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論文の内容の要旨

（目的）

　水晶体は末分化で分裂能を有する上皮細胞と，それが最終分化した線維細胞の2種類の細胞群から構成される。

水晶体特異的なクリスタリン遺伝子群の組織特異的な発現制御を行うエンハンサーエレメントに結合する因子と

して，塩基性ロイシンジッパー型の転写因子であるMafファミリーに属するしMafがニワトリで単離された。し

Mafは，水晶体で特異的に発現し，網膜初代培養細胞に導入するとクリスタリン蛋白質群の発現を促進する事が

知られている。従って，水晶体形成遇程はMaf転写因子による細胞分化・器官形成の制御機構を研究する上で格

好のモデル系となる。本研究では，遺伝学的解析を使う事ができるマウスを用いて，マウスの水晶体発生過程に

おいて特異的に発現するMaf因子を同定し，その働きを個体レベルで包括的に理解することを目的とした。

（対象と方法）

　水晶体で特異的に発現するMaf因子を単離するため，特異的な縮合プライマーを設計し，マウス水晶体のm脳A

を鋳型としたRT－PCR解析を行った。得られたMaf遺伝子群の発現を加3伽ハイブリダイゼーション法を用いて

検討した。遺伝子欠損マウス作成のための遺伝子は，マウス129s切由来のゲノムライブラリーより単離し，工06Z

遺伝子挿入型のノックインベクターを構築した。ES細胞とそれから派生するマウスの遺伝子型はPCR法とサザン

ブロット法により決定した。閉φ遺伝子座に挿入したLacZ活性は，X－ga1を基質として検出した。得られた個体

に対し，組織免疫染色法とRTPCR法を用いてクリスタリン蛋白質と遺伝子の発現を解析した。

（結果）

ユ）マウス水晶体に発現するMaf遺伝子の探索

RTPCR法を用い，マウス水晶体に発現するMafとして，GMaf，Ma鎚，Nr1の3種類を得た。加∫伽ハイブリダ

イゼーションを行い，GMafが水晶体線維細胞に，Ma把が水晶体上皮細胞に特異的に発現することを発見した。そ

こで，GMafがマウス水晶体形成過程に重要であると考え，ひ刎ψ遺伝子欠損マウスの作製に着手した。

2）閉ψ遺伝子欠損マウス作製

　マウスゲノムライブラリーより閉ψ遺伝子を単離し，その構造を決定した。閉φはイントロンを持たない遺
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伝子である事が判明したので，その翻訳領域を五α6Z遺伝子と置き換えたベクターを構築した。このベクターをES

細胞に導入し，5クローンが得られたので，それらに由来するキメラマウスを作製した。

3）6一刎ψヘテロ遺伝子型マウスにおけるLacZ発現とホモ遺伝子型マウスの表現型の解析

　閉φヘテロ遺伝子型のマウスにおけるLacZ活性を解析した結果，c－Mafの発現部位は水晶体線維細胞に限局し

ており，上皮細胞では全く発現が認められなかった。

　閉αグホモ欠損マウスの水晶体は空胞を有し，大きさも野生型と比べ，体積にして1／8から1／10と非常に小さかっ

た。胎児期に遡って解析した結果，閉φホモ欠損マウスでは，水晶体線維細胞の伸長が阻害され，成長できない

事が明らかとなった。

4）閉φホモ欠損マウス水晶体でのクリスタリン遺伝子群の発現

　閉φホモ欠損新生児マウスの水晶体に対して，各クリスタリン蛋白質に対するモノクローナル抗体を用いて組

織免疫染織を行った結果，各クリスタリンの発現は一様に著しく減少していることが解った。次に，各クリスタ

リン遺伝子のRTPCR解析を行った結果，全てのクリスタリンのm脳Aが著しく減少している事，特にγ一クリ

スタリン遺伝子の発現が全く検出されない事が明らかになった。

（考察と結語）

以上の実験から次の2点が結論された。

（1）閉φ遺伝子は水晶体線維細胞特異的に，〃媚は水晶体上皮細胞特異的にその発現が認められた。

（2）閉φ欠損マウスの水晶体ではクリスタリンの発現が著しく減食し，線維細胞伸長が阻害されており，その結

　果，水晶体が正常に形成されない。γ一クリスタリン遺伝子のフレームシフト変異マウスでは，閉φホモ欠損

　マウスと同様に線維細胞の伸長が阻害され，空胞を有した水晶体が認められた。γ一クリスタリン遺伝子のエ

　ンハンサーエレメントにはc－Mafが結合しうるMARE配列が存在することから考えて，閉αグホモ欠損の表現型

　はクリスタリン遺伝子群の発現減少に起因している可能性が高いと考えられる。

審査の結果の要旨

　マウスの水晶体形成過程における転写因子c－Mafの関与を明らかにした論文である。マウス水晶体に特異的に発

現するMaf遺伝子群の同定から閉φ遺伝子の個体レベルでの解析までを行っている。解析の結果，閉ψノック

アウトマウスでは，クリスタリン遺伝子の発現が減少している事，水晶体線維細胞の伸長が起こらない為に水晶

体が正常に形成できない事が明らかになった。γ一クリスタリン遺伝子にフレームシフト変異を持つマウスでも

類似の表現型が観察される事から，閉ψ遺伝子欠損の表現型は，クリスタリン遺伝子発現が失われた為に引き起

こされた可能性が高い事が考えられる。

　マウスの水晶体に発現する遺伝子の同定から始め，ノックアウトマウス作成による遺伝子機能解析までを一環

して行っており，遺伝子の解析も詳細に論理的に進められている点が大いに評価できる。しかしながら，6一例φ遺

伝子の水晶体分化における役割や他の転写因子との関連，さらにノックアウトマウスが死亡する原因などに関し

て興味深い未解決の問題が多く残されており，今後の更なる解析が期待される。

　よって，著者は博士（医学）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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