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<要旨>

キイロショウジョウバエD,osophdamelanogasteTの複眼は､約800個の個眼から

成り立っている｡βa倭 異は､個眼数が減少し､その結果複眼の形態が棒状に

細くなる変異である(TICe,1914)aBa'H億 伝子は､Ba凌 異の原因遺伝子として

単離された (KoJlmaetal･1991)oBaTHl遺伝子はホメオドメインを含む蛋白質

をコードしており､複眼原基の光受容細胞前駆体Rl侭6や肱期の中枢神経系､

末梢神経系で発現していることから､BarHl遺伝子は複眼や神経の分化に関わ

っていると考えられる (H1gaShij.maetal･W92a､HlgaShuLrnaela‖992b)｡サザン

解析の結果から､BalHlホメオボックスと相同性の高い領域が染色体DNA上の

他のlocusにも存在することが推定された｡そこでこれを含む仮想的な遺伝子を

Ba,H2と名付け､BarHlとの関係を明らかにするために､Ba,H2に対応するゲノ

ムクローン及びcDNAクローンを単乾し､それらの塩基配列を決定した (第一
辛)｡

BaTH2遺伝子は､アミノ酸配列上BalHJ蛋白質と類似 したホメオドメインを持

つ蛋白質をコードしていることが分かった060アミノ酸残基からなるホメオド

メインのアミノ酸配列をBaTHJ､BarH2間で比較すると､DNAのmaJOrgTOOVeと

接触すると考えられているヘリックス3(KISSlngereta=990)を含め､56アミノ酸

が同一であったoこのことは､BarHl蛋白質とBarH2蛋白質が同じターゲット

DNA配列を識別し､結合することを示唆しているoBarHl遺伝子と同様､

BalH2遺伝子は3つのエクソンからなり､エクソンイ ントロンの境界構造 (エ

クソンのコードするアミノ酸配列を基にして考える)もBa,H/と対応 していたo

従って､BaTHJとBalH-7は進化の過程で遺伝子重複によって生じた一対のホメオ

ボックス遺伝子であると考えられる｡

BarHl蛋白質を三齢幼虫期に過剰発現させると､成虫の複眼の個眼数がBar変

異体のように減少する (KoJlmaetal･1993)Oそこで､BarH2蛋白質を三鈴幼虫期

に過剰発現させ､その効果を調べた (第一章)oその結果､BarH2蛋白質の過

剰発掛 二よっても成虫複眼の個眼数の減少が生じることが分かったO別の実-5夷

で､Ba,HIとBa,H2は正常なシステムにおいても桜能的にredundantであることが

示されている (HlgaShl｣lmaetal･1992b)o BarmBarH2蛋白質の共通桜能 ドメイ

ンを更に明確に特定するために､D.meJanogasEeTO)近縁種である



DrosophLla･ananassaeにおけるBarH2のcounterpartを単離し､コーディング領域の

塩基配列を決定した (第-章)｡なお､BalHJのcountell'art(Om(lD))の構造は

既に知られている (Ko)lmaetal･1991).D.meJanogasEe'Q)BarHlとBaTH2,及び

それぞれのD･ananaSSaeのcount叩art､合計4つの遺伝子のコードするホメオドメ

イン蛋白質のアミノ酸配列を比較した (辛-章)0 N末端付近の鰍 6アミノ薮

からなる小領域を別にすると､ホメオドメインとその下流の約65アミノ穀から

なるストレッチが高い相同性を示した｡また､ホメオドメインの直ぐ上読及び

蛋白質のC末端付近には中性条件下でプラス､あるいはマイナスに荷電してい

るアミノ酸に富む領域が存在していたO種々の欠失BarHl蛋白質をコードする

改変遺伝子を作製し､形質導入体をつくり過剰発現させ､複眼形態形成に及ぼ

す影響を調べた (第一章)｡以下の2つの点が明らかになった｡ (1)ホメオ

ドメインは､過剰発現による複眼異常の誘発に必須である｡ (2)荷電に富む

領域は､不要である｡

Ba,HlとBaJIH2遺伝子は染色体DNA上で約80kb離れて存在し､ある種の遺伝

子コンプレックスを形成している (HlgaSh)J]maetal1992a)O抗Ba,Hl抗体と抗

BarH2抗体を用いた実験により､調べられた全ての発現細胞においてBalHlと

BarH2が共発現していることが知られている (HlgaShlJLmaeta11992a)oBarHJ､

BaTH2間で逆位を起こしている変異体を用いた解析から､両遺伝子の共発現は､

BaJ-Hl,BarH2遺伝子間に存在する共通のエンハンサーによって制御されている

可能性が大きいことが示唆された (小嶋､修士論文)｡本研究では､これらの

共エンハンサーが実際に存在するのか否か､もし存在しているとすればどこに

存在しているのかを調べた｡BaTHJとBalH2間のゲノムDNAを断片化し､各断

片のエンハンサー活性を調べた (第二章)｡エンハンサーアッセイに用いるた

めのP因子ベクターは､レポーター遺伝子として1acZ遺伝子を､またプロモータ

~配列としてBa,Hlのプロモーター近傍断片を用いたO完成したベクターに､

蝕 領域のDNA断片を連結し､ショウジョウバエに戻 して形質転換体を得た｡

得られた形質転換体の臥 及び三鈴幼虫成虫原基をx-galの活性染色､あるいは

抗LacZ抗体による抗体染色を行ったoその結果､抗BarHりBarH2抗体による実

験から予測されたほとんど全てのBa'エンハンサーを単離 ･同定する事が出来

た (第二章)0

エンハンサーアッセイを行う過程で､行動異常を引き起こすBa,H2欠損株､

Df(1)B舵株に注目したoDj())BJ12株では､欠失のセントロメア側の断点が



Ba,H2遺伝子の近傍にあり､Ba'H2とその周辺配列が欠損しているaただし

BarHl遺伝子の欠損はない｡BaTHJ遺伝子とBaTH2遺伝子の互いに積能的な

redundancyを考慮すると､Df(1)B月2株ハエの行動異常はBaIHJβaTH2共エンハン

サーの欠損によると推察された｡そこで､BarH2遺伝子と共にBaJ･H2の近傍約

8kbの断片をp因子法によりか〝りβ〃2株に導入し､成虫の行動を観察した (第二

辛)｡エンハンサー導入株では行動異常が回復したが､BaTH2ミニ遺伝子のみ

の導入株では行動異常の回復は見られなかったO従って､Df(I)BH2株の行動異

常は､Bar共エンハンサーの部分欠失によるBar欠損変異であることが示唆され

る｡上述のように個体レベルのエンハンサーアッセイ系が既に確立しているの

で､成虫脳でのBaIHJβarH2の発現を調べることで､行動異常をつかさどる神

経細胞の特定が可能となるかもしれない｡

ショウジョウバエのセグメントボラ1)ティー遺伝子hedgehogは旺及び成虫原

基の前後方向の極性を決め､また三齢幼虫肢原基でのBaTHl､BaTH2遺伝子の発

現を調節していることが示唆されている (KoJlmaetal.論文準備中)｡そこで本

研究の第三章ではhedgehogの構造解析を行った (第三章)｡hedgehoDd畳伝子付

近にP因子が挿入したエンハンサートラップラインを用いてP因子近傍のゲノム

断片をクローニングし､次いで対応するcDNAクローンを得た｡仝塩基配列を

決定した結果､hedgehogはシグナルペプチドを含む471アミノ酸から成る蛋白貰

をコードしていることが明らかになり､hedgehog蛋白質が分泌性蛋白質として

権能していることが示唆された｡hedgehogのアンチセンスRNAを用いてm s,lu

hybndlZa【ionを行った結果､予想通り肱期及び複眼原基の後部区画特異的に発現

していた｡今後､hedgehog蛋白質の援能とBaJの発現との関連について､より詳

細な知見が得られることと期待される｡

附



<はじめに>

ある一つの遺伝子が決められた細胞内で発現するには､(1)まずそれぞれの

細胞がある信号を受け取ることにより位置情報を獲得し､(2)次にその信号が細

胞内を伝わり､(3)対応する遺伝子に働きかけて発現を促す､というステップが

必要であると思われる｡位置情報決定についての解析の一つとして､ショウジ

ョウバエの初期隆の形態形成が挙げられる (revleW;SりohnstonandNusslem-

volhard.1992).ショウジョウバエ初期肱の形態形成は､bLIcold遺伝子を始めと

するcoordinate遺伝子産物が濃度勾配を形成することにより腔の前後軸､背腹軸

が決定されることから始まる.次に､segmentation遺伝子が前後/背腹軸に従っ

てある繰り返しパターンで発現することにより､肱の分節化が起こる｡さらに

homeotic遺伝子が各体節で異なる発現を示す結果､各体節は特徴づけられる｡

このような一連のステップを経ることによって､腔の各細胞はそれぞれ位置情

報を獲得する｡位置情報決定は､初期旺だけではなく三齢幼虫期の成虫原基を

はじめ､様々な領域でおこることが知られている｡

次に､位置情報を獲得した細胞は､受け取った信号をそれぞれの細胞内に伝

達する｡ショウジョウバエの複眼分化に関するシグナル伝達の経路はその例で

ある｡ショウジョウバエの複眼は約800個の個眼から成り立っており (Readyel

al･1976;図IA)､それぞれの個眼は8個の光受容細胞oi卜 R8)を含んでいる(図

1B)｡このうち光受容細胞R7の分化に関して遺伝子産物カスケードが徐々に明

らかになってきた (図2)｡それによると､R7細胞の分化はまず受容体型チロ

シンキナーゼ遺伝子sevenless(sev)が､隣接するR8ceuで発現するbndeof

sevenless(boss)遺伝子産物を受けとめることによって始まる｡sev遺伝子産物を

発端にし､図2に示すような遺伝子産物カスケードを経ることによりR7細胞内

で信号が次々と伝えられる｡

以上のように細胞の個性が決定し､シグナルが伝えられることによって様々

な遺伝子が発現する｡異なる個性をもつ細胞では発現する遺伝子の種類も異な

ると思われる｡ところが､一部を除く全ての細胞は恐らく同一の遺伝情報を備

えている｡従って､遺伝子発現に共通なメカニズムだけでは遺伝子発現の細胞

特異性を説明することが出来ない｡しかし､ある発現制御因子に特異的に応答

LJTl



する遺伝子側の発現調節領域■'エンハンサー"が発見されたcBaner]ietal.1981).

エンハンサーが存在することによって､発現制御因子の有無に依存して遺伝子

発現を細胞ごとにそれぞれ規定することが可能なため､遺伝子は細胞特異性に

発現することが出来る｡

さらに､多くの異なる細胞で同一の遺伝子が発現する例がショウジョウバエ

の中で見出される｡異なる位置情報を有する細胞で同じ遺伝子の発現が制御さ

れるためには､エンハンサーの数が一つでは不都合であると思われる｡この不

都合は､それぞれの細胞に対応するエンハンサー (細胞特異的エンハンサー)

が別々に存在することによって解消される｡

エンハンサーの働きにより､それぞれの細胞で必要な遺伝子が発現し､その

結果､様々な額能を持つタンパク質が作られる｡これらの中には他の遺伝子発

現に関わる転写制御因子も含まれるoホメオドメインタンパク質､zincIFlngerタ

ンパク質､hellX-loop-hellXタンパク質､leucinezIPperタンパク質をはじめ､多く

の転写制御因子が現在知られている｡こうした転写制御因子が存在することに

よって､ある遺伝子が他の遺伝子､あるいは自分自身ををコントロールするこ

とが可能になる｡

本研究で解析したショウジョウバエの遺伝子BarHlとBaTH2はホメオドメイン

蛋白をコードしていることが構造解析の結果から示唆された｡従って､

BarHl/BarH2は他の遺伝子発現の調節に関わっていることが想像される｡また､

BarHl/BarH2に特異的な抗体を用いた解析から､BarHl/BarH2は様々な領域で発

現していることが明らかになった (HigashlJLmaetal.1992a)｡よって､

BarHl/BarH2遺伝子は一等の組織特異的なエンハンサーによって発現制御を受

けていることが想像され､本研究の結果から実際に一群の組織特異的エンハン

サーが存在していることが示唆された｡さらに､本研究の結果､BarHl/BarH2

が本来発現していない細胞での発現に関するエンハンサー (ectoplCエンハンサ

ー)の存在を示唆するデータを得た｡これらの結果を考えると､BarHl/BarH2

を解析することによって､ある位置情報を得た細胞内で､多様かつ複雑なエン

ハンサーが遺伝子の発現をどのようなメカニズムで制御し､また発現した遺伝

子産物がどのようなメカニズムで他の遺伝子の発現を制御しているか､という

問題を考えるモデルケースとなりうると思われる｡

LV)



第 一 章

ホメオボックス遺伝子BaTH2の構造 ･
発現 ･機能とBaz遺伝子産物の機能 ドメイン



<序>

Ba,(B)は､キイロショウジョウバエD'osophi/ameJanogas'e'において成

虫の個眼数が減少し､複眼がちょうど棒状のような形態をとる突然変異体であ

る(Tice,1914)aBaI領域は遺伝学的解析から第-染色体16Alocusにマップされて

いる｡β変異は､16Alから16A7領域が染色体上で重複しているために引き起こ

される変異であることが示唆されている(Bndge1936､Satton1943)aB変異より

よりさらに強い表現型を示すBaJTB叫BB)などを含めると現在までに40種類以

上のβar関連変異体が単離されている｡

DTO50PhIJaananasSaeにおいて､B変異と同様の複眼の奇形を引き起こす一許の

変異であるOT7変異が知られている0077変異は調べられた限り､ トランスポゾ

ンlomの挿入に起因した変異である (Shnmptonetal.1986)｡BaTHl遺伝子は､当

初か ananaSSaeの伽JrID)遺伝子のD.melanogasterにおけるcoun【erpartとして単離さ

れた(KoJlmae【al1991)O唾腺染色体に対するLnS)lUhybndlZatLOnの結果､Ba'HJ遺

伝子は16Alocusに位置し､Bar変異で重複し､RNA発現量がB変異体で上昇して

いたOまた､三齢幼虫期に外来BarHlミニ遺伝子を過剰発現させるとBa壕 異様

の複眼異常を起こすことが示された0(oJlmaelal1993)Oまた後述するように､

Bar遺伝子は発生分化の鍵をになう一種のホメオドメイン蛋白質をコードして

おり (KoJlmaetal.1991､第一章参照)､更に全てのBar変異はBarHJと､そのホ

モログBaTH2の間約80kbの間に染色体再編変異を伴っていた (HISaShLJLTnaet

al･1992a､一章参照)｡以上の結果を基に､BaTHJ遺伝子は､Bar変異の原因遺

伝子であると推察されている (KoJlmaetal.1991)｡

BaJ-H]遺伝子はホメオドメインを含む543アミノ酸からなる蛋白質をコードし

ている (KoJ.maeta11991)Oまた､抗BalHJ抗体を用いた解析から､BarHl蛋白

質は複眼原基上の光受容細胞前駆体Rl/R6で特異的に発現しており､モザイク

解析の藷異からBaTHlはR]/6の分化に必要であることも示されている

(HlgaShリ1maetal.1992a)O更に､Ba'HJは複眼の形態形成に重要な役割を持つと

示唆された.またBalHlは初期肱の中枢神経系及び末梢神経系を始め､他の様々

な領域の細胞でも発現し､ある細胞では機能的な要求性も示されているので

つ



(HlgaShlJlmaetal･1992b)､細胞の分化に広く関わっている遺伝子かもしれない｡

Ba,HL遺伝子のホメオボックス部分約02kbの断片 (KE81､図3bの断片A)を

プローブにしてショウジョウバエのゲノムDNAのHLJ7dIII,丘oRI,Bu71HI切断産

物に対して弱い条件 (<材料と方法>参照)でサザンブロットを行うと､いず

れの場合にもβarmに対応する濃いバンド以外にもうーカ所薄いバンドが検出

される 佃 3a矢印)Oこのことから､D.melanogasEe'にはBaTHJと相同性の高い

ホメオボックスを持つ配列が少なくとももうーっ存在していると推定された

(HlgaShり1maetal1992a)｡KE81断片をプローブとし､ショウジョウバエゲノム

ライブラリーをスクリーニングした結果､BaIHl領域と明らかに制限酵素地図

の異なるゲノムDNAクローン､九SF6と入SF9が単離された (図3C参照)aK王81

断片をプローブとし､得られたゲノムDNAクローンをサザン解析 したところ､

BaTHlホメオポ ノクスと高い相同性を示す部分があり､塩基配列の結果もこれ

を支持した (HlgaShlJlmaetal1992a)｡このホメオボックス類似配列を含む仮想

的な遺伝子をBa,H2と名付けた｡Ba'HIは宗田胞分化に広 く関わる遺伝子であると

推察されることから､もしBalH2遺伝子が存在すれば､Ba,H2もまた細胞分化に

関わる遺伝子であろうと想像された.また､BarHl蛋白質が桜能を果たすとき､

類似遺伝子産物 (BarH2蛋白質)はBarHlと何らかの相互作用をするかもしれな

いと考えた.この仮定が正しければ､BaTHlの桜能について解析する上でBa,H2

の単経 .解析は必須である｡そこで､実際このような遺伝子が存在するのか否

か､もし存在するならどのような構造を持っているか調べるため､この章では

まずcDNAクローンの単離を試みた｡

その結果BalH2のcDNAクロ:/が得られ､Ba,H2は実際に存在していること

が明らかになった (<結果参照>)｡得られたcDNAクローンと対応するゲノ

ムDNAクローンの塩基配列の解析の結果､Ba'H)と相同性の高いホメオドメイ

ンをコードしている点を初め､BalHlとの構造上の共通点が兄いだされたOま

た､BarH2蛋白質の過剰発現による影響を調べた結果､BarHl蛋白質と同株の影

響を引き起こすことが分かったoBarHl蛋白質やBa,H2蛋白質を過剰発現するこ

とによる影響の同一性が､それぞれの蛋白質のどのアミノ酸領域に由来するか

を明らかにするために､第二段階としてD･meJanogasEe,0)Ba,HltBa,F12とそれ

ぞれのD･ananassaeのcounterpartがコードするアミノ酸配列を再検討し､Bar遺伝
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子が横能するために必要な領域はどこか､過剰発現系を用いて解析することに

よってBarHl/BarH2蛋白質の横能共通 ドメインの特定を試みた｡



<材料と方法>

使用したショウジョウバエ棟

掛け合わせなどの一般的な方法はDrosphua:Alabola(Orymanual(AShbumer.1989)

などに従った｡

1.野生株として､Canton-Sを使用した.

