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論 文 内 容 要 旨

第1章 ・序 論

近年、 遺伝 子操作技 術 の進歩 に よ り、 高 等動物 の初期発生 や組織分 化 といった生

物学 的 に重 要 な問題 に対 して、 時期特 異 的、 組織特 異的 な遺 伝子発 現 に着 目しで

ア プ ロー チす るこ とが可 能 とな って き た。 本研究 は、 ニ ワ トリ初期 卵巣 の分化 を

テ ーマ として い くっ かの生 物 学的現象 を遺 伝子 レペルで研究す る ことを試 みたも

ので あ る。 ニ ワ トリ初期卵 巣 は、 組織 と して以下 の ような興 味深 い特徴 を持つ。

◇卵 巣は、 精巣 と共 に生殖 細胞 系列 を含 む組織 で あ る。 即 ち始原生 殖細胞 か ら卵

母細 胞 を発 達 させ、 減数分 裂 を経て卵 細胞 として 次の世 代 に遺伝情 報 を伝 える役

目を持 って い る。卵 細胞 が精 細胞 と大 き く異な る点 は、 精細 胞 がほ とん ど核 しか

持 たな い細 胞 であるの に対 し、 巨大 な細胞 質 を持 つ点で ある。 この巨大 な細胞質

には、 多量 のrRNAの ほ かに母性RNA(maternalRNA)と 呼ば れるRNAが

存在 し、 この 申には初期発 生 時 の非常 に早 期の細胞 分裂 や、 体軸 の決定 に必要 な

遺 伝情報 を持 っ母性mRNAが 含 まれて い るもの と考 え ら九て い る。

◇卵 巣、 精 巣 は.個 体 レベル の性分化 に影 響 を及 ぼす重要 な内分 泌器官 であ る。

した がって、 卵巣で は、 性 分 化 に影 響 をも た らす 種 々のステ ロイ ドホル モ ンのほ

か、 インヒ ビンや ミュラー管 退化 因子 な ど、 他 の組織 の機能 を調 節す る種 々の生

理 活性物質 を生産す る。

◇更 に興 味深 い ことに、 鳥類 で は一 般 に右側 の卵巣 が発 生の ご く初期 に退化 し、

左 側 の卵 巣 のみが発 達、 分化す る ことが知 られ てい る。 発 達す る左卵巣 と、 退化

す る右卵 巣 において発現 して い る遺伝子 が、 質 的 に如何 に異 なる かは知 られてい

ない。

以上 のよ うな多 くの興 味深 い特徴 を持っ ニワ トリの卵巣 を研 究材 料 と して選び、

この組織 分化 を遺伝子 レベル で研究す るた めの分子 マー カー を検 索 し、 分化 に伴

うそ の遺 伝子 発現 を解析 す る こ とが本研 究 の主 要な 目的 であ る。

第2章

単 離

初 期 卵 巣cDNAラ イ ブ ラ リー の作 製 と卵 巣 特 異 的cDNAク ロー ンの

ま ず ふ 化 後1日 か ら3日 の ヒ ヨ コ の左 右 卵 巣 のcDNAラ イ ブ ラ リー の 作 製 を行
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っ た 。 左 右 各 卵 巣 よ り 調 製 し たmRNA約3細 を 用 い てOkayama-Berg法 に よ り ク

ロ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 左 右 各 々 約3×105ク ロ ー ン よ り な るcDNAラ イ ブ

ラ リ ー が 得 ら れ た ・ 次 に こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 卵 巣 特 異 性 の 高 いmRNAに 対 応

し たcDNAク ロ ー ン あ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た。 任 意 に 選 ん だ8000のcDNA

ク ロ ー ン に 対 し て 、1日 ビ ナ の 左 卵 巣 、 肝 臓 、6日 目 のembry。 のmRNAか ら 合

成 し た32P-cDNAプ ロ ー ブ で コ[1ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン(differen-

tiaLcol.。nyhybridization)を 行 っ た と こ ろ、 左 卵 巣 の プ ロ ー ブ で の み シ グ ナ

ル の 得 ら れ る ク ロ ー ン を54個 得 た 。 更 に こ れ ら の ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ドDNA

を ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 し、 上 記 と 同 様 の 異 な っ た32P-

GDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ て こ れ ら の ク ロ ー ン の 卵 巣 特 異 性 を 確

認 し た(Fig.1)。

第3章 卵 巣 特 異 的cDNAク ロー ン の解 析

先 に 単 離 し た 卵 巣 特 異 的 ク ロ ー ン54個 の うち200bp以 上 のcDNA挿 入 配

列 を 持 っ49個 を個 々 に解 祈 し た。 先 ず こ れ らの クb一 ンの 中 に は 同 じmRNA

に 由 来 す る ク ロ ー ン が 含 まれ て い る と考 え られ た ので、 各 ク ロー ン を相 互 にハ イ

ブ リ ッ ド形 成 させ て これ を調 べ た。 そ の 結 果49の ク ロー ン は17の グル ー プ に

分 け られ た。 更 に精 巣 に お け る 発 現 を32P-cDNAプ ロー ブ を用 い た コ ロニ ー

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン法 で、 ま た、 種 々 の組 織 に お け る発 現 量 を各 ク ロー ン を

プ ロー ブ と し たRNAド ッ トブ 白 ッ トハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョジ法 で 調 べ た。 以 上

の 結 果 をTable1に ま と め た。 大 部 分 の ク ロー ン は卵 巣 に 高 い特 異 性 を示

し、 かっ 精 巣 で も発 現 して い る こ と が示 され た。 卵 巣 で 強 い発 現 が み られ、 精 巣

を 含 め た 他 の 組 織 で 発 現 が み られ な い ク ロー ン の グル ー プ は グル ー プ1と グル ー

プ9の2っ で あ・っ た。 また全 て の ク ロー ン にっ い て 雌 雄 ニ ワ ト リゲ ノムDNAに

対 してDNAド ッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 を用 い て 遺 伝 子の コ ピー

数、 性 染 色 体 へ の連 関 を調 べ た。 そ の 結 果 大 部 分 の ク ロ ー ンは ハ プ ロ イ ドゲ ノム

当 り数 コ ピ ー 程 度 の 遺 伝子 数 と思 わ れ る 結 果 を得 た が、 グル ー プ3、4は コ ピー

数 が非 常 に 多 く反 復 配 列 を含 む 転 写 産 物 に 由来 す る ク ロ ー ンで あ る こ と が示 さ れ

た。 ま た グ ル ー プ9は ニ ワ ト リの 性 染 色 体 で あ るZ染 色 体 に 由来 す る ク ロー ン で
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あ っ た。 即 ち 雄(ZZ)の ゲ ノ ムDNAで は 雌(ZW)の ゲ ノムDNAの2倍 の

強 さ の ハ イ プ リ ッ ド シ グ ナ ル を示 し た(Fig.2)。 グ ル ー プ9の 転 写 産 物 は

卵 巣 以 外 の 組 織 で は み られず、mRNAは 約1kbか ら約6kb寧 で 連 続 的 な 大

き さ で 存 在 し た己cDNAの 塩 基 配 列 を 部 分 的 に決 定 し た と こ ろopenfeading

frameは 存 在 せ ず 後 述 す る グル ー プ1と 同 様、 卵 母 細 胞 に蓄 え られ る母 性RNA

の 一 種 で あ る可 能 性 が・考 え られ る。

第4章 卵 巣 に極 め て 特 異 的 な ク ロ ー ンpLOAO411の 解 析

精 巣 を 含 め た 他 の 組 織 で 全 く発 現 がみ ら れ ず、 厳 密 な 組 織 特 異 性 を有 す る グル ー

プ1(Table1)に つ い て グル ー プ 中 で 最 も 長 鎖 のpLOAO411を 用

い て 解 析 し た。 転 写 産 物 ばFig.3に 示 す よ うに 約1kbか ら約10kbま で

連 続 的 な大 き さ の分 布 を示 した。 そ こ で 先 ず こ の現 象 の原 因 を解 析 した。 まず 遺
'
伝 子 が 多 数 存 在 す る こ と に よ っ て こ の 現 象 が起 き て い る とい う可 能 性 を検 討 した。

