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本研究は､神経系の形成に関わる現象を分子ﾚべﾙで明らかにすることを目的

とし,ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子に注目した｡ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽは,ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴ

のﾎﾒｵﾒｵﾃｲﾂｸ遺伝子,分節化遺伝子に見い出された180bpのDNAﾓﾁ

-ﾌで､ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽをもつ遺伝子はﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子と呼ばれる.ﾎﾒ

ｵﾄﾞﾒｲﾝはﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽにｺ-ﾄﾞされ､塩基配列特異的DNA結合能を有す

る｡ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子は転写因子であると考えられ,時空特異的に発現し,

形態形成に関与する.中枢神経系の形成においては､これまでにFAX, POU,

LJMfgどのﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子が重要な役割を果たすことが知られている｡

ﾏｳｽ発生過程の神経系に発現するﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子群(DbK, DbK2,

munc-4, C2, Ak, Vaxl, Vax2)を単離し,その解析を行った.論文は以下の

2部で構成される｡第I部では, DbK, DbK2, munc14, C2,A反について,初期

腔での発現ﾊﾟﾀ-ﾝを中心に解説する｡第Ⅱ部では網膜に注目し､発生過程の眼

で発現している2つのﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子Vaxl, Vax2について報告する.

第Ⅰ部､神経系に発現するﾏｳｽﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子群

DbKは､ﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝのへﾘｯｸｽⅢに対する合成ｵﾘｺﾞﾌﾟﾛ-ﾌﾟより得ら

れた遺伝子で, DbKをﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして得られたDbK2とﾌｱﾐﾘ-を形成してい

るo DbK, DbK2は後脳から神経管にかけて発現し, DbKは中脳蓋,視床,乳頭

領域でも発現していた｡

munc-4は, pI･d-typeﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子に対応するﾌﾟﾗｲﾏ-をもとに

RT-PCR法により単離され､線虫unc-4のﾎﾓﾛｸﾞと考えられる.神経系では喚

上皮､終脳領域､中脳,後脳､神経管に発現が見られ､ 8.5日腔から体節で発現

していた｡

C2は､ munc-4をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに得られた新規のﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子である｡

神経系では視床,中脳,後脳,神経管,顔面神経節､後根神経節,交感神経節で､

非神経系ではseptumtransversum､肢芽,嘆原基､鯉弓､歯芽,瞭で発現し

ていた｡抗C2抗体を作成し､ﾏｳｽ12.5日腔のｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾃｲﾝｸﾞを行っ

たところ,遺伝子構造から予想された33.5kDaにﾊﾞﾝﾄﾞが得られた｡

A汝は､ C2と同じくmunc-4をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに得られたﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子で､

ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴan'stalessのﾎﾓﾛｸﾞと考えられる. AkｹﾞﾉﾑDNAを単離し

遺伝子構造を解析したところ5つのｴｷｿﾝにｺ-ﾄﾞされていた｡前脳,神経管

の底板で発現が見られた｡

RTIPCR法,ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ法により単離されたこれ

らﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子は､発現ﾊﾟﾀ-ﾝから神経系の形成に何らかの役割を果

たしていると考えられた. -方､これらの遺伝子は非神経系でも発現しそれらの

領域で何らかの役割を担っていると考えられた｡



第Ⅱ部､発生過程の網膜に発現するVaxﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子ﾌｱﾐﾘ-

Vaxlは, Antpｸﾗｽのﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝに対応するﾌﾟﾗｲﾏ-をもとにﾏｳｽ

新生児の脳からRT-PCR法により得られたo Vax2はVaxlをﾌﾟﾛ-ﾌﾞにしたｽ

ｸﾘ-ﾆﾝｸﾞにより得られた｡ Vaxl,Vax2は,ﾎﾒｵﾄﾞﾒｲﾝのｱﾐﾉ酸配列

が-致し,両遺伝子はﾌｱﾐﾘ-を形成していたo Vaxl, Vax2は3つのｴｷｿ

ﾝにｺ-ﾄﾞされ,ｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞｻｲﾄは両遺伝子間で保存されていた. 9.5-

