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一  序 論  

心筋細胞は胎生早期には高度に分化し，自立拍動をしながらも活発に分裂増殖する。しか   

し生後まもなく最終分化し，心筋で発現しているタンパク質が胎児型から成体型へと変換する   

と同時に増殖を停止するとされている。機械的・内分泌的な負荷などにより病的肥大を起こし   

た心臓では，分裂増殖はしないが胎児型のタンパク質が再発現しており，一種の脱分化が起こ   

っている。出生後の心筋細胞には分裂能がないため，心筋梗塞などで死んだ細胞が再生される   

ことはないとされてきた一方で，頻度は低いものの，心筋梗塞周囲のごく一部の心筋細胞が細   

胞分裂すると報告されており（Anversaetal．，1998；K再Sturaetal．，1998；Beltramietal．，2001；   

Anversa et al．，2002），既存の概念の再検証が必要となってきた。心筋細胞の分裂能の問題は心   

臓疾患にとって重要であるばかりでなく，広く癌や生物学全体にとっても興味のある研究対象   

といえる。  

最終分化を遂げた心筋細胞を再び細胞分裂させる試みや，心筋梗塞などで壊死に陥った心   

筋を再生心筋で置換する試みがなされている。胚性幹細胞（ES細胞）や骨髄中の体性幹細胞   

が心筋細胞のツールとして用いられている（Makinoetal．，1999；Kehatetal，，2001）が，近年心   

臓内にも心臓幹細胞のようなSP（sidepopulation）細胞の存在が報告されている（Jacksonetal．，   

2001；Ⅲe血叫et al．，2002）。心筋再生を利用した治療法は，幹細胞を直接壊死した心臓内に注   

入してその部位で心筋細胞へと分化させる方法と，血1融和で幹細胞を心筋細胞に分化させてそ   

れを心臓に注入する方法の2つに大別される。このような既存の非心筋細胞や幹細胞から心筋   

細胞を分化・誘導し，機能の低下した再生能力のない心臓に新しく心筋細胞を誘導・移植する   

という，新たな再生医学の開発がすすめられている。しかし一方では，非心筋細胞を心筋細胞   

に形質転換させる方法も以前から検討されてきた。これらのためには，心筋細胞の発生・分化・   

誘導機構についてのメカニズムを分子レベルで解明する必要があると考えられ，骨格筋のマス   

ター遺伝子であるmyoD（Weintraubetal．，1989；1991）と同様な“心臓版myoD遺伝子”の単  
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離が試みられたが，〝ヴ0βのように単一遺伝子で他の細胞を心筋細胞に形質転換できる遺伝子   

は現在のところ同定されていない。現在も‘‘心臓版7町0∂”をクローニングする研究は継続さ   

れている。その過程において心臓特異的に発現しており，心臓形成に関与している転写因子と   

してNkx2．5・（Bodlneretal．，1990；KomuroandIzum0，1993），GA7A4（Ke11eyetal．，1993；Kuoetal．，   

1997；Molken血1etal．，1997），d〃A〃か／g月A〃D（S山′aStaVaet止，1995；1997）など多くの遺伝   

子がクローニングされてきた。発生生物学的な意義だけでなく，新たな因子や新たな機能の発   

見から，病因の解明，さらには新しい治療法の開発につながる可能性が広がっていくものと考   

えられることから，正常な心筋細胞の分化・心臓発生の仕組みを解明することは非常に有意義   

であると考えられる。  

脊椎動物の心臓は他の器官の形成に先駆けて発生段階の極めて早期に発生する。心臓機能   

の開始によって循環系が形成された後に他の器官の発生・成長が進展することから，心臓の分   

化・形成は個体発生において重要な意味がある。まさに心臓の停止が個体の死であり，心臓の   

発生が生命の誕生といえるのである。心臓の発生過程は複雑であり，多くの細胞系列や因子が   

関与している（坑shmanandChien，1997；SIivasIavaandOIson，2000；Zaffhnandhsch，2002）。   

心臓前駆細胞（心筋前駆細胞および心内膜前駆細胞）は体節の分化する中胚葉より頭側の，脊   

索前方板および脊索吻側の左右両側にあたる前方側板中胚葉から体節より早く発生する。左右   

の心臓前駆細胞群は腹側正中線上で融合し，筒状の原始心臓（hnear beart山be）を形成する。   

このlinearheart tubeは，心筋細胞層と心内膜細胞層，これらを分けるcardiacjenyから構成さ   

れ，この段階ですでに心筋細胞は規則的な収縮をしている。その後，血earbeart tⅥbeは右側へ   

ねじれ（loqping），・心房・心室を形成し，さらに高等動物では中隔や弁構造が形成され，左右   

の心房・心室といった4つの部屋を持つ心臓となる。  

心筋細胞の分化や予定心臓領域の決定に関する分子的なメカニズムについては，まだ不明   

な点が多いが，最近の研究によってずいぶんと明らかにされてきた。初期発生においては，隣   

接する外胚葉，内胚葉から分泌される細胞増殖因子が，特異的受容体や細胞内シグナル伝達系   

を介して，形態形成に必要な特異的転写因子などを活性化している（SrivastavaandOIson，2000；   

ZaⅣmnandFrascb，2002）。心臓特異的な転写因子として〃奴2．5やGA7A〃，ん岬C，戯AⅣD／ewD，  
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などが挙げられる。NKホメオドメインタンパク質と称されるホメオボックス遺伝子のうち，   

眠．∫はマウス胎生7．5 日目から予定心臓領域に限局して発現し，成体期まで高い発現レベル   

を持続する（KomuroandIz11mO，1993；Lints etal．，1993）。Nkx2．5欠損マウスでは左心室形成不   

全によりlinearhearttubeのloopingが起こらずに心臓の発生が停止し，胎生致死となることか   

ら，〃奴2．5が正常な心臓発生に必須の転写因子であることが示されている（ⅠザOnSet止，1995）。   

Zhcnnger型転写因子GAmファミリーに属するGA7A4は〃M．∫同様にマウス胎生7．5日目か   

ら予定心臓領域に発現し，成体期までその発現が続く（Ji弧g a皿dEva鮎，1996）。GA7A4欠損マ   

ウスでは心筋細胞は分化し，肋2．5やA坤C，収縮タンパク質の発現には変化はなかったが，   

左右の心臓原基が正中線上で融合できず，hnea∫beart山beが形成されずに胎生敦死となること   

から，心筋細胞誘導というよりも，心筋細胞が遊走して血eart hlbeを形成する過程に関与する   

ことが示唆された（Kuoetal．，1997；Molkentinetal．，1997）。MADS－box型転写因子MEF2のア   

イソフォームの一つである人種Cは，Ⅱnearbeart†ubeが形成される以前から心筋前駆細胞に発   

現する（01sonetd．，1995）。人々βc欠損マウスではd〃AⅣDの発現が低下して，右室の形成不全   

により胎生致死となる（un et al．，1997）。bHLH型転写因子であるd月A〃D／e甜Dは，心臓が   

発生すると血earhe訂t山beでの発現が認められ，′その後の発生に伴ってそれぞれ右重・左室に   

限局する（Sかastavaet al．，1995）。d月AⅣD欠損マウスでは入呼C欠損マウスとよく似た右童形   

成不全を呈し（Srivastava etal．，1997），eLL4ND欠損マウスではNkx2．5欠損マウスと類似した左   

心室形成不全を呈する（nn此etal．，1998；砧1eyetal．，1998）。この他にも7勧5やJ㍑4，〃F－A花   

などの転写因子群の関与が認められている。  

初期心臓発生で明らかにされているシグナル伝達因子として，BMアシグナリング，FGF   

シグナリング，Wntシグナリング，Notchシグナリングなどが挙げられる。TGF－β（TranSforming   

GrowthFactor－β）スーパーファミリーに属するBMP（BoneMorphogenedcProteh）2／4が内胚葉，   

外胚葉から分泌され中胚葉組織に〃奴2．5やGAm4，e月A〃Dの発現を誘導し，心筋細胞の分化   

に関与している（Schdtheiss etal．，1997）。またFGF（FibroblastGrowthFactor）ファミリーは少   

なくとも18種類の遺伝子からなるファミリーを形成しており，その中の一つであり予定心臓   

領域内胚葉で発現する仰が，BMP2の存在下で〃た紹．5やA勾βcの発現を誘導する（Aユs皿皿d  
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Scb山tbeiss，2002）。また相β／4は，同様に臥優り／4の存在下で非予定心臓中胚葉において〃如2．5   

やGA7A4の発現を誘導し，心臓への分化を誘導する（hdde一山．，1998；Ba汀Onet山．，2000）。ゼ   

ブラフィッシュ虎βの変異体（αCg摺あgJねr）が心室構造を欠失した重度の心臓形成不全を示す   

（Reifers et d．，2000）ことからも，心臓形成に深く関与していることが示唆される。一方，胚   

の体軸決定に重要な役割を果たしているWntファミリーについては，セキツイ動物とショウジ   

ョウバエでの役割が大きく異なる。ショウジョウバエのWntファミリーに属するsegmentpda叫   

遺伝子である両極画∬（叩）を原腸陥入後の短時間だけ阻害すると心臓発生が障害されること   

から，Wgがショウジョウバエの心臓発生に必須な因子であると考えられた（Ⅵ厄etal．，1995）。   

またそのシグナル伝達系の変異体においても正常な心臓発生が傷害されることより，Wntシグ   

ナル系の重要性が示唆された（Pafketal．，1998）。対照的にセキツイ動物ではWntシグナル系に   

より心臓形成が阻害される。カエル胚におけるⅥ旬βAやⅥ加J∂の過剰発現や，ニワトリ胚の心   

臓中胚葉領域におけるWn8AやⅥJn‡1の投与より，∧敬紹．5や乃ば5の発現を阻害し，心臓の分   

化が妨げられる（Marvinetal．，2001；SchneiderandMercola，2001）。またWnt3AやWnt8のアン   

タゴニストであるC7℃∫CeれJが心臓形成領域を含む胚の頭側で発現しており，Crescentや同じく   

アンタゴニストであるDkk－1をW加jAやW加βが発現している胚の尾方領域に投与すると，異   

所的に〃肋2．5や7勧5の発現を誘導する（Marvinetal．，2001；ScbleiderandMercola，2001）。こ   

れらのように初期心筋細胞・心臓形成の誘導や形質発現についての知見はかなり明らかにされ   

つつあるが，心臓マスター因子の存在など未だ不明確な点も多く，今後の解明が待たれる。  

心筋細胞の分化に伴って原始心臓が形成されるとすぐに，心臓は生体内における血液循環   

ポンプとして，全身に十分な循環血液量を供給するという生命の維持に不可欠な役割を担うこ   

ととなる。このポンプ機能の源は，個々の心筋細胞の収縮弛緩機能である。成体では心筋細胞   

内カルシウムは心筋の収縮弛緩及びその調節の中心的機構であり，すべての調節はCa2＋シグナ   

ルを介して達成される。心作用薬（強心薬及び心筋収縮抑制薬）の作用も直接的または間接的   

にCa2＋シグナルの修飾により発揮される。心筋細胞の興奮収縮連関（excitation－COntraCtion   

COllp血g；E－C co叩血g）においては，脱分極刺激によって細胞膜上の電位依存性Ca2＋チャネル   

の開口が起こり，細胞外から流入したCa2＋が筋小胞体上の2型／心筋型リアノジンレセプター  
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（ryanodhe receptor－ryPe2；RyR2）に結合および活性化することでこのCa2＋放出チャネルを開口   