定 量 的 な ゲ ノム サ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ り遺 伝 子 の コ ピー 数 を求 め た と こ ろ、 この

遺 伝 子 は ハ プ ロ イ ド当 りシ ン グル コ ピー の 遺 伝 子 で あ る こ と が示 され た。 した が

っ て 連 続 的 な 大 き さ を示 す 転 写 産 物 は、 シ ン グル コ ピー 遺 伝 子 か らの転 写 産 物 で

あ る こ と が わ かっ た。 次 に こ のcDNAに 対 応 した 遺 伝 子 の ク ロー ニ ン グ を行 っ

た。 コ ス ミ ドベ ク タ ーpKY2662を 用 い て 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リー を作 製 し

cDNAク ロー ンpLOAO411を プ ロー ブ と して ス ク リrニ ン グ した と ころ

2ク ロー ン が 単 離 さ れ た。cDNAと 遺 伝 子 の 対 応 ず け を し た と こ ろ2kbの

cDNAと そ れ に対 応 し た遺 伝 子 領域 は 制 限 酵 素 マ ッ プ レ ベ ル で 完 全 に 一致 した。

ま たcDNAの3'末 端 の塩 基 配 列50・Obpと 遺 伝 子 の 対 応 部 分 の塩 基 配 列 も

完 全 に 一 致 し た。 こ の こ と か ら こ の転 写 産 物 は ス プ ラ イ シ ン グ は 受 けて い な い も

の と考 え られ る。 さ ら にmRNAのpolyA付 加 部 位 の5'側 にはAATAAAの

polyA付 加 シ グ ナ ル 爪3・ 側 の 下 流 域 に は転 写 終 結 シ グナ ル と考 え られ て い る

GTク ラ ス タ ー が存 在 し、 遺 伝 子 のpolyA付 加 部 位/転 写 終 結 部 位 近 傍 は 通 常 の

遺 伝 子 構 造 を持 っ こ と が確 認 さ れ た。 こ の こ と か ら種 々 の 長 さ の 転 写 産 物 が生 じ

る 原 因 は 不 完 全 な 転 写 終 結(readthrougb)ー や 不 完 全 な ス プ ラ イ シ ン グで は な い

こ と が推 定 さ れ た。 そ こ で こ の 転 写 産 物 は 種 々 の 異 な っ た 転 写 開 始 点 か・ら転 写 さ
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れ た も ので あ る とい う仮 説 をた てFig.「4に 示 す ノー ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た。 転 写 領 域 の うち3'末 端 近 鋳 を プ ロ ー ブ と した場 合(プ

