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序論

　ヒトからハエ、酵母におよぶ多くの生物種でゲノム解読が完了し、データベースが構築された現在にお

いて、任意のタンパク質のアミノ酸配列を推定するだけでなく、タンパク質の機能までが推定可能となっ

ている①。しかし、タンパク質のアミノ酸配列からの情報だけでは複数のタンパク質問の相互作用からな

る複雑な生命現象を理解することはできない。なぜなら、細胞内で翻訳されたタンパク質の多くは｝糖鎖

付加、リン酸化、脂質修飾といった様々な翻面心修飾を受けることにより、完全な機能分子となるからで

ある（・厭際細胞内で鰍されるタンパ煩の約半数囎藁菰加されていると予想されている（3、し

たがって、ポストゲノム時代と呼ばれる今旺生体内での翻訳後修飾の役割を解明することは・生物学に

おける主要な課題であると考えられる。

　最も主要な・翻訳後修飾の一つである糖鎖付加は、細胞の移動、認識などの様々な生体内の局面において、

それに関わるタンバ螺分子の雛を而していることが知られている（4）。特にマウスの個体形成過程に

おいては、これまでに多くの研究者によってモノクローナル抗体を用いた細胞表面の三三抗原探索の試み

がなされ、特定の発生段階において部位特異的、組織特異的に発現するポリラクトサミン（poly－1a。t。S団1血e）、

SSEA．1（stage　speGi且。　emblyol虹。　a11虹gen－1）、　HNK－1　Gmnlan　llat㎜l　ki皿er－1）といった様i々な糖鎖抗原の存在

一が報告されている（5’6）。一方、ヒトにおいても糖鎖合成に必環である種々の糖転移酵素をコ「ドする遺伝

子の変異が胎児の形態異常、獺蹄成不全を引き起こすことが知られている（の．また、近年の分子齢

学的なアプローチにより、いくつかの糖転移酵素をコードする遺伝子欠損マウスが作製されており、（鏑四

欠損マウスでは心臓発熱神経管形成、血管新生における異常を伴う胎生致死（E95）がみられるといフ

報告もある（8）。これらのことは、糖タンパク面上に存在する糖鎖が発生過程で必須の機能を果たすことを

強く示唆している。しかし、唱詠は免疫原性が低いために特異的な抗体を得にくいこと、マウスは体内で

発生が進むため観察が困難な上、胎生致死となった場合に詳細な解析を行うにはさらに困難が伴うことな

どから、発生過程と福祉の関連性は強く示唆されているものの、その機能に関しては未だ不明な点が多い。

　そこで、著者は個体発生における糖鎖の役割を明らかにすることを目的として・脊椎動物の発生モデル

である小型魚類のメダカ（α螂ゆ・・）を採肌起メダカの受精卵三明な卵膜を有し・体外で発生

が進行するために発生過程の観察が容易であること、多産で個体形成に要する期間が約9日とマウスに比

べて短いことなどから古くから難生物学の好欄として用いられてき覗

　本研究の第二段階として、メダカの発生進行に伴う晶晶構造の変化を詳細に調べるために・二次元マッ

ピング法を用いて受精後から艀化までのN結合型糖鎖の構造解析を行った。その結果・約30種の糖鎖を

マッピングすることができ蔦さらに、データベースとの比較から・多くのものがヒトやマウスをはじめ

・1．・



とする晴乳動物と同種の構造を有すると考えられたE.また､一般にN型糖鎖 (後述)は､その構造の違い

から高マンノース型､晩成型､複合型の3種に分類されるが､メダカにおいても9種の高マンノース型､2

種の混成型､20種以上の複合型に属する糖鎖が発現していることが明らかになったD得られた二次元マッ

プにおいて､高マンノース型と混成型糖鎖は発生のどの時期にもみられた｡-方､複合型糖鎖の場合には､

受精後3日目以降より新たに検出される一群の構造がみられ､これらは3本から4本の高分枝鎖を有する

酸性または中性糖鎖であると推定された｡これらのことから､他の晴乳動物と同様に糖鎖を介する機能が

メダカにおいても保存されており､N型糖鎖のうちで特に複合型糖鎖が発生において重要な役割を果たし

ている可能性が示唆された (第 1華)亡.

複合型糖鎖上にみられるポリテクトサミン､Le xといった個体形成過程において良く知られる糖鎖マー

カーの多くは､その一･部にラクトサミン構造 (Gd-GIcNAc)といった共通の構造を有する亡,テクトサミン

梼進は､-般帥璃善残基間の結合様式の違いからⅠ型 (Ga印l-3GIcNAc)とn型 (Gdβ1･4GIcNAc)に分

類 され､そのほとんど全てが Ⅱ型であることが知 られている(10)｡ β1-4ガラク トース転移酵素

(Bl,4-galactosyltrald erase;阿GalT)は､この構造の合成にとって必須の糖転移酵素であるoこの糖転移酵

素は､ヒトにおいて阿融 Tは7種のアイソザイムからなるファミリーを形成している(ll)E.すなわち､阿GdT

ファミリーに属する酵素はメダカ発生過程にヨ副する複合型糖鎖の機能を知るうえで重要な鍵となる酵素で

あると言える｡また､すでに作製されているβ抽 耶 欠損マウスは､個体形成において異常を示さない(12)

ことから､残りのアイソザイムが発生に関与している可胎性が考えられる.今回､著者は64GalTlと最も

高い相同性を有し､かつこれまで角酌 ミなされていなかった64GalI28こ着日し､モJL,フォリノアンチセン

スオリゴヌクレオチ ドを用いてメダカ由来β4GaIT2(曲1das!adrx55-阿GdT2;ol即GalT2)の機能抑制実験を

行った.その結果､アンチセンス処喪旺i頚 部の形成異常､腔の短縮､眼の融合､体節の分節化異常など

の著しい形態異常を示すことが明らかになったOさらに､得られたアンチセンス処理旺の表現型を詳細に

解析することにより､01即-GdT2が合成する糖鎖が背月鮮由の形成や細胞分化に影響することな(､挿入を

介する正常な収蝕伸長運動に必須であることを明らかにした (第2章)o以下､本論にて詳述する｡.

-2-
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第1章　メダカ発生過程におけるN型二二プロファイリング

糖鎖は、真核生物において、酵母からヒトに至るまで多くの生物種でその存在が確認されている。近年、

一鎖機能の解明を目的としてマウス、ショウジョウバエや線虫などのモデル動物溝導入されており、これ

らの研究を通して生体内における糖鎖の普遍的な機能が見出されることが期待されている（1蹴しかし、一

方でぽこれらのモ知動物において種特異的囎鎖が存在すること蜘られてレ・る（1帆しがって、

メダカをモデル動物として糖鎖の機能解析を行うためには、まずメダカにどのような構造の糖鎖が存在す

るかを調べる必要がある。メダカでは、卵構成タンパク質であるハイソフォリンに高分枝の複合型糖鎖が

付加されていることが知られている（1軌しかし、メダカ由来の糖鎖構造に関する報告はこれまでほとんど

なされていない。そこで著者は、本研究の第一段階としてメダカ発生の進行に伴う糖鎖構造の変化を詳細

に調べるために、糖鎖の全体像を見るのに適した二次元マッピング法を用いて受精後から艀化までのN型

三二の構造解析を行った。

　一般に糖鎖付加の様式には、タンパク質のAsn残基へ付加されるN結合型糖鎖（N町回鎖）と謝nπ

残基へ付加される0結合型糖鎖（0型閉鎖）とがあり、N型糖鎖はその構造によってトリマンノシルコア

部分（Hg1－1、最上段の枠内）にさらにManが付加された高マンノース型、　GldNAcを末端に持つ分枝鎖

とManのみからなる分岐鎖を併せ持つ混成型、そして両方のM阻に（HcNAcが付加された複合型の3つ

に分類される（Fig　l－1）。一方、0型糖鎖は距またはThr残基へGalNAcが付加されることで始まり、

N型糖鎖 Asn 　　　　　　　’ManGIc閥Ac■Gb卜IAひ騨Man
　　　　　　　、man

GlcNAq－Gal

GlcNAo－G副

トリマンノシルコア構造

○型糖鎖

　　　Gal　　GlcNAo
　　　ヘ　　　ノ
　　　　ビむ　ロムじ

＼ノ削
回㌔㌔層㌔

ギ［ヒ♂’

　さらにG釦、　G16NAcや

Ga王NAcが異なる結合様式で

付加されることにより多数の

サブタイプが生じる。また、

：N型糖鎖も0型糖鎖も、ここ

に示した構造にさらにフコー

スやシアル酸などが付加され

ることによってより複雑な構

造となっていく（1㌃

塊14一般的な糖鎖構造の模式図

一3・



1節 fⅣLCを用いた二次元マッピング法によるN型糖鎖プロファイリング

1.1メダカで発現している糖鎖構造は､発生過程の進行に伴って劇的に変化する

メダカ由来N型糖鎖の二次元マップを作製するため､受精後30分後 (0.5hpf,Fig1-2A)､1日目(1dpf,､

Figl-2B)､2日目 (2dpf､Fill-2C)､3日目 (3dpf､Figl-2D)､5日目 (5dpftFigl-2E)､7日目 (7dp毛､

Figl-2F)､の腔､および稚魚 (fry､Fig1-2G)に存在する糖鎖を2-アミノピリジン (FA)で標識した後､

FA化糖鎖の精製を行った｡Amid0-80カラムを用いて､得られたpA化糖鎖をサイズ分画したOその結果､

N型糖鎖が溶出される30min以降のクロマ トグラムについて比較したところ､0.5hpfから2dpfではパタ

ーンに大きな変化が見られないのに対して (Fig1-2A-C)､3dpf以降のパターンでは発生の進行に伴う大き

な変化がみられた (Figト3D-G)｡このことから､メダカ発生過程において糖鎖構造が劇的に変化している

と考えられる｡

18匹)

509

01LtL15CO
02040払80mlnO20406D

:i..llrg
0 20 40 60 8Dnr1 0 20
D 2t) 4〔l SB &rL nn 8

40 80 e(i nWl

2a 48 q〕 BD Trtrl
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(上)Figll2 各発生段階のメダカ腔､

および稚魚 仏)受精後30分後(0_5hpf)

03)受精後1日目 (1dpf) .(C)受精

後2日目 Qdp8 0))受精後3日目

(3dpf) C)受精後5日目(5dpf) q)

受精後7日EH7dpf) (G)稚魚 (By).