2. P因子ベクターを導入するためのショウジョワハエ株として､選択マーカ

ーにrosy断片を用いた場合には,y506 株､選択マーカーにve,,n〟,on断片を用い

た場合にはβ6F,㍉ 06 株を用いた (<結果>参照) ｡

3 コンス トラクトが挿入した染色体をホモに持つ株を作製するために､

N8/FM7､CyO/Sco,'y506､sbTM3ノ 06/,flo (以上選択マーカーに,oW断

片を用いた場合)､N/FM7､V36f,cyo/sco,,y506､1j36f;sb7M3,y506/,flo(以

上選択マーカーにvem71ILOn断片を用いた場合) を使用 した｡

使用 した大腸菌椋とDNA

(A)使用した大腸菌株は､

1.プラスミド保持菌として

JM83 F,ala,A(lac-PrOAB),tpsL(0801acZ△MI5)

DH5α SuPE44,A/acU169(dBOJacZ△M15)hsdR17,JBCAI.endA1.gyrA96,
th1-1,IelAI

GM48 F-,LhT･leu.血-JacY,galK･gaJT,ala,fhuA･lsx,dam,dcm･supE44
2ファージの支持菌として

LE392 supE44,5uPF58,hsdR514,gaJK2,metB1･(tpR55,1acYI
C600hn F-,e14(mcTA-),hsdR,supE44,dlr-1,JeuB6,LJ71-1.lacYl,fhuA21

を用いた｡

(ら)スクリーニングには以下のファージライブラリーを使用 した｡



D.meJanogasteTgenOmiclibraTy@MBL3)
D.ananassaegenomJCllbrary伍MBL4)

DmelanogasteTCDNAllbrary(九一gt10,Pupalstage)

(C)クローニング用プラスミドベクターには､

pUc18/19､pBluescrlPtnSK+及びKS-(SmLaSene社)を用いた｡

(D)使用したP因子ベクターは､

1Camegle20 ;これらは選択マーカーとしてTOSメ宣伝子断片を持つ

(RublnandSpradllng,1983)｡

2.pYCl.8(Dr.Searlesより分与) ;選択マーカ-としてvermJJlon遺伝子を

持つ (FndeuandSearles1991､Sealesetal1990も参照)8

(E)ショウジョウバエの全ゲノムDNAは､canton-Sの全ゲノムを用いた｡

実験全般に使用したDNAと遺伝子工学的な手法

用いた酵素は T4DNAllgaSe､T4polym erase､KIenowfragment.T4

polunucleotldeklnaSe､MungtxannucJease､ExoⅢ (以上東洋紡講社製)であるo

また､制限啓蒙は､宝酒造社､東洋紡績社､NewEnglandBIOlab社のものを主に

使用した｡

制限酵素反応､ライゲーション反応を始めとする基本的な手順はすべて

MolecularClonLng(Sambrook.1989)に従った｡E.collへのプラスミド導入は､通常

CaC12法で行った｡非常に塩基数の長いプラスミド ト 20kbp以上)の導入には

BIO-1ad社のGenePalserを使用し､エレクトロポレーション法によってプラスミ

ド導入を行った｡

DNAに対するハイプリタイ七一ション (サザンフロット､プラークハイフリタ

イゼーション､コロニーハイフリグイセーション)

ブロッティング実験の基本的な手順はMolecularClonlog(Sambrook,1989)に従

った｡
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フィルターへDNA､7'ラーク､あるいはコロニーをトランスファーする方法

は､MolecularClonlT'g(Sambrook,1989)の方法､及び使用フィルターの添付マニ

ュァ)i,に従った｡プローブDNAのP32標識は､Dupont社のHybncIZatLOnPlobes

lat光ILlngSyStemS､及びICN社のα-P32-dCTPを使用し､37℃で3時間反応後､セフ

ァデックスG-50(Phamacla社)を用い未反応のP32-dCTPを分能することによっ

てラベル化されたプローブを精製した｡ナイロンメンブレンはアマーシャム社

のHybond-Nを使用した〇ハイブリダイゼーション溶液は

1M NaCl

10mM EDTA

50nlM Tns-HCl(pH80)
1×Denhardtsolut10n

O.2% SDS

Ol% llemngSpem DNA

の組成の溶液を使用し､65℃で1昼夜反応した｡反応後のフィルターを､

1)弱い条件-50℃の2×SSC､01%SDS溶液で数時間洗った｡

2)強い条件-65℃の0.I×SSC､0.1%SDS溶液で数時間洗ったo

ハイブリダイズするDNAのTm値はホモロジーが1%低下するごとに卜 1.5℃下

がる｡Tm値の計算式は

Tm(℃)-81･5+1616(log10[Na+])+0141×(%GCcontent)-0･63×(%forrnamlde

conc)-600/O)pprobelen筈th)

で表され､この式に上記の条件を当てはめると､強い条件では約80%以上の､

弱い条件では約60%以上のホモロジーを示すDNAをそれぞれ検出することが可

能であると思われる｡

これをオ-トラジオグラフィー (富士フイルム社のmedlCalX-rayrlTmを使用)､

あるいは富士フイルム社のバイオイメージングシステムBAS-2000を使用するこ

とによって結果を得た｡

DNAシーケンシンク

手順はMolecuLarCLonlng(Sambrook,1989)の方法に従ったO反応にはTakara社の
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BcaBestsequencingkJt､及びα-p321dCTPを用いたO

シーケンスプライマーとしてM13-M4プライマー及びRVプライマー､T3n7プラ

イマーを用いた｡また､必要に応じてBIOSearCh社のCycloneDNAsynthesIZerを便

いて作製した合成DNAをプライマーとして使用した｡得られたシーケンスデー

タの解析はBeckmaJu社のMICrOgenleなどを用いて行ったOまた､ホモロジー解

析は東京大学医科学研究所 ･ゲノム解析センターのスーパーコンピューター内

アプリケーション､FASTA及びBLASTを使用して行った｡

RNAに対するハイプリグイセーション

ショウジョウバエのtotalRNA抽出はGTC法を用いて行った｡粉末にしたサン

プルを55MGTCに溶解し､57MCsClに重層 した上で36000rpm,14hr遠心したO

これによってRNAをDNAから分離した上でフェノール,処理､エタノール沈殿に

よりtotalRNAを副 文した｡得たRNAはollgo(dT)セルロースによってpoly(A)+画

分を抽出した｡また､少量のmRNA抽出にはphamacla社のQuLCkprepmRNA

mlCrOPunfical10nk】tを用いたO得たmRNAは定量後､約5-20Llgをホルマリンーア

ガロースゲルnvIOPSに泳動 し､ナイロンメンブレンにトランス77-したo以

降の操作はサザンブロットと全く同じである｡

変性ゲルは､ lX MOPS buffer

l% Agarose

16･2% formaldehyde

を用いた｡

PrlmereXtenS旧∩実験

テンプレー トはRNAプロットの場合と同じ方法で単監したtolalRNAを100Llg用

いたoプライマーは､810SearCh社のCyclone｡NAsynthesIZerによって合成し､こ

れをT4poJynuc暮eotldeklJlaSe､および7-p32-ATPによって5'末端標語したものを



20000cpm分用いた｡これらを､hybndlZatlOnbuffer中で45℃､一昼夜アニーリン
グした｡エタノール沈殿後､逆転写酵素 (LLfesclenCe社製)で1時間､37℃反応

させ､フェノール処理､エタノール沈殿後､アクリルアミドゲルで泳動した｡

hybndlZatlOnbuffer 40nlM PIPES(pH80)
1mM EDTA

0.4M NaC1

80% fomlamlde

reversen-anscnptasebuffer● 50mM Tns-HCl(pH7.5)
60mM KCI

10mM MgC12
1mM eachdNTP
lmM DTT

唾腺染色体に対するハイプリグイセーション

プローブはプラスミドから切り出した二本鎖DNAをBoeh】lnger-Manllelm社のキ

ットを用いて非RIラベル (デイゴキシジェ二ンを付加 したUTPを使用)した｡

野生株の三齢幼虫期の頭部を解剖して得た唾腺を酢酸処理､固定､エタノール

脱水 し､その後プローブを混ぜたhybndlZat10nSOlutlOnに浸し､42℃で-星夜置

く02×SSC､37℃で洗浄後､抗dlg抗体中で抗体反応させ､洗浄後アル刀リフ

ォスフ7ターゼの発色反応によりバンドを検出した｡得られたサンプル!ま位相

差顕微鏡下で観察したO

抗体を用いた成虫原基の染色

この実験で用いた抗体は以下のものである｡

RabbltantL-BaTHlan【lbody 当研究室で作製

9



Rabbltann-BarH2antitxA y
GoatblO【inatedaJltl-RabbitrgG
Vectastain ABC-HRPkユt

当研究室で作製
Vector社製

vector社製

pBS中で解剖 して得た成虫原基を､4%parafomaldehyde/PBSで20分間固定する｡

0.2%Nonldetp-40/PBSによって浸透化したのち､抗体反応を (a)と同様の方法

で行ったOただし､基本となる溶液はPBTではなく､001%サポニンn,BSを使

用した｡

マイクロインジェクション

インジェクターは､成茂化学機械のマイクロマニュビレーターシステム及び

ニコン倒立顕微鏡システムを使用した｡産卵後30分以内のショウジョウバエ肱

(V,ry株､あるいはヴ株)を採取し､両面テープ上に50個程度整列したO整列

した肱の後端部に､DNA溶液を超細ガラス管を用いて注入した｡注入したDNA

溶液は､

コンス トラクトDNA 200-700ugJml

ヘルパーDNA (pTl25･7wcまたはpUchs△2-3) 50-200ughd

lXlnJeChonbuffer (10×‥01mMNaHPO4,5mMKCI/pH6.8)

であるC注入が済んだ鉦は､25℃の高湿度に保たれたインキュベーター中で生

育させた｡成虫になった時点で､1匹ずつ別々に掛け合わせ 掴 53に掛け合わ

せの方法)､その子供の中からコンストラクト導入株を､目の色を指標にして

選択した｡得られた導入株は､バランサー保持株 (前述)と掛け合わせ､安定

化させた｡

】0



<結果>

BarH2遺伝子の構造賢析

図3(b)の断片A､及び図3(C)の断片Cをプローブに用い､旺期および蛎期の

mRNA由来のcDNAライブラリーをスクリ-ニングしたoAをプローブに使用し

た場合はBaTHlのcDNÅクローン1種とBaTHlと異なるcDNAクローン3種が得られ､

C断片をプローブにした場合は1つのcDNAクローンが得られたo得られた4車重類

のBarHlと異なるcDNÅクローンを図4Aに示すo図のとおり､これらは全て

BalH2に対応するcDNAと考えられた.PBH-1とBHMト4の挿入断片の合計は

315kbであり､ノーザン解析の結果から推定されたBarH2のmRNAの長さ約

3.8kbよりも短かった (図10a).PBH-1とBflM1-4についてサブクローンのシリ

ーズを作製し (図4B)､仝塩基配列を決定したO作製したサブクローンのうち､

とぎれている部分 (図4B矢尻)については､別のcDNAクローンまたはゲノム

DNAクローンの塩基配列の結果と比較することによって確認した (図4b点線で

示した矢印)｡また､PBH-1及びβaTHlのcDNAクローンをプロ-プにして入SF6

(BaJ･H2のゲノムDNAクローン)､および別途単維されているゲノムD_NAクロ

ーン､GBH2-4とGBH2-8に対してサザンブロットを行ない､cDNAクローンの

大まかな位置をゲノムDNAクローン上に決定した上で､cDNAクローンに対応

する部分とその5'側及び3'側近傍のゲノムDNAクローンの塩基配列を決定し

た (図4C)o

t) cDNAクローンBHM1-4の3'側にはpoly(A)が兄いだされたことから､

BazH2hlRNAの3'末端から約3.15kbのmRNA情報がcDNAとして回収されている

ことが分かった｡射 こ､図5の1と2に対応する合成プライマーを作製 し､野生

株由来のmRNAを用いてプライマー伸長実験を行った｡1のプライマーでは

0･5kb以上lkb以下､2のプライマーでは約360塩基の長さのバンドをそれぞれ検

出した (Bl5b)｡これらの結果からBar〃加lRNAは､cDNAクローンの5'末端

約650塩基上流から転写されることが推定されたO予想されるRNAstaTtSlte(B5a

の3)の塩基配列AATACTCは､ショウジョウバエのRNAstartslteのコンセンサス

配列△TC△(Grr)r(旦工)Oiultrnarketal1986)と下線で示すように7塩基中4塩基が-
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鼓しており､その上涜28-34塩基付近にはTATA様配列TATATTAが存在している

ことから(図5aの3)､ここをBa,H2遺伝子の転写開始点と推定した (図5a,b)a

推定した転写開始点の位置から計算したBazH2のrnRNAの長さは3.8kbであり､

後述するノーザン解析の結果と矛盾しない｡

2)cDNAクローン､ゲノムクローンの塩基配列を比較 した結果､BaJ･f12遺伝子

は少なくとも3つのエクソンから構成されていることが示唆された(図6a)｡各エ

クソンはそれぞれ､約9kb,I6kbのイントロンによって分断されていた｡図6bに

示すように､BalH2とBalHlのエクソン-イントロンのJunCtlOn付近の塩基配列及

び予想アミノ酸配列を比較した結果､BarH2のイントロンエ クソンJunCtlOnの位

置は2箇所ともBaTHIと同一の場所であることが分かったOこれらのことは､

BarHlとBaIH2が進化上､遺伝子重複によって生じたことを示唆 している｡

3)得られたcDNAクローンは長いORfを含んでいた｡最も5･側にあるMetコド

ン(図5Cの969-971番目の塩基)の917塩基上流には1nnameで終止コドンが存在 し

ていた (図5Cの*印)｡上記のMetコドンの下流には2つのMe【コドン (g6､978-

980と9901992)が存在していたOショウジョウバエの翻訳開始点付近のコンセ

ンサス配列､(C/A)AA(〟C)ATG (Cavener,1987)とこれら3つのMetコドン付近の

塩基配列 (順にACACATG ､CACAATG､GGAAATG)を比較すると､1番目と2

番目はATG以外の4塩基中3塩基が一致していた｡一方､3番目は4塩基中2塩基

しか一致していなかった.他の1nflaJTleのATGの5.側4塩基を調べたところ､3塩

基以上一致しているMetコドンはBalH2の中で1つも見出されなかった｡よって､

cDNAがコー ドするBaI･H2遺伝子の翻訳開始点は1番目か2番目のMetコドンであ

ると示唆され､BaIH2は645アミノ酸､または643アミノ酸からなる蛋白質をコ

ードしていることが推定されたOなお､ゲノムDNAクローンの塩基配列では､

コーディング領域中に9塩基と6塩基の欠失が存在するため､ゲノムDNAクロー

ンの塩基配列から推定されたアミノ酸数は640､または638であった(5)を参照).

4)予想されるBarH2蛋白質のアミノ酸配列を調べた｡その結果､BarH2はホ

メオドメイン類似配列を持っていた｡DmelanogasLerのBa'HJとBa'H2､そして

BaTHlとBarH2のDananaSSaeのcounterparl(BalH2のD.ananaSSaeにおけるcounl叩 art

については後で詳しく述べる)それぞれがコードするホメオドメイン類似配列

間で全て保存されているアミノ酸は60残基中55残基である｡これら55残基の保
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存配列が､Barを含む計44桂のショウジョウバエのホメオドメイン間でどれぐ

らい保存されているか検討した (図7)ところ､保存の比率が50%を越えるアミ

ノ酸が26残基あり､4つのBarホメオドメイン以外でlつも兄いだされなかった

アミノ酸は3つだけだった (E77).従って､4つのBarホメオドメイン類似配列

はホメオドメインのファミリーに属すると思われる｡

BarH2ホメオドメインのアミノ酸配列をBarHlのものと比較すると､60アミノ酸

のうち､567ミノ酸が同一であったo特に､ターゲットDNA配列のmaJOrgrOOVe

と接触すると考えられている (K-sslngeretal1990)ヘリックス3のアミノ酸配列

は同一だった｡異なっていた30､32､36､39番目の計4アミノ酸は全て､ホメ

オドメインの第二ヘリックスとその周匪=二位置していた (図19a)0

5)ホメオドメイン以外でBarHlとBarH2のアミノ酸配列に相同性があるかど

うか調べた｡ホメオドメインのC末端側64アミノ酸のうち､52アミノ酸がBarHl

と一致した｡ホメオドメインの上流には､両者共に中性条件下で荷電したアミ

ノ酸に富む領域が存在した｡そのほかの領域は高い相同性を示さないが､

BarHl､BarH2共にアミノ酸配列の繰り返し構造を多く含んでいた 佃 8)｡

6)cDNAクローンとゲノムDNAクローンの間で､異なる塩基が】5カ所存在し

ていた03カ所はcDNAクローンの塩基挿入であったOうち一つは5･noncodlng領

域における1塩基挿入で､残り二つはcod-ng領域の挿入であった (図5｡､1323_

1331と1830-1835番目の塩基),codlng領域の挿入塩基数は3の倍数であったた

めフレームのずれは生じなかった｡他の12カ所は塩基置換であった｡このうち､

塩基置換によるアミノ較置換は二カ所であり (図4C､*印)､残り9塩基はいず

れもコドンの3番削二位置していたため､アミノ酸置換を生じなかった (図5C､

塩基下に引いた短い下線)｡

BarH2の染色体上の位置とBar変異体

得られたBa,H2の染色体上の位置を決定するため､図3Cの断片Bをプローブに用

い､野生株canton-Sの唾腺染色体に対してIn-SltuhybrldlZat..nを行ったOその結

果BaTH2は､第-染色体16Aの染色体領域に存在していることが明らかになった

(図9b)oBalHlもまた16A領域に存在していることが示されているので
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(KojlTnaetal･1991)､BalH2はBalHlの近傍に位置していることが示唆されるO

なお､本実験ののち､BalHJとBB'H2を両方欠く欠損株Dn:1)B263-20株の欠損領

域約200kbの詳細な構造解析の結果､染色体DNTA上でβaIH2はBa'Hlから約80kb

telomere側に位置しており､B､BMl､B-W ､Bbd等のB変異体の染色体再鼠卓は

いずれもBaTH1-BarH2間に存在していることが示された (B9a､HlgaShlJlmaetal.

