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脊椎動物の四肢は､その原基となる肢芽領域から発生する｡肢芽領域から発生した

四肢は体幹部から手先-と向かう遠近軸､体軸に沿った前後軸､背腹軸の3方向に正

確に発達する｡そのうち遠近軸に沿った肢芽発生は､その最も先端に存在する上皮､

AER (Apica暮ectoderma] ridge)からのオ-ガナイジングシグナルにより制御されて

いると考えられている｡ AER自身は､直下の間充織からのAEMF (apica暮ectoderma[

maintenance factor)により形成､椎持されている｡節足動物であるハエの脚は､遠

近軸に沿って的確な節で分けられている｡申請者は､遠近軸中間領域のみの欠損とい

うユニ-クな表現型を示すDachshund (Dac)に着目し､そのニワトリ相同分子Dachl

を単離した｡ Dachlは､肢芽発生の初期段階から強く間充織に発現していた｡核蛋白

であるDachlの発現様式はBmp-4の発現様式の近傍､またハエにおいてDacはBmp-4

の相同分子であるDppの発現領域の近傍に見られる｡このことからBMPシグナルに

対するDachlの関与が推測され､免疫沈降法､BMPシグナル標的遺伝子であるXvent2

の転写制御領域を用いたレポ-タ-アッセイにより､ DachlがBMPシグナルを抑制

することを見出した｡その分子機構は､ DachlがBMPシグナル下流転写因子である

Smadlと結合し､ mSjn3A, HADClなどのコリプレッサ-複合体をリクル-トし､

Smadを介するBMPシグナル標的遺伝子の転写活性を抑制することであった｡

Dachl機能欠失型を肢芽領域に強制発現させた場合､間充織においてFgf-10､Wnt-5a

などの発現低下がみられ､その結果AER形成不全が認められ､完全な四肢遠位領域

の欠損が起こった｡このことは､ Dachlが､古くから予想されてきたAEMFの-つ

であることを示唆している｡

近位部領域に､ BMPビ-ズ移植を行うと､近位部決定因子Meis-2の発現低下が見

られた｡その分子メカニズムの解明のため､ VP16転写活性化ドメインを融合させた

Dachl (VP16=Dachl)を間充織に強制発現したところ､ Meis-2の発現上昇が見られ

た｡また､ Dachl機能欠失型を間充織に強制発現させ､その部位にBMPビ-ズを移

植すると､ BMPによるMeis-2の発現低下が､ Dachl機能欠失型によりキヤンセルさ

れた｡さらに､ MEISゲノム転写制御領域を用いたレポ-タ-アッセイを行うと､そ

の活性はBMPにより抑制され､ VP16=Dachlで強く活性化され､ノDachl機能欠失型

によりBMPのMeis-2抑制はキヤンセルされた｡

以上より､四肢遠近軸形成は遠位部からのBMPシグナルをDachlが抑制すること

で､ AERの形成を維持し､また､ Dachlが近位部でのMeis-2の発現を､

Dachl/Smadl/mSin3A/HDACl複合体を介して抑制することにより､反一遠位部領域

を決定していることが明らかとなった｡
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脊椎動物の四肢は､肢芽領域から発生し､体幹部から手先-と向かう遠近軸､体軸

に沿った前後軸､背腹軸の3方向に正確に発達する｡遠近軸に沿った肢芽発生は､先

端に存在するAER (Apical ectodermalridge)からのオ-ガナイジングシグナルBmp-4

により制御されていると考えられている｡またAER自身は､直下の間充織からのAEMF

(apicalectodermal majntenance factor)により形成､維持されていると考えられて

いるが､その実態と機能はまだ明らかになっていない｡

申請者は､遠近軸中間領域のみの欠損というハエのユニ-クな表現型を示す

Dachshund (Dac)に着目し､そのニワトリ相同分子Dachlの肢芽形成過程における

機能解析を発生生物学･分子生物学･細胞生物学的手法を用いて解明している｡免疫

沈降法､ BMPシグナル標的遺伝子であるXvent2の転写制御領域を用いたレポ-タ-

アッセイにより､ DachlがBMPシグナルを抑制することを見出している｡ Dachlは､

BMPシグナル下流転写因子であるSmadlと結合し､ mSin3A, HADClなどのコリプ

レッサ-複合体をリクル-トし､ Smadを介するBMPシグナル標的遣伝子の転写括

性を抑制する｡ Dachl機能欠失型を肢芽領域に強制発現させた場合､間充織において

Fgf-10､ Wnt-5aなどの発現低下がみられ､その結果AER形成不全が認められ､完全

な四肢遠位領域の欠損が起きたことから､ Dachlが､古くから予想されてきたAEMF

の-つであることを明らかにした｡ DachlはAER自身にも発現することを考え合わ

せると､今回の結果は同時に､ AER自身においてAERを維持するという新しい概念

を生み出した｡

近位部領域に､ BMPビ-ズ移植を行い､近位部決定因子Meis-2の発現低下をみて

いる｡その分子メカニズムはどのようなものであろうか｡その解明のため､ VP16転

写活性化ドメインを融合させたDachl (VP16=Dachl)を間充織に強制発現したとこ

ろ､ Meis-2の発現上昇が見られた｡また､ Dachl機能欠失型を間充織に強制発現さ

せ､その部位にBMPビ-ズを移植すると､ BMPによるMeis-2の発現低下が､ Dachl

機能欠失型によりキヤンセルされた｡さらに､ MEISゲノム転写制御領域を用いたレ

ポ-タ-アッセイを行うと､その活性はBMPにより抑制され､ VP16=Dachlで強く

活性化され､ Dachl機能欠失型によりBMPのMeis-2抑制はキヤンセルされた｡

四肢遠近軸形成は､ Dachlが遠位部からのBMPシグナルを抑制してAERの形成

を維持し､また近位部ではMeis-2の発現をDachl/Smadl/mSin3A/HDACl複合体を

介して抑制し､反一遠位部領域を決定していることを明らかした｡

以上のように､本論文は四肢形成の分子機橋をDachlの機能解析を中心に明らか

にしたもので､学術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｡


