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（  続 紙  １  ）                              

京 都 大 学  博 士 （ 理 学 ）  
氏

名  
 下園  直樹  

論 文 題 目  

 
ホ ヤ 胚 の 脳 に お い て 領 域 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 の 解 析  

 

 
（ 論 文 内 容 の 要 旨 ）  
 
 ホ ヤ 幼 生 の 中 枢 神 経 系 は 33 0 個 ほ ど の 細 胞 か ら 構 成 さ れ 、 前 後 軸 に 沿 っ た

Ot x、 Pa x、 Ho x な ど の 遺 伝 子 の 発 現 領 域 の 特 異 性 の み な ら ず 、 光 受 容 、 重 力 の

感 知 な ど の 機 能 に 応 じ た 領 域 特 異 性 を 持 つ と さ れ て い る 。申 請 論 文 で は 、カ タ ユ

ウ レ イ ボ ヤ （ C i o n a  i n te s t i na l i s） を 用 い て 中 枢 神 経 系 、 特 に 脳 に お け る 領 域 特

異 性 の 分 子 メ カ ニ ズ ム を さ ら に 理 解 す る た め の 研 究 を 行 っ た 。  
 最 近 の 研 究 か ら カ タ ユ ウ レ イ ボ ヤ 幼 生 の 中 枢 神 経 系 で 発 現 す る 遺 伝 子 と し て

上 述 の 3 つ を 含 め て 1 0 0 以 上 の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る が 、 領 域 特 異 性 を 研 究

す る た め に は そ こ で 発 現 す る で き る だ け 多 く の 遺 伝 子 情 報 を 得 る こ と が 大 切 で

あ る 。そ こ で ま ず 申 請 者 は 、幼 生 の 神 経 系 で 蛍 光 タ ン パ ク 質 カ エ デ を 特 異 的 に 発

現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 と マ イ ク ロ ア レ イ を 駆 使 し 、脳 で 特 異 的 ま た は 優

勢 に 発 現 す る 5 65 個 の 遺 伝 子 を 特 定 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 中 に は 既 に 脳 で 発

現 す る こ と が 知 ら れ て い た C i - o p s i n1 や C i - TY R P1 な ど が 含 ま れ て い た 。そ れ に

加 え て 脳 で 発 現 す る こ と が 新 た に 分 か っ た 神 経 ペ プ チ ド 、ホ ル モ ン な ど の 遺 伝 子

を 特 定 し た 。  
 次 に 、 w ho l e - mo u nt  i n  s i t u  hy br i d i z a t i o n に よ り 、 尾 芽 胚 か ら 幼 生 形 成 に い

た る 胚 お よ び 幼 生 の 脳 に お い て 、 上 で 同 定 し た 遺 伝 子 約 10 0 個 の 空 間 的 発 現 を

よ り 詳 細 に 調 べ た 。そ の 結 果 、脳 全 体 で の 発 現 、脳 背 側 領 域 で の 発 現 、脳 腹 側 領

域 で の 発 現 、脳 前 方 領 域 で の 発 現 、脳 後 方 領 域 で の 発 現 、脳 腹 側 前 方 領 域 で の 発

現 、 脳 中 央 領 域 で の 特 異 的 発 現 の 、 少 な く と も 7 つ の 発 現 パ タ ー ン を 見 出 し た 。

こ の 結 果 は 、ホ ヤ の 中 枢 神 経 系 に は 前 後 軸 に 沿 っ た 領 域 に 加 え 、背 腹 軸 に そ っ た

よ り 細 か い 領 域 が 存 在 す る こ と を 示 す も の で あ る 。  
 さ ら に 申 請 者 は 、 7 つ の 発 現 パ タ ー ン の 内 の 4 つ 、 す な わ ち 脳 全 体 で の 発 現 、

