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学位論文内容の要旨

ア ナ ナ ス シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ の 複 眼 形 態 突 然 変 興 Omは ゲ 丿 ム 中 、 22遺 伝 子 座 に 位 置

づ け ら れ 、 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン tomの 挿入 に よ って 生 ずる こ と が分 か っ てい る 。ま

た 、 多 面 的 発 現 が 見 ら れ な ぃ 、 半 優 性 、 neomorphで あ るな ど の 遺伝 的 特 徴を 有 して い

る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ ノ く ェ の 複 眼 は 規 則 的 に 並 ん だ 、 約 700個 の 個 眼 か ら 構成 さ れ てい

る 。 と こ ろ が 、 Om突 然 変 異 個 体 で は 、 複 眼 中央 部 付 近の 個 眼の 欠 失 、配 列 の乱 れ 、 形

態 異 常 な ど が 観 察 さ れ る 。 こ れ ら の 異 常 は 個 眼 の発 生 過程 が 正 常に 進 行 しな か った 結

果 と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 Om突 然 変 異 の 解 析 は 、 個眼 を 構成 す る 細胞 の 分化 決 定 を担

う 分 子 機 構 の 解 明 に 手 が か り を 与 え る も の と期 待 さ れる 。 本研 究 で は、 Om突 然 変 異群

の 中 で も特 異 的な 表 現 型を 示 すOm( 2D)に つ いて 、Omr 2D)遺 伝子の同 定、Omr 2D)表現 型

誘 導 の機 構 解明 、 Omr 2D)遺伝子の 機能の解 析を賦み た。

Om「 2D)遺 伝 子座 の 遺 伝学 的 地図 上 の 位置 と tom因 子 の 細胞 学 的位置 はよく一致 する

こ と か ら、 tomを プロ ー ブと し て Omf 2D)突 然 変異 系 統 のゲ 丿 ム ライ プ ラリ ー を スク

リ ーニ ン グし 、 Om( 2D)遺伝 子 座を 単 離 した 。 さら に 、 Om( 2D)突 然変異系統 及び、染 色

体 異 常 を 伴 っ た 復 帰 突然 変 異 系統 の Om( 2D)遺 伝 子 座の ゲ 丿ム 構 造 を解 析 レ 、突 然 変異

の 原 因は 、 亡om因 子の Om( 2D)遺伝 子 近 傍へ の挿 入による こと、また 、Om( 2D)遺伝子 は

tom挿 入 点 の テ ロ メ ア 側 に 存 在 し て い る ら し ぃ こ と を 示 し た 。

ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Om( 2D)遺 伝 子 座 由 来 の DNA断 片 を プ ロ ー ブ と て ノ ー ザ ン 解 析

を行ったところ、tom挿入点のテロメア側にはニつの転写領域が存在しており、それ

ぞれ1．6kbと3．6kbの転写産物をコードしていることが判った。第一章では、
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1.6kbの 遺 伝 子 が Om( 2D)遺 伝 子 で あ る か 否 か に つ い て 検 書 寸 し た 。 ま ず 、   1． 6kb

遺 伝 子 の c DNAを 3齢 幼 虫 期 山 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ

の 塩 慕 配 列 を 遺 伝 予 デ ー タ ペ ー ス で 検 索 し た と こ ろ 、 喃 乳 類 の オ ル ニ チ ン ア ミ 丿 ト ラ

ン ス フ ウ ラ ー ゼ （ OAT） ブ リ カ ー サ ー と 高 い ホ モ ロ ジ ー を 示 す こ と が 判 明 し た 。 こ

の 遺 伝 子 が 本 当 に シ ョ ウ ジ ョ ウ ノ く ェ の OATを コ ー ド し て い る か ど う か を 確 か め る た

め に 、 c DNAを 発 現 ペ ク タ ー に 紺 み 込 み 大 腸 蘭 内 で 発 現 さ せ 、 得 ら れ た タ ン バ ク 質

に 対 す る 抗 体 を 作 成 し た 。 こ の 抗 体 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ の OAT活 性 を 阻 害 す る こ と