ロ ー プC)に は1kbか ら10kbま で 連 続 的 に転 写 産 物 が認 め られ た が、 順 次

上 流 を プ ロー ブ とす る と、 よ り大 きな 転 寧 産 物 し かハ イ ブ リ ッ ド形 成 しな くっ た

(プ ロー プA,B)。 即 ち 大 き な転 写 産 物 は プ ロー ブA,B,Cの 領 域 全 て を含

む の に対 し小 さ な 転 写 産 物 は プ ロー ブCの 領 域 し か含 ま な い。 こ れ は 種 々の 大 き

さ の転 写 産 物 が 異 な っ た 転 写 開 始 点 か ら転 写 さ れ て 生 成 した こ と を示 す。 一 方

3'末 端 よ り更 に 下 流 の プ ロ ー ブDで は 全 くハ イ ブ リッ ド形 成 が 認 め られ な い こ

と よ り転 写 終 結 は 厳 密 に一 定 で あ る と考 え られ る。 こ の よ う な特 殊 な転 写 様 式 を

示 す こ と やcDNAの 塩 基 配 列 に 。penreading正rameが 存 在 しな い こ と な ど か ら

考 えて、 こ の 転写 産 物 は タン パ ク質 に翻 訳 され る機 能 的 な も の と は考 え が た く、

お そ ら く卵 母 細 胞 中 に 蓄 え られ る 母 性RNAの 一 種 で あ る と思 わ れ る。 卵 母 細 胞

の 成 熟 は 卵 巣 分 化 の 重 要 な指 標 で あ り、 本 ク ロ ー ン は卵 巣 分 化 の 分 子 マ ー カ ー と

な り う る と思 わ れ る。 本 ク ロー ンの 発 現 が精 巣 で み られ ず 卵 巣 に 限 られ て い る こ

と か ら、 ふ 化 直 後 の ヒナ の発 達 を停 止 した 右 卵 巣 に お け る発 現 に興 味 が持 た れ る。

そ こ で 左 右 卵 巣 のcDNAラ イ ブ ラ リー の う ち 一 部'を増 幅 し、 こ れ ら の ラ イ ブ ラ

リー 中 に お け る 目的 ク ロー ン の 存 在 量 を比 較 し た。 そ の 結 果、 本 ク ロー ン は左 卵

巣 に 極 めて 特 異 的 で 右 卵 巣 で は 検 出 さ れ な か っ た。 この こ とは ふ 化 直 後 の ヒナ の

右 卵 巣 は、 大 き さや 形 態 の み な らず 遺 伝 子 発現 レベル で も発 達 す る左 卵 巣 と異 な

る こ と を示 して い る。

第5章 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 合 成 に関 与 す るmRNAに 対 応 す るcDNAク ロ ー

ン(チ トク ロー ムP450のcDNAク ロー ン)の 解 析

精 巣 で は 卵 巣 と 同等 の 発 現 が み られ る が、 生 殖 腺 以 外 の 組織 で は 発 現 がみ られ な

い グ ル ー プ2(Table1)に っ い て グル ー プ 中 で 最 も長 鎖 のpLOA-

0511を 用 い て解 析 した。cDNAの 全 塩 基 配 列 を決 定 しだ と ζ ろ ア ミ ノ酸 残

基 数508、 分 子 量56、910の タ ン パ ク質 を コー ドす る も の で あ っ た。 これ

をNBRF(Nati。nalB三 〇medicalRes宙chFoundation)タ ン パ ク質 デ ー タ ベ ー

ス で 検 索 し た と こ ろ チ トク ロ ー ムP450の 遺 伝 子 族 に高 いホ モ ロジ ー が み られ
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た。 特 に ス テ ロ イ ドホ ル モ ン合 成 に 関 与 す るチ トク ロー ムP4'5・0に ホ モ ロジ ー

が 高 く、 中 で もP450c17(ス テ ロ イ ド17α ハ イ ド ロ キシ ラー ゼ/17、

20リ ア ー ゼ)に 顕 著 な ホ モ ロ ジー が み られ た。 既 に報 告 さ れ て い る ウ シ と ヒ ト

のP450c17と 各 々244残 基(48.O%)、243残 基(47.8%)

が 一 致 した。Fig.5に ほ 乳 類 の種 々 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン合 成P450と の

ホ モ ロジ ー を示 した。 ニ ワ ト リのP450c17と 種 々 のP450と の 間 で保 存

性 の 高 い ド メ イ ン3カ 所 をボ ッ ク スで 囲 い示 した。F(438)か らF(458)

