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論文内容要旨

 脊椎動物の四肢軟骨パターン形成における肢芽先端部中胚葉(進行帯)の重要性は古くから指

 摘されてきた。一連の研究から,進行帯は特殊な外胚葉(AER)によって維持され,軟骨パター

 ン指定の場となる事が示唆されてきた。しかし,進行帯を維持するAERからの作用を担う因子

 についてはほとんど分かっていなかった。本研究はこの因子の同定を主要な目的としている。

 進行帯細胞の特徴としては1)細胞増殖が活発である事2)未分化状態である事3)肢芽内で

 AERに依存した発現をするAV-1抗原及び侃。エ.7遺伝子を発現している事が挙げられる。

 1),2)はマーカーとしてあいまいであるため,まずAV-1抗原の発現を利用してこれを維

 持する因子を検討した。AV-1抗原はニワトリ細胞でしか検出ができないため,また単純な系

 が適する事からニワトリ肢芽細胞の培養系を用いた。この結果細胞成長因子のbFGFとBRL3

 A細胞上清(BRL-CM)の組み合わせの条件でステージ20肢芽培養細胞でAV-1抗原の発

 現を維持しうる事が分かった。

 ステージ20肢芽細胞におけるAV-1抗原の発現は培養1日目にすでに観察でき,1.5日から

 2日にかけての発現のピークがあり,以後減少する傾向が見られた。また,肢芽先端部前側由来

 の細胞でAV-1抗原の発現が観察された。更に細胞集団としての発現が観察され,これらは肢

 芽内でのAV-1抗原の発現がこの条件によって維持されている事を示唆する。また培養の途中

 で条件を変える事によってbFGFがAV～1抗原の発現の維持に関わる主要な因子である事が

 示唆された。

 そこで細胞数の変化,軟骨分化,AV-1抗原の発現,0110エ.7遺伝子の発現に対するbFGF

 及びBRL-CMの効果をステージ20とステージ22の肢芽中胚葉細胞について調べた。AV-1

 抗原の発現はステージ20の培養細胞ではbFGFまたはBRL-CM単独では発現が見られなかっ

 た。ステージ22の培養細胞ではbFGF単独でも発現が見られ,ステージによる細胞の状態の違

 いが明らかになった。

 細胞数の変化から,bFGFによる細胞の維持作用及び増殖の促進作用が示唆された。中胚葉細

 胞の維持に関してbFGFの要求性はステージにより違いが見られ,この違いは肢芽内で観察さ

 れている先端部中胚葉維持に対するAERの要求性と一致し,bFGFがAERからの進行帯維持

 因子の作用を培養系で担っている事が示唆された。

 軟骨分化に対してはbFGFによってステージによらず軟骨分化阻害作用が観察された。これ

 は進行帯細胞の分化状態と一致する。また,Oho劣.7遺伝子の発現もbFGFによって維持される

 事が分かった。

 以上の事実はbFGFが培養系において進行帯細胞の特徴を維持する効果を持つ事を示してい

 る。そこで肢芽内におけるFGFタンパク質の分布をbFGFに対するモノクローナル抗体を用い

 て調べた。この結果,肢芽全体に分布が見られ特にAERと肢芽先端部及び背側の中胚葉に多く

 存在している事が観察された。これは肢芽内においてもFGFタンパク質が進行帯の維持因子と
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 して作用しうる事を示唆する。

