
67

マウス胎生期におけるカルビソジンD28 K
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Spot35/calbindin-D28K geneexpressi()∩wasexaminedintheearlyembry()nicstages

oftransgenicmice. E.coliβTgalact()sidasewasusedasarep()rtergenefusedwiththe

3,9kbpromoterregioninwhichtranscriptionregulatorysequencesandvitaminDresponse

elementlocated. TheeightaminoacidresiduesatNlerminalofβ-galact｡sidasewere

replacedwithSV40nuclearlocalizati()nsignaltodistinguishfrom endogenous針galactosidase

activity. Thepr()m()terdrived針galact(〕sidasewasdiscemedinnucleiofPurkinjecells

inthecerebellum anddistalrenaltubesinthekidney. Theseexpressi()∩patternwas

compatiblewiththeresultsobtainedbyimmunocytochemistrywithanti-Spot35antibody.

Inthistransgenicmousethetransgeneexpressi()∩wasdetectedfirstr)∩thetipoftail,

limbbudsand∩()seexceptf()rcerebellum,intestineandkidneywheretheproteinismainly

presentinadult. ImmunohistochemicalarlalysesagainstSpot35,/Calbindineantiserum showed

coincidentwiththelacZexpressioninthesetissues, Thesefindingsmightprovideanew

aspectc()ncerningbi｡1()gicalfunctionofthispr()teinintheearllyembryonicstages.
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は じ め に

Spot35蛋 白は,吉田と高橋によってラットの小脳組

織の可溶性分画から検出され1),その抗体を用いた免疫

組織化学の研究からプルキンエ締胸に特異的に存在する

事が示 された2)3). ピタミソD依存性 カルシウム結合蛋

白の 1つであるか i/ビンジン D28K は,Wassermannと

Taylorによって 1966年に鶏の腸管から発見 された4).

後に,ア ミノ酸配列並びに cDNA タロ--ニングの結果

から,Spot35蛋白はカルビソジン D28kと同一である

と証 明 された5)6).spot35蛋 白/カル ピソジン D28k

(Spot35/カル ビソジン)はか レシウム結合蛋 白ファミ

リ-に所属 し,その分子量は28,000 ダル トン (28kDa)

で,281のア ミノ酸から構成 され る. 6つの EF- ソ

ド型カルシウム結合 ドメイソを持つが,その うちカルシ

ウムイオンと結合するのは4つである.

免疫組織化学の方法を用いた研究により,Spot35/カ

ルビソジソは,多 くの生物で腸管,腎,中枢神経,末櫓

神経,感覚器,管,鰐,子宮,精巣などの広い組織の特

定の細胞に存在する事が明らかになった7)~10).同様に,

免疫組織化学の研究から,Spot35/カルビソジンは,マ

ウスの胎児では,胎生11日に中腎細胞で最初に発現 し

12日には後腎細胞に11),14日に初めてプルキ ンエ前駆

細胞に見 られる12)13).神経系では,胎生13日までは発

現が認められないが,胎生14日に将来の大脳皮質,視床

下部の漏 斗部,脊髄などで発現がみ られ る12).他の臓

栄,特に胎生の初期の Spot35/カル ビンジンの発現 と

機能についてはまだ不明確な点が多い.

しか し Spot35/カルビソジンの発現を観察するのに,

免疫組織化学を用いた場合11)-15),特に神経系では合成

された蛋 白は軸索輸送 されるので,遺伝子が発現 し蛋白

を合成 している細胞を同定するのは困難なことがある.

抗体によっては交差反応によりアイソタイプや他の蛋白

と反応する事がある. さらに抗体は有限である.通伝ヂ

が発現 している細胞は,insitu-イブ リダイゼ-ショ

ソ法で転写 された mRNA を検出す ることによって同

定できるが16)-18),RNA の分解に注意 して組織標本を

準備する必要があ り,また微量な発現量を検出するには

解像度に限界がある.特に,着床以前の胎生 3.5日から

発生に伴 って Spot35/カル ビソジンが発現 している鼠

織を系統的に観察するのに,免疫組織化学や insitu-

イブリダイゼ-ショソ法は実際的でない.