1992a)Oまた､Df(1)B263~20株の染色体欠損領域中にはBaTHJ､Ba,H2以外に

forked遺伝子の一部とアクチン結合蛋白質の一つをコ-ドするffLmbnn遺伝子が

存在していた個 9a､IshlmaruetaL1993､石丸ら､未発表)oBaTHlの近傍T?請

域にはレトロトランスポゾンの一種､297の部分配列が含まれていた (図9a､

小野ら､未発表)0

BarH2の発現パターン

Ba,H2の時間的な発現を追うため､肱期､卜 3齢幼虫期､蛸期､成虫期の野

生株からにそれぞれサンプリングした野生株の仝RNAを抽出し､ノーザンブロ

ットを行った (臥 o且)｡その結果､BaTH2はBa'HJと同様 (KoJlmaeta=991)､

肱期､及び毎期の初期に発現のピークが見られたoまた､検出されたバンドの

長さから､Ba,H2の転写産物の長さは約3.8kbであり､先に述べたBa,H2の構造

解析の結果と矛盾しない (図10a)｡

Ba,H2の空間的発現は抗BarH2抗体を用いて調べられた｡詳しいことは第2華

に譲るが､三齢幼虫後期における光受容細胞Rl/R6での発現を始め､Ba,H2は､

調べられた全ての組接でβa〟刑と同じ発現パターンを示すことが明らかになっ

た (固lob)0

BarH2蛋白質の過剰発現によるショウジョウバエ個体への影響

BarHl遺伝子を熱ショックプロモーターを用いて三鈴幼虫後期に大立発現さ

せると､B突然変異体と同様に成虫複眼の個眼数が著しく減少するOそこで､

Ba'H2についても同株の現象が観察されるかどうかを見るために､Ba,H2蛋白質
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を生体内で大量発現させた｡

まず､図11に示すようなコンストラクトを作製したOプロモータ-断片とし

てはショウジョウバエhsp70遺伝子のXhoI-BamHIの約1.5kb断片を用いた｡この

断片は､熟ショック誘導に必要な領域､5rRon-coding領域､及びN末端から約

340アミノ酸に対するコーディング領域を含む(palham,1982､Karch,1981)｡この

断片にBaTH2のcDNAクローンのうち､ApaLト丘oRI約1.8kb断片をin-flameになる

ように連結した｡この断片は､βar〃2のコーディング領域のうち､N末端側の

約20アミノ酸を欠いている｡これらを､hsp70poly(A)付加シグナル､及び断片

挿入確認のための選択マーカーであるrosJ遺伝子断片約72kbを持つP因子ベク

ターに挿入した｡完成したコンストラクトをマイクロインジェクション法によ

ってショウジョウバエ肱に注入し､得られた成虫75ラインの中から､形質転換

体を7ライン得た (表り ｡

得られた各形質転換体の三齢幼虫を37℃､30分間処理し､複眼原基を抗

BarH2抗体を用いて抗体染色した｡複眼原基の全ての細胞が染色され､実際に

BaIH2が過剰発現することが確認できた (図12a)O次に､熱ショ ノク処理した

成虫の形態を観察したOすると､複眼の形態異常を示す個体が得られ､それら

の大部分はBalHIの場合と同様､個眼数が減少し､B変異体棟の表現型を示した

(図12b中下)｡それ以外に少数ではあるが､複眼の一部分に溝が生じている

ものや(図12b左下)､複眼が8の字の様な形をしたもの(図12b右下)も観察され/たO

この様な複眼異常はBalH)の場合でも見られるOさらに､これもまたBaTHlで観

察されている現象ではあるが､成虫肢の節が融合が時折見られた(臥 2C)｡以上

から､BarH2蛋白質の過剰発現は､Bal-F11の過剰発現と同様の影等を与えること

が結論された｡

BarH2のD･ananassaeにおけるcounterpartのクロー二ンク

BarH2蛋白質のアミノ酸配列が種間でどれほど保存されているか知るため､

D.ananassaeにおけるBalH2のcounterparT,DaBaJIH2の単鮭 ･解析を行った｡

Ba,H2の第三エクソンを含む､sphI一反oRIO.4kb断片 (図13(a)のA断片)をプ

ロ~ブに用い､D.ananassaeのゲノムDNAライブラリー約5万個をスクリ一二ン
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グし､2個の陽性クローン､GMA2-1､GMA214を得たoGMA2-1､GMA2-4(共

に挿入断片長約15kb)の制限酵素地図を作製したところ､二つのクローンは制

限酵素の切断パターンが同一であったO従って以降の解析にはGMA2-1のみを

用いた｡

図13(a)のA断片 (BaIIH2の第三エクソンを含む)､B断片 (BarH2の第二､第

三エクソンを含む)及びC断片 (BaTH2の第-エクソンを含む)をプローブに用

い､GMA2-H:対してサザンブロットを行ったOその結果､A断片とB断片は

GMA2-1のPsd-LbR14kb断片と､C断片はEcoRI-Psd6kb断片とそれぞれハイブリ

ダイズした (図13)0 Psd一丘oRI4kb断片とEcoRI-PsEI6kb断片の詳しい制限酵素

地図を作製したところ､BarH2の第一エクソン､第三エクソン中に存在する

Notけ イトが双方の断片に兄いだされ､PSEI-EcoRI4kb断片中には､pstIとKpnI

の約0.2kb維れた並びが存在していた｡同様の酵素サイトの並びはβar〃2の第二

エクソン中にも兄いだされる (区=3)｡そこで､GMA2-1のうち､Notけ イト

の周辺とKpnI-PstIの領域を中心に､塩基配列を決定した (図13､Ill)Oその結

果､psd一丘oRI4kb断片のKpnlサイト付近にホメオドメインをコードする領域を

兄いだした｡また､pstLEtoRI4kb断片と丘oRLPstr6kb断片双方に存在するNotl

サイトを中心に､長いORFが存在していた.丘oRI-Psd6kb中のORfからは

BaTH2のMeLコドン付近と相同性の高い配列が兄いだされ､Metコドンの約40b上

lGLには､Innameで終止コドンが存在していた(図14､57-59番目の塩基)｡一方

Psd一反oRI4kb断片中のORFからBarH2の第三エクソンと相同性の高い配列が兄

いだされた｡推定されるイントロンーエクソンのJunCrlOnの配列が一致している

ことから (遜15b)､DaBaLrFL?はBal･HlやBaJ･H2と同様､3つのエクソンから成り

立っており､DaBaTH2遺伝子は最長で621アミノ酸からなる蛋白質をコー ドして

いると推定されたoDaBa'H_7蛋白質が持つホメオドメインのアミノ較配列は

βar〃2と全て同一であった｡ホメオドメインの下流約65アミノ酸のうち､60ア

ミノ酸はBaJIH2と同一であり､N末端付近にもBaTH2とDaBaTH2間で相同性の高

い領域が存在 した｡DaBaln2,0m(JD)､BaIH2蛋白質問のアミノ酸配列の相同

性は､DaBalH2とBaTH2で62%､DaBa'H2とom(JD)で29%であったO

4つのBar蛋白質のアミノ酸配列の相同性
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次に､BaTHl,BaIH2､0m(1D)paBal･Hl]､DaBaTH2合計4遺伝子がコードす

る蛋白質のアミノ酸配列の比較を行った (図16)｡結果を以下にまとめるo

1)4遺伝子産物間では､2つの領域が保存されていた｡N末端に近い､16アミノ

鞍からなる′J､領域 (Ⅰ)､ホメオドメイン及びすぐ下流の約65アミノ酸､合計

125アミノ酸からなる領域 (Ⅳ､V)である｡

2)ホメオドメインのすぐ上流と蛋白質のC末端付近には､荷電したアミノ転に

富む領域 (Ⅲ)及び (Ⅵ)が存在していた｡

3)他の領域では高い相同性がなかったo単一アミノ酸の繰り返し配列が多く見

られた｡

BarHl蛋白質の機能 ドメイン解析

アミノ較配列の比較から兄いだされた領域を欠くBarHl蛋白質を過剰発現さ

せて影響が生じるかどうかを調べることによって､BarHl蛋白質のどの領域が

桜能的に必要であるか推定することを試みたo改変Bar遺伝子の産物を大量発

現させたとき､もしその蛋白質がBaT蛋白質の桜龍を失っているならば､正常

なBarHl蛋白質を過剰発現させた際観察されたような複眼異常は誘発されない

と思われる｡

まず､BaTHlのcDNAクローンを用いて図17aに示すような一連の改変Ba,Hl遺

伝子のシリーズを作製した (図17a)｡これらをショウジョウバエhsp70遺伝子

のプロモーター及びコ-デイング領域を含むDNA断片の下流にLnnaTneで連荷し､

hsp70polyA付加シグナ)i,とともにP因子ベクターに挿入 した く図17b)｡構藁

した一連のコンストラクトDNAをそれぞれショウジョウバエの肱にマイクロイ

ンジェクション法により導入し､形質転換体を得たO次に､得られた形質転換

体をそれぞれ､二-三齢幼虫期に37℃で30分間熟ショックを与え､成虫の複眼

を観察した｡その結果を以下に要約する (表2参照)｡

1)ホメオドメイン(Ⅳ)を欠いた改変BarHl遺伝子を過剰発現させても複眼の異

常は誘発されない｡
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2)ホメオドメイン上淀の領域 (Ⅲ)を欠いたβaJm 蛋白質を過剰発現させると

複眼の個眼数が減少した｡

3)C末端付近の領域m を欠損させた改変BaJIHl遺伝子を過剰発現させた場合

も複眼の個眼数が減少した｡

以上の結果から､ホメオドメインを欠くとBazHlの積能が失われ､(m)やCVT)に

対応する領域を欠いてもBaJHlの緩能は失われないことが示唆されたo

Baz･ホメオドメインは他の多くのホメオドメインで保有されている49番目の

アミノ酸残基がpheからTyrに置換している (図7)Oよって､この置換はBal蛋

白質の綴能と何らかの関係があるのではないかと考えた｡そこで､ホメオドメ

インのTyr残基をphe残基に換えた改変BaJ･Hl遺伝子を作製し､同様に形質転換

体を作製して過剰発現による効果を観察した｡しかし､37℃､30分の熱ショッ

ク誘導による複眼の形態異常は観察されなかった (表2)｡よって､Phe残基に

置換 してもBarHl蛋白質の機能は失われないことが示唆された｡
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<考察>

本実験により､BarHlと約93%の相同性をもつホメオドメイン配列を含む蛋

白質をコ-ドする遺伝子､BaTH2の存在が明確になったo

NMR分析やX線結晶回折による立体構造解析から､engrailedや酵母Ma氾2:i;メ

オドメインは3つのヘリックスから､Antennapedlaホメオドメインは第三へリノ

クスが二つに分かれ､-1つのヘリノクスから成り立っていることが示されてい

る (KISSlngeretal.1990､0rtlr)gelal.1988､Qlaneta11989)O同様のヘリックス構

造をBarHl及びBarH2ホメオドメインが実際に取りうるかどうか推定する手段の

一つとして､Chou-Fasman法による二次構造の予測をアミノ酸配列を用いて行

ったが(ChouandFasman1978)､BarHl､BarH2ホメオドメインが3つあるいは4

つのヘリックスをとり得るという明瞭な結果を得ることが出来なかった (図

18a)｡しかし､chou-Faman法による二次構造予測をengraLled､及び

Antennapedlaホメオドメインについて行っても､期待される3つのヘリックス構

造をとると明示出来なかった (図18a).従ってChou-Faman法によるメオドメ

インの二次構造を予測するのは解難であると結論した｡engral】ed､あるいは

AntennapedlaホメオドメインとMa氾2ホメオドメインのアミノ酸配列間の相同性

はMata2で見られる′トさな挿入を別にして25%であったが､立体構造は互いに

類似 していた (図18b､KISS'ngeretal1990､WolbergeretaI.1991)a-万､

Ma氾2とengTailedホメオドメイン間で一敦するアミノ酸配列は､1つを除き全て

BaTHl/BarH2と同一であった (図18b)Oこのうち8つのアミノ酸 (図18bの-で

示す)はバックボーンを形成し､それらのうち6つはDNAのリン酸と結合し､

51番目のNはアデニンと結合する (KISSlngeretal.1990)｡残り二つのうち44番

目のQについては､MaLa2ではDNAのリン薮に結合し､engralledについても同様

の示唆が得られている (KISSlngeretaH990)O従ってBarHl/BarH2ホメオドメ

インも､Maは2､A爪erlnaPedlaやengralledホメオドメインと類似 した立体構造を

とると予想されるかもかもしれない｡

立体構造解析の結果､engralledやMalα2ホメオドメインは､ヘリックス3がタ
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-ゲットDNAのmaJOrg,OOVeと､またN末端側に位置するいくつかの塩基性アミ

ノ酸がmlnOrgrOOVeとそれぞれ接触することによってDNAに結合すると考えら

れていた (KISSlngeretal.1990､Wolbergeretal,1991)O実際､3番目と4番目に対

応する塩基性アミノ酸を欠いているⅠ-POU蛋白質はホメオドメインのために

DNA結合能を失っている (TreacyetaI.1991)oまた､結合するDNA配列の塩基特

異性もヘリックス3やN末端側の塩基性アミノ酸によって決められていることが

いくつかのホメオドメインについて調べられている (Kuziora&McGlnnlS1989､

Hanes&Brent1989､Furukubo-Tokunagaetal1993､Treacye【al1991)Oもし仮

に､BarHl/BarH2ホメオドメインがengrauedやMa氾2ホメオドメインと類似した

構造を取るならば､BarHlやBarH2ホメオドメインもまたヘリックス3およびN

末端側のアミノ酸が結合DNA配列の塩基特異性を決定しているかもしれないo

BarHlとBarH2ホメオドメインは､D.melanogaster､D.ananassaeに関わらず互い

にへリノクス3に対応する部分､N末端側領域のアミノ酸配列ともに同一である

ことから､BarHlとBarH2蛋白質が結合するDNA配列は同一であると推定され

るかもしれない｡なお図19(a)に示すように､Beachyらのグループは8種類のホ

メオドメインについて､結合DNAとの接触に関わると考えられている8つのア

ミノ酸残基と結合する塩基配列との対応関係を6種類に分類した(Ekkerel

aI1994)oBarHl/BarH2ホメオドメインはこの分類のどれにも当てはまらなかっ

たが､Abd-Bタイプのパターンに最も近く､このパターンと､pb､Dfdのパター

ンとを合わせて考えると､BaTHln3arH2ホメオドメインの仮想的な結合DNA配

列をmc)TTAつと推測することが可能である｡

図7に示すように､BarHl/BarH2ホメオドメイン間の保存配列中､他のショウ

ジョウバエのホメオドメイン配列で1つも兄いだされないのは15番EのT､43番

目のC､49番目のYである｡特に､ヘリックスうに対応する領域中にある49番目

のYは他の40種のショウジョウバエのホメオドメイン配列全てでFである (図7)0

ヒトのホメオ ドメイン蛋白質plt11は､ホメオドメインの7番目のTがリン酸化さ

れることによってDNA結合性に変化を生じることが示されている0(apllooffet

al199日oこのことは､ホメオドメインの直接的リン酸化によりDNA結合能が

調節される可能性があることを示している｡Barファミリーでは49番目のF残基

がY残基に置換 しており､そのDNA結合性が調節される可能性が指摘されるか
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もしれないoLかし､YをFに置換したBarHl蛋白質の過剰発現で複眼異常が誘

発されたので､その可能性は/J､さいと考えられる｡

立体構造解析の結果から､engmuedやAntenTlapediaホメオドメインのヘリック

ス2は､結合するDNAと反対側に位置していると考えられている (KISSlngeret

al1990､Qlanetal.1989､図18b参照)O ヒトのホメオドメイン蛋白質oct-】は

slmPlexvlmSの トランスアクティベーター蛋白であるVP16と複合体を形成する

(KTIStlee【al1989)｡ところが､OcHホメオドメインのヘリノクス')_をocトl類似

遺伝子oct2のホメオドメインのヘリックス2に置換すると､vp16と複合体を形

成出来なくなる(Stemetal1989)｡Ocト2とocト1ホメオドメインのヘリックス2の

アミノ酸配列を比較すると､異なるアミノ酸は4箇所だけである (Steme【

al.1989)｡BarHlとBarH2ホメオドメイン間の相違残基4つのうち3つの残基は

BarHl-BarH2間の相違残基の位置と一致していた (図19b)｡図19bに示すよう

に､大腸菌の九イePreSSOr蛋白質はホメオドメインと類似したhelLX-rooロ-heI)x構造

を持つことが知られている(JordanandPabo.1988､StemetaI1989､Klemmel

alI994)｡入-repressor委白質はその遺伝子の活性化に際してRNAポリメラーゼ

と相互作用する (Ptashneeta11980)O九一repressorがRNAポリメラーゼと相互作用

できない変異､3種類のfr (pos'ttVeCOntrOl)変異株とその復帰変異1種について､

九一repressor蛋白質のアミノ酸配列の変異化が知られている(Hochschlldetal.1983)O

変異残基の位置はホメオドメインのヘリックス2及びその周辺に対応する部分

であり､4つのうち3つがBarHトBarH2間の相違残基の位置と一致していた (図

19b､Hawleyetal1983､Hochschlldeta11983)｡従って､BarHl蛋白質とBarH2

蛋白質が他の蛋白質とヘ リ ックス2を介して相互作用するとすれば､BarHl蛋白

質とBarH2蛋白質はそれぞれ別の蛋白質と相互作用と考えられた｡Ba,Hl遺伝子

とBarH2遺伝子が同一の細胞で発現していることから､BarHl蛋白質とBarH2蛋

白質はそれぞれが互いに相互作用しあっていることも考えられる｡しかし､過

剰発現系では､一方のBar蛋白質のみが大量にあることにより効果が出ている｡

また､BarHJrBarH2の両者の同じ様な発現もBarHlのみの効果と大差はなかった

(未発表データ)0

ショウジョウバエにおいてBarHJmarH2のように､互いに類似した発現パタ
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-ンを示す一対のホメオドメイン蛋白質､engTai/ed(en)とLnVeCled(JJ7Y)､

ze'b7uLltJ(zen1)とzethu〟LZ(zen2),Llady-bird-ealJyOLx)とlady-bind-1aleObJ).

gooSSbe,,y(gsb)とgoosebeり′neu'O(gsbn)が知られている (Colemanelal.】987､

Rushlo､vetal1987､Jaglaetal･1994)oenとLnV､Zenlとzen2､lLx'とJbl.gsbとgsbn

がコードするホメオドメインのアミノ酸配列はそれぞれ87%､72%､93%の相

同性を示す(図19C)｡立体構造解析の結果を基にするとこれらの対合ホメオドメ

インで兄いだされたアミノ酸置換は､特に明確な桜能が付随していると:i思え

ない (KISS-ngeretal1990)｡ヘリックス3及びN末端の塩基性アミノ酸はzenl/2以

外では変わらないので(図19C)､少なくともzenl/2を別にすると結合DNÅ配列は

互いに同一であることが想像される｡ただこれらのホメオドメイン蛋白質の発

現は､BaTHl/BaTH2のように厳密には共発現しているわけではない (Colenlanel

aJ.1987),

BarHlとBaTH2が積能的に類似しているかどうかを推定する手段として､

BarH2蛋白質の過剰発現による影響を調べ､BarHlの場合と比較した｡コンスト

ラクトDNAの作製において､BarH2蛋白質を過剰発現させるプロモーターに

hsp70遺伝子のN末端側のコーディング領域約340アミノ酸に対応する領域を含

む断片を使用した｡すなわち､過剰発現系ではキメラ蛋白質になる｡hsp70の

コーディング領域を含まない本来のBarHl蛋白質を過剰発現させても複眼の異

常が引き起こされること (未発表データ)から､hsp70のコーディング領域は

複眼異常の誘発と無関係であり､実験の大きな支障にはならないと推定した｡

また､BaI･H2の場合､連結したcDNAクローンはBarH2のN末端側コーディング

領域を約20アミノ酸残基分欠いているoLかし､この｡DNAクローンからつく

られるBarH2蛋白質は実際に複眼異常を誘発したことから､BarH2のN末端20ア

ミノ酸の欠如は過剰発現による複眼への影響を左右しないと考えられる｡

BarH2蛋白質の過剰発現による複眼形態-の影響は､BarHlの場合と類似してい

たo従って､少なくとも過剰発現に関する限りBarH2蛋白質はBa.Hl蛋白質と同

じ働きを果たすと示唆される｡肱のesorganでは､BarHlとBarH2蛋白質が互い

に横能的にredundantであることが示されており (HlgaShリlmaeta‖992)､

BarHJ/BaIH2間の逆位変異もほぼ正常な表現型を示すので (後述)､恐らく正

常細胞でもBarHlとBaTH2蛋白質は互いに桜能的にredu｡dantであると予想される｡
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複眼の分化はmorphogenericfurrowのposlenOr側からantenor側への進行を伴うo