(下)鞄 113 メダカ発生過程のN型糖

鎖の変化 Amidel80カラムによる

HPI£分析 黒線はN型糖鎖の溶出位置

を示す



12　メダカには他の哺乳動物と同様の糖鎖が存在し、メダカの発生において複台型糖鎖が特に重要な機能

　　　を有している可能性がある

　An｛do－80カラムによって分離されたPA化糖鎖の各画分を分取した後さらに各画分を逆相カラムによ

り分離した・また、同様の条件でA面do－80カラムあるいは5CI8－Pカラムで分離したグルコースオリゴマ

ー（DP：3－22）の保持時間を基準にグルコースユニット（GU）を算出し、それぞれを縦軸・横軸にプロッ

トすることにより二次元マップを作製した（Fig　l　4）。得られた二次元マップの各点の座標を既知の構造デ

ータベースG訓訓yを用いて既知の構造に固有の数値と照合して糖鎖構造の推定を行った。その結果、メダ

カにおいて・10種の高マンノース型、2種の混成型、約15種の複合型に属する糖鎖が発現していることが

推定され蔦そのうち代表的なものを示す（Fig王一5）。そして、これらのメダカ由来のN型糖鎖の構造は、

他の脊椎動物においても普遍的に存在するものであった（1820）、このことから、少なくともメダカにも他の

脊椎動物と同様の糖鎖生合成経路が存在することが示唆された。さらに、高マンノース型丁丁と混成型糖

鎖は発生過程を通して発現していたのに対して、複合型糖鎖の種頃は3dpf以降で劇的に増加していた。

特に、3dpf以降から新たに見られる一群の糖鎖構造が存在してお・り、これらは1本鎖の構造も見られるも

のの、主に3本鎖と4本鎖の高分枝型の酸性または中性の複合型糖鎖であると推定された（Fig　l－5，複合

型糖鎖）。これらのことから、メダカの発生過程における複合型糖鎖の重要性が示唆された。

（上）1晦14メダカ発生過程おける糖鎖の二次元マップ黒枠の中の丁丁が高マンノース型緑枠の中の糖鎖が混成型残り

は全て複合型である．また、赤枠の中の糖鎖は、3dpf以降からみられる糖鎖であり、1本鎖の構造も見られるものの、主に3

本鎖と4本鎖の高分岐型の酸性または中性の複合型糖鎖であると推定された

（下）且91・5二次元マッピング法により推定された糖鎖（代表働．二次元マッピング法により、メダカにはM92、　M8」

といった高マンノース型糖鎖、H5，1といった混成型のものが存在した．また、図に示した400．51、300．89、100フ、2A2．200．13

といった三二は、二次元マップ上の赤枠内の糖鎖構造である．■：GlcNAc、　Ol　Man、●：Gaユ、▲：Glc、◆：Siaを表す．

・5・



glucose　unit（GU｝

11　　　　　　　　　　．．．一．

10

　9
慕

さ8
停

昌

崔7
く

6

5

4

3

「「「．「‘L　 @「．　．　　．．‘　幽　　．　　．．一

● 　　　　　　1
秩｡■　　．

9
，一　　．

σ．．
．・ 睡寂

歴

×

累　　累 哨【　睡

811
1

警’．累

●．．翼 ，．．卸
ノ．．

．●

t弓tr6a酋ar鶏tenr購ry　　　　‘ ’●ρ乙’
ﾝ　1　潔X

n　　　偏＿　＿＿

．．

犀．． ．∫

恩

．嵐

g5」

野馬；．　．

@簾
図

説　　　際疑潔．，？1．

r　　　X　　X

@　匿＿監

．． 謔ｱ竃．．　．9累×．

@　　　　趣

．舞．．

｡

騒　．

ノ激塞．ね． 罫■：　． 累　　～沓廼．

@　　覧P
@　鼠」恥

→　6

@　　　7

○．

契　x 　　　十　蚤＞l

vm亀n㌻emary．

．高マンノース型
挙

Dく1・． D．．

Fli．．：．．

…．

・　．　．↓＿＿一ら」＿一．　　　1

3 4 5 6 7 8 9 1Q　　　11　　　12　　　13

　　5C18－Pカラム

→1hpf
置1dpf

　2dpf

　3dpf
；45dpf

■7dpf
?窒

14　　　15　　　重6　　．17　　　1δ　　　19

　　　　　　9塁UC6se　unit（GUl

醸9．2：

「

剛8，噛

窩マンノース型糖鎖

H5．4

400、51

唯00．7

「

300．89

一
2A2脚200．13

複合型糖鎖

混成型糖鎖

一6・



第2 、、と怠

　第1章を通して著者は、メダカがほかの哺乳動物と同様のN型糖鎖を発現していることに加えて、特に

複合型糖鎖が発生過程で重要な役害1」を果たす可能性があることを示した。二次元マッピングの結果からメ

ダカには高マンノース型、混成型および複合型に属する、哺乳動物において典型的な糖鎖が発現している

ことが明らかになった。またM9．2（Fig　1－5）は、口開乳動物の糖鎖プロセシング過程でみられる典型的な構

造である（21、これらのことからメダカの糖鎖ば嚇働物に中国たプ。セシング経路によって作られて

いることが示唆される．一方、線虫、ショウジョウバエおよび酵母において特殊な糖鎖の存在が報告され

ている。たとえば線虫の複合型糖鎖にはその最末端にFucが付加されているものが存在すること、ハエ

のN型耳鎖にはα1－3結合のFucが存在することや酵母のN型糖鎖のコア構造は哺乳動物と比べてMan

の結合が多いなどの例が挙げられる（1唄鎚㌃これらの構造は哺乳動物ではみられていなレ㌔現時点にお

いてメダカやゼブラフィッシュの中でも、そのような糖鎖構造がみられていないことからメダカなどの小

型魚類をモデル動物として用いた糖鎖の機能解析を行うことによって哺乳動物における耳鎖機能の普遍性

が明らかになることが期待される。

　メダカの発生過程において、高マンノース融剤鎖および混成雪袴鎖はどの時期にもみられたのに対して、

複合型筆画の種類は発生の進行に伴って顕著に増加している。さらに3dpf以降の胚で新たに検出される

一群の糖質構造の中には高分枝の構造が多くみられる。複合型糖鎖の末端にはSSEヘー1やHNK－1などの糖

鎖マーカーが発生段階特異的あるいは組織特異的に存在している（箆2最高分枝の糖鎖は、これらの糖鎖

マーカーをより多く付加することができるために多様な機能を持つことが予想される。したがって、メダ

カの発生過程において複合型糖鎖は重要な機能を果たすと考えられる。ヒトにおいて複合型糖葉合成に関

わるG例の響町年天的形態難や精神運蝦常を引き起ζすことが知られて・・る（㌃．さらに洞じ

く複合型糖鎖合成に関わるG””欠損マウスは胎生致死となる（靴これらのこと｝よ本章における著者の

主張を支持している。

　また一方で二尊は、生体内において糖タンパク質として存在しているために、糖鎖構造の変化から機能

を有する糖類を予測不可能という見解もある。すなわち、このような糖鎖構造の変化は、タンパク質の発

現変化に付随・しているにすぎないという主張である。しかし糖転移酵素遺伝子の発現量は、細胞分化やが

ん化に伴って厳密な制御を受けている。実際に、複合型野郎の合成に関わるG？霊πのプロモーター領域に

は“脚や細胞増殖因子の結合配列が存在することやG1？四ノの発現量は、腫瘍の悪性化に伴って増大する

ことなどが知られている（25，26）。これらのことは、細胞が分化あるいはがん化に伴って積極的に糖鎖構造

を制御していることを示唆している。したがって、発生過程でみられる糖鎖構造の変化に着目して、その
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変化の意義を知ることにより三三機能の解明を試みるという著者のアプローチは、糖鎖研究において有用

