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論 文 内 容 要 旨

個体発生の分子機構が明らかになるにつれて,そ れを再生医療 として応:用できる可能性が指摘 されて

いる。器官構築には,近 年明らかにな りつつある細胞分化の問題に加え,分 化 した細胞がその器官の特

異性に従い機能的に統合 される必要がある。 しかし,こ のような細胞分化の上位で器官のアイデンティ

ティーを決定する機構はほとんど理解 されていない。本研究ではショウジョウバエをモデルに,こ の器

官アイデンティティーがどのように決定されるかという問題を解明することを目的とした。この問題に

対して,シ ョウジョウバエの成虫原基(幼 虫体内

に存在 し,将 来成 虫の どの器官 になるか とい う

ことが決定 してい る体細胞組織)は 有意義な系 を

提供 す る。

これ まで に我 々は,複 眼原 基 において,Notch

シ グナ リングの活性 化 と共 に,人 為 的 に遺伝 子

発現 を操 作す る こ とによ り,そ の細胞 集 団が本

来有す る複 眼 と しての アイデ ンテ ィテ ィー を リ

プ ログラム させ,複 眼 を触角 や翅,肢 とい った

別 の成 虫器 官 へ改 変で き るこ とを見出 してい る

(Fig.1)o

Notchsignalin

1

▼

可
ー

▼

鵬

を肋
vg

l
wing

鼻 ●
,● ● ●

0〃 ノゐ酌

l
antenna

+Anip

加
-

▼

㎏

Fig.1Notchシ グナ リングを中心 とした

異所的 な器官改変系

本研 究では まず,こ の系 にお いて器官特異性 の発現 に関わるA漉 ηηoρε伽(Antp)遺 伝 子 に着 目し,そ

の分子機構 の解 明 を行 うことか ら始 めた。A仰 は翅 と中肢 の ある胸部第二節 の特異性 を与 えるホ メオテ

ィ ック(Hox)遺 伝子 であ り,上 記 の系 において は複眼か ら翅,触 角か ら中肢へ の器官改変 を引き起 こす。

しか し,体 の前後軸 に沿 った位置(体 節)の 特 異性 を決 め るHox遺 伝 子 が,そ の体 節 に由来 して発 生す

る器官 の特異性決定 に どの よ うに関与す るのかについては これまで明 らかに され てい ない。

そ こで本研究で は変異型ANTP蛋 白を用い て,器 官特異性決定 に関 わる機能 ドメイ ンの解析 を行 った。

その結果,ANTP蛋 白をは じめ多 くのHOX蛋 白で保 存 されてい るYPWMモ チー フが,触 角か ら中肢 の

誘導 には関与 しないが,複 眼か ら翅へ の改変に不可欠で ある ことが明 らか とな った。 さらに この とき,

ANTP蛋 白はYPWMモ チー フを介.して,こ れ まで に知 られ ていた コファクターex甘adenticle蛋 白 とで は

な く,基 本転写 因子TFIIDの 構成 因子 であ るTAFIII55(BIP2蛋 白)と 相互作用 し,翅 の誘導 に関わ る こ

とが明 らか となった。 これ らの結果 は,HOX蛋 白が機能 ドメイ ンを介 して コファクター を選択 し,体 節

に付属す る器官 のアイデ ンテ ィテ ィー決定に関与 してい ることを示唆す る最初 の例 である。

続い て,こ の系 において器官特異性決 定に関わ る新 たな遺伝子 の探索 を 目的 として,シ ョウジ ョウバ

エ ゲ ノム 中に存在す る約14000の 遺伝子 を任 意 に強制発現 で きる系統 を用いた,ゲ ノム ワイ ドなスク リ

ーニ ング系 を確立 した。そ して9710系 統 の解析 の 中か ら複 眼を翅へ と改変 させ る新規遺伝子 を同定 し,

蛎π8θ4のθ(wge)と 命名 した。
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w88を 複眼原基で過剰発現 させ た個体 で

