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論 文  内  容 の  要  旨  

ホヤ幼生の筋肉，表皮，内肱葉の分化は母性の決定因子によって自律的におこるが，脊索や間充織などの中胚葉組織の分  

化には内胚葉からの誘導が必要であることが示されている。申請者はホヤ胚を研究材料にして，内胚葉分化や中胚葉誘導な  

どをつかさどる一連の遺伝子カスケードを明らかにしたいと考え次のような研究を進めた。申請者はまず，ユウレイボヤの  

内胚葉分化にはβ－カテニンの働きが必須であることを明らかにした○すなわち母性に供給されたβ－カテニンタンパク質  

は32細胞期までに植物極側割球の核に移行し，β－カテニンを過剰発現させると筋肉（筋肉は自律的に分化する）以外のす  

べての組織が内胚葉に分化し，逆にカドヘリンを過剰発現させることによりβ－カテニンの核移行を阻害すると，筋肉以外  

のすべての組織が表皮に分化する。   

そこで，β－カテニンの下流で内胚葉分化や内胚葉から中胚葉への誘導に働く遺伝子を単離する目的で，β－カテニン過剰  

発現胚とβ－カテニン機能抑制胚との間でサブトラクションを行い，計13個のβ－カテニン下流遺伝子を同定した。これら  

の遺伝子はすべて16細胞期から110細胞期までの間に内胚葉を含む植物極側の細胞で発現し，β－カテニン過剰発現胚では異  

所的な発現が誘導され，β－カテニン抑制肱では発現が抑制される○これら13個の遺伝子とは，G一刀gfrわち♪fggβわd，G一  

申ゐrf乃，り少g2cαdゐgrf乃，〆OgOCαdんer∠乃，G－Zfcエ，G－ダムれD，G一九エA5，G－0は，G一丁TF圭（ユー班J阜（ユーダG銅／釘9と  

新奇遺伝子1つである。   

申請者はさらに，このうちのG－～ゐ均G－ダG銅／伊頂上GrZゎら（○一凡∬エ＝こついて機能解析を行っている。Cざ一九エか  

はforkheadドメインを持つ転写因子で16細胞期では植物極側のほとんどの割球で発現し，32細胞期では予定内胚葉割球で  

発現しその後発現は消失する。CrFbxDの転写開始点から1138bp上流領域にはTCF結合配列が3つ存在し，上流解析実  

験の結果からこれらの配列はG一九∬♪の発現に不可欠である○すなわちG一凡Jかがβ－カテニンの直接のターゲット遺  

伝子であることを示している。（1－ダムnDの機能をアンチセンスモルフォリノで阻害すると，脊索細胞が全く分化せず，予  

定脊索細胞は内胚葉細胞へと分化していた。また，A－1ineの神経索も分化しない。したがって，G－ダムnDは主に植物極  

前方の割球のspeci丘cationに関わっていると思われる。次に，Zincfinger転写因子をコードするCrZic上は32細胞期から  

予定脊索細胞と筋肉割球で発現を始めるが，Cs－ZicLのA－1ineの脊索細胞での発現はCrFbxDの下流であることが明ら  

かになった。C∫－ZicLの機能をモルフォl）ノで阻害するとB－1ineの脊索細胞は分化するが，A－1in。の脊索細胞は分化せ  

ず，ホヤ胚の脊索形成のマスター遺伝子であるB7uhyu7TO）発現も抑制される。つまりこれまでのところA－1in。の脊索細  

胞に関しては，β－カテニン→Cs－FbxD→CrZicL→Brachyu7T＋A－1ineの脊索細胞分化というカスケードが明らか  

になりつつある。   

またCrZicLの機能をモルフォリノで阻害するとA－1ineの神経索細胞も分化しないことが分かった。つまりA－1in。の  

神経索においてもβ－カテニン→G一凡∬か→Cr2読上というカスケードが存在していることを示している。一方，G－  

ダG声〟伊勺は16細胞期から予定内胚葉と脊索割球で発現し，機能阻害実験はG－ダGダ4／釘9が間充織細胞の誘導に必要・  
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十分であることを示している。しかし，機能阻害実験によっても脊索細胞分化は完全には抑制されず，他の誘導因子が必要  

である可能性を示している。CダーダGダ4／釘9とG－ダム云D，およびG一ダGアイ／釘9とG－Z∠c上の発現は互いに非依存的な  

ので，これらのパスウェイは独立に働いていると考えられる。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