遺伝子のプロモ-タ…機能解析のモニタ…として,大

腸菌由来のβ-ガラクトシダ- ゼ (lacZ)は,inuitroに

おける酵素活性の測定に用いられるが,鍾.織でも活性染

色が可能であり,色調が青色で コン トラス トがつ くこと

那, レポ-タ-遺伝子 として使用する上で優れているこ

とが知られている19).今回,筆者は,発生の初期の S担35/

カルビソジソ遺伝子の発現を,全載標本における綴織化

学的解析に適 した方法 として,lacZを レポ-ター遺伝

子に用いて検討 した.竹田ら20)は,腎由来の培養細胞

(MDBK)系における Si)oi35/カル ビソジン遺伝子のプ

ロモ-タ-解析から,遺伝子上流 3.5kbに転写制御領

域が存在 し, ビタミンD依存性に遺伝子が発現すること

を見出 した. この転写調節領域を使えば,個体において

もプロモーターに依存 して レポ- タ-遺伝子 IacZが発

現するのに充分と予想 された.

本研究においては,SPoi35/カル ビソジソ遺伝子 プロ

モ…タ一に依存 して レポ-タ-遺伝子 IacZを発現する

融合遺伝子を作製 し,マウス受精卵に顧敏江大 して トラ

ンスジェニックマウスを作出 し Spot35/カルビソジン

の存在部位, 遺伝子発現の開始時親を知 ることを目的と

して胎生期マウスの解析を行 った,

材 料 と 方 法

1. 導入遺伝子の作製

トラソスジェニックマウスを作出するために, レポ一

夕-遺伝子に大腸菌の βガラク トシダーゼ遺伝子 (lacZ)

を用いて,SPot35/カル ビソジン遺伝子プロモ-タ-と

の融合遺伝子を作製 した,動物細胞においては,細胞質

にガラク トシダ-ゼ活性が弱いながら認められるため,

導入遺伝子由来の lacZ活性と混同されることがある.

そこで,細胞質で合成 された導入遺伝子由来の IaeZを

強制的に核に移行 させるため,SV40T 由来の核移行 シ

グナル21)を,lacZのN末の8ア ミノ酸残基と置換 した.

これによって内在性のガラク トシダ-ゼ活性と区別する

ことがで きる.iacZの3'側には,転写を終結 させる単

純性-ルペスウイルスチ ミジンキナーゼ由来 polyA シ

グナルを挿入 した.iacZの5'非翻訳領域 には,真核細

胞内で効率よく翻訳されるための Kozak配列, リポゾー

ム結合配列22),lacZの翻訳開始点 より上流からの翻訳

を避けるために,3フレームのス トップコドンを人工的

に付加 した.次に,遺伝子が導入 された染色体の部位に

よっては,導入部位の上流から転写が起 こることもある

ので,プロモ-タ-挿入部位の SmaI サイ トの5'端に

連結 した SV40-polyA シグナルで転写が終結 し,導入

遺伝子の転写が上流からの影響を受けないようにした.

更に, この レポ-タ-遺伝子の両側に同 じ制限酵素サイ
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卜を付加 し,導入遺伝子をベクタープラスミドから分離

できるようにした,

この基本 レポ一夕-遺伝子に Spot35/カルビンジン

遺伝子プロモーター 20)を融合 し,プラスミドpSPT19

に挿入 した (pCBNuLacZ),プロモ-タ-には転写開

始点の上流 BglⅡ サイ ト (-3593ヌクレオチ ド)から

第 1エクソンの AvaI サイ ト (+93ヌクレオチ ド)ま

でを使用 した.この領域にはピタミソDレスポンスエレ

メソ トが2ヶ所,MT (MouseTranscript)くりかえ

し配列,GCBoxが含まれている.

2. トランスジ工二､ソクマウスの作出

導入遺伝子の調製

pCBNuLacZを2回の塩化セシウム平衡密度遠心法

によって精製 した23). トランスジェニックマウス作出

用に SPot35/カルビソジンプロモーターとレポ…タ-遺

伝子との融合遺伝子は,制限酵素 HindⅢ で消化 し,

ベクター部分をアガロ-ス電気泳動で除いた.この直鎖

状の導入遺伝子を DNA 濃度が 5鵬/mlになるように,

リソ酸緩衝液 pH7.0含有生理的食塩水 (PBS)に溶

解 した.