 AV-1抗原の発現に関するBRL-CMの因子は分子量1万から3万の範囲に活性が見られ,

 更に分子量30万以下にこの活性を補強する因子の存在が示唆された。しかし,BRL3Aの細胞

 上清中に存在が知られている成長因子ではこの活性は見られず未知の因子である可能性が示唆さ

 れた。

 細胞の維持及び増殖,軟骨分化,σho劣.7遺伝子の発現に関してはBRL-CMは効果がない

 か進行帯の特徴をむしろ失わせる作用が見られた。これについては細胞培養中で,AV-1抗原

 の発現に関わる因子のほかに,CM中の複数の因子が作用している事を示唆する。

 次に,培養系においてbFGFとBRL-CMの組み合わせの条件で維持されたステージ20の進

 行帯細胞に見られる特徴について調べた。肢芽先端部培養細胞集団においてAV-1抗原発現細

 胞は細胞集団としての領域を再形成する性質を持つ事が示された。また,基部細胞においてもA

 V-1抗原の発現が観察され,基部細胞が進行帯細胞の性質の一部を発現する能力を持つ可能性

 が示された。

 また,培養系においてbFGFとBRL-CMの組み合わせの条件下でステージ20の肢芽先端部

 細胞と基部細胞との間で細胞選別の現象が観察された。これは先端部細胞と基部細胞の間に親和

 性の違いがある事を示す。

 更に,進行帯細胞の特徴を維持されたステージ20肢芽先端部培養細胞の肢芽内での軟骨パター

 ン形成能について調べた。コントロールでは前腕部に分布が見られ,宿主の軟骨パターンと独立

 に軟骨形成をする事が分かった。それに対してbFGFとBRL-CMの組み合わせの条件で培養

 した細胞は前腕部から先端部にかけて分布が見られた。これは培養細胞が肢芽内で先端部細胞と

 同程度の増殖をしうる事を示唆する。また,宿主細胞と協調しての軟骨パターン形成をする事が

 分かった。これは培養細胞が正常な軟骨パターンの形成能を持つ事を示す。この結果この条件が

 ステージ20の進行帯細胞の特徴を維持するに十分である事を示す。

 bFGF単独の条件で培養した細胞では上記の双方の場合が観察された。これはbFGFが進行帯

 細胞の特徴を発現する能力を維持する事を示唆する。また,BRL-CMの因子はこの能力を細

 胞の性質として具現化するための補助的な作用を持つと考えられる。

 以上の結果から,1)bFGFが進行帯細胞の維持に関する主要な因子である事,2)BRL-

 CMの因子がbFGFによって維持された細胞に進行帯細胞の特徴を具現化する作用を持つ事3)

 進行帯の特徴を維持された細胞に細胞集団を再形成する能力がある事,4)先端部細胞と基部細

 胞との間に新和性の違いが存在する事が強く示唆された。
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 論文審査の結果の要旨

 四肢能力が軟骨パターンはその原基である肢芽の先端部中胚葉領域,進行帯で形成される。進

 行帯の細胞はその先端部にあるAERの作用によって,未分化の状態で活発に増殖する。またこ

 の状態の維持に関連すると考えられるいくつかの領域特異的なタンパク,mRNAを作っている。

 これらの分子をマーカーとして,培養したニワトリ進行帯細胞をもちいて,進行帯の維持に関

 与している分子を捜し,塩基性繊維芽細胞成長因子にその作用のあることを見いだした。さらに

 発生初期の肢芽においては,肝由来の株細胞であるBRLの培養上清中の成分も必須であること

 を見出した。塩基性繊維芽細胞成長因子を添加することによって,位置特異的膜タンパク,AV-

 1の発現が起こることがImmunoblottingと蛍光抗体法によって,また先端部中胚葉領域に特異

 的なホメオボックス遺伝子chox7の発現がみられることが,Insituhybridizationlこよって示

 された。また繊維芽細胞成長因子の添加によって,進行帯細胞の増殖は促進され,軟骨分化は阻

 害された。

 さらに進行帯細胞を培養後,肢芽に戻すと,対照の培養液で培養した場合は,宿主の軟骨パター

 ン形成に参加せず,過剰な軟骨を作るのに対し,繊維芽細胞成長因子とBRLの培養上清を含む

 培養液で培養した場合は,移植細胞は宿主の軟骨パターン形成に参加し,その分布は,進行帯片

 を直接移植した場合と同様にAER直下まで,基部一先端部軸方向に伸びていた。また抗一塩基

 性繊維芽細胞成長因子抗体を用いた蛍光抗体法により,肢芽の先端部での塩基性繊維芽細胞成長

 因子の存在が認められた。

 叙上の結果から,肢芽進行帯では,AERの作用により,塩基性繊維芽細胞成長因子が多量に

 存在しており,この成長因子の作用によって,未分化状態での活発な増殖が維持されていると考

 えられる。

 この論文は,提出者が自立して,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

 を示している。よって,渡辺明彦提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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