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論　　文　　の　　要　　旨

　細胞増殖因子は，細胞の増殖を促進あるいは抑制するタンパク質として作用しているばかりでなく，細

胞分化の調節因子としても機能していることがわかっている。最近，細胞増殖因子の臓RNAやタンパク

質が初期胚申に検出され，初期発生における形態形成に細胞増殖因子が重要な役割を担っていることが明

らかにされつつある。たった一つの細胞である受精卵より，多細胞からなる親と同じ個体になるまでの課

程に数多くの生理活性物質がその発生・分化のプログラムを精綴に制御していることは想像に易い。

　両生類の受精卵は，黒い色素を含む動物半球と卵黄穎粒を多く含む植物半球に区別できる。卵割が

進み桑実胚を経て胞胚になると，胚の帯域の細胞が分化し新たに将来，筋肉や骨等の組織になる中胚

葉と呼ばれる細胞集団を形成する。この「中胚葉誘導」と呼ばれる現象は，胚移植の実験から胚の植

物極側の細胞が動物極側の細胞に働きかけて引き起こされることが明らかにされている。この中胚葉

誘導に関わる分子の実体は，長い間謎とされてきた。

　アクティビンは，卵胞刺激ホルモン（FS蘂）の分泌を促進する因子として卵胞液申から単離精製さ

れたホルモンであるが，その一次構造が形質転換増殖因子（Transfor㎜i㎎Growth　Factor一β）と良く

似ていたことからアクティビンの細胞増殖因子としての作用が示唆されていた。その後，アクティビ

ンが赤芽球分化誘導因子（EDF）と同一であることが明らかにされるなど，現在アクティビンはホル

モンとしてばかりでなく細胞増殖因子としても機能するタンパク質として認識されている。

　上野らは，ヒト・組み換え型アクティビンをツメガエルの予定外胚葉に作用させたところ，本来表

皮になる細胞集団の申に中胚葉性組織（筋肉や脊策など）が形成されることを明らかにしたg組み換
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え型アクティビンに強力な中胚葉誘導活性があることから，アクティビンが両生類の内在性申胚葉誘