であると考えられる。

　d－rR系統のメダカは、循環ろ過式水槽システム（名東水園社製）で水温28℃、14時間の明期と10時間

の暗期の光周期下で飼育した。餌は艀化させたブラインシュリンプ（INVE社製、プレミアム・アルテミ

ア）を与え蔦採取した受精卵は0．GOO2％メチレンブルー含有塩類溶液（60皿gπ人工海水溶液）を満たし

た60㎜1径プラスチック培養皿中で、人工気象器にて成魚と同様の条件下でそれぞれの発生段階まで培養

した。

二　一マ“プの　U

糖鎖の精製標識から二次元マップの作製はNatsukaらの方法で行った（2㌃

　i　メダカに　　する’鎖の精U

　受精直後1日目、2日目、3日目、5日目、7日目、そして稚魚を各々100個（匹）採取してアセト

ン中でホモジナイズした後、遠心して得られた沈殿を凍結乾燥した。続いて、4mgの凍結乾燥品を

Rea曲《梱（PIR（王社製）に移し、400叫の無水ヒドラジン（東京化成並製1を加えてIOO℃、10分間

加熱して糖鎖の切り出しを行った。その後、減圧遠心機（サーバント社製）により無水ヒドラジンを

留去し、さらに70口のトルエンを加えて留心する操作を3回繰り返すことにより、残った無水ヒド

ラジンを完全に除去した。得られた試料を蒸留水（ナカライ社運、HP：LC分析用）に溶解後、セルロ

ースカラム（タカラバイオ社製）を用いて精製した。続いて、糖鎖の還元末端を再アセチル化するた

め、得られた試料200口の飽和炭酸水素ナトリウム、及び8国の無水酢酸を加えて5分間氷上で静置

した後、再度飽和炭酸水素ナトリウムと無水酢酸を加えて、さらに30分間静置した。その後、

Do、諭60㎜（仔フォーム、室町化勃±製）を溶液のpHが約3になるまで加え、この樹脂を含んだ

溶液を微量分析用ロート（トッフ牡製）に移した後、樹脂の5倍客の蒸留水で溶出し、この溶出液と

洗液とを合わせて凍結乾燥した。

一8ご



伍　2一アミノピリジン（恥）による糖鎖の標識

　（i）で精製した凍結乾燥品を10叫のPへ化試薬（5521ng　2－a1舳loP舛曲1eを200岬AcOHに溶解し

たもの）に溶解し、Reao丘一、暖al中で90℃、1時間加熱した後く反応液を室温に戻し、70回の還元試薬

（100mg　borale－d加ed1）・lal血1eを40岬AcOHおよび25叫の蒸留水に溶解したもの）を加えて80℃、

35分間加熱し嵐その後、得られた試料をセルロースカラムにかけて踏化糖鎖を精製し、溶出液を・

凍結乾燥した。

価）HPLC　N

（mで得られた凍結乾燥品を50回の1蒸留水に溶解した後、そのうちの10担をTSK－GEL　A加do一呂0．

カラム（4．61mu×250㎜、トーソー社製）を用いて分離した。このAmidび80カラムによって分離

された各画分を分取する操作を3回繰り返した後3回分を合わせたものをそれぞれ凍結乾燥した毎

続いて、これらの凍結乾燥品を50μ1の蒸留水に溶解し、COSMOSIL　5C18・Pカラム（46i皿皿x250

nm1、ナカライ醜類）によりさらに分離した、．　An記。・80カラムあるいは5C18－Pカラムを用いたHPLC

の分析条件を以下に記す。An蝕ト80カラムによる分析条件；電離液’A：アセトニトリル（ナカライ社

製、HPLC分析用）、溶寓1腋B：50n演ギ酸，アンモニア（pH　44）、流速：α51hMh加、濃度勾配：30％一フ0％耳．

（90並1）、・5C18－Pカラムによる分析条件；溶離液A：0．1　M酢酸一トリエチルアミン’（pH　40）、．溶離液．

B：G．5％11一ブタノール含有、0，1M酢酸一トリエチルアミン、流速：ユ5m賄11hユ、濃度勾配：5％一10〔％B（55

舳1）。カラム温度と’励起波長！検出波長は、いずれも同じ条件である．カラム温度35℃、励起波長／

検出波長：3151mゾ4001皿。また：HPLCは、　LC・10Aシステム（島津製作所演）を用いた。

　（h・二’一マップの　調

　　価）の試料を分析する直前に、グルコrスオリ．ゴマー（DPr3・22、タカラバイオ社製）・をAmid〔ト80

カラム、』5CI8．Pカラムを用いてそれぞれ分離し、3merから22　merまでのそれぞれのピークの保持時

間をもとにして、Anhdo－80カラム、および5C三8－Pカラムで得られた各ピークの保持時間をグルワー

スオリゴマーの重合度に換算し、これをグルコースユニット（GU）とした，．続いて、　A恥d。一8Gカラ

ム、及び5C18－Pカ・ラムから得られたGUをそれぞれ、縦軸と横軸にプロットする・ことにより、二次

’元マップを作製し七二次元マップの中点の座標を既知の糖鎖構造データベース（Gal猷y：h廿P：ハへ嚇へ孔

屡ycoan副ysi鼠雌b／）と照合し、歯並構造を推定した。またこの時、実験値と既知の構造の固有値との

許容誤差は±α5．までとした。部民の命名は馳kahasMらの方法に従った（28、
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第2章　　メダカ胚形成におけるβ1－4ガラクトース転移酵素2（olp4G副T2）の機能解析

　糖鎖の発現は、発生過程を通して時期特異的および細胞特異的に厳密に制御されている。そして、糖鎖

の合成が組織あるいは細胞系列特異的に制御されているのは、その合成を司る糖転移酵素の発現が極めて

厳密に制御されているためである（25’2尊したがって、糖鎖の機能を解析するためには、これらの糖転移

酵素の発現を阻害するような処理を行うことが有用となる。メダカ、ゼブラフィッシュ、アフリカツメガ

エルといった発生生物学のモデル動物では、モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドを胚に顕微注

入するという手法により、標的遺伝子の機能を阻害することが可能である（2％玩モルフォリノアンチセン

スオリゴヌクレオチド（以下、モルフォリノオリゴ）は、配列特異的に標的遺伝子の翻訳過程を阻害する

人工合成オリゴヌクレオチドである。さらに、このモルフォリノオリゴでは核酸中の糖残基がモルフォリ

ン骨格に変換されているので、塩基問のホスホジエステル結合が存在しないことから、RNA分解酵素の影

響を受けることなく、細胞内に長期間留まることができる。したがって、モルフォリノオリゴを用いるこ

とにより、初期発生だけでなく、器官形成期においても影響をみることができると考えられる（3銑

　第1章で述べたN黒糖鎖プロファイリングの結果から、N型糖鎖のうちで複合型のものが発生過程で特

に重要な機能を果たしている可能性が示唆された。そこで著者は、メダカ発生過程での複合型糖鎖の役割

を調べるために、複合型糖鎖の合成に関与する糖転移酵素の機能阻害を行うことにした。複合型糖博引に

見られるポリラクトサミンやしげといった個体形成過程において良く知られる糖質マーカーの多くは、そ

の一部にラクトサミン構造（Gal－G璽dNA6）という共通の構造を有する。一般的に、ラクトサミン構造は糖

残基間の結合様式の違いから1型（G組β1－3dcNAc）とH型（Galβ王一4　G16NAc）に分類され、そのほとん

ど全てがH型である三とが知られている（10、β1－4ガラクトース転移酵素（β4（拙T）は、この∬型ラクト

サミン構造の合成に必須の糖転移酵素である。「叫G狙は、M詳などの金属イオン存在下で次の反応を触媒

する（33、

　　　　　　　　tDP－Gal＋αcNAcβ1－R→Ga1β1白4　G】cNAcβ1－R＋UDP

　そして、この糖転移酵素は、ヒトにおいて餌（油Tは7種のアイソザイムからなるファミリ’一を形成し

ている（1死すなわち、悌GalTファミリーに属する酵素はメダカ発生過程における複合型池亭の機能を知

るうえで重要な鍵となる酵素であると言える。また、すでに作製されているβ4Gα1刀欠損マウスは個体形

成において難を示さないことから」残りのアイソザイムが発生に脇してレ・る可難が考えられる（12、

今回、著者はβ4Gdノ刀と最も高い相同性を有し、かっこれまで解析がなされていなかったβ1－4ガラクトー

ス転移酵素2御Gσノカ）に着目し、モルフォリノオリゴを用いた機能抑制実験を行った。
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第1　　メダカの四阿h過半

　第2章の内容を理解するためには、メダカがどのようにして形態形成をするのかについて知る必要：が

ある。そこでま武メダカの胚形成過程について説明する（34）。発生過程の最初の状態である未受精卵で

は、全体に渡って多数の油滴が観察される（Oll菰Fig　2－1A）。受精卵これらの油滴は互いに融合しな

がら植物極半球側に移動し、動物極域に原形質の盛り上がりが生じた後、1細胞期となる（砿5h匪、　Fig

2－IB）。その後、受精卵は卵割を繰り返して細胞数を増やして胞胚（blas血Ua）となる（丘511p£Fig　2一玉C）。

胞胚期から約工0時間後、一部の細胞に肥厚が観察され始める。この肥厚部に含まれる特定の細胞は、オ

ーーKナィザー一として後に背側の組織となるとともに、また他の剖立の細胞に分化を促すシグナルの源と

なる（15hPゑFig　2－1D、矢印）。その後、動物極側に位置する胚盤i葉は、卵黄を覆うように移動を始め

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る。この胚盤葉の被包をエビボリー（eplboly）

A

　＼。・。。。3出。。δノ

　＼　　　　“，　．　　　o讐
　　　　o　　’o
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E

　　　ゑ
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　　　　　　　　ノ’

F

ノ

1’伽
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H

／

コツ

／．

．．＼ここε＝ンノ

　ミ

卸
苓

といい、胚盤葉の被包が卵黄球の約1／2まで

進んだ状態を50％エビボリー（50％epibdy）

と呼ぶ（18hp£Fig　2－lE）。約4時間後、胚

盤葉の被包はほぼ3／4まで進み、胚体が認ら

れるようになる（21hpf、　Fig　2－IF）。さらに5

時間後、胚体の厚みは増して前後軸に沿った

伸長が見られる。また胚盤葉の被包はほぼ完

了しかけているが、未だ体節はできていない

（26hp£Eg　2－IG）。約15時間後、．胚盤葉の

被角は完了しており、尾部中軸の両側に2対

の体節が認められるく275hpf、　Eig　2－1H）。．以

上、Fig　2－1A－Hがメダカの卵形成過程である。

また、，原腸形成（gas加1a百011）とはHg　2－1　D－H

の時期を指し、D－Eまでを初期原腸形成期

（early　gasl皿］a　stage）、　E－Fまでを中期原腸形

成期（11盛d－gaslrula　stage）、　F－Gまでを後期原

腸形成期（late　gas㎞1a　stage）、またエピボリー

が完了して体節形成が開始されるG荊まで

を尾芽胚期（bud　stage）と呼ぶ。

F騨製罐の彫成過程。4）
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2節　メダカ　G召112ホモログの同定と　王くターン角

