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論　　文　　の　　要　　旨

　6一鮒遺伝子は，ネコのHardy－Zuckem独4肉腫ウィルス性癌遺伝子〃一鮒の塩基性配列と相同性の

高い，正常細胞に存在する細胞性癌遺伝子である。o一鮒遺伝子によってコードされているK1tタンパ

ク質は受容体系チロシンリン酸化酵素の一種で，マウスでは，Kitタンパク質とそのリガンドである

ste㎜cel1factor（SCF）が，生殖細胞，造血幹細胞およびメラノサイトの分化・増殖に関与している。

c一鮒遺伝子はこのように動物の生命活動の基本的な部分に関与していることから，ニワトリにおいて

も，K並タンパク質が生殖細胞の分化・増殖等に重要な役割を果たしていることが予想される。この

研究は，ニワトリ6一鮒遺伝子の生物学的役割を明らかにする第一歩として，ニワトリ鮒タンパク質

の構造，生化学的特性およびその遺伝子の発現パターンを明らかにする目的で行ったものである。

　〔ニワトリε一肪遺伝子のcDNAプローブの作成〕PCR法を用いてニワトリ6一鮒遺伝子cDNAの一

部をクローニングし，これがcDNAライブラリーをスクリーニングするためのプローブとして有効で

あることを確かめた。

　〔ニワトリo一鮒遺伝子cDNAのクローニングおよび塩基配列の決定〕このプローブを用いてニワ

トリ脳のcDNAライブラリーから23個のo一鮒遺伝子cDNAクローンを得た。このうちのユクローン

はニワトリo一鮒遺伝子㎜RNAのほぼ全体に相補的な5！11塩基対のcDNAを含んでおり，この全塩基

配列を決定した。この塩基配列に含まれている開始コドンと終止コドンから予想されるアミノ酸配列

（960アミノ酸塩基）が，マウスのKitタンパク質のアミノ酸配列と高い相同性（63％）を示したこと
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から，得られたcDNAはニワトリの6一鮒遺伝子のcDNAであることが強く示唆された。さらに，こ

のcDNAをプローブとしてニワトリ各組織から抽出したpoly　A＋RNAのノザンブロットハイブリダイ

ゼーション解析を行った結果，約5500塩基のニワトリ6一肋遺伝子服RNAの発現が多くの組織で認め

られ，その発現パターンはネコおよびマウスのそれと対応していた。このことはニワトリにおける

Kitタンパク質がマウス，ネコと同様の生物学的役割を持つことを示唆するものである。

　〔大腸菌におけるchKitタンパク質の生産および抗chKit抗体の作製〕得られたニワトリc一鮒遺伝

子cDNAを大腸菌発現用ベクターに挿入してラ大腸菌内でchKitタンパク質を生産させ，これを精製

してウサギに免疫することにより，抗chKitタンパク質抗血清を作製した。次いで，これを用いて

chKitタンパク質の細胞外領域に特異的なアフィニティ精製抗chKit抗体を作製した。

　〔真核細胞内におけるch鮒タンパク質の発現〕野生型chKitタンパク質およびchKit42タンパク

質（Asp777からAsnへのアミノ酸置換を有する）を発現する真核細胞発現用ベクターを作製して強制

発現させ，これらの細胞溶解物を用いて，抗リン酸化チロシン抗体によるウェスタンブロット解析お

よび｛舳伽oリン酸化実験を行い，chKitタンパク質のチロシンリン酸化酵素活性について検討した。

その結果，ニワトリSCFによる刺激の場合はそれに反応してchKitタンパク質のチロシンリン酸化酵

素活性が上昇するが，マウスSCFでは反応しないこと，c弧itタンパク質もマウスKitタンパク質と

同様に，リン酸化酵素領域内のAsp777がそのリン酸化酵素活性にとって必須アミノ酸残基であること

が明らかになった。

　〔ニワトリ生体内におけるchKitタンパク質の発現〕ニワトリ核組織溶解液の抗Kit抗体を用いた

ウェスタンブロット解析を行い，ニワトリの脳において分子量が145kDaのchKitタンパク質が発現

していることを明らかにした。また｛㈹伽oリン酸化反応実験を行い，このchKitタンパク質が自己リ

ン酸化酵素活性を有することを示した。

審　　査　　の　　要　　旨

　本研究でクローニングされたニワトリ6一鮒遺伝子cDNAは，鳥類において始めてクローニングされ

たc一鮒遺伝子である。このことは，哺乳類のみならず鳥類でもo一肋遺伝子が保持されていることを

示しており，ひいては，6一鮒遺伝子が脊椎動物に広く存在している可能性を示すものである。また本

研究では，ニワトリにおけるKitタンパク質の生化学的性質や生物学的役割が，哺乳類におけるKit

タンパク質の性質や役割と類似したものであることを明らかにしており，その内容は独創性に富んで

いる。得られた知見は，今後ニワトーリの始原生殖細胞をはじめとする生殖細胞，造血幹細胞およびメ

ラノサイトなどの分化・増殖に，ChK1tタンパク質が果たす役割を研究してゆく上で重要な基礎を設

き，鳥類における遺伝資源保存技術の開発や遺伝子転換動物の作製に，道を拓いたものといいうる。

　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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