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要旨

肱発生過程における細胞の分化および形態形成は､細胞内の分子変化に起因す

る現象である｡分子変化の最も基本的な事象は｢転写制御｣であり､その制御を

担う転写因子について､多くの研究者によって解析がなされてきた｡我々の研究

ｸﾞﾙ-ﾌﾟにおいては､ﾆﾜﾄﾘの筋臆膜線維肉腫の原因遺伝子としてAS42ﾚﾄﾛ

ｳｲﾙｽより同走されたv-Mafに由来するMafﾌｱﾐﾘ-について解析を行ってき

た｡近年､ Mafﾌｱﾐﾘ-は脊椎動物の発生過程において､細胞の分化や形態形

成に重要な役割を担うことが示されるようになり､発生･分化の観点にたった解

析が必要となってきた｡そこで本研究では､発生･分化の研究に有利なｾﾞﾌﾞﾗﾌ

ｲﾂｼｭを実験村象動物としてMafを単離し､それらｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭMafの肱

発生過程における発現解析､ )'ny)'tTOにおける機能解析､およびｲﾝｼﾞｪｸｼｮﾝ

法を用い､過剰発現による生体内での機能解析を行った｡

第-節ではｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭMafの単離とそれらの発現ﾊﾟﾀ-ﾝについて記述

した｡ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭにおいても晴乳類や鳥類で報告されているMafBおよびc_

Mafと高い-致性を持った配列が得られ､それら発硯ﾊﾟﾀ-ﾝには他の動物との

相似性が認められた｡この結果はMafが魚類にも存在することを明示し､脊椎動

物間共通の機能を持つことを示唆している｡水晶体においてはc-Mafの発現はﾏｳ

ｽとｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ間で-致している-方､ MafBの発現には明らかな違いが認

められた｡この結果はﾏｳｽとｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭの水晶体形成様式の違いによる

ものと考えられた｡さらに､ SMafl (SomiteMaf l)とsMaf2(SomiteMaf2)を単離す

ることができた｡これらsMafsはいずれも既知の1argeMafでは観察されないﾊﾟﾀ

-ﾝで体節において強く発現する｡ SMafsの体節における発現ﾊﾟﾀ-ﾝは筋分化
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の制御ﾀﾝﾊﾟｸ質である転写因子MyoDの発現ﾊﾟﾀ-ﾝと類似していた｡ MyoDの

発現ﾊﾟﾀ-ﾝと詳細に比較するとsMafsは筋細胞の成熟に伴って発現しており､特

にSMaflは筋分化･形成過程に伴った発現ﾊﾟﾀ-ﾝを持つことが明らかになっ

た｡ sMaflのｱﾐﾉ酸配列はﾆﾜﾄﾘL-Mafと最も高い-致性を示すにも関わら

ず､ sMaflの水晶体における発硯は観察されなかった｡ほかのｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ

1argeMafの発現ﾊﾟﾀ-ﾝについても解析を行ったところ､ c-Maf, MafBやSMafsの

関係と同様に発現領域に重複性が認められた｡第二節ではsMafsの性質について述

べる｡培養細胞を用いたﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞ解析およびEMSA (阜1ectrophoretic gel

担Obility阜hift _assay)によって､ SMafsはMARE (Kaf_recognition 9lement)と重複した

配列を持つc(xCE2 (chicken L-Maf binding sequence)を介した転写活性化能を示し

た｡ acidic domainを欠失させたsMafsの構築ではいずれでもこの転写活性化能を失

うことから､ sMafsにおいてacidicdomainが転写活性化能を担うことが明らかに

なった｡第三節では筋分化･形成の過程におけるsMaflの機能解析の結果をまと

めた｡ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭ肱-のSMaflDNAのｲﾝｼﾞｪｸｼｮﾝによって､発現領

