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___________________________________________________________________________ 
Abstract: The R-spondin (RSPO) protein family is known as a modulator of the Wnt/β-catenin 
signaling pathway, which belongs to the thrombospondin type 1 repeat (TSR-1) protein superfamily. 
In various vertebrates, the R-spondin protein family genes have been cloned and their functional 
analysis has been advanced. However, in birds, there are only reports that the existence of a putative 
gene is described in the database, and there are few reports analyzing what kind of tissue it actually 
expresses and what kind of protein it functions. In this study, we confirmed the expression in several 
tissues of the chicken R-spondin protein family, cloned their cDNAs, and tried to express recombinant 
proteins. As a result, we identified four R-spondin cDNAs (chRSPO1, 2, 3, 4) as in mammals, and 
found that one of them had three alternative splicing variants (chRSPO4-1, 2, 3). In the expression of 
the recombinant proteins, relatively high secretory expressions were observed in chRSPO4-2 and 
chRSPO4-3, but only low secretory expressions were observed in other chRPSOs. 
Key words: R-spondin, cDNA, alternative splicing, secretory expression, chicken 
__________________________________________________________________________________ 
 
緒言 

  R-スポンジン（RSPO）タンパク質ファミリー

は，トロンボスポンジン 1 型リピート（TSR-1）

タンパク質スーパーファミリーに属し，Wnt/βカ

テニン経路シグナル伝達におけるモジュレータ

ーとして知られている 1)。同ファミリーには 4 種

のタンパク質（RSPO1, 2, 3, 4）が含まれており，

その構造は，分泌シグナルペプチド，システイン

リッチフリン様ドメイン，トロンボスポンジンド
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メイン，塩基性アミノ酸リッチドメインからなっ

ている（図 1）。 

最初に報告された R-スポンジンは，2002 年に

ヒト胎児脳 cDNA からクローニングされたもの

で，当初は hPWTSR と名付けられた 2)．これが

現在の R-スポンジン 3 にあたる。その後、2004

年に R-スポンジン 1 及び R-スポンジン 2 が見つ

かり、最後に R-スポンジン 4 が報告された 3-5)。

R-スポンジンの名称は，R-スポンジン 1 が蓋板

（roof plate）特異的に発現するトロンボスポンジ

ンドメインをもつタンパク質として見つかった

ことに由来している 3)。 

  R-スポンジンの機能の 1 つは，細胞膜上に存

在する Lgr（leucine-rich repeat-containing G 

protein-coupled receptor）受容体ファミリー（Lgr4, 

5, 6）に結合することにより，Wnt/βカテニン経

路のシグナルを増強することである 6-8)。Wnt/β

カテニン経路は，発生過程においてはパターン形

成及び形態形成を調節しており，成体においては

幹細胞の再生を促進し，組織の恒常性維持と損傷

の回復に関与している 9,10)。Lgr 以外にも特異的

な受容体がいくつか知られており，その機能の多

様性を反映している． 

 様々な脊椎動物において，R-スポンジンタンパ

ク質ファミリーの遺伝子がクローニングされ，そ

の機能解析が進められている．しかしながら，鳥

類ではデータベースに推定遺伝子としてその存

在が記載されているのみで，実際にどのような組

織で発現し，どのようなタンパク質として機能し

ているかを解析した報告はほとんどない． 

私たちはこれまで，脊椎動物の性決定と性分化

に関する研究を行い，鳥類の卵巣における性ステ

ロイドホルモン合成に関わる転写調節因子 SF-1

及び LRH-1 を解析してきた 11,12)。近年、R-スポ

ンジン 1 が哺乳類における卵巣の分化に重要な

役割を果たしていることが報告された 13,14)．この

ことから，R-スポンジンが鳥類の卵巣における性

ステロイド合成細胞の分化・増殖にも重要な役割

をもつと考えられる．そこで本研究では，ニワト

リ R-スポンジンタンパク質ファミリーの組織の

おける発現を確認し，それらの cDNA のクロー

ニングを行い，組換えタンパク質の発現を試みた． 

 