トランスジュニックマウス作出用マウスの準備

受精卵を採取するマウスに4-6週齢の B6C3HFlの

メスを用いた.受精卵に導入遺伝子の顕徴注入を行 う日

から3日前の午後4時から6時の間に,5IU の pregnant

mare'sserum (PMS,帝国煉器)を腹腔注射する.実

験 日前 日に 5王U の humanchorionicgonadotropin

(hCG,帝国臓器)を腹腔注射 し,B6C3HFlオスマウ

スと交配させる.翌朝磨栓を形成 しているメスマウスよ
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り平均 して20-30個の受精卵が得られる.導入遺伝子を

雄性前核に蔚倣注入する.受精卵移植用メスマウス (ICR)

は騎管結敢手術を施されたオスマウス (ICR)と不妊交

配させる.導入遺伝子が注入された受精卵15から20個を,

偽妊娠 ICR マウスの左右の卵管に移植 して トランスジェ

ニックマウスを作出した.生後 2-3週後にマウスの尾

を 1cm 程切断 し,ProteinaseK 処理後 フェノール抽

出しDNA を調製 した.尾 DNA を制限酵素で切断 し,

アガロース電気泳動を行った後,ニ トロセルロ-スフィ

ルターにプロットしてサザ-ソ分析をおこなった.サザ-

ソ分析に用いるプローブはランダムラベリソグ法により

[32p]dCTPで標識 した-

3.免疫組織化学および IacZ活性染色

生後のマウスは4%パラホルムアルデヒド/PBS溶液

で心臓から還流固定 して,小脳,腎を摘出し凍結切片を

作製 した.胎児は 1%ホルムアルデヒド/0.2% グルタ

ルアルデヒド/PBS溶液で浸潰固定 して,全載標本を作

製 した.これらの標本を PBSで洗浄後,免疫組織化学

および 1acZ活性染色を行った.

凍結標本を抗 Spot35家兎ポリクローナノ乙抗体2) (1.5

%ヤギ血清含有 PBSで2,000倍に希釈 して使用)で室

温, 1晩反応後,PBS(Streptavidin-biotin)complex

法を用いて染色 した.

βガラク トシダーゼの活性染色は,0.1%Ⅹ-gal染

色液 [5mM K3Fe(CN)6,5mM K4Fe(CN)6,1mM

MgCl2,0.01% deoxycholate,0.02% NP-40,0.1%

Ⅹ-gal(TaKaRa)/PBS]で37℃,4時間から1晩反応

させた.

D P P P K K K A K V G D P

翻訳開始点 Nhs

図 1 導入遺伝子の構造

トランスジェニックマウス作出に用いた導入遺伝子の構造

promoter;か レピソジン遺伝子プロモーター,NLS;SV40由来核移行シグナル,lacZ;
βガラクトシダ-ゼ遺伝子,SV40PA;SV40由来ポリAシグナル,HSVlkPA;単純性

ヘルペスウイルスチミジンキナ-ゼ由来ポリAシグナル,下線部 TGA;ス トップコドン,
ATG;翻訳開始点
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結 果

1. トランスジェ二･ソクマウスの作出

得られたマウスは96匹であり,尾から抽出 した DNA

を制限酵素 BglⅡ で消化 し,サザーソ分析を行った.

導入遺伝子の有無を解析するために,Spot35/カルビソ

ジン遺伝子の PstI～BamHI断片を [32p]で標識 し

プロ-ブに用いた.-イプリダイゼ-ショソの結果,プ

ロ-ブは,野生型マウスの DNAでは BglⅡ 断片の 3

kbとだけ反応 し,遺伝子が導入されたマウスの DNA

では 3kb以外に約 10kbの DNA断片と反応 した (図

2).96匹のうち,染色体に導入遺伝子が確認できたのは

3匹であった.そのうち, レポ-ター遺伝子 lacZが発

現 していたのは2匹であった.本論文では代表的な1系

統についての IacZの発現を観察 した.この系統のマウ

スの約 10kbのバンドのシグナルの強 さを野生型で検

出される内在性 SPoi35/カルビソジソ遺伝子の 3kbの

バソドと比較 したところ,シグナルの強さは同程度であっ

た.よって,導入遺伝子は-プロあたりシングルコピ-

であると推測された.

2. 小脳,腎における導入遺伝子の発現

導入遺伝子による 1acZ染色は NLSにより細胞核

内に限局され,非特異的な内在性の活性による細胞質の

ぴまん性の染色と明確に区別できた.小脳においてはプ

ルキンエ細胞に Spot35/カルビソジンが局在する.抗

Spot35抗体による免疫染色 (褐色)と,Ⅹ-gal染色

(青色)との 2重染色では,プルキンエ細胞核の陽性染

色が同時に観察された (図 3A).これにより,SPot35/

カルビンジソ遺伝子プロモ-タ-をこ依存 して iacZが発

現 していると考えられた.

