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文  内  容  の  要   

脊椎動物の脳の初期発生を制御する機構を理解するため，アフリカツメガエルの大脳中脳前駆細胞の組織を用いた  

cDNA screeningを行いショウジョウバエのsalfamilyに属するZn丘nger型の転写因子を単離した。我々はこの遺伝子を  

ⅩsalFと命名し，胚での正確な発現領域を確認するために，アフリカツメガエルの神経胚を用いてdoublein situ hybri－  

dizationを行った。その結果ⅩsalFは神経胚期においてアフリカツメガエルの大脳・中脳予定領域に特異的な発現を示すこ  

とが明らかとなった。   

次にⅩsalFの機能を調べるためにmRNA微量注入法を用いてⅩsalFの機能増強実験を行った。その結果，ⅩsalFの強制  

発現により大脳・中脳マーカー遺伝子であるOtx2と大脳マーカーであるPax6の発現領域が拡大することが観察された。  

同時に中脳後脳境界領域のマーカーであるPax2と後脳領域のマーカーであるGbx2の発現が抑制されていた。これらのこ  

とからⅩsalFは大脳・中脳予定領域の発生を促進し，中脳後脳予定領域と後脳予定領域の発生を抑制することが示唆され  

た。   

次にⅩsalFが大脳・中脳予定領域の形成に必須であるか調べるために，ⅩsalFの機能阻害実験を試みた。まず，ⅩsalFの  

C末端側を欠如したdeletion construct（ドミナントネガティブ体）を作成し，そのmRNAをアフリカツメガエル胚に微量  

注入した。その結果，大脳・中脳予定領域のマーカーの発現を抑制し，中脳後脳予定領域と後脳予定領域のマーカーの発現  

領域を拡大することが観察された。またⅩsalF mRNAに相補的なmorpholinoアンチセンスオリゴヌクレオチドを作成し，  

8細胞期の動物極側に微量注入したところ，神経胚期において大脳・中脳予定領域のマーカーの発現を抑制し，中脳後脳予  

定領域と後脳予定領域のマーカーの発現領域を拡大することが明らかとなった。これらのⅩsalF機能阻害実験から，ⅩsalF  

は大脳・中脳予定領域の形成に必須の制御因子であることが示唆された。   

次にⅩsalFがどのような機構で大脳・中脳の領域形成を制御するかについて解析した。Wnt蛋白は胚の神経板を後方化  

し，前脳など前方の神経発生を抑制する因子として考えられている。そこでWntlDNAをアフリカツメガエルの8細胞期  

の動物極側に強制発現したところ，神経胚期において大脳マーカーであるPax6の発現を抑制し，中脳後脳境界領域マーカ  

ーであるPax2の発現の拡大が認められた。さらにⅩsalF mRNAをWntlDNAと共に微量注入したところ，WntlDNA  

によって抑制されたPax6の発現が回復した。このようにⅩsalFはWntシグナルに括抗することが示唆された。一方Wnt  

シグナルを細胞内で抑制する因子であるGSK3－βとTcf3のmRNA発現を解析したところGSK3－βおよびTcf3は神経胚  

期において肱の前方で発現が強く，後方で弱いことが観察された。これらの前方特異的な発現はⅩsa肝の機能阻害によっ  

て抑制されることが判明した。また，逆にⅩsalFの機能阻害表現型をGSK3βやTcf3の強制発現は抑制する事が明らかと  

なった。このようにⅩsalFはGSK3－βとTcf3の発現を制御することによって大脳・中脳の領域形成を行っていることが  

示唆された。   

これらの結果からⅩsalFは初期胚の脳の領域化における必須な制御因子であり，Wntシグナルへの反応性を負に制御す  
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ることで前脳中脳発生を促進することが明らかとなった。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

脳発生における領域特異性獲得の分子機構には，不明な点が多い。本学位申請者は，アフリカツメガエル初期胚の大脳・  

中脳予定領域に発現する新規spalt family転写因子，ⅩsalFを用いその機構を解析した。RNA微量注入法による機能増強  

実験では，ⅩsalFの強制発現により大脳・中脳領域マーカーが異所的に誘導された。逆に中脳後脳境界部及び後脳前方領域  

マーカーの発現は抑制された。一方，C末端を欠如したⅩsalFドミナントネガティブ体及びⅩsalF mRNAに相補的な  

morpholinoアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いたⅩsalFの機能阻害実験を行ったところ，中脳後脳境界部及び後脳前  

方領域マーカーの発現が異所的に誘導され，大脳・中脳領域マーカーの発現は抑制された。これらのことからⅩsalFは大  

脳・中脳予定領域の形成に必須の正の制御因子であることが示唆された。次にⅩsalFの作用機序を解析したところ，ⅩsalF  

は神経後方化シグナルであるWnt活性を阻害することが示めされた。さらにWntシグナルの負の制御因子であるGSK3J  

とTcf3の発現をⅩsalFが調節することが明らかとなり，これらがⅩsalF活性を媒介することが示唆された。   

以上の研究は脳領域特異性の制御因子の解明に貢献し，脳の初期発生機構の理解に寄与するところが多い。したがって，  

本論文は博士（医学）の学位論文として価値があるものと認める。   

なお，本学位申請者は，平成18年2月9日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものである。  
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