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第1部､肢芽の前後軸形成におけるAIx4の役割

本論文では軸前性多指症ﾏｳｽStrong-s luxoid (1stJ)がAIx4遺伝子のhomeobox部分に16bpの欠失を

持つ事,この欠失は､遺伝子にﾌﾚ-ﾑｼﾌﾄを起こし, Homeodomainのhelix3/4以降を欠失した短くなっ

たAIx4蛋自を生じることを示した(ﾉこれが瞭因となって､軸前性多指形成を生じる｡詳細な分子生物学

的解析を与えるため､ﾆﾜﾄﾘからAIx4のﾎﾓﾛｸﾞを単離し､肢芽伸長における発硯様式を観察した結

果､ﾆﾜﾄﾘAIx4は肢芽前側に特異的に発硯し､肢芽における極性化括惟の本体であるSonichedgchog

(shh)と相補的な発硯様式を'J11Aしたがわかった｡)また､その発硯は､ shhの発硯以前に既に予走肢芽

の前側に限局している事､更にAIx4を欠損した1stDﾏｳｽにおいて､前側に異所的にShhを発硯してい

る事から､ AIx4はshhを抑制している事が示されたo FibroblastGrowthFactor (FGF)を局所的に加え､

付械肢を形成させると､ AIx4の発硯が抑制された所にShhが発硯してくる事から､ AIx4がshhを抑制し

ている事が吏に支持された｡また､ shhを前側に局所的に加えると､ AIx4が抑制される事から､肢芽の

伸長の間に､ AIx4とshhとの間にnegativefeedback loopが存在する事が示唆された｡〕同様な変異ﾏｳｽで

あるExtratoes (Xt)における発硯ﾊﾟﾀ-ﾝを調べたが､ 1stJにおけるGli3の発硯も､ xtにおけるAIx4の

発硯も仝く変化は見られなかった｡したがって､肢芽にはGli3とは異なる別の前後軸形成ﾒｶﾆｽﾞﾑが

存在し､ AIx4がその-一一巽を担っている事が示された.また､ AIx4はshhによってGli3よりもかなり早い

時間で抑制される事は､ AIx4がGli3に依存していない事を支持していた｡本論文は､脊椎動物の肢芽の

前後軸決定にはshhとAIx4の間のnegative feedback loopが存在し､ AIx4はGli3とは異なる系で前後軸形成

に働いている事を明らかにしたr,

第2部,水晶体のﾌｱｲﾊﾞ-分化におけるPitx3の役剤

本論文でﾆﾜﾄﾘより単離されたpitx3は､ pitxﾌｱﾐﾘ-の一一つであり､水品体特異的な発硯様式

を示した｡ FISH法により人染色体_L･_に位置を調べた所､ 10q24の位置にﾏｯﾋﾟﾝｸﾞされる事が分かった｡,

この位置には､ anteriorsegmentmesenchymaldysgenesis (ASMD)という前眼部の形成異常や先天性自内

障を引き起こす原因遺伝f-が存在する事が報告されている｡眼の発勺:_L二おけるPitx3の機能を明らかに

する剃二､ Pitx3の仝長にEngrailedのsuppressordomainを結合したdominant negative体(RCAS-dnPitx3)を

作製し､ﾆﾜﾄ7)肺頭部の水晶体予走領城に強制発硯させる事を試みた｡)その結果､ RCAS-dnPitx3を強

制発硯させた個体では､水品体ﾌｱｲﾊﾞ-の配列に異常を生じ､ EIOまで発生を進めると､前眼部の間

菓細胞が粗になるという異常が認められた〈つ更に､各種ｸﾘｽﾀﾘﾝの発硯を調べた所､ ,)"-ｸﾘｽﾀ

ﾘﾝの発硯量の低†,-~が認められた｡)これらの結果は､ RCAS-dnPitx3を感染させた眼がASMDの病態を再

規していると考えられた｡)更にその機能を調べる為､水品体の分化に関わる各種遺伝子ﾏ-ｶ-の発硯