10
I l l l l I I I l I I I I

15kb

Tg W W W rg Tg

10kb-■ト

3kb- ト

図 2 サザ-ソ分析

A.野生型および導入遺伝子の検出に周いたプローブの位置,B.野生型 (W)

では約 3kb, トラソスジェニックマウス (Tg)では約 10kbのバンドが検出
される.B ',Bgm,H ;HindⅢ, Ⅰ,罪,班 ;ユタソソ
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図 3 小脳.腎における番人it伝子の薙現

A 成体小脳の抗 Spot35抗体及び X-galによる二菰染色 小脳7●ルキソエ

細胞 (矢印)で抗カルヒンジソ抗体 (褐色)及び X-ga】染色 (肯色)が陽性で

ある 11 生後4El帯の X-ga】による染色 遠位尿細管lこおいて X-gal染色が
陽性である .スケール 100LLrn

腎においては,X-gal陽性細胞が皮質に散在 し,過

位尿細野と地合附 こ認められた また,糸球体部にわず

かに陽性細胞が認められた (図 Jrl)

3. 胎生早肌 こおける導入ii伝子の発現

胎児の解析にホtの鮮てr'Jスを準備 した サザ-ソ分

析による辻伝子型から.19人退伝子がホモの放てウスと,

野生型雌-1ウスをかけ合わせて.得られるヘテロの胎児

で解析 した (図 4) 雌の股に段栓が確認 された朝を胎

生05日と判断 し,75Ej,85日.105日.125日,

145EI,16.5tjの胎児を使用 した

胎生 75日では,全身のどこにも lacZ陽性の挺織は

検出できず,帝人iL仁子は発現 していないと思われた

胎生 85日では,lacZ陰性細胞が神経額の尾部及び

後脳背側部に規奈された (図 4A)

胎生 105EIには,栂胞分化と組織の形成に伴いその

染色がさらに戦くなり,前後肢尖にも染色が出現した (図

一lli) 以淡.肢の原叢部での尭卿 i次第に増強 した.

胎4-)2.5Elでは,その空FZJ'l的発現の度合が増 し.A

部の皮膚において IacZ染色が初めて見られた (図 4C)

胎生 14.5Elになると洞七の部位が初めて染色された

125E=こ比較 して.全載舞木での lacZ陽性部位が瀕

少 しているのが椴'#された (図 4D)

胎生 145日で,胎児を矢状断にして染色を行 った.

将来の大脳皮怒.小脳原基,背馳 交感神経節,後背に

lacZ幌性抑胞が観察さILた ′ト脱にも漁色が見られた

が.非特異的反応であると考えられた (図 4E)

胎生 】65FFでは.LJ15日と同様の広範BIlの神経組織

に hCZ物性棚鞄が認められた 手掌と.爪の先端及び

基部に強 く限l昌)しているのが観察された 全戦標本での

挽r翳かL,)すると,16.5日では,尋入遺伝子の発現は,

報告 されている Spnt35/め/i,ど/ジノの存在部位を寸

へて含んでいた (図 4F)

考 察

相同凪換iLマウスでのjt伝丁発現部位の解析.転写制

御凹(-の活性かq定.ゾr=モーークー トラ ノブ.細胞系列等

多くのqF究にレポーター退伝千として IacZか換われ,

lacZが細胞や個体で発現 しても正常の退伝子発現に影

曹しないことが示 されているZSJ 本研究でu. ピタミ

'/D依存性 SFotお/カルビソ}ソ遭伝子発現を椴額する

ためにレポーター遺伝子として lacZ遺伝子を用いて,

トラノスジェニ ックてウスを作出 した その店先.免疫

阻織化学による Spo135/カルビソジンの局在 12日S)と.Lll

dlL-イブリダイItZ--ノ】I/による mRNA発現18､~181

をはは息乗に反映する トラソスフlニックマウスを作出

することができた

SJわ/35/カルピンクソ遺伝子のプE)モータ-は.増井

細胞を用いた解析90)から,ピタミ-/Dレスポ/スLレ

メソトをui:めとする転写調節蘭域を含む転写開始点上

流 35kbを用いた.二のプロモー一夕ー一領域は, トラン
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図 4 胎児即金載標本における革大通伝+の発現

全'&標本においても X-gal染色に上る充分fL染色性が得られ

る 胎生 145日以降は矢状断割面の観察が可能である

^ 胎生85臥 8 胎生 105tJ.C.胎生125El.D 胎生IJ15
El.E 胎生 IL15日正中矢状斬.F 胎生 165日正中矢状斬,
G 胎生12.5日野生型

- .スケール Imm



中嶋 :マウス胎生期におけるカルビソジソ D28k逮転子の発現 :レポ-タ--過
伝子を用いた トラジスジェニッタマウスの解析

呆ジェニ ックマウスにおいても忠実に Spot35/カルビ

ソジソ遺伝子を発現することが示された.

lacZの活性染色は組織によって大 きく異なり,特に

胎生15日以降の消化管では強い非特異的反応がみられた.