背 側 領 域 で の 発 現 、腹 側 領 域 で の 発 現 、前 方 領 域 で の 発 現 を 代 表 す る 合 計 6 つ の

遺 伝 子 に つ い て 、 そ れ ぞ れ そ の 領 域 特 異 的 発 現 を 制 御 す る 5 ’上 流 の 解 析 を 進 め

た 。 す な わ ち 、 6 つ の 遺 伝 子 の 約 2〜 3  kb の 上 流 配 列 を La c Z の 上 流 に つ な い だ

レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し 、こ れ ら を 導 入 し た 胚 で の L ac Z の 発 現 を 調

べ た 。そ の 結 果 、6 つ の 遺 伝 子 全 て に お い て 内 在 性 の 遺 伝 子 と 同 じ 領 域 で の L a c Z
の 発 現 が 認 め ら れ た 。そ し て 、こ れ ら の 遺 伝 子 の 上 流 配 列 の デ リ ー シ ョ ン コ ン ス

ト ラ ク ト を 作 製 し て 、領 域 特 異 的 発 現 調 節 領 域 の さ ら な る 絞 り 込 み を 行 っ た 。そ

の 結 果 、 脳 全 体 で 発 現 す る 遺 伝 子 に 関 し て は Ot x が そ の 発 現 制 御 に 関 与 し て い

る こ と を 示 唆 す る 結 果 が 得 ら れ た 。  
 こ れ ら の 結 果 は 、ホ ヤ 幼 生 の 脳 は こ れ ま で 考 え ら れ て い た 以 上 に 領 域 化 が 進 み

複 雑 化 し て お り 、ま た 多 く の 遺 伝 子 は 領 域 特 異 的 に 発 現 す る よ う に 制 御 さ れ て い

る こ と を 示 す も の で あ る 。  
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

 

（ 続 紙  ２  ）                             

 
（ 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 ）  
 
 尾 索 動 物 の ホ ヤ は 脊 椎 動 物 に 最 も 近 縁 な 無 脊 椎 動 物 で あ る 。 ホ ヤ の 幼 生 の 中

枢 神 経 系 で は O tx、P ax、H o x な ど の 遺 伝 子 が 脊 椎 動 物 の 中 枢 神 経 系 と 同 様 に 前

後 軸 に 沿 っ た 発 現 を 示 す な ど 、 そ の 発 生 と 機 能 に は 共 通 の 分 子 的 メ カ ニ ズ ム が

存 在 す る と 予 測 さ れ て い る 。 ま た 一 方 で 、 ホ ヤ 幼 生 の 中 枢 神 経 系 は 約 1 0 0 個 の

神 経 細 胞 を 含 む わ ず か 33 0 個 ほ ど の 細 胞 で 構 成 さ れ て お り 、 こ の シ ン プ ル さ を

生 か し た 脳 形 成 メ カ ニ ズ ム の 研 究 が 進 み だ し て い る 。 こ れ ま で に そ の 発 生 と 機

能 に 関 連 し て 多 く の 遺 伝 子 の 発 現 と 機 能 が 調 べ ら れ て い る が 、 申 請 者 は 「 脳 の

領 域 化 」 と い う 点 に 的 を 絞 っ て 本 研 究 を 進 め て い る 。  
 カ タ ユ ウ レ イ ボ ヤ（ C i o na  i n te s t i na l i s）で は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 の 作 製

法 が 確 立 さ れ て い る 。 そ こ で 申 請 者 は ま ず 、 共 同 研 究 者 と と も に 、 幼 生 の 脳 で

蛍 光 タ ン パ ク 質 カ エ デ を 特 異 的 に 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 を 利 用 し

て 、 蛍 光 を 発 す る 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 と 発 し な い 細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 と の 比 較

を 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 駆 使 し て 行 い 、 脳 で 特 異 的 ま た は 優 勢 に 発 現 す る 56 5 個