刀　メダカβ4θ旺172の’クローニング

メダカ甦雌におけ棚G湿の機能漸を行うことを曲として・メダ抽来のβ4G紐ホモげ

の完全長、DNAク。一ニングを行った．まず、・ト由来陥1ロ（ll「叫GalT2）のアミノ醐己　りをメ勘の

ゲノムデ＿タベースに対して欄二二をそ了い、高い欄性を有する酉己列を取得した湘同性検索により

得られた醐には翻開嫡イ立と織コドンの領域欄・含まれていたので・これらの堪配列からプラ

イマ＿をf櫻して完全長。DNAを得た．得ら2・たメダカβ4G・1π幽G・1η・A・螂・1・・N・・佃282995）の

塩蟹列から齪されるアミノ醐己　はフ郷響’・御・・鋼G・1鳳・ト伽・吻・…郡翻

およびマウス（。。。。＿脚〃4G。1η）のβ4G・1刀ホモ・グとそれぞ渇・・9・・6％・68・7％・66・1％の木目同性

を乱た（T温Ue　2．1），1さらに、上の4勧齪アミノ醐己列を多配列比禅客析〃トCLAS皿Wにより

配列比較を行った結果、。1餌Ga1T2は糖転移酵素に共通する膜貫通領域を持ち（Fig　2－2A、赤字）、桝GalT

ファミリ＿に共乱て存在する㎜、・N（W）G、D～の、　WGWGGEDDD（Fig　2－2A・艀）およ蘇

存された樋に存在するCy、残基（F192－2A、欝）といっ燗鋤なモチーフを有していること醐ら

かとなった価92．払）．これらのモチーフは、β14G臓移活性に必須であることが知られている・また・

。1躍寛とh幽・ファミリーとの系統糊晰の蘇・d陣1ロと晦1Tファミリーに属するh陣1Tl・

h陶Bおよびh圃T牛h鰯T7とは、それぞれ・97％・52・6％・45・5％・輔・364％・294％の相・

離を示した（T、bl。2．1）．すなわち、。1圃ηは騨班ファミリーの中で1・図G犯撮も高い相同性

を示した（Fi乎一2B）．この際・下知である・1幽ロはやはりh醐ロと最も高い相離訂していた

（74．甑Hg　2－2B）．以上め結果力・ら、著者がク・一聯ングした・DNA　Iまメダ舳来の朔G・1刀ホモロ

グであることが確認された，，

Table■エ01β個工とと忙種生物由来解Ga1Tファミリーとの相同性

5Piec童e‘ Ge”e
Acce5sion　ぎO．　　　　　　　iaeIlh圷7（彰も｝

月rg’π’σ～，ゆ幡

抽’写F川’蜘11’1

刀b切ρ5ω’‘・r昌

．解4σσ17コ

7”β4σρ1工⊃

1ψ4G‘11η

11β4α”7，

榔・｛エ｛

11β4G‘’1r4

～’βイG‘7’∬

1ψ4Gσ’π

”β4Gで’177

FRUPOOOOO　1鋼236

　ABOig541
　　×140S5

　ABOユ4434
　　ABOユ4435

　　ABO24436
　　ABOO4550
　　ABO24742
　　AJ⑪053S2

go．6

66、1

49，7

6S．7

52．6

45．5

4斗4

36．4

29，4
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A

灘；灘雌器羅総縣鍵ii

灘i選灘羅羅鰯悼灘雛1

糠、i灘灘灘欝鱗灘灘避難1

灘i灘灘灘翻灘iii灘llli

糠裂i霧灘羅灘髄・iii難1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ

驚憐灘雨漏羅麟灘難1

蝶i灘灘灘鎌il

B

hβ4GaIT4

　　hβ4GalT3

0夏β4GalT2

　11β4GalT2

　　　hβ4Ga1丁1

hβ4GalT5

　hβ4GalT6

　hl舛（｝alT7

0】β4GalT7

Rg　22　0ψ4G㎡72の推定アミノ酸配列と他の生物種由来の脚G証Tファミリーとの系統樹解析．（A）o桝Gα172の推定アミ

ノ酉麺己列とフグ（丘β4G良1T2）、ヒト（11「叫GalT2）およびマウス嫡GalT2）の餌G溢丁2との配列比較．推定膜貫通領域（赤字）、

FNRA、　N（W）G、　DVD、　WGWGGEDDD（赤地に白字）、御GalTファミリー間で保存された位置にあるC｝侶残基（黄地に

黒字）。また、星印は変異を導入したアミノ酸残基を示す（後述）．（B）ol餌Ga1T2とヒト餌Ga1Tファミリーとの系統樹解析

01β4Ga1T2は解Ga1Tファミリーに属する酵素の中でもhβ4（泊n2に最も高い相同性を示した．
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2．2発生過程における04μGα112の発現量変化とその局在

　発生過程における04ヲ4σα112の発現量変化を調べるため、定量的RT・PCR解析を行った。その結果、

04ヲ4GoZ72は、新たな遺伝子の転写が起こっていない受精直後から1細胞；期の間で既に発現していること

が明らかになった（Fig2－3A）。このことから、0184Gα172が母性効果因子であることが示唆された。1細胞

期以降、β4GαZ72の発現量は胞胚期から後；期原腸形成期の尾芽胚期まで減少し、尾芽胚期から2体節期に

かけて増大していた（Fig　2－3A）。そして体節期以降、その発現量は艀化後に至るまで発生の進行に伴って

さらに増大した（図には示していない）。また、発生過程における。β4Gα172の局在を調べるために、

oβ4Go172をプローブとして“独）le　mo皿伽5∫魏hybddiza加11（WISH）を行ったところ、　oβ4GαZ72は胞胚；期

から尾芽胚期までの原腸形成期では普遍的に存在し、胚形成の完了する体節期では眼と脳において強く発

現し、尾部ではほとんど発現がみられなかった（Fig　2－3B－E、　F、　G）。原腸形成の進行に伴って背側での発

現が強くなっていたのは、この時期において細胞が背側へと集積するためであると考えられる。しかし、

go％エピボリー期では、頭部での発現が特に強くなっていた（Fig　2－3E、矢印）。これらのことから、oβ4Gαz刀

の眼や脳の原基での新たな発現がこの時期において既に始まっていることが示唆された。

A

§

里

言

を

主

醤

了

：i

：

了

0

　　　　　　　ユ皿

、㌔＼＼％㍉

　　　　　　　　　　　　　雛

Eg　2・3発生過程における。ψ倫π2の発現量変化とその局在　　（A）発生過程を追った0414（知π2の定量的R：LPCR

ψ4G。1πは1細面（1gen曲ge）で既に発現してい為その後、卿冷雨においてその発現三二少し・尾荊醐楓

曲ge）から2体節期（2　som貢e）にかけて増大した。（B・G）発生過程における。β4Gα1”の局在　（B）胞胚期の胚を動物側

から見た図，（σE）原腸形成期の胚、各々5〔防、80％、95％エピボリー胚を背側から見た図．（F、G）10－15体節期胚をそれ

ぞれ背側と側面から見た図．
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3　　モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドによる〇五（毒112　能昼宝｛

3・10卿6h112　MO処理胚は、頭部や体節のパターン形成不全、胚の短縮、眼の融合などの

　　著しい形態異常を示す。

　発生過程における複合型糖鎖の機能を調べるために、複合型糖鎖の合成に必須である0434Gロ1刀の翻訳

開始部位付近の配列をもとにして、異なる剖立に対する2っのモルフォリノオリゴ（MO）を設計し、胚1

個あたり4ngを顕微注入してこの糖転移酵素の機能阻害を行った（04ヲ4G扉72　MOおよび。弱4G躍7｝MO2）。

また・この時のコントロールとして、MOの配列のうちの5塩：基を。β4Gσ1エ2に相補的でない塩基に置換

したものを用いた（5曲MOおよび5旙MO2）。胚体の形成を明確に判定可能である処理後2日目におい

て・5曲MO処理胚の96％ql＝100）は正常に胚体を形成していた（Hg　2－4A、　E、1、　M）のに対して、o耀4Gρ仰

MO処理胚の86％（a＝100）が頭部や体節のパターン形成不全、胚の短縮、そして眼の融合などの著しい

形態異常を示した（Fig　2－4B、F、　J、：N）。さらに、　o桝G㎡72　Mo処理胚でみられた典型的な表現型は、o御Gα172

MO2処理胚でも同様にみられた（62％、　n＝86二図に示していない）。またこの時、5皿is　MO2処理胚の胚体

形成はほほ狂常であった（83％、n＝79；図に示していない）。これらの結果から、　MOの効果が。β4Gα1四

に対して配列特異的であること参確認された。

32　011詞G田T2が合成する糖鎖は、正常な胚形成に必須である。

　o夢4GoZ刀MO処理胚でみられる形態異常が011質GalT2の機能が阻害されたことに起因すること確認する

ため、試験管内で調製した200pgの。卵4Gα172　R：NAと。招4Gσ〃2　MOとを同時に胚に顕微注入した。そ

の結果、同時処理を行った胚の72％（rlOO）が正常な表現型へと回復した（Fig　2－4C、　G、　K、0）。さら

に、酵素活性に必須であることが知られているアミノ酸（Fig　2、2A、星印W276）に変異を導入した400　pg

の変異体01餌GalT2　RNA（mut　o桝Gσ172　RNA）を04ヌ4Gαπ2　MOと同時に処理した場合には、処理胚の90％

（n≠0）の形態異常が正常な表現型へとは回復しなかった（Fig　2－4D、　H、　L、　P）。　m解GalT2の276番・目

のトリプトファン（W）をアラニン（A）に変換することによって、1舛（海T2活性は約90％低下すること

が知られている。これらのことから、o御G認2　MO処理胚でみられる形態異常は。1β4GalT2の機能が阻害

されたことに起因すること、すなわち。1β4GalT2が合成する糖鎖は、正常な胚形成に必須であることが示

唆された。
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DorsaI

Latera［

Somites

Eyes

5m’sMO o’β4Ga’72　MO

．N、

／

　　　　　　　　　　olβ4Ga’7’2　MOo胆4Ga’72　MO

＋。桝Ga囎RNA＋mut　oβ4Ga’72　RNA

1㎏2・4　モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドによるd餌GalT2機能阻害実験　o桝G認72に対するモルフォリノ

