
要旨

博 士 （薬 学） 長曽 秀幸

学 位 論 文 題 名

ゼブラフイッシュ初期胚体軸形成における

TGF-0スーパーファミリーの役割

学位論文内容の要旨

  初期発生はーつの受精卵から卵割を経て細胞間相互作用により多数の器官を持つ複雑
な動物の体を作る過程である。TGF-pスーパーファミ1」ーに属する増殖因子は、細胞間相
互を制御する因子として初期発生過程の多くの場面で働いている。なかでもアクティピン
とBMPはそれぞれ背側、腹側因子として、初期胚体軸決定に重要な役割を担っている。
TGF-pスーパーファミリーのシグナルはタイプI、夕イプIIと呼ばれるニ種類の受容体
によって伝えられる。リガンドの結合によって、両受容体が複合体を形成し、夕イプII受
容体がタイプI受容体を活性化する。次に活性型夕イプI受容体が細胞内シグナル伝達分
子をりン酸化することにより、シグナルが細胞内に伝えられると考えられている。アクテ
イピンタイプII受容体(ActRII)は、アクティビンに特異的受容体として同定され、近年
までアクティビン特異的受容体であると考えられてきた。しかし、ActRIIがBMPとBMP
特異的夕イプI受容体存在下でBMPシグナルを活性化できること、また、ショウジョウ
バエでのホモ口ーグであるpuntがdpp (BMP)シグナルの伝達に必須であることが明らか
になり、ActRIIはアクティピンに特異的な受容体ではなく、アクティピン、BMP共通の
受容体として、初期胚の背腹軸決定に重要な役割を担っていることが示唆されるようにな
ってきた。
  一方、ゼブラフイッシュは初期発生過程を解析する上で多くの利点を有しており、近年、
脊椎動物発生研究のモデル動物として、注目を集めている多卵性小型熱帯魚である。そこ
で、本研究ではゼブラフイッシュをモデル動物として、体軸形成におけるTGF-pスーバ
ーファミリーの役割を検討した。

  まず初めに、アクティビン、BMPの働きはゼブラフイッシュにおいても保存されている
かを、胞胚細胞外植片を用いた実験系により検討した。アクティピンを過剰発現させた胚
より中胚葉誘導が起こる以前に内在の中胚葉誘導活性が存在する卵黄部分を外科的に切
除して取り除いた胞胚細胞外植片を3時間培養し、各種遺伝子マーカーの発現をRT-PCR
法で検出した。その結果、背側中胚葉特異的に発現するgsc、中胚葉領域全域に発現する
ntlなどのマーカーの誘導が確認された。さらに、ntlはgscよりも低い濃度で誘導される
ことが確認された。また、同様にBMP (zbmp2)を過剰発現させるとntlと腹側マーカーevel
が誘導され、BMPが腹側中胚葉誘導能を持つことが確認された。このようなアクティピン、
BMPによる中胚葉誘導バターンはアフリカツメガェルで知られているものと一致してお
り、中胚葉誘導に対する両者の働きが保存されていることが明らかになった。
  さらにアクティピンによる中胚葉遺伝子誘導形式について解析するために、アクティピ
ンを吸着させたビーズを叱胚細胞外植片中に埋め込み、培養することにより、外植片中に
アクティビンの濃度勾配を作り、gscとntlの培養時間による発現パターンの変化を解析し
た。その結果、アクテビンビーズを埋め込まれた外植片中で両遺伝子ともビーズの周囲か
ら発現が始まったが、gscの発現が培養時間を伸ばしてもビーズの周囲に発現し続けるのに
対し、4時間の培養ではntlはgscより広い領域で発現するようになり、その後、外植片が
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伸長するのにともなってピーズより離れ伸長している部分に発現が局在するようになり、9
時間の培養ではgscとntlの発現領域は完全に分離してしまった。このような外植片中の両
遺伝子の発現領域の変化は初期胚で起こる発現領域の変化と極めてよく類似しており、ア
クティピンの濃度勾配により、初期胚での両遺伝子の発現が制御されていることが示唆さ
れた。