16.5, 8.5日腔-成体までのVaxl, Vax2の発現ﾊﾟﾀ-ﾝをそれぞれ解析したと

ころ､ Vaxl, Vax2は眼を中心に異なった発現ﾊﾟﾀ-ﾝを示したo 9.5日腔では,

Vaxlは脳から眼柄にかけて発現し､ Vax2は眼杯に発現が見られた. 10.5日腔

では､ Vaxlは脳､眼柄､眼杯外層,喚原基に､ Vax2は眼杯内層の腹側領域に発

現が見られた｡ 11.5- 16.5日腰では､ Vaxlが脳,眼柄に発現しているのに対し､

Vax2は眼杯内層の腹側領域に発現していた. Vax2の発現は､網膜色素頼粒層を

除くすべての網膜の層で見られ､この発現は成体まで認められた｡

網膜形成は大きく3つの発生段階に分けられる｡眼杯が形成される時期｡眼杯

内層から神経細胞ｸﾞﾘｱ細胞が生じ､眼杯外層が網膜色素頼粒層に分化する時期｡

網膜神経節細胞が視蓋に投射し接続地図(網膜視蓋投射)が形成される時期である｡

Vaxlは初期の眼杯に, Vax2は発生を通じて網膜に発現することから網膜の形成､

分化に関与していると考えられた｡ ⅥまⅩ2の発現は網膜の腹側領域に局在してい

ることから網膜の背腹軸に対する特異性の獲得に関与している可能性が示唆され

た｡

ﾊﾞｯｸｸﾛｽﾊﾟﾈﾙを用いた解析により, Vax2はﾏｳｽ染色体6番にﾏｯﾌﾟさ

れた. E打Ⅸ1とVax2bﾐﾘﾝｸしている可能性がﾋﾄE九4方1の染色体上の位置と

の対応により示唆された. VとⅨ1はﾏｳｽ染色体19番にﾏｯﾌﾟされ, Emx2とﾘ

ﾝｸしており, Vax, E打Ⅸﾌｱﾐﾘ-は祖先型Vax｣加の重複により生じたも

のと考えられた｡

Vaxl, Vax2をﾌﾟﾛ-ﾌﾞにﾄﾘcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞしたとこ

ろﾎﾓﾛｸﾞと考えられる遺伝子が1種類得られた(chlckVax)｡ chickVaxはｱﾐ

ﾉ酸配列の上ではVaxlに近かった. chlckVaxの発現は脳､眼柄,眼杯に見ら

れ, VとⅨ1, Vm2を合わせたﾊﾟﾀ-ﾝと考えられた. chlckVaxにﾌｱﾐﾘ-が

在しないかどうか今後確める必要がある. Vaxl, Vax2, chl'ckVaxの解析は､

遺伝子の進化を考える上で-つのﾓﾃﾞﾙになると考えられる｡
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本論文はﾏｳｽ神経系で発現している複数の新規ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子の単離､遺伝

子構造の決走､発生過程における発現ﾊﾟﾀ-ﾝの解析､染色体ﾏｯﾋﾟﾝｸﾞ等をおこなっ

たものである｡ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子群は多くの生物で発見されている転写調節因子を

ｺ-ﾄﾞしている遺伝子群であり,特に動物の形態形成過程を制御している遺伝子群であ

ることが幸陪されている｡最近では形態形成だけでなく神経系の形成に関わるﾎﾒｵﾎﾞｯ

ｸｽ遺伝子も数多く報告されているが､ほ乳類神経系の複雑さから考えてまだ多くの未

知ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子の存在が想走されていた｡本研究では合成ｵﾘｺﾞﾇｸﾚｵﾁﾄﾞ

を使ったﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝによるｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞやRT-PCR法を用いた検出法な

どを用いて未知ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子を単離し､これらの遺伝子の発生過程における発

硯ﾊﾟﾀ-ﾝの解析する事によって､ﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ遺伝子群のﾏｳｽ神経系の形成過程

への寄与を示唆する結果を得ている｡特に本論文で重点的に述べられている

Vax(Vaxl,Vax2)遺伝子群はその発生過程における発硯ﾊﾟﾀ-ﾝから､綱膜の形成におい

て重要な働きをしていることが考えられる｡網膜は致死でか､数多くのﾐｭ-ﾀﾝﾄが

存在すること､発生過程への操作が容易であること､構造が比較的単純であることなど

から､神経系の形成機構の研究がもっとも進んでいる領域であるが､本研究でおこなわ

れたⅥⅨ遺伝子の解析は今後の綱膜の形成機構研究に重要な貢献をすると考えられる｡

-方､本研究ではﾏｳｽだけでなくﾄﾘのⅥⅨ遺伝子を単離しその遺伝子構造および

腫での発現ﾊﾟﾀ-ﾝの解析もおこなっている｡高等動物の発生過程は多くの転写調節因

子によってｺﾝﾄﾛ-ﾙされていると考えられているが､複雑な形態の形成や､神経系

形成の機構がどのように進化してきたかについてはまだあまり明らかにされていない｡

本研究でおこなわれたﾏｳｽとﾄﾘのVax遺伝子群の構造と発硯ﾊﾟﾀ-ﾝの比較は､脊

椎動物の発生過程における遺伝子発現制御機構の進化の過程を示唆する重要な結果を含

んでいる｡

以上のように､本論文はほ乳類神経系の形成機構および､発生過程における遺伝子発

現制御機構の解明に重要な示唆をあたえるもので､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-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｡