方法 

mRNA の定量 

mRNA の定量は，リアルタイム RT-PCR法に

より行った．培養細胞からの RNA の調製は，

NucleoSpin RNA II （Macherey-Nagel）を使用し，

プロトコルに従って行った．成体組織からの

RNA の調製には ISOGEN（Nippon Gene）を使用

した．cDNA の合成は，PrimeScript RT Reagent kit

（Takara Bio）を使用した．各プライマーはデー

タベースの塩基配列をもとに，Primer-BLAST

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）

によりデザインした（表 1）．リアルタイム PCR

は，SYBR Green Premix ExTaq II（Takara Bio）を

使用し，プロトコルに従って行った．反応及び解

析には，ABI PRISM 7000 Sequence Detection 

System（Applied Biosystems）を使用した．

図１ R-スポンジン（RSPO）タンパク質ファミリ

ーの基本構造 N 末端に分泌シグナルペプチド，

続いて 2 つのシステインリッチフリン様ドメイ

ン，1 つのトロンボスポンジンドメイン，C 末端

の塩基性アミノ酸リッチドメインからなる. 塩基

性アミノ酸リッチドメインは，4 種の RSPO によ

り長さが異なる．遺伝子は，各ドメインをコード

する 5 つのエキソンに分かれている． 
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ニワトリ R-スポンジン cDNAs のクローニング 

 ニワトリ R-スポンジン 1 及び 3 の cDNA は，

PCR により増幅した後，動物細胞発現ベクター

pTriEx-4Neo（Novagen）に導入した．cDNA の合

成は，ニワトリ卵巣及び副腎由来の RNA を鋳型

とし，PrimeScript 1st strand cDNA Synthesis kit

（Takara Bio）を用いて行った．PCR には表 2 に

示したプライマーを用い，PrimeSTAR Max DNA 

polymerase（Takara Bio）を使用し，プロトコルに

従って行った．増幅した cDNA断片は，アガロ

ースゲル電気泳動により分離した後，NucleoSpin 

Gel and PCR Clean-up（Macherey-Nagel）で精製し

た．この cDNA断片と，制限酵素 Nco I 及び Xho 

Iで切断したpTriEx-4Neoを，In-Fusion HD Cloning 

kit（Takara Bio）で結合させた後，NEB Turbo 

Competent E. coli（New England Biolabs）に導入し

た．複数クローンの塩基配列を確認した後，デー

タベースの塩基配列と同等のものを真正のクロ

ーンとした． 

  ニワトリ R-スポンジン 2 及び 4 の 5’RACE（5’ 