か ら 1． 6kb遺 伝 予 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ ェ OATを コ ー ド し て い る と 結 諭 し た 。 も し 、

OAT遺 伝 予 が Om( 2D)遺 伝 予 で あ る と す れ ぱ 、 Om( 2D)突 然 変 貝 系 統 と 野 性 型 系 統 の 間

で 3齢 幼 虫 期 の 複 眼 原 基 の OAT活 性 に 差 が あ る と 考 え 、 両 者 で 活 性 を 比 較 し た が 、

顕 著 な 差 は 見 ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 OATcDNAに カ sp70遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー

を 結 合 し た キ メ ラ 遺 伝 予 を P囚 子 を 用 い た 形 質 転 換 法 に よ っ て キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ パ

エ に 導 入 し た 。 熱 シ ョ ッ ク に よ っ て 人 為 的 に OAT遺 伝 子 を 発 現 さ せ た と こ ろ 、

OAT活 性 は 上 昇 し た に も 関 わ ら ず 、 複 眼 の 形 態 に 異 常 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら

の 結 果 か ら 、 OAT遺 伝 予 は Omr 2D)遺 伝 予 で は な い と 結 諭 し た 。

第 二 章 で は 、 も う 一 方 の 3． 6kb遺 伝 子 に 関 す る 解 析 結 果 に つ い て 述 べ る 。 こ の

遺 伝 子 が Om( 2D)遺 伝 子 で あ る か ど う か 確 か め る た め に 、 ま ず 、 こ の 遺 伝 子 の cDNA

及 び 、 ゲ 丿 ム ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 エ ク ソ ン ー イ ン ト ロ ン 構 造 を 明 ら か に し

た 。 さ ら に 、 復 帰 突 然 変 異 系 統 の Om( 2D)遺 伝 子 座 ゲ ノ ム 構 造 を 鮮 し く 調 べ た と こ ろ 、

復 帰 突 然 変 異 系 統 で は 、 こ の 遺 伝 予 の エ ク ソ ン の 一 部 を 欠 い て い る こ と が 明 ら か と

な っ た 。 従 っ て 、 こ の 遺 伝 子 こ そ が Om( 2D)遺 伝 予 そ の も の で あ る と 結 諭 し た 。 次 に 、

Omr 2D)の 複 眼 形 態 異 常 の 誘 導 メ カ ニ ズ ム に つ い て 嗣 べ た 。 Om( 2D)遺 伝 子 は 野 性 型 幼 虫

の 複 眼 原 基 で は ま っ た く 発 現 し て い な い の に 対 し 、 Om( 2D)突 然 変 異 個 体 の 複 眼 原 基 で

は 、 個 眼 へ の 分 化 が 開 始 さ れ て い る 付 近 で 強 く 帯 状 に 発 現 し て い る の が 観 察 さ れ た 。

ま た 、 Omr 2D)遺 伝 子 が 過 剰 に 発 現 し て い る 領 域 で は 野 性 型 で は 見 ら れ な い 細 胞 死 が 観

察 さ れ た 。 さ ら に 、 Om( 2D)cDNAを 人 為 的 に 3齢 幼 虫 期 に 全 身 で 発 現 さ せ る と 、 成

虫 の 複 眼 に の み 形 態 異 常 が 現 れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 以 下 の 事 柄 が 示 唆 さ れ る 。

（ 1）   tom因 子 は 近 傍 の 遺 伝 子 の 転 写 を 促 進 す る 作 用 を 持 ち 、 し か も そ の 作 用 は 幼 虫

期 の 複 眼 原 基 の 中 心 付 近 で 有 効 で あ る 。   （  2)本 来 は Om( 2D)遺 伝 子 は 複 眼 原 基 に お ぃ

て 機 能 し て い な い が 、 亡 omの 作 用 に よ っ て 、 複 眼 原 基 で 強 く 発 現 さ せ ら れ た 結 果 、 個
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眼 の 分 化 が 妨 げ ら れ 複 眼 形 憩 の 異 常 と な る 。   （  3)し か も 、 Omr 2D)遺 伝 子 産 物 発 現 の

