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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor, Fgf）は，線維芽細胞をはじめとする様々な細胞に対し，増殖活性や分

化誘導などの多様な生物活性をもつ細胞間シグナル因子である。これまでにFgfが成体で血管新生，創傷治癒，神経細胞生

存維持，胎児期で四肢形成，中胚葉誘導，脳形成に関与していることが明らかにされており，これらの知見が遺伝子治療や

再生医療の分野で応用されている。

現在Fgfファミリーとしては22種類のFgfがヒト及びマウスにおいてそれぞれ同定されており，このうちFgf10，Fgf16

～23の９種類のFgfは申請者の所属研究室で単離，同定されている。マウスFgf15は染色体上の近傍の遺伝子配列やその

アミノ酸配列の相同性が高いことから，ヒトFGF19のマウス相同遺伝子であることが同定されている。これらヒトFGF19

及びマウスFgf15はいずれも胎生期の脳及び眼に発現していることが他のグループにより報告されている。しかし，Fgf15

ノックアウトマウスが胎生12.5日以降にほとんど死亡するため，胎生期におけるその役割は明らかにされていない。そこで，

申請者は母体外で受精し，発生が早いことから発生過程の観察が容易であり，標的遺伝子の機能阻害実験が容易に行えるゼ

ブラフィッシュを実験動物として用い，胎生期におけるFgf19の機能解析を試みた。

第一章　ゼブラフィッシュFgf19の同定，胎生期における発現パターン解析及びFgf19の機能解析

ゼブラフィッシュゲノムデータベースに対し，ヒトFGF19のアミノ酸配列をもとにBLAST検索を行い，ゼブラフィッ

シュFgf19相同体の候補遺伝子を得た。この遺伝子の翻訳配列はヒトFGFファミリーのうち，ヒトFGF19と最も高い相同

性を示した。また，ゼブラフィッシュ染色体上におけるこの遺伝子の近傍の遺伝子配列は，ヒト染色体におけるFGF19の

近傍の遺伝子配列とよく類似していた。これらのことから，今回得られた新規遺伝子をヒトFGF19のゼブラフィシュ相同

体と同定した。

ゼブラフィッシュFgf19の発生過程における発現パターンを検討したところ，胎生期の脳や眼，耳胞等で発現していた。

この発現パターンは，マウスの胎生期における発現パターンと類似していることから，種を超えてその機能が保存されてい

ると考えられる。そこで，モルフォリノ修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた機能阻害実験を行うことにより，

Fgf19の発生過程での機能を検討した。その結果，Fgf19機能阻害胚では脳や眼の形態に異常がみられた。以上の結果から，

Fgf19が発生過程において脳や眼の形成に必要であることを明らかにした。

第二章　網膜形成におけるFgf19の役割の検討

Fgfシグナルは網膜領域において細胞増殖細胞生存維持，神経分化，網膜前後軸決定に関与していることが様々な実験に

より示唆されているが，その具体的なFgfリガンドについてはほとんどわかっていなかった。上記の実験によりFgf19が胎

生期の網膜に発現し，さらにFgf19機能阻害胚では網膜の形態に異常が認められたことから，Fgf19が網膜形成において機

能するFgfリガンドであると考えられた。そこで申請者はFgf19の網膜形成における詳細な機能解析を行った。

Fgf19機能阻害胚では野生型と比較して網膜が縮小していたことから，Fgf19が細胞増殖活性や細胞生存維持活性を有し
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ていることが予想された。そこでFgf19 機能阻害胚の網膜領域における細胞増殖と細胞死の検出を行った。その結果，

