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論文内容の要旨

〔目的〕

魚類や両生類の初期発生において受精直後に背側決定因子が予定背側領域に移動し、母性 Wnt 細胞内シグ、ナルを

活性化することにより、オーガナイザーが形成される。その後、腹側領域において発現する BMP と、オーガナイザ

ーから分泌される抗 BMP 因子 (Chordin、 Noggin、 Follistatin) の桔抗作用により形成された BMP 活性の勾配に

より、背腹軸に沿ったパターン形成が行われると考えられている。申請者は、背腹軸に沿ったパターン形成の分子機

構を詳細に明らかにするため、ゼブラフィッシュを用いた遺伝学的な解析を行った。

[ 方法ならびに成績 ]

AB 株の野生型ゼブラフィッシュの雄魚を ENU で処理し、精原細胞の染色体遺伝子に点変異を導入した。その雄

魚を AB 株野生型雌魚と交配し、 Fl 個体を作成した。 Fl 雌魚から卵を取り出し、紫外線照射により遺伝子を不活性

化した精子と受精させ、半数体 F2 怪を作成し、初期体節形成期の神経外経葉のパターン形成に異常を示す変異体を

スクリーニングした。 753 匹の Fl 雌魚をスクリーニングし、神経外腔葉の縮小という腹側化表現型を示す変具体を

2 系統単離した。相補テストの結果それらは既知の変異体 dino( ιfin) 変異体と ogon(ogo)変具体の新規 allele (din(fk2、

ogonrk1) であることが明らかになった。 din 変異体はオーガナイザーから分泌される抗 BMP 因子の 1 つである

chordin (chd) 遺伝子を欠損することが知られている。一方、 ogo変具体は抗 BMP 因子を欠損することが予測され

ていたが、その責任遺伝子は未同定であり、 ogo 変異体の責任遺伝子のポジショナルクローニングを試みた。 AB 株

とは遺伝的多型性を示す india 株を用いた ogork1 の連鎖解析、およびゼブラフイツシュゲノム BAC、 PAC クローン

を用いた genomic walking を行い、 oglグ*1 変異体の変異領域を含む PAC クローンを単離した。得られた PAC クロー

ンのインサートをプローブとして、ゼブラフィッシュ原腸脹 cDNA ライブラリーをスクリーニングし、 ogo変異領域

近傍にコードされる 3 つの遺伝子を単離した。その内の 1 つは Xenopus sizzled のゼブラフイツシュ相同遺伝子

(zszl) をコードしていた。適量の zszlRNA の導入により og(fk1 の表現型を回復した。モルフォリーノアンチセン

スオリゴヌクレオチドにより zszl 遺伝子の機能を阻害した脹は、 ogo変異体に酷似した表現型を示した。また、 oglグ*1
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では zszl遺伝子の第一イントロンのスプライシングドナーに変異が認められ正常なスプライシングがされておらず、

ogatm305 においては機能的に重要と考えられるシステインリッチドメイン内に変異が見出され、変異タンパクは正常

に機能できないことが明らかとなった。以上のことより ogo 変異体の責任遺伝子はゼブラフイツシュ sizzled である

と考えられた。 oga々 'Szl を過剰発現した怪は、 BMP シグナルを阻害したときに見られる背側化の表現型を示したが、

Wnt シグナルを阻害したときに見られる神経外脹葉前方化の表現形は見られなかった。またゼブラフイツシュ怪にお

いて ogo/zszl は wnt8による bozozok/dhal"ma 遺伝子の発現誘導を阻害することができず、 zszl は Wnt シグナルで、

はなく BMP シグナルを特異的に阻害すると考えられた。また、 oga危'szlRNA をめh変異ホモ接合体に導入したとこ

ろ、野生型脹で見られるような背側化の活性が見られなかったことから、 ogo/zszl の背側化活性は chd/din に依存し

ていると考えられた。しかし、 din ホモ接合体では、 oga々 'Szl 過剰発現により、 chd/din の発現に影響を与えないこと

から、 oga危'Szl は chψ'din の転写に関与していないと考えられた。また、 zszl の発現は胞脹期から原腸期にかけて腹

側領域に限局して発現しており、その発現は BMP シグナル依存的で、あった。

〔総括〕

ogo変異体の責任遺伝子が、ゼブラフィッシュ sizzledで、あることが明らかになった。 sizzledは Wnt 受容体 Frizzled

の細胞外ドメインと相向性を持つ分泌型タンパクをコードしており、 Wnt シグナルの阻害分子として機能すると考え

られてきた。 Lかし、 ogo変異体は BMP シグナルが増強された際にみられる腹側化表現型を示すこと、 BMP シグナ

ルを阻害することにより表現型を回復できること、が報告されている。本研究において og1必'Szl の過剰発現脹に見ら

れた表現型は、 BMP シグナルを阻害した怪で見られる表現型と類似していたことから、 OgolzSzl は BMP 、ングナル

の阻害因子として機能していると考えられた。また、 oga危'Szl の機能は chd/din に依存的であるが、 chdJ匂ïn の転写

には関与せず、 Chd/Din タンパクの機能を修飾すような機能を持つと考えられた。 og1ぬ'Szl の発現は BMP シグナル

に依存的であり、 Ogo/zSzl は BMP シグナルの negative feed back inhibitor して機能すると考えられた。

論文審査の結果の要旨

魚類や両生類の初期発生において予定背側領域に形成されるオーガナイザーから分泌される抗 BMP 因子と腹側領

域で発現する BMP の括抗作用により背腹軸年沿った BMP 活性の勾配が形成される。この様な BMP 活性の勾配に

より規定された背腹軸の位置情報を基に適切な位置に様々な組織が分化していくことは、これらの動物の体の複雑な

構造が形成されるうえで極めて重要なステップであると考えられている。しかしながら、この様な背原軸のパターン

形成に関する分子機構に関しては未だに不明な点が多く残されている。

申請書はこの様な背腹軸に沿ったパターン形成の分子機構を遺伝学的に明らかにすることを目的とし、背原軸形成

に異常を示すゼブラフイツシュ変異体のスクリーニングを行い、 ogon 変異体の新規アレルを同定した。 ogon 変異体

は背側組織の減少という腹側化の表現型を示し背側形成に重要な遺伝子を欠損することが考えられているが、その責

任遺伝子は未だに未同定であった。申請書は ogon 変異体のポジショナルクローニングを行い、責任遺伝子として

WNT レセプターFrizzled の細胞外領域と相向性を持つ分泌タンパクをコードするゼブラフイツシュ sizzledホモログ

を同定した。更に解析を行った結果、 OgonlSizzled はゼブラフイツ、ンュ脹において BMP インヒピターChordin 依存

的な背側化の活性を示し、 OgonlSizzled は Chordin と協調的に BMP シグナルを抑制する機能を持つことが明らかに

なった。また、 ogo島令1zz1semRNA は発生初期において BMP シグナル依存的に腹側領域で発現していたことより、

OgonlSizzled は BMP.シグナル伝達の負のフィードパック制御因子として機能し、ゼブラフイツシュの初期発生にお

いて背腹軸に沿った BMP活性勾配の形成に重要な役割を果たしていると考えられた。

本研究により得られた成果は脊椎動物の初期発生における背腹軸パターン形成に新しい知見をもたらすものであ

り、学位の授与に値すると考えられる。
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