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論文内容の要旨

申請者氏名 田原 直幸

RNA結 合 タンパ ク質CugbpElav・likefamilymenber1（Celf1） は、 スプ ラィシ ング

やmRNAの 安 定性 な どを調節 して転写後 の遺伝子発現 を制御 す る。申請者 が所属 す る

研 究室 では、これ まで に、ゼブ ラフィ ッシ ュ胚発 生にお けるCelf1の 機 能解析 を行 い、

Celf1が 体節 の左右 対称性 の維持 と心臓 の左右 非対称性 の決定 に関与す るこ とを報告

した。 この研究 の過 程 で、心臓 と同 じく左右非対称 に配置 され る肝臓や膵臓 の形成位

置 を調べ た ところ、oθ盈 ノ ックダ ウン胚 では、左右 差の異常 に加 えて肝臓や膵臓 の形

成 不全 が観 察 された。この結果 は、Celf1が 左右非対称性 の決定だ けではな く、内胚葉

由来の器 官形成 に関与す る こ とを示 唆 してい る。本論 文 では、RNA結 合 タ ンパ ク質

Celf1の 内胚葉 由来器 官 の形 成 に果 たす 役割 を明 らか に し、 内臓 器 官形 成 にお け る

RNA結 合 タ ンパ ク質 を介 した転写後調節機構 を明 らかに しよ うと した。

受精後48時 間のeelflノ ックダ ウン胚 において、約80％ の胚 で肝臓 が欠損 し、約

20％ の胚 で肝臓 の縮小 が見 られ た。また、約55％ の胚 にお いて、膵臓 が2つ 以上分裂

していた ことか ら、Celf1は 、肝臓 と膵臓 の形成 に関与す るこ とが明 らか になった。eeZfl

は、原 腸 陥入期 では、肝臓や 膵臓 の前駆 細胞で ある内胚 葉細胞 を含 むすべ ての細胞 で

発現す るが、，そ の後 の胚で は、内胚葉 由来の組織 や器 官 にはcelfl発 現 は消失す る こと

か ら、Celf1が 原腸 陥入 期 の内胚葉形成 を制御 す るこ とで、内臓器官 の形成 に影響 を与

える と考 え、これ を検証す るた め、内胚葉 細胞 をGFPで 標識 す るTglsox17’GFP1を 用

いて内胚葉細胞 の挙動 を解析 した。そ の結果 、oθ盈KD胚 では、内胚葉細胞 の数 が減

少 し、正 中線 付近 に細胞 が集合 で きない とい う表現型が観察 され た。以上の結果 か ら、

eelflは 、原腸 陥入 の時期 に、内胚葉 細胞 の増殖 と移動 を制御 す るこ とで、肝臓や膵臓

の形成 に関与す るこ とが示唆 された。次に、Celf1の 標 的候 補遺伝子 のス ク リー ニング

を行い、内胚i葉細胞 の増殖 に機 能 を持つgata5． 細胞移動 に機能 を持つcde42のmRNA

の2つ を同定 した。qPCR解 析 か ら、Celf1は 、これ らの標 的遺伝子 の発 現 を低 下 させ

る役割 を持つ ことを示 した。oθ」lflKD胚 では、cdc42のmRNAの 量が増加 しているた

め、アンチセ ンスモル フォ リノを用い て、cdc42をKDす る と、内胚葉細胞 の移動 の

異 常はキ ャンセル され 、膵臓 形成不全 の表現型 が回復 す るこ とが明 らかにな った。以

上 の結果か ら、RNA結 合 タ ンパ クに よるcdc42の 転写後調節 は、内臓 形成 、特 に膵臓

の形成 に必須 であ るこ とが明 らか になった。
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脊椎 動物 の内胚 葉 由来器 官 は、細胞 分化 、移動 、増 殖 な どの生命現象 が時空 間的 に

厳密 に制御 され るこ とで形 成 され る。 これ までに、様 々な遺伝 子や シ グナル が内胚 葉

由来器官 の形成 に関与す るこ とが報告 され て きていたが、RNA結 合 タ ンパ ク質Celf1

の関与は知 られ てい なか った。ゼ ブ ラフ ィッシ ュは、脊椎動 物で あ るが、発 生期 、卵

黄か ら栄養 を吸収 し、皮膚 呼 吸に よって ガス交換 で きるので、 内臓 、呼吸器 な どが欠

失 していた と して も、生後数 日間生育 でき る特性 を持つ。本 学位 論文 で は、ゼ ブ ラフ

ィ ッシュ胚のモデル 生物 としての特性 を生か し、Celf1の 内胚葉 由来器官形成 にお ける

役割 を明 らか に してい る。

申請 者 はゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ胚 にお け るoelflの 時空 間的発 現 パ ター ンに着 目 し、

Celf1が 原腸陥入期 に内胚葉細胞 で働 くこ とを予測 し、原腸 陥入期 に焦点 をあて、アン

チセ ンスオ リゴを利 用 した遺伝子 ノ ックダ ウン法 を駆使 してCelf1の 内臓器 官形成 に

おける役割 を解析 した。 内胚葉細胞 の ライ ブイ メー ジン グ、insituハ イブ リダイゼー

シ ョンな ど駆使 して、ce7flノ ックダ ウン胚 では内胚葉細胞 の正 中線方 向への集 合、内

胚葉細胞 の増殖 に異常が起 こるこ とを示 し、Celf1が これ らの現象 に必須 の働 きをす る

こどを明 らかに した。 一

これ までに知 られて いるCelf1のmRNA3’UTRに お ける標的配列 の情報 を利用 して、

申請者 はCelf1の 標 的候補 のス ク リー ニ ングを行 って、転 写因子Gata5と 低分子量G

タンパ ク質Cdc42を コー一ドす るmRNAを 同定 した。RNA免 疫沈 降、qPCR解 析 に よ

りCelf1がgata5やedc42のmRNAに 結合 し、その量 を低 下 させ る働 きがあ るこ とを

明 らかに した。 さらに、celflKDの 条件 では、多 くの遺伝子 の発 現 レベル が増減 して

い るので、cdc42の 転 写後調節 が どの よ うに内臓 器官 の形成 に関与 して い るかは分か

っていない。 そ こで 、celflノ ックダ ウン胚 の表現型 を、edc42を ノ ックダ ウンす るこ

とに よって レス キューす る手法 で、Celf1はCdc42タ ンパ ク質の量 を制 限す るこ とに

よって 内胚葉細胞 の正 中線 方 向への集合 を制御 し、膵臓 の器 官形成 に関与 して い るこ

とを明 らかに した。

以上 のよ うに、本論文 は 内臓器 官 の形成 に必 須 な転写後調 節機構二の一端 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。


