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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　生殖細胞は遺伝晴報を次世代に伝え，個体発生の起点となる細胞系譜である。生殖細胞細胞質中には生殖穎粒と呼ばれる

ＲＮＡ一蛋白質複合体があり，同構造は多様な動物種で世代を超えて観察される事から，生殖細胞の発生分化及び機能に重

要であると考えられる。多くの多細胞動物の生殖細胞は個体発生の初期に母匪分子による系譜の限定を受け，これら生殖細

胞決定分子の幾つかは生殖穎粒に局在し非対称分配を受ける。一方，哺乳類では胎仔多能性幹細胞が分化誘導を受ける事で

予定生殖細胞が決定されるが，この過程に母性分子の関与及び生殖穎粒構造は確認されていない。しかし哺乳類でも同構造

は分化過程にある前精原細胞や卵母細胞で観察され，特に減数分裂期精母細胞と半数体精子細胞で明瞭に観察される。これ

ら哺乳類生殖穎粒の構成分子の同定や機能解析は殆ど行われていない。

　ショウジョウバエの母匪効果遺伝子の一つであり生殖穎粒構成蛋白質をコードするtｕｄｏｒ遺伝子は特徴的なＴｕdoｒドメ

インの繰り返し構造を持つ。また，Ｔｕdoｒ蛋白質の生殖穎粒への局在は，同構造の構成分子の一つをコードする‘Ｔｊａｓａ遺伝

子により調節される。一方，マウスでは，ショウジョウバエtｕｄｏｒ遺伝子と類似のドメイン構造を持つＴｄｒdl遺伝子が生

殖細胞の分化過程で発現し，同蛋白質が生殖穎粒に局在することが示されている。本研究では，マウスtｕｄｏｒ関連遺伝子

群としてＴｄｒｄ６．Ｔｄｒｄ７を同定し，同遺伝子の発現と蛋白質局在の詳細な解析を行った。 Ｔｄｒｄａ及びＴｄｒｄ７遺伝子は分

化過程にある雄生殖細胞で特異的に発現し，同蛋白質は生殖穎粒に極めて特異的に局在してＴＤＲＤ１及びＭＶＨ（Ｍｏｕsｅ

Vasa Ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ）蛋白質と共にＲＮＡ一蛋白質複合体を形成する。このことからＴｕdoｒ関連蛋白質群は生殖穎粒構成分子

の新規ファミリーを形成することが明らかになった。一方，ＴＤＲＤ蛋白質は分化段階の異なる雄生殖細胞で生殖穎粒に局

在することから，同構造は生殖細胞の分化段階に応じて構成分子が変化する動的なオルガネラであることが明らかになった。

更に訂託遺伝子欠損マウスの雄生殖細胞では生殖穎粒構造が観察されず，ＴＤＲＤ蛋白質はそれぞれ細胞質内の異なる部

位に検出される事から，Ｍｖｈ-ＴＤＲＤとvasa -Ｔｕdoｒ間の分子経路は進化的に保存された重要な機能を持つことが示唆さ

れた。

　次に，Ｔｕdoｒドメインの繰り返し構造とＴＤＲＤ蛋白質の細胞内局在及び機能との関連を検討するため，マウス生体精巣

を用いた過剰発現実験を行った。野生型ＴＤＲＤ蛋白質とその欠失変異体ベクターを構築し，体細胞分裂期精原細胞，減数

分裂期精母細胞，半数体精子細胞の分化段階毎にin vivo electroporation法を用いて遺伝子導入を行った。精原細胞では野

生型，欠失変異体共に特異的な局在及び表現型は観察されなかった。一方，精母細胞では，野生型ＴＤＲＤ蛋白質は生殖穎

粒へ正常に局在したのに対して，欠失変異体は特異的な局在を示さず，他の生殖穎粒構成分子の細胞内局在にも異常が観察

された。更に欠失変異体の過剰発現は精母細胞の生存及び減数分裂の進行を阻害することが明らかになった。一方，精子細

胞では野生型，欠失変異体共に特異的な生殖穎粒への局在が観察されたが，Ｔｕdoｒドメインの分子回相互作用に機能する

アミノ酸残基に点置換を加えた欠失変異体では，生殖穎粒への局在が観察されなかった。これらの結果から①単一の
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Tｕdoｒドメインが生殖穎粒への局在単位として機能する事ご2)Ｔｕdoｒドメイン構造と同ドメインを介した分子回相互作用

が生殖穎粒への局在に重要である事，しかし3)Ｔｕdoｒドメインの繰り返し構造は雄生殖細胞の生存分化に重要である事，

が明らかになった。

　本研究では，Ｔｕdoｒ関連蛋白質群が生殖穎粒構成分子の新規ファミリーを形成し，生殖細胞の発生に極めて重要である

ことを明らかにした。生殖穎粒は，生殖細胞に必須で進化的に保存された未知の分子基盤を担うと考えられるオルガネラで

あり，Ｔｕdoｒ関連蛋白質群は生殖穎粒の今後の研究において重要なプローブとなる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　本論文は，生殖細胞に特徴的な細胞内構造である生殖穎粒に着目し，同構造の特異的な構成分子ファミリーとして新たに

tudor domain containing （ＴＤＲＤ）蛋白質群を単離，同定したものである。具体的にはTDRDl, 6, 7蛋白質の生殖細胞

における細胞内局在を詳細に解析し，同蛋白質群がマウス生殖穎粒に特異的に局在する事を示した。一方，各ＴＤＲＤ蛋白

質の局在パターンは相互に異なる事から，生殖穎粒が生殖細胞分化に伴ってその構成分子を変化する動的な構造である事を

示した。更にこれらＴＤＲＤ蛋白質群の共局在はＭｏｕｓｅ‘ｖａｓａ ｈｏｍｏｌｏｇｕ（訂旅）遺伝子により制御される事を明らかにし

た。ショウジョウバエにおいてもvasa遺伝子によりＴｕdoｒ蛋白質の局在制御が行われる事から, vasa - Tudor/Mvh -

ＴＤＲＤ間の分子カスケードは種及び生殖細胞の分化段階を超えて保存される重要な役割を持つ事が示唆された。

　TDRDl, 6, 7蛋白質はＴｕdoｒドメインの繰り返し構造を持つ事を特徴とする。これら特徴的なドメイン構造とTDRD

蛋白質群の細胞内局在及び生理機能の関連を明らかにする為，マウス生体精巣への電気穿孔法を用いた過剰発現実験を行っ

た。野生型及び欠失変異体のＴＤＲＤ蛋白質を雄生殖細胞分化の各段階で過剰発現し，野生型ＴＤＲＤ蛋白質の異時的発現

は生殖穎粒の形成を誘導しない事，単一のＴｕdoｒドメインが生殖穎粒への局在単位として機能する事，一方，同ドメイン

の繰り返し構造は雄生殖細胞の分化，特に減数分裂の進行に重要である事を示した。更にＴｕdoｒドメイン内に点置換変異

を加えた変異体の過剰発現により，Ｔｕdoｒドメイン構造と同ドメインを介した分子間相互作用が生殖穎粒への局在に重要

である事を示した。

　以上の研究は，未だ機能が明らかでない哺乳類生殖穎粒構造が担う分子機構の解明に寄与し，生殖細胞の発生分化制御機

構の解明に貢献するものである。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。

　なお，本学位授与申請者は，平成19年１月26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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