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【研究の背景と研究目的】

動物のからだは、単に細胞が寄り集まっただけのものではない。胚期のしかも早い時期か

ら、組織細胞が細胞外基質と呼ばれる構造タンパク質を分泌することで、付着性細胞が寄

り集まるための堅固な足場を構築しその多細胞体制を維持するための支持組織としてい

る。胚が成長し、大きくなっていくためには、この細胞外基質の足場を部分的に取り壊し

ながら、新たな足場を作り直す作業を 絶え間なく行っている。この組織のリモデ リング

と呼ばれる動的な現象のうち、 「壊す」方の役割は、細胞外で働くプロテアーゼが担う。

中でもMatrixMetalloproteinase(MMP)と 呼ばれる一群の亜鉛要求性プロテアーゼは、

胚発生の後期から成体組織に至るまで、20種 類以上のメンバーが様々な組織で活躍する

ことが これまでの研究から分かっている。即ち、MMPは 大きなファミリーを形成し、

癌細胞の転移、傷口修復、力エルの変態、リウマチ、受精後の哺乳類胚の胎盤組織への

着床などのさまざまなシーンに必要な酵素群であることが分かっている。

脊椎動物の後期胚や成体におけるMMPの 研究は、ヒトの癌に関連した研究を頂点とし

て非常に活発に行われている。しかしながら、胚のサイズは小さいが細胞が激しく動き回

り、劇的に相互の位置を入れ替える時期である原腸形成期(外胚葉 ・中胚葉 ・内胚葉の

三つの胚葉が作られる時期)に おけるMMPの 役割は、未だにほとんど調べられていない。

しかも、MMPの 分解基質となる細胞外基質成分のタンパク質は、すでにこの時期よりも

前の発生段階から先行して胚内に蓄積されることは10年 以上も前から判明しているのに

もかかわらず、である。

棘皮動物のウニ胚や、両生類アフリカツメガエル胚では2-3種 類のMMP遺 伝子の転写

が原腸胚で始まる、あるいは継続中であることが近年報告されたが、哺乳類のMMPが 、

上述の原腸形成という形態形成運動に関与するか否かについては、関与するという報告と

関与しないという報告の双方が対立したまま決着がついていない。最近では、昆虫のモデ

ル動物であるDrosophilamel∂nogas亡erの 胚発生にMMPが 全く関与しないという報告も

ある。

このような背景から、我々は、有羊膜類として哺乳類に近い発生様式を持ちながらも、

子宮の中ではなく卵殻内で発生するために 実験生物学的な操作が容易な鳥類ニワトリ胚

を材料に、その原腸形成期*にMMPの 遺伝子発現が生じているか否かについて検討した。

零
_ニ ワ トリ胚で は、原条形成 期 と呼ぶ ことが 多い。
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匿主な成果薯

MMPの アミノ酸 配列は、い くつかの ドメイン構造を有 してお り、相互に類似 したアミノ

酸モチーフを持つ領域がある。中でも、もっとも保存性の高いモチーフである、

PRCG(V/N)PDとVA(A/V)HE(F〃L)GHの2箇 所 の塩基 配列のパタ ーンを推定 し、その

degeneracyが ある程度 の数 に収 まるよ うに設計 したprimer群 をも とに、degenerate

PCR法 によるニ ワ トリ胚totalRNAの 増幅 を行 った(図1)。 得 られた増幅断片 をpGEM-T

ベ クター にライゲ ーシ ョンし、 これで大腸菌株JM109の トランス フォーメーシ ョンを

行 った。挿入配列(PCR産 物)を 含 む プラス ミ ドを持 った コ ロニーをカラーセレクションに

よ り単離 し、増殖させてプラスミ ドDNAを 精製 し、サイ クル シークエ ンス法 により塩基

配列を決定 した。

図hdegeneratePCRのprimerに 用 い た領 域 。 各 種MMP間 で 、 最 も保 存 さ れ た領 域

を 用 いた 。primerの デ ザ イ ンはYangetal.(・ ・)に 倣 った もの を用 い た。
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決 定 した塩 基 配 列 の 中 に は、 相 同性 検 索(BLASTsearch)の 結 果 、 両 生 類 ツ メ ガ エル の

str-ornelysin-3に 相 同 性 の 高 い ク ロ ー ン(図2)と 、 すで に既 報 の あ る 、 ニ ワ トリMT3一

擁MPと 相 同 性 の 高 い ク ロ ー ン(図3)と が 多数 出現 した 。 ま たe2例 な が ら、 哺 乳 類 のNiT2一
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MMPに 相同性の高 いク ロー ンも得 られ た。ニワ トリstromelysin-3と ニ ワ トリMT2-