は、 ヘ ム結 合 シ ス テ イ ン(445)を 含 む ヘ ム 結 合 ド メ イ ン と考 え られ て い る領

域、S(348)か らH(376)は ス テ ロイ ド結 合 ドメ イ ン と考 え られ て い る

領 域 で あ る。 この2つ の領 域 は ニ ワ ト リ、 ウシ、 ヒ トのP-450c17の 間(

67-72%)の み な らず、 他 の ス テ ロ イ ド合 成P-450と の 間 で も高 い保 存

性(34-62%)を 示 した。.し か しG(300)か らH(323)の 領 域 は、

P450c17の 間 で は高 い保 存 性(75-83%)を 示 した が他 の ス テ ロイ ド

合 成P450と の 間 で は あ ま り保 存 さ れ て い な か っ た(17-50%)。 特 に こ

の 領 域 のG(300)か らT(311)の12残 基 は3種 の 間 で 完 全 に一 致 して

い る。P450017に 特 異 的 に非 常 に よ く保 存 率れ て い る この 領 域 は、c17

ハ イ ド ロ キ シ ラー ゼ(あ るい は!7、20リ ア ー ゼ)の 機 能 に 重 要 で あ る こ とが

推 定 さ れ る。 グル ー プ2の ク ロー ン が チ トク ロー ムP450のcDNAで あ る こ

と が 明 ら か とな っ た の で 次 に これ を分 子 マ ー カ ー と して 組 織 分 化 の 過 程 で の発 現

様 式 を・調 べ た。 転 写 産 物 はFig.6に 示 す よ う に約1.9kbで 卵 巣、 精 巣 以

外 の い くっ か の組 織 で は検 出 さ れ な か っ た。 発 生 の ス テ ー ジ で み る と卵 巣 で は ふ

卵12日 目 のembryoか ら6Q日 ビォ ま で ほ ぼ一 定(一 定 量 の組 織RNAあ た りの

ハ イ ブ リ ッ ド形 成 量 と して)で あ っ た。 一 方、 精 巣 で は ふ 卵12日 目のembryoで

は ご くわ ず か のmRNAし か検 出 さ れ な か っ た が1日 ビナ で は 卵 巣 よ りも多 量 の

皿RNAが 存 在 した。 また 第4章 で 述 べ た 方法 を用 い て ふ 化 直後 の ヒ ナ の左 右 卵

巣 で の 発 現 を比 較 し た と こ ろ 左 右 で ほ ぼ 同 等 の 発 現 が 認 め られ た。 と こ ろ で ス テ

ロ イ ドホ ル モ ン の生 産 親 織 と し て は 卵 巣、 精 巣 以 外 に副 腎 が あ る。 そ こで 副 腎 に
、

お け る発 現 を 次 に調 べ た。 ノー ザ ンプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン で は 卵 巣、

精 巣 に比 べ て ご く僅 か だ が1.9kbのm・RNAが 検 出 さ れ た。 副 腎 にP450

c17のmRN.Aが わず か し か存 在 し な い 点 は ほ乳 類 と は異 な っ て い る。 し か し
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鳥 類 の 副 腎 皮 質 ホ ル モ ンば17位 が 一 〇H化 さ れ て い な い も の(コ ル チ コ ス テ ロ

ン)が 圭 体 で あ り.こ の点 を分 子 レペ ル で も支 持 す る結 果 で あ る。 更 に卵 巣、 精

巣ト 副 腎 の 各 組 織 に お いて17日 目embryo、1日 ビナ、30日 ビナ、90日 ビナ

の 各 ステ ー ジ に お け る発 現 を.RNAス ロ ッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン 法