は,複 眼 に翅 の基 部側 の構造 か ら先 端 ま

で前 後 ・背腹 とい った軸 形成 を伴 う翅 が

誘導 され るこ とが明 らか となった(Fig.2)。

これ まで に翅 形 成 プ ログ ラム に関わ る遺

伝 子 発現 を上位 で支 配 して い るこ とが知

られてい る遺伝子,vθ ∫'頓α1(v8)を 同様 に

発 現 させ た場 合 で も,こ の よ うに三 次元

ectopicwingwing

Fig.2w8ε の過剰発現に よ り誘 導 され る翅

的なパ ター ンの整 った翅 構造 が誘 導 され るこ とはな く,w8ε が翅 の特 異性 決定 の鍵 となる重 要な遺伝 子

で ある可能 性 が示 唆 され た。 そ してw86を 強制発現 させ た複 眼原 基では,VG蛋 白の異所 的な発現 が誘

導 され るこ とが分 かった。

次 に,w8ε に よ り複 眼か ら翅へ の器 官改変 が引き起 こされ る ときに,も とも と複 眼原基細胞 が示 して

いる複 眼形成 プ ログラムに対 しどの よ うに作用 してい るのか 調べた。そ の結果,複 眼のアイデ ンテ ィテ

ィー決定に重要な役割 を担 うeyesabsent(EYA)蛋 白の発現がw8ε を発 現 させ た細胞 におい て細胞 自律的

に抑 え られ るこ とが明 らか となった。 これ らの結果 よ り,w8ε による複 眼か ら翅へ の器官改変過程 にお

いて,w8θ はv8の 発現 を誘 導 して翅 形成 プ ログラム を立 ち上げ るだ けでな く,本 来の複眼形成プ ログラ

ムを停止 させてい ることが示唆 された。

とこ ろで,w8θ の遺伝 子 産 物 で あ るWGE蛋 白(1658aa)に は,機 能 未知 のbromoa(巧acenthomology

(BAH)ド メイ ン と核 移行 シグナル(929-946aa,1369-1386aa)が 存在す る。BAHド メイ ンは,酵 母か ら

ヒ トにまで保存 され たORCI蛋 白や シ ョウジ ョウ
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Fig.3FLAG-wGE融 合蛋 白 く左)と

