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要 約

ホスホリノfーゼC(PLC)によるホスホイノシチド

加水分解は，中枢神経系の細胞内情報伝達経路におい

て主要な役割を果たす。最近我々や他の研究グループ

によって，低分子量GTPaseである RasやRapとの

結合により活性が制御される新規の PLC，PLCε が

発見された。本研究ではマウス発生過程での PLCε

の発現様式について検討した。まず発現時期について

調べたところ，胎生 10日目 (E10)頃に始まって周

産期初期まで続き，それ以後は消退した。次に発現部

位を解析したところ， E10--Ellでは神経管の神経上

皮に， E12以降では発生途上の脳と脊髄の

ventricular zone (VZ)やsubventricularzone (SVZ) 

に特異的に強く発現され，網膜，嘆上皮，神経節など

神経系の増殖・分化が起こっている部位に発現が見ら

れた。これらは神経系前駆細胞が優位に存在する部位

であるo E15以降では発生途上の筋組織に，成体マウ

スでは主に心臓に発現していたが脳での発現はごくわ

ずかだった。

上記の所見と一致して， レチノイン酸 (RA)処理

したヒト奇形腫NTERA-2細胞の神経細胞分化初期

にPLCε発現の誘導が一過性に観察され，分化完了

した時点でその発現は消失した。この発現の時間的経

過は， ヒト αchαete-scuteホモログ 1 (hASHl)の

それと同様であった。これらの結果から， PLCε は

神経系前駆細胞の増殖・分化に関与していることが示

唆された。

キーワード:ホスホリパーゼCε， Ras，神経系前駆細胞
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ホスホイノシチド特異的ホスホリパーゼ C

(PI-PLC)によるホスファチジルイノシトーノレ4，5-二

リン酸 (PIP2) の加水分解は，様々な細胞膜レセプ

ターを介する細胞内情報伝達の引き金になっている(1)。

この反応から 2つのセカンドメッセンジャー，ジアシ

ルグリセロールとイノシトーノレ1，4，5-三リン酸が産生

され，前者はプロテインキナーゼ Cの活性化因子，

後者は細胞内カルシウム動員因子として作用する。ヒ

トPI-PLCアイソフォームとして約 10種類が同定さ

れ，s， r，δの3つのクラスに大別されている。こ
れらはそれぞれ三量体G蛋白質や蛋白質チロシンリ

ン酸化によりレセプターと共役している(1)。最近線

虫(2)や晴乳動物(3-5)から新規の PI-PLC， PLC Eが発見

された。それらは Ras結合ドメインを有し，低分子

量GTPaseである RasやRap1とGTP依存性に結合

する (2-5)。細胞内では活性型RasおよびRap1を共発

現することによって PLCε が活性化されることが証

明されている (5)0 PLCε はRasと結合して細胞膜へ，

Rap1と結合してゴルジ装置へと移送される (3)。さら

にPLCε は， Rap1グアニンヌクレオチド交換因子と

して作用する CDC25類似ドメインを持つ。そのため，

ゴルジ装置においてCDC25類似ドメインを介して

Rap 1を活性化し， シグナルを自己増幅する機能を有

するは)。以上のことから， PLC eはRasあるいは

Rap1を介する情報伝達系の両方に関与し，細胞の

存在する状況に応じてそれぞれ異なる細胞内部位で

PIP2の加水分解を引き起こすと考えられる。
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胎主主期の神経発生において，種々の神経細胞とグリ

ア細胞は共通の神経系前駆細胞 (neuralprecursor 

cell : NPCあるいは多機能性幹細胞:multipotent 

stem cellともいう)から生じる(1， 8)。マウスでは神

経ヒダが正中軸で融合して神経管を形成する日9頃以

降に， NPCは神経管の内腔側から外限界膜に及ぶ多

列上皮構浩を持つ神経上皮に帯在する O 神経系細胞の

増殖・分化が盛んになる日12以降には， NPCは脳輩

るvzに限局するようになる
vzの細胞は神経細胞とグリア細胞の双方への分化能
力を持つことに加えて，活発な増殖能力と自己碍生能

力があり， NPCとしての条件を満たしている (7，8)。

さらに発生のより後期には NPCを含んだ第二期増殖

帯がvzのすぐ外層の SVZに現れ川，周産期にvz
が衰退する一方， SVZは成体期まで中枢神経系の一

部に残って NPCの貯蔵庫として機能しているそ

の他，網膜(10) 唄上皮川，神経堤仰などの発生i金上の

神経系組織に NPCが存在する。 NPCはさらに細胞

で，神経細胞あるいはグリア細胞のいずれ

かに分化能力が制限された前駆細胞に分化し， VZ. 

