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ハ エ 、線 虫、 イ ヌ 、 ヒ トな どに お い て 、 上 皮 組 織 の損 傷 修 復 は 、 損 傷 の周 囲 の細 胞

で形 成 され るア ク トミオ シ ン リン グ の収 縮 や 細 胞 突 起 の形 成 に よ って 制 御 され る こ と

が知 られ て い る。 しか し、 脊 椎 動 物 の発 生研 究 のモ デ ル で あ るゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュに お

い て は 、損 傷修 復 に 関す る報 告 は な か っ た。 申請者 は 、ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ胚 の表 皮 を

上 皮 組 織 の モ デ ル と して用 い 、原 腸 陥 入 期 胚 の 表皮 に フ ェ ム ト秒 レー ザ ー を照 射 して

1－2細 胞 に ダ メー ジ を与 え る こ とに よ り、1500～4000μm2の 損 傷 を誘 導 す る と、 そ の

傷 が約4．5分 で修 復 され る こ とを 明 らか に した。 さ らに 、Cdc42やMyosinllな どア ク

トミオ シ ン の収 縮 や 細 胞 突 起 形 成 に 関与 す る因子 を阻 害 した状 況 下 で 、 損 傷 を誘 導 し

た場 合 、 傷 の修 復 が6・9分 に遅 延 す る こ とか ら、 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ胚 の上 皮 組 織 にお

い て も、 ア ク トミオ シ ン リ ン グや 細胞 突 起 形 成 を介 した 損 傷 修 復 機 構 が 存在 す る こ と

が 明 らか に な った 。 しか し、 どち らの 阻 害 条件 で も損 傷 後1分 間 の修 復 に は影 響 は認

め られ ず 、そ れ 以 降 の 修 復 が 阻害 され る こ とが 明 らか にな っ た。 この結 果 は 、 ア ク ト

ミオ シ ン リン グや 細 胞 突 起 の形 成 は損 傷1分 後 以 降 の 修 復 を制御 す る が、 損 傷 か ら1

分 以 内 に起 こる修復 に は 関与 しな い こ とを示 唆 して い る。 申請 者 は、損 傷1分 以 内 の

修 復 過 程 をRapidReductionPhaseと 名 付 け、そ の制 御 メ カ ニ ズ ム の解 析 をお こ ない 、

直鎖 状 に ア クチ ン を重 合 させ るForminの 阻害 条 件 下 で は 、RapidReductionPhase

が加 速 す る こ とで 傷 が 早 く修 復 され （2．5分 ）、 そ め 一 方 で 、 ア ク チ ン を分 岐 させ る

Arp2／3阻 害 条 件 で は 、RapidReductionPhaseの 速 度 が低 下 し、傷 の修 復 が遅 れ る こ

と（7分 ）が 明 らか に した。 この 結 果 はkForminやArp2／3に よ って 制御 され る胚 の ア

クチ ン重 合 パ ター ンが 、RapidReductionPhaseに お け る損 傷 修 復 を調 節 して い る こ

とを示 唆 して い る。

損 傷 直 後 の修 復 動 態 の観 察 か ら、RapidReductionPhaseは 、上 皮 組 織 に作 用 して

い る力 が損 傷 に よ っ て解 放 され 、 損 傷 部 に 向 か っ て周 辺 の細 胞 を移 動 させ る こ とに 由

来 して い る可能 性 が 示 唆 され た。 損 傷 修 復 過 程 で作 用 す る力 を定 量 す る新 しい 手 法 を

開発 し、コ ン トロー ル 胚 で のRapidReductionPhaseで は0．88kPaの カ が発 生 して い

る こ とが 明 らか に した。 一 方 、Formin阻 害 条 件 で は、 作 用 す る力 が1．24kPaに 増 加

し、逆 に 、Arp2／3阻 害 条 件 で は0．44kPaに 低 下す る こ とを 明 らか に した。以 上 の結 果

か ら、RapidReductionPhaseに お け る修復 過 程 に は、 上 皮 組 織 に作 用 して い るkPa

オ ー ダ ー の 力 が 関 与 して お り、そ の力 生 成 に は 、ForminやArp2／3に よ って 制御 され

るア ク チ ンネ ッ トワー クの 状 態 が 関 与す る こ とが 示 唆 され た。 した が っ て 、本 研 究 に

お い て 申請 者 は 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュ胚 の 上皮 組 織 で の損 傷 修 復 機 構 を解 明 し、 さ らに

