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論　文　　内　容　の　要　　旨

　ＤＮＡのメチル化はＤＮＡになされる唯一の共有結合的化学修飾であり，遺伝子発現調節に影響を与える重要なエピジェ

ネティック因子の１つである。シトシンがメチル化されたゲノム領域ではクロマチンが凝縮して遺伝子の発現が抑制され，

細胞分裂を経てもこの修飾は受け継がれる。したがって，ＤＮＡメチル化は長期的な遺伝子抑制記憶装置として働くとされ，

近年，発生におけるその役割が指摘されている。そこで本論文では，ゲノム解読に伴ってゲノムワイドな研究環境が整いつ

つあるカタユウレイボヤ（Ｃｌｉｏｎａ ｉｎｔＰＳtinaliR）を用いて，発生におけるＤＮＡのメチル化の役割について解析を行った。

　まず，論文の第1部では，ＤＮＡのメチル化パターンの創出と維持に関わる酵素ＤＮＡシトシンメチルトランスフェラー

ゼ（Ｄｎｍt）をin　ｓilicoで探索し，その発現パターンを調べた。その結果，カタユウレイボヤではメチル化パターンの創出

に関わるｒ>ｎｍtＨａ及びＤｎｍtｓbと，メチル化パターンの維持に関わるＤｎｍtl　＼こ相当する遺伝子の存在が確認された。こ

れらの遺伝子は発生の全体を通して発現しており，ホヤの発生においてＤＮＡメチル化パターンを積極的に調節する機構の

存在が支持された。

　次に，論文の第2部ではＤＮＡメチル化阻害剤5 - aza - 2’-deoxycytidine （5-ａｚａ-ＣｄＲ）を用いて，丿固の細胞である受精

卵から多細胞体制が構築される初期発生においてＤＮＡメチル化のｍ害を試み，形態形成に及ぼす影響を観察した。また，

観察された形態形成異常がどのような遺伝子発現の変化に起因するのかをマイクロアレイを用いて調べた。その結果，

ＤＮＡメチル化阻害に伴って発現の上昇を示す遺伝子が89個，発現の低下を示すものが168個明らかになった。さらに論文

の第3部では，生物としての体制が大きく変化する時期である変態期においてＤＮＡメチル化の阻害を試み，発現の上昇を

示す遺伝子を118個，発現の低下を示す遺伝子を235個同定した。これらの多くは機能未知の遺伝子であるが，中には，発生

に役割をもつ遺伝子も数多く含まれていた。

　このように，本論文はカタユウレイボヤの発生における遺伝子発現制御にＤＮＡのメチル化か関わっている可能性を初め

て示したものである。

論文審査の結果の要旨

　動物の発生の分子メカニズムを理解するためには，発生を司る個々の遺伝子の発現と制御を解析するだけではなく，発生

に関わる数多くの遺伝子の発現がグローバルにまたゲノムワイドにどのように制御されているかを理解する必要がある。グ

ローバルな遺伝子発現制御としてＤＮＡのメチル化とヒストンのアセチル化か知られているが，これらの機構は哺乳類の発

生におけるエピジェネティクな遺伝子発現制御と関連して研究が進んでいるものの，哺乳類以外の動物ではその機構の存在

すらまだあまりよくわかっていない。本論文では, 2002年にゲノムが解読されまた発生全体にわたって遺伝子発現制御がよ

く調べられているカタユウレイボヤ（Ｃｉｏｎａ ｉｎtｅｓtinaliｓうを使って，その発生におけるＤＮＡメチル化の役割を調べている。

　論文は３部から成り，第１部ではＤＮＡのメチル化とその維持に関わるＤＮＡメチルトランスフェラーゼ遺伝子をホヤゲ
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ノムからin ｓilicaで解析し，このホヤには哺乳類がもつ３つの遺伝子にほぼ相同の遺伝子が存在し，発生全般にわたって

発現していることを示した。また第２部と第３部では，ＤＮＡメチル化阻害剤としてよく使われる5 -aza -2’-deoxycytidine

（5-ａｚａ-ＣｄＲ）が，初期発生（第２部）および幼生の変態期（第３部）における遺伝子発現にどのような影響を及ぼすかを，

このホヤの約18,000遺伝子をカバーするプローブを搭載したマイクロアレイを使って調べた。その結果，初期発生において

発現の上昇を示す遺伝子が89個，発現の低下を示すものが168個，また変態中において発現の上昇を示すものが118個，低下

を示すものが235個確認された。これらの多くは機能未知の遺伝子であるが，中には，発生に役割をもつ遺伝子も数多く含

まれており，申請者はＤＮＡメチル化と関連してそれらの役割を推論している。

　これまでの研究から，カタユウレイボヤのゲノム中で遺伝子が存在する領域はメチル化されている一方で，遺伝子をあま

り含まない領域はメチル化されていないことがわかっていたが，本論文は，まずメチル化機構の創出と維持に関わる遺伝子

が存在し，発現していることを初めて示した点で評価される。また論文の第2部と第3部では，ＤＮＡメチル化阻害剤を使っ

て実際に数多くの遺伝子の発現が変化することを示したもので，これも原索動物胚では初めての結果である。今後さらに研

究すべき課題が多く残されているが，原索動物の発生における遺伝子発現とＤＮＡメチル化との問題について一つの突破口

を開いたものとして本論文は評価されよう。

　よって，本論文は博士（理学）の学位論文として価値あるものと認める。また，論文内容とそれに関連した事項について

試問を行った結果，合格と認めた。
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