MMPに 関 しては、新規の部分塩基配列決定 となる。今後、RACE法 とよばれ る方法で 、

stromelysin-3,MT2-MMPの 翻訳領域 全長の塩基配列決定 を行う必要がある。

図2:最 上 段 が 、 今 回部 分 塩 基 配 列 決 定 に成 功 したchickstromelysin-3の 推 定 ア ミ

ノ酸 配 列 。Xenopusstromelysin-3と の 相 同性 はBLへSTxで87%と 非 常 に高 か った 。

口 はRXKRモ チ ー フ(後 述)。
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図3:下 段が 、今 回部分塩基 配列決定 に成功 したchickMT3-MMPの 推定 ア ミノ酸配列。

既知の登録配列(GenBankNo.U66463)と は1ア ミノ酸残基分違 って いた。材料 とした

ニワ トリ種の違いが原因かもしれない。口はRXKRモ チ ー フ(後 述)。
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【考察】

ツメガエルStromelysin-3は 、幼生か ら成体へ の変態の際の尾の短縮や 消化管組織の

リモデ リングに働 く酵素であることが知 られている。細胞外基質の うち、lamininや

fibronectinを 基 質 とする。ニ ワ トリ胚の原腸形成 においても、これ らlamininや

fibronectinが 細 胞の足場 とな る細胞外基質 として必須の役割を担 うことが、様々な実

験か ら示されている。これ らの報告からすると、ニワ トリStromelysin-3が ニ ワ トリ胚

の胚葉形成運動 に重要な役割を担 うことが期待されるので、今後、アンチセンス核酸法な

どを用いてこれの機能解析実験を行いたい。MT3-MMP,MT2-MMPは 、細胞膜 貫通領域

を持 つMMPで ある。 これ らに関 して は、従来 は、MMPフ ァミ リーの他 のメ ンバー を活性

型 に変換する働きのみを持つものと見な されてきた。最近では、それに加えて、細胞膜 に
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アンカーされた状態で、MT-MMP自 身 も細胞外基質 を直接 分解 する活性を有するとの報

告が相次いでいる。ニワhリMT-MMPが 原腸形成運動 の際 に、 どち らの役割を担 うの

か、それとも成体組織 における報告同様 に、両方の働きを担 うのか について、今後生化学

的な解析を行 う必要がある。いずれ にせよsサ イズが小 さ く細胞数 も成体 ほど多くはない

ニワ トリ原腸胚の中で、膜アンカ0型 のMT-MMPが 、細 胞陥入の起 こる局所の場面で繊

細な近接作用を働かせていることが期待される。

胚葉形成期のニワ トリ胚から二つのMMP遺 伝子が検 出されたが、 この2つ の共 通項 は何

で あろか?MMPは 活性 を有 するまで に、多段階の活性化機構によって、厳密に活性発現

が制御され、MMPの 異常な高発現 によ り組織 が破壊 されるのを防ぐ仕組みにな ってい

る。Strornelysin-3とMT-MMPは 、prohormoneconvertase(PCfamily;furinな ど)

の仲間 によ って、 プロ ドメイ ン部分のRXKR配 列が認識 され そ の近傍 で切断 されることで

活性化され、活性型として細胞外 に分泌 されるタイプのMMPで あ る。他のMMPはRXKR認

識 配列を持たず、潜在型 と して分泌 された後に、MT-MMPな どによ って細胞外で部分分

解 を受 けeそ の後 自己触媒 反応 が生 じて活性化される。興味深いことに、Stromelysin

の仲 間は現 時点で3つ が同定 されて いるが、Stromelysin-3の みがRXKR配 列を持 つ。

stromelysin-3

MT3-MMP

VA(A/V)HE(F/i/L)GH

MMP-2回[=互=園 圏 騒圏國隆[亙]

①..シ グナル配列

② 。。プロ ドメイン

③_RXKR,furin切 断部位

④_触 媒 ドメイン(Z㎡+が 配位)

⑤_ヘ モペキシン ドメイ ン

⑥_膜 貫通 ドメイン

ゆ ...degeneratePCRに おいて、forwardprimerと した領域(潜 在型酵素でZn2+に ブタをする領 域)

<← 騒_degeneratePCRに おいて、reversepnmerと した領域(触 媒 ドメイン内部)

ニワ トリの初期胚細胞は、数が少なく、巨大な端黄卵の表層の ごく0部 の領域 に存在す

るため卵黄 か ら単離する作業が難 しく、0度 に多くのRNA,タ ンパ ク質 を得 ることが 困難

で ある。 そこで、ニワ トリMMPの 遺伝子の全長 を含む クロ0ン を得 た後 に機能解 析を行

うにあた っては、胚が0度 に大量 に得 られ細胞質へのmRNAの 注射実験(遺 伝子 の発現 実

験)の 行 いやす い等黄卵の ツメガエル卵を材料にすることを考えている。ニワ トリ胚な ら

びにツメガエル胚の原腸形成におけるStromelysin-3な どのMMPの 役 割 につ いて、ふた

つの脊椎 動物胚の長所を生か し短所を回避 しつつ、その共通性 と相違点を探る機能解析を

進めていこうと考えている。〃
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