し，細胞内Ca2＋ストアである筋小胞体からのCa2＋放出が生じる。このCa2＋誘導性Ca2＋放出   

（Ca2＋pinducedCa2＋release；CICR）機構により増幅された細胞内Ca2＋の上昇により心筋収縮反   

応が起こる（Fabiato，1985；NabaueT et al．，1989）。このRyR2にはⅢぴ06結合タンパク質   

（FK506－binding protein）ファミリーのうちFKBP12．6が結合し，Ca2＋放出チャネルの安定化や   

調節に重要な役割を果たしている（Sewelletal．，1994；Thermanetal．，1994；Lametal．，1995；   

Kaftanetal．，1996；Timermanetal．，1996；Xinetal．，1999；Marxetal．，2000；OnoetaL，2000；Y注nO   

e一山、，2000）。  

FKBPファミリーはpeptidyl－PrOlylcis－tra7LTisomerase（PPIase）活性を有し，分子量の異な   

るファミリー（12～65kDa）を形成している（Kay，1996）。またFKBPは免疫抑制剤であるRぴ％   

あるいはその前駆体であるラパマイシンと結合することにより，そのPPIase活性が抑制される   

（L山etal．，1991；Scbreiber，1991）。FKBPファミリーのひとつであるFKBPl㌃が免疫抑制剤FK506   

に結合する細胞内レセプターとして初めて単離され，その免疫抑制作用はT細胞内において   

FK506－FKBP12複合体がCa2＋一カルモジュリン依存性脱リン酸化酵素であるカルシニューリンに   

結合し，その脱リン酸化反応を阻害することで活性化丁細胞特異的核内転写因子（N11Cle訂Factor   

ofAc也vatedT cell；NF一År）の核への移行を抑制し，T細胞の分化・増殖因子であるサイトカイ   

ンの転写が阻害されることにより発揮されるとされている（niedmandWeissman，1991；Liuet   

山，，1991；SdⅡdb打，1991；1992）。FKBf－12は免疫系細胞で初めて単離されたが，その後様々な   

組織での発現が認められており，様々な機能を有していることが明らかにされてきた。ⅦP12   

は二つの細胞内Ca2＋放出チャネル，すなわちリアノジンレセプター（勒Rl）とイノシトール   

三リン酸レセプター（inositoll，4，5－triphos匝atereceptor；IBR）のサブ3・ニットとして細胞内Ca2＋   

動態に関与している｛（Jayaramanetal．，1992；Timermanetal．，1993；Bri11antesetal．，1994；Mayrleitner   

etal・，1994；Cameronetal・，1995；Ⅵmermanetal・，1996；Marxetal・，1998；Qietal・，1998；CarmOdy   

et山．，2001）。またTGトβⅠ型受容体にも結合し，そのシグナル伝達系において阻害的に働いて   

いることも明らかにされている（Wangetal．，1996；Chenetal．，1997；Chamgetal．，1998；Yaoetal．，   

2000；Aghdasietal．，2001）。T細胞における免疫抑制能の発揮において，FKBPファミリーの  
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中でもFKBP12．6やFKBP51ではなく，FKBP12だけがmo6と結合することも示されている   

（Ⅹu et al．，2002）。このようにFKBp12は様々なシグナル伝達系に関与するのではないかと考   

えられており，FKBP12の働きは解明されてないことも含めて多岐にわたると考えられる。一   

方でその構造的類似性からFKBP12 とよく似た機能を有すると考えられているFKBP12．6につ   

いては，これまでのところ，心筋細胞におけるCaZ＋放出チャネルの調節に関与していることが   

示されている（Sewenetal．，1994；TimermaJletal．，1994；Lametal．，1995；Kaf（anetal．，1996；   

Timermanetal．，1996；Ⅹinetal．，1999；Marxetalリ2000；Onoetal．，2000；Yanoetal．，2000）。  

臓器移植の発展に拒絶反応抑制のための免疫抑制剤が大きな貢献を果たしてきた。免疫抑   

制剤であるプログラフ（FK506，一般名：タクロリムス水和物）やシクロスポリンA（CsA）   

は，めざましい臓器生者率の上昇と患者の生存率の延長をもたらした。しかし，乳幼児あるい   

は子供への臓器移植の際に免疫抑制剤としてRぴ06を使用すると，その副作用として肥大型心   

筋症が誘発された（A也ison et山リ1995）。一方，′免疫抑制剤をFK506からCsAへ変更すること   

で，この肥大型心筋症の発症を回避できた（Changet al．，1998）。これらFK506誘発性の肥大型   

心筋症は，発育段階にある乳幼児や子供においてのみ報告されており，Ⅲ鵬の細胞内レセプ   

ターであるFKBfが心臓の形成や成長に重要な役割を持つ可能性が考えられる。  

近年，F疋βPJ2およびFだβPJ2．6の欠損マウスがそれぞれ報告された（S血ouetalリ1998；Ⅹh   

et山．，2002）。ダだβPJ2欠損マウスでは，高頻度で14．5日胚以降の致死もしくは生後間もない死   

亡が観察され，それらの特徴として骨格筋には構造的な異常は認められなかったが，拡張型心   

筋症様の心臓形成に伴う心重量の増加，心室中隔膜異常や心室心筋細胞の非緊密化，心室緻密   

壁の薄化などいくつかの心臓欠陥を示し，さらに初期胚の神経管形成の欠扱が認められている   

（Sbo11etal．，1998）。またFKBP12がニワトリ胚の心臓形成あるいは心筋細胞の増殖や細胞形態，   

収縮弛緩などの形質発現に重要であることが示された（Obata et al．，2001）。対照的にFK丑P12．6   

欠損マウスでは出生はしたが，Ca2＋放出の制御異常に対する適応症として，心室中隔膜の錯綜   

配列を伴った心肥大となる（Ⅹh et d．，2002）。つまり円くBP12．6とFKBP12は心臓（心筋細胞）   

で異なる役割を担っており，それぞれの機能を明らかにすることは心筋細胞の機能や形質の発   

現，すなわち心臓形成過程の解明に貢献する上で重要な点であると考えられる。  
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本研究ではニワトリ胚発生過程，特に心臓形成過程に着日し，FKBP12．6の役割を検討し   

た。ニワトリ胚は体外で発生が進行するため胚操作が簡便であり，また発生学的にも古くから   

研究されていることから，発生・形態形成分野における優れたモデル動物である。さらに，鳥   

類の心臓は哺乳類と同じ2心房2心室の4室を有する構造をしており，また晴乳類と同等の機   

能を有している。畜産学をはじめ基礎生物学から医学生物学に至る広い範囲でニワトリを実験   

動物として活用するため，ニワトリ生物学の基盤形成も重要である。  

本研究においてはニワトリ胚発生におけるFKBP12．6の関与する機構の一端を解明するた   

めに，ニワトリ FKBP12．6の核酸及び推定アミノ酸配列を明らかにし，ニワトリ胚における   

FKBP12．6の発現様式を詳細に調査し，心臓形成過程におけるFKBP12．6の機能から心筋細胞の   

分化ならびに心臓形成機構の解明に貢献することを目的とした。FKBPファミリーはその免疫   

抑制機構や生理機能において広く研究が進められているが，本研究は発生学的な見知から心臓   

発生・形成とこのファミリーを捉えており，FKBPに関する研究の中でも他に例を見ない。今   

までに様々な知見が得られてきているが，さらに基本に帰り，心臓の生理一分化・発生の機序   

を研究することにより全く新しい知見が得られることが期待できる。  
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二  

ニワトリFKBP12．‘遺伝子のクローニングと   

ニワトリ胚の心臓形成過程における発現  

緒論  

高等動物の発生胚において心臓は最初に機能し始める器官の一つである（nsbmanandCbien，   

1997）。心臓の発生は心内膜細胞や心筋細胞など複数の細胞系列の分化，さらにはその構成体の   

分化で完全な4室を有する器官が形成されていく複雑な過程である（Kenyetれi999；旭bwa，   

1999；Mjaatvedtetal．，1999；SchultheissandLassar，1999；ThnandSchoenwoif，1999）。ニワトリ   

では前駆細胞が胚盤葉上層から原条を通って月杢の前方側板中胚葉領域に移動する間から移動の   

直後に心筋細胞の分化が起こる。この前駆細胞群が前方内胚葉から心臓性中胚葉への直接的な   

誘導シグナルに反応して心筋細胞系列になると考えられている。その後の胚の折りたたみによ   

って左右の心臓原基が胚の正中線上にて融合し，胚の腹側に筒状の心臓管（bnearbe訂t山be）を   

形成すると，続いてIinearhearttubeがloopingと区画化を開始し，4室を有する心臓を形成する。   

この一連の過程には胚形成の初期に開始される特別な遺伝子発現のプログラムが存在し，この   

発現は心房中隔膜および心室中隔膜で完全に区切られた左右の室の形成によって終了する   

（只51Ⅱn孤独dC址en，1997；SかastavaandOIson，2000）。  

免疫抑制剤FK506はインターロイキンー2などのリンホカイン遺伝子の発現を調節する転写   

因子の合成や活性化をブロックすることで，ヒト Tリンパ球の活性化を阻害する（Crabb・ee，   

1989）。FK506の効果はFK506結合タンパク質（FK506Lbinding protein；FKBP）ファミリーに   

よって媒介され，その結果Ca2＋／カルモジュリン依存性タンパク質脱リン酸化酵素であるカルシ   

ニューリンを阻害する（Liuetal．，1991；Sewe11etal．，1994；Lametal．，1995）。FKBPファミリー   

のひとつであるFKBP12はリアノジンレセプターの骨格筋型アイソフォーム（RyRl）および心  
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筋型アイソフォーム（RyR2）の両者と結合するが，FI窃P12．6は選択的にRyR2と結合してい   

