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学位論文内容の要旨

    多くの種において，生殖細胞の前駆細胞である始原生殖細胞(PGCs)は将来生殖

腺の形成される領域とは離れた場所で形成され，その後生殖腺へと移動してくること

が知られている。またPGCsの生殖腺部位への移動の第一段階が原腸陥入の時期に起

こっているという点で共通している。PGCsの移動に関する研究を行うためには．移動

前のPGCsを識別し，その移動過程を追跡できることが必要条件となる。

    分子生物学の発達により生殖顆粒の構成分子のーつvasaが様々な種で単離され，

生殖細胞特異的な遺伝子として注目されてきた。魚類でもゼプラフィッシュ，メダカ，

二ジマス，ティラピアなどでvasa相同遺伝子が単離されている。vasa相同遺伝子

(vas)をマ―カーとして魚類のPGCsが識別できるように奄って，以前よりも早い発生

    丶

ステ―ジでのPGCsの動態を追跡できるようにをった。これまでゼプラフィッシュ以

外にも，ニジマス，メダカ，シロウ才などで観察が行われている。しかし発生初期にお

けるvasの局在が観察されない，初期胚のvasの局在にぱらつきがあるなどの相違点が

報告されている。また，メダカでは後期嚢胚期におけるPGCsの分布がゼプラフィッシ

ユとは異奄る点がある。

    魚類の初期発生胚は卵黄や胚盤の形状も様々で，発生過程の形状は非常に多様性

に富んでいる。そのためPGCsの起源や分布に関する違いが何に起因するのかを判定

するのは難しい。そこで本研究ではゼプラフィッシュの近縁種で発生形態の類似するキ

ンギョを用いて，ます（1）PGCsの動態を追跡し，ゼプうフィッシュとの比較を行っ

た。次に(2)キンギョとゼプラフィッシュの相違点の生じる理由を実験的な手法によ

り明らかにし，(3)それらの結果を総合してキンギョにおけるPGCsの移動モデルを



作成レた。

    PGCsの動態はWhole mount加situ hybridization (WM-ISH)法を用いてvas mRNA

の局在位置を追跡することで明らかにした。その結果，2細胞期には第1卵割溝の両端

に強い局在が見られた。4，8細胞期においても，新たに生じた卵割溝のそれそれの両端

に強い局在が見られた。しかし第4卵割溝には局在が認められす，それ以後も局在部位

は8箇所のままであった。256細胞期以降，vasの局在点は1つの割球の中に取り込ま

れている形で観察されるようになった。これ以後，vasの局在する細胞を始原生殖細胞

(PGCs)とする。後期胞胚期に奄るとPGCsの増加が認められ，各々の部位に複数個認

められるようになった。

    後期胞胚期以降，多くのPGCsは予定内‐中胚葉域領域内に存在していたが，その

領域から外れた位置に観察される頻度が後期胞胚期からdome期までの間に増加した。

エピポリ一運動が始まるとPGCsは胚盤周縁部に位置したまま植物極方向へと移動し

ていき，shield期になると背側へと移動し始めた。70-90％エピポリー期になると，背側

に位置したPGCsは胚軸に治うように動物極側へと移動するようになるが，背側以外

のPGCsは依然，胚環領域に位置していた。100％工ピポリ一期では，PGCsは植物極

付近から胚軸に治って体幹部に広範囲な分布を示した。PGCsがクラス夕―を形成して

いる部位はなく，分布域は幅広く拡散していた。胚体の動物極側，頭部付近に位置して

いるPGCsも確認できた。

    キンギョにおけるvasの局在部位およびPGCsの動態は，ゼプラフィッシュと比較

すると幾つかの相違点が見られた。特に，1）後期胞胚期から50％工ピポリ一期におい

て，キンギョ胚ではPGCsが胚盤周縁下部よりも上方に位置しているのが多く見つか

ること，2）嚢胚形成期のPGCsの分布が大きく異なること，3）キンギョでは体節期に

おいてPGCsが頭部付近に高い頻度で観察されること，の3点はゼプラフィッシュの結

果より構築された移動モデルでは説明できない。そこでキンギョで確立している様々な

胚操作の手法を用いて中胚葉形成，背腹軸形成に変化を与えることでPGCsの動態に

どのような変化が生じるかを調べた。その結果，以下のことが明らかになった。

＠胚操作によって誘導した中胚葉欠損胚においてもvasの発現は維持され，正常胚

    に移植すると生殖腺へと移動した。このことからPGCsの初期配置はPGCsの



  細胞運命と直接の関係は奄いと考えられた。

＠細胞追跡の結果，胚盤周縁部の細胞が胚盤上部にまで移動することが明らかに

  なった。このことから，後期胞胚期以降に胚盤上部で観察されるPGCsは割球の

  この大規模奄混合によって移動していると考えられた。

◎胚操作により作出した背腹軸形成の奇形胚を用いた解析の結果，convergence運

  動の全く起こらない胚ではPGCsの背側への移動は見られなかった。そのため

  PGCsの背側への移動にはconvergence運動が必要であることが示唆された。

＠―方，convergence運動の起こっていない胚においても，PGCsが動物極付近へ

  移動する例があった。胚環部で起こるinvolution運動と，それに伴う胚盤葉下層

  の形成運動が関与していると考えられた。

◎人為的に誘導した二次軸胚を用いた解析の結果，PGCsは形態形成が不完全な軸

  の方へも移動していた反面，正常胚に見られるような「胚軸に沿って整列するよ

  うな分布」は示さなかった。これらのことから形態形成期のPGCsの移動は細胞

  自律的蔽ものではなく形態形成運動に依存したものであると考えられた。

◎胚盤の移植位置を変化させた胚を用いた解析の結果，胞胚期の胚盤上部に移植