域および発現時期を制御しつつ､筋細胞でSMaflを過剰発現させたところ体節形

成の異常が観察された｡ sMaflDNAを筋細胞に過剰発現させた月引ま､貯化後10日

以上生存するものの､正常に泳ぎ回ることができず身体をわずかに震わせるとい

う行動異常が認められた｡これらsMafl過剰発現腫について詳細な解析を行った

結果､ MyoDの発現が減少した細胞群が観察され､第-次運動神経から筋肉への軸

索伸展も正常に行われていなかった｡つまりsMaflの過剰発現によって筋制御が

負に傾いたため､正常な筋分化がなされず､その結果として運動神経軸索伸展に

異常をきたし､行動異常にいたると考えられた｡さらに細胞ﾚﾍﾞﾙで観察する

と､発生過程が進行してもsMafl過剰発現細胞は明らかに筋繊維を形成せず､筋

芽細胞様の丸い形態のままであった｡これらより､ sMaflの機能の-つとして筋

分化･形成の抑制が推察され､筋分化と1argeMafの新たな関係が示唆された｡以

上のﾃﾞ-ﾀに基づいて､ﾆﾜﾄﾘL-Mafﾎﾓﾛｸﾞである､ SMaflの筋分化･形成過

程における機能をこれまでの知見とあわせて予測する｡ SMaflと筋分化､および

そのｶｽｹ-ﾄﾞに関与する遺伝子群との関係において､ DNAと相互作用しない
■

1arge Maf機能の可能性について述べたい｡
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MbfはbZW型転写因子であり､種々の動物の初期形態形成に関わっていることが明ら

かにされている｡特に､ L-Mafは水晶体形成過程に関わる遺伝子として､その機能解析が

行われている｡水晶体胞形成過程が､魚類はﾆﾜﾄﾘやｶｴﾙとは異なっていることが知

られている｡本論文は､遺伝学的解析が可能なﾓﾃﾞﾙ生物ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭを用いて､ Maf

関連遺伝子のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞと､その機能解析を目的とし､発現ﾊﾟﾀ-ﾝの解析､ﾚﾎﾟ-ﾀ

-ｱｯｾｲと遺伝子導入により､以下の点を明らかにしている｡

1. RT-fm法を用いてｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭからの4つのMaf遺伝子MafB､ c-Maf,

SMafl, SMbL2を単離し､種々の動物のMaf遺伝子とｱﾐﾉ酸配列を比較し､ Maf遺伝子

の系練尉による分類を明らかにした｡ MafBはﾏｳｽやﾆﾜﾄﾘで知られている菱脳,前

腎で､ c-Mhfは水晶体雌胞で発現することを明らかにした｡また､ sMaflがしMafと

相同性が最も高いにも関わらず､水晶体には仝く発現せず､体節に最も高い発現が見られ

ることを初めて明らかにした｡体節に発現するMyoD遺伝子との発呪ﾊﾟﾀ-ﾝの比較か

ら､御田胞の成熟に伴って発現し､筋分化形成過程に関与していることを示した｡

2.ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂｼｭSMhfが転写因子としての機能をもっていることをﾚﾎﾟ-ﾀ-

ｱｯｾｲとｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄ法により明らかにした｡ｹﾞﾙ移動度ｼﾌﾄ法によりﾆﾜﾄﾘ

のL-Mdfと同じくsMhfは､ TmGAC配列に特異的に結合し､この配列を介し転写括性

を促進すること､ sMbflはsMaf2より転写活陛促進活性が数陪高いことを明らかにした｡

3.体節で特異的に発現するﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-の下流にSMaflを連結し､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂ

ｼｭ月をヽ遺伝子導入し､体節でのSMaflの機能を解析している｡ SMaflの過剰発現によ

り､体節形成の異常､ MydD発甥細胞の減少､運動神経の筋肉への軸策進展異常を認めて

いる｡また､糸胞ﾚﾍﾞﾙでの言鞘田な解析から､ sMaflの過乗雌朋断包が筋繊椎を形成でき

ず､筋芽糸胞のまま存在していることを明らかにしている｡

以上のように､本論文は､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲｿｼｭの水晶体分化と体節形成の過程で発現する

Maf遺伝子を同走し､その機能を解析している｡特に､体節で発現するSMafl遺伝子を

初めて同走し､その機能解析ｶ､ら､筋形成分化に関わることを明らかにした点は､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-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲ

ｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