る（Lametal．，1995；Timermanetal．，1996；Xinetal．，1999）。FKBP12とFKBP12．6には構造的・   

機能的特性において多くの共通点がある。アミノ酸配列では83％の相同性を示し，どちらも   

FK506やラバマイシンで阻害されるci∫一打α那イソメラーゼ（PPIase）活性を有するとともに，   

FK506と複合体を形成するとカルシニューリンを阻害する（Crabtree，1989；Liuetal．，1991；Seweu   

et山．，1994）。骨格筋および心筋においてリアノジンレセプターは筋小胞体からのCa2＋の放出を   

媒介し，これによって筋収縮を誘発している（FleischerandInui，1989；Mc馳ersonandCampbe11，   

1993；Mei5Sneち1994）。fKBP12は筋小胞体からのCa2十の放出を調節することで骨格筋のE－C   

coup血gに機能していることが明らかにされている（T加旭ml弧e一山．，19毀；Bdlantesetd．，1994；   

Timemanetal．，1995）。  

FKBP12がニワトリ胚の心筋細胞において収縮機能の制御や表現形の発現に重要であるこ   

とが示されている（Obata et山．，2001）。しかしF足βPJ2．∂の発現様式を始め，胚発生における   

FKBP12，6の役割は不明である。これまでにニワトリ】ⅦP12．6に関する報告がないことから，   

本研究ではまずニワトリの心臓からニワトリ FKBP12．6（cbFKBP12．6）cm をクローニング   

し，これを同定した。次にニワトリの心臓発生におけるFKBP12．6の役割の可能性を示すため   

に，嚢胚形成段階から婿化までのcllFKBP12．6遺伝子の発現を解析した。  

材料および方法  

J．ニワトグ胚  

ニワトリ受精卵は愛知県畜産総合センター種鶏場（愛知県安城市）より購入した白色レグ   

ホン（アイチライン系）受精卵を用いた。肺卵器にて温度37．50c，相対湿度70％，転卵900／30mh   

の条件で酵卵し，得られた胚の発生ステージはHambⅦ苫er旭dHam出血（1951）に従った。  
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2．ニワトタグgβアブ2．古ビガMのクローニングおよびシークエンス解析  

chFKBP12．6cDNAをクローニングするため，ニワトリ15日胚の心臓から抽出したtotalRNA   

を用いてRTLPCRをおこなった。ヒトFKBP12．6（GehBank accession No．，NMO84116）および   

FKBP12（NMOOO801）cDNA配列からdegenerateprimer（dFK；Thble2－1）を設計した。このprimer   

を用いたRrPCRで得られたPCR産物（FK）をmode1373automatedDNAsequencer（Applied   

Biosystems，Foster，CA）で塩基配列を解読した。ChFKBP12．6cDNAの5，－および3，一端をそれ   

ぞれ単離するため，白色レグホン（10 日胚）脳cDNAライブラリ（Clontech，Palo Alto，CA）   

をtemplateに，dFKおよび入gtllprimer（恥ble2－1）を用いたPCRをおこない，このPCR産物   

をtemplateに，入gtllおよびFK断片の配列から設計したnestedp王imer（nFK；Thble2－1）を用   

いたnested PCRをおこなった。この最終PCR産物の塩基配列を解読した。15 日胚心臓から抽   

出したtotalRNAより合成した1st strand cDNAを用いてchFKBP12，6cDNAを単離するため，全   

塩基配列を元にFK12．6－Fおよび－Rprimer（恥ble2－1）を設計してRTLPCRをおこなった（960c x   

lmh，600c xlm血 720c x 90secを36サイクル，hnalextension720C XlOmin）。得   

られた441bpのchFKBP12．6cDNA断片をpCR2．1クローニングベクター（Invitrogen，Cadsbad，   

CA）にサブクローンし，塩基配列を確認した。これをNordlernblotおよびinsituhybridization   

解析に用いる特異的プローブを作成するtemplateとして用いた。  

3．ノーザシプロット解析  

chmP12．6特異的cDNAプローブ（441bp）をPCRによって作成した。ChFKBP12．6cDNA   

断片をtelnPlateとし，FK12．6primer（Thble2－1）を用いてdigoxigenin－11－dUrP（DIG，Roche   

Diagnostics，Basel，Swit乙edand）で標識した。ステージ41ニワトリ胚の各組織あるいは各ステ   

ージニワト リ胚の心臓からtotalRNAをTRkoIReagent（Invitrogen）を用いて抽出した。抽出し   

た等量のto血RNA（15膵）を1．5％アガロースーホルムアルデヒド変成ゲルによる電気泳動で   

分画化し，Hybond－N＋ナイロンメンプレン（AmershamBioscience，Lit也e Chalfont，UK）へ転写   

した。ハイプリダイゼーション（500C）およびシグナルの検出はDIG製造元のプロトコールに   

従った。またインターナルコントロールとして，ニワトリグリセルアルデヒドー3－リン酸脱水素  
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酵素（glyceraldehyde－3－Phosphatedehydrogenase；G3PDH）（Panabieresetal．，1984）を用いた。  

イ．ホールマウント血∫ff〟ノ、イブタグイゼーション解析  

DIGRNALabehngKit（RocheDiagnosdcs）を用い，直鎖化したpcR2．1－ChFKBP12．6cDNA   

からT7RNAプロモーターによりDIG標識したセンスおよびアンチセンスRNAプローブを調   

整した。Whole－mOuntin situ hybridizationはOhlChiandNqji（2000）にもとづいておこなった。   

ニワトリ胚あるいは心臓組織を卵から切り出し，4％パラホルムアルデヒド／PBT（0．1％   

Tween－20含有リン酸緩衝液）で一晩固定し，エタノール系列で脱水した。PBTにて水和した後，   

胚および縦方向に切断した心臓をプロティナーゼK／PBT（10to20トIgノml）で5～30分間処理   

し，再固定した。ステージ18以降の胚は6％H202／pBTにて漂白した。プローブ濃度を100～   

200ngノ血とし，ハイプリダイゼーションおよびその後の洗浄は70∞Cにておこなった。シグナ   

ルの検出には，胚あるいは切断心臓をアルカリフォスファターゼ標識抗DIG Fab fhgment（1：   

2，000希釈，RocheDiagnostics）および1．5％ブロッキング試薬（RocheDiagnostics）含有TBST［100   

mMTris－HCl（pH7．5），150mMNaCl，0・1％Tween20】にてインキュベー卜し，余剰抗体を5mM   

レバミゾール含有TB5Tにて，引き続き5皿Mレバミゾール含有Nm【100皿M¶お－HCl（pH9．5），   

100niMNaCl，50mMMgC12，1％Tween－20］にて洗浄し，5mMレバミゾール含有AP，／ミッファ   

ー（5％ポリビニルアルコール含有NTMT）にてインキュベー卜した。NBT／BCIP stock solution   

（RocheDiagnosdcs）含有APバッファー（1‥50希釈）にて3時間発色反応を行い，エタノール   

系列で脱色した。一部の胚はSasab皿dHogan（1993）に従い，パラフィン包埋の後に厚さ15岬1   

に薄切した。  

5．戯U℃軋解祈  

TRIzoIReagentを用いてニワトリ胚（ステージ4～12胚の全身）からtotalRNAを抽出し，   

RNase－freeDNaseIで処理した。SuperscriptFirst－StrandSyndleSisSystemforRT－PCR（Invitrogen）   

を用いて6膵のtotalRNAから01igo（dT）primerを用いたfirst－StrandcDNAを調整した。得ら   

れたcDNAの1：40vol．をtel叩Iateとし，各primerセット（Thble2－1）を用いたPCRをおこな  
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い（960C Xlmin，55～620c（primerにより温度が異なる）×1min，72Oc xlminを25   

サイクル，finalextension72OC XlO血），PCR産物をエチジウムブロマイド含有1．5％アガロ   

ースゲルにて電気泳動した。FK12，ANP，AMHC，VMHCの各primerセット（Thble2－1）はそ   

れぞれニワトリFKBP12，心房性利尿ホルモン（atrialnatriureticpeptide；ANP），心房型ミオシ   

ン重鎖（atrialmyosinheavychain；AMHC），心室型ミオシン重鎖（ventricdarmyOSinheavychain；   

VMHC）遺伝子に特異的なprimerである。temPlateコントロールとしてβactpェj皿er（Thble2－1）   

を用いた。これはニワトリβ－aCdn遺伝子特異的pdmerであり，foⅣ打d，reVerSepdmerがそれぞ   

れ第2，第3エクソンを標的として設計されているため，抽出RNAの状態とゲノムDNAのコ   

ンタミネーションを確認できる。  

結果  

J．ぐ九ダgβアJ2．♂d）〃Aの同定  

15日ニワトリ胚から抽出したtotalRNAからのRTIPCRによってcDNA断片を単離した。195   

bpの断片（FK）の塩基配列はホ乳類FKBP12．6遺伝子の配列と類似していた。これを元に，ニ   

ワトリ脳cDNAライブラリにゴ引ナるnestedPCRによってchFKBP］2．6の非翻訳領域を含むpartial   

cDNAクローンを単離したところ，オーバーラップする97bpの配列はFK断片の配列と完全に   

一致した。よって，このオーバーラップするcDNAクローンから全長5傘1bpのc九F疋βPJ2．∂配   

列が得られた（Fig．2－1A）。このchFmP12．6cDNA（GenBankaccessionNo．，ABO74887；参考資   

料1）は108アミノ酸からtなる推定タンパク質をコードしており，49および168bpの5t－およ   

び3．－非翻訳領域をそれぞれ有していた。BLAST sear血によって，dlFIこBP12．6cDNAの翻訳領   

域の塩基配列はヒト マウス，ラットのrKBP12．6d⊃M と85～87％，ヒト，マウス，ラット   

のFKBP12cDNAと80～82％，またニワトリFKBP12cDNAとは73％の相同性を示した。  

cllFKBP12．6の推定アミノ酸配列はヒト，マウス，ラット，ウシのFKBP12．6タンパク質と  
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9～10アミノ酸が異なるだけで，ヒトとは92％，マウス，ラット，ウシとは91％の相同性を示   

した（Rg．2－1B）。ヒトFKBP12．6タンパク質においてFK506との結合に関与するアミノ酸残基   

（Ty㌔7，Phe37，As〆8，Arg43，Phe47，Glu55，Val56，Ile57，Trp60，Ala82，TyP，Ⅲs88，Ile92，andPhelOO）（Kay，   

1996）は解析したすべてのFKBP12．6タンパク質においてよく保存されていたが，Trp60だけは   

Phe60に置換されていた。RyR2との選択的結合に関与する3アミノ酸残基（Gぱ2，AsIf3，弧dPbe60）   

（Ⅹhe一山．，1999）もこれら4種のホ乳類FKBP12．6とcllFKBP12．6でよく保存されていた。FKBPs   

に特徴的なPPIaseドメイン（Standaert etal．，1990；Coss etal．，1995）はchFKBP12．6にも認めら   

れた。  

ニワトリ15日胚心臓から得た10tdRNAと特異的phmerアK12．6－アおよび－R（Fig．2－1A，丁場1e   

2－1）によるRrPCRで441bpのchFmP12．6cDNA断片を単離した。翻訳領域と非翻訳領域の   

両方を含むこのDNA断片の塩基配列は，先のchFXBP12．6cDNAのものと完全一致であった。   

このDNA断片をNorthemblotおよびwhole－mOuntin situhybridization解析の特異的プローブを   

作成するtelnplateとして用いた。  

2．ニワトグ胚に．おけるβ九ダgβタJ2．古JJIRⅣAの発現分布  

胚の各組織におけるcllFKBP12．6血RNAの発現分布および発現畳をchFKBP12．6cDNAプロ   

ーブを用いたNorthernblotによって解析した（Fig．2－2）。このchFKBP12．6cDNAプローブは   

chFKBP121血RNA（Obataetal．，2001）とは交叉反応せず，ニワトリ組織において単一の～1．6kb   

の転写産物を検出した。ステージ41ニワトリ胚においてcllFKBP12．61血RNAは心臓でもっとも   

豊富で，脳や肺でも少量検出されたが，脚骨格筋や血管，筋胃（平滑筋），牌臓，胸腺では検出   

されなかった（下ig．2－2A）。また心臓の発生の進展に伴う経時的なdlFKBP12．6遺伝子の発現を   

解析したところ（ng．2－2B），その発現はステージ27～35で最も強く，ステージ37（11日胚）   

でやや減少し，ステージ41（15日胚）では明らかに減少した。ステージ44（18 日胚）および   

酵化直後のステージ46では，CbFKBP12．6mRNAは心房に限局し，心室では検出されなかった。   

さらにステージ46の心房での発現畳はステージ44のものよりも明らかに減少した。  
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3．ニワトヅ胚におけるc九ダgβアJ2．∂仇Ⅲの局在  