アンチセンスオ’リゴヌクレオチド、またはRNAを1・2細胞期の胚に処理した後、2日目に観察した．（A、　E、1、吻コント

ロール、5mis　MO処哩胚では正常な胚体形成がみられた　（B、　F、　J、　N）4ngの。桝G認ηMO処理胚，　（B）頭部のパタご

ン形成不全　（F）胚の短縮（矢頭）．①体節形成不全　（N）眼の融合（矢印）などの著しい形態異常を示した　（C、（気

K、0）4㎎の。ψ4G虚172　MOと400　pgの。β4G認2　RNAを同時に処理した胚は、正常な表現型へと回復した　（Ek　H、　L、

P）4ngの。夢4G々17コMOと活性をほとんど有しない400　pgの変異体olβ4Gd1刀RNA（mut　olβ4（勉π2RNA）を同時に処理し

ても正常な表現型へとは回復しなかった　（AD）背側（Dor瓢）から見た図　（EH）側面（La㎞1）から見た図．（1－L）尾

部を側面から見た図　（M≡P）正面から見た図，
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牌4節。　（認72MO処理胚の表王刑

4．10卿Gα112MO処理胚でみられる形態異常は、分化やオーガナイザー形成の異常ではなく、

　　後期原腸形成期での細胞運動の異常によって引き起こされる。

　04罫4Gρ112　MO処理胚は、胚の形成に著しい異常を示した。原腸形成過程は胚の形態形成にとって必須の

過程であることが知られている（35）ことから、oβ4G躍72　MO処理胚ではこの原腸形成期において何らかの

異常がみられることが予想された。そこで、04ヲ4Gα1Z2　MO処理胚の原腸形成過程を経時的に観察した。そ

の結果、oβ4Gθ172　MO処理胚の初；期原腸形成期において背側の肥厚は正常に生じており（Fig2－5A、　F：矢

印）、さらにエピボリーも5曲MO処理胚に比べてやや遅れるものの正常に進行していた（Fig2－5F－1：矢頭）。

しかし、後；期原腸形成期である95％エピボリー期において、胚体の厚みが5曲MO処理胚に比べて薄く

（Fig2－5D、1、白線）、その後の尾芽胚期に至っても胚の伸長は起こらず、5mis　Mo処理胚の形態との違い

が明確になった（Fig2－5E、　J：矢印）。これらのことから、0484Go172　MO処理胚でみられる形態異常は、後

期原腸形成期に生じることが明らかになった。

5mls　MO・

olβ4Ga’72　MO

30％ 65％ 75％ 95％ bud

Rg　2－5　0β4GαZ”MO処理胚の形態形成過程の経日舗嘱擦．

04ヨ4GσZ刀MO処理胚の原腸形成過程を経時的に観察した．（A－E）51応MO処理目玉（F－G）04～4Gα172　MO処理胚を側面から

見た図．oβ4Gα1”MO処理胚において、背側の肥厚（A、　F：矢印）、及びエピボリーは共に正常に生じた（F4：矢頭），

しかし、95％エピボリー期において、oψ4Gαz”Mo処理胚は胚体の厚みが5mis　Mo処理胚に比べて薄く（D、1、白線）、そ

の後の尾芽胚期に至っても胚の伸長は起こらず、5r曲MO処理胚の形態との違いが明確になった（E、　J：矢印）．
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　さらに、各種マーカー遺伝子をプローブとしてWISH解析を行ったところ、細胞やオーガナイザー組織

の分化誘導が起こる初期原腸形成期において、背側のマーカーである吻励η（0励とgOOεε00観（9S。）、

腹側のマーカーである伽甲2、中胚葉のマーカーであるηo∫加1（η孟1）と卿飽加1（ゆ切の局在は、5nlis　MO

処理胚との間に差がみられなかった（Flg　2－6A－E）。これらのことから、　o御Gα172　MO処理胚では、オー

ガナイザーの形成や細胞の分化による領域の特異化は正常に起こっていることが示唆された。一方、体節

期では。溜G㎡72MO処理胚におけるη塀）脊索での発現は5n血MO処理胚に比べ短く、異常なパターン

を示した（Fig　2－6F）。また、体節期形成期において尾芽に集積するはずの平ゴの発現の場合にも尾芽への

集積がみられなかった（Fig　2－6G）。すなわち、04ヲ4Gσ172　MO処理胚では、オーガナイザー形成や細胞の

分化による領域の特異化は正常に起こるのに対して、後期原腸形成期を境にマーカー遺伝子の発現パター

ンの異常および形態異常が生じた。また、先述の。β4Gα172　MO処理胚の観察結果からも、同様のことが

示唆されていた。後期原腸形成期の胚では胚形成にとって必須の運動が起こっており、これらの運動異常

は胚の短縮、眼の融合、体節形成不全などの形態異常を引き起こすことが知られている（36，37）。これらの

ことから、04ヲ4Go1エ2　MO処理胚の異當な表現型は初期原腸形成期までに起こる細胞の分化の異常ではなく、

後期原腸形成期で起こる種々の細胞運動の異常が引き起こしていることが示唆された。

　また、前方および後方の中軸に局在する訪17では、特に後方の中軸においてシグナルが検出されなかっ

たことから、o胴4Gσ172　MO処理胚は後方の中軸形成が阻害されていることが示唆された（Fig　2－7旺、矢印）。

さらに、中内胚葉のマーカーであるヵ姐2循1（薦のの局在に関しては中胚葉領域のみに異常が見られたこ

と（Fig　2－71、　J）、p鷹2や耐などの外胚葉マーカーのパターンは正常であること（Fig　2－7K、　L：矢印）な

どから、o夢4Gα1ηMO処理胚では後方の中軸中胚葉の異常により脊索形成が阻害されていることが示唆さ

れた．以上の結果から、oβ4σσ172　MO処理胚でみられる形態異常の原因は、細胞分化の異常ではなく、後

期原腸形成期に起こる細胞運動の異常による中軸形成不全であることが示唆された。
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5mis　MO　　oβ4Gaπ2　MO 5mis　MO　　　o’β4Gaπ：2　MO　　　5mis　MO　　o’β4Gaπ2　MO

｛

　　　　鉾
　　　　熱

　　　麟
　　　　鍵

』9　　．ト。　鮮

Rg％　各種発生マーカー遺伝子によるolθ4Gα172　MO処理胚のWIS耳解析，

（A）背側組織のマーカー、o勧伽懇切．30％エピボリー期胚では背側のオーガナイザーが形成される領域で検出された（矢

印）．側面から見た図．（B）腹側組織のマーカー、う叩230－40％エピボリー期胚において、背側の領域以外の細胞で検出さ

れた（矢頭）．動物極側から見た図　（C）背側組織、または中内胚葉のマーカー、goo躍。認（幻6）尾芽胚期において、いず

れの処理胚でも中内胚葉の前方への移動が認められた（矢印）．側面から見た図．①、F）汎中胚葉マーカー、ηo認（繍1），初

期原腸形成期ではエピボリーの先端の領域で検出されたが、体節期の胚では脊索、脊索鍵盤の中軸中胚葉で検出された（F、

矢印）．（D）は動物極側から見た図．（F）は背側から見た図．（E、③側方中胚葉のマーカー、卿厩1（珈．副と同様

に、初期原腸形成期ではエピボリーの先端の領域で検出されたが、体節期の胚では尾芽で検出された　面動物極側から見

た図．（G）背側から見た図，（H）前方、及び後方の中軸中胚葉のマーカー、30耽加噌凶og（動）．oZ84GαZ72　MO処理胚で

は、体節期において、後方の申軸での局在で異常がみられた（矢印）．側面から見た図　（LJ）中内胚葉のマーカー、．だ協磁α1

（αぜ），o卿G切πMO処理胚では、体節期において前後軸に沿って検出されたが、中軸中胚葉領域での発現に異常がみられた

（矢印）．①側面から見た図．（J）背側から見た図，（K）外胚葉マーカー、郷2尾芽胚期胚の中脳後脳境界域で検出さ

れた．側面から見た図，（L）外胚葉マーカー、5螂，尾芽胚期胚の前脳で検出された．側面から見た図．
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4、2　01輿GalT2が合成する糖鎖は、後期原腸形成期での正常な収敏伸長運動に必須である。

