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論文の内容の要旨

(自的)

脳梁の形成に関与する遺伝子は多数報告されているが、その作用機序は解明されていない。 Tet-on& 0百

遺伝子導入マウス (TASマウス)を作製し、戻し交配により作製したおALB/c系統の遺伝背景をもっ TAS

マウス(C.TASマウス)を解析したところ、脳梁欠損を示す個体が出現することを見出した。 Tet-on& 0百遺

伝子は脳の発生に対し影響を及ぼさないと考えられているため、C.TASマウスで観察される脳梁欠損は導入

遺伝子の挿入により引き起こされたホストゲノムの変異に起因するものと予想される。そこで、本論文では

TASマウスにおける脳梁欠損の原因遺伝子を特定することを目的とした研究を行った。

(対象と方法)

(1) C.TASマウスにおける midlineglial populationsと脳梁を形成する軸索について、各種抗体を用いた免

疫染色によって観察した。 (2)C.TASマウスにおける導入遺伝子の染色体挿入部位を、日uorescencein situ 

hybridization (FISH)、RT-PCRおよび Genomewalking法により解析したo (3) C.TASマウスで発現異常が認

められた遺伝子の発現様式と細胞内局在を Northernblotting、Westernblotting、免疫染色により検討した。 (4)

C.TASマウスにおいて発現異常が認められた Cablesl(CDK5 and Abl enzyme substrate1)遺伝子のノックアウ

トマウス (CableslKOマウス)を作製し、脳梁形成について形態学的手法を用いて解析した。 (5)C.TASマ

ウスと CableslKOマウスとの交配により得たマウスの脳梁を形態学的手法を用いて解析した。

(結果)

C.TASマウスでは大脳の正中まで脳梁軸索は投射されていた。また、 midlineglial populationsは存在して

いたが、左右の半球の離断と中編の形態異常が観察された。

次に、複製中期の染色体標本を用いた FIS註解析を行った。その結果、導入遺伝子は第 18番染色体に挿

入されていることが明らかとなった。次いで、間期核染色体標本を用いたマルチカラー FISH解析により、

導入遺伝子の挿入領域は第 18番染色体の 11.1Mbから 12.9Mbの関であることが判明した。この領域を

Long PCRにより解析した結果、 TASマウスでは第 18番染色体の 12，058，849bpから 12，070，825bpまでの約

12 kbのゲノム配列が欠損しており、その欠損部に導入遺伝子が挿入されていることが明らかとなった。さ
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らに Genomewalking解析により、 Cables1遺伝子の第 4エクソンが欠損し、その部位に導入遺伝子が挿入さ

れていることが確認された。この変異白bles1遺伝子を Cables17川遺伝子と名付けた。

C.TASマウスにおける Cables1の発現を検討するために、ホモC.TASマウスと野生型マウスの大脳より

RNAを抽出して Northernblottingを行った結果、ホモC.TASマウスでは Cablesl第 1~ 3エクソンまでと

tTSが融合した白bles1T.4.'imRNAだけが発現しており、野生型 Cables1の発現は確認されなかった。この

Cables17川、 cDNAを発現ベクターに導入し、 HEK293T細胞に発現させて Westernblotting解析を行った結果、

Cahles1の第 iから 3エクソンに相当する分子量の約 30KDaのタンパク質が検出された。また、神経様細胞

に分化誘導した Neuro2A細胞を用いて Cableslの細胞内局在を解析したところ、 CableslTASは野生型 Cablesl

と同様に細胞体と神経突起に存在していた。

さらに白bles1の脳梁形成における役割を明らかにするために、 BALB/c由来の ES細胞を用いて Cables1

のノックアウト (KO)マウスを作製し、解析した結果、 CableslKOマウスは正常な脳梁形態を示した。従っ

て、 Cablesl遺伝子の欠失でなく Cablesl遺伝子が CableslT.4S遺伝子へと変異することが、C.TASマウスにお

ける脳梁欠損の原因であることが示唆された。そこで、 CableslKOマウスとヘテロC.TAS(Cablesr17川)マ

ウスを交配し、得られた CableslKO・TAS(Cables1ITAS)マウスを観察したところ、 6例ともすべて脳梁が欠

損していた。従って、野生型の Cablesl遺伝子が Cables17
:
4s遺伝子へと変異することが脳梁欠損の原因であ

ることが示唆された。

(考察)

本研究において、脳梁欠損を示す C.TASマウスにおける導入遺伝子の挿入突然変異部位を特定し、この

挿入突然変異により白blesl遺伝子が Cables1TAS遺伝子に変異したことを明らかにしたD さらに、 CaルslKO 

マウスは脳梁欠損を示さなかったのに対し、C.TASマウスと白bles1 KO-TASマウスでは脳梁が欠損してい

たことから、C.TASマウスが示す脳梁欠損は、変異タンパク質 CableslT:¥Sの効果に起因すると考えられたョ

審査の結 果 の 要 旨

本研究では、 BALB/c系統の遺伝背景において脳梁欠損を示すC.TASマウスにおける導入遺伝子の挿入突

然変異部位を特定し、脳梁欠損の原因が Cablesl遺伝子の完全欠損ではなく、挿入突然変異による Cables1

遺伝子の白bleslTAS遺伝子への変異で、あることを示した。従って、本研究は、脳梁形成の新規の機構を示し

たことで高く評価できる。

平成 24年 1月6日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求め、

関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。

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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