この心臓特異的なc九F疋βPJ2、∂の発現をl沌01e一皿O11nti乃∫血b沖止血zadonによってさらに解   

析した（Rg．2－3）。コントロールであるセンスプローブによるハイプリダイゼーションでは解   

析したどの発生ステージにおいてもシグナルは認められなかった（Rg．2－3，F andP）。ステージ   

4～8．までの胚ではchFKBP12．6mRNAは検出されなかった（Fig．2－3A）が，ステージ8にお   

ける臓側中胚葉の左右心臓原基領域ではじめて検出され，これは壁側中胚葉や腸管内胚葉では   

検出されなかった（ng．2－3，B皿dG）。拍動が初めて観察されるステージ9～10では，血FKBP12．6   

mRMは融合中の心筋層全体（Fig．2－3，CandH）と血earhearttube全体（Fig．2－3，DandI）に   

存在していたが，心内膜には認められなかった。ステージ12のloop血g中の心筋層でも   

cllFKBP12．6は強く発現しており（Rg．2－3，EandJ），ステージ21の形成中心臓の小室でも同様   

に発現していた（ng．2－3，KandL）。ステージ30でも心房・心室の心筋層でchFKBP12．6mRNA   

が発現していたが，血管では発現していなかった（坑g．2－3，M andN）。ステージ41になると全   

体の発現量が減少するとともに，心室よりも心房に偏った発現となったが，先と同様に血管で   

の発現は認められなかった（Rg．2－30）。この心房に局在したcbfKBP12．6の発現は肺化直後（ス   

テージ46）の心臓でも観察されたが，ステージ41と比べると発現量が極度に減少していた（デ   

ータ未掲載）。  

イ．ニワトリ初期胚におけるc九ダgβアJ2．古JJIRⅣAの頻出  

ステージ4～14月杢におけるchFKBP12．6遺伝子の発現誘導を，FK12．6primer（Fig．2－1A，rrhble   

2－1）を用いた半定量的RTIPCR解析によって解析した。FK12．6およびFK12primerは本実験条   

件下ではニワトリFKBP12cDNA（ObataeIal．，2001）と交叉しなかった（Fig．2－4，AandB）。ニ   

ワトリβ－aCdn遺伝子のエクソン2と3の配列をターゲットとして設計したβactpIimer（取ble2－1）   

によるPCRでは，CDNAtemplateからでは283bp，ゲノムDNAtemplateからでは804bpのPCR   

産物が得られる。今回の実験では283bpの産物だけが増幅されたので，抽出したtot山RNAが   

完全であり，ゲノムmのコンタミネーションがなかったことを示している（Fig．2－の）。さ   

らに逆転写酵素を用いていないtemplateを用いたFK12．6p血nerによるPCRで産物が得られて  
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いないことから，ゲノムDNAがコンタミネーションしていないことを確認した（Fig．2－4C）。   

ステージ4（嚢胚形成期），ステージ6（頭襲期），とステージ8（左右中胚葉心臓原基）で微量   

ながらcbfXBP12．6遺伝子の発現が検出された（Rg．24A）。しかし，CuⅦP12．6mRNAの発   

現量はステージ12や14（loopinghearttube）と同様にステージ10（1inearhearttube）で明らか   

に増強していた。対照的に，FKBP12（Fig．24B）および心房型ミオシン重鎖（atdalInyOSinheavy   

cb血；AMHC）（抗g．24F）遺伝子は解析したすべての発生ステージにおいて比較的強いレベル   

で発現していた。心房性利尿ホルモン（atrialnatriureticpeptide；ANP）遺伝子はステージ4か   

ら徐々に発現量が増加し（Rg．24E），一方で心室型ミオシン重鎖（ventIicl血myo血heavycb血；   

VMHC）遺伝子の発現はステージ4～8では低いレベルであったが，その後ステージ10～14に   

なると増強した（Fig．2・4G）。  

考察  

本研究ではchFKBP12．6cDNAを単離し，その遺伝子発現が胚発生過程においてほぼ心臓   

に限局していることを示した。これまでにfⅨBP12がニワトリ胚の発生過程において心筋細胞   

の表現形の発現や収縮機能の制御に重要であることが示されている（Obata et山、，2001）。胚発   

生において，FKBP12遺伝子欠損マウスは心室中隔膜異常や心室心筋細胞の非緊密化，心室緻   

密壁の薄化など，いくつかの心臓欠陥を示し，14．5日胚以降で致死であった（Sbouet幻．，1998）。   

対照的にFKBP12，6欠損マウスでは出生はしたが，Ca2＋放出の制御異常に対する適応症として，   

心室中隔膜の錯綜配列を伴った心肥大となった（Ⅹh et幻．，2002）。FKBP12．6と】ヲKBP12の非常   

によく似た構造から，FIくBP12．6ノックアウトマウスの発生過程でFKBP12がFKBP12．6の機能   

の一部を補っていた可能性もある。ヒトFKBP12mRNAと非常に相同性の高い合成盈乃甲揖   

FKBPmRNAによって，カエル胚の腹側を背側化することができる（沌血血相etal．，1997）。   

さらにFKBPのひとつであり，マウスFKBP65 と非常に相同性の高いニワトリ cFKBP／SMAP  
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（FKBP／smoothmuscleactivating protein）は，発生過程の腸管で平滑筋の分化に重要な役割を担   

っている（Fukuda etal．，1998）。従って発生過程の心臓においてchFKBP12．6が細胞内Ca2＋放出   

チャンネル（RyR2）の安定化だけでなく心臓形成にも関与している可能性も考えられる。  

cbFKBP12．6cDNAの塩基配列から，FK506結合ドメインを含むコードしているタンパク質   

が，その噛乳類オルソログと非常によく似ていることが明らかになった。FKBP12とFKBP12．6   

の一次構造や薬剤結合能の類似性にもかかわらず，FK506によるT細胞活性化の阻害効果には   

FKBP12だけが関与している（Ⅹuet al．，2002）。したがってニワトリ胚並びに婿化個体の心臓で   

FKBP12．6とFKBP12遺伝子はどちらも発現しているが，心筋細胞へのFK506の投与によって   

FKBP12だけが阻害されている可能性も考えられる。胚発生過程においてcbFKBP12．6mRNA   

は心臓に最も強く発現しており，脳や肺でも弱い発現が検出された。初期発生段階では   

c九FだβPJ2．∂は心臓全体で発現していたが，後期発生段階になるとその心室での発現が抑えられ   

た。心房でも同様に醇化前に発現量が減少していた。ステージ10までに心臓は拍動を開始し，   

心臓の構造遺伝子は完全に発現を開始する。このときの胚の心臓ではc九F左βPJ2．∂の発現は増   

強されていた。  

心臓前駆細胞は胚で最初に嚢胚形成に携わる細胞であり，鳥類の心筋細胞の分化はこの嚢   

胚形成期に始まる（Schultheiss andLassar，1999）。ChFKBP12．6遺伝子の発現はステージ4から検   

出され，この時には心筋細胞の分化が始まっている。心房および心室細胞系列は，hnearbe訂t山be   

が拍動を開始するよりも早い嚢胚形成期の前後には識別できるようになる（Mikawa，1999）。本   

研究において，心臓マーカー遺伝子であるA凡々〃CおよびWCが嚢胚形成期のステージ4か   

ら発現していたこともこれを裏付けている。したがって心筋前駆細胞群はステージ4までに心   

房および心室細胞系列へと分化決定しており，F疋βPJ2．∂の発現が心臓細胞の分化や多様化，心   

臓表現形の発現に付随して誘発されることを示唆している。また，hnearbea∫t tl加はその前後   

軸に沿って，大動脈嚢，流出路，肺および体循環性心室および心房のそれぞれの前駆体として   

区分化されている（Sdvastava弧dOIson，2000）。鳥類では，左右心臓前駆体が前方から後方へと   

融合していき，血earbea∫t tubeを形成したステージ10では，その部域ごとに異なる心臓マーカ   

ー遺伝子サブセットの発現を検出できるようになる（Kellyetd．，1999）。心臓前駆体が融合し拍  
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動を開始すると，AM〃CおよびWCはそれぞれhnearbe訂t山beの後方および前方で強く発現   

する（Y山ヱey et al．，1994）。Cll円くBp12．6遺伝子はステージ10で著しく発現が増強しており，初   

期胚発生過程においては心筋細胞の多様化に関係なくその後も心房および心室での発現を継続   

していた。しかし後期胚（ステージ41）や術化個体（ステージ46）ではcImP12．6mmは   

心房に局在していた。心筋細胞は胚発生の間だけ分裂でき，照化後すぐに分裂を停止する   

（MacLe11an alld Schneider，1999）。心筋細胞の多様化がchFKBP12．6遺伝子発現の心房への局在   

化に影響しているわけではなさそうであり，心臓の成熟機能または心臓における時空間的発現   

制御によるものかもしれない。  

心筋特異的遺伝子はhnearbeart山be形成期では共発現する傾向にある（Kellyetal．，1999）。   

ニワトクル倶C（C九戯7C）およびWCは初期胚hnearbeart tubeの心室部域で強い発現を示す   

（BisahaandBader，1991；Yutzeyetalリ1994；Croissantetal．，2000）。骨格筋型MHCファミリー   

の一つであるニワトリ新生児型骨格筋MHC遺伝子は，まずステージ10の初期心室部で発現   

を開始する。その後，膵化直後までに発現は心房で増強し，心室で減退する（Mac出血et止，2000）。   

F疋βPJ2．6およびF疋βPJ2もニワトリ胚の心臓で共に発現しているが，ノックアウトマウスの心   

臓表現形の違いから，それぞれが心筋細胞で異なる役割を担っていることを示唆している（Sbou   

etal．，1998；Xinetal．，2002）。マウス胚では，RyR2は8．5dpc（ニワトリ胚のステージ10に相当）   

で初めて発現が認められ，その後も心臓で強い発現を続ける（Rosemblit e一山．，1999）。つまり，   

これらの遺伝子は発生過程の心臓で共発現しているが，円鵡P12．6が町R2と関与して筋収縮   

に機能しているにもかかわらず，ChFKBP12．6遺伝子の発現制御はMHC遺伝子群やRyR2遺伝   

子のそれとは異なっているようだ。  

心臓の分化や発生にはⅣb2．5やGA7祖4，A叩ファミリーのような転写因子群が重要とさ   

れている（FishmanandChen，1997；SrivastavaandOIson，2000）。これら転写因子群のmRNAは   

心臓原基中胚葉に局在している。さらに，Tbxを有する転写因子である乃ズ5も心臓発生に関   

与している（Liberatoreetal．，2000）。CllFKBP12．6遺伝子の発現パターンとは異なり，Tbx5niRNA   

はニワトリ胚ステージ16ではloophghear一山be全体に局在しているが，その後まず心房に局在   

し，続いてステージ25になると心房および左心室で発現が認められるようになる（Bnmeauetal．，  
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1999）。他にも〃F－A7モやd〃AⅣD，ビガAⅣDの様な転写因子が初期胚において心筋遺伝子の発現   

