
論文内容の要旨

申請者氏名 川 口 茜

エ ピジ ェネ テ ィ ック な遺伝 子 制御 の 中 で も、 ヒス トンH3の27番 目の リジ ン

（H3K27） のメチル化及び脱 メチル化 は、それぞれ転写 の抑 制 と活性化 に作用 し、そ

のメチル化 因子 と してEzh2が 、脱 メチル化 因子 としてJmjd3及 びUtxが 報告 され

ている。 申請者 は、脊椎 動物 の発生や 再生 にお ける これ らの役 割 を解 明す るた め、 ツ

メガエル を用 いて発 現 と機能 の解析 をお こなった。 まず、2倍 体 ゲ ノムを有す るネ ッ

タイ ツメガエル のezh2とWi43、utxの 各cDNAを 単離 した。それ らの発現 をinsitu

ハイブ リダイゼー シ ョン法 によ り調べ た ところ、いずれ も発 生初期 の胞胚 では外 胚葉

で強 く、原腸 陥入 に伴 って神 経板 とそ の辺縁部 のプ ラコー ド外胚葉 や神経堤 、及 び神

経板 を裏 打 ちす る中軸 中胚葉 で発 現 し、その後 は眼や脳 、脊髄等 におい て発現 し続 け

ていた。 また、 これ ら3つ の遺伝 子 は、 オタマジ ャクシの尾部 を切 断 した後 に形成 さ

れ る未分化 細胞塊 （再生芽）と、そ こか ら伸長す る再生脊 髄で も良 く似 た発現パ ター ン

を示 した。 転写 の抑 制 と活 性化 とい う、拮抗す る機 能 を持つ に もかかわ らず 、良 く似

た発現 を示 す ことか ら、 これ らは異な る標 的遺伝子 を同時 に制御す るこ とに よ り遺伝

子発現 の切 り替 えに働 いてい る と考 え られ る。一方 、4倍 体ゲ ノムを有 す るアフ リカ

ツメガエル か ら ノ吻43の パ ラ ログペ ア （ノ旭43〃 と ノ殉43ゐ ）を単離 して発現 を調べ た

ところ、神経胚 期 において 」吻43μ は神経板辺 縁部 に強 く、ノ殉43力 は神 経板 と中軸 中

胚葉 に強 く発現 していた。 両者 の発 現 を合 わせ る とネ ッタイ ツメガエル の ノ殉43の 発

現 をほぼ再現 す るこ とか ら、ア フ リカツメガエルで はゲ ノム倍化 によって生 じた2つ

のノ吻43遺 伝子 の間に機 能分担 が起 きた と考 え られ る。

次 に、ア ンチセ ンスモル フォ リノオ リゴ法 によ り、ネ ッタイ ツメガエル のゾ殉43の 発

現 を阻害す る と、原腸 陥入 が阻害 され た。 同様 な表 現型 は、ア フ リカ ツメガエル胚 で

ノ殉43力 の発 現 を阻害 した ときに も見 られ た。 これ に対 して 、同 じア フ リカ ツメガエル

でゾ殉43μ の発現 を阻害 した場合 は、原 腸陥入 に異 常はな く、代 わ りに レンズ の形成 不

全 を伴 う小 眼 の表現型 が見 られ た。 この表現型 に注 目して眼形成遺伝子 の発現 を調 べ

た ところ、神経板期 の予定網 膜領 域 にお けるrxやpax6、 プ ラコー ド外胚葉全体 での

dlx5の 発 現 に顕著 な変化 はなか ったが、 プラ コー ド外胚葉 内部 の予定 レンズ領域 にお

け るpax6お よびsix3の 発現 が消失 していた。さらに予 定 レンズ割球 を狙 ったモル フ

ォ リノオ リゴ注入実験 において も、pax6の 発 現が消失 した こ とか ら、Jmjd3の 活 性が

pax6やsix3の 発現 に直接必要 な ことが示唆 され た。 そ こで、エ ピ トープ タグ付 きの

Jmjd3を 神 経胚 に発 現 させ て ク ロマ チ ン免疫 沈 降実験 をお こな った ところ、Jmjd3が

pax6プ ロモー ター に結合す るこ とがわか った。以上の結 果か ら、ノ殉43はpax6を 直接制