TT-OrPhogeneticfurrowの迄行は､分化細胞で発現したhedgehogO7h)遺伝子産物が

TG印のホモログであるdecapenEaPlegLC(dpp)遺伝子の発現を誘導することによっ

ていると考えられている (Hetxrlelnetal.1993)Oまた,BaTHJが過剰発現してい

ると考えられる0(oJlmaetal1991)B変異では､肋のmorphogenellCrurTOWでの発現

が抑制される.従ってBarHl/BarH2蛋白質の過剰発現によってBar様の細い眼を

生ずる原因は､BarH2あるいはBarHl蛋白質の過剰発現が起こった時点で

m叩 hogenetlCfu汀OWの這行が停止し､その結果複眼の分化が一時的に停止して

しまうためであると考えている (KqJ1maetal.1993)｡まれに溝が生じた複眼が

観察されるのは､過剰発現の効果が解除される約24時間経過後でも依然として

複眼の分化能が残っている場合に見られる現象で､morT'hogenetlCfurrowの進行

の再開によるためと考えられている (KoJLmaetaj.1993)o

Ba'HJとBalH2は､後期の三齢幼虫肢原基のtarsalsegment5で強く､tarsal
segment4で強く発現する (第二章参照)｡モザイク解析の結果などから､βarの

発現は肢の節形成に必要である事が示されている (小嶋､投稿準備中)0

BalH2の過剰発現によって肢の節が融合する原因は､Ba'H2がtarsalsegment5ヤ

tarsalsegment4以外で発現するために肢の節が正しく形成されないためであると

考えられる｡ホメオドメインを欠損したBarHl蛋白質を過剰発現させると､a)

個眼数の減少を引き起こす､b)複眼の形態が変化しない｡このことはBar蛋白質

のDNAへの語合により複眼異常が誘発されることを示唆している｡領域Ⅲ-

Ⅵ以外の他の領域がTBaT蛋白質の桜能に必要かどうかは現在のところ不明であ

る｡
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第二章

BaTHl/方azH2遺伝子を制御する組織特異的

共エンハンサーとその機能



<序>

エンハンサーは､遺伝子の転写活性を上昇させる遺伝子上流のDNA配列とし

て､SV40earlygene上涼の72塩基からなる繰り返し配列が最初に同定された

(Grussetal1981)Oこの繰り返し配列を含むDNA断片をβ-gJobin遺伝子の上流

に連結するとβ-globLnの転写活性が実際に上昇することが示されている

(Banedletal.1981)oその後エンハンサーは次々と発見され､エンハンサーに結

合する蛋白質も同定されるようになった｡例えばAP-1､CREB蛋白質は特定の

エンハンサーを認識し､結合することによって下流遺伝子の転写活性を上昇さ

せることが知られている (CurrenandFreanza.1988､Haletal.1989)｡エンハン

サー結合蛋白質がエンハンサーに結合し､転写開始点付近に結合する基本転写

因子群とDNAのbendmgを介して相互作用することにより転写が開始されるとい

うモデルが提唱されている (Ptashne,1988､Struhl,1991､¶ 1anandManlatlS,1994)0

エンハンサーの特徴は､遺伝子に対して方向や距離に無関係に転写活性を上昇

させる点である (ただし最近は､エンハンサー活性を抑制するシス因子が兄い

だされており､それらの相対的な位置関係によっては､たとえプロモーター近

傍にエンハンサーが存在してもエンハンサー活性が極端に抑制される (Geyer

andCorces.1992､Rosemanetal.1993)｡実際､seyenJes∫遺伝子のエンハンサーは

どちらの向きに挿入してもsevenles∫遺伝子の転写活性を上昇させることが示さ

れている (Basleretal.1989)Oまた､ultTablthorax遺伝子のエンハンサーは遺伝子

から約30kb離れた位置にも存在する (Qlanetal.1991)0

ショウジョウバエにおいて､P因子ベクターの系を利用して仮想的なエンハ

ンサー断片とレポ-タ-遺伝子を直接染色体に導入することにより個体レベル

でエンハンサーアッセイを行うことが可能である.この場合､導入したエンハ

ンサーは対応する時期に対応する細胞でのみレポ-タ～遺伝子の発現を活性化

するoこの様な方法によって､SeyenJess､decapentapleDq.C､UILTabiEho'axなどの遺

伝子のエンハンサー領域が同定された (Bowteuetal.1989､B｡wtelletal1991､

Basleretal･1989､Huangetal.1993､Muueretal.1989)osevenles∫遺伝子の光受容
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細胞前駆体R了に関するエンハンサーがsevenless遺伝子の第二イントロン中に存

在するという事実は､sevenjess遺伝子とその近傍の染色体DNAを様々に分割し

た断片をβ-galactosLdase遺伝子と共に個体に導入することにより明らかにされた

(BoWteuetal.1989､BowtelletaJ.1991､Basleretal.1989).

BaTHJとBaJH2遺伝子は染色体DNA上で約80kbの距経をおいて存在している

(HlgaShUmaelal･1992a､図14参照)｡抗BarHl抗体､抗BarH2抗体を用いて野生

株におけるBarHl/BaJ･H2の発現を調べると､Ba/Hl.BarH2は､肱期の中枢神経

系や末梢神経系に属する細胞 (図20-番上の投)､三鈴幼虫複眼原基における

光受容細胞前駆体Rl侭6をはじめ調べられた全ての発現細胞で同一の発現パタ

ーンを示した (H･gashlJlmaetal1992a､図20)｡BarH)とBa,H2の共発現は

BarHl-BalH2間に存在する両遺伝子共通のエンハンサ- (共エンハンサー)の

発現制御により起こるかもしれない.そこで､図22aに示すような作業仮説を

たてた〇 野生株 (上段)において､共エンハンサー (白丸と黒丸で示す)は

BarHl/BalH2両方の発現を制御 し､その結果BB'HlとBB'H2は同じ発現バターン

を示す.Ba,HlとBaTH2遺伝子locus間に逆位を持つ変異体を考えよう｡このよ

うな逆位変異株では､Bl22に示すようにBalH2は再編点よりBa,HI側に存在する

エンハンサー (黒丸で示したエンハンサー)と物理的に大きく引き維され､そ

のため制御を受けることが出来なくなる.一方､BaIHlは再濁点よりBa,H2側に

あるエンハンサー (白丸で示したエンハンサー)の制御を受けることが出来な

くなる｡従って､逆位変異体ではBaTHl発現細胞でBaTH2は発現出来ず､一方

BalH2発現細胞でBaTHlは発現できない｡結果としてBarHl発現細胞とBa,H2発

現細胞は二分される｡

以上の作業仮説が正しいか否かを調べるために､逆位変異体BM2にお:ナる

BarHJ､BaIH2の発現を抗BarHl抗体､抗BarH2抗体を用いて解析 した｡野生株

において､三齢幼虫期肢原基では､BarHl､BalH2共に将来tarsalsegment5と4に

なる絵状領域と将来爪になる点状領域で発現が見られる (図20の一番下没)a

-方､図21A,Bに示すように逆位変異体ではBa,HJの発現は輪状領域に限定され､

逆にBa,H2の発現は点状領域に限定される肱期のCNSでは正常なBa,HJ/Ba,H2の

発現は､md-Ilne付近の3細胞､そしてその両脇にある片体節当たり4細胞程度で

見られる (図29下段右の矢頭参照)｡一方逆位変異体では､βa,HJの発現は真
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ん中の3細胞､BaIH2の発現はそれ以外の細胞のみに見られる (図21C,d)O同

様の逆位変異に伴うBa/HI,BaJIH2のすみ分けは他の多くの発現領域でも見られ

たことから､上記の作業仮説は基本的に正しいと示唆されたOまた､BaJIH2と

BaTHl間80kbの中にBa/Hl/BaI･H2を制御する様々な共エンハンサーが点在してい

ることが推定された (小嶋修論)0

BarHJ/BaTH2の綴能解析の第一歩はBazHlとBaTH2遺伝子両方の同時欠損株を

作製することかもしれか -｡ところが､上記のようにBarHIやBaTH2遺伝子は様々

な細胞で発現している (図20)ため､BaTHl/BarH2遺伝子のの同時欠損株では

全ての発現細胞でBaTHl/BaLIH2の発現がなくなり､初期発現細胞を別にすると

複数箇所での異常を同時に解析せざるを得なくなり､βarの正確な遺伝学的解

析はほとんど不可能になってしまう｡この不都合を解消するためには､

BarHl/BaJ･I12を含む約200kbの染色体断片を欠く既存のDf(1)B棟に､Ba'4)積能を

欠損させたい細胞に対応するエンハンサー以外のすべてのエンハンサーを

BaTHJあるいはBarH2とともにP因子によって戻 し､細胞特異的にBarの桜能を欠

損するような変異株を作製すればよい｡そのような研究の第一歩として､ここ

ではBal共エンハンサーの全てを単板することを試みたOまた､このエンハン

サーアッセイの実簾過程で､Df(1)BH2株が幸運にもBa楕頁域のある特定のエン

ハンサー (行動に関するエンハンサー)欠損株であることを見つけたCこの変

異の結果もあわせこの章で議論する｡
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<材料と方法>

使用したショウジョウバエ樵

p因子ベクターを導入するためのショウジョウバエ株として､㍉6r;㍉ 06 韓を

用いた (第-章の<材料と方法>参照)Oまた､コンス トラクトが挿入した染

色体をホモに持つ株を作製するために､N/FM7､tP6f,cyo/sco,,y506､I;6f;

sbTM3ry506/TflOを使用したop因子の再転移を行うために､Cyo/Sp,A213

sb/77W6株を使用した｡また､行動異常測定に用いたDn:1)BH2株の遺伝型は

tP6fDnlJ)BH2/CLB であるO

コンストラクションに使用したDNA

クローニング用プラスミドベクターには､pUc18/19､pBluescnptlISK'及びKS~

(Strllagene社)を用いた｡また､p因子ベクターとして､pYC1.8を使用した ｢第

-章の<材料と方法>参照)｡ pYc18を使用した理由は以下の二点である｡

(a)vemiLon遺伝子断片の長さは約1.8kbpでmSJ遺伝子断片長約7.2kbpよりも垣 い

ため､ベクター構築の上で'osy遺伝子を用いた系よりも有利である.

(b)veTmLILOn変異は攻虫複眼の色が野生株に比べてより明るい赤色になる変異で

あるが､これに更に,osy変異を加えると､非挿入抹 (V;'y/オレンジ眼)-挿入

株 (V+,'y/暗赤色)となり､コンストラクトD_VAが挿入した個体の複眼の色が

識別しやすくなる｡

エンハンサーアッセイに使用 したβ-galactosJdase遺伝子はPharmac.a社製の

pMC187】FuslOnVectorに含まれている約3.Okbp断片 (N末端側8アミノ酸を欠如

したβ-gajactos'dase蛋白質をコードする)を用いたOまた､Bar領域の染色体断

片は､当研究室で単離したラムダクローンを用いた (<結果>参照)｡
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抗体を用いた染色

この実験で用いた抗体は以下のものである｡

Rabbltanti-BarH1antibody

RabbltantI-BaTH2antlbody

Rabbltanrl-β-garaC【OSldaseantlbody

Mouseantl-β-garaC10Sldaseannbody
Mab22CIO

GoatbIOtlnaledaJltl-RabbltlgG

GoatblOtlnatedaTltl-MouselgG
antl-MouseFITC

ant卜MouseRhodamlne

antl-RabbltFITC

anti-RabbltRhodamlne
VectastalJIABC-HRPklt

当研究室で作製
当研究室で作製

Cappel社製

pROM王GA社製

三菱油化生命研 藤田博士より
の分･与
vector社製
vector社製
Jacson社製
Jacson社製
Jacson社製
Jacson社製
vec【or社製

(a)肱の染色

採集した肱を3%次亜塩素酸ナトリウムn'BSで脱コリオン化したのち､4%

paraformaldehyde/PBSで20分間固定する,メタノー)L,の激しい浸透によりビテリ

ン膜をはぎ､PBT(0.1%Trl10nX-100n'BS)に液置換するO得た固定肱を､4%

Goatserum/PBSで30分ブロッキング後､抗体反応を行った｡各抗体反応は室温

で1時間､又は4℃で一昼夜行い､その後pBTを用い､室温で10分×3回行った｡

抗体反応は二段階､あるいは更にABCキノトによってシグナル強度を高めた｡

蛍光抗体を用いた場合は直接､HRPを用いた場合はDAB発色によってシグナル

を検出したっ染色したサンプルは､zelSS社のAxLOPho儲 微鏡によってノマルス

キー微分干渉下で観察した,

(b)成虫原基の染色

PBS中で解剖して得た成虫原基を､4%paraformaJdehyde/PBSで20分間固定するo

O2%Non.detp-40/PBSによって浸透化したのち､抗体反応を (a)と同様の方法
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で行ったoただし､基本となる溶液はpBTではなく､0.01%サポニンn,BSを使

用した｡

×-galを用いた活性染色

pBS中で解剖 した成虫原基を､2%glutalaldehyde/PBSで3分間固定した後､x-gal

worklngSOlutlOn中で37℃､数時間反応させ､pBSによって反応を停止し､顕微

鏡下で観察した｡

X-galworklngSOIutton

10TTuM NaHPOJ

3･1miM K4(Fe[II]【CN6])

3･1mM K4(Fe【m]〔CN6])

150mM NaCl

lmM MgCL2
02% X-gal

マイクロインジェクション

第一章に記述したのと同様の方法を使用した｡

活動性測定 (成虫の行動測定)

直径1cmのガラス管を用意し､片端をラップでおおった｡原則として20匹の

(やむを得ない場合は出来るだけ多くの)､エーテル麻酔により眠らせたショ

ウジョウバエ成虫をガラス管内にいれ､ラップによって蓋をして､約30分間放

置した｡個体の活動再開を確認後､ガラス管の片端を下に向け､軽くたたくこ

とにより個体を寄せ､水平に措置した｡その暁闇をOとして､個体の活動の経

時変化を追った｡ガラス管の中央付近 (片端から約10cm)に線を引き､一定時

間経過後その線を越えた個体数をカウントした 欄 53)O

光刺激は､約75Wの光ファイバースコープランプ (オリンパス社製)をガラ
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ス管の片端から照射することによって与えた｡活動性の測定は上記と同様であ

るC
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<結果>

エンハンサーアッセイ用コンス トラクトの作製

BaJHl/BaJH2の共エンハンサーを単乾して染色体上に同定するために､

BaTH1-BaTH2間の染色体DNA80kbを断片化､その全ての断片にエンハンサー活

性があるかどうか検討した｡エンハンサーアッセイ用のDNAコンス トラクトを

作製法を示す (図23)｡まず､p因子ベクターPYC18のSanサイト (<材料と方

法>参照)に､ショウジョウバエhsp70遺伝子のpoLy(A)付加シグナルを含む断

片 (xho1-SalIO･25kb断片)を挿入し､#23を作製したO如 ､で坤 70polyA付加

シグナルの上流のNot1-Salけ イトにエンハンサーの有無をはかるレポーター遺

伝子として､IacZ遺伝子を含むNod-SalI30kb断片を挿入し､#44としたOなお

NotLSalI30kb断片は､別途作製したコンストラクト中から､両端に合成リンカ

-を含む形で取 り出したため､断片を挿入した結果NotIとsaJIサイトの位置が

逆になる (図23参照)｡IacZ遺伝子コーディング領域上流側salI仰oITにBa,HIの

N端側のコーディング領域を含むBaTH)プロモーター断片 (saJI-NoEI4.4kb断片､

図23下図｡なお､この断片はBarHl蛋白質のN末端側約80アミノ酸残基分のコ

ーディング領域を含む)を挿入し､inflameになるように連結して.TJJ200とした｡

BaJ･Hl-BazH2間の染色体領域は7つの九クローンによって完全にカバーされて

いる (HlgaShijimaetal.1992a､図24)oこれらを13個のSaJI-San約1kb-約15kb断

片 (図24の数字をつけた太線)に分解し､それぞれをpuc19にサブクローニン

グした｡得られたプラスミドDNAから断片を切り出し､これらをそれぞれ､

#200のSaDサイト (#200をsanで処理すると､ここだけで切断される)に挿入し､

一連のコンス トラクトDNAを完成させた (図23)｡この染色体断片挿入のステ

ップは非常に困難であり(最も長い場合で完成したプラスミドの全長は約30kb)､

効率の悪いCaC12法ではなく､エレクトロポレーション法によりE.coJJの形質幸三

換を行い､更にコロニーハイプリダイゼイション法を用いて目的のクローンを

得た｡ (以下､#Ⅹ断片を挿入したDNAコンス トラクトを#Ⅹ/200と呼ぶ｡)
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トランスジェニックフライの単離

得られた各DNAコンストラクトを､別々にショウジョウバエ肱 (V;ヴ変異体､

前項参照)にマイクロインジェクションした｡得られたGO世代の成虫にV,ry株

を掛け合わせ､次世代の成虫についてコンストラクトDNAの挿入株をスクリー

ニングした｡コンストラクトDNAが長くなればなるほど挿入株の獲得効率が下

がるため (図 )､長いコンス トラクトに関する導入株を得る場合は､通常の

4-5倍のスクリーニングを行った｡この結果図26に示すように､各コンストラ

クトDNAについて最低一株､合計21株のコンストラクトDNA挿入株を得た｡獲

得効率は､全長13.5kbの時は約5%､全長28.5kbの時では06%であった｡

エンハンサー非挿入樵､BZ122の解析

Jacz遺伝子を発現させるプロモーターとして使用したBarHI断片は､予想される

転写開始点から約2.5kb上流までを含んでおり､それ自体がエンハンサー活性を

持つと考えられたため､エンハンサー断片を連結していない#200をショウジョ

ウバエに導入した株､BZl.22株を作製し､BZl.22株におけるlacZの発現を調べ

た｡x-galによる活性染色､及び抗lacZ抗体による解析の結果､この断片にエン

ハンサー活性が存在していた (図27)｡肱期においては､antenno一maxulary

complexの一部､そして背中側の体節境界面での筋状の発現が見られた (図27a)｡

発現時期と領域は､抗BarHl抗体や抗BarH2抗体を用いて調べた結果と同様であ

った｡ただ､anten0-maxillarycomplex付近のBaIHl/BaJIH2の発現細胞の数はIacZ

発現細胞数よりも多く､恐らく#200中に存在するエンハンサーはantenn｡_

maxulaTyCOmPlexに関するエンハンサーの一部しか制御しないと思われるOまた､

BZ】･22では､腹側で各体節につき数細胞の規則的な発現が見られた｡しかし､

BaI'HJ/BarH2の発現細胞とは異なっており､恐らくエンハンサートラップによ

るものであると思われる (図27a)｡また､三齢幼虫期における発現も同様に
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醗察したところ､辺原基においてBalHI/BaJIH2遺伝子の発現と同様の､n｡tum

