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論文内容要旨

 ヒトをはじめとする多細胞動物は,受精卵というたった1個の細胞を出発点として「発生」

 を始める。その発生とは,時間と空間の軸に沿った遺伝子発現によってもたらされる分化の連

 続により形態形成が起こり,それがさらに連続することによって,1つの秩序だった個体を形

 成していく過程である。1つの細胞から個体へというダイナミックな変化を伴った初期発生は

 古来より多くの研究者の興味の対象となってきた。これまでの初期発生に関する多くの研究は

 ウニなどの無脊椎動物あるいはアフリカツメガエルなどの爾生類を対象として行われてきた

 が,これらの動物は遺伝的変異の記載に乏しく,遺伝子発現と分化の関連性について未知の部

 分が多く残されている。

 哺乳類胚は,完全な調節卵であり,全能性を持つ未分化な細胞集団においてどのように分化

 が誘導されていくのか大変興味ある問題である。そこで,突然変異が多数記載され,遺伝的純

 系も確立されているマウスに着目した。突然変異体を解析することは,それに相当する正常遺

 伝子の機能を知る手がかりとなる。解析に用いた突然変異体はle甑aiye歪iow(、4y)である。

 1et鼓aIyeliowはホモ(、4y/浄)で致死となり,着床できずに死滅していくため,初期発生にお

 ける遺伝子発現と分化の関係を探るうえで好適な材料である。本実験は,

 1.異常を確認し,その現れる時期を決定する。

 2.異常の発現のメカニズムを,回復実験によって分子レベルで解析する。

 という方針に基づいて行った。

 用いたマウスは,C57BL/6」(4/4)および,C57BL/6」一滋y(。4y/4)である。、4y/濃y胚は,。4y/

 α×澱y毎の交配から得,これを実験区とした。またσ/4×躍4あるいは、4y/σ×α如の交配から

 得た胚を対照区とした。

 先に,コンパクションの時朗における大きな割球の脱落が・4肱4y胚特異的な異常とする報告

 がなされていた(Pedersen,1974)。この報告からマウス初期発生における最初の分化誘導が行

 われる,コンパクションの聴期に・4y遺伝子が重要な役割を果たしていることが考えられた。そ

 こで,この報告にある大きな脱落割球に着目し,その異常を確認するため,まず,培養下で形

 態観察を行った。受精卵から胚盤胞まで培養し,その発生を観察したところ,実験区に特異的

 な形態的異常は観察されなかった。先の報告に見られたような大きな脱落割球の出現は実験区,

 対照区にそれぞれ1例ずつ観察されたのみであった。次に培養下に移す時期を2細胞,4細胞,

 8細胞,桑実胚,と変えて胚盤胞まで培養し,同様に発生を観察したが,実験区における特異

 的な異常は観察されなかった。また,胚盤胞までの発生率および,発生速度についても検討し

 たが,実験区に特異的異常は観察されなかった。

 さらに,脱落割球の出現の報告から・8細胞期以降分裂を止める割球の存在することが推測

 され,解離実験を行い8細胞期の割球の分裂能について調べた。8細胞期の胚を解離し,それ

 ぞれの割球を培養して何個の細胞にまで分裂するかを観察した。分裂しない割球から5細胞以
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 上にまで分裂したものまで観察されたが,それぞれの細胞数で分裂を止めた割球が全体の何%