御 して、プ ラ コー ド外 胚葉 内での予定 レンズ領域 の形成 に働 く遺伝 子で あ り、 レンズ

形成 を支配す る遺伝 子カス ケー ドの最上位 に位置す ると考 え られ る。

～



論文審査結果の要旨

申請者氏名 川 口 茜

H3K27メ チル化制御 因子群 については、これまで主 に培養細胞 を用い た研究 に よ り、

クロマチ ン構造 の制御 を介 して組織 特異的 な遺伝子発 現 を調節す る ことが明 らか に さ

れ てい る。 しか しなが ら、個体 レベル の研 究 に関 しては、発現様式 につ いてす ら未 だ

知 見が乏 しく、 またいず れ の遺伝子破壊 マ ウス も発生 の極 めて初期 に致 死に なって し

ま うことか ら、特 に器官形 成や組織再 生にお ける役割 に関 して あま りわかってい なか

った。

この 問題 に対 して、 申請者 はツメガエル をモデル動物 に用いてアプ ロー チ し、まず

メチル化 因子の遺伝子ezh2と 、脱 メチル化 因子 の遺伝 子ゾ゚殉43とutxに ついて、発 生及び

幼生尾 部 の再生過 程 にお け る発 現様式 を解析 した。 そ の結果 、 これ ら3つ の遺伝 子が

胞胚期 に体軸形成 の要 とな るシ ュペーマ ンオーガナイザー で発 現 し、そ の後 は脳脊 髄

や 眼等 の感 覚器 で発 現 し続 け るこ と、再生尾部 において は再生芽 と再生脊髄 で発現 す

ることを発 見 した。 これ らの知 見は、遺伝子破壊 マ ウスが発生初期 に致死 になる原 因

を示唆す る と共 に、発 生後期 の器 官形成 や再生 にお け る重要 な役割 を示 唆す る もので

ある。 また、拮抗す るはず のメチル化 因子 と脱 メチル化 因子が 同 じ組織 で発 現す るの

は、遺伝子発現 の切 り替 えに関す る新 たな機構 を示唆す るもの として興味深 い。

次 に申請者 は、特 に ノ殉43の 発現 につ いて、2倍 体 ゲ ノムをもつネ ッタイ ツメガエ

ルだ けでな く、4倍 体 ゲ ノムを もつ ア フ リカ ツメガエル において も調べ 、ア フ リカ ツ

メガエル の ノ吻43パ ラログの間で機 能分担 が起 きてい ることを見出 した。 この機能 分

担 を利用 して、感 覚器 原基 （プ ラコー ド外胚葉）特異的 にノ殉43の 発 現 を阻害 し、ノ吻43

が レンズ形成 に必 要不可欠 な こ とを明 らかに した。 アフ リカツメガエル のパ ラログ間

で発現様 式 が異 な るこ とは これ まで に も報告 があ るが、そ の違 いに注 目してエ ピジ ェ

ネテ ィ ック因子の組 織特異 的な役割 の解 明に成 功 したの は、本研究が初 めてであ る。

さらに申請者 は、レンズ形成 にお け るノi吻43の作用機序 を解 析 し、Jmjd3蛋 白質 がpax6

遺伝子 のプ ロモ ー ター に結合す る こと、その発現 に必要不 可欠 なこ とを発 見 した。pax6

は レンズ形成 を制御す る遺伝子 カスケー ドの最上位 とされ てきた遺伝子 で あ り、本研

究はその よ うなマ スター制御 因子の発現 をH3K27メ チル化制御 因子 が担 うことを初 め

て示す もので ある。

以上の よ うに本論文 は、脊椎動物 の発 生再生 にお けるH3K27メ チル化制御 因子群 の

詳 細な発 現 を調 べ、眼形成 にお ける最上位 遺伝 子 としての重 要な役割 を解 明 した もの

で、学術 上 、応用 上貢献す る ところが少 な くない。 よって審査 委員一 同は、本 論文 が

博 士 （バ イオサイエ ンス） の学位論文 と して価 値 あるもの と認 めた。