〔eg-on(将来背中になる領域)での発現が見られた (図27C)0

以上の結果､ベクター構築時に用いたBaJ-H14.4kb断片自体に､BalHl/BaTH2

の発現を制御するエンハンサーが部分的に存在していることが示唆されたO

腔での発現を制御するエンハンサー

得られた各コンストラクト挿入株について､旺期における発現を抗lacZ抗体

を用いて調べた (図28)O削ユ/200導入株ではcNSで､#14/200導入株ではpNS

での発現が新たに観察された｡

図29に示すとおり､#11/200導入株の一つ#2017株では､m)d-I.ne付近の3細胞

を除くcNS細胞でIacZの発現が見られたO')olacZ発現細胞がBalHJ/BB,H2発現細

胞と同一であるか否かを調べるために､抗BarHl抗体と抗IACZ抗体を用いた二

重染色を行った (図29a)Oその結果､BalHl発現細胞 (図29(a).の藻で染色さ

れた細胞)とlacZの発現細胞 (F29(a)1日の赤で染色された潤胞)が重なって検

出される (図29(a)zl)ことから､これらの発現細胞が一致していることが示唆

された.ただ､サンプ)i,によってはBalHJ発現細胞1個に対し､ねcZを発現する

細胞が時折2つ観察された｡LacZ蛋白質は比較的安定であるため､Ba,の発現が

終了した細胞において分解されていないLACZ蛋白質を検出した可能性が考えら

れる.さらに､抗hcZ抗体と神経特異的抗体であるMab22C10との二重染色を

行い､抗BarHl抗体との二重染色の結果と比較した (図29(b).1-.ll)｡この結果

からも､1acZを発現する細胞の位置がBaTH]発現細胞の位置と同じであることが

示唆された｡

次に二つの#14/200導入株14-80株と14-266株について抗hcZ抗体を用いて抗

体染色を行った｡pNSでBaTHl/Ba'H2同様の発現が観察された (図30(a))a

BarHl蛋白質は細胞核に存在しているため丸い発現が観察されるが､TAcZ蛋白

質は細胞質にも存在するようであり､従ってBa,H18二比べて検出される発現細

胞の領域が大きい (図30矢印)O発現細胞によっては､神経束を取り囲むよう

な形状が観察されたolacZ発現細胞の数は､Ba,Hl/Ba,H2発現斉田胞とほぼ同じで

34



あることから､,'Jl14エンハンサーがpNSでのBazHl/BatH2発現に関するエンハン

サーを大部分カバーしているものと思われる｡ただ､#19/200導入株における

IacZの発現を調べると､弱くpNSでの発現が観察されることから､この部分に

もpNSに関するエンハンサーの一部が存在しているものと考えられる｡ただ､

発現が弱いため現時点で詳細な発現細胞の同定は出来ていない｡

削4/200導入株の一つ14-80株について､抗LacZ抗体とMab22C10との二重染色

を行い､抗BarHl抗体とMab22C10との二重染色で得られる結果を比較した (図

30).この場合もBarHl発現細胞とJacZ発現細胞の位置は一致していた｡

肢原基に関するβarエンハンサー

ショウジョウ成虫肢は､付け根から順にCoxa､Trochanter､Femur､Tlbla､

Tarsus､CLawからなる.さらにTarsusは5つのセグメントに分かれている (図38-

1C)｡これらの構造は､三齢幼虫期の肢原基がくびれた結果できる輪状の領域

とそれぞれ対応している (図38-1a参照)｡二つの#18/200導入株BM24とBM25

の三齢幼虫肢原基をx一galを用いて活性染色したところ､いずれも輪状の染色が

見られた (図31(b),(C))｡BarHI/BarH2は､tarsalsegment5で強く､4で弱く発現

しているが､BM24､BM25株の蛸初期の肢をxgalで活性染色 し､肢原基の横側

から観察するとtarsalsegment5だけが染色されたこと (DatanoIShown)から､

#18DNA断片はtarsalsegment5だけに関するエンハンサーであると思われた.

BM25株では強い鈴状発頚のさらに外側に弱い少数の点状発現が観察される (C)｡

しかし､この発現はBM24株では観察されないことから(b)､この点状発現はニ

ンハンサー トラップによるものであると考えられる｡

二つの#11/200導入株#2017及び#2017｣-5株の三齢幼虫肢原基をx-galで染色す

ると､いずれの場合も将来肢のclawに対応していると思われる二つの点状領域

でIacZの発現が観察された(図31(d)､(e))｡従って#UDNA断片には､肢のclawに

関するエンハンサーが含まれていると思われるoまた､#2017及び#2017J-5株双

方で､本来のBalHl/BalH2発現領域とは異なる領域でのIacZの小さい点状発現が

観察された ((d)､(e)の矢印)｡もしかすると#11断片中にはこの封 犬発現に関

35



するエンハンサーが存在しているかもしれない｡また､もしそうだとすれば

削l以外の染色体DNA断片中にこの3領域の発現を抑制するサイレンサーが存在

していると考えられる｡

削3/200導入株である#13-55株の肢原基をx-gaJで染色したところ､中央付近で

ブロードな発現が観察された(図31(f))｡抗hcZ抗体の染色を行うと､三齢幼初

期のみにhcZの一過的な発現が見られることから (′J､嶋による)､#13断片に

は三齢幼虫初期の肢原基での発現に関するエンハンサーが存在しているかもし

れない｡しかし､#13/200導入株は一種類しかないため､IacZの発現はエンハン

サートラップによるものかもしれないO

二つの削6/200導入株16-113及び16-131株ではいずれも､肢原基のごく一部の

領域だけで1acZの発現が観察された ((g)､(h))0 16-113株における】acZの発現

は少し弱いが､二種の株で類似していた｡図32(a)にあるように､同株の発現は

進化的に肢と関係が深いと考えられている触角原基でも見られた｡従って､肢

及び触角の発現領域に関するエンハンサーが削6DNA断片中に存在しているか

もしれない｡ただし､抗BarHl抗体では､この様な局所的な発現があるかどう

かはtarsalsegTnen15に関するエンハンサーに隠れて確認できないO

複眼 ･触角原基に関するエンハンサー

二つの,,iA16/200導入椋16-I13株と16-131株､および二つの#17/200導入株17-21

株と17-46株の三齢幼虫複眼原基をx一galで活性染色した結果､いずれの場合に

も複眼原基の分化領域と思われる領域が染色された く図32a)axISalの染色で

は解像度が悪く､細かい染色パターンを得ることができなかったため､これら

4つの株について､抗hcZ抗体を用いて抗体染色を行った結果､分化領域で点

状に規則正しくlacZの発現が観察された (17-24株の結果のみを図32(b)に示す)

野生株におけるBalHlの発現パターンを比較した結果､これらは光受容細胞前

駆体Rl侭6に対応する細胞群であると思われた (屈32(b)).よって､#16､#17

断片の重複領域 (図32(e)参照)に光受容細胞前駆体Rl/R6に関するエンハンサ

ーが含まれている可能性が高い｡
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第-色素細胞とbnstlegTOuPの1個眼上での位置及び形態を示した模式Elを図

38-2bに示す｡複眼上では個眼が規則正しく整列しているので､第一色素細胞

やbnsdegroupもまた整列して見える016-113株および16-131株の嫡初期の複眼

を抗LacZ抗体を用いて抗体染色を行った結果､いずれも第-色素細胞と思われ

る細胞欝で1acZの発現が観察された (16-113株の結果のみを図32(C)に示す)32

つの#17/200導入株ではいずれもlacZの発現が見られなかったことから､第一色

素細胞に関するエンハンサーは916DNA断片中､#17DNA断片と重複していない

領域に存在していると思われる (e)O野生株のBalHlの発現に比べ､161113株に

おける1acZの発現が大きく見られるのは､BaTHlの発現が細胞核で見られるのに

対し､lacZの発現は細胞質で観察されるためであると思われる (図38-2b参照)｡

一万､17-24株とL7-46株の桶初期の複眼をbcZ抗体を用いて染色した結果､両

株ともbrlstlegroupに属すると思われる細胞群でBaTHlと類似したIacZの発現が観

察された (17-24株の結果を図32(d)に示す)C2つの#17/200導入株ではいずれも

lacZの発現が見られなかったことから､bnstlegroupに関するエンハンサーは

#17DNA断片中､#16DNA断片と重複していない領域に存在していると思われる

(e)0

3)三齢幼虫複眼原基の運命予想図を図38-2aに示す｡これによると､将来単眼

になる領域は複眼原基と触角原基の境目付近に存在していることが分かる (α

と書かれた領域)｡二つの削4/2∞挿入株14-80と14-266株の三齢幼虫複眼原基

をx-galを用いて活性染色したところ､いずれも将来単眼になると予想される領

域を含む発現が観察された (図33上段の矢頭)｡従って､削4DNA断片には単

眼領域に関するエンハンサーが存在しているかもしれないoただ､染色領域は

いずれもBalHJ/BarH2本来の発現領域に比べて広かった (図20上から二没日参

質)｡また､矢頭の発環以外に､これらの株では本采Ba,HIPalH2が発現して

いない領域でのIacZの発現が見られた く図33上段)｡両者の発現パターンは互

いに類似していることから､削4DNA断片中にはこれらの発現に関するエンハ

ンサーが存在しているかもしれない｡従って､これらの発現を抑えるサイレン

サー領域が削4DNA断片以外に存在していると推定される｡

3)二つの削8/200導入抹BM24とBM25株で､双方ともに触角原基の一部で筋状

の発現が見られた (図33中段)Oこの領域では本来のBarHl/Ba,H2の発現は全
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く見られないことから (図20参照)､#lgDNA断片中にこの発現に関するエン

ハンサーが含まれており､他の染色体断片中にこの発現を抑えるサイレンサー

が存在していると考えられる｡

4)二つの削l/200導入抹2017株と21017J-5株で双方ともに複眼の分化領域の､光

受容.-m胞前駆体の下側に位置すると思われる領域でのlacZの発現が見られた

(2017株の結果のみを図33右下に示す)Oこの領域は本来のBa/HJ/BaJ･H2の発

現領域であると考えられることから､削lDNA断片にはこの領域に関するエン

ハンサーを含んでいると推定できる｡

5)#12-1/200導入株192a株では､三齢幼虫触角原基のallSlaになる領域付近で鯖

状のIacZの発現が見られた (図33左下､図38-2aの模式図も参照).この領域も

本来BaJHl/BaJH2が発現している領域であるoLかし､そのすぐ外側に同じく

輪状に本来BaTHJ/BazH2では見られない発現が観察され､しかも#12-I/200導入

株は複数ライン得られていないことから､aLIISLaに関するエンハンサーの候補と

して考えるにとどめざるを得ない｡

脳に関するβarエンハンサー

削1/200導入株2017株及び2017J-5株における三齢幼虫期のbralnhemlSPhereをx一gal

を用いて染色したところ､BarHlと類似した輪状のIacZの発現が観察された (図

34右に2017株の結果を示す)｡削lDNA断片中にはこの発現に関するエンハン

サーが含まれていると思われる｡

エンハンサートラップについて

同じコンストラクトDNA導入株であるにも関わらず､異なる染色パターンを

示すものも存在した｡削7/200導入株において､一方 (17-24株)では中央付近

でわずかに染色が観察され (恐らくsensoryorgan)､もう一方 (17-42株)では

肢原基のかなり広範にわたり､発現が観察される (図35のa,b).麹原基におい

ても､wlngmarglnやven打alhlJlgeに対応する領域で発現が見られ､これらも､同
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じコンストラクトDNA導入株であるにも関わらず発現パターンが異なる (図35

のC,d)Oこれらに共通な点は本来のBaTHlやBaJ･H2の発現パターンとは異なる

卓である｡#1211/200導入株である192-a株では､ブロードな発現が観察される｡

しかし､一見発現パターンが翰状に見えるものの､BaTHlやBarH2の発現領域よ

り広い｡更に､17-42株､あるいは5630株 (#20/200導入株)の艦においても本来

のBaJO発現とは異なる発現パターンを示した (図35)oコンス トラクトに挿

入した染色体断片とは無関係の発現制御によってIacZが発現 してしまうのは､

恐らくコンス トラクトの挿入位置の近傍に存在する別の遺伝子に働きかけるエ

ンハンサーをトラップしてしまっていると考えられる｡

エンハンサー領域の細かい限定

削6及び#17では三齢幼虫期における光受容細胞前駆体Rl/R6での発現を制御す

るエンハンサーが､また､#18では同じく三齢幼虫期において肢原基の将来

tarsalsegment#5になる領域でのβar遺伝子の発現を制御するエンハンサーがそれ

ぞれ単酷できた｡それぞれのエンハンサー断片の長さは各4.6kb､60kbと長い

ため､このままでは蛋白質結合配列の同定が餌栄であり､またこの様なエンハ

ンサーをツールとして用いるにも不便である｡そこで､これらのエンハンサー

領域の限定を行った｡まず､それぞれの断片を教程の制限酵素で分割 し､それ

らをそれぞれ#200に挿入した｡この際､ベクタ-側のUnlqUeSlleはsaJILか存在

しないので､まず､マルチクローニングサイトの両端にXhoIサイトを導入した

pBluescnpt､pSKXを作製し､分割したエンハンサー断片をpsKXに挿入した｡

pSKXに挿入した断片をXhoI処理し､これを#200に挿入した｡こうして完成し

た一連のコンストラクトDNAをそれぞれショウジョウバエに導入し､ トランス

ジェニックフライを得た｡得られた株をそれぞれx一galの活性染色､あるいは抗

bcZ抗体によって抗体染色した｡

(1)光受容細胞前駆体Rl侭6に対応するエンハンサー断片､削6-17について

の結果は以下の通りであるO区】36aの1､2､3についてはRl侭6での発現が見ら

れた｡よってエンハンサー領域はHlndⅢ-Xbal内に存在すると思われた｡ところ
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が､領域をHindⅢ一Psll､PstトXbalと分割すると､Rl侭6での発現が見られなく

なったO従って､光受容細胞前罪体Rl/R6に対するエンハンサーは恐らく囲36a

のPstIサイトにまたがって約18kb以内に存在しているものと思われる｡

(2)IaTSalsegment5に対応するエンハンサー断片､削8についての結果は以下

の通りである｡#18の断片を7つの領域に分割し､それらについてそれぞれエン

ハンサー活性の有無を調べたところ､図36bの#25断片(Bg旧-BamHIO6kb断片)

で､輪状の明瞭な発現が見られた｡従って､この領域約1.6kb中にエンハンサー

の主要部分が存在しているものと思われる｡また､#2.3及び#2.4で微弱なシグ

ナルが検出された｡BglTI-BamHIO.6kbについては､仝塩基配列を決定した｡29

塩基のpunne-pynmldlneの繰り返しが見つかったが､現時点ではそれ以外の分子

結合的配列は兄いだされていない｡

Df(1)BH2変異体はBarエンハンサーの部分欠失変異株である

Df(I)BH2はBarH2とその近傍領域を欠損した変異株であり (図40(a))､以下の特

徴を持つ｡

(1)成虫の形態的な異常は殆ど観察されないが､FoTkedがDf(1)BH2欠損領域

中に存在しているため､剛毛がちじれたような表現型をとるO

(2)Df(1)BH2は､雌のホモ接合体が不妊である (雄は生殖能力を持つ)0

(3)Df())BH2のホモ接合体及びへミ接合体の活動性はとも活動性低下する｡

Df(I)BH2株の欠損領域中にはBaTH2のほか､foTked(上記)､D-f7mbTmが存在

している (図40(a))Oforked変異体は20種類近くのアリルが存在するが､それら

はすべて行動異常を示さないOまた､D-fTmbLWは､アクチン結合蛋白質をコー

ドしており､行動異常に関わるとはすぐに期待されないかもしれないo

Df())BH2欠損領域中には､FoTked､D-fIJ77btv7､BarH2以外の転写単位としては蛋

白質をコードしていない08kbRNAがあるが､それも行動異常につながるとは

考えにくい｡

この様な考察を基に､ (3)で示したDf(1)BH2株の行動異常はBa'H2､あるい

はその近傍領域の欠損に惹起されたと推定したO別の実験から､BaTH2の欠損

はBarHlにより桜能的に補うことが出来ることが示されているO (HlgashlJlmaet
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al1992b)｡従って､Df(1)BH2株の行動異常は単なるBat-H2遺伝子のみの欠失で

も説明できないoLかし､BaTH2近傍配列にBazHl/BaTH2の神経あるいは筋肉な

どに特異的な共エンハンサ-が含まれていれば､Df(1)BH2株の行動異常は説明

できるかもしれない.この考えが正しいとすると､BaJ･H2あるいはBaTHLと予想

されるエンハンサー断片とを連結してDf())BH2変異株に導入することにより行

動異常は回復すると考えられるoそこで､Bal･H2遺伝子近傍の染色体DNA領域

約8kb断片 (エンハンサーアッセイで用いた#11断片 ;Df(I)BH2株で欠損してい

る)をBalH2遺伝子と共にDf())BH2株に導入することを試みた.なお､エンハ

ンサーアッセイの結果から削1断片には三鈴幼虫期の脳と肢原基のclaw､肱期

のCNSに関するエンハンサーの一部が存在していることが分かっている(図39)0

まず､基本となるベクターを構築した (屈40(b))0 Ba'H2遺伝子のうち､第

-エクソンの途中ApaLIサイトまではゲノムDNA断片､それより下側はBarH2の

cDNA断片を連結したミニBa'H2遺伝子を作製し､Ba'H2のpoLy(A)付加シグナル

を連結したのちp因子ベクターPYC18に挿入して基本ベクターを完成させた(図

40(b)､BH2CRV#12)OこのベクターのSaJIサイトに､Baz･H2近傍のSan-Salt8kb

断片を挿入し､DNAコンストラクト(BH2CRV#12/SalB)を得たO作製したDNAコ

ンストラクトをV･Ty変異株のショウジョウバエ肱にマイクロインジェクション

し､ひとつのBH2CRV#日2/Sa18導入株 (1541株)を得た｡また､BaJH2遺伝子の

ゲノムDNAクローンとして用いた断片中にエンハンサーが存在し､そのために

ベクターDNA自体に行動回復の能力が存在する可能性が否定できなかったため､

BH2CRV-12も同様にショウジョウバエ染色体に導入し､三つの導入株

(約034,4016,4031)を得た｡3ラインのうち､以下の実験には#4034を用いた｡

まず､Df(I)BH2の活動性を測定した (図42､測定法は<方法>及び図53参照)o

Dn())BH2株はve,miJ,on変異を同時にもつため､コントロールとしてV,'y韓を用

いた｡すると､V,Ty株は40秒では(均 一にガラス管内に分布するようになり､

その後定常状態になった (図42黒線).ところが､Df(1)BH2株では120秒を経

過しても中央線を通過する個体は殆どいなかった (図51青線)｡次に削541及

び約034株について図41に示すような掛け合わせを行い､コンス トラクトが挿

入した染色体を持つようなDf(1)BH2株を作製した｡これらについて､それぞれ

同株のアッセイにより活動性を測定した｡その結果､
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1)#1541を導入したDf(I)BH2#は活動性が回復し､ほぼ正常株 (V,Ty株)と同