制御に関与している（SIiva封且VaandOIs皿，2000）。しかし，胚の心臓において特徴的なc肝足βPJ2．∂   

発現を制御するメカニズムはわかっていない。  

結論として，FKBP12．6遺伝子の発現は初期胚発生過経での心筋細胞の分化や表現形の発現   

と連動して開始され，肺化後心房に限局するまでの胚発生の間，FKBP12．6は心臓全体で機能し   

ていると考えられる。ニワトリ胚発生過程でのFKBP12．6発現パターンから，FKBP12．6が心臓   

形成過程では独特の機能を有している可能性があることを示唆している。また本研究の結果か   

ら，FKBP12．6mRNAが鳥類胚において初期心臓特異的心臓マーカーの一つとなりえることが   

示唆された。成体心筋細胞においてFKBP12．6はRyR2と選択的に関係しているとされている   

が，特に心室心筋細胞におけるE－Ccoup血gでのこの関係を解明しなくてはならない。  

小括  

ニワトリ FKBP12．6 を同定し，その核酸及びアミノ酸配列を明らかにした。ニワトリ   

FKBP12．6cDNAは，FKBP12．6の108アミノ酸をコードする324bpを含む全長544bpであり，   

その核酸及びアミノ酸（91～92％）配列は動物種を越えてよく保存されていた。なお，得られ   

たニワトリ FKBP12．6の核酸およびアミノ酸配列は，国立遺伝学研究所の遺伝子データバンク   

（CIB－DDBJ／EBI－EMBL／NCBI－GenBank国際塩基配列データベース）に登録し，そのアクセ   

スナンバーはABO74887である。Nor也em blot解析の結果，ステージ41ニワトリ胚における   

FKBP12．6血RNAは心臓で最も強く検出され，脳や肺でも微弱な発現が検出された。また心臓   

での発現は発生中期にピークを迎え，以降発生の進行に伴い発現量が減少し，醇化後には心房   

に局在した。insituhybridization解析によって，ChFKBP12．6mRNAが原始心臓（linearhearttube）   

を形成するよりも早くから心臓原基中胚葉に局在しており，心臓形成過程では心房および心室   

の心筋層全体に発現していたが，僻化前にはこれが心房に局在することが明らかになった。RT  
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PCR解析によってchFK避P12．6は嚢胚形成期には発現を開始しており，心筋細胞の拍動の開始   

に伴って発現量が増大することが示された。  

本研究によって，FKBP12．6は心筋細胞のE－CcoⅥp血gに重要な役割を果たすた捌こ，心臓   

形成および心筋細胞の機能発現前には既に発現が開始され，その後心臓の形成・成熟に伴って   

心房へと局在し，機能していることが示唆された。心臓形成過程解明のためには，心筋細胞で   

重要な機能を有するFKBP12．6の発現および機能の制御機構の解明が重要である。また心臓で   

はfKBPファミリーのひとつであるfXBP12が心筋細胞の収縮弛緩や細胞形態などの形質発現   

において重要な役割の一部を担っていることが示されている（Obata et d．，2001）ので，同じく   

心臓に存在するFKBf－12．6の役割を解明することが必須と思われる。  
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恥ble2・l・Primers11SedforclonmgandRTIPCR．  

GellBank  
Pdmer  Sequence  

aCCeSSlOnnO．  

Product size 

仲p）   

dFK  F5T一打GGTGCACTACAC（AC）GG（AG）瓜3一  
ABO74887   

（degenerate）  R 5しGTG（CG）CC（AC）GTGGC（AT）CCÅTA（GT）－3一   

nFK  F 5l－TGGCAGGCAAGAAGTCATTA－3，  
ABO74887  

（nested）  R 5しATAGGCCÅrCTCAGGTGTGC＿3T  

F 5しGGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG－3I   

R 5T－TTGACACCAGACCAACTGmATG－3T  
入gtll＊  

FK12．6†  F 5r－GAArrCGCCCAGCGCCGAGArG＿3－  
ABO74887  

（RrPCR）  R 5l＿GTCGACTTCCAGTGAAGmCCCCCGC＿3一  
429＋12  

βact‡  F5しCACGGTmGTCACCAACTGGG－3，  
xoo182   

mPCR）  R 5しAGÅrGGGCACAGTGTGmAC＿3l   

FK12  F 5，－GACATGGGCGTGCACGTG－31  
ABO55761  

（RrPCR）  R■ 5l＿GCGTrGGGGTGWCÅrト3・   

ANP  F 5l－ACTTCCCCTATTCCCAAC－3T  
X57702  

（RrPCR）  R 5t＿TTCAGCCTrCTGCTCÅrC＿3T  

AMHC  F 5しCAGCTGAAGGTGAAGGCCTÅIA31  
S78540  

町PCR）  R 5T＿GCTGAAAGCAGAGAGATCCAAT3・  

VMHC  F 5T－CAAGTrrGAGAGGCGCArAA－3T  
X59552  

（RTPCR）  R 5l＿GCCAGGACCGCACTmCTj一  
302  

＊The）しgtllpnmersequencescoITeSPOndtothelacZgeneofthevector・†meFK12・6－Fand－Rprimers  

COntain added sites hrthe restriction endoImCleases EcoRIand SalI，reSpeCtively，attheir5T ends  

（uldedines）．‡Tlleβact－Fand－Rprimersaretargetedtoexons2and30fthechickenβ一aCtingene，  

respectively；they yield283－Or804－bp productswith cDNA and genomic DNA as a template，  

respecdvely．  
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10  20  30  

CGCCGAGCCGAGCCGTGCCCAGGGCTGCCGAGCGG  

4（〕  50  60  了O  

GGGTGGAGATCGAGACC  
A  

CCCAGCGCCGAGATG  

M G V E I E T  

80  90  100  110  120  130  140  

ATCTCTCCGGGAGACGGACGGACGTTTCCGAAGAAGGGGCAGACGTGTGTGGTG⊂ACTACACAGGAATGC  
I S P G D G R T F P K K G Q T C V V H Y T G M L  

150  160  170  180  190  200  ：≧10  

TACAGAATGGAAAGAAGTTTGATTCeTCCAGAGACAGAAACAAGCCTTTCAGGTTCAAGATTGGCAGGCA   

Q N G K K F D S S R D R N K P F R F K I G R Q  

220  230  240  250  260  270  2るO  

AGAAGTCATTAAAGGATTTGAAGAAGGTGTTACACAGATGAGCTTAGGACAAAGAGCAAAGCTGACCTGC   

E V I 7（ G F E E G V T Q M S L G Q R A K L T C  

290  300  310  320  330  340  350  

ACACCTGAGATGGCCrrACGGAGCCACGGGCCACCCCGGGGTCATCCCTCCCAATGCCACGCTCCTCTTTG  

T P E M A Y G A T G H P G V I P P N A T L I． F D  

360  370  388  390  400  410  420  

ATGTGGAGCTTCTCAGGrrTGGAGTGAGTCTTCTTGGGGGAGCTGGCTGGAGG⊂ATCTCTCCATAACCATC   
V E L L R L E  ★  

430  440  450  460  470  480  4Sr0 

CCででCでTでCTCACC⊂でCCCAGCA  GGGGGAÅATCTTCACTGG  CCCAATCTTCCTGCTCAAGCTGTC  
500  510  520  530  540  

ATATCAGTAGCGCCTGCCCTTAGGTTTCTTAAGCCTTTCTTTCrrCCTTTCTTCT  

0
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Fig・2・l・CharaCterizationofchFKBP12・6cDNA・（A）Thenucleotideanddeducedaminoacidsequences  

OfchFKBP12・6cDNA・ThenucleotidesequencescoITeSPOndingtothoseofthespecincpnmersFK12．6F  

andFK12・6Rareboxed・Theasteriskindicates theteminationcodon．（B）Comparisonofthededuced  

aminoacidsequencesofchicken，human（GeIIBankaccessionno．，NMO（叫116），mOuSe（NMO16863），rat  

P86642），andbovine（A53924）FKBP12・6proteins・Residuesthatareidcnticalinal1fivespeCiesare  

indicatedbyasterisks・ResiduesimplicatedinanChoringFK5060rinselectivebindingtoRyR2areboxed  

andshaded，reSpeCtively．ThePPIasedomainisindicatedbyahorizontalline．  
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Fig・2・3・Wh01e－mOuntinsituhybridizationanalysisofdlelocalizationofchFKBP12・6mRNAdⅦ血g  

embryogenesis・Embryos orhearts，withtheexceptionofthoseshowninのand（P），Were Su句ectedto  

hybridizationwith a chFKBP12・6antisense RNAprobe・The developmentalstage ofeachembryois  

indicated at山ebottomright ofeachpanel．Panels show ventralviews ofembryos（A－F），tranSVerSe  

SeCtionspreparedafterhybridizadon（GJ），theright（K）adldleft（L）sideviewsofanembryo，aVentral  

Viewoftheheart（M），anddorsalviewsofthelongitudinalcutsl正aceoftheheart（N－P）．nelinesin四）  

to（E）representthelevelsofthetransversesectionsshownin（G）to（J），reSpeCtively．TheChFKBP12．6  

mRNAwasnotdetectedatstage8－（A），beingfirstapparentintheprecardiacbilateralmesodermatStage  

8四andG）andcontinuinginthefusingmyocardiumatstage9（CandH）．ExpressionoftheFKBP12．6  

genewasobservedinthemyocardium，ffomanterior（Ventricle）toposterior（atrium），Ofthelinearheart  

tubeⅢ1dinthesinoatrialdssuesatstagelO（DandI）．Myocardialexpressionwasalsoapparentinthe  

loppinghearttubeatstage12（EandJ）andinthedevdqpinglleartatStage21（KandL）・Expressionin  

atrialandventrictdarmyocardiumwasobservedinthemdtichamberedheartatStage30（MandN），With  

reduced expressionremainingin the atria at stage41（0）．Tlle embryoin（円andheartin O））were  

Sl巾jectedtohybridizationwithachFKBP12．6senseRNAprobeandshowednoreactivity．a，atrium；eC，  

endocardium；fg，foregut；ge，gut endoderm；1a，1eft atrium；1v，1eft ventricle；mC，myOCardium；nC，  

notochord；ng，neuralgroove；nt，neuraltube；Ot，Oudlow tract；Pm，PreCardiac mesoderm；ra，right  

atrium；rV，rightventricle；Sm，SOmaticmesoderm；V，Ventricle．Scalebars，400ドm（A⊥E臥N），50トIm  

（G一刀，OrlI】1m（OandP），  
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／clone＿lib＝T．〔lonetech⊂hi⊂ken BrcLin cDNAlibrldry－T  

／dev＿Stdge＝’－ddult’－  

1‥544  

／gene＝’．FKBP12．6TT  

5（う‥376  

gene  

CDS  

／gene＝’’FKBPIZ．6’’  

／⊂Odon＿St（】rt＝1  

／product：＝T．FK506binding protein12．6’一  

／protein＿id＝”BAB89371．1”  

／db＿Xref＝‖GI：Z◎16◎3＆6’’  