  次に、2つのゼブラフイッシュアクティビンタイプII受容体遺伝子イctRl Ia丶ActRl Ib
を卵巣cDNAから単離し、その初期胚での役割を検討した。両遺伝子の塩基配列を決定し
た結果、両遺伝子は共に各々の対応するマウスAc tRIIサブタイブに約78%のホモ口ジー
を持つ膜ー回貫通型Se r/Thrキナーゼ受容体をコードしていることが明らかになった。さ
らに、両受容体のアクティビンとの結合能を培養細胞上での結合実験で確認し、両遺伝子
は構造的、機能的にAc tRIIホモ□ーグであることを確認した。
  さらにActRIIのゼブラフイッシュ初期胚中での機能を解析する目的で、1または2細胞
期の胚にActRllb合成mRNAの微量注入を行うことによりActRIIbの過剰発現実験を行
った。その結果、アクティピンを過剰発現した胚と類似した背側化胚が観察され、ActRIIb
がゼブラフイッシュ初期胚中でアクティビン様シグナルを担っていることが示唆された。
しかし、whole-mount in situ hybridization法を用いてマーカー発現の変化を解析した結
果、アクティビン過剰発現胚ではgscが胚全体に発現しeveヱが抑制されるのに対し、
ActRIIb過剰発現胚では中胚葉誘導期にgscが背側領域でのみ発現領域が拡大しており、
evelもまた、背側領域を除く広い範囲に拡大していた。このことからActRIIb過剰発現胚
においてアクティピン以外にBMPシグナルも活性化されていることが示唆された。さら
に、これら背腹それぞれのマーカー発現はアクティビン（背、gsc)、またはBMP(腹、evel)
と同時に顕微注入することにより特異的に増強された。また、ActRHbをアクティピン、
またはBMP特異的夕イプI受容体、それぞれと同時に発現させることによっても同様に
各マーカーが特異的に増強されることが確認された。よって、背腹両方の中胚葉誘導シグ
ナル（アクティピン様、BMPシグナル）がActRIIbを介して、特異的リガンドとタイプI受
容体により、背腹誘導シグナルそれぞれに区別され伝えられていることが示唆された。
  また、細胞内領域欠損型受容体dActRHbを作成し、初期胚での過剰発現実験を行い、
ActRIIbが伝達するシグナルとゼブラフイッシュ初期胚中のTGF-Dスーパーファミリー
の役割を検討した。その結果、dActRIIb過剰発現により、腹側中胚葉の欠損と神経領域の
拡大が特徴のzbmp2機能欠損変異体swirlと類似した典型的背側化胚が観察された。この
ことからdActRIIbが初期胚中のBMPシグナルを遮断していることが示唆された。さらに、
dActRIIb過剰発現胚にアクティビン、BMPビーズを挿入することにより、両シグナルに
対する効果を検討した。その結果、過剰発現させたdActRIIbは中胚葉誘導期には作用を
示さないが、後期原腸胚期以降では両ピーズの作用を阻害し、dActRIIbは両シグナルを遮
断できることが明らかになった。これらのことより、ActRIIbが初期胚でアクティピン様、
BMPの両方のシグナル伝達に関与していることが明らかになった。また、後期原腸胚期以
降の初期胚中ではアクティビンより、BMPが体軸決定に大きな役割を担っていることが示
唆された。
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学 位 論 文 題 名