多くの動物の初期発生において，まず内胚葉が自律的に分化し，続いて内胚葉が中胚葉を誘導することが明らかにされて  

いる。従って，この過程にどのような分子・遺伝子が働いているかを明らかにすることは現代発生生物学の大きな研究課題  

の一つである。申請者はホヤを材料にして，ホヤという実験系の特徴を生かし，母性に供給されたβ－カテニンに始まり幾  

つかの転写因子をコードする遺伝子の働きを通して中胚葉が誘導される過程を精力的に明らかにしている。   

申請者はまず，母性に供給されたβ－カテニンタンパク質が32細胞期までに植物極側割球の核に移行し，β－カテニンを  

過剰発現させると筋肉以外のすべての組織が内胚葉に分化し，逆にβ－カテニンの核移行を阻害すると筋肉以外のすべての  

組織が表皮に分化することから，ユウレイボヤの内胚葉分化にはβ－カテニンの働きが必須であることを明らかにした。そ  

こで，β－カテ ニンの下流で内胚葉分化や内胚葉から中胚葉への誘導に働く遺伝子を単離する目的で，β－カテニン過剰発現  

胚とβ－カテニン抑制胚との間でサブトラクションを行い，計13個のβ－カテニン下流遺伝子を同定した。これら13個の遺  

†∴J■こここよ、（こ、川・／′・川、／′・′ここ一一ん・‘J、（二、一小／＝リー′り小・ソ仙／／…一′′りり仙…‘川げ川、（1、／′‘、エ、（＼一石′、り＝＼古‖＿1．う、（＼－′山、（1、  

－777り，Cr〃h沼，G－ダGダ4／釘9と新奇遺伝子1つが含まれ，これらの遺伝子はすべて16細胞期から110細胞期までの間  

に内胚葉を含む植物極側の細胞で発現し，β－カテニン過剰発現胚などの実験から，β－カテニンの下流で発現することを明  

らかにした。この研究成果は両生類などで，数個のβ－カテニン標的遺伝子が明らかにされているだけの今日の研究状況で  

高く評価されるべきものである。   

申請者はさらにG－Jぁご3，G－ダGダ4／′釘9，G－ZブぐんG一九ヱ♪について機能解析を行い，まずCr〃h煽が内胚葉の分化  

に必須であることを示した。続いてG－ダムnDを解析し，G－ダムnDの上流解析からG－ダムnDがβ－カテニンの直接のタ  

ーゲット遺伝子であることを示した。（1－ダ玩九Dは16細胞期および32細胞期の植物極側の割球で一過的に発現するが，G－  

ダムnDの機能をアンチセンスモルフォリノで阻害すると脊索細胞は全く分化せず，この遺伝子が脊索細胞の分化に重要な働  

きをしていることを明らかにした。次にG－Z∠cエは32細胞期から予定脊索細胞と筋肉剖球で発現を始め，A－1ineの脊索細  

胞での発現はCk－FoxDの下流であること，機能をモルフォリノで阻害するとB－1ineの脊索細胞は分化するが，A－1ineの  

脊索細胞は分化せず，ホヤ胚の脊索形成のマスター遺伝子である月m亡んッ〟丹の発現も抑制されることを見いだした。した  

がってA－1ineの脊索細胞に関してβ－カテニン→Cs－FoxD→Cb－ZicL→Brachyury→A－1ineの脊索細胞分化というカ  

スケードを明らかにした。   

さらにG－ダGアイ／釘9は16細胞期から予定内胚葉と脊索割球で発現し，機能阻害実験はG－ダGf￥／釘9が間充織細胞の  

誘導に必要かつ十分であることを示している。しかし，機能阻害実験によっても脊索細胞分化は完全には抑制されず，他の  

誘導因子が必要である可能性を示している。   

申請者の学位申請論文は，β一カテニン標的遺伝子の単離・同定を中心にまとめたものである。申請者はさらにこれらの  

遺伝子の機能に関連した一連の論文をこの研究分野では最もレベルの高い国際誌に公表し，β－カテニンに始まって転写因  

子遺伝子の働きを経て中胚葉の誘導の主流を明らかにしたことは，国際的にも高い評価を得ている。   

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た。なお，論文に報告されている研究業績を中心に  

関連分野に関する試問を行った結果，適切な解答が得られたので合格と認めた。  
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