SVZからさらに外層へ移動する O 近年，部位特異的

発現様式の解析および遺佳子ノックアウト実験により，

神経系組織の初期発生に関与する多くの調節遺伝子が

明らかにされつつある(は凶。それらには塩基性helix削

loop幽helixファミリー， POUファミリーや Hoxファ

ミリーの転写困子， Notch，繊維事細胞増殖因子

(FGF)などを支配する遺伝子が含まれる。

PI-PLCからその下流のプロテインニドナーゼCは中

枢神経系での主要な細胞内情報伝達経路であり叩，神

経系発生の制御においても輩裂な役割を果たしている

可能性がある O 本研究では新規の PLC，PLCε のマ

ウス発生過胞における発現様式について解析し中枢・

末梢神経系で NPCが存在する部位に特異的に発現し

ていることを明らかにした。

方 法

1)マウス PLCε のcDNAのクローニング

BLASTサーチにより， ヒト PLCε のC末端とホ

ロモジ…をもっマウス ESTクローンを発見した。さ

らに上流の cDNAを分離するために，日11マウスの

cDNAライブラリー (Clontech社)を鋳型として

5'-RACE (rapid amplification of cDNA ends) を

行った。

2 )細胞培養と神経分化誘導

NTERA-2クローン D1細胞(16)を， 10%ウシ胎児血

清 (FBS)を含むDM日M (Dulbecco's modified日agle's

medium)中で培養した。次に神経分化誘導のために

10μM RA (Sigma)存在下で 6週間，その後 RA

まない DMEMj10%FBS中で 2日間， さらに細

胞分裂阻害剤 C10μMuridine， 10μM ふfluoro剛2'-

deoxyuridine， 1μM cytosine s -D幽arabinofuranoside

(全て Sigma)Jを含むDMEMj5%FBS中で 10日間

培養した。一万，マウス胎児癌P19細胞(神戸大学

大学院柳茂先生より供与)は既報山の方法に従って培

しfこO

3 )実験動物の端備

今回は全て ddYマウス(日本SLC)を用い，膳栓

確認日を胎生 O日日 (EO)， 出生日を生後 O日目

(PO)とした。

4)ノーザンプロット解析

マウスの胎児プロットと成体各種組織ブロット

(Clontech)に対し 32p標識 DNAプローブ (7.5kb

マウス PLCεcDNAあるいは1.1kbマウス β-

actin cDNA)を用い， PerfectHyb buffer (Toyobo) 