で 調 べ た。 そ の 結 果 とFig.16の12日 目embryoの 精 巣、・卵 巣 の結 果 を含 め て

Fig.7に グ ラ フで 示 した。 卵 巣 で は12日 目embryoか ら90日 ビナ ま で ほ と

ん ど発 現 量 に変 化 が み られ な か っ た(相 対 量56-74)が 、 精 巣 で は12日 目

embfyo(相 対 量6.O)、17日 目embry。(相 対 量40)、1日 ビナ(相 対 量1

20)と 急 激 に発現 量 の増 加 が 認 め られ た。 一 方 副 腎 で は、 全 体 的 に 発 現 量 が ご

く僅 か(相 対 量2.6-8.1)で あ っ た が、』雌 雄 共 に17日 目embry。 で の発 現

量(相 対 量6.8-8.1)は1日 ビナ 以 降 の発 現 量(相 対 量2.6-4.3)

の2倍 以 上 で あ っ た。 即 ち 卵 巣.精 巣、 副 腎 の3組 織 に お け る発 現 量 は、 組 織 特

異 的 に 調 節 さ れ て い る が、1日 ビナ以 降 あ ま り変化 が な い。 しか し卵 巣 で は12

日 目e繭ry。 で す で に一一定 レベ ル の発 現 に達 して い るが、 精 巣 と副 腎 に お い て は

embryoか ら1日 ビナ に か け て か な り発 現 量 が変 化す る。 こ の こ と はP456

c17を 分 子 マ ー カ ー と して 組 織 分 化 を見 た 場 合精 巣、 副 腎 で は ふ 化 直 前 に ヒナ

と 同 じ分 化 レベ ル に な るの に対 し、 卵 巣 で はふ 卵12日 目embryoで す で に ヒナ と

同 じ分 化 レベ ル にな って い る こ と を示 して い る。.ま た発 達 を停 止 した右 卵 巣 で も

P450c17が 発 現 して い る こ とか ら、 右 卵 巣 も あ る程 度 まで ス テ ロ イ ドホ ル

モ ン 生 産 組 織 と して の 分化 が 行 わ れ て い る こ と が示 唆 さ れ る。

第6章 総合 考察

卵 母 細 胞 に 蓄 え られ る母 性RNAの 一 種 に対 応 したcDNAク ロー ン と考 え られ

るpLOAO411,お よび ス テ ロイ ドホ ル モ ン合 成 に 関 与 した チ トク ロー ム

P450G17のcDNAで あ るpLOAO511を 分 子 マ ー カ ー と し・て 組 織 分

化 の 解 析 を進 め た。 発 達 を停 止 した ふ 化 直後 の 右 卵巣 は 左 卵 巣 と 共 通 の遺 伝 情 報

も 発 現 して い る 爪pLOAO411に 対 応 す るmRNAの よ う にす で に左 卵 巣

と は 異 な っ て い る面 も あ る。 こ の2っ の グル ー プ以 外 に も 組 織 特 異 性 が あ ま り強

くな い グル ー プ5、6に つ い て 調 べ た結 果 いず れも 右 卵 巣 で左 卵 巣 同様 の 発 現 が
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み られ た。 精 巣 で も 卵 巣 同 様 の 発 現 が み られ る グル ー プ2、5、6の いず れ も が

布 卵 巣で も同様 ⑱発現 を示 し・ 精 巣で発 現 のみ られな い グル ープ1は 右卵巣でも.

発 現 がみ られ な い。 こ の 点 は 発 達 を停 止 した右 卵 巣 が、 精 巣 類 似 の分 化 は 起 こる

が 卵 巣 へ の分 化 は 起 こ らな い こ と を示 唆 して お り興 味 深 い。 一 方 ス テ ロイ ドホル

モ ン台 成 に 関 与 す る遺 伝 子 に着 目 した 場 合、 左 卵 巣 はembryoの 段 階 で す で にふ化

直 後 の ヒナ と 同様 の 分 化 段 階 に到 達 して い る が、 精 巣、 副 腎 は ふ 化 直 前 に ヒナ と

同 じ分化 レベ ル に な る と い う違 い が み られ.た。 ス テ ロイ ドホ ル モ ン合 成 の遺 伝 子

・に 関 して は、 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン合 成 に 関 与 す る他 の チ トク ロー ムP450に 着