　メダカの原腸形成期において、動物極側にある細胞層が卵黄を覆うエピボリー運動（Fig　2－7B）、側面

（Lat㎝1）の細胞が背側（Do旭al）へと向かう収敏運動（Fig　2－7C）、そして背側に集まった細胞群が前後軸

に沿って移光るイ帳團（Fig　2－7D）の主に3働細胞翻が病的に起こること脚られている戦

。β4G〃2　MO処理胚のエピボリ→軍動は5血l　MO処理胚と差がなく正常であることから、　o桝Gσπ2　MO

処理胚ではこの収敷と伸長運動の異常がみられることが予想された。そこで、oβ4Go172　MO処理の凹凹と

伸長運動に対する影響を調べるため、ケージド蛍光化合物4，5通me出hy－2－1士obenz｝4（DMNB）一caged

且uo燗。ehl　d㎝ranを用いて原腸形成時での各領域の細胞を標識し、細胞追跡実験を行った。すなわち、

o凋4Gα172　MOまたは5m畑MOとケージド蛍光化合物を同時に胚に処理したのち、初期原腸形成期胚の側

面または背側にUV照射することにより細胞を蛍光標識して胚形成を観察した。　oβ4Gα172　MO処理胚にお

いて、標識細胞の収敷運動は5面sMO処理胚の標識細胞に比べて多少耀れるものの、運動自体は正常に起

こっていた（Fig　2－8D－F）。ただし、背側へたどり着いた後の前後軸に沿った伸長は04ヲ4Gα112　MO処理胚

では観察されなかった（Fig　2－8F：矢印）。一方、伸長運動に関しては、5m血MO処理胚では標識細胞の前

後軸に沿った伸長がみられたのに対して、o御Gα1刀MO処理胚の樗職細胞では伸長がほぼ完全に阻害され

ていた（Fig　2－81、：L：矢印）。以上の結果から、　olf質GalT2の合成する糖鎖が後期原腸形成期での正常な収

敏伸長運動に必須であることが明らかになった。

A’

V

B 塗屯’

聾｝工劇一（。，、、．、，）

・藍“／c＼蚕：1

護1。＿＿雛）…動一蜘

　　　　　　　　　　　　　　勲＿（。．，ens・．，・

　　　　　　　　　　　　＼＼　4

　　　　　　　　　　　　　）’

1㎏2」7メダカ原腸形成過程で

起こる3種の細胞運動．（A）メ

ダカの原腸形成過程では主に3

種の運動が協調して起こること

が知られている．子中のAは前

方（ムn面or）、Pは後方巴〔細（π）、

Dは背側（Porsaユ）、　Vは腹側

鯉en廿⑳を示す．（B）エピボ

リー、（C）1［目凹力（conv∈㎎∈nce）、

（D）伸長運動〔e魎oh）は形

態形成に必須の運動である．
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Rg　2・8後期原腸形成過程におけるケージド蛍光化合物を用いた細！包追跡実験

（A－F）ケージド蛍光化合物を用いて、後期原腸形成過程における収敏運動（CQnvergq1㏄）に対するモルフォリノオリゴ処理

の影響を評価した　　（A．C）5mis　MO処理胚では、標識細胞の収敏運動は正常に起こっていた，（D些F）oβ4GαZ72　MO処理胚

でも標識細胞の収敏運動は5mis　MO処理胚の標識細胞に比べ多少遅れるものの、慧敏運動は正常に起こっていた，ただし、背

側へたどり着いた後の前後軸に沿った伸長はみられなかった（C、F：矢印）．（G司L）ケージド蛍光化合物を用いて、後期原腸

形成過程における伸長運動（e油］sion）に対するモルフォリノオリゴ処理の影響を評価した　（（｝1）5mis　MO処理胚では標識

細胞の前後軸に沿った伸長がみられたα、矢印），（J－L）o塀Gσ172MO処理控の標識糸田胞では伸長がほぼ完全に阻害されて

いた（L、矢印）．
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4．3　01β4G田T2が合成する糖鎖は、後期原腸形成期において、細胞の挿入を介する正常な収敏伸長運動

　　に必須である。

　o御Go172　MO処理胚の後期原腸形成期での細胞の形態を詳細に観察するため、　o捌Gσ172　MO、あるい

は5nlis　MO処理胚が16－32細胞期の時に、一つの細胞に親油性の高い蛍光色素であるDHを顕微注入して

モザイク様に標識した後、これらを観察した。その結果、すでに脊索形成の始まっている4体節期におい

ては5m冶MO処理胚の標識細胞は背側に集まり胚形成に関与しているのに対して、0484Gαπ2　MO処理胚

の標識細胞は胚の形成に全く関与せず、胚の周囲に集まっている像が観察された（Fig　2－9A－D）。さらにこ

の時、背側の後方にある細胞を観察したところ、5r［曲MO門門　の標識細胞は細長く伸び、胚の中軸上で

互いに密着して存在しているのに対して、o卿Gαノ72　MO処理胚の標識細胞は丸く、極性を失った状態で胚

の周囲に留まっている像が観察された（Flg　2－9E－H）。

　後期原腸形成期において、両方の側面から集まった細胞が細長く伸びて、中軸上で互いに密着する運動

は挿入（in圃a丘on）と呼ばれ、この運動が胚を前後軸に沿って伸長させ、また脊索など中軸を形成する

原動であることが知られている（39）（Fig込10）．漣の細腰識実験の結果から、雌G覗MO処邸

の背側後部においてこの挿入が起こらないことにより、伸長運動および中軸形成が起こらないこと、そし

てそのことにより中軸形成の異常が眼の融合や体節形成異常といったさらなる形態異常を引き起こしてい

ることが示唆された。以上の結果から、oll舛G討T2によって作られる糖鎖は、メダカ原腸形成期において

細胞の挿入を介する正常な収敏伸長運動に必須であることが明らかになった。

〔上）F！g2司9　DHによるモルフォリノオリゴ処理胚のモザイク標識実験

。御Gα1四MOあるいは5皿is　MO如理胚が1632細胞期の時に、一つの細胞に親油性の高い蛍光色素である班を顕微注入し

て細胞をモザイク様に標識した．（A、B）4体二期の5mis　MO処理胚の蛍光像と透過光像標識細胞は胚体へと移動していた．

（C、D）4体三期のσ桝Gσ1”MO処理胚の蛍光像と透過光像標識細泡は胚体への移動はみられなかった　（E、　F）4体節

期の51nis　MO処理胚の背側後方の細胞標識細胞は細長く1申び、胚の中軸上で互いに密着して存在していた（E、矢印）（G、

珊4体節期の。桝Gロ’エ2MO処理胚の背側後方の細胞．標識細包は丸く、極性を失った状態で胚の周囲に留まっていた（G、

矢印）．S（組e　b鉦0．1㎜　（下）Fig｝10　中軸形成に必須である細胞間の挿入（in副a廿㎝）の模式図

（A）後期原腸形成期において、収敷運動により中軸へと移動し描日野　Q3）中軸への移動の際、細胞は細長く伸び、中軸上

で互いに接する．この挿入（㎞働㎞㎝）は中軸の形成に必須である．（C）o御Gσ伽MO処理胚では、この挿入が起こらな

いことにより中軸形成不全が引き起こされる．
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5．1　04簸観72によって作られる糖鎖は、メダカ後期原腸形成期において細胞の挿入を介する正常な収敏

　　　伸長運動に必須である。

　本章を通して、著者は。イ84G切72　MO処理胚の表現型を詳細に解析することにより、o夢4Gρπ2によって

作られる糖鎖がメダカ後期原腸形成期において細胞の挿入を介する正常な収敷伸長運動に必須であること

を示し面この主張の根拠となった主な観察結果として、①o石84GoZ刀MO処理胚は、頭部や体節のパター

ン形成不全、胚の短縮、眼の融合などの著しい形態異常を示すとともに、このような表現型が01解G組T2

を同時に発現させることにより正常な表現型へと回復したのに対して、活性を持たないol「舛Ga1T2変異体

を発現させても回復しなかったこと。②o塀Gα1刀MO処理胚の異常は、後期原腸形成過程で最初に観察さ

れ、初期原腸形成期での畑瀬軸の形成は正常であったのに対して、後期原腸形成期から体節期にかけての

後方の中軸中胚葉形成に顕著な異常がみられたこと。③ψ4Gα172　MO処理胚の後期原腸形成期において、

収敏運動よりも伸長運動の方が著しく阻害されていたこと。④oβ4σ躍72MO処理胚の初期体節期において、

細胞の挿入がみられなかったことが挙げられる。

　①で挙げた結果は、メダカの胚形成に定論の存在が必須であることを示唆している。ol図（梱T2は、

hβ4Ga1Tファミリーの内でも複台型無想の合成に必要である姻G祖T2に対して最も高い相同性を示した。

また著者の所属する研究室において、複合型糖鎖が豊富に存在しているアシアロオルソムコイド（ASOR）

に研ガラクトシダーゼを処理し、その末端をG1姻Acへと変化させたものに対して、　ol餌G記T2は㎝を転

移するが、変異体ol図Ga1T2はGalを転移しないことが確認され惑いる（未発表データ）。これらのことは、

複合型誌面がメダカの胚形成に必須であることを示唆している。また、ヒトやマウスにおいて複合型糖鎖

の合成に関わる糖転移酵素の欠損により、先天的な形態異常が起こるという報告もある。たとえば、GnT・1

欠損マウスでは心臓串焼、神経管形成、血管薪生における異常を伴う胎生致死（E9．5）が見られること、

そしてヒトの血盟欠損が胎児の形態異常を引き起こすことなどである（7．8）。さらに、頭部や体節のパタ

ーン形成不全、胚の短縮眼の融合などの表現型は、ゼブラフィッシュ、マウスの中軸中胚葉欠損変異体

の表現型に酷似している。マウス、ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエルにおいて中軸形成に必須であ

り、中軸中胚葉のマーカーとしても知られるη窃鳳50沈加㎏吻gの欠損変異体では、いずれも頭部や尾

部の低形成胚の短縮、眼の融合がみられるω図究これらのことは、個体発生における複合型耳鎖の機能

が脊椎動物に普遍的なものであることを示唆している。　　　　　　　　　　一
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　脊椎動物の原腸形成過程における細胞の収音伸長運動および挿入は、三胚葉を正しい位置へと配置する