で68
0

Cにて 16時間ハイブリダイゼーション与を行った。

その後 0.1x SSCjO.1%SDSにで 65
0

Cで 15分x2回

洗浄し，イメージングプレートによって解析した。

5) RNAの調製と逆転写ーポリメラーゼ連鎖反応

(RT♂CR)法による解析

TRlzol試薬(Invi trogen)で抽出した totalRNA 

から SuperscriptII逆転写酵素(Invitrogen)で一

本錨 cDNAを合成し， Expand HighFidelity PCR 

System (Roche Diagnostics)を用いてポリメラー

ゼ連鎖反応 (PCR)を行った。 PCRの増幅凹数は産

物の最が定量可能領域に入るように加減した。

6) In situハイブリダイゼーション

各発生過程のマウスを 4%パラホルムアルデヒド諮

液で闘定後， 20%ショ糖溶液で霞換し， OCT compound 

CTissue-Tek)で包埋して作製した凍結切片標本(10

--15μm)を， 10μgjml proteinaseK溶液で処理し

た。既報の方法(18，19)に従ってマウス PLCε のアミノ

酸1180--1423番目に相当する泊P標識RNAプロープ

を合成し， 58
0
Cで一晩ハイブリダイゼーションを行っ

た。その後 2x SSCj50%formamideにて 58
0

Cで30

分x2凹， O.4xSSCにで 58
0

Cで15分x2凹洗浄し，

オートラジオグラフィ…を行ったO 最後に標本を

cresyl violet染色し t:(20)。

7)免疫組織染色

一次抗体には，マウス PLCε のC末端 19残碁に対

応する合成ペプチドを抗原としてウサギポリクロ一ナ

ノレ抗体を作製した。 10μmのマウス胎児凍結切片標

本を一次抗体と反応後，フルオレセイン標識抗ウサギ

免疫グロプリン G抗体 CAmershamPharmacia)そ

¥
3
2
ノ
ハU
1
1よ

/
I
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2 )マウス発生過程における PLCEの発現

各発生過程の個体全身の mRNAを用いてノーザン

ブロット法と RT-PCR法による解析を行ったところ，

約 9kbの長さの mRNAの発現が Ell頃から胎生後

期まで認められ(図2A)， P4頃から次第に衰退した

(図2B)。成体マウスでは心臓に中程度の発現と，脳，

肝臓，腎臓に弱い発現を認めた(図 2C)。

3) In situハイブリダイゼーションによる解析

アンチセンスプローブによって PLCEの発現部位

特異性を調べたところ， El0.5--Ellでは，中脳水道・

第4脳室・神経管周囲の多列上皮構造を持つ神経上皮

(図 3A) と，耳胞や顔面聴神経節に発現が認められ

た。 E12(図3B-a--f)では，側脳室・第3脳室・第

4脳室・脊髄中心管のvz・SVZ，さらに網膜，嘆上

二次抗体に用い，共焦点レーザー走査顕微鏡で観察し

fこ。

マウス PLCε の一次構造

BLASTサーチからの ESTクローン(図 1A)と5'-

RACEから得た全長cDNAは， 2282アミノ酸残基か

らなる蛋白質をコードしており(図 1B)，構造上は

晴乳動物の PLCs，r， δアイソフォーム全てに共

有される PLC触媒ドメインのX，y， C2ドメインと，

PLCε に特徴的な CDC25類似ドメインと 2つの

Ras結合ドメインを有することがわかった。またマ

ウス PLCEの全ての機能ドメインは，アミノ酸配列

レベルでヒトやラットのそれらと 90%以上の相向性

を示したは， 5) (図 1A)。

果結
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(図 2)マウス発生過程における PLCEのmRNAの

発現

A)各発生過程の胎児マウス全身の poly(A) + RN A 
2μgを含むブロットを，マウス PLCE (上段)と s-

actin (下段)についてノーザンブロット法で解析し

た口右端に RNAサイズマーカーを示す。

B)各発生過程のマウス全身あるいは脳において，

CEとs-actinについて RT-PCR法を行った。
C)成体マウス各組織の poly(A)+RNA2μgを含む

ブロット (1:心， 2 :脳， 3 牌， 4 肺， 5 :肝，
6 骨格筋， 7 腎， 8 :精巣)を， A)と同様にノー

ザンブロット解析した。

PL 

( 11 ) 

(図1)マウス PLCε の一次構造

A)マウス PLCEの各機能ドメインのアミノ酸配列

レベルでの相向性を， ヒトあるいはラットと比較し

てパーセント表示した。マウス ESTクローン，

mr95elO.rlとmd98g02.r2によってカバーされた部

分は下部に示した。

B) マウス PLCε のアミノ酸配列で，下線部はそれ

ぞれCDC25類似， X， y， RA (Ras結合) 1， RA2ド

メインを示す。
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皮，三文神経節，脊髄後根神経節に存在し，生殖結節，

手板，舌筋にもわずかな発現が見られた。 E15--E17

では，第3脳室・第4脳室よりも側脳室の VZ'SVZ

に強く発現し(図3C-a， b)，舌筋や心筋などの筋組

織にも発現が認められた(図3C-c， d，図3D)。いず

れの場合もセンスプロープによる対照群ではシグナル

を検出しなかった(結果示さず)。

4 )免疫組織染色による PLCEの存在部位の解析

P19細胞の抽出蛋白質のブロットにおいて，抗マウ

スPLCε抗体によって PLCε に相当する約 250kDa

の単一バンドが検出され，抗原ペプチド共存下ではそ

のバンドは完全に消失した(図 4A)。この抗体によ

る解析の結果， E10では神経管の神経上皮細胞に強い

発現と(図 4B)，神経管周囲細胞に中程度の発現が

認められた。 E14では網膜の神経層にも発現が見られ

(図 4C)， E15の脳では VZとSVZに発現が限局し

ていた(図4D)。これらの結果は insituハイブリ

ダイゼーションによる結果と一致した。

A 

C 

(図 3)PLCε の発現の insituハイブリダイゼーショ

ンによる解析

A) E10.5--Ellのマウス横断切片で，同一切片の a:

オートラジオグラム， b: cresyl violet染色で，左が

尾側，右が口側になる。 B)E12の全身の矢状断 (a-d)，

頭部の横断 (e，0， C) E15の横断 (a，b) と矢状断
(c， d)， D) E17の矢状断についての結果を示した。

B) a， c， e， C) a， c， D) aがオートラジオグラム， B) 

b， d， f， C) b， d， D) bがcresylviolet染色である。

略語は， BM;背筋， CA;中脳水道， CC;脊髄中心

管， DRG;後根神経節， FAG;顔面一聴神経節， FP; 

足板， FV;第4脳室， GT;生殖結節 H 心， HP; 

手板， LV;側脳室， NT;神経管， OE;嘆上皮， OV;

耳胞， R 網膜 S 球形嚢， TG;三文神経節， TN; 

舌， TV;第3脳室，を示す。

5) NTERA-2細胞の神経分化における PLCEの発

現誘導

RT-PCR法による定量では， RA処理後3日まで

の聞に PLCEは誘導され(図 5A上段)， 5--11日

後にピークに達した後は減衰し， 28日後の発現はご

くわずかであった。細胞分裂阻害剤処理後は約 20%

が分化が完了した神経細胞であるのが観察され(21)(図

5B右)， この時の PLCEの発現は著明に低下してい

た(図 5A上段)。一方NTERA-2細胞の神経分化の

対照として，塩基性helix-loop-helix型の転写因子で

ある hASH1(ZZ)の発現を調べた。 hASH1はPLCε と

同様に RA処理後3日までの聞に誘導され， 5 --21 

( 12 ) 