ゼブラフイッシュ初期胚体軸形成における

TGF-グスーパーファミリーの役割

  初期発生は受精卵から卵割を経て細胞間相互作用により多数の器官を持

つ複雑な動物の体を作る過程であり、古くから多くのモデル動物を用いて

研究がなされてきた。近年、TGF~pスーパーフんミリーに属する増殖因

子であるアクテイビンとBMPはそれぞれ背側、腹側因子として、初期胚

体軸決定に重要な役割を担っていることが、アフリカツメガエルなどを用

いた研究から明らかになっている。学位申請者、長曽秀幸は、初期体軸形

成におけるTGF-ロスーパーフんミリーの役割を、ゼプラフイッシュをモ

デル動物として研究を行った。

  ゼブラフイッシュは初期発生研究のモデル動物として多くの利点を有し

ているが、その初期発生過程は古くからモデル動物として用いられてきた

アフリカツメガエルなどの両生類とは大きく異なって見える。そこで申請

者はまず初めに、内在の中胚葉誘導活性を取り除いた胞胚細胞外植片を用

いた実験系を確立し、アクテイビン、BMPの働きがゼブラフイッシュにお

いても保存されているかを検討した。その結果、アクテイビン、BMPによ

る背腹中胚葉の誘導パターンはアフリカツメガエルで知られているものと

一致しており、中胚葉誘導に対する両者の働きが保存されていることが明

らかになった。さらにアクテイビンを吸着させたビーズを用いて、外植片

中にアクテイビンの濃度勾配を作り、中胚葉特異的遺伝子であるntl, gsc

のアクテイビンによる誘導形式にについて解析した。その結果、外植片中

の而遺伝子の発現領域の変化は初期胚で起こる発現領域の変化と極めてよ

く類似しており、初期胚での両遺伝子の発現がアクテイビンにより制御さ



れている可能性を示した。

  次に申請者はゼブラフイッシュアクテイビンタイプII受容体(ActRII）

遺伝子ActRIJa、ActRIIbを卵巣cDNAライブラリーから単離し、その初期

胚体軸決定における役割を検討した。申請者は両遺伝子の塩基配列を決定

し、両遺伝子は共に各々の対応するマウスActRIIサブタイプに約78 010のホ

モ口ジーを持つ膜貫通型Serff hrキナーゼ受容体をコードしていることや、

培養細胞上での結合実験で両受容体がアクテイビンと結合することを示し、

両遺伝子は構造的、機能的にActRIIホモローグであることを明らかにした。

さらに初期胚でのActRIIbと細胞内領域欠損型受容体dActRIIbの過剰発現

実験によりActRIIbが伝達するシグナルとゼブラフイッシュ初期胚中の

TGF-口スーパーファミリーの役割について検討した。まず、ActRlIb過剰

発現により、背腹両方の中胚葉誘導（アクテイピン様、BMP)シグナルを

活性化すること、また、この背腹シグナルの活性化はそれぞれ特異的リガ

ンドとタイプI受容体との共発現により増強されることを示し、ActRIIbを

介して、特異的リガンドとタイプI受容体により、背腹シグナルそれぞれ

に区別されて伝えられている可能性を示唆した。また、dActRIIbの過剰発
現実験では、dActRIIbが初期胚中でアクテイビン、BMPの両シグナルを遮

断していることを示した。これらの結果は、ActRIIbが初期胚でアクテイ

ビン、BMPの共通の受容体として働いている可能性を強く示唆している。

  これらの一連の研究により、申請者はアクテイピンとBMPがゼブラフイ
シュにおいても初期胚背腹決定に重要な役割を担っており、それらのシグ

ナルがActRIIbを介して伝えられていることを明らかにした。従来ActRJJb

はアクテイビンに特異的な受容体であると考えられていたが、本研究はそ

れを覆し、アクテイビンとBMPに共通に使われる受容体であることを明
らかにした。これらの知見は発生生物学の中ででも高く評価され、特に

ActRIIbの初期胚内におけるシグナル伝達特異性に関する成果は国際学術

誌に発表された。

  本博士論文における計画の立案、実験方法、結果の考察および学位論文

発表会における質疑応答から、学位申請者長曽秀幸は博士（薬学）の称号

を 受 け る に 十 分 な 資 格 を 有 し て い る も の と 判 断 し た 。