じ値を示した (図42赤線)0

2)#4034を導入したDf(1)B〃2株は殆ど活動性が回復 しなかった (図42緑線)a

1)と2)の結果から､Df(1)BH2の活動性低下は､.TJLll断片に相当する染色体

DNAの欠損によって引き起こされていることが示唆される｡ただし､

BarH2CRV削2/Sa18導入株は､現時点では一つ (1541抹)しか得られていないの

で､1541株による変異の抑制がBaJIH2遺伝子のectoplCな発現 (挿入点近傍のエ

ンハンサーによる)による可能性はまだ完全には排除されていない｡

更に､強い光刺激によってDj(1)BH2株の活動性が変化するかどうか検討した

(図43)oDf(I)BH2､及びコントロールとしてのV,'y株について光刺激を与え

たときの活動性を測定した (<方法>及び図53参照)｡その結果､光刺激時の

Df(1)BH2株の活動性 (図43bの赤線)はY,ry株の光非刺激時程度に上昇した (図

43aの黒線)｡よって､Df(I)BH2株は正常株並の活動性を示す運動能力を備え

ており､Df(1)BH2株の活動性低下が肢や筋肉の欠損により引き起こされている

可能性は小さいと示唆されたO光学顕微鏡のレベルで､Df(1)BH2株と野生株と

の成虫肢の形態を比較しても特徴的な差異は見出だされなかったo



<考察>

エンハンサーアッセイの結果から推定された一連のBarエンハンサーの存在

位置を図37にまとめたO各エンハンサーの位置は､逆位変異体を用いた解析結

果と基本的に矛盾しなかった (図22参照)O-部の例外を除き､離れた距掛 二

同一細胞での発現に関するエンハンサーは同定されなかった｡従って逆位変異

体の結果ともあわせ､BaTHlとBa/H2が共発現するのは基本的には組績特異的共

エンハンサーが別々に存在し､それぞれがBaJ･HlとBaL-H2を同時に制御している

ためではないかと推測されたoBalHJ/Ba/H2の組織特異的共エンハンサーはほ

ぼ全て単離 ･同定できたと思われるが､一部のエンハンサーの同定が困難であ

った｡例えば､anstaやCNSのmld-1lne付近の3細胞に関するエンハンサーは未だ

特定できていない｡これらの未特定エンハンサーはBaTHJ-Ba'j12の外側に位置

しているか､あるいはここでアッセイできなかったDNA断片の境界にまたがっ

て存在しているかもしれない｡特定されたBarエンハンサーが本当に正しいも

のであることを証明するには､抗BarHl/BarH2抗体と抗1acZ抗体を用いた二重染
色による解析が必要である｡本実験ではCNS細胞においてのみこの検討を行っ

たが (屈29)､結果は予想通り同一であったO

エンハンサーアッセイを行った結果､当初予期していなかったことではある

が､同じコンストラクトを導入した複数のラインで本来BaIHl/BaIH2が発現し

ていないと思われた領域で類似した1acZの発現がしばしば観察された (図3卜

33)｡このうち､二つの.,Jl18/200導入株BM24とBM25はコンストラクトが挿入し

た染色体が異なる (BM24‥2番染色体､BM25‥3番染色体)ため､同じ染色体

DNA領域にコンストラクトが挿入している可能性はない｡従って､削8DNA断

片には本来BarHl/BalH2が発現していない領域特異的なエンハンサー (ec10Picエ

ンハンサー)が存在しており､正常なBaT領域染色体上では､ectoplcエンハンサ

ーの活性を抑えるシス領域 (サイレンサー)が調べた断片外もしくは断片境界

に存在していると考えられる｡この推定を明らかにするためには､単乾したエ

ンハンサー断片に別の染色体DNA断片を更に連結し､発現が消失するかどうか

を検討するサイレンサーアッセイが必要であると思われる｡

43



Ba'Hl/Ba,H2間の染色体DNA領域では､一連のectopICエンハンサーやそれら

に特異的なサイレンサーと本来のBaTHJ/Ba/H2発現に関するエンハンサーとが

入れこに存在していると想像される (図44)oサイレンサーがどのような桜橋

で対応するecloplCエンハンサーの働きを抑制し､本来のBarエンハンサーの働き

を抑制しないのか､という問題もまた興味深いと思われる｡

ectoplCエンハンサーによる発現とは別に､同じコンス トラクトを導入した複

数の導入株間で異なるlacZの発現が見られる場合もあった (図35)Oまた逆に､

発現すべきコントロールエンハンサー活性が消失してしまう場合もあったOこ

の理由は､導入した1acZ遺伝子が異なるコンス トラクト挿入点近傍にある別の

エンハンサーあるいはコントロールエンハンサーに特異的なサイレンサーをト

ラップしたためであると考えられる｡これらの影響を防ぐ手段の一つは､コン

ストラクトの両端をインシュレーター配列ではさみ､IacZ遺伝子が他のエンハ

ンサーの影響を受けない様にすることかもしれない｡

序で述べたようにBarエンハンサーを単離した目的のひとつは､BaJ･Hl/BarH2

同時欠損株に欠損させたい細胞に対応する以外の全てのエンハンサー断片を

Bar遺伝子と共に戻すことにより細胞特異的なBar変異株を作製 したい､という

ことである｡ところが､∝【op】Cエンハンサーとサイレンサーの存在が予想され

たため､エンハンサーを含む断片だけを単純に連結するとBar本来の発現とは

異なる発現を誘発 し､正しいBarの発現を再現することが出来なくなる可能性

が出てきた｡エンハンサーとBar遺伝子をBaI-HJ/BaTH2同時欠損株に導入する際､

サイレンサーも同時に考慮する必要が出てくるかもしれない｡最終的に導入す

るDNA断片のサイズが出来るだけ大きくならないようにするために､本実簾で

得られたBarエンハンサー領域をさらに限定する必要があると思われる｡従っ

て図36で示したようなエンハンサーの限定実験を行うことが急務である｡また､

エンハンサー領域限定をより効率よく行うためのlつの辛皮として､

D.melanogasEerの近縁種DananassaeにおけるBBTエンハンサーのcounterpanを単推

し両者の塩基配列を決定し､その相同性から必要領域を保存領域として限定す

ることが考えられる｡

エンハンサーアノセイの結果特定された様々な組織特異的エンハンサーは､

予想されるサイレンサー､eC【OPlCエンハンサーいずれも､様々な遺伝子の発現
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を活性化させるon/offスイッチとして利用できると思われる｡また､実際にエ

ンハンサーアッセイを行うことは､隠されたエンハンサー単経への道を開き､

将来的な"ェンハンサー工学"の展開のためにも意義あるものであると考えら

れた｡

様々の組織特異的共エンハンサ-がBalHl/Ba/H2間約80kbに点在 しているこ

とが分かったO進化の過程でこの様な一連のIBarT'ェンハンサーがどのようにし

て生じたかという問題は興味深い｡可能性の一つとしてエンハンサー重複が考

えられるoBa/Hl/BaJH2間に存在するエンハンサー領域のヌクレオチドの決定

と､各エンハンサー問の比較から何らかのヒントが得られるかもしれない｡

エンハンサーアッセイの過程で､BarH2とその近傍DNA領域を欠損 している

変異抹 (Df())BH2株)の行動異常がBarエンハンサーの欠損によるものである

ことを示 した｡Dn:1)BH2株の行動異常が､レスキュー断片 (8kb)のどの部分に

依拠しているのかは現時点では不明である｡より細かく分子解剖 し行動回復実

験を繰り返す必要があろう｡行動回復に必要な最低限のエンハンサー断片が特

定されれば､1acZ遺伝子に連結して個体に戻し､発現細胞が脳神経特異的であ

るか否かの特定が可能になる｡

この文脈においては､ccb(centralcomplexbroad)変異が注目に値するoccb変

異の位置は染色体上でBaT(570)のごく近傍近傍56.7である (HelSenbergel

al.1985)｡ccbもまたDf(I)BH2と同様に行動異常を引き起こすことが知られてい

る (StraussandHeLSenberg,1993)｡ccb変異株では､成虫脳の中で情報を競合す

る役割を果たすcenmlcomplexの形態が変化する (StraussandHelSenberg,1993､

図44参照)ので､もし仮にccb変異とDJTJ)BH2変異が同一エンハンサー欠失(又

は変化)ならば､Df(I)BH2株でもcenm】complexの形態異常が起こっていると想

像される｡今後成虫脳におけるBa'Hl/BaTH2の発現と脳の形態異常との関連を

解析する必要がある｡
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第 三章

セグメントボラリティー遺伝子

hedgelwgの構造解析



<序>

hedgehog (hh)変異体はNussleLn-Volhardらのグループによって単粧され

た変異株である (Jurgense(al.1984)ohh変異株の幼虫では､各体節の後部区画

に存在するnakedreglOnが欠失し､またvenlraldenncleの前後極性が失われている

(Mohler･1988)O従って､hedgeh喝遺伝子はセグメントボラリティー遺伝子の一

つであると考えられる｡セグメントボラリティー遺伝子は体節の前後極性に変

異を引き起こす一群の遺伝子であり､hedgehogの他にen,m Jed(en)､patched(plc)､

wLngJess(wg)､fuSed(fu)､goosebeTy(gsb)など､現在までに10数種類が知られてい

る(Poolee【al･1985､HooperandScou1989､RlJSeWiJketal.1987､Preatetal1990､

BakerelaH987)0 hghamらは､肱期における体節の極性決定が柚を含む一群

のセグメントボラリティー遺伝子産物の細胞間コミュニケーションによって決

定されるというモデルを提唱した (Inghametal1991)｡

セグメントボラリティー遺伝子は､肱だけでなく肢原基などの成虫原基でも､

前後極性を含む位置情報を決定しているだろうと考えられている (Br)･an11993)｡

第2章で述べたとおり､Ban lやBaTH2は､肢原基や複眼原基などで発現してい

る (第二章 ;小嶋ら未発表)｡三齢幼虫肢原基におけるBarHl/BarH2の寮状発

現は､セグメントボラリティー遺伝子などによって決められていると思われる

肢原基上の位置情熱 二従って誘発されると考えられている (小嶋ら未発表)｡

従って､hedgeh呼遺伝子を含むセグメントボラリティー遺伝子を解析すること

は､肢原基におけるBal-HIPazH2遺伝子の発現制御環稀を理解する上で役立つ

のではないかと考えた｡また､hedgehog変異株の一つであるba'13変異株では､

β変異同様の複眼の個眼致減少が観察される｡複眼原基上でのm叩 hogenel■C

furTOW進行は､分化細胞でhedgeh頑畳伝子が発現し､decapentapreglc遺伝子の発

現を誘発することが原動力になっている (Hetx'rlelnetal.1994).また､B変異

ではmorphogenetlCfurTOWでのhedgehogの発現が抑制されることが示されている

(HeberleLne【aH994､Maetal.1994)O従って､hedgehogは複眼原基上でも楼能

しているかもしれない｡もしそうならば､正常な複眼形成においても

Ba,HIβa,H2とhedgehogとの問に何らかの関係があることは否定できないOま

た､B変異での複眼異常の郁 旨解析においてもhedgehog遺伝子の解析が役立つ
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に違いないoこの様な理由から､本研究ではhedgeh呼遺伝子の単離と解析を行

った｡
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<材料と方法>

使用したショウジョウバエ株

hedgehogのエンハンサーをトラップしたラインとして､当研究室で単乾された

ライン､Q50株を使用したoQ50株はホモ接合体が致死であるため､実際には

Q50/TM3Serを実験に用いたO相補性テストを行うために用いたhh欠損変異株

はhh を使用した｡

正常なhedgehogの発現パターンの解析にはcanton-Sを用いた｡また､p匡l子ベク

ターを導入するためのショウジョウバエ株として､㍉ 06 株を用いた｡コン

ストラクトが挿入した染色体をホモに持つ株を作製するために､A,8/FM7､

cyo/sco,ry506､sb77t43ry506/,f10 を使用した｡

使用した大腸菌樵とDNA

スクリーニングには以下のファージライブラリーを使用したo

D･meJaJ70gaStergenOmlCllbraTy作MBL-3)

D.melanogasEeTCDNAllbrary(入gtI0,3-12embryonicstage)

また､クローニング用プラスミドベクターには､

pUC19､pBluescnptDSKー及びKS-(Stralagene社)を用いたOショウジョウバエの

全ゲノムDNAは､特に記述しない限り､canton-Sの全ゲノムを用いた｡

DNAに対するハイブリダイゼーション (サザンプロット､コロニーハイブリダ

イゼーション)

ブロッティング実験の基本的な手順はMolecularClonlnS(Sambrook,1989)に従

った｡また､その他の手法は第-章で述べた方法を用いた｡
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DNAシーケンシンク

手順はMoleculaTClonlng(Sambrook,1989)の方法に従った (罪-章の<材料と方

法>参照)0

RNAに対するハイプリグイセ-ション･PrlmereXtenSion実験

第-章の<材料と方法>の方法による｡

腔に対するInSltUハイブリダイゼーション

手順はTautzandPfelfle(1989)に記述された方法に従ったO
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<結果>

ェンハンサー トラップライン050株

当研究室で単離したエンハンサートラップラインの一つの致死ラインQ50Rに

おけるlacZの発現パターンをx-galを用いた活性染色で調べたところ､図46に示

すようにセグメントボラリティー遺伝子の一つであるengrailed遺伝子の発現パ

ターンと類似していた｡しかし､Q50変異はeng'aLledの1ocusの乗っていない染色

体上にマノブされた (engraiJedは第2染色体､Q50は第三染色体)O従ってQ50

株における1acZの発硯は､enとは異なる遺伝子のエンハンサーに依拠すると推

定されたOまた､P因子を再転移させると致死性が回復したことから､Q50の劣

性致死はp因子ベクターの挿入によって生じていると考えられ､enと同様後部

区画のアイデンティティー確立に重要な役割を果たしていると推定される｡遺

伝学的解析から､後部区画のアイデンティティー獲得には､eng'n/edの他

hedgehogが重要であることが推定されていた (hghameta11991).そこで､Q50

致死変異珠とhedgehoo<hh)欠損変異株とを用い相補性テス トを行ったところ､

互いに相補しなかった｡即ち､Q50枚の致死は､hedgeh呼遺伝子近傍にP因子ベ

クターが挿入Lhedgehogマイナスにしたことによると結論された｡そこで

hedgehog遺伝子を得るために､P因子ベクター挿入点近傍の染色体DNAの単離

を行った｡p因子ベクター中にはpBluescreipISKが含まれているので､

pBluescrelPtSK断片をプローブに用い､Q50株のゲノムDNAを用いて作製したゲ

ノムDNAライブラリーからp因子ベクター挿入点の近傍領域を含むクローン､

P401を単推した (図46a)｡さらにP401をプローブに用いて､野生株のゲノム

ライブラリー由来のゲノムDNAクローン､B2-2､ES7.8､E4.0を得た｡染色体

DNA上の相対的な位置関係を図47に示す｡

cDNAクローン､chh12およびC3の単離
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ゲノムDNAクローンSE7.8とE4.0をプローブに用い妊期の全RNAに対してノ

ーザン解析を行ったところ一本のバンドの検出が確認された (EEl代修論参照

)｡同じプローブを用いショウジョウバエの3～12時間肱由来のcDNAライブラ

リーを約70万個スクリーニングしーっの陽性クローンchll12を得た｡更にC仙】2

をプロ-プに用いゲノムDNAライブラリーを再スクリーニングしたところ､

ES78､ES40でカバーされない新たなゲノムDNAクローンG23を得た (図47Å)｡

つぎに､図48aに示すようなサブクローンのシリーズを作製し､これらを用い

てchh12挿入断片､約1.9kbの全塩基配列を決定した (図48b)Oまた､chhl'?_と

その近傍に対応する領域のゲノムDNAクローンの塩基配列を決定した｡chh12

の3'末端にはpoly(A)が付加されておらず､典型的なpoly(A)付加シグナルも含

まれていなかった｡そこで､更なる3'側を調べるため､G23の一部をプローブ

に用い､cDNAライブラリーを再スクリーニングしたところ､cDNAクローンC3

を得た｡C3の塩基配列を決定したところ､C3とchh12はオーバーラップしてお

り､3'末端にpoly(A)が見出された｡従って､対応するcDNAの3'末端が決定

した｡C仙12とC3をあわせ､得られたcDNAクローン長は合計20kbであった｡

287-306番目の塩基に対応する合成プライマーを用いてプライマー伸長実験を行

ったところ､約70塩基のバンドを3本検出した｡また､cDNAクローンの上流

200塩基のゲノムDNA配列中には､スプライシングのアクセプターコンセンサ

ス配列は存在しなかった｡従って､cDNAの5●末端はcDNA5'末端から約200塩

基上流にあることが推定された (図48)Oこれらの結果から推測されるmRNA

の全長は約2.2kbであり､ノーザン解析の結果から推測されるmRNAの長さ約

2.3kbとくらべて大きな矛盾はなかった｡

得られたcDNAクローンとゲノムDNAクローンとの塩基配列を比.=52した結果､

chh12-C3転写産物は少なくとも3つのエクソンから成り立っていることが示唆

された｡第-イントロンは約8kbと推測された｡第二イントロンをカバーする

ゲノムDNAクローンは末同定のため正確な長さは分からなかったが､サザンブ

ロットの結果から第二イントロン長は15kb以上であることが推定された｡

また､挿入されたp因子の一部をもつクローンの塩基配列を行い､ゲノムDNA

クローンの塩基配列と比較した｡その結果､p因子挿入コンセンサス配列

(GGCCAGAC)と8塩基中4塩基が一致した塩基配列 (GSCCTAGG)に績し-てP

52



因子の塩基配列が予想転写開始点の約230塩基上流に存在した｡従ってQ50株は

この位置にP因子が挿入していることが明らかになった (図48)｡またp因子挿

入点のすぐ上流側に､G塩基とTi基からなる繰り返し構造 (ZDNA)が見出さ

れた (図48)｡ZDNAはしばしばエンハンサー中に見出されることから

(NordhelmandRICh.1984) ､P因子挿入点のすぐ上涜側に見出されたzDNAも

また､得られた遺伝子の転写制御に何らかの役割を果たしているかもしれない｡

hedgehog遺伝子の同定とhedgehog蛋白質の予想アミノ酸配列

もし単離した遺伝子がhedgehog遺伝子ならば､得られたゲノムDNAクローン

中に､hhの欠失変異株における欠失領域が含まれているはずである｡そこで､

hh欠失変異株における欠失DNA領域 (MohlerandVanl.1992)と単離した染色体

DNA構造を比較したところ､hhEn3､hhm 2､ba,13の染色体欠損領域が単馳し

た遺伝子の第-イントロン内に存在することが明らかになった (図46).これ

は､cDNAとして回収した遺伝子がhedgeh呼遺伝子であることの強い根拠である.