野生型のマウスにおいて,組織の固定条件,Ⅹ-gal鞄

色で30℃で長時間行わない等工夫することにより,非特

異的染色は認められなかった.全載標本において,胎生

12.5E∃より14.5日の方が染色部位が狭 くなったのは (図

4),皮膚の成熟をこ伴って,Ⅹ-蛋al染色液の浸透性が低

下 しているためと思われた.

噛乳動物の腎において,か レシウムの主たる再吸収が

行われる遠位尿細管に Spoも35/′か レビンジンの存在が

知 られている10日5). しか し マウスの胎生期の腎にお

ける Spot35/カルビソジソの局在に関する研究は少な

い.Spot35/か レビンジンが糸球体に存在するとの報告

は今までにないが,今回の トランスジェニックマウスに

おいては,糸球体の一部に陽性細胞が認められた, トラ

ンスジェニックマウスにおいては,糸球体の一部に陽性

細胞が認められた. トラソスジェニックマウスではじめ

て検出で きた可能性 もあるが,抗体や insitu -イブ

リダイゼ-ショソではこの細胞の検出,同定はできなかっ

た.今後 この細胞については,組織化学的に詳細な研究

が必要であろう.

Spot35//カルビソジソは,細胞内においてカルシウム

イオンの緩衝作用を持ち,高濃度のカルシウムイオンに

よる細胞毒性を抑制 していると考えられている14)26)

また,小腸や腎では,細胞内を通過 してカルシウムイオ

ンを輸送する作用が推定 されている13).血中のカルシ

ウムイオソ濃度を正常に保つため,腎尿細管をこおける再

吸収の教妙な調節に関与 していることも示唆されている10)

27) 小脳プルキンエ細胞では,細胞分裂が終わって移

動を開始する頃に S如i詣/か レビンジソが発現するが,

その激能は不明である13). これら複雑な生理顔能を持

つ成体の臓器における Spot35/カルビソジンの役割を

明らかにするうえで,今回見つけた,比較的単純な形態

である発芽初期の尾,肢芽,鼻の党に発現する Spot35/

か レピソジソの機能を解析することは意義がある.また,

転写因子 TEFllが同時期のこれらの組織に特教的に

発現 している28)が,Spot35/カルビソジンとの関連性

は分からない.

本研究で報告 した トランスジェニックマウス以外に,

導入遺伝子が複数 コピー導入されたマウスが得られたが,

これらの系統においては,従来報告されている小脳プル

キンエ細胞や腎で, レポ…タ-遺伝子 IacZの発現が観
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察きれなかった.これは,導入遺伝子の構造,あるいは

挿入される染色体の部位によっては,転写に影響を受け

る posiもioneffectをこよるのかもしれない.

トランスジェニックマウスにおいて,特に胎児の全載

標本で lacZ染色を用いて観察することは,比較的に日

常的に行える簡単な分析手段であることが判った.繁雑

で神経を使 う insitu -イプリダイゼ--ショソ法に比

べ,簡便で同等あるいはそれ以上の解像度を得ることが

できる.免疫組織化学的手法を用いた場合,胎児期の空

間的,時間的連続切片を作製 し検索するのは,標本が大

量になり実際的ではなく,挙繋,そのような研究はみら

れない.

今までの研究によると,胎生初期における Spot35/

カルビソジンの発現は,胎生11日の中腎管がもっとも早

く,続いて12日の後腎管に出現するl旦).泰研究によっ

てはじめて,胎生8.5日に寝取 四肢の原基に SPoi35/

か レビンジソが発現することを見出 した,この肢原基で

は,複雑にプログラムされた細胞増殖と細胞死を経て指

の形成が行われるが, この形態形成に Spot35/カル ビ

ソジソが関与するのか,もし関与するとすれば,細胞内

の急激なカルシウム濃度変化に対する緩衝作用があるの

かといった研究に展開できる.

このように,免疫組織化学的手法で容易に検出できな

い組織,あるいは検索 しなかった組織での遺伝子発現が,

レポーター遺伝子を使った トランスジェニックマウスで

新たに見つけられた,今後,新たに見つけられた部位で,

いつ,どのように,その遺伝子が機能 しているかを研究

するため,基礎的な情報を提供する方法としても優れて

いる.

今後は,今までに報告もなく気がつかなかった組織や

発生の時期における Spot35/カルビソジンの遺伝子発

現に焦点を絞 り,本カルシウム結合蛋白の生理機能を解

明すると共に,病態の関連について研究する必要がある,
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