影 響 が 複 眼 原 基 に 限 ら れ て い る こ と か ら 、 Om( 2D)タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 複 眼 原 墓

特 異 的 囚 子 の 存 在 が 想 定 さ れ る 。

第 三 帝 で は 、 Omr 2D)遺 伝 子 の 本 来 の 機 能 に つ い て 解 析 を 賦 み た 。 Om( 2D)遺 伝 子 の

塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 ヒ ス チ ジ ン と プ ロ リ ン の 繰 り 返 し 配 列 よ り 成 る 、 PRD

リ ピ ー ト モ チ ー フ を 持 っ て い た が 、 遺 伝 子 デ ー タ ー ベ ー ス に は 高 い ホ モ ロ ジ ー を 示 す

も の は な く 、 ま っ た く 新 し い 遺 伝 予 で あ る こ と が 判 っ た 。 PRDリ ピ ー ト の 機 能 は い

ま だ 明 ら か で は な い が 、 ホ メ オ プ ロ テ イ ン を 含 む 多 く の 転 写 因 子 に 存 在 す る モ チ ー フ

で あ る こ と か ら 、 Omr 2D)遺 伝 子 も 転 写 因 子 で あ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 Omr 2D)タ ン パ

ク 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 実 験 で は 、 Om「  2D)タ ン パ ク 質 は 細 胞 質 分 画

に 加 え て 核 分 画 に も 存 在 し て い る こ と が 分 か っ た 。 こ の こ と は 、 Omr 2D)タ ン パ ク 質 が

転 写 因 子 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 さ ら に 、 Om( 2D)遺 伝 子 の 発 現 の 様 子 を 調 べ た

と こ ろ 、   （ 1）    Omr 2D)遺 伝 予 は 胚 発 生 の 時 期 を 通 し て 、 胚 域 全 体 に 渡 っ て 発 現 し て い

る こ と 、   （  2)3齢 幼 虫 期 の 成 虫 原 慕 の う ち 、 翅 原 基 及 び 平 均 棍 原 基 の 特 徴 的 領 域 で

発現していること、これらの領域は両原基で梱同な位置を占め、将来翅の付け根付近

の 前 緑 部 を 構 成 す る 細 胞 へ と 分 化 す る も の で あ る こ と 、 (3)さ ら に 、 3齢 幼 虫 期 の

中 腸 で は 点 状 に 散 在 し た 多 数 の 細 胞 で 発 現 し て い る こ と か ら 、 そ れ ら は 成 虫 の 腸 を 形

成 す る 原 基 細 胞 で あ る こ と な ど が 分 か っ た 。 従 っ て 、 Om( 2D)遺 伝 子 は 上 記 の 細 胞 群 の

発 生 分 化 に 閲 わ る 転 写 囚 子 で は な い か と 推 定 さ れ る 。

研 究 当 初 、 Om遺 伝 予 は 複 眼 発 生 に 関 与 す る 遺 伝 子 群 で は な い か と 考 え ら れ て い た 。

と こ ろ が 、 本 研 究 に よ っ て 、 Om( 2D)遺 伝 子 は 個 眼 分 化 で は な く 、 他 の 組 織 の 分 化 に 働

く 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 従 っ て 、 本 来 の 機 能 と は 関 係 な く 、 亡 o亅 nの 作 用 に

よ っ て 複 眼 原 基 で 過 剰 発 現 し 、 個 眼 分 化 を 妨 げ て し ま う こ と が Om遺 伝 子 と し て の 資 質

で あ る と 考 え ら れ 、 他 の Om突 然 変 異 の 解 析 は 様 々 な 細 胞 の 分 化 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 発