chh12-C3の塩基配列から､hedgehog蛋白質のアミノ酸配列を推定した｡最も

上淀にあるMetコドンの6塩基上流にはInFrarneで終止コドンが存在していた.し

たがって､hedgehog蛋白質は最も長い場合で471アミノ酸からなると考えられる｡

次に､KyteandD∞Llde法o(yteandDooZitlle.1982)によってhedgehog蛋白質の疎水
性を計算したところ､75番目のアミノ酸付近を中心にして広がる疎水性領域を

見出した (図49矢印)Oこの領域に対応するアミノ酸配列はhedgehog蛋白質中

のどこに存在するか検討したところ､64-82番巨=こ疎水性アミノ酸残基の連なり

を見出した (図48b)0

一般的にシグナル配列は､膜貫通に必要な12アミノ酸以上の疎水性アミノ酸が

連なり(多くの場合は17-24アミノ酸である :RaoandAIgOS.1986)､最もC末端

側にAlaなど非電荷の小さい側鎖を持つアミノ酸が位置する (Watson.1984､Rao

andArgos1986)｡また､シグナル配列の上流5アミノ酸残基以内に塩基性アミノ

酸が見出される場合が多い (Watson.1984､RaoandAIgOS.1986)0hedgehog蛋白

質中に見出された疎水性アミノ酸領域は､これらの条件を全て満たしていたこ

とから､可能性の一つとしてこの疎水性領域はシグナル配列であると考えられ
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た｡シグナル配列は一般的に蛋白質の最もN末端側に位置することが多いので

ovatsonelal･1984)､もしこの疎水性領域がシグナル配列として緩能するならば､

hedgehog蛋白質の開始コドンは51番目のMetコドンが使用されることも否定でき

ない (図48(b))｡この疎水性領域がシグナル配列でない場合､別の可能性とし

てこの疎水性領域は膜貫通 ドメインとして権能することが考えられる｡一般に

疎水性領域が膜貫通 ドメインとして桜能するためには､KyteandDoollde法によ

って計算した疎水性領域のピークが1.13以上必要であると考えられている

(RaoandArgos.1986)｡この疎水性領域は以上の条件も満たしているので､膜

貫通 ドメインとしても積能しうる可能性は排除できない.膜貫通 ドメインを持

つ蛋白質は､そのN末端側にシグナル配列を持つ場合が多いことから(walSOnel

a1.1984)､この疎水性アミノ酸領域が膜貫通 ドメインとしてとして働くと仮定し

た場合､hydropathyplotでこの疎水性領域の更にN末端側に見られるピークに対

応する領域がシグナル配列として機能すると考えざるを得ない｡

なお､hedgehog蛋白質の予想アミノ酸配列と類似した配列をもつ蛋白質が他

に存在するかどうか検索するために､Genbankに登録されているアミノ酸配列

データとの相同性検索を行ったが､hedgehog蛋白質のアミノ酸配列全体にわた

り類似するようなアミノ酸配列は見出せなかった｡

hedgehog遺伝子の位置､及び発現

hedgehog遺伝子の染色体上の位置を同定するため､ゲノムDNAクローンSE7.8

を用いて唾腺染色体に対する∽∫∫ruhybndZatlOnを行なった｡その結果､第三染

色体の94D-Eの領域にハイブリダイズしたバンドを確認した (図46b)O徒つ

て､hedgehog遺伝子は94D/E領域に存在していることが示唆された｡この領域は

以前から遺伝学的分析により知られていたhedgehog遺伝子座､94D10-E5と一致

する｡

次にhedgehoか宣伝子の時間的な発現バターンを調べるため､chhll断片をプロ

ーブに用い､肱､幼虫､蛸､成虫からそれぞれ得た約5鵬のpoly(A)RNAに対し

てブロッティングを行った｡その結果､肱期､幼虫期､嫡期について約23kbの
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バンドを一本検出した｡肱期､蟻期について更に細かくステージを分け同様に

ノーザン解析を行ったところ､6-12時間肱の時期､及び鏑化後0-24時間に濃

いバンドを検出した (図47)｡従って､もしhedgehogmRyAの安定性にステー

ジ依存性がなければ､hedgel70gのmRNAはこれらの時期に最も多く転写される

と思われる｡

また､空間的なhedgehog遺伝子の発現パタ-ンを調べるために､ LnSITU

hybndyzatlOnを行ったOプローブにはchhllをテンプレートに用いinvlr,O転写に

よって作製したアンチセンスRNAプローブを用いたohedgehogの発現は､まず

肱期の細胞胞粧期 (ステージ5)初期に肱の前部と後部に数本のストライプと

して観察される (図51左上).ステージ5の後期には各体節ごとの発現が始ま

り､最終的に合計17本程度のストライプが見えるようになる (図51左中)｡こ

れらの発現は肢帯伸長期 (ステージ8-ll)にピークを迎える (鼠51右上)O

旺帯の伸長が完了するステージ12の頃､hedgehogのストライプ状の発現は各体

節のposlenOr区画に限定される (g51右中)｡その後､hedgehogのストライプ状

の発現は肱期の間続く｡ただ､発現量はステージ15の頃に減少する｡この結果

は､Q50株のlacZの発現と一致していた (田代修論)｡また､この発現パターン

は､ステージ13-14において中枢神経系での発現が認められない (図48右下)

以外は､eng柑Lledの発現パターンと類似していた (Kombergetal.1985)O
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<考察>

hedgehogのcDNAクロ-ンchhllを単乾して塩基配列を決定したOほほ同時期

に他の3つのグループが独立してhedgeh曙遺伝子の塩基配列を発表した(Mohler

andVani1992､Leeetal1992､Tabataetal1992)Oうち2グル-プの発表した

hedgehog遺伝子のアミノ酸配列は本実験から得られた結果と全く同-であった

(Lee,eta1.,1992､Tabata,eta1.,1992)O第二イントロン長に関して他のグルー

プは約8kbであると報告しており (Lee,ela1.,1992､Tabata,eta1.,1992)､本実験

の結果と異なる｡この相違が生じた理由の一つとして､本実験で使用したゲノ

ムDNAライブラリーの作製に用いたショウジョウバエ株が､他のグループが用

いたゲノムDNAライブラリーのものと異なるということが考えられるOもしそ

うならば､本実験で (あるいは他のグループが)得たゲノムDNAクローンの第

二イントロン中に何らかの挿入/欠失が生じ､その結果イントロン長が変化して

いるという可能性は否定できないOまた､hedgehogmRNAの5'末端の位置も､

他のグループの結果と異なった｡原因は不明だが､もしかすると転写量の多い

他のmRNAをとらえてしまっているのかもしれない.

塩基配列の解析及びhydropathyplotの結果から､hedgehog蛋白質のN末端付近

に持つ疎水性領域は､シグナルペプチドあるいは膜貫通 ドメインとして楼能す

るかもしれないと推定された｡hedgeho£蛋白質は実際に疎水性領域のC末端側

付近でプロセシングされることを強く示唆するデータが得られた (績原ら未発

表､L∝etal.1992)ことから､この疎水性領域は､膜貫通 ドメインではなくシ

グナルペプチドとして張詰すると考えられたOなお､その後の解析結果により､

hedgehog蛋白質は疎水性領域のC末端側以外に､260番目のアミノ酸残基付近も

プロセシングを受けることが示された (織原ら未発表､Leeetal.1994)Oさらに､

C末端側約60アミノ酸を欠損したhedgehog蛋白質は260番目のアミノ酸残基付近

のプロセッシングを受けないことから､hedgehog蛋白質は (プロセッシング部

位のC末端側に恐らく存在する)hedgehog蛋白質自身のプロテアーゼ活性によ

ってプロセシングされることが推測された (織原ら未発表､Leeetal1994)o

今後､どの分解産物がプロテアーゼ活性を持つかという問題を始め､より詳細

が明らかになるものと思われる｡
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hedgehog遺伝子がBaTHlβalH2遺伝子の発現制御にどの様な影響を与えるか

を調べる第一歩として､hedgehogのectoplCな発現によるBaJIHlParH2の発現の変

化について解析を試みた｡そのために､chhll(hedgehogのcDNAクローン)を

hsp70プロモーターに連結した断片を持つP因子ベクターを構築し､マイクロイ

ンジェクション法によって個体に導入した｡しかし､単推した導入株では､熟

シヨノクによってhedgehog遺伝子のectopICな発現が誘導されなかったが大きな

形態変化には繰り返した熟ショックが必要であった (KoJlmaetaH994)O こ

の場合､palched遺伝子のdoseを減らすことによりhedge170gの効果は大きくなっ

た (KoJlmaeta11994)｡一つのラインh9D株では､hedgehogが未同定の麹エン

ハンサーでコントロー)i,されており､その発現により麹の前部区画構造が重複

されることが示された (KoJlrnaetal･1994)｡また､hedgehogのectopICな発現に

よりAn'境界と同様のdecapenEBP,eg,C､PatChedの発現が誘発された (KoJlmael

al1994).これらの結果から､hedgehogは前部区画に働きかけ､An,境界を形成

するのではないかと推定された (KqJimaetal.1994)0

ショウジョウバエhedgehog遺伝子の単維後約2年の問に､様々な解析が進ん

だohedgehog遺伝子のマウス､ニワトリ､ゼブラフィッシュのcounlerparlが単離

され(Rlddleetal.1993､Echelardetal1993､KTauSSelal.1993)､ニワトリの

counterpartの一つ (SonIChedgehog)は､Ilmbの分化にあたりモ)i,フォゲンとなっ

て､ショウジョウバエの場合と同様に遠近軸の形成に実際に桜能していること

が示された (Rlddleetal1994)｡このことは､進化的に無関係なヒトの足と､ハ

エの肢が同一の分子メカニズムでコントロールされていることを示唆しており､

形態形成進化を考える上で極めて興味深いことである｡将来βar肌βar〃2の脊

椎動物におけるcounterpanが単離されれば､BaTHlβaTH2とhedgehogとの積能的

な関わりを脊椎動物におして も解析することが可能になるかもしれない｡
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竿 ccAÂ Â AAACACCÂ TCC b 3769

図4(C) 説明は次頁に示すO



図4.
(a)得られたβ∂√〃2のcDNAクローンのシリーズ｡このうち､塩基配列の決定には
PBH-1及びBHM14を用いた｡EEcoRl､H.Hlndm､PPstI､SSalJ､XXhoIサイ
トをそれぞれ示す｡

(b)シーケンスを行うために作製したサブクローンのシリーズ (制限酵素地図下
の線)と実際に行ったシーケンス (矢印)｡矢尻の部分は作製したサブクロー
ンでは通過を確認できなかったので､他のcDNAクローンから得られた塩基配
列やゲノムDNAクローンの塩基配列から通過を確認 した (点線の矢印､ゲノム
クローン由来のものはG､cDNAクローン由来のものはCで示す)｡EEcoRI､

HHlndⅡⅠ､PPstI､S･Sau3Al､Sp:Sphl､T.TaqI､R:RsaI､X.XhoIサイトをそれぞ
れ示す｡

(C)BarH2遺伝子の全塩基配列｡エクソンの配列は大文字､イントロンの配列は

小文字で示してあるo aはcDNA (PBH-1)の5凍端､bは予想されるpolyA付加シ
グナル､CはpolyAの付加位置である.匪lみはホメオドメイン｡また､塩基の下
に引いた短い下線はゲノムクロ-ンとcDNAで異なる塩基配列であり､塩基置
換によりコードするアミノ薮が代わるものは'をつけてあるOゲノムクローン
で欠失している塩基は-で示し､cDNAクローンの塩基をその上に示した｡
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BarHl｣ … ■■■■耶

1kb

a XEX P H HH PPP E P E SX E

1S亡exon
S D D C G

BarH2
BarHl

2nd exon
G X D D

AGCGATGATTGCGg⊂aagtc._.‥.‥‥.亡亡cgcagGTGGCAAAGACGAC
GTTTGTAGCAATGgtgagg亡..‥_..._‥ct亡ヒcagGCGGTAAAGATGAC
V C S N G G K D D

2nd exon 3rd exon
Y Q N a R T K W K a

BarH2 TACCAGAATCGCAGgヒgagcggcacgAI-亡ヒaaヒヒgcagAACCAAATGGAAGCGT
BarHI TACCAAAACCGCAGgEgggttヒヒaac‥.caここt亡gCagAACCA昌ATGGAAGCGC

Y Q N R R T K W K a

図6.

(a)BarHlとBarH2の構造比較｡箱はcodlngregLOn､水平な線はnon-
Codlngreg10nをそれぞれ示すO黒く塗った部分はホメオボックスに対
応する領域を示す｡

(b)BaTHJ､BaTH2のInlrOn-eXOnJunCIzOn付近の塩基配列､アミノ較配列
の比較｡大文字で示した塩基はエクソン､小文字はイントロンを示
す.この図から､JunCtLOnの位置が全て同じであることが分かる｡
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図7.

ショゥジョウバ工のホメオドメイン配列の比較｡シャドウをつけたアミノ酸は
BaTHl/BarH2間で保存されているアミノ酸と-敦しているアミノを残基を示す｡
7スタリスク (*)はBarH】marH2間の保存配列のうち､他のホメオドメインから
一つも見出されないアミノ酸を示す｡
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図8.

BazHlとBazH2がコードする蛋白のアミノ酸配列の比較O

シャドワをつけたアミノ酸はBarH2とBarHl間で一散する
アミノ穀を示す｡囲みはホメオドメイン配列｡ハイフン

(-)はギャップを示すO
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図9.
(乙L)BlLJ仙城全休 をカバーする九クロ-ンのシリーズとj出イ云了･のm IE'1､1I,lHi14肺
フ酎也L留､及びBzLr変 jl,ミ休の染色体Tlj一瓶 一.E丈あるいは火jii令rり戒｡Tl,T2は トラン
スポゾン297の-湘挿入領域､Ml,M2,B,bdはそれぞれB,BMl,BM2,Bbd変JI･上体
の染色体Tll一編点を'Ttす｡

(b)B;zI+[2領域をプローブに用いて行った唾腺染色体に対 して
TJ-っ/=''…ILlhyb■1(li/,ll仙11



(a) (b)

E L P A BarH2 BarHl

3･8kb-す .■ト

肯

図10.
(a)βar〃2の時間的な発現の変化をノーザン解析により調べた結果｡いず
れもtotalRNAを約5ug使用した｡上段左から旺期CE)､幼虫期(L)､蛎期

伊)､成虫(A)､下掛 ま左から幼虫期のうち2鈴(2L)及び3齢(3L)､蛸期
のうち前期作P)､後期(LP)のパターンを示している∪約3.8kbの位置にバ
ンドが一本検出される｡
(b)BarH2の空間的な発現パターンを抗BarH2抗体で調べた結果｡ここで
は一例として三鈴幼虫期の複眼原基を示し､βaJ〃Jのパターンと比較 し
た｡下は拡大図｡BarH2は､BarHlと同株光受容細胞前駆体Rl/R6(拡大
図中に数字で示した)で発現 している｡また､両者ともに､単眼領域及
び触角原基のans【aに対応する領域での発現も見られる｡





lnjeCtedeggs 863

hatchedeggs 252

GOadults 75

[ransfomants(G1) 9

linenumber linkage

B2-#45 1stviable

B2-#49 2ndviable

B2-#71 3rdviable

82-#98 2ndviable

B2-#106 3rdviable

B2-#112 3rdviable

B2-#114 1stviable

GOadults/inJeCteggs=1/ll.5

transfomants/GOadults=1/8.3

表1.(a)hs-BH2株作製のために行ったマイクロインジェクション
実験のまとめ｡(b)得られた導入株の種類とその11nkage





図12.