FLAG-WGE△BAH融 合蛋 白(右)の

染色体上局在 。

バ エ のASH1蛋 白な どク ロマチ ン リモデ リングに

関わ るこ とが知 られ てい る蛋 白に存在す る。 また

ASHI蛋 白はtrithoraxグ ルー プ(trxG)に 分類 され,

そ の過 剰発現 に よ りHox遺 伝 子の発現 を誘導 し器

官改変 を引き起 こす。 したがってWGE蛋 白も同様

に染 色体上 に局在 し,ク ロマチ ン修 飾 を介 して遺

伝子発現調節 に関わ る可能性 が示 唆 され た。

そ こで,細 胞 内 にお け るWGE蛋 白の 局 在 と

WGE蛋 白におけ るBAHド メイ ンの役割 を調べ る

た め に,N末 にFLAGタ グ を付 け たFLAG-WGE

融合蛋 白お よびBAHド メイ ンを欠いたFLAG-WGE

△BAH融 合 蛋 白を,そ れ ぞれ多糸 染色体 を有す る

唾腺 にお いて過剰 発現 させ免疫 染色 を行 った。 そ

の結果,FLAG-WGE融 合蛋 白は核 に局在 し,さ ら

一14一



に染色体 上におい て特徴 的な局在 を示す ことが分か った(Fig.3左)。 このよ うな局在パ ター ンはtrxGに

属す る蛋 白な どク ロマチ ンの構造変換 を介 して遺伝 子発現 を調節す る蛋 白が示す もの と類似 してい る。

一方 ,FLAG-wGE△BAH融 合蛋 白は核 に局在す るものの染色体上には局在 しない ことが分かった(Fig.3

右)。 した がって,WGE蛋 白はBAHド メイ ンを介 して染 色体上 の特 異的 な位 置に局在す るこ とが明 ら

か とな った。 また,複 眼か ら翅 への器官改変 もWGE蛋 白のBAHド メイ ンに依存す ることが分か った。

次 に,WGE蛋 白 もASH1蛋 白のよ うにHox遺 伝子 の発現誘 導 を介 して器官 改変 を誘 導 して いるのか

ど うか検 証 した。 その結果,w86に よ る複 眼 か ら翅 への器官 改変は,こ の系 にお いて唯一複 眼 か ら翅 へ

の器官 改変 を引き起 こす ことので きるHox遺 伝子,A吻 の作用 に依存 しない ことが示 され た。 したがっ

て,w8ε はHox遺 伝子 に よ り体節の特異性 が決 定 された後 に器官 の特異性 を決定す る過程 に関わる こと

が示唆 され た。また これ らの結 果は,器 官 アイ デ ンテ ィテ ィー の決定 において も,ク ロマチ ンの再構 築

あ るい はそれ に関連す るゲ ノム レベル での転 写制御 が重要な役割 を担 ってい ることを示唆す るものであ

った。

続 いて,w86の 機 能欠失型変異体 を作 製 し機 能解析 を行 った。その結果,w88の 完全欠失変異体では,

幼 虫時 に発生 が停止 し,致 死 とな ることが分か った。 したが って}y86は 発 生過程 の様 々な局面 で重 要な

働 きをしている遺伝 子で あるこ とが示 唆 された。そ してこの ことは内在 性wgθ の発現パ ター ンか らも支

持…された。す なわ ち,幼 虫期か ら蠕 期にか けて,wg6は 発 生 ステ ージにおいて一様 に発 現 して お り,ま

た翅原基 だ けで はな く複 眼原基やそ の他 の様 々な器官で一様 に発現 してい るこ とが分かった。

そ こで,翅 形成な ど成 虫器官形成 にお けるw8ε 欠失 の影響 を調べ るた めに,w86の 変異体細胞集 団(w8θ

変 異体 ク ロー ン)を モザ イ ク状 に有す る個体 を作 製 して解析 を行 った。 その結果,翅 原基 にお けるw88

変 異体 ク ロー ンにおいて,VG蛋 白の発現 が抑 制 され るこ とが分 か り,翅 の正常発 生においてv8の 発 現

にw88が 必 要で あ るこ とが分 かった。一方,複 眼原基 にお けるw8ε の過剰発現 に よ り抑 制 され たEYA

蛋 白の発 現はw8θ 変異 ク ロー ンにおいて脱抑制 され る ことはな く,wgθ 変異体 ク ロー ンにお いてはEYA

蛋 白の発現 も抑制 され るこ とが分かった。またw88変 異体 ク ロー ンを誘 導 した成 虫個体で は,翅 や複 眼

だ けでな く様 々な形態形 成 の異常 が認め られ た。 これ らの結果 か ら,w8θ は翅の特異性 決定のみ な らず

状況 に応 じて様 々な器官形成過程 を制御 してい るこ とが 明 らか となった。

器 官の特異性 は発生過程 の非常に早 い段階 で決 定 され る。 この とき,そ の器官特 異性 は同等 の性質 を

有 す る細 胞集 団の中 か ら生 み出 され な けれ ば な らな い。 今回 同定 したw8ε は一様 に発 現 してお り,器

官特 異性決定 に関わ る。 したがってw8θ はま さにそ のよ うな局面 で働 いてい ることが予想 され る。 さら

にw88は 染色体上 の特 異的な位置 に局在 し,状 況に応 じて様 々な遺伝子 の発現 を制御す る。 したがって

WGE蛋 白は状 況に応 じて染色体上の様 々な遺伝 子座 に局在 しクロマチ ン修 飾 を介 したゲ ノム レベル での

遺伝子発 現調節 を行 っ℃ いるこ とが考 え られ る。 さらに本研究 では,ヒ トやマ ウスにお いてもw8θ ホモ

ログ遺伝 子 を見出 し,種 を越 えて同様 の器官 アイデ ンテ ィテ ィー決定機構 の存在 が示唆 され た。今 後,

WGE蛋 白 とク ロマ チン との関わ りをゲ ノム レベル で網羅 的に解析す るこ とで,相 同な細胞集 団か ら器官

の特 異性 が どの よ うに決定 され るのかにつ いてそ の全容 が初 めて浮 き彫 りにな ると考 えられ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

