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学位論文内容の要旨

L  再生初期に働く分子機構の解明

  様 々 な 動 物 種 に お い て 古 く か ら 行 わ れ て き た 組 織 学 的 な 研 究 に 加 え 、 最 近 で は サ ブ ト ラ

ク シ ョ ン 法 や RNA干 渉 (RNAi)法 な ど の 新 た な 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い た 再 生 研 究 が 行

わ れ 、 古 く か ら の モ デ ル 動 物 で あ る ヒ ド ラ や プ ラ ナ リ ア な ど に お い て は 再 生 過 程 に 必 須 な

幾 っ か の 遺 伝 子 も 明 ら か と な っ て い る 。 一 方 、 新 し い モ デ ル 動 物 と し て 提 案 さ れ た 、 全 身

を 再 生 す る 能 カ を 有 す る ヤ マ ト ヒ メ ミ ミ ズ に お い て は 、 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い た 研 究 は

少 な く 、 遺 伝 子 の 機 能 阻 害 実 験 系 が 存 在 し な い こ と も あ り 、 再 生 を 支 配 す る 分 子 機 構 は ま

っ た く 明 ら か に さ れ て い な い 。 そ こ で 申 請 者 は 、 ヤ マ ト ヒ メ ミ ミ ズ 再 生 を 支 配 す る 分 子 機

構を明らかにするための研究を行った。

  ま ず ヤ マ ト ヒ メ ミ ミ ズ の 再 生 初 期 過 程 に 着 目 し 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 に よ り 無 傷 個 体 と

再 生 個 体 で 発 現 し て い る 遺 伝 子 を 比 較 し 、 再 生 初 期 過 程 に 発 現 量 が 増 加 す る 3ク ロ ー ン

  (EjPsmd， Ej Tuba， gr7mp)と 減 少 す る 2ク ロ ー ン (ho,v， mino)を 単 離 し た 。 こ の う ち

EjPsmdと gnmpに つ い て は 完 全 長 の cDNAを 得 る こ と が で き 、 そ の う ち Ej Tubaが a加 舶

山6u伽遺伝子と、目・『Ps′n・dが26Sp′Dみ9aS0′7冶のn〇n―A邪）aSe′啖刈´aめ・ヅsc′6u′册遺伝子と

高 い 相 同 性 を 示 し た 。 得 ら れ た 5つ の 遺 伝 子 に つ い て 加 s紬 hybndiz舗 onに よ り 発 現 部 位

の解 析を 行 った が、 弓 Ps・ 〃1dで は明 確な シ グナ ルが 得 ら加 d湧翠 析で き なか った 。 町7む 6a、

カ o刪 、 ′ n加 〇 は そ れ ぞ れ 消 化 管 の 異 な る 領 域 で発 現し て いる こと が わか った が 、い ずれ も

分 化 し た 組 織 で 発 現 す る と 考 え ら れ た 。 一 方 g′ 蛔 pは 、 中 胚 葉 性 の 幹 細 胞 と 考 え ら れ る ネ

オ ブ ラ ス ト 、 お よ び ネ オ ブ ラ ス ト よ り 小 型 で 形 態 的 に 良 く 似 た 体 腔 領 域 に 存 匿 す る 一 部 の

細 胞 に お い て の み 、 切 断 後 3時 間 か ら 12時 間 に か け て 一 過 性 の 発 現 が 見 ら れ 、 そ の 後 速

や か に 発 現 が な く た る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 一 部 の 細 胞 で は g′ む npの 発現 と 同時 にB旧 U

の 取 り 込 み も 確 認 さ れ た 。 一 方 、 外 胚 葉 細 織 で あ る 表 皮 、 内 胚 葉 組 織 で あ る 消 化 管 で は 、

たとえ分裂している細胞でも馴h羽の発現は見られなかった。

  次 に 、 酬 hゆ の 発 現 が 再 生 と 関 係 が あ る か ど う か を 確 か め る べ く 二 本 鎖 RNAを 用 い た

RN川 法 を 開 発 し 、 環 形 動 物 の 成 体 で は 世 界 で 初 め て 機 能 阻 害 実 験 に 成 功 し た 。 こ の 方 法

で 馴 珊 ） の 機 能 を 阻 害 さ れ た 個 体 で は 、 体 腔 領 域 に あ る 中 胚 葉 陸 細 胞 お よ び ネ オ ブ ラ ス ト

で の B刪 U陽 性 細 胞 数 が 減 少 し 、 再 生 芽 の 伸 長 お よ び 分 節 化 が 抑 制 さ れ た 。 一 方 、 表 皮 、

消 化 管 に お け る 細 胞 分 裂 に は 影 響 は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 g′ 卿 の 発 現 が