Rapid amplification of cDNA ends）は，GeneRacer 

Kit with SuperScript III RT（Invitrogen）を，3’RACE

は SMART RACE cDNA Amplification Kit

（Clontech）を用いて行った．cDNA の合成は，

ニワトリ 6日胚由来の RNA を鋳型とし，遺伝子

特異的プライマーは表 3 のものを使用した．増幅

した DNA断片は，TOPO TA Cloning Kit for 

Sequencing（Invitrogen）を用いてサブクローニン

グし，塩基配列を決定した． 

  ニワトリ R-スポンジン 2 及び 4 の cDNA は，

前記と同様に PCR で増幅し，プラスミドベクタ

ーに導入した．ただし、鋳型にはニワトリ 6日胚

由来及び卵巣由来の RNA を使用し，プライマー

は表 2 に示したものを使用した． 

塩基配列の確認には，DYEnamic ET cycling 

sequencing kit（GE Healthcare）を使用し，

3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）

により解析を行った． 

 さらに，得られたクローンは動物細胞に遺伝子

導入し，組換えタンパク質の発現に供した．また，

cDNA は組換えタンパク質の C末端に付加した

His タグ配列を含めて動物細胞発現ベクター

pEBMulti-Neo（Nippongene）にサブクローニング

し，これも組換えタンパク質の発現に供した． 

細胞の培養 

 ヒト胎児腎細胞由来細胞株 HEK293T は， 

DMEM（Sigma）に非働化した FBS（Hyclone）10%

及び抗生物質（最終濃度：50 units/mL ペニシリ

ン，50μg/mL ストレプトマイシン, Nacalai Tesque）

を添加したものを用い，37℃，5%CO2下で培養

した．  

 ニワトリ雄肝がん細胞株 LMH（Leghorn Male 

Hepatoma）は，Waymouth’s medium（Life 

Technologies）に非働化した FBS（Hyclone）10%

及び抗生物質（最終濃度：50 units/mL ペニシリ

ン，50 µg/mL ストレプトマイシン，Nacalai Tesque）

を添加したものを用い，37℃，5%CO2下で培養

した．
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 また，培養にはブタ腱由来タイプⅠコラーゲン

でコートされたプラスチックディッシュ（Asahi 

Techno glass）を使用した． 

細胞への遺伝子導入 

 細胞は，遺伝子導入の前日に植え継ぎ，遺伝子

導入時にプレート表面を 70%程度おおうように

調整した．遺伝子の導入には，遺伝子導入試薬

HilyMax（Dojindo）を使用した．6 well プレート

の場合，1 well あたり使用するプラスミド DNA

は 4μg，HilyMax は 12μL とした．培地に試薬

で処理した DNA を添加した後，そのまま約 48

時間培養し，タンパク質の発現を確認した． 

 プラスミド DNA は，NucleoBond Xtra Midi

（Macherey-Nagel）を使用して調製した． 

免疫ブロッティング 

 細胞は PBS(−)で洗浄した後，6 well プレートの

場合，1 well あたり 200μL の細胞溶解液

CelLytic-M（Sigma）で処理して溶解した．得ら

れた試料は，等量の 2×サンプリングバッファー

と混合し，100℃で 2 分間熱処理した．各試料 15

μL を SDS ポリアクリルアミド電気泳動

（Mini-PROTEAN TGX Any kD 15 wells，Bio-Rad）

に供した．培養上清についても等量の 2×サンプ

リングバッファーと混合し，同様に電気泳動を行

った．泳動後は，タンパク質を PVDF メンブレン

（Trans-Blot Turbo，Bio-Rad）に転写した．ブロ

ッキングには PVDF Blocking Reagent for Can Get 

Signal（TOYOBO）を，一次抗体及び二次抗体の

希釈には Can Get Signal Immunoreaction Enhancer 

Solution（TOYOBO）を使用した．一次抗体は，

抗 6×His抗体（Wako）を 10,000倍希釈で，二次

抗体は，HRP標識抗マウス IgG抗体（GE 

Healthcare）を 10,000倍希釈で使用した．検出に

は，ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

（GE Healthcare）を使用し，ルミノ・イメージア

ナライザーLAS-1000 Plus（Fuji Film）により解析

を行った． 

 

結果 

ニワトリ R-スポンジン mRNA の発現 

種々の組織におけるニワトリ R-スポンジンタ

ンパク質ファミリーの発現をリアルタイム

RT-PCR により確認した（図 2）．プライマーは

データベースに推定遺伝子として登録されてい

る塩基配列を基にし，ORF を増幅するものを選

択した．ニワトリ R-スポンジン 1（chRSPO1）は，

図２ ニワトリ成体組織における R-スポンジン遺伝子

の発現 リアルタイム RT-PCR により定量を行っ

た．ニワトリリボソームタンパク質 L5（chRPL5）
遺伝子を内部対照として，ΔΔCt 法により計算

し，プライマーごとに最も値の小さいものを 1.0
とする相対値で示した. 
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脾臓と卵巣で発現が相対的に高く，ニワトリ R-

スポンジン 2（chRSPO2）は，精巣で最も高い傾

向を示したが組織による発現の相対的な差が比

較的少なかった．一方，ニワトリ R-スポンジン 3

（chRSPO3）及びニワトリ R-スポンジン 4

（chRSPO4）は，ともに卵巣と副腎で相対的に高

い発現を示した．また，これらの中で，ニワトリ

R-スポンジン 2（chRSPO2）が最も低い増幅値を

示していた． 

ニワトリ R-スポンジン cDNA のクローニング 

ニワトリ R-スポンジンタンパク質ファミリー

の発現が高かった組織（卵巣，副腎，精巣）由来

の RNA を鋳型にして，PCR による cDNA の増幅

を試みた．chRSPO3 に関しては，データベース

に完全な ORF の塩基配列が登録されていたため，

それを基にプライマーを合成した（表 2）．一方，

chRSPO1 に関しては，データベースに登録され

ていた ORF の塩基配列を他の脊椎動物と比較し

たところ，明らかに N末端を欠いていたため，

ゲノムデータベースから不足している配列を予

測し，プライマーを合成した（表 2）．PCR を行

ったところ，期待通りの増幅産物が得られたため，

塩基配列を確認したところ，データベースの推定

遺伝子と同様の配列を含んでいた（図 3）．

chRSPO2 及び chRSPO4 に関しては，データベー

スに完全長の ORF情報が含まれていなかったた

め，RACE により cDNA の完全長塩基配列を決定

した．最初は，卵巣及び副腎由来の RNA を鋳型

にして増幅を試みたが，十分な増幅産物が得られ

なかったため，ニワトリ 6日胚由来の RNA を鋳

型にして増幅を行った．chRSPO2 は発現量が少

ないためか，単一の増幅産物を得られなかったが，

サブクローニングした DNA断片の塩基配列を他

の脊椎動物と比較することで，完全長と考えられ

る塩基配列を得ることができた（図 3）．chRSPO4

では，3’RACE においてスメアな複数のバンドが

確認されたため，それらをまとめて全てクローニ

ングして塩基配列の確認を行った．ゲノムの塩基

配列と比較したところ，エキソン 4 とエキソン

図３ ニワトリ R-スポンジン 1,2,3の ORFの塩基

配列と推定アミノ酸配列 クローニングしたDNA
断片から ORF 部分の塩基配列のみ記載．
SignalP5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
で予測される分泌シグナル配列を四角で囲んだ．