発 生生物学 の進展 に伴 い,体 づ く りの分子機構 を再生 医療 として応用す る可能性 が論 じられ始めてい

る。 しか し,機 能 的に統合 され た器 官構 築 を約束す る器 官のアイデ ンテ ィテ ィー が どの よ うに決定 され

るのか にっい ては,ほ とん ど理解 されてい ない。本研究 は,シ ョウジ ョウバエ の成 虫原 基をモデル に,

器官特 異性決 定の分子機構 を解 明す ることを 目指 した もので ある。

本研究 では,ま ずAntennapedia(Antp)蛋 白の器官 特異 性決定に関わる機能 ドメイ ンの解析 を行った。

A仰 遺伝子 は,翅 と中肢 の ある胸部第 二節 の特異性 を与 えるホ メオテ ィ ック(Hox)遺 伝子 であ る。そ

の結果,ANTP蛋 白は,多 くのHOX蛋 白で見 られ るYPWMモ チー フを介 して,こ れ まで知 られ ていた

コフ ァクター とではな く,基 本転写 因子TFπDの 構成 因子TAFIll55と 相互作用 し,翅 の特 異性 決定に

関わる ことを明 らか した。 この結果 は,HOX蛋 白が機能 ドメイ ンを介 してコファクター を選択 し,体 節

に付随す る器官 の特 異性 決定に関わ ることを初 めて示唆す る結果 である。

次 に本研 究 では,器 官特 異性決定 に関わ る遺伝 子 をゲ ノム ワイ ドに同定で きるスク リー ニ ング系 を確

立 し,複 眼 を翅へ と改変す る新規遺伝子 贈g記 のθ(wgθ)を 同定 した。wgε 遺伝 子 によって誘導 され た

異所 的 な翅 は,三 次元 的な軸 形成 を伴 ってお り,w8ε 遺伝子 が翅の特異性決 定に重要 な働 きを果 た して

いる ことが示唆 され た。WGE蛋 白は,ク ロマチ ンの リモデ リングに関わ る蛋 白に見 られ るBAHド メイ

ンを有 して お り,BAHド メイ ンを介 して染色体 の特徴 的な位置 に局在 した。 これ らの結果 は,WGE蛋

白が クロマチ ンの構造 変換 を介 して翅 の特 異性決定 に必 要な遺伝子発 現 を制御 してい るこ とを示唆 して

い る。実 際,WGE蛋 白は,複 眼 を翅へ と改変す る際 に,複 眼原基において翅 の形成 に必要 なvε∫∫'8鋸(り8)

遺伝子 の異所的 な発現 を誘 導 し,複 眼の形成 に必 要な のθ∫励∫8η∫(eya)遺 伝子 の発現 を抑制す るこ とが

示 され た。

さらに本研究 では,w8θ 遺伝 子 の欠失変異体 を作成 し,w8θ 遺伝 子が翅原基で のv8遺 伝子 の発現 に不

可欠 で ある ことを確認 す る と共 に,w8ε 遺伝子 が複 眼原 基での のα遺伝 子の発現 に も必要 とされ る こと

を発 見 した。 さらに,w88遺 伝子 が,翅 や複 眼だ けでな く様 々な成虫器官 の構築 に必要で あるこ とを明

らか に した。この結果 は,w8θ 遺伝子 が状況 に応 じて様 々な器官形成 を制御 してい ることを示唆 している。

この知 見 は,w8θ 遺伝 子 が普 遍的 に発現 してい るこ とか らも支 持 され た。 これ らの結果 は,様 々な器官

の アイ デ ンテ ィテ ィーの決定 に,普 遍 的に発現す るw8θ 遺伝子 が関与す るこ とを示唆 してお り,個 体発

生の過程で,均 一 な細胞集 団か ら器官 の特 異性 が隼 じる過程 を初 めて説 明す る。

以上 の よ うに本研 究で得 られ た知 見は,こ の分野 の研 究に新 たな視点 を与 える ものであ る。 よって,

本論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 と して合格 と認 める。
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