／trcInSldt：ion＝’■MGVEIETISPGDGRTFPKKGQT〔WHYTGMLQNGKKFDSSRDRN  

KPFRFKIGRQEVIKGFEEGVTQMSLGQRAKLT（TPEMAYGATGHPGVIPPNATLLFDV  

ELLRLET■  

BASE（OUNT  125d 14＆c 15◎g 121t  
OR工GIN  

IcgccgcLgCCg agCCgtgCCC CIgggCt：gCCg CLg⊂ggCLgCCC C［gCgCCgCLgd t：gg9ggt：ggCL  

61gcItCgdgdCC CttCt：Ct⊂Cgg gdgdCggdCg gCL⊂gt：tt：CCg ddgddggggC CLgQ⊂gtgt：gt：  

121ggt：gCCtCtCtC dCdggddtgC t：dCdgdCtt：gg CLddgCLCtgt：tt gdttCC七CCCL gCIgd⊂dgCICICt  

181ccLdgCCtt：tC dggt：t：Cddgd t：t：ggC（】ggCd dgddgt：Cdt：t：CICLdggCIt：ttg CLqgCIQggtgt：  

Z41t：CtCC［CCtgClt：g dg⊂t：tCIggOC addgClgCCLCId gCtgOCCt：gC dCC［CCt：gdgd tggCCt：CICgg  

3◎1dgCCdCgggC Cd⊂CCCgggg t⊂CItC⊂CtCC CCtCIt：g⊂CCICg⊂tCCt：Ct：tt：g dt：g七ggcLgCt  

361tctcctggt：t：g gCLgtgdgt：Ct：tCt：tgggggCL gCtgg⊂tggd ggCCIt：Ct：CtC Cdt：ddCCCLtC  

421ccttct：t：t：Ct CCtCCC七CCCd gCCLgCggggg CLCLqt＝CttCCLC tggddtCCCO Ctt：Ct：t：CCt：gC  

481t：CdClgCt：gt：C CttClt：CCLgtCtg CgCCtgCCCt tCLggt七t＝Ctt：CIqgCCtttCt t：tCtC⊂t：t：t⊂  

541ttct   

／／  

DiscIclimerllWrlite to the Help Desk  

NCBIINLMIN1日  

ⅥわbURL  

http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／entrez／query・fcgi？cmd＝Retrieve＆db＝nuCleotide＆1isしuids＝20160385＆dopt＝GenBank  
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月杢発生におけるFKBp12．6およびFXBP12の遺伝子発現と機能  

緒論   

FKBPは免疫抑制剤円び06およびラバマイシンと結合するイムノフィリンである（ScbⅣiber，   

1991）。FKBP－FK506の複合体によって，T細胞において細胞内シグナル伝達系で機能するCa2十－   

カルモジュリン依存性セリン／スレオニン脱リン酸化酵素であるカルシニューリンを阻害する   

ことで，FK506の免疫抑制作用が発揮される（Liuetal．，1991；Sewdletal．，1994；Lametal．，1995）。   

カルシニューリンの阻害によって，インターロイキンー2のようなリンホカイン遺伝子の発現を   

促進する転写因子（NF－AT，AP3，NF－tCB）が不活化される（Crabb・ee，1989）。FKBPのアイソ   

フォームであるFKBP12とFKBP12．6はそれぞれ12および12．6kDaの細胞質内タンパク質であ   

る。これらのタンパク質はヒトで85％の相同性を示し，三次構造もよく似ている（Deivamyaga皿   

et山．，2000）。どちらもFK506やラバマイシンと効率的に結合することから，よく似た薬理学的   

作用を示すことが示唆されている（ⅩⅦetal．，2002）。  

FmPにはpeptidyl－PrOlylcis－tranSisomerase（PPIase）括性があり（Hardingetal．，1989），細   

胞タイプによって様々な機能を有する（Wangetal．，1994；Okadomeetal．，1996；Bargetal．，1997；   

Yaoetal．，2000；Aghdasietal．，2001）。細胞内でのFKBPの生理学的なターゲットは，心筋型お   

よび骨格筋型RyRsやIf5RのようなCa2＋放出チャンネルである（Brulantesetal．，1994；Camerone一   

正，1995）。勒Rsは小胞体からのCa2＋放出を調節しており，これによってE－Cco叩血gに重要な   

役割を担っている。骨格筋型リアノジン受容体（RyRl）はFKBp12と結合しているが，心筋型   

リアノジン受容体（RyR2）はFKBP12．6と結合している（Lametd．，1995；T血enn弧etal．，1996；   

Xinet al．，1999；Cannody etal．，2001）。FKBPはRyRsの括性化および安定化に関与していると   

されている（Thermanetal．，1993；Bri11antesetal．，1994；Mayrleitneretal，，1994；Mametal．，1998；  
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Mametd．，2000；Y弧Oetal．，2000）。  

F疋βPJ2ノックアウトマウスでは骨格筋には構造的な異常は認められなかったが，胚発生   

過程で心臓形成に異常を来し，出生前に死亡した（S血ouet d．，1998）。対照的に，FXβPJ2．∂ノ   

ックアウトマウスでは新生児が得られたが，Ca2＋放出の異常に対する適応症として心室中隔膜   

の錯綜配列を伴った心肥大となった（Ⅹhet alリ2002）。近年，FKBP12がニワトリ胚の心筋細胞   

において収縮機能と表現型の発現の制御に重要であることが示された（Obataetalリ2001）。  

第二章でc肝足βPJ2．∂が発生初期から選択的にニワトリ胚の心臓領域で特異的に発現して   

おり，発生の進行に伴い心臓全体で発現していたc九F濫βPJ2．∂が肺化直前に心房に局在するこ   

とを明らかにした。第三章ではニワトリ月引こおけるFKBPの役割を明らかにするため，まず発   

生過程および肺化後のFKBP12．6とFKBp12遺伝子の発現を比較解析した。そして初期胚にお   

ける胚発生や心臓形成に対するFK506の影響と，FKBP遺伝子の発現に対するレチノイン酸の   

効果を解析した。  

材料および方法  

J．ニワト久胚  

ニワトリ受精卵は愛知県畜産総合センター種鶏場（愛知県安城市）より購入した白色レグ   

ホン（アイチライン系）受精卵を用いた。卯芋卵器にて温度37．50c，相対湿度70乳転卵900／30血   

の条件で僻卵し，得られた胚の発生ステージはHamburgerandHami1ton（1951）に従った。  

2．プラスミドp〃Aおよびプローブの調製  

ニワトリFKBP12．6（chFKBP12．6）cDNA（GenBank accessionno．A】〕074887）は第二章でク   

ローニングしたものを，ニワトリ（chFKBP］2）cDNA（ABO55761）はObata etal．，（2001）   

でクローニングされた全長cDNA（635bp）を用いた。Northemblot解析用のcDNAプローブは   

以下のプライマーを用いたPCRにより，DIG（RocheDiagnosdcs）で標識した。ChFKBP12．6（441  
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bp）；forward：5l－GAATTCGCCCAGCGCCGAGArG－3一，reVerSe：5一－GTCGACTrCCAGTGAAGArTTC   

CCCCGC－3■（Tbble2－1，Fig．2－1A）。ChFKBP12（343bp）；forward：5，－GACATGGGCGTGCACGTG－31，  

reverse：5TTGCGTTGGGGTdGGTCArT3・。ChFmP12cDNAプローブはほぼopenreadingffame（324  

bp）で構成される。iT”itullybridizationには，DIGRNAlabelingkit（RocheDiagnostics）を用い   

たゎv如け旭5Cdpdonによって，DIG標識血FKBP12．6およびcbfⅨBP12RMプローブ（セン   

スおよびアンチセンス）を調製した。  

3．ノーザンプロットおよびホールマウント加∫血ノ、イブタグイゼーション解析  

Nor血emblotおよびwhole一皿Ount加∫血血yb止血a也on解析は第二章で行った方法に従った。   

Nor血emblot解析では，ステージ34（酵卵8日），ステージ41（酵卵15日）胚，および醇化1   

日齢，術化3週齢のヒナから各組織のtotalRNAをTRIZOLreagent（Invitrogen）を用いて抽出   

した。これら等量（15けg）を1．5％アガロースーホルムアルデヒド変成ゲルによる電気泳動で分   

画し，Hybond－N＋ナイロンメンプレン（AmershamI∋ioscience）に転写し，DIG標識cDNAプロ   

ーブによるハイプリダイゼーション（500c）に供した。Wbole－mOuntf乃∫血byb止血ad皿解析で   

は，ステージ4～12の胚を卵黄から切り出し，4％パラホルムアルデヒド／PBTで固定した。RNA   

プローブ濃度100～200ng／血とし，ハイプリダイゼーションは700cでおこなった。  

イ．ニワト丑胚の血γょか0¢〟仇‘reおよび薬剤投与  

10％ウシ胎児血清（TissueCultureBiologicals，Tulare，CA），5U／dペニシリン，5pg／miス   

トレプトマイシンを添加したMeditm199Halk－s（Invitrogen）をculturemedil皿とした。FK506（藤   

沢薬品，吹田市）を100％EtOHに溶解し，これをculture mediumで濃度0．01～1mMになるように   

希釈し，EtOHの最終濃度は1％とした。All－tranSレチノイン酸（RA；Sigma，St．Lo血s，MO）をOsmond   

etal．，（1991）に従ってdimethylsdfoxide（DMSO；Sigma）に溶解し，Cul拍remediumで濃度1～100   

匹Mになるように希釈し，Dh4SOの最終濃度は1％とした。1％EtOHまたは1％DMSO入りcul血e   

medillmをコントロールとして用いた。  

invitro cl11tureはChapmanetal．，（2001）の培養法に従い，ステージ3～9のニワトリ胚を濾紙  
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キャリアーにて卵黄から切り出し，3戸皿皿ディッシュで培養した。この方法ではディッシュ中  

のag訂一山bl皿en5ubs汀ale上で胚の腹側を表面に向け培養する。FK506含有，RA含有もしくはコン   

トロールculm汀emedium（100匹1）を添加した胚を380Cで24時間培養し，発生状況を観察した後，   

4％パラホルムアルデヒド／PBTで固定してw加1e一皿Ounti那血血沖止血za血）皿に供した。  

∫．ノ酪計処腰  

実験結果をMicro50魚Excdのadd血プログラムStatcel（柳井，1998）を用い，スピアマン順   

位相関係数の模定によって統計的に解析した。ア＜0．05で統計的に有意差ありとした。  

結果  

J．ニワトヅ発生過程におけるダgβアブ2．首およびダgβメリ2仇及ⅣAの分布  

chFKBP12．6とclⅢP12の遺伝子発現の発生過程におけるプロファイルをNorthem blot解   

析で比較した（Fig，3－1）。ChFKBP12．6とchmP12それぞれの特異的cDNAブロープは互いに   

交叉反応せず，第二章並びにObata et al．，（2001）と同様に，ニワトリ胚組織においてそれぞ   

れ～1．6kbの単一バンドと～1．5および1．8kbの2本のバンドを検出した（Rg．3－1）。CIIFKBP12．6   

遺伝子の発現は，胚発生の過程（ステージ34および41）ではほぼ心房および心室に局在して   

いた（Rg．3－1，A andB）。第二牽でも示したように，心房でのcIIFKBP12．6発現量は発生に伴い   

徐々に減少したが，一方で心室の発現は急速にdown－reg山adonされ，肺化後では心室での発現   

は検出できなかった（Rg．3－1C）。肺化後では脳や脚（骨格筋）での発現も認められるようにな   

り（Rg．3－1C），3週齢になると心房での発現量はさらに脳や骨格筋のものと同等にまで減少し   

ていた（Rg．3－1D）。対照的に，CllFXBP12遺伝子の発現はステージ34および41で解析したす   

べての組織で検出された（ng．3－1，AandB）。すべての組織でcllFKBP12の発現量は3週齢まで   

減少を続けたが，脳や心臓（心房・心室），筋胃（平滑筋），脚（骨格筋）では比較的強い発現  
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のままであった（Rg．3－1D）。  