見 に っ な が る と 期 待 さ れ る 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

IVIolecular characterization of the eye―specific

Ornく2D)mutation in Drosopんila ananassae

    （アナナスショウジョウバェの複眼形態突然変異

    〇m (2D)の分子遺伝学的研究）

  アナナスショウジョウバェの複眼形態突然変異〇mは、レトロトランスポゾンtom

の挿入によって生ずることが知られている。tomにより誘発される突然変異がーつの

例外を除いてすべて複眼形態異常のみであることから〇mは複眼形態形成に関与する

一群の遺伝子ではないかと考えられる。もしそれが事実であれぱ、tomをプロープと

してこれら遺伝子のクロ―ニングが可能であり、それらの機能解析は形態形成の分子

遺伝学的研究に多大の貢献をなすものと期待される。このような観点に立って、申請

者は〇m突然変異のーっである〇m（2D）遺伝子の同定とその機能の解析を行った。

  まず、Om(2D)遺伝子を含むと思われる領域をクロ―ニングし、その構造解析および

ノ―ザン解析からこの領域には1． 6kbと3.6kbのRNAをコ―ドするニつの転写領域が

存在することを認め、それらのcDNAの構造解析から前者はOrnithine aminoー

transferase（〇AT）遺伝子、後者はPRD反復配列を持つ未知の遺伝子であるこ

とを明らかにした。

  次に、〇Aア遺伝子が〇m（2D）遺伝子であれぱ、野生型と変異系統で三令幼虫

複眼原基のOAT活性に差があると考え、両者の活性を比較したところなんら差異は

認められなかった。さらに、このcDNAに熱ショック遺伝子プロモーターを結合し

たキメラ遺伝子を作成し、これをキイロショウジョウバェに導入し、熱ショックによ

り〇A丁遺伝子の人為的発現を誘発させたが、複眼にも他の器官にも異常は起こらな
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かった。

  次に、3.6kbRNAをコードする領域のゲノム構造の解析と数種の復帰突然変異系

統のゲノム解析の結果の比較を行ったところ、復帰系統ではエクソンの一部に欠失が

あることを認めた。さらに、in situ hybridizationによりこの遺伝子は野生型幼虫

の複眼原基では発現していないが、変異個体では個眼への分化が起こるべき部分で帯

状に強く発現していること、その部位では視細胞への分化が抑制されている上、野生

型に見られぬい細胞死が観察されること、キメラ遺伝子を用いて三令幼虫期に3．6kb

RNAを人為的に全身で発現させると成虫の複眼のみに形態異常が現れることなどの

知 見を 得 、こ の遺 伝 子が 口m（2D）遺伝子で あるとの結論に達し た。

  以上の結果より、tom因子は、特定の近傍遺伝子に対し転写促進作用を持っエンハ

ンサ一機能を有するが、その作用は幼虫の複眼原基のみで有効であり、他の発生時期

の他の器官では働かないこと、〇m (2D）遺伝子の複眼原基における異所的発現は

個眼の分化を抑制し、細胞死を引き起こす結果複眼形態異常を誘発すると考えた。

  更に、正常個体の発生過程での〇m（2D）の発現を  in situ hybridizationに

より調ぺたところ、胚発生時には胚全体で、三令幼虫期では平均棍、羽原基、中腸原

基細胞に局在して発現していることが分かった。PRD反復配列は一般に転写因子に

存在することから、この遺伝子は転写因子である可能性が考えられる。

  これまで〇m遺伝子は複眼の形態形成に関与する遺伝子群ではないかと考えられて

きたが、この研究によりその可能性は否定され、この遺伝子群の研究は今まで知られ

ていなぃ発生分化に関与する新しい遺伝子の発見と、器官特異的に働くエンハンサー、

およぴその作用機序の研究に役立っものと思われる。

  参考論文は主論文の内容に直接関連した二編を含む計五編の論文よりなり、いずれ

も国内外の著名な学術誌に発表され、新しい知見を含むものとして高く評価されてい

る。審査員一同は、主論文及ぴ参考論文の内容を慎重に検討した上で、申請者が博士

（理学）の学位をうくるに十分な資質をもっものと認めた。


