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論文内容の要旨

私は，筋芽細胞が筋管に分化する過程における種々の分子の役割を調べるため，初めに N C A M (Neural Cell 

Adhesion Molecule) に注目し実験を行った。 NCAMには大きく分けて 3 種の分子種の存在が知られているため，

これらの分子種を識別するために筋肉特異的領域 (MS D)，その両側の領域と細胞質領域に対する抗ペプチド抗体

を作製し，これらの抗体を用いて13 日目の鶏腔の大腿筋ではウエスタンブロットで 4 種のバンドを検出した。そのう

ちの 2 種(分子量12万 15.5万)はMSDを持つタイプであることが分かった。筋肉形成段階における NCAM分子

種の発現変化のパターンからこれらが筋肉細胞膜表面で果たす役割は大きなものであることが示唆された。

次に私は，インビトロでこのような筋肉形成段階の解析をするため，ウズラの松果体細胞が筋肉に分化するという

系の確立を行った。この松果体細胞分化の系においては，通常の培養細胞で見られる筋芽細胞の筋管への分化(終末

分化)に加えてそれよりも早い段階，つまり前筋芽細胞から筋芽細胞への分化段階についても，培養下で観察できるO

この系においても，前述のペプチド抗体により MSDをもっ分子(120kDa) の発現が確認され，スプライシング様

式が筋肉系へと変化していることがわかった。また，蛍光抗体法による染色では筋肉特異的デスミンとミオシンにつ

いて調べたところ，筋管形成に伴い発現が上昇し筋肉系の他の細胞系と同様の挙動を示した。

筋肉系の分化に関与する転写調節遺伝子群として，ウズラでは qmf 1 (MyoD) , qmf 2 (myogenin) , qmf 3 

(myf 5) が知られているo この系においてこれらがどの様に関わってくるかを調べるため， qmf に対するプロープ

を入手しノーザンプロット法により解析を行った。 qmf 1 については培養のかなり初期から小量の発現が認められ

たが， qmf 2 については筋管形成が起こる時点に発現が上昇した。また， qmf 3 についてはノーザンプロット法では

検出されなかった。以上の結果よりこの松果体細胞分化の系は筋肉系の発生の主な段階を経由していることが確認さ

れ，更に詳しい解析をRT-PCR法を用いて行った。上述の qmf については， qmf 3 , 2 , 1 という順に 2 ， 3 日

置きに一時的な発現上昇がみられその後筋管の形成と共に発現が増加することも確認された。

他にはRT-PCR法により，転写調節因子としてME F 2 , Pax , Quox 8 , Prx (MHox) , L 1 M タイプDNA

結合蛋白質， engrailed，その他の因子として hedgehog，デスミンが検出された。発現パターンは Quox 8 と Pax は

早い段階から相当量発現し減少傾向を示した。 ME F 2 , engrailed , Prx , hedgehog，デスミンは増加傾向を示した。

このうちデスミンは初めに弱いレベルの発現があり，その後大量に発現した。 engrailed と hedgehog については，筋

肉形成に関わっているとは考えられていなかったが，どちらの分子も筋肉分化に従って発現上昇をすることから，こ
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の過程にも何らかの働きをしていることが示唆される o

中座葉系特異的ホメオボックス， Prx については松果体から筋肉分化の各段階に常に相当量存在し，筋管形成に伴

う増加も観察された。また， L 1 M蛋白に関してはほとんど一定の発現量であった。

これらの解析の結果，筋肉の発生という現象には少なくとも Pax や Quox 8 など筋分化を抑制する方向に働くホメ

オボックスの発現の元に，中怪葉系ホメオボックス Prx，更にME F 2 , engrailed などの発現が増加し，その後でマ

イオジェニックファクターのいくつかが関与して起こることが示唆された。また従来細胞骨格系の蛋白とされていた

デスミンが早い時期に検出され，筋分化に必要であるという最近の報告を裏付ける結果となった。

論文審査の結果の要旨

筋肉細胞の分化は，その終末分化に関しては深く研究されており，細胞分化の研究としては最も進んでいるものの

一つで， MyoD などの転写調節因子の発現が必要であることなどが分かっているo しかし，これらの転写因子がどの

ように誘導されるのか，中座葉細胞からどのように筋節細胞が出来て来るのかなど，筋肉分化の早期過程はまだ解明

されていなかった。本論文はこの過程を解析するために，ウズラ松果体細胞が筋肉細胞へと分化転化をする培養系を

確立し，それが発生における分化過程をかなり忠実に辿っていることを明らかにしているo また，早期過程において，

分化抑制的に働く Pax や Quox 8 などの発現があり，これが徐々に低下すること，これまで筋分化への関与がはっき

りしていなかったホメオボックス遺伝子 englailed などの発現増加があり，筋分化の重要な時期に働いていると思わ

れること，などいくつかの新しい知見を得ているo 従って，本研究は今後の筋分化の研究に大きな影響を及ぼす重要

な研究であると思考される。

したがって，本論文は博士(理学)の学位論文として十分の価値あるものと認める。
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