運動というほかに、中軸形成の過程として定義されている（4蹴後期原腸形成期において、これらの運動は

協調して起こる。すなわち、胚の側面に位置する細胞が背側へと移動する過程で細長く伸び、中軸および

沿軸領域で細胞同士の挿入が起こる。そして、この挿入を原動力として、中軸は幅が狭く、前後軸に沿っ，

て伸びた緻密な構造となる。したがって、脊椎動物での収敵伸長運動の異常は、常に中軸形成不全を伴う。

たとえば、ゼブラフィッシュにおいて、助ρ％（甜亦1）変異体ではみ7塑2みの欠損により加計運動が阻害さ

れているため、その脊索は顕著に幅広くなるが、前後軸に沿った伸長はみられる幽しまた反対に、『曲調

（勧’）やw71刀（∫紛変異体では、々卯眈、またはw7’〃の欠損により挿入が阻害されているため、その

脊索の幅には変化がみられないものの顕著な鍾縮がみられる臼5’4既。β4G認2　MO処理胚の脊索は、幅は

ほほ変化していないが、顕著な短縮がみられる。このことは、o御Go172　MO処理胚において挿入が阻害さ

れているという結果を支持している。

　5．2　0㌫Gππ2MO処理胚でみられる形態異常に関わるシグナル経路は何か？

　唱曲usらは、メダカ近縁種である瓦〃πか船乃θ1θ鷹〃薦の原月易形成期において、血忌伸長運動および挿

入が胚体形成を引き起こすことを示した（蒐51）。その後、ゼブラフィッシュの原腸形成でも同様の細胞運’

動が起こっていること寮示された（52’55）。したがって、メダカやゼブラフィッシュの原腸形成は共通の機構

により進行しているものと考えられる。また、ゼブラフィッシュでは順遺伝学的手法により、収敷伸長運

動に関わる分子がいくっか報告されているbここでは、メダカの。碑G認2MO処理胚の表現型とこれら

の分子との関連について考察する。

　細胞質でインターロイキン征）を介するシグナル伝達に関与している㎞t3の阻害によって、中軸周辺

での収敏伸長運動や挿入の異常がみられることから、staβは中軸の形成に必須の分子であると考えられて

いる（5蒐また、この異常は細胞の分化異常は伴わない。曲βは、その下流で細胞を中軸周辺へと集積させ

る液性因子の発現を制御していると考えられている（5画面の液駐因子の本体は未だ同定されていないが、

ニワトリなどイ耀ヒ物における研究から囲であることが示唆されている（58㌔一方軸・四CP経路に関

わる分子の変異｝、よって、中輔辺での挿入に異常力・みられるという鵜もある（59、珊CP経蹴分

泌性の糖タンパク質である、、耐とその受容体國ed他）との結合が・細胞質側のエフェクターである

山slleveIled（ds11）と低分子量GTPaseの冠1。A、　rac1、　cd（河2の複合体を介して・細胞骨格の再構成を引き起

こす経路である。すなわち、この経路は細胞の極性化に必須であり・細胞の形態変化や分裂方向決定に必

須であると考えられている（60、W1｝tl　1あるいはWhbの欠損変異体では、中軸周辺の細胞が極性を失うこ

とにより、胚の伸長や眼の融合といった形態異常が生じる。そして・曲βの例と同様に・これらの変異体
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でも細胞分化の異常はみられないOまた､Ⅵqltllや1ult5の下流の分子の異常によっても同様の表現型がみ

られる(61)O上に挙げたゼブラフィッシュの例と岬 GalI2MO処瑚 重の表現型との間で共通している点は､

いずれも細胞分化は正常であるのに対して､肱の前後軸に沿った伸長がみられないことであるBまた､脚

やⅥntはいずれも糖タンパク質であり､細胞表面に存在するこれらの受容体にも糖鎖が付加されているこ

とが予想されること､さらに糖鎖が受容体の補因子として機肯け る報告があることなど(62)から､糖鎖が

wntFPCP経路やFGFシグナリングにおいて機能している可能性が示唆されるo Lかし､stat3阻害胚では眼

の融合はみられないのに対して､W11t伊CP経路に関わる分子の欠損変異体ではいずれも眼の融合がみられ

ることから､糖鎖はむしろW11tGCP経路に関与している可能性も考えられる亡.実際に､-バラン硫酸プロ

テオグリカン (HSPG)のgl),picim4(ゼブラフィッシュではklll･Pekとして知られている)がmltll受容体

BiznedH B2)の補国子として機青田-るという報告もある(63)｡また､受容体の補因子としてのHSPGの機

能は､TG印やFGFシグナリングにおいても報告されている(.しかし､HSPGの糖鎖部分はGIcAまたは

IdoAとGIcNAcの二糖繰り返し構造であり､GalB1-4GIcNAcといった配列を含まないのでol即GalT2の基

質と成り得ないoLたがって､いずれにせよ今回著者が報告した現象には未知の機構が関与している可能

性が高い.もちろん､oIP4Ga7T2MO処理随における細胞と基質の接着に対する影響も考慮する必要性はあ

るが､いくつか報告されているBtadheri11などの接着分子の欠損変異体ではエビポリーに影響がみられて

おり(64)､岬 Gm MO処理肱の蓑毒腺 とは異なっている｡.さらに､protocadllerill(papc)の欠損変異体は､

収赦伸長運動異常の結果として中軸に異常が生じるが(65)､挿入への影響は未だ不明であるO

また､テクトサミニ月帯豊を常識する内因性レクチンとして知られるガレクチンは､ゼブラフィッシュや

メダカの脊索に特異的に局在している(66)ことからも､やはり脊索形成において､糖鎖が何らかゐ役割を経

っていることが示唆される｡
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虐　一繍　Cσ1”cDNAのクローニング

　メダカゲノムデータベース（NBRP；11廿P：〃蜘ge几lab．魂瑚p）よりヒ・ト。碑G∬1刀（A㏄駆sio11：NαABO2

4434）と高い相同性を示す塩基配列を取得した。得られた配列をもとにしてプライーマ・τ・［飴rwa雌5－CTrΩ

AAπCGACCCGGCTGArG∬GGG－3、　rev醜¢5・GTGAAITCC瑚CCTGTGArGGGCCGGGG・3《下線部

はE。。RI認識配列）｝を作製し、1細胞期から稚魚のメダカから得たcDNAを混合したものを鋳型’として、’

PC只を行い完全長。桝Gαノ刀cDNAを得た。得られたクローンをEGoRIによって消化した後、同様にEρo．

瓢を用いて消化したpCS2＋MTベクターへと組み込ん鴻また5－UTRを得るために、上記のcDNAを鋳

型として、olβ4a172に特異的なプライマー［陀v㎝e；5－C（－G7TCCAGAGGTCArCGTCCTCTCCT・3］およ’び．

SMART　RACE　cDNA　Ampm雌ca丘op　Ki重（α01・t麗h社法｝に添付されているプライマーを用いて、

PCRを行った。

リアルタイムR工PCRを用いたメダカ　二二呈における。轟6bη2の定量的角

　窪細胞期、胞胚期、50％エピボリー、・80％エピボリH、尾芽胚期、2体三期の胚から翫玉Reagent（h

、4廿ogen社製）．を用いてt。圃RNAを抽出した。ゲノム由来PNAを取り除くため、得られたto楓RNAに

R：Nase丘ee・DNase　Iを処理した後、ランダムヘキサマー（タカラバイオ三二）、および逆転写酵素を加えて

42℃で90分間静置してcDNAを作製した、　iQ　SYB寒G脚｝Super哺x（Big－Rad社製1・に・得られ準。pN．．

Aとρ4θ4Gα172に対するプライマ『蝕ward玉5－ArGACCCGGCTGA：rGTrGGGACGGA。3、爬、儒e；5－AAG

ACCAGGCGGG］［TCTCAGGACA－31、または、1トac鋤に対するプライマ「恥酬町¢5・AOCCACACAGTGC

CCArC雀AとGA．3、　Iev郎el　5．AGACA㏄ACAGTGTrGGCαACAG司をそれぞれ、終濃度05．μMとなる．．

ように加えた後、リアルタイムPCR解析システムα漁1丑04（BkトRa断±製）．を用いて95℃で3癖を1

サイクル、95℃で三〇sec、62℃で30　sec、72℃で30　sβcを35サイクル、65℃で1分を1サイクルめプロ

グラムを行い、自的の断片を増幅した。また、定量解析はQp百co撫Mo1虹t。r」駈玉alysis　SG無、’鵬～br　3・1

（31ぴRad社製）を用いた。
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モルフォリノオリゴの諦」

　モルフォリノアンチセンスォリゴヌクレオチドはGelleTool社より購入した。　o桝Gα172　MOまたは04ヌ4

Gρ172MO2は、04舛G〃2の開始メチオニンを含む塩基配列に相補的になるように設計した。コントロー

ルとしては、oイβ4Gσ172　MOの配列のうち5塩基を。β4Gσ1Z2と相補的でない塩基に置換した511亘s　MOお

よび5n廊MO2を用いた。以下にこれらの配列を示す。下線部は、’開始メ’チオニン部分で、小文字は置換

部位を表す。511重sMO；5・CGTCCgAA脚CAaCCGGGT脚bG－3、5n廊MO215CCcA琵GAGGT肌gCGT

CgTGCcAC－3、ψ4G㎡Z～Mα5－CGTCCCAACArCA㏄CGGGT鯉GG－3、　olβ4θαπ2　MO215－CCGAr

GGAGGTDへCCGTCCTGCGAG3

o』硫1Z2へのi・’入

　Wユ76がAへと変換されるように設計したプライマー函A町d汐5－GAGTACTGGGGC遡GGGGGGGAG’