推定される N-結合型グリコシル化部位は丸で囲

んだ． 
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5 において，選択的スプライシングが複数生じて

いることが確認された（図 4）．そのうち，ほぼ

同じ長さの ORF を含む 3 つの塩基配列をそれぞ

れ chRSPO4-1,2,3 とした（図 5）．また，解析し

たクローンの中には，エキソン 4 が欠失している

ものも多数存在したが，いずれも ORF が一般的

な R-スポンジンよりかなり短くなるため，更な

る解析は行わなかった． 

組換えニワトリ R-スポンジンタンパク質の発現 

次に，得られた ORF の塩基配列がタンパク質

に翻訳され，分泌タンパク質として機能するかど

うかを確認するため，組換えタンパク質の発現を

試みた（図 6,7,8）．発現ベクターとしては，CMV 
プロモーターをもつ pTriEx-4Neo 及び CAG プロ

モーターをもつ pEBMulti-Neo を使用し，いずれ

も発現確認用に組換えタンパク質の C末端側に 

His タグを挿入した．pEBMulti-Neo は，EBNA1

遺伝子により哺乳類細胞においてエピソーマル

ベクターとして機能する．安定発現株を容易に樹

立できるため，組換えタンパク質の生産に適して

いる．宿主細胞には，ヒト（293T）及びニワト

リ（LMH）の細胞を使用した． 

推定アミノ酸配列から予想される各分子量は

分泌シグナル配列を含めて，chRSPO1, 2, 3 がそ

れぞれ 28.8 kDa，26.0 kDa，31.3 kDa であり，

chRSPO4-1, 2, 3 がそれぞれ 25.1 kDa，24.6 kDa，

25.5 kDa である．6 種のタンパク質の細胞内での

発現に関しては，いずれのベクターでも 293T 細

胞において，細胞溶解液で組換えタンパク質が検

出された（図 6,7）．確認されたバンドの分子量

は概ね推定値に一致していた（実際には付加され

た His タグの分だけ大きくなる）が，いずれも主

要な 2 つ以上のバンドとして観察された．しかし

図４ ニワトリ R-スポンジン 4-1,2,3 の ORF の遺伝子

の構造と選択的スプライシング ボックスはエキソ

ンを示す.網掛けは ORF を，白抜きは 3’UTR を表

す． 

図５ ニワトリ R-スポンジン 4-1,2,3 の ORF の塩

基配列と推定アミノ酸配列 クローニングした

DNA 断片から ORF 部分の塩基配列のみ記載．
SignalP5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
で予測される分泌シグナル配列を四角で囲んだ．

推定される N-結合型グリコシル化部位は丸で囲

んだ．下線は選択的スプライシングにより配列が

異なる部分を示す． 
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ながら，その分泌発現に関しては，培養上清中に

検出される組換えタンパク質が 6 種のタンパク

質で顕著に異なった（図 6,7,8）．最も多く培養

上清中に組換えタンパク質が確認されたのが，

chRSPO4-2であり，次いで chRSPO4-3であった．

組換えタンパク質の分泌発現が最も多かった

LMH細胞とpEBMulti-Neoベクターの組合せでは，

293T 細胞と pTriEx-4Neo ベクターの組合せで検

出できなかった chRSPO2 においても培養上清中

に組換えタンパク質が確認された（図 6,8）． 

 

考察 

 ゲノムプロジェクトにより多くの生物種の全

遺伝情報が解析され，それによって多くの遺伝子

がデータベース上で同定されている．しかしなが

ら，これらは全て推定されたものであり，実際に

遺伝子として機能しているかどうかは，実験によ

って検証する必要がある． 

 本研究では，データベースに推定遺伝子として

登録されているニワトリ R-スポンジンタンパク

質ファミリーの cDNA をクローニングし，組換

えタンパク質の発現を試みた．RSPO1 は，スポ

ンジンタンパク質ファミリーの中で最も良く研

究されており，卵巣の分化に重要な役割を果たし

ている 13,14)．機能は十分に解明されてはいないも

のの，脾臓での発現も確認されており，chRSPO1

の発現はこれと一致している．RSPO2 は，四肢

や肺、毛包の発生に不可欠であるが，その他の臓

図６ ニワトリ R-スポンジン 1,2,3,4の組換えタン

パク質の発現（１） ppt は細胞溶解液を，sup は培

養上清を示す. 

