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論 文 内 容 の 要 旨

脊椎動物の頭部外腔葉は,発生の進行にともなって,種々の組織に分化してゆく｡その一つは神経組織-の分化であり,

引き続いて起こるのが水晶体-の分化である｡表面に残る外腔葉は表皮に分化する｡水晶体は,眼胞とよばれる網膜の原基

が接した外腔葉から形成される.外腫葉の眼胞が接した領域は肥厚し,水晶体プラコー ドを形成する｡水晶体プラコードは

陥入して胞状構造をつくり水晶体に分化する｡この水晶体の分化にともなってクリスタリンと呼ばれる一群の構造蛋白質の

発現が誘導される｡

申請者は,クリスタリン遺伝子の発現制御機構を解明するために,以下の研究を行った｡ニワトリαA-クリスタリン遺

伝子の水晶体特異的な発現は,αCE2と呼ばれるエンハンサー配列によって制御されることがすでにわかっていた｡αCE

2をプローブに用いて結合因子のスクリーニングを行ったところ,MafファミリーとよばれるbZIP型転写因子群のメンバー

を4種類クローニングすることに成功した｡そのうちの一つは今までに報告のないものであり,発現パターンを調べたとこ

ろ,水晶体細胞の系譜に限局していたことから,Lmaf(Lens-maf)と名づけた｡L-mafはちょうど眼胞が接した直後の外

腫葉で発現し始め,水晶体プラコードで特異的に発現し,その後も水晶体で発現し続ける｡ゲル移動度シフト法によって調

べると,LMafはニワトリαA-クリスタリン遺伝子以外にもクリスタリン遺伝子各クラスの転写制御領域に結合した｡また,

培養細胞で発現させるとこれらの配列を連結したレポーター遺伝子の発現を促進するのみならず,内在性のクリスタリン遺

伝子の発現を誘導し,細胞の形態を,最終分化した水晶体細胞に特徴的な伸長した繊維状に,変えることができた｡さらに,

エレクトロポレーション法によってin vivoで トリ膝の頭部外腔葉に発現させたところ,異所的にクリスタリンの発現を誘

導した｡また,転写活性化 ドメインと予想される領域を欠失させたLmaf(ドミナントネガティブL一maf)を予定水晶体外

腫葉で発現させると局所的に水晶体分化を阻害した｡

以上の結果から,L･mafは,表皮外腔葉から水晶体-の分化の引き金をひく役割を果たしており,その機能と発現パター

ンから,眼胞からの誘導シグナルの,直接の標的遺伝子である可能性が高いと推論している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

水晶体は,眼胞とよばれる網膜の原基が接した外腔葉から形成され,組織分化のモデル系として長い研究の歴史をもつ｡

今世紀初頭,シュペ-マンとルイスは,カエル腔において眼胞を除去すると水晶体が形成されないことを発見した｡この実

験は,誘導とよばれる組織間相互作用を発見した初めての例としてあまりにも有名である｡その後,水晶体分化の研究は,

分子生物学の進歩にともない,'クリスタリンとよばれる水晶体特異的な一群の構造蛋白質遺伝子の発現制御機構の解明に焦

点が当てられてきた｡申請者は,ニワトリαA･クリスタリン遺伝子のエンハンサー配FrJ(αCE2)に結合する転写因子を

クローニングし,それが外腫葉から水晶体-の分化を誘導することを発見した｡
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申請者はまず,αCE2をプローブに用いて結合因子のスクリーニングを行い,新規の転写因子LMafをクローニングし

てその発現パターンを調べた｡LMafはちようど眼胞が接した外腫葉で発現し始め,その後も水晶体細胞の系譜にきわめて

限局した発現パターンを示す｡クリスタリン遺伝子の発現に関わる転写因子はいくつか報告されているが,水晶体特異的に

発現するものとしてはLMafが初めての例である｡次に,L-Mafが,αA-クリスタリン遺伝子のみならず,β-,γ-,∂･な

ど他のクラスのクリスタリン遺伝子の転写制御配列にも結合し,転写を活性化することを示した｡これまでにクリスタリン

遺伝子各クラスの発現に共通に関与する転写因子の報告はなく,この結果はLMafが水晶体特異的な遺伝子群の発現制御に

おいて中心的な役割を果たしていることを示唆するものといえる｡

申請者はこの仮説を検証するため,培養細胞での強制発現実験をおこない,L･Mafが内在性のクリ/スタリン遺伝子群の発

現を誘導し,細胞の形態をも水晶体細胞に特徴的な繊維状に変化させることを発見した｡申請者は,調べた限り全ての水晶

体の分化マーカーの発現を確認しており,この結果はL-Mafが水晶体細胞の分化そのものを誘導したとみなすことができる｡

さらにin vivoの表皮外腔葉においてもLMafの発現実験を行い,異所的にクリスタリン遺伝子の発現が誘導されることを示

した｡また,LMafのドミナントネガティブ型変異体をin vivoの予定水晶体領域で発現させると水晶体分化が阻害されるこ

とも示しており,L-Mafが,水晶体細胞の分化にとって必要不可欠な因子であることを決定的に証明している｡

以上,申請論文は,新規の転写因子LMafの発現パターンと機能の解析を行い,この転写因子が水晶体分化の引き金を引

く鍵となっていることを示したものである｡また申請者は,L-mafが眼胞からの誘導シグナルの直接の標的遺伝子である可

能性を示唆しており,今後,L-mafの発現を誘導するシグナルの実体の解明が期待される｡本研究は,眼の形態形成におけ

る古典的な実験発生学の知見について,分子レベルでの理解に大きく寄与しており,今後の発展の方向性を示したものとみ

なされる｡

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｡

なお,主論文および参考論文に報告されている研究業績を中心とし,これに関連した研究分野について試問した結果,申

請者の学識と研究能力を評価することができたので,合格と認めた｡
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