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Rot解析法及びノーザンブロット法による検出)

(主 査)
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論 文 内 容 の 要 旨

1個の受精卵が分裂を繰返し,特有の形態と機能をもった組織を形成し,複雑な器官より構成された動

物の個体を形づくるO動物のある種の組織の一部が損傷を受けたときに,再生と呼ばれている修復する機

構が生物体に備わっている｡特に,イモリの眼の水晶体は,その全組織が失われたときに,別の組織から

再生されることが知られている｡この現象は,種々の生物体の組織細胞を生体外の細胞培養系に移したと

きにも観察され,｢分化の転換｣と呼ばれ, 多くの組織細胞にみられる｡ 特に,ニワトリ狂の神経性網膜

細胞から水晶体-の転換は,その典型的な例として広 く知られている｡

申請者は,水晶体に特異的なクリスタリンmRNAを指標にして,この ｢分化の転換｣の棟溝を,転写

調節のレベルで調べた｡水晶体に特異的なクリスタリンmRNAに対する1本鎖 DNAプローブを得るた

めに,polyARNAを抽出し,ショ糖密度勾配遠心で純度約95%の 8-クリスタリン mRNAを得て,こ

れを鋳型として,8H ラベルされたcDNAを作製したOこのプローブと,3.5日と8.5日目肱の神経性網膜

細胞より得られた polyARNAを再会合させて,Rot解析を行った｡両者の pOlyARNAの約0.0028%

が ∂-クリスタリンcDNAと会合しうることが判明した｡このことは,水晶体に特異的に発現しているク

リスタリン遺伝子が,他の初期腔の組織でも低頻度 (1細胞当たり10-20分子程度)に発現していること

を示唆している｡

これまでに得られている知見では,組織特異的に発現している遺伝子の転写産物が,別の組織に存在す

ることは知られていない｡上記の事柄を,より正確にするために,遺伝子工学の手法でクローン化された

8-ク1)スタ1)ソと α-クリスタリン cDNAを用いて以下のような,ノ-ザソプロット法で検討 した03.5

日目肱の神経性網膜細胞より分離した polyARNAをアガロースゲル電気泳動で,RNAのサイズに応

じて分離したのち,フィルターに固定し,32P ラベルされた 8-クリスタリンcDNAをプローブとして-

イプリダイズさせた｡ 成熟 mRNAに相当する17Sのバンド以外に, より分子量の大きい RNAの位置

にもいくつかのバンドが検出された｡同様の実験を,α-クリスタリン cDNAを用いて行った碍果,成熟
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mRNAのバンドは検出できなかったが,より分子量の大きい precurSOrRNAと思われるバンドが検出

された.これらの DNAプローブを用いた,ニワト1)全 DNAのサザJ/プロット解析の結果は,8-と

α-クリスタリン遺伝子だけが-イブリダイズすることが知られているので, 初期肱の神経性網膜細胞に

紘,分化転換したのち形成される水晶体に特異的に発現している転写産物が,非常に少量ではあるが確か

に含まれていると結論づけられる｡

論 文 審 査 の 一結 果 の 要 旨

動物の発生の初期の狂の各部分は,将来,正常に発生を続ける場合の予定運命よりは広い予定能力をも

っている｡このことは,生物の発生現象における最も特徴的で,しかも基本的な性質である｡この事実は,

古典的な発生研究において,実験形態学的な手法を用いて繰返し確かめられてきたところであるが,どう

してそのようなことが起こるのか,その分子的な背景は全く明らかにされていない｡しかし,1950年代の

研究において,肱の各部分は成体においてそれに匹敵する部分よりは,じつは多様な蛋白質を少量ながら

合成していて,これが広い予定能力の基礎になるのではないか,という考え方があった｡この考え方を,

当時とは全く別の,より進んだ技術を導入しつつ検討したのが本申請者の論文である｡

若いニワトリの旺では脳,網膜などの組織にはレンズに分化する能力のあることがすでに明らかにされ

ている｡レンズという組織細胞は形態的に際立った特徴があるだけでなく,その分子組成においても著し

く他の組織とは異なっていて, 特にニワトリにおいては, 成体になるとレンズ以外には存在 しない ∂-ク

リスタリンと呼ぶ蛋白質が大部分を占めている｡ この論文の主題は, この ∂-クリスタリンというレンズ

に特異的な蛋白質をコードする∂遺伝子の活性が,肱においてもやはりレンズに限られるのか,それとも

レンズ以外の脳や網膜にもあるのか,という問題を分子間雑種の技術を駆使して検討することである｡

得られた結果は,8-ク1)スタ1)ソの遺伝子の転写活性は若い狂ではレンズに止まらず,ごく低 くほある

はレンズの部分に限られてくることになる｡特に興味深いのは,レンズ以外の部分における転写産物は未

戚熟で,分子量の大きなメッセンジャー RNAであることを明らかにした点である.実際に 8-クリスタ

リンという蛋白-のはん訳可能な転写産物は,若い肱においてでも,レンズだけで作られることが示され

たのである｡

これらの結果は,発生生物学の方法と分子生物学の方法とを合一することによって初めて得られるもの

である｡特にニワトリの若い狂から充分な量のサンプルを得ることは頗る困難であるが,申請者は技術的

に熟達していて倍額のおける結果を得ることに成功している｡分子間雑種による実験結果の解釈を妥当な

ものと判定された｡

従って,この研究は発生生物学上の最も古典的で基本的な,広い発生能力という概念の分子的背景がど

のようなものであるかを うかが う上で,重要な貢献をなしたものと考えられ,理学博士の学位を受ける価

値のあるものと結論されるのである｡

なお,主論文及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,合格と認めた｡
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