図７ ニワトリ R-スポンジン 1,2,3,4の組換えタン

パク質の発現（２） ppt は細胞溶解液を，sup は培

養上清を示す. 

図８ ニワトリ R-スポンジン 1,2,3,4の組換えタン

パク質の発現（３） sup は培養上清を示す. 
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器での発現についてはほとんど検討されていな

い 15,16)．本研究で検討した臓器においては、

chRSPO2 の発現はいずれも比較的低レベルだっ

た．ヒトにおいては，RSPO2 遺伝子の変異が卵

巣機能の低下と関連していることが報告されて

おり 17)，鳥類の卵巣においても何らかの機能を

もつことも考えられる．RSPO3 は，RSPO1 と類

似した発現を示しており，哺乳類においては，胎

盤の発生に関わっていることが知られている 18)．

chRSPO3 の卵巣や副腎における強い発現は，鳥

類において性ステロイドホルモン合成系に何ら

かの役割を果たしていることが推定される．

RSPO4 は，無爪症の原因遺伝子として知られ，

爪の形成に重要な役割を担っている 19,20)．

chRSPO4 は卵巣と副腎で強い発現を示している

が，その卵巣における機能に関する報告はない．

chRSPO1や chRSPO3 との機能的な差異を含めて

今後検討する必要がある． 

データベースに登録されている推定遺伝子は，

必ずしも正確に予測できているとは限らず，今回

検討した 4 つの遺伝子のうち，3 つで予測が不十

分であることが判明した．新たに得られた cDNA

の塩基配列をゲノムデータベースで再検索した

ところ，いずれも正確なスプライシングシグナル

をもつエキソンとして同定することができた．

cDNA から推定されるアミノ酸配列をみると，い

ずれも N末端側に分泌シグナル配列をもってい

た．また，他の生物種でも保存されている N-結

合型グリコシル化部位も認められた．また，

chRSPO4 の複数の選択的スプライシングについ

ては，哺乳類においてもデータベース上の記載が

あり，何らかの機能的な差異を示すものと推定さ

れる 21)．エキソン 5 は，塩基性アミノ酸ドメイ

ンに相当するが（図 1），chRSPO4-1 では 2個，

chRSPO4-2 では 1個の塩基性アミノ酸しか存在

せず，chRSPO4-3 では 10個認められる．このこ

とから chRSPO4-3 が主要なクローンである可能

性が高いが，このドメインは脊椎動物種間でホモ

ロジーが低いため，さらに詳細な解析が必要であ

る．今回は解析しなかったが，エキソン 4 の欠失

クローンはトロンボスポンジンドメインを欠く

ことになるため，どのような機能をもつのか興味

深い． 

 組換えタンパク質の発現においては，いずれの

chRSPO も細部内ではよく発現していた．また，

主要なバンドが 2 つ以上認められたのは，糖鎖付

加によるものと考えられる．これは，ヒトの R-

スポンジン 1 の組換えタンパク質でも報告され

ており，糖鎖付加が分泌を促進することも確認さ

れている 22)．本研究においても，分泌された

chRSPO1 は糖鎖付加体と考えられる高分子量の

ものが多く，この知見と一致する．ヒトの 293T

細胞では，chRSPO2，chRSPO3，chRSPO4-1 はタ

ンパク質としては発現しているもののほとんど

分泌されていなかった（図 6,7）．分泌機能の種

差を考慮し，ニワトリの LMH 細胞で再検討して

みたが，大きな違いは認められなかった（図 8）．

むしろ，分泌シグナル配列や糖鎖付加等が，タン

パク質の分泌制御に大きな影響を与えている可

能性が考えられる．chRSPO4 のスプライシング

バリアントに関しては，C末端のアミノ酸配列が

大きく異なっているため，これが分泌に影響を与

えているものと考えられる． 

 今後は，これらタンパク質の分泌に影響を与え

る機構を解析するとともに，特異的受容体との関

連性を解明する必要がある． 
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