(A)chp#36(hsBarH2)導入株の一つB2-98株について､熱ショック誘導後30分の成
虫原基を抗BarH2抗体で染色し (右)､熱ショックをかけなかった場合 (左)
と比較した結果O拡大図で分かるように､本来発現していない場所でBarl12が
発現している｡

(B)熱ショックを与えたB2-98株の成虫複眼形態を走査型電子顕微掛 二よって観
察した結果｡(左上)wlldtype､(中上)Ba'Oヘテロ接合体､(右上)hs-BarHl､
(下)hs-BarH2の結果｡図のように､BarH2を過剰発現させるとBarHlを過剰発現
させた場合､あるいはB変異と同様の形態が観察される (中下)｡また､少数
ではあるが､溝が生じている複眼､8の字型をした複眼も観察される (左下､
右下)｡

(C)熟ショックを与えたB2-98株の成虫肢の形態｡数字はtarsalsegmentの番号を
示している｡図のようにtarsalsegment2と3との間が融合する (矢頭)O
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AAAAAAAA⊂AATATACCPGATAO=A打yIGCTAm ACTATm CGCCAm 6a

M T T M P P E M 8
TGTCCGCAGC主よCGGCCAATCCCm G+1ACCGC⊂AGTGCGCCGACGAGCGmACCA 180
S A A I A N P V C G T A S A P T S G T N 28

ACCATCCCG+m GCm CAGGTm Cm CCGCCCGGCGGm 240
:1: P A A V G G G A R i a D S P P G G A L 48

TGCCm TGCCAGCOGGAGCGGCGm GCGm GCGGTm CllCCACCA 300
P A .i P_ P A G A A A A A き. A V A A T T T 68
ccACAACCACCLJ=ACAGGCClt.CCCGll.TCCCGGTm GGATATrCTGGCCGGAG 360
T T T T Q A T A S a ど M 工 T D = L .i G A 88
CAm CGm OGCGGCGG皿 GCm m eTGGCO3CAGCCGm G 420
A A A S A A A A A A A A A L A A A G R G 108

GCAGTCCCCAGGATCCCCAGGACACm CCAGGCCCTGCACCACCACCACCACCACCATC 480

S P Q ⊃ ? Q D a D Q A 二一 H :i ㍗ :I: I.q 'Ei H Q 128
AGCAm CAGCACCACCAGCATC剤∋CAGCAGCA_AGCCGCCm TATA 600

Q Q Q Q Q H :i Q H Q Q Q Q A A i Q Q Y I 148
TCGTm CAGCAGCll_lCm Gm GAGAGGGAGCGGGAn QGGAGAm GCGGG 660

V Q Q Q Q i L a ど E R 三 R ≡ R 三 R 三 R E 168
AGCGm GGGAG+ttGAGAm AllCGGGAGTCGCATCACCCACAC⊂ÅTCCCTACCACC 720
R ≡ R ≡ R E 天 王 R E S :～: :h: P 王i tl: P Y H P 188
CGATm ACCACTm CGCCCGCCCACTACGGCCM GCTGAGCCACCATC 780
M L モi H ど P P A H Y G i Q H S L S …i H P 208
COこACCACCTra Q=AAATCj}AGAGGGACCGCCTm G(コ=CGTCCACCGCCACGGCCTGC 840

:H: 刀 i Q Q M ≡ a D R L 三 A V …i a H G L P 228
ccCTGGAGm GtlCCAC⊂ACCACCACCm CAm Gm CCAK Am AGC 900

I, E Q S i.: H fl: H lti Q Q Q Q Q Q Q Q i Q Q 248
AGCAACACCAGnGCAGCAGCAAJCATCATCTCAACCACCACm m TCCCAGCCACCACG 960

Q H Q Q Q Q Q H ヨ L. N :H: Q Q H P S :-: H D 268
ACGAm TCGCCGm m CAaTTGGGTGGm iAJrCX3=1_lCAACA 1020

E a S _i S P L M i Q Q i G G A N G N N N 288
ACAATAACAATAllTT3GTAGTAGCAGTAA⊂AACAACAACALt.TAATGTm GTm CA 1080
N N N N G S S S N N N N N N V S S G N N 308

ACAACAACAAC主ACAACAAm CnAでACTGCTAGGTY38+m CACATCiGTGCGA 1i40

N N N N N h' G S 二 L L G G Q 三 :-: =S A = 328
TCAGGCCAGT>.CGArrCGAm CAGCGATACCGACGACIX Ggこgag-LIこここag己 1i94
R P V a S I D S D T D D C G 342

(46kb lnこご0=l)_ ⊂CCaLここここ亡agGTGGCAAGGACGm m ACAGTT1236
G 三( D ⊃ D G 三 t) S L 352

でGm ⊂GCCAACm C7m CCPL.Tm AGm GM 1296

K N G S S A N G D S S S !i 1 S i S X K 8 372
AGCGG丸如3GCCAGGACCGCCm CGGACCATCAGCrGCAGACCTTm GAAGTCCm G 1356

1 _～. 1 一 ユ 5 _- 392
AGCGOm TATCTG31qm TCCAGGACCGCAm CCAATAjt.GLTTn tm 1416

R Q a Y i S V Q D a H ≡ L .A N X L 三 L 412
GCGACTGCCAGGTGAAG.ACCTGGTACCaGAACCGCAGgtgagCggCgCCここ亡CaこgCC⊂ 1475

V _ 1 :{ 424

(1_2kb lntrOn ). 亡aここ⊂ここa亡⊂亡亡gCagGACCAAGTY3GAAG{GCCAAACGG 1514
1 - 仙 人 A 432

Cymrrm m CTCCm m GGCCGGGAACでACGCCGCm CAGCGCCTCTATG 1574

V G L ≡ i i A E A G N Y A A ど Q R L Y G 452
GCm CACGCCCTACTTGAGCGCCTGGCCCTATGCCGCTGCCGCCGTCGCCCAGTCGC 1634
G A T P Y ニ S A 'yl P Y A A A A V A Q S P 472
ccCACGGCGCCCCGCCm CCCCATCGA⊂ATCTACTACCm TGCGGCOSCCGCCGCCG 1694
H G A _D ? S P 王 D = Y Y R :1.: A A A >. A A 492

ccCTC⊂AGAAGCCCGCCCmCCCGCCTCCTACCGmTCCCGTATCCGTCGAGmTGCCGC 1754

IJ Q K P A L P A S Y R = P Y P S S _TL王 P P 512
ccm TW ACCCm TGCCTGCGCCCCCGCCCCCCGGIGCCGCACCCAm 1814

G M A :. P G H_ P _1. P P P P G A A P >王 L. S 532
GCCXm ACTATGCCGCCGCCGCCCm GCCTCCGCC二℃GGCm CTCCGCCG 1874
G Y Y A A A A A A A A S A S A S A S A A 552

ccGCCCAGCCGCm GCCGeTCGCCGGCGACGTCGCAGAGCGC⊂AACAGCAGAACCGACT 1934

A Q P i S .a S P A T S Q S A N S a T =) ⊂ 572
cm GGGCGCCCCCC昌GTACGCCm lLATACXm GCC8=GCCGGGTACTYX 1994

EaAPPST PiNTG SチPR_aViA 592
ccGAGGAGGAGGACCAGGAGCGGGAGGAGGAGCGCGAGAGGGAGCGGGAGCGTGAGGAGG2054
EE≡DQ≡R三三Ea≡a≡R ≡aE≡E 612
AGGAGGACGAGGAACTGXCrGGAGGTTTAAGTACAATCGtGTCCTAAGGTGG主TCT21i3
ED三三-i.GL三V - 621

図14.
DaBaTH2遺伝子の塩基配列と予想されるアミノ酸配列O大文字の塩基はエ
クソン､小文字はイントロンの配列を示す｡囲みはホメオドメイン配列｡



(a)

KJKb"Rip F 冒 S茄NP 不 JJih

Daβar〃2●

(b)

1Sヒexon
DaBarH2 ACCGACGACTGCGgtgagtt

T D D C G
S D D C G

BarH2 AGCGATGATTGCGg亡aagこC
BarH1 GTでTGTAGCAATGgヒgagg亡

V C S N G
V C S N G

Om(1D) GTTでGTAGCAATGgヒgagg亡

2nd exon

2nd exon
ヒヒヒヒヒagGTGGCAAGGACGAT

G K D D
G A D D

ttcgcagGTGGCAAAGACGAC
ctヒヒcagGCGGTAAAGATGAC

G 冗 D D
G K D D

cttttagGCGGCAAGGACGAT

3rd exon
DaBarH2 TACCAGAACCGCAGgtgagcggcgcc.‥tatcヒヒgcagGACCAAGTGGAAGCGC

Y Q N R R T K W K R

Y Q N R R T A W K R
BarH_2 TACCAGAATCGCAGgCgagCggCaCgH.EtaatこgCagAACCAAATGGAAGCGT
Bar!il TACCAAAACCGCAGgこgggttttaaC‥.Catヒ亡亡gCagAACCAAATGGAAGCGC

Y Q N R R T K W K R
Y Q N R R T K W K R

Om(1D)でACCAGAACAGGAGgLgcg亡C亡caac‥.ccヒ亡亡亡一亡agGACCAAATGGAAGCGA

図15
(a)DaBarH2の遺伝子構造.制限酵素サイトの略記は園j3と同
じ｡箱はコーディング領域､水平の線は
ノンコーディング領域を示す｡黒 く塗った領域はホメオドメイ
ンをコードする領域｡

(b))ntron-exonjunclIOn付近の塩基配列とアミノ酸配列をJつの
βar遺伝子間で比較したもの｡全て同じ場所にJuIICHOnがあるこ
とが推察される｡
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図16.

DmelMOgaSlerのBarHJとBalH2､DanaJ7aSSaeにおけるBuFIJとBarH2のcounlerPaTt
(それぞれOrn(1D)､DaBH2と表記)がコードするアミノ酸配列の比較 ハイフン (-)
はギ>ノブであるO4つすべて一敦しているアミノ薮を漉く,4つのうちいずれか3つが
一女している7ミノ穀をうすく讃教けした｡

また､-鼓丁るアミノ転を多く含む領域 Ⅰ,rv†∨)､4つとも::荷電した7ミノ転を多く含む
領域 (TnⅥ)を大まかに囲んだ｡なお,領域rvにホメナドメイン配列である｡
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よって作製したO具体的なstrategyはここでは省略するo白箱は図16で見

図17
改変BarHl蛋白を過剰発現させるために作製 した一連のコンス トラクトO

(a)合計4種類の改変Ba/Hl遺伝子を､主に制限酵素によってDNA領域を欠損させ
ることによって作製したO具体的なstrategyはここでは省略するo白箱は図16で見
出したBar遺伝子共通の特徴的領域｡

(b)作製 した改変BarHl遺伝子を挿入するために作製したp因子ベクター｡

1､sp70プロモーターとコーディング領域を含むDNA断片 (⊂コ )とhsp70遺伝子の
poly(A)付加シグナルを含む断片 (r『)とを選択マーカーであるve′mil'on遺伝子
断片 (匡ESg)を含むp因子ベクター (pYCl.8)に挿入したO



construct llnenumber adulteyemalformation

1 7019

7024

7029

2 7101

7103

7115

7116

3 04/01-a

4 06101-a

O6/01-C

5 7401

7404

7405

+
+
+
+
+
+
+

【
+
+
+
+
+

表2.
改変BarHl蛋白の過剰発現による複眼の形態変化｡得られた各導入株
について三齢幼虫期に熱ショックを与え､成虫複眼の形態を観察した0
変化が生じたものを+､生じなかったものを-で示す｡
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図18.

(a)ChouandFasrnan法による二次構造予測の結果O既に三次構造が決定されているengTaued,

Matα2ホメオドメインの結果をBarH2､BarHlとともに示す｡なお､下線は3つのヘリック

スに対応する領域｡

伽engrailed､MalCL2ホメオドメインの三次構造 (KISSlngeretal.1990､Wolbergeretal1991よ
り転載)0

(C)engl.ailed､MaLα2､BarH2､BarHlホメオドメインのアミノ酸配列｡シャドウをつけたア

ミノ酸はengraued､Malα2間で一致するアミノ酸｡矢頭をつけたアミノ酸以外は全てBarHl､

BarH2のアミノ酸と一致する｡*はDNA-protem複合体を形成するために必要であると考え

られているアミノ酸を示す｡eng'aued､Malα2の配列のしたに引いた線は､3つのヘリック

スに対応するアミノ酸領域を示す｡
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(a) oct-1

3■

(b)

BarHI QRM TAFTDHQLQTLEKSFERQKYLSVQERQELAHKLDLSDCQVXTWYQNRRTKWKRQT

BarH2 QRKARTAFTDHQLQTLEKSFERQKYLSVQDRKELANKLELSDCQVKTVTYQNRRTKmRRQT

Oct1 RRKKRTSIETN=RVAl'EKSFLENQKPTSEE=m =ADQLHMEKEVIRW FCNRRQK三KR=N
REVIRVWFCNRROX三KR=N

ct2 RM TRSIET"V;F比 EKSF皿 QKPT芳 芦 至デ マKEVIRW 言cm o肥 組 n-
pc-3pc-2 pc-2R pc-l

n EKRPRTAFSSEQLARもKREFNm YLTERRRQQLSSELGLm QZKIWFQNKRAKrKXST

コV DKRPRTAfSGTQLm YLTEKRRQQLSGELGLNEAQIKZWFQNKRAKLKKSS

en1 VXLm TAFTSVQLVELENEFRSNm YRTRRIEIAQRLSLCERQVKIWFQNRRZvW W =

e:12 SKRSRTAfSSLQIJIElfREFHm TRRI≡ISQfuALTERQVXIWFQNRRARLKKST

be KRXSRTAFTNQQIどE二.三KRFIJYQKYLSPADRDEIAASLG:.SNAQV=でⅣFQNRRAXQ王くRD=

bi KRXSRTAFTNQQIどEL三KRFIJYQKYLSPADRDEIAGGLGLSNAQVITWFQNRRAKLlm q

sb QRRSRTTFSNDQIDALERZFARTQYPDVYTR≡:EIJAQSTG二.TEARVQVWFSNR:u RXQ王J

sbn QRRSRTTFTAEQLEALERAFSRTQYPDVYm ELAQTTALTEARIQVWFSNRRARLRKKS

Oct2 RRXXTRS=ETNVRFALEKSFLANQKPT

図19b.

(a)Oct-1ホメオドメインと九リプレッサーの三次構造 (JordanandPabo.1988､Klemnlel

al･1994より転載)O互いに類似した構造を取っていることが分かる.
O))(上段)BarHlとBarH2､Ckト1とocト2ホメオドメインのアミノ酸配列｡下線は対応する
3つのヘリックスの位置｡BarHlとBarH2､Oct-1とoct-2間で異なるアミノ酸残基にシャド

ウをつけた｡pc-卜 3､pc2Rは大腸菌九リプレッサーのpos】llVe-COnlrOl変異及び変異復帰株の

変異アミノ酸残基の位置を示すO (下段)engralled(en)とLnVeCted(1nV)､Zerknullt-1(zenl)と

zerknulJt12(zen2)､lady-b.Td-earlyObe)とlady-blrd-laLeObl)､gooseberTy(gsb)とgooseberT),-
neuro(gsbn)のホメオドメイン配列｡二者を比較して異なるアミノ酸にシャドウをつけた｡
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図22.

(a)共エンハンサ-と二つのBar遺伝子のco-expresslon｡逆位変異体
の染色結果からこのような作業仮説が得られる｡

(b)二種類の逆位変異体を用いることによって大まかに分類 したエ

ンハンサーの位置｡Ml､M2はそれぞれBIVIL､BM2の染色体再為乱卓
の位置を示す｡
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図23.

エンハンサーアッセイ用ベクターDNAの作製｡作製
途中で出来た一連のコンストラクトを並べた｡ま
た､プロモーターとして使用 したβar肌断片の位置を
示す｡
(ES∃).
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図24.
エンハンサーアッセイをキJ-った8.-1I仙城の断片のシリーズ｡ -辿
の九クローン (制JSJi彬フ勘也1諌｢lTの細粒)のS.･'III析片を)i.仁木的に川
いたoなお､JI2川嗣ll~はエンハン1)--ア ノセイ川ベクターに川い
たB;LrlllのプロモーターEufJJl.と同 じである｡
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(a)各コンストラクトDNAにおいてスクリーニングしたライン
数と得られた導入株数｡エンハンサー長はベクター部分を差
し引いた長さである｡

(b)InJeCl10nしたコンストラクトDNAの長さと導入株の獲得効
率との関係｡多少ばらつきはあるものの､コンス トラクト
DNAが長いほど､獲得効率は低くなる傾向があることが分か
る｡
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図28.
肱期におけるBarHl伸arH2の発現を制御するエンハンサー｡

#21はAntenno一maxIHarycornplexの一部とdorsal側の各体節境界
(前述)､#14はKellln■soI･ganとpNS､#11はCNSの､それぞれ
BarHl/BarH2の発現をenhanceしている｡
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図30.
14-80株(削4エンハンサー導入株)におけるLacZの発現をBarHlの
発現パターンと比較したもの.
(a)抗LacZ抗体又は抗BarHl抗体による染色パターン｡
O))杭LacZ抗体又は抗BalHl抗体とMab22C10との二重染色｡
二カ所のフォーカス面を示してある｡
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肢原基が肢に成長する様子を模式的に表したもの (BaleetaI1993.第13､14､
り転載)｡(a)は三齢幼虫期の肢原基についての運命予定臥 Cl(clauになる領
(b)は疲虎基が肢に形態変化する様子0時間経過は上から下に向かって蓬
この図では明確に記述されていないが､一番上の時点でtarsl(日い部分)

5つの区画にくびれ､従って形態的にtarsalsegTnentlから5までを区別すること
i出来る｡(C)成虫肢の形態｡
(2)(a)三齢幼虫期の複眼原基についての運命予定国｡Oc(単眼になる領域)及びAr
(将来mstaになる領域)を囲んである｡(b)成虫個眼のうち､最も表面に近い部分の
i,m胸賢について元 Ii-鎧 者 ril
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図41.
コンストラクト導入株をDfrI)BF12バックグラウンド
にする掛け合わせ｡複眼の色によって導入株かどうかを
選択する｡
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図44.
BaTHIIBarH2遺伝子とエンハンサーの関係とエンハンサーアッセイト
恐らくBarHln3arH2には (1)BarHl/ちaTH2で本来見られる発現に関するエンハ
ンサー(- )､(2)本来のBarHl/BarH2では見られない発孝則二関するエンハン
サー (ectoplCエンハンサー ;IF )､(3)ectopICエンハンサーの働きを抑制す
るサイレンサー (⊂コ)が入れ二になって存在していると思われる｡このよ
うな染色体DNA領域を断片化してエンハンサーアッセイを行うと､ec10PICエ
ンハンサーとサイレンサーが分断された場合にectopICエンハンサーが活性化
され､レポーター遺伝子が発現すると考えられる｡
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TAんM AAATGAGTATGAAAr:⊂AAAACGふTGCG.m TGAAAA⊂ACTGTTAええH CCTTGACTTATTGm
⊂ふTTTTAGCTG'rAAGTAGGCAAT⊂CT⊂GG⊂GCAGA二ccTAAATCATCCTGAGu TCALTCGGCm CCGGAGAA⊂ふCAGA⊂CCH
T ACm ATATTATCATGGAAm TTG⊂ATAATごてATTGAGGTGCGGCCm GW CCTTTGATAT主よTATATATCCTACTTT
GTATATAGんM ATTATAGTGACTGAATATCTでよTTGTAえTTGTGTATATAATA⊂TrALTAGでTAACTGCGTAm A二ACTTえらTAT



図48.

(a)chhll(cDNAクロ丁ン)のシーケンスを行うために作製したサブ
クローンのシリ-ス 個 線)と実際に行ったシーケンスの範囲 (矢印)〇

(b)hedgehog遺伝子の全塩基配列｡大文字の塩基はcDNAクローンにより､′ト
文字はゲノムクローンによってそれぞれ決定したO色付きの箱 (13-39):三
zDNA､下に向いた矢印は予想転写開始点､5'non-codlng領域中に下線で示し
た塩基はプライマー伸長実掛 二用いた合成プライマ-に対応する領域､Cで
囲ったアミノ酸は可能性のある翻訳開始点､四角の囲みはシグナル配列､
2450番目付近の4本の経線は推定されるpoly(A)付加シグナルの位置をそれぞ
れ示す｡
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図49

hedgehog遺伝子産物のhydropalhyplol〇KyLe&Doollnleの計算法によるoHldexの致値が高い
ほどより疎水性であることを示す｡Ml.M2は可能性のある二つの翻訳開始点､矢印はシグ

ナル配列付近の位置を示す｡
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図52.
(a)hedgehog蛋白質を過剰発現させるためのコンストラクト｡
(b)得られたコンストラクト導入株の一つ､h9D株の成虫麹｡
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