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マウスの未分節中胚葉 においてHes7や4、fi7gな どNotchシ グナルの標的遺伝子 の発現振動が周期

的な分節化に必須 である。 しか しこれまでの解析では、Notchシ グナルが破綻 し発現振動および体

節形成が乱れて しまうために、Notchシ グナルがいかに体節形成 を制御するのかについては十分に

理解 されていな い。本研究では体節形成の周期制御 メカニズムを探 ることを 目的 とする。具体的に

は、Notch細 胞内 ドメイ ン（NICD）を分解促進することでNotchシ グナルを負 に制御する因子 である

Ma’”p（Notch－regulatedankyrinrepeatprotein）を遺伝学的に欠失（Mω〆 ）させてNotchシ グナル変化 と

体節形成の様子 を観察する。 さらに、Notchシ グナル阻害剤 を投与 して、体節形成の変化を変異体

と比較する。 また、細胞間の振動同調メカニズムにおいてNotchシ グナルの役割 を探る。

Ni・a’〆 では 尻尾の屈曲、腰椎 と肋骨の奇形が認め られた。また ノVralp－／Lでは腰椎 と尾椎が減少 し

てお り、椎骨全体では約2本 減少 して いた。椎骨は胎生中期か ら後期 にかけて体節ひとつに相当す

る部分か ら分化形成 され るため、Mω 〆 の椎骨数の減少は体節数の減少に起因す ると考え られる。

体節数 を比較 したところ、体節形成の初期 には同数であるが、発生が進むとNrarp’ ／’では体節数が

有意に減少 した。即ち、Nraip－／’では一体節の形成にかかる時間が延 びたために、発生が進む にっれ

て体節数が減少す るものと考え られ る。野生型 とMω 〆 間の周期の差は約5分 と予測 された。一

方、Ma’〆 の未分節 中胚葉では、NICDの 量が約2倍 に増加 してお り、Notchシ グナルの標的遺伝

子 の発現 も上昇 していた。マイ クロアレイ解析 と 定量PCRに よ り、M百 ’〆 ではFGFとWntシ グ

ナルは変化せずNotchシ グナル のみが特異的 に上昇 していた。しか し遺伝子発現振動パター ンには

変化がなかった。次に、周期の延び とNotchシ グナル との関連性 を証明するために、野生型マウス

にNotch阻 害剤 を投与 しNotchシ グナル を減衰 させたところ、投与量に比例 してNICDの 量が減少

し、体節数が増加 して いた。さらにNrarpJ／Jに阻害剤を投与 した ところ体節数が増加 した。しか し、

阻害剤の投与 によ り、・体節形成がわずかに乱れ、M初 〆 ではより顕著な奇形が観察 された。Lewis

らによって提唱 されている分子振動の数理モデルにおいてNotchシ グナル と振動周期の相関を検討

した ところ、実験結果 と同様に振動周期がNotchシ グナル に依存 して いた。

Nrω〆 では腰椎、肋骨、尻尾に形成異常がみ られ るが、その原因は明 らかになっていな い。生体

内の遺伝子発現は確率的 に起 こるために、様々な要因 （ノイズ）によ り発現が影響を受 け、かく乱

され る。 未分節 中胚葉細胞において も細胞移動、分裂、温度変化な どが ノイズとして働 くことが

知 られている。そ こで、Hes7／一とMa’ 〆二か ら得 られた二重変異体 を解析することと薬理学的方法で

遺伝子発現 をか く乱 させる ことで体節形成時の ノイズの影響 を調べた。HDAC阻 害剤であるホ ウ酸

やバル プロ酸を投与 し、発現振動を観察 した ところ、Ni’Cirp－／一の未分節中胚葉細胞 では振動の位相が

揃って いない （同調 しな い）細胞が多 く現れた。 さらに、非同調細胞 はMa”iP”一に比べ二重変異体

で増加 していた。すなわち、マウスではNraipやHes7な どNotchシ グナルの標的遺伝子が形成す

るネガティブフィー ドバ ックが細胞間の振動同調 と維持に関与 していることを示唆 して いる。

今後、 様々な ノイズ存在下で非 同調細胞を定量し統計的に比較すること、未分節中胚葉で分子

（Nrarpタ ンパク質）を可視化することが求め られる。
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せ きつ い動物 のか らだ は、脊椎骨 に代表 され るよ うに、前後軸 に沿 った繰 り返 し構

造か ら構成 されて い る。 この繰 り返 し構 造 は、発 生中期の構造物 であ る体節 の等間隔

パ ター ン に依存 して いる。体節 の もととな る組織で あ る未分節 中胚 葉で は、い くつか

の遺 伝子が 周期的 な遺 伝子発現 の変化 を示 してお り、それ に同調 して周期 的に分節化

が起 こる ことによって、体節 の等 間隔パ ター ンは形成 され る。す なわち、体節 形成 で

は遺 伝子発現 の振動 の時間的な周期性 が、組織構造 の空間的な周期性 に変換 されてい

る。本論文 は、マ ウスの体 節形成 をモ デル型 と して 、体 節形成過程 にお ける遺伝子 発

現 の振動 の周期 の調節 メカニズム を明 らか に し、 さ らにその調節 メカニズムが 、遺 伝

子 発現 振動 の細胞 間での 同調 に関与す る ことを示 した もので ある。

マ ウスの未分節 中胚 葉で はいくつか の遺伝子 の発現 が2時 間周期で振動 してお り、

その結果、体節 は頭側 か ら尾側 にか けて、約2時 間周期で順 々に形成 され ることが知

られて いる。 しか し、遺伝子 発現 の振動 の周期が どの よ うに調節 されて いるか は これ

まで不明で あ った。遺伝子 発現 の振動 には、多細胞生物 間で保存 され た細胞間 シグナ

ル経 路で あるNotchシ グナルが必須で ある ことが これ までに明 らか にされて きたが、

本 論 文 で は、Notchシ グナル の フィー ドバ ック制 御 因子 で あ るNotchregulated

ankyrinrepeatprotein（Nrarp） の ノ ックアウ トマ ウスお よびNotchシ グナル の阻害

剤を用 いて、Notchシ グナル 強度を個体 レベルで人為 的に変化 させ ることによって 、

遺伝子発現 振動 の周期がNotchシ グナル強度 と正 の相 関が あ ることを示 した。具体 的

にはNotch強 度 を調節す る ことによ り、5％ 程度の振動周期 の調節が行 われて いる こ

とを明 らか に した。 さ らに、外 的撹乱や生体 内の ノイズ によ って細胞間 の振 動 の同調

性が失わ れた ときに、細胞 間で振動 の位 相が調節 されて再 同調 が行 われ る ことによ っ

て、振動 の同調性が維持 されて いるが 、今 回発見 したNotchシ グナル強度 を利用 した

振動周期 の調 節機 構が この再 同調 に必須 であ ることを明 らか に した。

以上 のよ うに、本論 文 は体 節形成過 程 にお ける分節化 の周期性 に関す るメカニズム

を明 らか に し、そ の堅牢性 のメカニ ズムの一部 を明 らか に 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。