ステージ4～12までのニワトリ胚におけるcllFKBP12．6およびcllFKBP12mRNAの時空間   

的な局在をwhole－mOuntinsituhybridizationによって解析した（Fig．3－2）。どのステージでもセ   

ンスプローブによるコントロール解析ではシグナルは認められなかった（データ未掲載）。   

chRKBP12．6遺伝子の発現はステージ8の左右心臓原基領域（Fig．3－2B），ステージ9および10   

の融合中のlinearhearttube（Fig．3T2，CandD），ステージ12のloqpingheartfube（Fig．3－2E）で   

それぞれ認められた。Cゐダ忍βPJ2．∂ よりも c九F疋βPJ2 の発現量が多かった。C九闇PJ2 は   

c九F忍βPJ2．∂の発現領域も含めた胚の全域で発現していたが，特に神経摺や神経管での発現が顕   

著であった（Rg．3－2，N）。  

2．胚発生におけるダ㍍〃古顔ヰによる影響  

初期胚形成におけるFKBPの役割を解析するため，FKBPのPPIase活性を阻害する免疫抑   

制剤FK506を様々な濃度で添加したステージ3～8のニワトリ月杢を加l府和で培養した。FK506   

処理した胚の死亡は観察されなかった（Tゝble3－1）。24時間培養後（ステージ11～12）にFK506   

処理群（3／27，11％）およびコントロール群（1／7，14％）で逆向きの胚（心臓のloophg方向お   

よび頭部の屈曲方向が左向き）が観察された。しかし，投与濃度（rJ＝0．349809）および投与し   

たステージ（n＝0．弔31551）と異常発生には統計的な関連性は認められなかった。  

∫．レチノイン靡炭ヰ胚におけるダgβア遭伝子の発弟  

モルフォゲンとしての過剰レチノイドによる cbfKBP12．6および血FKBP12遺伝子の発現   

に対する影響を，f乃Vi加でステージ3～9から24時間培養したニワトリ初期胚形成過程にお   

いて解析した（恥ble3－2，Rg．3－3）。この培養期間中に心臓原基は融合してh鮎訂血e訂ttubeを形   

成し，拍動を開始する（ステージ10～12）。コントロール群（1％DMSO）の心臓の全体構造（Rg．   

3－3，AandF）は，無処理胚（コントロー／レ群）のもの（Fig．3－2，EandJ）と違いは認められな   

かった。RAの添加による心臓の異形成はRA濃度依存的であった（P＜0．05，m＝－0．37566867）   

が，添加したステージには統計的な関連性は認められなかった（n＝0．0589467）（恥ble3－2）。  
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高濃度RA（100叫M）では，完全な心臓欠損を含む重度の形成不全や心臓の異形成を示した（逆   

向き胚以外で27／36，75．0％）。RA濃度10い入4でも心臓の異形成がいくつか認められた（2／26，   

7．7％）が，ほとんどの胚で拍動するbeart山beが形成されていた（24／26，92．3％）。最低濃度RA   

（1pM）では心臓形成にほとんど影響はなかった（2／21，9．5％）が，DMSO含有mediumで処   

理したコントロール月杢ではその様な異形成は観察されなかった。  

1匹MRA処理した胚（データ未掲載）でも同様に，DMSO含有mediumで処理したコント   

ロール胚における心筋細胞系列の分化やc九F疋βPJ2．∂およびc九FだβPJ2の発現パターンは正常   

であった（Fig．3－3，AandF）。10匹MRAで処理した胚では，心臓のloopingが逆方向になった胚   

でも，心臓特異的なc九FだβPJ2．∂および全身で発現しているc九F足βPJ2の発現パターンに変化   

はなかった（Rble3－2，Fig．3－3，Ba皿dG）。100いMRAで処理した胚のほとんどで様々な心臓の   

異形成が認められたが，CbFKBP12遺伝子の発現は胚の全身で認められており（Fig．3－3，HJ），   

またcbFIくBP12．6遺伝子の心臓への局在については，二叉心臓のような異形成心臓においても   

維持されていたが，心臓を欠損している胚では認められなかった（Fig．3－3，C－E）。  

考察  

ニワトリFKBP12．6（GeneB弧k accessionno．A】〕074887）とFKBP12（ABO55761）タンパク   

質の間ではアミノ酸配列で78％の相同性を示す（Fig．2－1B；Obata etal．，2001）が，晴乳類の   

Ⅰ了KBP12．6（ヒト，NMOO4116；マウス，NMO16863；ウシ，A53924）とFKBP12（ヒト，NMO00801；   

マウス，NMOO8019；ウシ，P18203）の間ではそれぞれ82～86％の相同性を示す。FKBP12．6お   

よびFKBP12タンパク質には機能的，構造的にいくつかの類似点がある。これにはRyRsへの   

作用や，FK506やラバマイシンで阻害されるPPIase活性などがあるが，FKBP12はRyRlに結   

合するので，FKBP12．6のRyR2への選択的結合に関与しているアミノ酸残基はFKBP12とは異   

なっている。第二章およびObata e一山．，（2001，2002）で示したように，ニワトリ胚発生過程  
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でのこれらの遺伝子発現は互いに大きく異なっている。本研究においてfK玉P12．6および   

FKBP12の発生過程における役割を解析するために，まずこれらの胚発生後期から醇化後にか   

けての発現分布と発現量をさらに詳鰍こ比較解析したところ，第二章（ng．2－2）やObataet al．，   

（2001，2002）の結果を支持するとともに補完するものであった。  

ニワトリ fKBP12．6およびfKBP12mRNAは僻化後も明らかに心房に共存しており，心室   

ではFKBp12だけが検出された。哺乳類ではfKBP12．6が心臓の主要なFK丑Pアイソフォームで   

あるにもかかわらず（Lametd．，1995；Ⅵmemanetal．，1996），FKBP12．6mRNAの発現量は醇化   

後のヒナの心臓においてもFKBP12皿RMよりも少ない。動物種によって分布や役割が異なる   

のだろうか。解析したそれぞれの組織でのFKBPの発現分布や発現量が異なっていたこと，そ   

してFKBpがそれぞれの細胞タイプで様々な機能を有するからも（W皿getal．，1994；Okadomeet   

al．，1996；Ba瑠etal．，1997；Yaoetal．，2000；Aghdasietal．，2001），これらのタンパク質の分布を   

解析することが重要であり，また成体心臓におけるFKBP12．6 とFKBP12の役割や成体骨格筋   

における FKBP12．6の役割を明らかにする必要があるだろう。3適齢ヒナにおける脳での   

cllFKBp12、6遺伝子の発現と同様に，以前にもウエスタン放でウサギ成体の脳においてFKBP12．6   

の発現が検出されている（Cannodyetal．，2001）。マウス脳におけるRyR2の検出（Rosemblitetal．，   

1999）を考慮すると，FKBP12．6は成体の脳内における細胞内Ca2＋放出の調節にも関与している   

のかもしれない。  

cbFKBPl之．6遺伝子の発現は初期発生過程で心臓領域に限局されているが，ChFKBP12遺伝   

子の発現は心臓領域を含む胚の全身で検出された。これらの結果は，それぞれの役割と同様に，   

発生過程におけるFKBP12．6の発現制御機構がFKBP12のものとは異なっていることを示唆し   

ている。初期胚で心臓中胚葉領域に限局して発現するFKBP12．6（ng．2づ）は，心臓型転写因   

子の制御下にあると推察される。そこで，これらの遺伝子発現に対するモルフォゲンとしての   

過剰RAの影響を初期ニワトリ胚で解析した。レチノイドの添加によって，ニワトリ胚の心臓   

発生や心臓特異的遺伝子の発現に異常が誘発される（Osmondetal・，1991；Yutzeyetal・，1994．；   

uberatore et al．，2000）。C九F疋βPの発現パターンは異常形成胚においてもほとんど影響されず，   

cbFKBP12．6遺伝子の発現は心筋細胞の分化に従っていた。ニワトリ胚のRA処理によって転写  
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因子乃ズ5やGAm4の発現領域は後方側方領域にまで拡張化される（uberatore et止，2000）。従   

って今回の結果から，CllⅢ迅P12．6遺伝子の発現は少なくともこれらの転写因子による制御を受   

けていないことが示唆された。初期胚発生過程におけるFKBPの発現開始や発現制御について   

はさらなる解析を進めなければならない。  

FKBPのFK506への結合によって，FKBPのmase括性が阻害される（Scb托iber，1991）。FK506   

投与では初期胚発生に何も影響がなかったので，FKBPは初期胚発生には必要ないのかもしれ   

ない。円こS鵬の楷卵5 日（ステージ27）胚への投与によって胚が死んでしまったことや，酵卵   

7日（ステージ31）胚への投与により心不全を引き起こしたこと（Obataet al．，2001）を考慮す   

ると，むしろFKBゼは発生のより後期段階で機能しているのかもしれない。加えて，F定評J2   

またはFだβPノ2．∂欠損マウスは少なくとも発生中期までは正常に発生している；前者は重度の   

心臓形成不全により14．5dpcで死亡，後者は出生後に心臓の肥大化が起きている（Shou・et d・，   

1998；Ⅹhetal．，2002）。また，0．01～1mM濃度のFK506を投与して54時間（ステージ14～17）   

まで培養を継続しても，その胚発生や拍動の開始に影響はなかった（データ未掲載）。FⅨ506が   

ⅦPに結合すると，心臓型および骨格筋型RyRsからFKBPを解離するmmemmetal・，1993；   

Lametal．，1995；Timermadletal．，1995）。しかしイヌの心筋では，細胞質にFKBP12とFKBP12．6   

の両者が存在するにもかかわらず，加＝融和でFK506処理してもCa2＋放出チャンネルのゲート開   

閉特性に影響を及ぼさない（TheⅡnan etal．，1996）。従って，FKBP12とFKBP12．6が初期胚で   

はともに町RsによるCa2＋放出の調節には関与していない，もしくはニワトリ初期胚発生過程   

ではⅢ鵬がFKBPの活性を阻害できないことが示唆された。FKBP12はTGF－βタイプⅠ受容   

体に結合することでTGF－βシグナル伝達系の働きを抑制することが示されている（Ⅵo et al・，   

2000；Agb血si飢aL2001）。つまりFK506の投与によってFKBP12の活性が阻害された場合，   

TGF牒シグナル伝達系の働きは抑制が解かれるために活性化されると仮定できる。初期ニワト   

リ胚発生においてFKBP12は全身で豊富に発現しており，またFK506を投与された初期ニワト   

リ胚が正常に胚発生を進行したことから，初期胚発生過程においてはFKBP12が細胞の増殖や   

成長・分化に重要なTGFβファミリーポリペプチドシグナル伝達系には関与していないのかも   

しれない。実際，FKBP12欠損マウスの線維芽細胞において検出可能なTGF－βシグナル伝達系  
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の促進効果は認められていない佃a5血getai．，1998；Shouetal．，1998）。  