Fgf19が発生過程の網膜領域において細胞増殖には関与せず，細胞生存維持に必要であることを明らかにした。これまでに

Fgfシグナルが網膜神経分化に関与していると報告されている。そこでFgf19機能阻害胚での網膜神経細胞の分化及び層構

造形成について検討を行ったところ，発生過程においてFgf19は網膜神経の分化や層構造形成に関与していないことが示

された。さらに上記の研究より，Fgf19は網膜前方領域に強い発現がみられ，Fgf19が網膜の前後軸決定に関与していると

期待されることから，Fgf19の網膜の前後軸決定に対する影響を検討した。その結果，網膜に発現するFgf19が網膜前方領

域の特性決定に必要であることを明らかにした。この網膜の前後軸決定は発生後期の網膜から中脳視蓋への視神経の投射パ

ターンに関与することが明らかにされている。そこでFgf19機能阻害胚における視神経投射パターンについて検討を行っ

たところ，視神経の投射パターンに異常が認められた。以上の結果から，Fgf19は網膜形成過程において細胞生存維持と網

膜の前後軸決定に関与していることを明らかにした。

第三章　網膜形成におけるFgf受容体の役割の検討

上記の研究によりFgf19が網膜形成に重要な役割を果たしていることを明らかにした。Fgfは細胞膜上の４種類のFgf受

容体（Fgfr1～Fgfr4）に結合してはじめてその作用をおよぼすことができる。そこで申請者は網膜の前後軸決定において

機能するFgf受容体の検討を行った。

４種類のゼブラフィッシュFgfr遺伝子を単離し，網膜形成過程における発現パターンを検討したところ，Fgfr1，Fgfr2，

Fgfr4の発現が検出された。そこでこれら３種のFgfrの機能阻害胚を作成し，Fgfrの網膜の前後軸決定に対する影響を確

認した。Fgfr1とその結果，Fgfr1，Fgfr4が網膜の前後軸決定に必要であることが明らかになった。

以上の通り，申請者はFgf19が網膜形成過程において網膜領域に発現していること，また，網膜の細胞生存維持と前後

軸決定に必要であることを明らかにした。本研究は，網膜形成機構の解明およびの網膜神経変性疾患の原因解明に有用な知

見を提供するものと期待される。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

線維芽細胞増殖因子（Fibroblast growth factor, Fgf）は，線維芽細胞をはじめとする様々な細胞に対し，増殖活性や分

化誘導などの多様な生物活性をもつ細胞間シグナル因子である。これまでにFgfが成体で血管新生，創傷治癒，神経細胞生

存維持，胎児期で四肢形成，中胚葉誘導，脳形成に関与していることが明らかにされており，これらの知見が遺伝子治療や

再生医療の分野で応用されている。

現在Fgfファミリーとしては22種類のFgfがヒト及びマウスにおいてそれぞれ同定されている。Fgf19ノックアウトマウ

スが胎生12.5日以降にほとんど死亡するため，胎生期におけるその役割は明らかにされていない。そこで，申請者は母体外

で受精し，発生が早いことから発生過程の観察が容易であり，標的遺伝子の機能阻害実験が容易に行えるゼブラフィッシュ

を実験動物として用い，胎生期におけるFgf19の機能解析を試みた。

ゼブラフィッシュゲノムデータベースに対し，ヒトFGF19のアミノ酸配列をもとにBLAST検索を行い，ゼブラフィッ

シュFgf19相同体を得た。 ゼブラフィッシュFgf19の発生過程における発現パターンを検討したところ，胎生期の脳や

眼，耳胞等で発現していた。そこで，モルフォリノ修飾アンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた機能阻害実験を行うこと

により，Fgf19の発生過程での機能を検討した。その結果，Fgf19機能阻害胚では脳や眼の形態に異常がみられた。

Fgf19機能阻害胚では野生型と比較して網膜が縮小していたことから，Fgf19が細胞増殖活性や細胞生存維持活性を有し

ていることが予想された。そこでFgf19 機能阻害胚の網膜領域における細胞増殖と細胞死の検出を行った。その結果，

Fgf19が発生過程の網膜領域において細胞増殖には関与せず，細胞生存維持に必要であることを明らかにした。これまでに

Fgfシグナルが網膜神経分化に関与していると報告されている。そこでFgf19機能阻害胚での網膜神経細胞の分化及び層構

造形成について検討を行ったところ，発生過程においてFgf19は網膜神経の分化や層構造形成に関与していないことが示

された。さらに上記の研究より，Fgf19は網膜前方領域に強い発現がみられ，Fgf19が網膜の前後軸決定に関与していると

期待されることから，Fgf19の網膜の前後軸決定に対する影響を検討した。その結果，網膜に発現するFgf19が網膜前方領

域の特性決定に必要であることを明らかにした。さらに，Fgf19は網膜形成過程において細胞生存維持と網膜の前後軸決定
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に関与していることを明らかにした。

Fgfは細胞膜上の４種類のFgf受容体（Fgfr1～Fgfr4）に結合してはじめてその作用をおよぼすことができる。そこで申

請者は網膜の前後軸決定において機能す４種類のゼブラフィッシュFgfr遺伝子を単離し，網膜形成過程における発現パタ

ーンを検討したところ，Fgfr1，Fgfr2，Fgfr4 の発現が検出された。そこでこれら３種のFgfrの機能阻害胚を作成し，

Fgfrの網膜の前後軸決定に対する影響を確認した。その結果，Fgfr1，Fgfr4が網膜の前後軸決定に必要であることが明ら

かになった。

以上，申請者はFgf19が網膜形成過程において網膜領域に発現していること，また，網膜の細胞生存維持と前後軸決定

に必要であることを明らかにした。本研究は，網膜形成機構の解明およびの網膜神経変性疾患の原因解明に有用な知見を提

供するものと期待される。

よって本論文は博士（薬学）の学位論文として価値あるものと認める。

さらに，平成20年２月22日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果，合格と認めた。




