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〈要約〉

　胚発生において，内臓器官の多くは上皮組織が分枝をくり返すことにより形成される．今回，筆者らは，この過程に重要な役割をもつBtbd7を発見し，その機能を解析した．マウスの胚発生過程を調べたところ，Btbd7は唾液腺および肺が形成される際に上皮組織の分枝形態形成を制御していた．Btbd7は，唾液腺や肺に特徴的な構造であるクレフトを形成する細胞器官の分枝を制御しており，Snail2やE-カドヘリンといったほかのタンパク質に作用することでこの形態形成を行っていた．また，哺乳類において，Btbd7により細胞-細胞間接着が阻害されることによって，上皮細胞は臓器の分枝形態形成に必要な遊走が可能となっていた．
はじめに

　胎生期において，多くの臓器は上皮細胞が分枝形態形成（枝分かれ）をくり返すことにより形成される1-5)．その分枝形態形成の過程において，上皮細胞が細胞-細胞間接着から細胞-マトリックス接着へと変換することによりクレフト（裂け目）の形成されることが知られているが6)，いままで，その詳細な分子機構はわかっていなかった．今回，筆者らが発見したBtbd7は，分枝形態形成の過程をダイナミックに誘導する作用をもち，Snail2（Slug）やE-カドヘリンを局所的に調節することにより細胞外マトリックスとクレフト形成とを橋渡しする役目をもっていた．Btbd7は胎生期マウスの唾液腺および肺の形成に必須であり，上皮組織のリモデリングや分枝形態形成を調節していた．
1．分枝形態形成の分子機構とは？

　分枝形態形成は，肺や腎臓，乳腺，唾液腺といった上皮細胞に由来する組織の発生において重要な過程である．分枝のためには，局所の伸長にともないクレフトの形成されることが必要となる．局所の伸長をつかさどる因子としてすでにいくつかの成長因子が同定されているが，クレフト形成の分子機構はよくわかっていなかった．これを説明するモデルのひとつとして，細胞外マトリックスの沈着にともなって細胞-細胞間接着の減少することがあげられる6-8)．フィブロネクチンはクレフトの形成に必須な細胞外マトリックスであり，クレフトの周囲に局在することにより細胞-細胞間接着に重要なはたらきをもつE-カドヘリンを局所的に減少させることが知られていたが，その現象が起こる詳細な分子機構は不明であった．
2．クレフトの周囲にはBtbd7が発現し細胞配列の乱れが生じている

　最初に，分枝形態形成の古典的モデル器官である胎生期のマウス唾液腺の器官培養を行った9)．細胞レベルでの詳細な観察を試みたところ，クレフト先端周囲の上皮細胞の配列に乱れが生じていることを発見した．つづいて，個々の細胞運動を詳細に検討するためGFPトランスジェニックマウスを用いて胎児期マウス唾液腺を観察したところ，クレフトが形成される周囲に一時的に細胞-細胞間に小さなギャップの形成されることが観察された．そこで，クレフトの周囲には特殊な遺伝子発現があるのではないかという仮説をたて，レーザーマイクロダイセクション法とT7-SAGE法を用いてクレフトの周囲の発現を検討した．すると，フィブロネクチンの発現とともに，Btbd7（BTB (POZ) domain containing 7）がクレフトの周囲のみに発現していることを発見した．Btbd7はBTBドメインを含む1130アミノ酸残基で構成されており，ショウジョウバエから哺乳類まで保存されている．in situハイブリダイゼーション法によりBtbd7はクレフトの周囲にのみに特異的に発現していることが明らかになった．
3．フィブロネクチンはBtbd7の発現を介して細胞配列の乱れをひき起こす

　そこで，つぎの仮説として，フィブロネクチンの周囲で発現しているBtbd7がフィブロネクチン自体により誘導されている可能性を検討した．マウス唾液腺における上皮細胞はそのまわりを間葉系細胞に取り囲まれているので，実体顕微鏡下でマイクロピンセットを用いて間葉系細胞を取り除いた上皮組織を用いてフィブロネクチンの添加を行ったところ，フィブロネクチンによってBtbd7が誘導されることが証明された．また，実際にフィブロネクチンを添加した上皮細胞を観察したところ，クレフトの周囲ではない細胞も，クレフトの周囲と同じように細胞配列の乱れを生じることが明らかとなった．フィブロネクチンの添加による細胞配列の乱れがBtbd7の発現によるものなのかどうかを確認するためBtbd7のノックダウン実験を行ったところ，フィブロネクチンの添加によって起こるはずの細胞配列の乱れは起こらなかった．したがって，フィブロネクチンによる細胞配列の乱れにBtbd7の関与していることが明らかとなった．
4．Btbd7の発現によりE-カドヘリンは低下する