結論として，FKBP12．6およびFKBP12両遺伝子はニワトリ胚において強い発現があるが，   

その発現領域が異なっていることが示された。心臓におけるc肝ⅩBP12．6遺伝子の発現は発生   

の進行に伴ってdown－regulationされ，心房に限局されるとともに脳や骨格筋での発現と同等な   

ものとなった。初期胚発生および心臓形成におけるFKBPの役割はまだ明らかにしなければな   

らない。しかし，特異的阻害剤である口び06は初期胚発生になにも影響をおよぼさなかった。   

T細胞においてFKBP12だけがnこSO6作用を伝達できる（Ⅹu et al．，2002）ことから，心臓細胞   

系列におけるFKBPのFK506への親和性が発生段階に依存しているという可能性も残されてい   

る。  

小括  

ニワトリ胚発生において，FKBP12．6とFKBP12の発現パターンの比較解析を行った。ニワ   

トリ FKBP12．6とFKBP12はアミノ酸配列がよく保存されていることから，性質的・機能的に   

よく似ていることが推察される。Nor血併n blot解析によって，発生中期以降から臍化後3週齢   

では，CたF疋βPJ2は様々な組織で広く発現しており，発生の進行に伴ってそれぞれの発現畳が   

減少すること，またc7もF疋βPJ2．∂は発生過程では心臓で発現しているが，発生の進行に伴って   

発現畳が減少するとともにそれが心房に局在し，醇化後もこの局在が維持されていることが明   

らかにされた。またFKBP12．6は心臓型とされているにもかかわらず，階化後の心臓での発現   

畳は発生過程から僻化後を通じてダⅩβPJ2よりも少なかった。fKBP12は発生過程の様々な細   

胞の生存または機能に必要な役割を担っており，JL、臓においてはFKBf12 と心臓型である   

FKBf，12．6がそれぞれの機能を有していると推察された。C肝だβPJ2は発生初期から全身で発現   

しているが，CみF髄PJ2．∂は心臓特異的に発現する。発生初期胚における両者の発現制御および   

機能を解析するため，初期ニワトリ胚にロ臼06を投与したが，その影響は観察されず，嚢胚期  
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ではすでに両者が発現しているにもかかわらずR慧06に阻害されない，もしくは初期胚段階で   

はこれらが機能していないことが示唆された。一方，RAの初期胚への添加により胚ならびに   

心臓の異形成を誘発したが，C肝疋βPJ2．∂の発現パターンに変化は観察されなかった。従って   

C九F疋βPJ2・∂は過剰RAの影響を受ける転写因子の下流にはなく，他のシグナル因子などによる   

心臓形成パターニングに従っている可能性が示唆された。  
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1払ble3－1・LackofeffectofFK5060nthedevelopmentofchickembryosculturedinvitTD・  

Embryomicdevelopment（％）  
FK506  Stage at No．of   

Abnoml山i也es  
（mM）  treated  embryos  Normal   

Inverteda  O血erb  

5イ  3  2（66こⅥ  1（33．3）  0（0）  

7」主  5  4（80．0）  1（20，0）  0（0）  

3  3（100）  

6  6（100）  

3  3（100）  

0（0）  0（0）  

0（0）  0（0）  

0（0）  0（0）  

2  2（100）  

3  2（66．刀  

2  2（100）  

0（0）  0（0）  

1（33．3）  0（0）  

0（0）  0（0）  

3  3（100）  

2  1（50．0）  

2  2（100）  

0（0）  0（0）  

1（50．0）  0（q  

O（0）  0（0）  

Embryoswerec－11turedfor24hat380cinthepresenceoftheindicatedconcentrationsofFK506（ZerO  

COnCentration representsl％ethanoIvehicle），after whichthey were exmied for developmental  

abno皿alities・aEmbryos e血ibitedinvertedloqplng Oftheheartandcranialflexures・bEmbryos were  

malformedorexhibitedteminationofmorphogenesis・Theincidenceofabnormaldevelopmentwasnot  

SignincantlyaffectedbythedoseofFK5060rthedevelopmentalstageattreatment・  
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Thble3・2・EffectsofRAonheartdevelopmentinchickembryosculturedinvitTt）．  

Heartmorp血ogenesis（％）  
RA  Stage at No．of   

Abnonna山des  
（pM）  treated  elnbryos Normal   

Inverteda  O血erb  

100  3－4  

5－j  

7－9  

16  1（6．2）  

11  2（18．2）  

9  4（44．4）  

2（12．句  13（81．3）  

0（0．0）  9（81．8）  

0（0．0）  5（55．6）  

10  11  7（63．6）  

9  6（66，刀  

6  5（83．3）  

4（36．勾  0（0．0）  

2（22．2）  1（11．1）  

0（0．0）  1（16．刀  

8  6（75．0）  

7  4（57．1）  

6  5（83．3）  

1（12．刃  1（12．5）  

2（28．6）  1（14．3）  

1（16．刀  0（0．0）  

9  8（88．9）  

9  7（77．8）  

4  4（100）  

1（11．1）  0（0，0）  

2（22．2）  0（0．0）  

0（0．0）  0（0．0）  

Embryos were culturedfor24h at380cinthepresence oftheindicated concentrations ofRA（ZerO  

COnCentration representsl％DMSO vehicle），after whichthey were ex血ed for developmental  

abnormalities・aEmbryosexhibitedinvertedlooplngOftheheartandcranialflexures・bEmbryosexhibited  

Otherheart malformationsincl11ding complete orpartialcardiabifida，Situsinversus，Or the complete  

absenceofthelleart．TheincidenceofheartabnormalitieswasincreasedbytreatmentwithRAinadose－  

dependentmalmer（P＜0・05）butwasnotsignincantlyairectedbydevelopmentalstageattreatment・  
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第四章  総 括  

高等動物の複雑な心臓形態形成は，時間的・空間的に秩序だった多くの過程，すなわち，   

由来の異なる細胞集団の移動・増殖・分化・プログラム細胞死・相互作用によって成り立つ。   

心臓の発生に関与する多くの遺伝子が報告されているが，いまだ胚発生期における細胞の可能   

性もしくは可塑性を網羅するには至ってはいない。心臓に限局して発現する転写因子による心   

筋遺伝子発現の調節や隣接した細胞・組織間の情報伝達を担う細胞増殖因子シグナル伝達系を   

中心として，心臓発生の機構を完全に理解するにはまだしばらくの時間が必要であろう。  

本研究では心臓特異的に機能するとされてきたFKBP12．6について，その胚発生過程にお   

ける遺伝子発現と機能について解析をおこなった。FKBPファミリーは，FKBP12が免疫抑制剤   

FK506の細胞内リガンドとして初めて単離されたことから免疫系における機能が重要とされた   

が，様々な組織・細胞に広く存在しており，また様々な機能を有することから，タンパク質問   

の相互作用を調節する分子の一つであると考えられるようになった（Kay，1996）。実際に，   

FKBP12が細胞周期を調節していることも明らかにされている（Aghdasietal．，2001）。FKBP12．6   

もそのPPIase活性により心筋細胞の収縮に関与するCa2＋動態に重要なRyR2を調節していると   

されている。FだβPJ2．∂ノックアウトマウスではそのCa2＋調節の破綻から心肥大が引き起こされ   

る（Ⅹhet山．，2002）。さらにはCa2＋オーバーロードによる心疾患に対する新しい治療法として，   

FKBP12．6を介して心筋町R2を安定化する方法も報告されている（Ⅵnoet山．，2003）。つまり   

心筋細胞が正常に機能するためにはFKBP12．6は必要不可欠な分子であると考えられ，今後の   

心筋再生療法やES細胞などの幹細胞系を用いた心筋細胞置換療法のためにも，発生過程にお   

けるFKBp12．6の役割や制御機構の解明には重要な意義がある。  

そこでまず第二章において，これまでに報告のないニワトリ FKBP12．6ホモログの核酸お   

よびアミノ酸配列を明らかにし，C九F疋βPJ2．∂の発生過程における発現様式を解析した。心臓型   

とされるFKBp12．6は予想通り心臓で豊富に発現していたが，発生中期にその心臓での発現の  
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ピークを迎え，その後は発生に伴ってdown－regulationされるとともに，酵化後は心房へと局在   

した。これは第三章でもさらに詳細に解析している（ng．3－1）。n岱P12．6の関与するCa2＋動態   

の解析に成体の心室筋標本を用いている報告もあるので，動物種によってその分布が異なるの   

かもしれない。F疋βPJ2．∂ノックアウトマウスが発生途中までは正常に形態形成を進行すること   

（Ⅹ血etal．，2002）や，発生中期にFK506を投与されたニワトリ胚が死んでしまうこと（Obataet   

山．，2001）も，この発生過程に特有の発現様式に関係があるのかもしれない。また興味深いこと   

に，心筋の収縮機能に関与しているとされていたにもかかわらず，心臓原基中胚葉で局所的に，   

収縮が開始されるよりも早くからc九FだβPJ2．∂は発現を開始しており，心筋細胞の分化開始と   

ほぼ時を同じくしてc肝疋βPJ2．∂の発現が開始されることが明らかになった。第三章でRAの   

投与によって心臓の異形成を誘発しても，心筋層特異的なc九FだβPJ2．∂の発現は維持されてい   

た。つまり c肝疋βPJ2．∂の発現制御は過剰RAの影響を受けず，また心臓（心筋細胞）の分化   

に従って制御されているようである。しかし，発生過程に伴って変化するこの発現制御は心筋   

細胞の多様化とは関係なく，むしろ心筋細胞の成熟もしくは僻化による形質の最終分化に関係   

していると考えられる。  

第三章で発生初期ニワトリ胚におけるFKBPの機能を調べるために，特異的阻害剤である   

FK506を投与したところ，胚の発生にはなんの影響も観察されなかった。FK506はFKBP12．6   

およびFKBP12と結合してそのPPIase活性を阻害する。どちらも初期胚でのmm発現は認   

められた（Rg．24，Fig．3－2）だけでなく，心臓の拍動開始によってFKBP12・6の発現量が増大   

するにもかかわらず，それらの機能を阻害しても胚発生や心臓形成に影響は認められなかった。   

投与量はObataet山り（2001）が発生中期胚に用いた量（胚の死亡または心臓肥大を誘発）よりも   

過剰であった。F足肝J2またはFだβPJ2．∂ノックアウトマウスが発生途中までは正常に発生を進   

行する（Sbouet山．，1998；Ⅹ血etal．，2002）こととも一致する。したがってFKBPは初期発生に   

は必ずしも必要ではなく，この時点では以降の発生過程での機能に備えて準備されているのか   

もしれない。もしくはFK506では阻害できない別の役割に携わっているのかもしれない。しか   

し現時点では，FKBP12．6の機能については町R2の安定化や調節に関する報告のみを確認する   

にとどまっており，今後の研究の進展に期待がもたれる。  
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これらの知見は，今後FKBP12．6に関する機能的タンパク質レベルでの役割の解析だけで   

なく，心臓形成・心臓表現型発現などに関わる機能解明への不可欠な基盤となるであろう。正   

常な心筋細胞の分化の仕組みを解明することによって，新たな因子や新たな機能が発見され，   

病因の解明，さらには新しい治療法の開発につながる可能性が広がっていくものと考えられる。  
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