損 傷 修 復 初 期 に 上皮 組 織 に作 用 す る力 が 関与 す る こ とを 明 らか に した。
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上皮組織 の損 傷修 復 は、生物 が外環境 の変 化や 内因的 な要 因で生 じた ダメー ジを受

けた細胞や 死細胞 を、上皮組織 の構 造 を維持 したまま除去す る生体 防御機 構 の1つ で

あ り、その仕組み の理解 は、生物学 だけでな く、医学 的に も重要 で ある。これまで に、

シ ョウジ ョウバ エの初期胚や哺乳類 由来 の培養細胞 を用いた損傷修復 に関す る研究 が

盛ん に行 われ 、「アク トミオシ ン リングの収縮 」、「細胞突起 による傷 の覆い 囲み」の2

っが損 傷修復 に関与す るこ とが報告 され ていた。 その一方で 、 ヒ トと同 じ脊椎 動物 門

に属 し、 ライ ブイメー ジングが容易 なゼ ブラ フィッシ ュにおいて は、損 傷修復 に関す

る報告 は なかった。 申請者 はその点に着 目し、ゼ ブラ フィ ッシュの初期胚 の表 皮 を上

皮組織 のモデル 系 と して用 い、ライ ブイ メー ジング技術 を駆使 して、上皮組織 の損 傷

修復 のダイナ ミクス を解析す る ことに よ りその機構 を解 明す るこ とを 目指 した。

ゼ ブ ラフィ ッシュ初期胚 は、単層上皮 で ある表皮 に覆 われ てい るが 、 申請者 は任意

の場所 、任 意 のタイ ミングで胚表皮 に損 傷 を誘導す る実験 系 を確 立 した。損傷修復 の

ダイナ ミクスを解析 し、ゼブ7フ ィッシ ュの損傷修復 には、2つ の制御機構 が存在 す

るこ とを明 らか に した。①RapidReducti・nPhaseの 存在 ：損 傷直後 か ら1分 程度 の

間で起 こる傷の修復 で、上皮 組織 にかかっていた力 が創傷に よって解放 された こ とで、

傷 が修復 さ21Lる。②RapidReductionPhase後 、 「アク トミオシン リングの収縮 」、「細

胞突起 に よる傷の覆 い囲み」が開始 され る ことで傷 の修復 が完 了す る。

さらに、 申請者 は、フェム ト秒 レーザ ーが誘 起す る衝撃力 を利 用す る ことで、損傷

修復 の ときに作用す る力の大 き さを生体 内で定量す る方法 を確立 し、RapidReduction

Phaseで は0．88kPa程 度 の力 が作用 してい るこ とを示 した。 この ことは胚 に作用す る

力 を定量 した初 めての例 であ る。 また、直鎖状 にア クチ ンを重合 させ るForminを 阻

害 した とき、その力 が1．24kPaに 増加 し、アクチン重合 の分 岐を制御す るArp2／3阻

害 条 件 で は 、0．44kPaに 減 少 す る こ とを示 した。 作 用 す る力 の 大 き さ とRapid

ReductionPhaseの 速度 は正の相 関がす るこ どか ら、ア クチン重合パ ター ンの違 いに

よって作用す る力 の大 き さが変 わ り、それ がRapidReductiqnPhaseの 速度 を制御す

ることが示唆 された。

以上 の よ うに、本論 文は、ゼ ブラフ ィ ッシュ胚 での上皮組 織 の損傷修復機構 を明 ら

かに し、その分子機 構 お よび、力学機構 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。