目 して 更 に解 析 す る こ と も可 能 で あ る と思 わ れ たの で、 他 のP450の ク ロー 二

、ン グ を試 み た。P450c17の ヘ ム結 合 部 位 の 塩 基 配 列 を合 成 し、 これ を プ ロ

ー プ と して 類 似 塩 基 配 列 に も ハ イ ブ リ ッ ド形 成 す る条 件 で 卵 巣 の ラ イ ブ ラ リー を

ス ク リー ニ ン グ した。 そ の結 果P450c17と は異 な っ た チ トク ロー ム

P450が1ク ロー ン 得 られ た。 こ の チ トク ロー ムP450は 副 腎 と精 巣 で 強 く

発 現 し、 卵 巣 で は ご くわ ず か し か発 現 して い な か っ た。 今 後 この 様 な 方 法 で ス テ

ロ イ ド合 成 に 関 与 す る チ トク ロー ムP450を 単 離 し、 そ れ ら を分 子 マ ー カー と

して 組 織 分 化 を解 析 して 行 く こ と も可 能 で あ る と思 わ れ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究は脊椎動物の発生における性分化を研究する最もよい材料の一つであるニワトリを用い

て,卵 巣分化の分子 レベルの研究に利用できるマーカー遺伝子を検索しその遺伝情報を暁らかに

することを目的 としたものである。また,鳥 類では一般に左の卵巣のみが分化し,右 側の卵巣は

初期に発達を停止するとい う興味深い現象が知 られているので,本 研究では形成過程における左

右卵巣の遺伝子発現の比較 という点にも注 目した。

まず,ふ 化後1～3日 のヒヨコ約200羽 か ら実体顕微鏡下で左,右 卵巣をそれぞれ摘出し,

poly(A)+RNAを 調製 し,Okayama-Berg法 によりcDNAラ イブラリーを作製 した。次に1日 ビ

ナの左卵巣,肝 臓,6日 目胚の全poly(A)+RNAか ら作製 したcDNAを32P標 識プローブとして左

卵巣のcDNAラ イブラリーを検索し,17グ ループ49個 の卵巣特異性の高いcDNAク ローンを得た。

このうち,14グ ループは初期精巣でも発現 していることから,初 期卵巣,精 巣で共通に発現 して

いる遺伝子が多いことが示された。 さらに,卵 巣でのみ発現 している2ク ローン(pLOAO411,

pLON3901),卵 巣 と精巣で発現の見られる1ク ローン(pLOAO511)の 塩基配列決定を行って遺

伝情報解析を試みた。左右卵巣のcDNAラ イブラリーへのハイブ リヅ ト形成実験からpLOAO

411は左卵巣でのみ発現 しているボ,そ の塩基配列中には翻訳可能な情報カミな く,転 写終結点は

一定 しているが開始点が複数存在するなど異常な転写調節を受けていることが分か り,卵 母細胞

中に蓄積される母性RNAの 一つであると考えられた。pLON3901は,Z染 色体由来の配列である

ことが分か り,Z染 色体のDNAウ オーキングが この配列 を出発点 として可能に なった。

pLOAO511は 鳥類で初めて見出されたチ トクロムP-450c17のcDNA配 列であることカミ判明し,

左右両卵巣でほぼ同程度の発現が認められた。 このクローソを用いてふ化前後の卵巣,精 巣,副

腎における同遺伝子の発現の解析を行った。

以上のように本研究にまってニワトリの初期卵巣における遺伝子発現がcDNAク ローンを用い

て解析可能であることが示 された上,Z染 色体由来のDNA配 列が初めてクローン化されたこと,

発達を停止する右卵巣もステロイ ドホルモン合成に関与するP-450c17の 遺伝子の発現に関 して

は左卵巣 と同程度の分化状態にあることが示された ことなど新知見も得 られたことから,審 査員

一同,著 者は農学博士の学位を授与 されるに充分な資格を有すると判定 した。
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