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論文内容の要旨

【目的】

最初期遺伝子の Arc と相互作用する新規蛋白質 Amida を、 yeast two hybrid system により単離している。

Amida は既知の蛋白質と相向性を持たず、 in vitro 及び in vivo において Arc 蛋白質と結合することを免疫沈降法

を用いて確認している。さらに、 Amida は 2 つの核移行シグ、ナルを持ち、培養細胞への形質導入によって核に局在

すること、また Amida を形質導入した細胞の一部に、アポトーシスが生じることも明らかにしている。しかし、

Amida の生理的な機能は不明であり、本研究では、 Amida の発現が精巣において一番高いことを見出したので、精

巣における Amida の生理的な機能の検討を行った。

【方法ならびに成績】

Sprague-Dawley 系成体雄ラット各組織の全 RNA を用いて Northern blot 法を行った。その結果、 Amida は精

巣で一番高い発現を認めた。また、各種年齢ラット精巣の Amida mRNA の発現を検討した。 Amida mRNA の発

現は生後18日まではほとんど認められないが、生後26日から 30日にかけて急激に上昇し、その後成体まで高発現が続

いた。さらに、ラット精巣の新鮮凍結切片を作成し、 in situ hybridization 法で Amida mRNA の発現を検討した

ところ、精母細胞に局在することを明らかにした。また、 Amida が精子の形成やその成熟に関与しているかどうか

を検討するために、腹腔内精巣を作製し、その発現変化を検討した。その結果、手術後 8 日目以降に Amida mRNA 

の発現が急減することを見出した。合成ペプチド用いて、抗 Amida ウサギポリクロナル抗体を作製し、ラット精巣

の新鮮凍結切片の免疫組織化学を行った。 Amida 蛋白質は精細管内の精原細胞、精母細胞、半数体精子細胞の核に

局在すること、さらに前期精子細胞の核に豊富に存在することが明らかとなった。また、各年齢ラット精巣から蛋白

質を抽出し、 Western blot 法により Amida 蛋白質の発現を検討したところ、 Amida 蛋白質の発現は生後32 日から

認められ、 35日にほぼ成体のレベルに達することが分かった。

【総括】

Amida は精巣で高い発現が認められ、精子形成の開始に伴い、発現が増加した。また、 Amida は精原細胞、精母

細胞、半数体精子細胞、前期精子細胞の核に局在した。腹腔内精巣を作製すると、 Amida の発現は精子形成の停止
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に伴い激減した。以上のことより、 Amida が精子形成に関与していることが強く示唆された。

論文審査の結果の要旨

Amida は、最初期遺伝子の Arc と相互作用する新規遺伝子として、 yeast two hybrid system により単離された

ものである。しかし、 Amida は既知の蛋白質と相向性を持たないために、その機能が推測できな L 、。本研究は、

Amida mRNA の発現が精巣において一番高いことを見出した。精巣の発生段階における Amida の発現は精子形成

の開始に伴い増加した。また、腹腔内精巣において、 Amida の発現は精子形成の停止に伴い激減した。精子形成に'

おいて、 Amida mRNA は精母細胞に発現していた。免疫組織化学法により、 Amida 蛋白質は精細管内の精母細胞

以外に、半数体精子細胞核にも発現が見られた。 Amida の過剰発現は、培養細胞の細胞周期を G2期で停止させた。

また、 Amida は、 Cdc2/Cyclin B kinase によりリン酸化され、その DNA 結合活性が変化することが推察された。

以上のことより、 Amida が、精子形成、特に減数分裂に関与している可能性のあること、さらに、 Amida はリン酸

化を受けることにより、細胞周期を調節している可能性があることを示唆したものであり、学位の授与に値するもの

と考えられる o
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