A 
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peptide - + 

休恥〉

120 
93 

(図 4)PLCε発現の免疫組織染色による解析

A)抗マウス PLCε 抗体の特異性を評価するため，

P19細胞の抽出蛋白質のブロットを，抗マウス PLC

ε抗体のみ，あるいは抗原ペプチド共存下で反応させ

た結果である。 B)--D);抗マウス PLCE抗体で染色

した胎児マウス組織の横断切片の低倍率(左図)，高

倍率(右図)写真で，それぞれ EI0の神経管(B)，

E14の眼の原基 (C)，E15の脳 (D)を示した。略語

は， NC;神経堤由来細胞， NE;神経上皮， NL;網

膜神経層， SVZ; subventricular zone， V ;脳室， V

Z ; ventricular zone，スケールパーは 60μmを示す。



日間でピークに達した後は減衰し，完全に神経分化し

たNTERA-2細胞では認められなかった(図 5A中

段)。

A 

A
 

2
…伽
6

5
一
翻一関

3
一鮎

B 

Before A負，er

(図 5)NTERA-2細胞における PLCε の発現誘導

A) RA処理後の各段階と細胞分裂阻害剤処理後

(After)において， PLCε(上段)， hASHl (中段)，

β-actin (下段)について RT-PCR法で解析した。

B) RA処理前(左図)と細胞分裂阻害剤処理後(右

図)の顕微鏡写真である。

考 察

PLCは中枢神経系の細胞内情報伝達において重要

で(ベ PLCsやPLCrのアイソフォームは晴乳動物

の中枢神経系で部位特異的な発現様式をとることが知

られている (23，24)。例えば， PLCβl は大脳皮質や海馬

に強く発現している一方， PLCs3， s4， r 2は小脳

のプルキンエ細胞に強く発現する。マウス発生過程に

おいて， PLCβ1， s4は胎生後期から認められるが

PLCβ2，β3は出生後早期に出現する(へまた， PL 

Cslのノックアウトマウスでは痛痛を起こし (25)，PL 
C β4のノックアウトマウスでは運動失調(25)と視覚障

害(26)を生じる。これらのマウスでは海馬や小脳におい

て， PIP2加水分解活性低下と分化異常が見られる(お)。

以上のことから特定の PLCアイソフォームの発現部

位とその機能には密接な関係があると考えられる。

今回マウス発生過程における PLCeの発現様式を

経時的に解析した結果， ElO--Ellでは神経管の神経

上皮， E12以降は発生途上の脳と脊髄のvzとSVZ
に特異的に発現していた。つまり PLCε の発現部位

はNPCが優位に存在する部位にほぼ一致してい

た(7.8)。さらに PLCε は，発生途上の網膜の神経細

胞層や，中枢神経系以外では嘆上皮や末梢神経節，ま

た神経堤由来と推測される神経管周囲細胞にも分布し

13 

ていたが， これらの領域には NPCが存在する (10ω。

このように中枢・末梢神経系における PLCeの発現

様式は，神経分化に関与する種々の転写因子がそれぞ

れ限局した領域の NPCに存在する (13，ωのとは異なり，

NPCが存在するほとんど全ての領域に発現していた。

E15以降は PLCε は神経組織では減弱していく一方，

増殖分化途上の舌筋や心筋に発現しているが，その機

能については今後の検討課題である。

NTERA-2細胞において PLCeは， RA処理後早期

に一過性に発現し，神経細胞分化終了後は消退していた。

このような時間的経過は NPCの分化に関与する hASH

1 (22)と類似することや，前述のように NPCに特異的

に発現していることから， PLCε はNPCの分化に関

与すると考えられる。

PLCeはRasやRaplとの結合によって活性制御

を受けていることから (3，5，6) FGFなどの様々な神

経分化の調節因子のレセプターからの細胞内情報伝達

において作用していると考えられる。例えば， FGF 

ファミリーは中枢神経系の神経分化誘導から分化終了

期までの全過程にわたって重要な役割を果たしてい

る(2九褐色細胞腫PC12細胞のような細胞培養モデル

を用いた解析から， F、GFや神経成長因子 (NGF町)の

神経分化を誘導する活性は Ra邸s-Raf

(乱MAPK)経路によつて仲介されることがわかつてい

る(仰犯別3ω0ω)。また PC12細胞の分化に必要な NGF依存性

のMAPKの持続的活性化は， Rapμl-B-Raf経路によつ

て仲介されている右(ω3叫ヘl

活性化だけでは神経細胞分化誘導には不十分である右(ω仰側担ω2)。

海馬の神経細胞を用いた研究では， MAPK活性化と

は別の Ras依存性経路がFGF由来の神経細胞分化に

関わるという倒。従って Ras/Rap-PLCe経路は

FGF由来の神経分化シグナルを仲介している可能性

がある。神経分化における PLCeの役割については，

今後遺伝子ノックアウト実験によって解明していく必

要がある。
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Developmentally Regulated Expression of Phospholipase C ε 
in Mouse N eural Precursor Cells 

Misa Masago 

Division of Molecular Biology， Department of Molecular and 

Cellular Biology， Kobe University Graduate School of Medicine 

Phosphoinositide hydrolysis by phospholipase C (PLC) represents a major pathway of 

intracellular signal transduction in the central nervous system. Recently， a novel class of 

PLC， PLCε ， whose activity is regulated by association with the small GTPases Ras and Rap 

has been discovered. Here the expression pattern of PLCεduring mouse develoment was 

examined. When examined in the whole body and brain， the expression of PLCεstarts 

around embryonic day 10 (E10)， persists until the early perinatal period and diminishes 

thereafter. In situ hybridization and immunohistochemistry experiments indicate that PLCε 

is highly expressed specifically in the neuroepithelium of the neural tube on E10"'Ell and in 

the ventricular zone and subventricular zone of the developing brain and spinal cord on E12 

or later. PLCεis also expressed in virtually all the regions undergoing neural proliferation 

and differentiation including the retina， olfactory epithelium， and various ganglia. These 

locations are similar to those where the neural precursor (stem) cells predominantly exist. 

The expression is also observed in developing muscle tissues on E15 or later. In adult mice， 

PLCεis expressed predominantly in the heart， but very weakly in the brain. 

Consistent with these findings， PLCεexpression is induced early after induction of 

neuronal differentiation of human teratocarcinoma NTERA-2 cells by retinoic acid treatment. 

This induction is transient， and the PLC e expression is attenuated in fully differentiated 

NTERA-2 cells. The time course of the induction is similar、tothat of human αchαete削scute

homolog 1 (hASH1)， which is involved in neural development. These results suggest that 

PLCεexpression may be a specific event associated with the development of the neural 

precursor cells. 
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