 かを調べ,実験区,対照区の間で比較した。その結果,分裂しなかった割球は実験区,対照区

 ともに約9%であり有意な差は観察されなかった(p>0.1)。またそれ以上分裂した割球の比較

 においても実験区,対照区の間で有意な差は観察されなかった(p〉0.i)。従って本研究におい

 て大割球の脱落は確認されず,胚盤胞形成時までに且y/・型胚特異的な異常は観察されないとい

 う結論に達した。次に,胚盤胞以降の発生に着目し,胚盤胞の孵化について検討したところ,

 孵化率は実験区:46.9%,対照区:76.9%であり,実験区において,、4y/且y胚の異常と考えら

 れる孵化率の有意な低下演観察された(pく。、05〉。実験区における。4y/、4y胚の存在比が1/4であ

 ることから,ここで見られた・実験区における欝化率の低下は理論値より大きく,ノ4y緬胚にお

 いても孵化率鱒低下している可能性が考えられ,対照区として・4y緬xσ加の交配から得られ

 た胚についても孵化率を調べた。結果は79.3%であり,観α×σ如の交配から得られた胚の孵化

 率と有意な差は見られず(p>0.1),実験区に対して有意な差が見られた(p〈0.05)。実験区で

 見られた孵化率は漁yん4y胚によるものであることが示された。

 この実験区における孵化率の低下を1つの系と考え・次に回復実験を行った。回復させる因

 子として,cAMPが考えられた。その理由は,孵化の要因の1つと考えられる,胚盤胞の蒔期

 に胚盤腔形成にcAMPが関与していること,ヘテ濾個体における多面発現の1つである,黄毛

 色形成の療因が色素細胞内のcAMPレベルの低下にあることである。cAMPの膜透過性のア

 ナログdbcAMPを培地中に添加し培養して,その効果を調べた。対照区において有意な変化は

 観察されなかった(鱒化率78.9%,p>O.i)。実験区において孵化率の有意な上昇が観察された

 (82.王%,p〉0.1)。さらにdbcAMPの濃度を10μM,iOOμMと変えたとき,対照区の孵化率に

 は有意な変化が見られなかったが,実験区の孵化率は79.3%,60.0%と濃度依存的に変化し,

 実験区の孵化率上昇にdbcAMPが関与していることが示された。

 dbcAMPを培地に添加することにより孵化率が上昇したことから,君y/ゑy胚中のcAMP量

 の低下が推測された。そこで孵化の時期の胚内cAMP量を測定した結果,胚当りのcAMP量

 は実験区:2.47fM,対照区:3.i8至Mとなり,実験区に有意な低下が観察された(p<0.05)。ま

 た,この時期の対照区の胚にプロティンカィネースAの阻害剤,H8を加え培養したところ,孵

 化率の有意な低下が観察された(25.5%,p<0.05)。また,培養後12時間で胚盤胞内の内部細胞

 塊が解離する異常な形態が観察され,孵化の起こる時期にアデニレートサイクレースを介する

 情報伝達系が機能している可能性が示された。これら一連の実験によって,、4y/、4y胚を含む実

 験区における孵化率の低下は,アデニレートサイクレースを介する精報伝達系における異常に

 よることが示唆された。
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 論文審査の結果の要旨

 マウスのα遺伝子座における、4y対立遺伝子はホモで致死となる致死遺伝子である。この遺

 伝子は今世紀のはじめに発見されたものでありながら,今日までその作用機序は明らかにされ

 ていない。しかも,/iyホモ胚の発生に関する形態的観察から,相矛盾する報告がなされていた

 ものである。

 著者は先づ、4yホモ胚においてどの時期にどのような異常が生じるのか,卵割期の胚培養と分

 離割球の培養によって検討し,・型ホモ胚においても胚盤胞1期までは異常が現れないことを明

 らかにした。次に正常胚発生の着床期に相当する時期に培養條件において見られる孵化現象に

 着目して,・壁毎と、壁/4のヘテ同士の交配による、4yホモを含む胚と,野生型の交配による胚を

 比較したところ・・4yホモ胚では孵化の時期に異常が現れ・孵化が不能であることが観察された。

 そのような異常を修復するためにヂブチリルサイクリックAMPを培養液に加えたところ,

 ・4yホモの孵化率が上昇するような結果が得られた。そこで胚あたりのサイクリックAMPの濃

 度を測定し,、4yホモの胚は野生型に比較して胚あたりのサイクリックAMP濃度が有意に低い

 ことを発見した。

 又,正常胚にタンパクキナーゼAの阻害剤であるR8を加えて培養した結果孵化率の有意な

 低下が観察された。この時形態的にも胚盤胞内の内部細胞塊が解離する異常が観察された。

 これらの実験結果からマウスの正常発生においては孵化一着床の時期にサイクリックAMP

 の濃度上昇が必要であり,・4yホモ胚においてはその濃度を低下させるような異常がある,つま

 りα(アグチ)遺伝子座はアデニルシクラーゼ系の情報伝達系に関与するものであるという結論

 を導いた。

 この成果は哺乳類胚の初期発生における遺伝子の作用に関する新しい知見である。従ってこ

 の論文は著者がこの分野において自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有

 することを示しており,よって西條幸男提出の論文は理学博士の論文として合格と認める。
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