　Btbd7の機能を解明するため，上皮細胞の細胞系列に属するMDCK細胞を用いた実験を行った．MDCK細胞においてBtbd7の過剰発現を行い詳細に観察したところ，細胞運動能の亢進がみられた．また，安定発現細胞を確立したところ，平面培養およびコラーゲンゲル内3次元培養において，Btbd7を過剰発現することにより3次元培養での細胞コロニーの離散が強まり，E-カドヘリンの発現が低下することを確認した．これらの結果より，唾液腺におけるクレフトの周囲のE-カドヘリン発現の低下とそれにともなう細胞配列の乱れは，Btbd7の局所的な発現によるものと考えられた．
5．Btbd7はSnail2の発現を誘導する

　発生過程においてE-カドヘリンの発現低下が重要な引き金となる場合，Snail1やSnail2（Slug），Twist1といった転写因子が深いかかわりをもつことが知られている．そこで，Btbd7を過剰発現させたMDCK細胞においてこれら転写因子の発現量を調べたところ，Btbd7の過剰発現にともなってSnail2の発現上昇がみられた．
　以上の結果より，上皮細胞モデルにおいてBtbd7によるおおまかな制御経路が明らかとなったので，つぎに，胎生期マウスにおけるこれらカスケードの発現を確認した．すると，クレフトの周囲での発現量は，フィブロネクチン，Btbd7のほか，Snail2も高値を示した．フィブロネクチンの添加によるBtbd7の誘導実験において，Btbd7の発現開始時間は約20分程度であったのに対し，Snail2はBtbd7の発現をおうように，フィブロネクチン添加ののち60分で高い発現量となった．
　この結果は，MDCK細胞を用いたin vitroでの結果と一致する．より直接的な証明方法としてBtbd7とSnail2のin vivoノックダウン実験を行ったところ，Btbd7をノックダウンしたときにフィブロネクチンを負荷してもSnail2の発現量は上昇しないのに対し，Snail2をノックダウンしてもBtbd7の発現量は増大することがわかった．このことより，Btbd7がSnail2の上流のカスケードに位置していることが明らかになった．
6．Btbd7は肺と唾液腺の形成に必須である

　Btbd7が分枝形態形成に必須であるかどうかを確認するため，胎生期の唾液腺の器官培養モデルを用いてBtbd7ノックダウン実験を行ったところ，培養48時間～72時間において分枝形成の抑制されることが確認された．64％のクレフト形成が抑制され，クレフト形成の速度の遅延が確認されたが，唾液腺の体積の減少はみられなかった．以上のことより，クレフト形成におけるBtbd7の役割が確認された．Snail2に対しても同様の実験を行ったところ，Snail2のノックダウンにおいても同様にクレフト形成の抑制が認められた．
　通常，Btbd7は胎生期の上皮細胞に局所的にしか発現していないが，唾液腺の上皮細胞にBtbd7を過剰発現させることにより分枝形成を亢進させることができるかどうかを確認した．唾液腺上皮細胞の一部を生体外に取り出しアデノウイルスによりBtbd7をトランスフェクションさせたところ，細胞塊の拡散が増強された．また，大きな変化ではなかったが，アデノウイルスのマイクロインジェクションによって分枝形態形成の亢進がみられた．
　肺や腎臓といった唾液腺と同じように分枝形態形成する器官は，それぞれ異なった様式で分枝形態形成していくが，とくに，肺と唾液腺におけるフィブロネクチンのように複数の器官に共通した分子機構も存在する．そこで，胎生期の肺の分枝部先端を観察してみると，唾液腺と同じようにクレフトの周囲にBtbd7の発現が確認された．そこで，唾液腺と同様に，胎生期の肺のBtbd7をノックダウンすると分枝形態形成を阻害できることが確認された．このことより，Btbd7は唾液腺だけでなく肺の分枝形成にも必須であることが確認された．
おわりに

　今回の実験結果から，Btbd7を含んだクレフトの形成における段階的な分子機構が導き出された（図1）．クレフト部位に局所的に集積したフィブロネクチンによって制御因子であるBtbd7が誘導され，ひき続いて，クレフトの周囲では細胞を離散させる作用のあるSnail2の発現が高まり，E-カドヘリンが減少する．それによって細胞配列の乱れが生じ，細胞-細胞間接着が減少する．これら一連の過程がクレフトの底で起こることにより，ダイナミックな局所の細胞間ギャップとクレフトの形成が行われる．このうち，フィブロネクチン，Btbd7，Snail2のどの過程を阻害しても分枝形態形成は阻害されてしまう．このヒエラルキーは，上皮細胞の分枝形態形成におけるクレフト形成の重要な分子機構を担っているものと考えられる．
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〈図説明〉

図1　クレフト形成における段階的な分子機構
（1）クレフト周囲に蓄積されたフィブロネクチンからの刺激を周囲の上皮細胞がうけることにより，（2）Btbd7が発現する．（3）Btbd7の発現によりSnail2の発現の亢進，（4）E-カドヘリンの発現の低下をきたし，クレフトの周囲の細胞-細胞間接着が低下する．（5）クレフトの周囲の細胞配列は乱れクレフトの形成が促進される．