  されたPGCsは胚体の頭部域に到達し，本来のPGCs存在位置である胚盤周縁下

  部に近いほど，正常を移動をすることが示された。このことよりPGCsは胞胚期

  における初期分布位置により，別の移動経路を示すと考えられた。

    これらの結果より，嚢胚形成期におけるPGCsの移動をO背側方向への

convergence運動と，＠動物極方向へのinvolution運動とextention運動の総和として動

くと仮定し，魚類における同時期のPGCs移動モデルを作成した。ゼプラフィッシュの

spadetail変異体におけるPGCsの動態から，involution運動によって動物極方向へと移

動したPGCsは動物‐植物極の境界を越えす，境界線上にトラップされると考えられた。

それをモデルに反映させるとゼプラフィッシュの正常胚に見られるPGCsの特徴的な

分布が示された。このモデルにより｜キンギョとゼプラフィッシュにおいて大きな違い

が認められた後期嚢胚期のPGCsの分布も，胚環からPGCsが離脱し動物極方向へと移

動し始める時期の差という小さな差異で説明しうると考えられた。最後にキンギョにお

けるPGCsの移動と胚発生との時間的・空間的関係をまとめ，模式的に図示した。
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実験発生学的研究：特に嚢胚形成運動との関係について

  始 原生 殖細 胞(PGCs)は 生殖 細胞 の前駆 細胞 であ る。 このPGCsに 遺伝 子工学

的・細胞工学的操作を加えた後、生殖系列キヌラを介することで、この操作PGCs

由来の個体を再生できる。この様にPGCsは、発生工学、生殖工学の分野でその材

料として注目される細胞である。多くの種においてPGCsは、将来生殖腺の形成さ

れる領域とは離れた場所で形成され、その後生殖腺へと移動してくることが知ら

れている。しかしながら、魚類においてはモデル動物であるゼブラフイッシュと

メダカ以外の種で、PGCsの分化や生殖腺への移動に関する基礎的な研究はほとん

ど進んでいない。本研究は、キンギョのPGCsの分化および移動機構を明らかにす

ることを目的として行なわれ、正常発生胚と実験発生学的操作を加えた胚に対し

て、生殖細胞特異的なvas遺伝子産物をマーカーとした分子生物学的解析を行な

い、以下の評価すべき成果を得た。

1．）受精直後からPGCsが生殖隆起に至るまでの正常発生過程におけるvas遺伝子

産 物 の 分 布 を 、wholemount加 餌 mhybndセation法に より 明ら かに した。 この

うち、（1）ぬs遺伝子産物は第一から第三卵割面の両端に蓄積されること、（2）胞胚

期において一部のPGCsが内中胚葉領域から逸脱すること、（3）嚢胚形成期におい

てPGCsの多くが胚環領域に分布し帯域には分布しないこと、（4）体節期において

PGCsが頭部付近に高い頻度で観察されることの4点においてゼブラフイッシュで



の報告とは異なる知見を見い出した。

2）胞胚期から嚢胚期にかけてPGCsの分布する領域は中胚葉誘導を受ける場であ

ることから、PGCsの分化と中胚葉形成の関係が示唆されていた。胚操作により中

胚葉を欠損する胚を誘導し、vasの発現と維持を明らかにすると共に、キヌラ胚を

作成し生殖隆起への移動能カを検討した。その結果、中胚葉の欠損胚でもvasの発

現が維持されること、さらにこの胚を正常胚に移植した時、欠損胚由来の機能的

なPGCsが形成されることを明らかにし、中胚葉誘導とPGCsの分化は関係がない

ことを示した。このことより、正常発生で観察された内中胚葉領域から逸脱した

PGCsも機能的なPGCsに成り得ることが明らかになった。

3）胞胚期において観察された、内中胚葉領域から一部PGCsの逸脱の機構を明ら

かにする目的で、64細胞期の胚細胞を標識と追跡観察を行なった。この結果、標

識細胞は胚盤の周縁から広範囲の拡散することを明らかにした。従って、胞胚期

におけるPGCsの内中胚葉領域からの逸脱は、キンギョで特異的な同時期の胚細胞

のランダムかつ自律的なmixing運動に原因が求められることが示唆された。

4）胚盤の周囲に分布したPGCsが背側への移動する機構を明らかにする目的で、

背腹軸形成の欠損胚を実験的に誘導し、これらの胚でのPGCsの移動を明らかにし

た。その結果、形態形成運動であるconvergence運動の起こらない背側構造の欠

損胚では背側へのPGCsの移動が起こらないこと、人為的に誘導した2次胚を持つ

2軸胚でPGCsが不完全な2次軸ヘ移動することが明らかとなった。これらのこと

から、PGCsの背側への移動は細胞自律的なものではなく形態形成運動に依存した

ものであることを示した。

5）キンギョにおいて胚体の頭部にPGCsが高い頻度で観察される原因を明らかに

する目的で、胞胚期の胚盤を他胚の動物極側へ移植する操作を行なった。この結

果、より動物極側への移植を行ないPGCsの分布を動物極側に変更した胚で、頭部

にPGCsが観察される胚の頻度が増え、観察されるPGCsの数も増加した。このこ

とより、PGCsは胞胚期における初期分布位置により移動経路が異なり、より動物

極 側 に 位置 す る こ とで頭 部へ移 動する ことが明 らかに された 。

6）これらの結果を元に、キンギョにおけるPGCsの形成とその移動の経路のモデ

ルを構築した。



  申請者による以上の成果は、魚類PGCsの形成および生殖隆起への移動機構の解

明に大きく寄与するものであり、さらには今後の魚類の発生工学技術の発展に資

するものとして、審査員一同は本研究が博士（水産科学）の学位を授与される資

格のあるものと判定した。


