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論 文 内 容 の 要 旨

脊椎動物の初期腔発生においては,分化の方向性の決定や複雑なパターンの形成などがダイナ ミックに起こる過程であ

り,その中で細胞間情報伝達による相互制御の機構が重要な役割を果たしている｡アプリカツメガェルの初期肱を用いた実

験などによって,FGFファミリ-とTGF-bス-パーファミリーが,中経葉の誘導や体軸の形成過程,神経分化など,様々

な初期腫発生のプロセス中に重要であることが明らかになっているbMAPキナーゼカスケー ドはMAPキナ-ゼ,MAPキ

ナーゼキナーゼ, MAPKK-キナーゼからなるシグナル伝達カスケ-ドで, 多くの増殖因子や分化因子によってチロシンキ

ナーゼ型の受容体を介するシグナルの細胞内での伝達に重要であり,体細胞の増殖刺激や,PC12細胞の神経様分化など,

様々な生理機能を担うことが明らかにされてきた｡ しかしながら初期膝発生おいてMAPキナーゼカスケー ドが重要な役割

を担うかどうか明らかでなかった｡本論文ではMAPキナーゼカスケードを構成する因子を初期膝に発現することで,MAP

キナーゼカスケー ドがFGFによる中肺葉誘導にしめる役割について詳細な検討がなされた.またTGF-bスーパーファミ

リーの細胞内シグナル伝達を担う因子として,近年 Smadファミリーが多数単離されてきており,その役割の解析が進めら

れてきた.本研究では新規のSmad分子のcDNAクロ-ニングが行われ,生化学的, あるいは細胞生物学的な手法によっ

て,アフリカツメガエルにはヒトSmad4に相同性を持っ2種類の因子が存在 し,共にオーバーラップした機能を持つもの

の,細胞内シグナル伝達において異なる作用を持っ可能性が示唆されたo

MAPキナーゼカスケ- ドについては,まず恒常的活性型のMAPキナーゼキナーゼを初期腔に発現 して強制的にMAP

キナーゼを活性化 したところ,誘導因子の刺激なしに中腔葉が誘導できることを示 したoまたMAPキナ-ゼを不活性化す

るホスファターゼを発現することで,FGFによる中陸葉誘導が阻害されることを示 し,これらのことからMAPキナーゼカ

スケードの活性化がFGFによる中肱葉の誘導に必要で, かつ十分であることを明らかにした｡ またMAPキナーゼの活性

はTGF-bス-パーファミリーに属するアクチビンによる中経葉の誘導にも必要であることを示 し, 中妊葉組織の形成のた

めには独立 した2つのシグナルが同時に伝えられることが重要であることを明らかにした｡これらの結果から,MAPキ

ナーゼカスケー ドは初期旋発生に重要な役割を担っており,FGFシグナ}L/の細胞内情報を伝達することで,中延葉の誘導に

必須の役割果たすことが明らかにされた｡

近年 TGF-bスーパーファミリーのシグナル伝達を担う因子として,Smadと呼ばれる一群の因子が同定され,様々な動

物種で同様に機能 していることが明らかになってきた｡ 稀乳類などではSmad4以外のpathway-restrictedSmadと呼ば

れるファミリーが,それぞれのTGF-bスーパ-ファミリーの受容体によって特異的にリン酸化を受けて活性化する｡ また

それらにSmad4が共通に結合してヘテロ複合体を形成することで, シグナル伝達を可能にしている｡ 晴乳類ではこのよう

なco-Smadとしての働きをするファミリーとして,Smad4のみが知られていた｡本論文ではアフリかノメガェjt,の2つの

Smad4関連 pathway十reStrictedSmadへの協調的な働きから, ともにco-Smadとして働きうることを明らかにした｡ま

た2つのⅩSmad4はpathway･restrictedSmadであるSmadlとSmad2の両方に,それぞれ異なる刺激に応答 してへテ
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ロ複合体を形成 したOこのようにアプリかブメガエルにおいてはco-Smadとして機能することができる分子が2つあるこ

とを明らかにしたO しかしながら一方で, 2つのⅩSmad4の間でいくつかの異なる特徴があることが分かった.すなわち

mRNAの発現のパターン,細胞内セの局在,リン酸化の程最 初期族に過剰発現したときの効果などである｡ これらの結果

から, 2つのSmad4関連分子は共にco･Smadとして機能できるものの,生体内で異なる機能を持っ可能性を示唆した｡

.論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

初期膝発生では細胞間での相互作用によって,各細胞の分化の方向性の決定や,体のパタ-ンの形成が調節されており,

これらの過程での情報伝達経路の解明は発生分化の分子機構を知る上で,重要な問題となっている｡ これまでにシグナルカ

スケードを構成する因子の単離と,その役割に関する解析が行われてきたが,総体的な情報伝達経路の制御機構の解明と,

分子間での相互の関わりについて,多くの問題が残されていた｡申請者はシグナル伝達に関わる因子の変異型や阻害因子を

用い,初期膝に導入することで,MAPキナーゼカスケードとSmadファミリーの機能の解析を行った｡

MAPキナーゼキナーゼの活性型変異を発現することで中肺葉が誘導されること,またMAPキナーゼを不活性化するホ

スファタ-ゼを発現することで,FGFによる中腰葉誘導が阻害されることを示し,これらのことがらMAPキナーゼカス

ケードの活性化がFGFによる中腫葉の誘導に必要で, かつ十分であることを明らかにした｡ この結果はMAPキナーゼカ

スケードが初期腔発生において重要な役割を果たすことを示したはじめての例であり,大変価値が高いと考えられる.

さらに申請者は分子生物学的な手法を用いて,アフリカツメガェルにヒトSmad4と相同性を持っ2つの漣伝子を単離,

クローニングした｡これまで噂乳頬ではco-Smadとして働 くサブタイプとしてSmad4のみが報告されているだけで,

Smad4が様々なpathway-restrictedSmadに対して共通のパートナーとして働くと考えられてきた｡申請者は生化学軋

あるいは細胞生物学的な手法によって, アフリかノメガェルの2つのSmad4関連分pathway-restrictedSmadへの協調

的な働きから, ともにco-Smadとして働きうることを明らかにした｡ また2つのⅩSmad4はpathway-restrictedSmad

であるSmadlとSmad2の両方に,それぞれ異なる刺激に応答 して-テロ複合体を形成 し,co-Smadとして機能すること

ができる分子が2つあることを明らかにしたo しかしながら一方で, 2つのⅩSmad4の問でいくつかの異なる特徴がある

ことをも見出したOすなわちmRNAの発現のパターン,細胞内での局在,リン酸化の程度,初期狂に過剰発現 したときの効

果などである.これらの結果から,2っのSmad4関連分子は共にcoISmadとして機能できるものの,生体内で異なる機能

を持つ可能性を示した｡ この発見はTGF-bス-バーファミリーのシグナル伝達の制御の機構について貢献するところが大

きい｡

以上本申請論文は,MAPキナ-ゼカスケードがFGFによる中従事誘導に関与することを示し,また新規のSmadファミ

リーを同定,シグナル伝達における機能について解析を行ったものであり,博士 (理学)の学位論文としで十分に価値のあ

るものとして認められる｡

なお,本申請論文に報告されている研究業績を中心として,これに関連 した分野について試問した結果,合格と認めた｡
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