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論文内容の要旨

脊椎動物i孟、受精卵からalf6葉が分化決定され、それらの相互作用でさらに分化が方向付けられる。初期膝のパターン形
成に関与する新たな分泌タンパクをク口一ニングするために、レト口ウイルスを使った田宮na1sequence世'apによるスタワ

ーニングを行い、アフリカツメガヱル主Del1(革関opusDevelope盟関tal1y-肥 gulated.ndotheliallocus 1)を単離したoIn 

situハイプワダイゼ-vョンによる解析から、xDel1は受精卵から動物桜に発現し、組膝期からう予定中経薬領域の背側と腹

側に発現していることが明らかとなった。原腸lf6では中区、葉と外経葉領域に発現し、神経経では背側外経棄と背側中lf6棄に

発現している。

xD.11をターゲットとするをルアォリノアンチセンスオリゴ包n.I1-MO)む注入によって内在性詞).11の機能を特異的
に阻害すると、 E韮i立腹側イちし、背{側遺伝子の発現が抑制書れ、腹側遺伝子は泉所性iこ発現領域が拡大した。xD.11-MOによ

る肢の腹jJ!ijftは背側予定中経薬領域外植体の伸長抑制、背腹自!の波伝子発現援の変化によっても穣認された。以上から、

xD.Uが背側中lf6棄の発生に必要であることが明らかとなった。

次に、田RNA徴量注入法による強制i発現実験を行い、xD.11の活性を調べた。xDel1の盟RNAをツメガエルE互に注入す

ると、背閣U遺伝子が異所性I~発現拡大し、腹側遺伝子は発現が抑えられた。xD.11mRNA を注入した腹側予定中1f6~露領域外

積体は、背捌j化して伸長し、 RT-PCRによる 7一方一遺伝子の発E見解析によ号、背側遺伝子の発現監が増え、腹側遺伝子の

発事4蛍は減っていた。以上より、土Del1の強制発説はツメガエノレ膝を背側化することがわかった。

ζれらの知見から、xD.11I久米分化細胞に直接背側中経葉を誘導する可能性と、腹側中lf6葉を背jJ!U化する可能性が考え

られるが、予定外経葉領域にゆ.11醐 RNAを注入しても、中座葉が誘導吉れないため、 xD.11は中医薬の背側化に働くと考

えられた。

D.11は、マウニえにおいては、 RGDモチー7告介してインチグリン受容体と結合し、血管新生因子として働く。そこで、

アフリカツメガエんの背側化活性を有する領域を調べる目的宅、さまざまな部分欠損変累積のxDe11の強制発裂を行い、背

側化活性を調べた。アスパラギン酸をグルタミン酸に置換したRGE裂xD.nや、 RGDモチー7とEGF領域を欠損したア
ミノ末端欠損変異型xD.11は野生型xDel1と問機の活性を示した。 方、 Dis師 idin領域を欠損したC末欠損変異型xDel1

l立中lf6薬の背側化活性を持たなかった。xD.l1の背御j化活性1;1， RGDモチー7やEGF領域ではなく、 Dis曲i必n領域を含

むカルボキ !/Jレ末端iこ存在していることがわかった。

きて、中野、薬の背側化は、 BMP経絡が羽Iえられるか、 WnもやNodal経路のシグナルが冗進して起こることが既に知られ

ている。また、xD.11は予定外魁重量領域の外極体を神経化することから、玄D.nの活性は BMPVグナル抑制を介している

と言う仮説がなりたっ。さらにζれを検証するため、 BMPシグナルのレポーター遺伝子を使い、 BMPシグナJレ活性に対す

るxDel1の効果を検証した。その結果、xDel1は、細胞外から作用する BMPのシグナル活性のみならず、恒常的活性主主BMP

レセプターが伝える細胞膜レベノレからのBMPシグナルの冗進をも抑制した。このことから、土D.11の背側化活性は、 BMP
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を抑制することにより念起きれること、おらに、細胞外における BMPとの直接の相互作用ではなく、 BMPレセプター告介

する経路と別の経路を介して、 BMPシグナルを抑制していることが示唆された。

論文審査の鯖県の粟'i!i'

初期発生では、時間上、空間上J統制された分化がおこり、多機な組織や器官が形成される。細胞が正しく分化するために、

細胞が怪全体のなかでの自身の位鐙情報と正しい分化の方向性とタイミングを知らなければならない。これらの情報の多く

は、分泌関子によって細胞に伝達される。

そこで、申請者らは既知のBMP.Wnt，Nodal.FGFなどの経路以外の新規の分泌因子を同定すれば、既存のシグナル経路

で説明出来なかった初期発生のパターニングの程評議を明らかにできるのではないかと考え、分泌タンパクのスクリーニング

を行った包

実際には、前後執が形成きれる待期の鶏前脳のうイブラリーでSST四時xCSi喜明日明uen開 Trap~re甘ovu:us 臨e必脚，d)

を用いて、分泌タンパタのスクリーニングを行い、 Del1(Develope期間tally-re郡ua拍dendothel.iallo悶.1)をす舗に堅幹慨

した。アフリカツメガエルのxDel1は受精卵の時期から動物綴lζ発現し、背側中膝葉と背側外膝葉に発現する。機能欠損実

験と、強制発現実験により、分泌タンパタxDel1はアァワ主ツメガエルI!li背側の発生に必須の因子であり、この活性の一部

は、 BMPシグナノレの抑制でおこるが、既存のBMPレセプターを介さず、iJUの経路を介して細胞内に情報が伝達されること

がわかった。

以との研究は、初期経の背側発生に必婆な新規の関子の解明I~賞献し、既知の分総シグナ Jレでは説明されなかった初期経

パターニングの分子機構の鮮明に寄与するととるが多い。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、本学位授与申請者は、平成 19年間月 17U実施の論文内容とそれに関連した試問をうけ、合格と認められたもの

である。