様式を比較した｡｡この結果､ L-marとFilensinに僅かな減少が見られた｡〕また､水品体のﾌｱｲﾊﾞｰ分化

に関わっている事が知られているproxlが大きく減少している事が観察された｡つPitx3とproxlの発硯様式

を比較した所､明らかにPitx3が早く発硯している事が観察された｡眼の発生過程において､ Pitx3が水

晶体L皮と赤道面に強い発硯が見られる事と考え合わせると､ pitx3は水品体上皮細胞が増殖状態から

水品体ﾌｱｲﾊﾞ-へ分化する過程､あるいは､水晶体ﾋ皮/ﾌｱｲﾊﾞ-移行部細胞のｲ均等分裂に関与

している事をﾎ唆しており､ dnPitx3において､ﾌｱｲﾊﾞ-分化に関わるproxlが減少している事は､そ

の機能を強く支持しているc,また, pitx3とproxlの発l那寺期から､ pitx3がproxlを発硯制御している事

が考えられる｡つ
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論文は､新規のﾎﾒｵﾎﾞｯｸｽ型転写因子AIx4､ Pitx3の胎児発生における機能を解析している｡

ﾆﾜﾄﾘから単離されたAIx4遺伝子は､その特徴的な肢芽前部に限局した発硯様式から､肢芽前

後軸の決定に探く関与-することが示唆された(｡ﾆﾜﾄﾘを傾った詳細な発生生物学的な解析から､この

道伝f-が肢芽後方の榛性化蛋自であるSonicHedgehog(Shh)と互いに抑制的な関係を持つこと､発硯の

開始時期の解析から､ AIx4がshhよりも早期に肢芽前後軸を決走していること､ Gli3とは独立したｼ

ｸﾞﾅﾙ経路にあることが明らかにされた｡このような加見は､同時に､脊椎動物のAIx4遺伝子の変異

が軸前性多指症を引き起こす可能性を強く示唆する物であった｡事実､ AIx4の染色体場の位置が報告

されるに及んで､ AIx4がstrong'sluxoid(1st)の原因であることの可能性が強まった｡〕この吋能性を確か

めるため､ 1stﾏｳｽのAIx4道伝子を解析した結果､ 16bpの欠失が確認されたこつ

これらの事実は､ AIx4が肢芽の戟後軸の決定に､かなり早期から探く関わっていることを想起さ

せる物であると同時に､ AIx4遺伝了-の変異がﾋﾄを:-[Tむ脊椎動物の軸前性多指症の原t勾となる可能性

を指摘したことになる〔_｢この意味に於いて､本論文は､発生生物学の主要な間題に関わる重要な糸口と

なると思われるr,加えて､ﾋﾄの多指症の原因解明にも積極的な学術的な頁献が認められる｡

本論文の2部では､もうひとつの転写困-f･pitx3の機能を詳細に検討しているoこの遺伝子は非常

に特徴的な発硯様式をﾎしており､発生過程の水晶体に特異的に発硯することが見出された｡この遺伝

子の機能を解析するため､ dominantnegative型に人工的に変異させ､発生初期の水晶体に強制発硯させ

たところ､ﾚﾝｽﾞﾌｱｲﾊﾞ-の著しい乱れと種々の水品体ﾏ-ｶ-の発硯の変化が認められた｡〕このよ

うな知見ほ､この遺伝子が水晶体の分化発生に重要かつ不吋欠の機能を発揮していることを示唆してい

る｡また､ﾋﾄの自内障の発症ﾓﾃﾞﾙと遺伝子治療のﾓﾃﾞﾙとなる可能惟も指摘できる｡

以__1二のように,本論文はふたつの新規の転写[勾-J'-の生物学的機能を詳細に明らかにしたもので､学

術1二､応用上頁献するところが少なくない｡本論文は､発生生物学にとどまらず､医学的な応用も可能

であり､学術的な意義は人きい｡よって審査委員--･同は､本論文が博土(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(,


