていないことを支持する。

 マウス胚の月刊蔵発生において肝芽に隣接する血管内皮細胞が蟻蚕細胞の横中隔への移動

に必須であることから（Mats㎜oto et al．，2001）、ニワトリ胚の場合とは異なった肝芽の移動を

誘引する因子が他に存在している事が推測される。マウス胚における肝芽移動関連因子の

探索が今後必要であると考えられる。

 ではマウス胚で肝芽の移動後に発現が認められる1＞R刀〉、G1；Rα2はどのような役割を担っ

ているのだろうか。1＞R刀〉は16日胚マウス胚の類洞内皮で発現することが報告されている

（Golden et aL，1999）。またマウス胚においてハIR刀VとG1写Rα2の発現は12．5日胚で認められる

（Golden et al．，1999， G1；Rα2の発現についてはFig．18PCR結果より）から、マウス胚における

NR刀V、 G五Rα2の機能は類洞内皮細胞と肝細胞との相互作用に関わる可能性が考えられた。

またニワトリ胚類洞構造が確認できるニワトリ7日胚の肝蔵を用いて1》RIWとG搬α2の発現

を確認したところ、1＞RIWまG1駅α2は類洞血管内皮細胞と肝細胞でそれぞれ発現していた

（Fig．19A－D）。これらの事から、マウス胚、ニワトリ胚の肝臓発生におけるNRTN－GFRα2シ

グナル経路は肝芽移動が終了後において、類洞内皮と肝細胞の相互作用に関わる可能性が

残されている。今後月刊蔵発生後期におけるNRTN－GFRα2経路の解析が望まれる。
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       Fig．17ニワトリ、マウスの静脈管に注目した肝臓発生図

 図はニワトリ胚の肝臓発生（上段）、マウスの肝臓発生（下段）をそれぞれ示している。ニ

ワトリ胚では肝発生初期より静脈管が認められるが、マウス胚では静脈管は肝臓形成後卵

黄静脈がリモデリングして形成される。
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     Fig．18マウス肝臓発生の各発生段階におけるGFRα2の発現解析

 （A）9．5日胚（E95），（B）125日胚（E12．5），14．5日胚（E14．5）のマウス胚肝芽細胞の各遺伝子

のRT－PCRの結果を示す。肝細胞マーカーとしてオ1辺オ1ゐ，内部標準マーカーとしてG〃DH

をそれぞれ用いた。9．5目胚の場合にのみ血管内皮細胞マーカーである研一1と横中隔間充織

マーカーである礁を検出した。各泳動写真の最左レーンは100bpの遺伝子マーカー。（A）の

矢印はG1駅α2が増幅された場合の位置を示している。
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     Fig．19ニワトリ7日胚肝臓におけるNR7Nとσ1rRα2の発現解析

 （A－C）はニワトリ7日胚の肝臓のISH。（A）はG1駅α2，（B－C）は1＞Rη♂の発現パターンをそれぞ

れ示している。矢印は静脈管血管内皮細胞における㎜7フ〉の発現を、矢頭は類同血管内皮細

胞におけるNR刀Vの発現をそれぞれ示している。スケールバー、100μm。

進化的な観点から見たニワトリ、マウスの肝蔵発生

 すでにFig」7でニワトリとマウス間にみられる肝臓発生の違いについて述べたが、種間に

よるこれら発生様式の違いは卵生と胎生の発生様式の違いに起因するかもしれない。その

理由としては、卵生であるニワトリ以外の鳥類および爬虫類においても肝芽形成に先立っ

て静脈管が形成されること、マウス以外のヒトなどの哺乳類では、皆同様に肝形成後に肝

内血管のリモデリングによって静脈管が形成されることが知られているからである（Alfピed

and Thomas，1977；Rouilled963）。卵生と胎生の発生様式の違いが、両者に共通した祖先的

様式から、静脈管依存性の肝臓発生様式（ニワトリ胚式）と静脈管非依存性の肝臓発生様

式（マウス旧式）への進化を促したのかもしれない。

 卵生であるニワトリ胚の揚卸、卵黄静脈を経由した血液と栄養を胚に運搬する必要があ

るため、卵黄静脈の集合管である静脈管が肝臓発生に先立って発生初期から形成されるの

だろう。その後月刊蔵は静脈管を足場として初期形態形成を行うと考えられる（Romano母

1960）。一方、胎生であるマウス胚の場合、栄養は騰帯静脈を経由して供給されるため、静

脈管は発生初期から形成される必要が無い（Ka血㎜and Bard，1999）。

 これらの事から、ニワトリ胚肝臓発生におけるNRTN－GFRα2経路の利用はニワトリ胚に

おいて肝芽が静脈管を確実に取り囲むためにその進化過程で獲得されたものと推測され、

また静脈管が後から肝発生後に形成されるマウス胚ではこの経路は必要とされていないと

考えられた。
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9．結語

 本研究では、ニワトリ胚肝臓の形態形成過程において、肝芽の伸長／移動が静脈管内皮

細胞から分泌される誘引物質N㎜によって制御されている事をはじめて明らかにした。

肝芽または肝芽細胞の伸長／移動が誘引物質によって制御されているという事象は現在ま

でに報告がなく、肝臓発生における組織形成過程を理解する上で非常に重要な研究結果で

ある。また、このような肝芽細胞の伸長／移動誘引物質の同定は将来期待される肝臓の試

験管内における三次元構築法の確立に必須であり、今後同様な機能を持つ因子群の探索が

重要な研究テーマとなることが予想される。そして、さらに研究を発展させるためにNRTN

－GFRα2経路の細胞内伝達に関連する受容体の同定も必要であると考えられる。

 G1駅α2は肝細胞だけでなく背側膵臓でも発現が認められた。膵臓は腹側、背側の2カ所

から膵芽が現れ、発生進行に伴って膵芽が移動、融合し1つの膵臓を形成することが知ら

れている。このことから、NRTN－GFRα2経路が膵臓発生においても膵芽移動に関連してい

る可能性が考えられる。また、今回G∫Rα2の発現制御を行う事が明らかになったみ。κ1も

膵臓に発現する事から膵臓においてもP箔。κ1とG」FRα2の関連性が期待される（Bn盛e et a1．，

2002）。

 今後、本研究をもとにさらに肝臓発生が理解されていく事を期待する。
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