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研究成果の概要： 
クラスター型プロトカドヘリン（cPcdh）ファミリーは、個々の神経細胞で異なる種類のアイソ
フォームを発現することから、複雑な神経回路形成に関与することが想定されている。本研究
では cPcdhの遺伝子発現制御機構を明らかにする目的で、特に各 cPcdhの第一エキソン上流領
域にある保存性の高いエレメント（CSE）に焦点を当て解析をおこなった。その結果、各 CSE
が異なる転写活性を示し、異なる因子が結合することを示す結果を得た。本結果は、cPcdh の
個々の神経細胞における差次的遺伝子発現に CSE の多様化が関与している可能性を強く示唆す
る。 
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１．研究開始当初の背景 

 クラスター型プロトカドヘリン（cPcdh）

分子群は細胞接着分子カドヘリンスーパー

ファミリーに属する大きなサブファミリー

で、中枢神経系で強い発現を示す。これまで

脊椎動物でのみで確認されハエなど無脊椎

動物にはない。Pcdhはα、β、γの３つのクラ
スターからなり、αとγは主に細胞外領域をコ
ードする可変領域エキソンと細胞内領域を

コードする３つの共通領域エキソンからな

る（図１）。その特徴的な遺伝子構造から中

枢神経系の多様化を担う分子として想定さ

れている。これまでの研究結果と概略図（図

２）を以下に示す。 
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（１）一つ可変領域エキソンが３つの共通領

域エキソンにスプライシングされることに

より転写される。 

（２）各可変領域エキソンの上流には保存性

の高いエレメントCSEがあり、調べられた転

写開始点は全てCSEの下流から始まっている。 

（３）CSEの最も保存性の高い塩基配列に変

異を入れると転写活性が低下する。 

（４）単一細胞におけるcPcdh遺伝子の発現

解析により、細胞ごとに異なる可変領域エキ

ソンが異なる組み合せで発現しており、且つ

発現する遺伝子は父親由来と母親由来の染

色体で異なる。 

（５）αとγは同一細胞で発現し、αとγは複合

体を形成し得る。αとγの単純な組み合わせに

より生じる多様性を計算すると109,200通り

になる。 

（６）cPcdhタンパク質はγ-セクレターゼによ

り細胞内ドメインが切断され、切断された断

片は核内に運ばれcPcdh遺伝子の転写を活性

化させる。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、中枢神経系に多様性をもたら

す分子基盤の一つとして、個々の神経細胞で

異なる組み合わせで発現するcPcdhに着目し、

その発現調節機構を明らかにする。特に、各

可変領域エキソン上流にある保存性の高いエ

レメントCSEに焦点を当て解析する。 

 予備的実験としてPcdh-α9が発現している

培養細胞を用いてCSEの転写活性を測定した

結果、転写活性が認められた。一方、Pcdh-α

9のCSEを培養細胞では発現していないPcdh-α

11のCSEに置換すると転写活性が著しく低下

することがわかった。本結果は、各CSEが異な

る活性をもつことを示唆する。塩基配列の解

析から、各可変領域エキソン上流に位置する

強く保存された配列はCSEのみでPcdh-αでは2

2bpであることが報告されている。各可変領域

エキソン上流の配列をさらに詳細に調べ、各C

SEの前後にはCSEほど高くはないが保存され

た配列があり、その保存領域はヒト、ラット、

マウスで共通で44bpあることがわかった。保

存領域が長いことから、各CSEは複数のエレメ

ントかで構成されている可能性が考えられた。

本研究では、CSEを含めた44bpの転写における

役割を詳細に解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）転写開始部位の解析 

Pcdh-αの各アイソフォームの転写開始部位

を明らかにするため、cDNAライブラリーから

クローニングしてきたPcdh-αの転写開始部

位を解析した。また、mRNAのcap構造を利用

した5’Race法でも確認した。 

（２）CSEの転写活性の解析 

各CSEの転写活性を測定するため、培養細胞

を用いてルシフェラーゼアッセイをおこな

った。実験には、神経芽細胞腫であるc1300

細胞を用いた。c1300細胞はPcdh-α９が発現

している。Pcdh-α９遺伝子上流のCSEを含む

配列にルシフェラーゼをコードする遺伝子

を繋いだベクターを作製し、CSEを欠損また

は変異させた様々なベクターと比較するこ

とで保存性の高い配列のうち重要な配列を

同定した。この結果をもとに、Pcdh-α９の転

写活性に重要な配列をc1300細胞では発現し

ていない他のPcdh-αのCSEの相同領域と置換

することでCSEの互換性の有無を検討し、CSE

配列中の共通エレメントと特異的エレメン

トの解析をおこなった。 

（３）ゲルシフトアッセイによりCSEに結合



するタンパク質との相互作用の解析をおこ

なった。ゲルシフトアッセイに用いたプロー

ブは、（２）のルシフェラーゼアッセイで得

られた結果をもとに作製した。解析にはc130

0細胞から抽出した核タンパク質を用いた。 

 

４．研究成果 

 Pcdh-αの転写開始点は、Pcdh-αc2を除いて

全てCSEの下流から転写が開始されていた。

一方、Pcdh-αc2は5’Race法でも２カ所の転写

開始点があることから、CSEとは別にプロモ

ーターを持つことが示された。Pcdh-αc2は、

他のアイソフォームとは発現制御が異なり、

一つの細胞で常に両側の染色体から発現し

ていることが知られている。Pcdh-αc2のCSE

とは別のプロモーターがこの制御に関与し

ている可能性が高い。 

 また、CSE欠損により遺伝子発現が著しく

低下することから各アイソフォームの発現

にCSEが重要な役割を担うことがルシフェラ

ーゼアッセイにより確認できた。また、各ア

イソフォームのCSEが示す転写活性が異なる

こと、互換性が無い事が明らかになった。CS

Eの前後には70%程度の相同性を示す領域が

あり、この領域も転写に寄与することが明ら

かになった。これらの結果から、各CSEは高

い保存性を示しながらもそれぞれ異なる性

質をもつことが示された。 

 次に、CSEに結合するタンパク質との相互

作用をゲルシフトアッセイにより解析した

結果、各CSEには異なるタンパク質が結合し

ていることを示す結果を得た。また、各CSE

プローブは互いに競合しないことから、各CS

Eに異なる因子が特異的に結合することが示

唆された。 

 以上の結果から、CSEはcPcdhの発現に必須

のエレメントであり、各CSEはアイソフォーム

間で異なることが示された。多様化したCSE

は、個々の神経細胞で差次的遺伝子発現を示

すcPcdhの発現制御の一端を担う可能性が高

い。今後、CSEに結合する因子の解析を推進し、

個々の神経細胞で差次的遺伝子発現を可能と

する制御機構を明らかにする必要がある。 
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