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せ きつい動物の頭尾軸 に沿 った繰 り返 し構造は、発生中期に形成される体節のプレパター ンに由

来す る。マウス胚では、体節は頭側か ら2時 間周期で順々に形成され るため、周期的に起 こる生命

現象 を理解するためのよいモデルである と捉え、体節形成の周期制御メカニズムを解明する ことを

目指 した。体節 は、胚尾部 の未分節中胚葉が分節化 されることによって形成されるが、これ までの

研究か ら未分節 中胚葉で一群の遺伝子の発現が2時 間周期で振動 し、それが分節時計 として働 いて

体節が周期的に形成 され ることが明 らかになっている。さらに振動遺伝子のひ とつがコー ドする転

写 因子Hes7が 自己の発現 を抑制する ことでネガティブフィー ドバックループを形成 し、それが遺

伝子発現の振動を発生させている ことが明 らか になっている。

本研究では、マウス個体で分節時計の中心をなすHes7遺 伝子 に改変を加えることによ り、分節

化周期 を変化 させ ることを試み、それによって分節時計の周期決定メカニズムを明 らか にする こと

を目指 した。数理モデル解析か ら、振動周期がHes7の 転写活性化か らHes7の 転写抑制するまで

に要す る時間である 「時間遅れ」 に依存することを予測 したので、私はHes7遺 伝子の3’UTRに

ヒト・Dystroρhin由来の大 きなイ ン トロンを導入することによってHes7遺 伝子の転写時間を延長

させ、「時間遅れ」 を増加 させて振動周期 を延長させることを試みた。マウスES細 胞でHes7の

3’UTRに5kb、10kb、20kbの ヒ トDystroρhin由 来のイン トロンを導入 し、組み替え られたES

を用 いてマウスのホモ接合体 （Hes7Sk／5k、UesTok／10kHes70k／20k）を作製 した。

数理モデルか ら、転写時間の延長は安定 した振動 を導 くことが予測 されたが、ノックイ ンマウス

では、Hes7i一と類似 した重篤な体軸骨格の異常が見 られ、遺伝子発現振動が失われていることが明

らかになった。Hes7タ ンパク質の量 をしらべた ところ、Hes7タ ンパク質量は劇的に減少 している

ことが明 らか になった。ノツクイ ンマウスにおけるHes7の 転写産物 を解析 した ところ、Hes7

3’UTRに 導入 した外来性のイ ン トロンがスプ ライシングを受 けず に残ってお り、さらに外来性イ ン

トロンの2．4kbと3．3kbに あるpolyA付 加 シグナル類似配列 を認識 してployAが 付加 されて終結

されている ことが明 らかになった。すなわち、外来性イ ン トロンを導入 した変異Hes7ア リルの転

写産物はHes7の5’UTRお よび コー ド配列は正常であるが、本来の3’UTRを 欠き、ヒ トDystroρhin’

のイ ン トロン由来の配列 を3’UTRと している。 この転写産物か らは正常なHes7タ ンパク質が生

，じると予想 され るので、Hes7タ ンパ ク質量の著 しい低下はHes7タ ンパク質の分解が促進 された

のではな く、mRNAの 安定性の低下、mRNAの 核外輸送効率の低下、翻訳効率の低下などの何 ら

かの生産性の低下 によるものと推定された。

以上の結果よ り、Hes73’UTRはHes7タ ンパク質の蓄積に必要であ り、分節時計の機能 に必須

であることが明 らかになった。
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周期的 に起 こる生命現 象は、概 日リズム をそ の代表例 として、数多 く存在す る。概 日リズム

を含 め、そ のい くっかは生物 自身が内在的な リズム、すなわ ち振 動子 を持 ち、それ によって細

胞や個体 のふ るまいが制御 されてい るこ とが知 られてお り、近 年それ らの分子 メカ ニズム が解

明され つつ ある。例え ば概 日リズム では、い くつかの遺伝子 の転写制御が複数 のフィー ドバ ッ

クル ープ を形成 して、それ によって遺 伝子発現 の24時 間周期 の振 動が引 き起 こされ、それが

内在 的な リズム として概 日リズム を刻み、一 日の環境変化 に適応 するため に使われて いる。 し

か し、周期 が どのよ うに調節 され ているか とい うことにつ いて は不 明な 点が多 く残 って い る。

本研究 で着 目 して いる生物 リズム は、せ きっ い動物 の発生期 に形態形 成 に寄与する リズムで

ある。せ きつ い動物 のか らだは、せ きっい骨 に代表 され る前後軸 に沿 った繰 り返 し構 造が基本

とな って いるが、そ の繰 り返 しパ ター ンは発生 中期の一過的な構造 である体 節 に由来 して いる。

体 節 はか らだの前側 か ら一対ずつ順番 に、周期的 に形成 され るた めに、胚 の正 中線 の両側 には

均等な大 きさの体節 が一列 に並び、等 間隔パ ター ンを形成す る。それがせ きつ い動物 の繰 り返

し構造 のも とになっている。本研究 で扱 うマ ウス胚 では体 節は2時 間周期で形成 され、それ は

分節時 計 と呼 ばれ る遺伝子 発現 の2時 間周 期の振動 に制御 されて いる ことが知 られてい る。振

動 は転写 因子Hes7の 自己ネガテ ィブフィー ドバ ック制御 によ って作 られて いる ことは既 に明

らか にな って いるが、その周期制御機構 については不 明な点は多 く残 って いる。申請者 はHes7

に大きな挿入配列 を導入 し、Hes7の 転写時間 を大 き く延長 させ る ことを試みた。数理モデル

の予測 では転写時間 の延長 は、安定 した振動 と周期 の延長 を導 くと予測 された。申請者 はHes7

3’UTRに 大 きな挿入配列 を導入 した ノックイ ンマウスの作製 を試み 、3種類 の配列 （5kb、10kb、

20kb） をもつ ノ ックイ ンマ ウスの作 製 に成功 した。しか しそれ らの表現型 は予 想 とは異な り、

遺伝子発現 の振動が失われ、発現が収束 して いる ことが明 らかになった。申請者 はその原因 を

探索 し、挿入 した外来性 のイ ン トロンがス プ ライ シングを受 けてお らず、さ らにイ ン トロン配

列 の途 中で終 結 してpolyA配 列 が付加 され る ことを明 らか に した。つ ま り、ノックイ ンア リル

の転写産物 は正常なHes73’UTRを 失 い、外来性 の配列で置 き換 え られ ていた。その結果Hes7

タ ンパ ク質 が劇 的に減 少 して、ノックイ ンマ ウスの表現型 がHes7遺 伝子 のnull変 異体 と似た

表現 型 にな る ことを明 らか にした。これ らか ら申請者 はHes73’UTRがHes7タ ンパ ク質 の十

分 な蓄積 に寄与す る ことによ って、体節形成 を制御す る遺伝 子発現の振動 に必須で ある ことを

明 らか にレた。

以 上のよ うに、本論 文は体 節形成 を制御 す る分節時 計の機 構の一部 を明 らかに 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。