導因子として機能している可能性がある。ツメガエルでは胚由来の遺伝子の転写は胞胚期まで活発に

行われないため，初期胞胚までに起こる申胚葉誘導などの胚発生に必要な物質は，母性由来の臓RNA

又はタンパク質として供給されている。そこで本研究では，アクティビンが内在性の因子として初期

発生において機能していることを検討するための第一歩として，分子生物学的手法により両生類のア

クテイビンとその受容体の構造を解析した。

（1）ツメガエル・アクティビン類似遺伝子のクローニング

　　ッメガエルのアクティビン遺伝子を得るために，哺乳類のアクティビン遺伝子をプローブとして，

　ツメガエルの染色体遺伝子ライブラリーをスクリーニングした。その結果，哺乳類のアクティビン

　と87％の相同性を示す遺伝子ばかりでなく，アクティビンと構造がよく似た骨形成因子（BMP）の

　遺伝子を得ることができた。両生類のB搬の成熟タンパク質部分をヒトのものと比べると，114あ

　るアミノ酸のうちわずか3つのアミノ酸にしか違いが見られなかった。クローン化した遺伝子をプ

　ローブとしてツメガエル初期胚における㎜艮NAの発現時期を調べたところ，BMPのm艮NAが未受

　精卵中から存在しており，アクテイビンの㎜RNAは幼生期以降に検出できることがわかった。

（2）ツメガエル初期胚にある骨形成因子の解析

　　骨組織がない未受精卵中にアクティビンに良く似たBMPの醐RNAが存在していることから，初

　期発生の形態形成に重要な役割を担っている可能性がある。そこでクローン化したBMP遺伝子を

　プローブとして未受精卵cDNAライブラリーをスクリーニングしたところ，3種類のcDNAを得る

　ことができた。ヒトで報告されたBMPのアミノ酸配列との類似性から，これらの3つのcDNAは

　BMP－2，BMP－4およびBMP－7をコードしていることがわかった。発生過程におけるこれらの

　㎜RNAの発現を解析したところ，いずれの㎜RNAも母性由来の㎜RNAとして発現しているが，胚

　発生過程において別々に，臓RNAの転写が制御されていることがわかった。次にBMP蛋白質の初

　期胚における挙動を解析する目的で，BMPの成熟蛋白質部分に対する抗体を作製した。抗体価が上

　昇したBMP－4に対する特異的な抗体を使ってツメガエル初期胚のBMP－4蛋白質を検出したとこ

　ろ，分子量約27kDaの単量体として存在していることがわかった。

（3）アクティビン受容体遺伝子と初期胚での発現

　　アクティビンのツメガェル初期胚における生理作用は，初期胚に存在するアクティビン受容体の

　構造と機能を明らかにすることによっても検討することができる。そこでツメガエル初期胚にある

　アクティビン受容体の構造を解析した。マウスの培養細胞を使った実験によりアクティビンには，

　分子量の違いにより3種類（工型：42kDa，皿型：5ユkDa，皿型：15ユkDa）の受容体が存在するこ

　とが確認されている。このうち皿型の受容体がクローン化され，細胞内領域にSer／Thrリン酸化酵

　素をコードしていることが明らかにされている。このマウス・アクティビン受容体のcDNAをプ

　ローブとしてツメガエル初期胚cDNAライブラリーをスクリーニングした。その結果，哺乳類で報

　告されている虹型受容体ばかりでなく，皿型と良く似た皿B型受容体と瓦B型受容体のSer／Thrリ

　ン酸化酵素領域のC末端側約100アミノ酸を欠損した受容体をコードする3種類のクローンを得る
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　ことができた。胚発生過程における㎜RNAの発現時期を解析したところ，いずれの受容体の聰RNA

　も未受精卵申で転写され胞胚期以降異なるパターンで発現することがわかった。

（4）欠損型アクティビン受容体のツメガエル初期胚での機能

　　欠損型受容体は，受容体タンパク質のC末端側に位置するSer／Thrリン酸化酵素領域を半分欠失し

　ていることからアクティビンのシグナルを伝達できない受容体である可能性を予想した。皿型やH　B

　型受容体の醜RNAを両生類初期胚に注入すると，その胚が持つ本来の頭尾軸に加え新たに頭や尾（二

　次軸）を形成すとことが知られている。欠損型アクティビン受容体の鰍RNAを｛舳伽oで合成し初期

　胚に注入したところ，欠損型受容体㎜RNAを注入しても，皿型や瓦B型受容体と同様に二次軸が形

　成された。次にアクティビンに対する受容体の応答能を検討するために，蜘RNAを注入した胚から予

　定外胚葉を切り出しアクティビン添加後，α一アクチン㎜RNAの発現誘導を調べた。このアッセイに

　おいても同様に，いずれの受容体の㎜RNAを注入してもα一アクチンmRNAの発現が上昇したことか

　ら，欠損型受容体もアクティビンのシグナルを細胞内に伝達できることがわかった。ウサギ網状赤血

　球由来の抽出物を使って伽。伽。で欠損型アクティビン受容体の㎜RNAを翻訳したところ，分子量が

　約64kDaと推定された。マウスのI型アクティビン受容体の分子量が約42kDaと推定されていること

　ならびに欠損型受容体がアクティビンのシグナルを細胞内に伝達できることを考え合わせると，ク

　ローン化した欠損型受容体は両生類のI型アクティビン受容体である可能性が示唆された。

　　本研究によりアクティビンやアクティビン受容体ばかりでなく骨形成因子が両生類に存在してい

　ることが明らかとなり，初期胚における形態形成に深く関わっていることが示唆された。またこれ

　らに対するcDNAや抗体を使って初期胚におけるアクテイビン類似物質の生理作用を分子の言葉で

　解明することが可能になった。

審　　査　　の　　要　　旨

　アクティビンは，卵胞刺激ホルモン（FSH）の分泌促進因子として精製されたタンパク質であるが，

その後赤芽球分化誘導活性など様々な生理作用を有することが明らかになりつつある。本論文は，ア

クティビンが初期胚申に存在し発生過程の形態形成に重要な役割を担っている可能性を明らかにする

目的で行っている。哺乳類のアクティビン遺伝子をプローブとして両生類の遺伝子をクローク化し，

アクティビンの㎜RNAが発生後期に検出できることを明らかにした。またアクティビンの作用をリガ

ンド側からばかりでなく受容体側からも検討している。なかでも細胞内にあるリン酸化酵素領域を半

分欠損したアクティビン受容体遺伝子を世界に先駆けて単離し，初期胚申での生物学的機能を解析し

たことは非常に高く評価できる。さらにアクティビン遺伝子をクローン化する過程で骨形成因子の遺

伝子を得ることにも成功し，発生過程における。㎜RNAやタンパク質の挙動を解析している。骨組織が

まだ形成されていない初期胚で，骨形成因子の新たな生理的機能を示唆している点でも意義深い。

　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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