GAG3、矧1c6e；5・GTCCTCCCCCCC螂㏄CCCAGTACrC（下線部は変異導入剖立）］を用いて、．

pCS2＋MT－o桝G曜2を鋳型にしてPCRを行った。得られたPCR産物をKp1江で消化することにより鋳型

由来のプラスミドを除いた後、大腸菌TOP10（血、4仕D9¢n社製1を用いて形質転換を行った。続いて、得ら’．

れたコロニらめ中から16コロニーを選択’してプラスミドを精製した後、変異導入剖立の配列を確認するこ

とにより陽性クローンを得た仁

。』6セπ2RNAおよび変 繍　6b172：RNAの量　u

Capped．0484翫112　RNAおよび変異体Capl鳩d　bβ4Gσ172．RNAは、・pCS2十MT弔β4G詔2またはpCS2＋MF’変

異体．04ヌ4Gσ17を：N磁により．消化した後、　RiboMAX　LI塒ge　Scale．RNA　Produc廿011　System－SP6”（Promega社製｝

を用いて作製した。
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　顕微注入に用いたマイクロピペットは、．マイクロピペットフ』ラーPC－10（ナリシゲ社製）を用いて、・

芯入ガラス管GD－1（1×9011血、ナリシゲ社製）の加熱部を引き切った後、マイクログラインダ』EG400

（ナリシゲ社製）．を用いて先端を研磨することにより作製した。続いて、モルフオリノオリゴまたはRNA

を注入したマイクロピペットをジョイスティック式マニピュレーターMN－151（ナリシゲ社製）に接続した。

その後・実体顕微鏡（オリンパス社製）下で1・2細胞期のメダカ胚をガラス製ホルダー（雨林製作所社製）

上に固定し、光学顕微鏡（オリンパス社製）下でマイクロピペットの先端を細胞内へ挿入した後、ヤイク

ロインジェクターFemtoJct（Epelldorf社製）を用いて顕微注を行った。またこの時、注入した液滴の直径

が約α05㎜となるよう圧力の調整を行った乙

whole　mount加5加h　blidization　WISH プローブの量制

　WISH解析に用いたプローブの内、17’1、∫筋、加甲2、‘配1、　sptおよびg50の部分配列を含むプラスミドは、

京都大学大学院農学研究科木下政人博士より供与された。o胆4Gσ17ス0174　p砥2■および識3は、　ESTデー．

タベ：」一スから取得した配列をもとにしてPCRによ．り部翁酒蔽Uを得た：後、　pGEM－T　ea笥’（P卜oulega社製）を

用いた肱クローニングを行うことにより得た。PCRは、50％エピボリーから2体三期の胚からt。楓RN

Aを抽出した後、逆転写することにより調製したcDNAを鋳型として、それぞれの部分配列に対するプラ

イマー回β4GαノZ2’fbrward；5－C湘「CTGCAAAGGCGTCCI㏄T㏄’TrrG・3、爬ve嬬e；5・CTCAGTA：rGGGArG

AAGGTAGTGGAGC－3．　c屠：fbrward：5－CACTGCCAIACAGCGGTCTGGArGT・3、　reversoヨ5－TCAIAGTrG

㎜TCCAGπGG飴C13．　p伽nvadl　5一㏄GG灯CCG㎜Cα三二C－3、爬脚・G甜

GTAAGArCCCGCTGGGTC－3．庶3：：［bn、・紬d；5－ArGGTrrrCAGAGCTCCGCTTGAC玉3、士ev｛江se；5－TAAA

GcAGT㏄GTcTrcTGσrcAcc・3］を用いて行った，，得られたプラスミドは適切な制限酵素により消化さ

れた後、DIG　RNA　Labe恥g　Kit（Roche社製）を用いてアンチセンスプロ．一ブまたはセンスプローブの調

製を行った。・以下にプローブ調製に用いた制限酵素およびRNAポリメラーゼ組み合わせを示す。η！1（Xh

ql－T3）、517乃（EGoRI・ワ）、う’ゆ2（EcoR工一T7）、α埴1（Ec6RI－T7）、騨（EcoRI－T7）・、　g∫o（EboRI－T7）、　c17イ（Ms

cLSP6）、，ρα2（NooLSP6）、肱3（SI虹一1フ）、センス0184Gσ172（Neol－SP6）、アンチセンスolβ4Gσ172（SpeI

－T7）．
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。通、。le＿、融1，，b伽亘。n備SR）は拓、・。ra・。爬ら筋法に準じて行った（67）．すなわち洛発蝦

階の胚を4％パラホルムアルデヒド／PBS中で室温、4時間振とうした後、時計用ピンセット（No5、　INOX

社製）を用いて卵殻を取り除いた．，次にメタノールによって脱水後、再水和した胚をpro廿enase｝（で処理し

た。これらの胚をPBSTで洗浄して、ハイブリダイゼーション溶液．（50％fb皿a11廿de、5×SSC、50、画11」ヘ

パリン、0．1％Tween、5m9ん1∬torula　R：NA）中で65℃、3時間振とうした後・プローブを添加して同様の条’．

件で一晩振とうした。次に、50％fbnllan記醗×SSC中で65℃、2回振とうした後、同様にして2×SSC、

続いて0．2×SSC中で振とうしたこれらをブロッキング溶液（5％slle帥s㎝11］ノPBST）中で室温、1時間

振とうして、アルカリフォスファターゼ標識抗ジゴキシゲニンポリクローナル抗体BST（Roche三三）中

でさら1こ2時間振とうした。その後、PBSTで洗浄し、発色基質BM　purple（Ro。lle社製）を加えて発色さ

せた。

ケージド　　ヒA’を用いた細胞’自　　験

　1細胞；期のメダカ胚にし5％DM卜旧一caged　nuQres加hl　d戯【圃（3000　MW、　M。1㏄ul註Probe社製）を顕微注

入した後同様にして1皿Mの5血sMOまたは。御Gσπ2MOを顕微注入した。細胞を蛍光標識するため、

これらの胚を30－50％ニピボリーまで発生させ、胚の背側または側面にマイクロポイント（ニニン社製）・を’

用いてU＞を点照射した後、胚形成過程を観察した．

D皿を　いたメダカ胚のモザイク、識　験

『1細胞期のメダカ胚にlmMの5nオs　MOまたは。β46均172　MOを顕微注入した後、モルフォリノオリゴ

処理胚を16β2細胞期まで発生させた。16：32細胞i期にあるモルフォリノオ’リゴ処理胚の1細胞にメタノー

ルで調製した15％D江（Mdecular　Probe社製）を顕微注入した後、胚形成過程を観察した。
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結論

著者の本稿における主な主張を以下に記す

●

●

●

メダカは少なくともヒトやマウスなどの哺乳動物と同様の糖鎖を発現している（第1章）。

メダカ発生過程において、：N面諭鎖は発生の進行に伴って質的および量的に劇的な変化を遂げている

が、その中でも特に複合型の変化が最も大きいことから、複合型糖鎖はメダカ発生過程において重要

な機能を有することが示唆される（第玉章）。

olβ4GalT2が合成する複合型糖鎖はメダカ原腸形成期における挿入を介する正常な収敷伸長運動に必

須である（第2章）。　　　　　　　’

　糖鎖は、核酸やタンパク質に次ぐ第3の生命鎖と呼ばれている。核酸は4種の塩基が重合した鎖であり、

タンパク質は約20種のアミノ酸残基が重合した鎖である。それに対して、糖鎖は多くの異性体を持つ糖残

基からなる鎖であり、結合様式の違いによっても異なる構造をとり得る、，さらに、その非還元末端が硫酸

基やアセチル基により修飾されているものまである。すなわち、糖鎖は生命鎖の中で最も多様な構造を取

り得る。そして、この面面の持つ多様性は糖転移酵素の多様性に起因すると考えられている。なぜなら、

多くの生物種においで同様の活性を持つ糖転移酵素が複数存在している例が多く見られるからである。も

ちろん、活性が同じでも、それぞれの酵素において基質特異性、発現時期または局在が異なることもある。

しかし、アミノ酸配列に若干の違いはあるものの、活性、基質特異性、発現時期、局在において全く同様

の酵素も多く存在する。そして、こういつた機能重複遺伝子のうちの一つを抑制しても温品の構造にはほ

ほ影響を与えることはできない。この遺伝子の機能重複が遺伝子機能阻害実験の弱点である。しかし、遺

伝子の重複の仕方は生物種によって異なっている。たとえば、G濃1に相同性のある遺伝子はヒトやマウ

スでは1つだが、融では鯉傭解・麗抽の3つあることが知られて・・る（68、したがって蒲鎖

の機能を理解するためには、マウスだけでなく重複性の異なる他の生物種での糖鎖についても調べる必要

がある。著者の一連の研究によってメダカは法論生物学の新たな材料として加えられた・さらに本研究で

は、複合型糖鎖の機能を原腸形成期の収敏伸長運動という一つの現象へと結びつけることもできた。確か

に、メダカでは必要だがマウスでは不要という糖鎖もあるかもしれない。しかし、システムを分子レベル

でみた時、受容体の補因子としての機能のように、その役割が保存されていることがあると考えられる。

すなわち、用いられる士魂の構造は種によって異なっても、システムとしては種を越えて保存されている

ことが考えられる。
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　ほとん．どの生物種の原腸形成過程では、多くの異なる細胞集団が協調的に動くことにより、背腹軸、前

後軸といった体の形作りの基礎が完成するという共通の現象がみられる（6暁この時、それぞれの細胞群は

生体内の微小環境の中で基質あるいは他の細胞と相互作用しながら分化と移動を続けている．一方、細胞

の表面は糖鎖で覆われており、糖鎖はこめ生体内の微小環境の変化に最初に脚■得る存在である。糖鎖の

構造は多様であ肱この時期においても特徴的な発現をするものが存在する。以上のことから、原腸形成

期は糖鎖の機能を知るうえで、非常に興味深い期間であると考えられる。今後さち忙研究を重ねて、原腸

形成過程における糖鎖の役割を分子レベルで明らかにしていきたい。’
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