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論文内容の要旨

脊推動物の染色体 DNA 中の CpG 配列の多くは、メチル化という塩基修飾を受けている。この DNA のメチル化

は、生理的条件下で受ける唯一の塩基修飾であり、遺伝子の刷り込み、 X染色体の不活化、組織特異的な遺伝子発現、

ガン化などの生理的現象に関与していることが知られている。 DNA にメチル基を導入する DNA

methyltransferase (Dnmt) には、~_g形成されたメチル化模様を維持する Dnmt1と新たにメチル化模様を形成し

うる Dnmt3 (3a, 3b) がある。 Dnmt1欠損マウスは、 8.5 日匪で致死であると共に、遺伝子の刷り込みを受けてい

る遺伝子の発現の差が解消しており、 (Dnmt3a， 3b) 欠損マウスは、 11.5 日匹以前で致死であると共に、メチル化

パターンの形成ができないという報告がある。今回、匪発生における DNA のメチル化の生理的意義を明らかにする

目的で、私は匪を容易に扱えるアフリカツメガエルの系を用いて、 DNA メチルトランスフエラーゼの役割を調べた。

最初に、マウス Dnmt1の活性中心を含む cDNA 断片を用いて、アフリカツメガエル卵母細胞 cDNA ライブラリー

からアフリカツメガエル Dnmt1 (xDnmtl) cDNA をクローニングした。アミノ酸配列で比較すると他の脊椎動物

の Dnmt1と高い相向性を示し、また xDnmt1 cDNA が DNA のメチル化活性を持っている xDnmt1をコードして

いることを示した。

次に、卵母細胞形成過程における xDnmt1の蓄積および stageVI卵母細胞での局在を示した。卵形成過程が進む

に連れ、 xDnmt1の合成および蓄積が増大し、 stageVI卵母細胞では、培養細胞に比べて約1x104倍の xDnmt1 が存

在していた。また、 stageVI卵母細胞では核と細胞質に約50%の割合で両方に存在していた。

アフリカツメガエルの初期の座発生での DNA のメチル化の生理的意義を明らかにするために、 xDnmt1と活性欠

損型 xDnmt1の mRNA を合成し、アフリカツメガエル症に微量注入した。微量注入した mRNA から翻訳された

xDnmt1もしくは活性欠損型 xDnmt1が大量に存在するにもかかわらず、匪発生に異常は見られなかった。

次に染色体 DNA のメチル化模様を乱す目的で、マウス Dnmt3a， 3bl, 3b2, 3b3の mRNA を微量注入した。マ

ウスの Dnmt3a， 3bl, 3b2, 3b3について mRNA をそれぞれ合成し、ツメガエル症に微量注入したところ、 Dnmt3

a, 3bl, 3b2 については、原腸陥入時に泡状の細胞塊が出現する形態異常が認められた。メチル化導入活性がない D

nmt3b3でiま、上記の形態異常が認められなかった。また、この形態異常はメチル化活性には依存していないことを

示した。

今回、私は初期の店主発生で DNA のメチルトランスフエラーゼの生理的意義を調べる上で、アフリカツメガエル魅
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が有用な系であることを示した。

論文審査の結果の要旨

木村博信君は、生殖細胞と匪発生の過程で染色体 DNA のメチル化がどの様な意義を持つのかを明らかにする目的

で、アフリカツメガ‘エルを材料として、 DNA メチルトランスフエラーゼ (Dnmt1)の cDNA を単離してその構造

を決定し、卵母細胞の形成過程での Dnmt1の生成・蓄積・局在を明らかにし、さらに、 Dnmt1の初期臨での役割

を明らかにした。これらの結果は、卵形成過程と初期症での DNA メチルトランスフエラーゼの意義を明らかにした

点で、博士(理学)の学位論文として十分価値あるものと認めるo
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