の 遺 伝 子 の 特 定 に 成 功 し た 。 こ れ ら の 中 に は 脳 で 特 異 的 に 発 現 す る 既 知 の 遺 伝

子 が 多 数 含 ま れ て お り 、 研 究 手 法 の 妥 当 性 を 支 持 す る も の で あ っ た 。 加 え て 申

請 者 は 新 た に 脳 で 発 現 す る 遺 伝 子 、 特 に 神 経 ペ プ チ ド 、 ホ ル モ ン な ど の 遺 伝 子

を 特 定 し て お り 、 こ れ は 申 請 者 の 研 究 技 術 の 高 さ を 示 す も の と な っ て い る 。  
 申 請 者 は 次 に 、 上 で 同 定 し た 遺 伝 子 の う ち の 約 1 0 0 の 遺 伝 子 に つ い て 、

who l e - mo un t  i n  s i t u  hy b r i d i z a t i o n に よ り 、 尾 芽 胚 お よ び 幼 生 の 脳 に お け る 空

間 的 発 現 を よ り 詳 細 に 調 べ た 。 そ の 結 果 、 脳 全 体 で の 発 現 、 脳 背 側 領 域 で の 発

現 、 脳 腹 側 領 域 で の 発 現 、 脳 前 方 領 域 で の 発 現 、 脳 後 方 領 域 で の 発 現 、 脳 腹 側

前 方 領 域 で の 発 現 、 脳 中 央 領 域 で の 発 現 の 、 少 な く と も 7 つ の 空 間 的 発 現 パ タ

ー ン を 見 出 し た 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ま で に 分 か っ て い た ホ ヤ の 中 枢 神 経 系 の 前

後 軸 に 沿 っ た 領 域 化 に 加 え 、 よ り 細 か い 領 域 が 存 在 す る こ と を 示 す も の と し て

価 値 あ る 研 究 成 果 で あ る 。  
 申 請 者 は さ ら に 、 こ う し た 領 域 特 異 的 発 現 が ど の よ う に 制 御 さ れ て い る か を

確 か め る た め に 、 7 つ の 発 現 パ タ ー ン の 内 の 4 つ 、 す な わ ち 脳 全 体 で の 発 現 す

る 遺 伝 子 1 個 、 背 側 領 域 で 発 現 す る 遺 伝 子 1 個 、 腹 側 領 域 で 発 現 す る 遺 伝 子 3
個 、 前 方 領 域 で 発 現 す る 遺 伝 子 1 個 を 選 び 、 そ れ ぞ れ そ の 領 域 特 異 的 発 現 を 制

御 す る 5 ’上 流 の 解 析 を 進 め た 。 6 つ の 遺 伝 子 の 上 流 約 2〜 3  k b の 配 列 に レ ポ ー

タ ー 遺 伝 子 La c Z を つ な い だ コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し 、こ れ ら を 導 入 し た 胚 で の

L ac Z の 発 現 を 調 べ た 結 果 、 6 つ の 遺 伝 子 全 て に お い て 内 在 性 の 遺 伝 子 と 同 じ 脳

領 域 で の L ac Z の 発 現 が 認 め ら れ た 。こ の こ と は こ れ ら の 遺 伝 子 の 領 域 特 異 的 発

現 が こ れ ら の 5 ’上 流 域 に よ っ て 制 御 さ れ て い る こ と を 示 す 重 要 な 結 果 で あ る 。

申 請 者 は さ ら に 上 流 配 列 の デ リ ー シ ョ ン コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し て 、 領 域 特 異

的 発 現 調 節 領 域 の さ ら な る 絞 り 込 み を 行 い 、 脳 全 体 で 発 現 す る 遺 伝 子 に 関 し て

は Otx が そ の 発 現 制 御 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 す る 結 果 を 得 て い る 。 こ れ ら

の 結 果 は 、 ホ ヤ 幼 生 の 脳 は こ れ ま で 考 え ら れ て い た 以 上 に 領 域 化 が 進 み 複 雑 化

し て お り 、 ま た 多 く の 遺 伝 子 は 領 域 特 異 的 に 発 現 す る よ う に 制 御 さ れ て い る こ

と を 示 す も の と し て 重 要 な 成 果 で あ 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 る 。 ま

た 、 平 成 23 年 1 月 13 日 に 論 文 内 容 と そ れ に 関 連 し た 事 項 に つ い て 口 頭 試 問 を

行 っ た 結 果 、 合 格 と 認 め た 。  
 

 