ヤ マ ト ヒ メ ミ ミ ズ 再 生 初 期 の 中 胚 葉 性 細 胞 の 分 裂 開 始 に 必 要 で あ り 、 再 生 初 期 に 働 く 分 子

機 構 の 一 端 を 担 う こ と 、 体 腔 饋 曦 に は ネ オ ブ ラ ス ト と 同 じ 性 質 を 持 っ た 細 胞 が 存 在 し 、 再
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生芽の中胚葉陸細胞の供給源となっていることが示された。

｜L  分子マーカーを用いた形態調節過程の詳細な解析

  再生は動物界に広く見られる現象であるが、その様式は動物種により異なり、たとえ

ぱプラナリアや両生類では、切断面に未分化細胞集団による再生芽が形成され、失われた
構造が再構築される付加再生を行う。一方ヒドラでは、残った領域が再構成されることに

より個体のプロポーションが回復する形態調節を行う。ヤマトヒメミミズは両者の中間で、
付加再生と形態調節の協調による再生をすると言われているが、それを実験的に確かめた

報告はない。これまでの研究から、ヤマトヒメミミズでは自切により生じた各断片には、

断片化後3日で尾部2体節（成長帯、尾節）が、5日で頭部（口前葉から第7体節目まで）
が付加再生し、その後に形態調節が起こって全体のパターンが整えられることが示されて

いる。しかしながら、本種においては外見上区別のっきにくい胴体部が身体の大部分を占

めており、領域のパターンがどのような過程を経て回復するのかという点についての詳細
は明らかとなっていなかった。そこで申請者は、消化管の異なる領域で発現する3つの遺

伝子(EjTuba、horu、mino)を部域マーカーとして用い、再生過程におけるそれらの遺伝

子の時間的・空間的な発現パターンの変化から形態調節過程の詳細な解析を行った。あわ
せて、正常ならぱ尾部が再生するはずの後方切断面から頭部が再生した両頭個体（頭部が

2つ）と、胴体部の途中に第2の頭部が形成された二次軸個体（頭部が2っと尾部が1つ）

を用いて、異常な場所に頭部が付加再生した場合に形態調節過程がどのように影響を受け
るのかについての解析も行った。

  無傷個体において、Ej Tubaは頭部、頭部直後およぴ尾部直前の胴体部の3箇所、m．加o
は頭部直後の胴体部、わ〇川は胴体部中央領域で発現していた。断片化すると、これらすべ

ての遺伝子は一旦発現を止めるが、その後部域特異的に発現を再開し、再生7日目までに

無傷個体と同様のパターンが回復した。異常再生の結果である両頭および二次軸個体にお
いて、′n加〇は正常な頭部のみならず異所的に形成された頭部に隣接する領域で発現してい

た。組織学的な観察により、両頭個体において異所的頭部に隣接することにより誘導され

た′n加〇発現領域では、消化管の極性が異所的頭部に従っていたが、体環構造などの外部
形態は正常頭部に従っていることが知られており、両者の前後軸極性に矛盾が生じている

ことが新たに見出された。これらのことは、たとえどんなところに頭部が形成されようと

も、その隣接部の消化管には′n加0発現領域が誘導されること、また異所的頭部が元々の
前後軸極と逆向きに形成された場合には、その頭部は外胚葉領域の極陸には影響を与えな

いにもかかわらず、消化管の前後軸極性を逆転させる能カを有することを示している。一
方、両頭個体ではカ〇剛の発現は見られず、その発現領域は全身のプロポーションに従っ

てパターニングされることが示唆された。
  これらの結果から、再生時に見られる形態調節のおいては全身のプロポーションに従っ
て再パターニングが行われる領域と、隣接する頭部からの局所的支配によルパターニング

される領域があることが明らかとなり、本種の再生が付加再生と形態調節の協調により行
われることが実験的に確かめられた。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

Studies on regeneration in Enchytraeus japoYzeTzsis

           (Annelida, Oligochaeta), by using

                  molecular biological tools

（分子生物学的手法を用いたヤマトヒメミミズの再生に関する研究）

  再生は動物界に広く見られる現象であるが、その様式は動物種により異なり、たとえぱ

プラナリアやイモりでは、切断面に未分化細胞集団である再生芽が形成され、失われた構

造が再構築される（付加再生）。一方ヒドラでは、残った領域の細胞が再構成されることに

より個体のプロポーションが回復する（形態調節）。ヤマトヒメミミズを含む貧毛類ヒメミ

ミズ科は、中枢神経系、体節、体腔など無脊椎動物の中では高度に発達した体制を持っに

も関わらず、全身再生能を有する種が含まれ、その再生様式は付加再生と形態調節の中間

に位置するユニークなものである。再生生物学の領域では、古くからの組織学的な研究に

加え、分子生物学的な研究も贐んに行われるようになり、多くの動物種において再生に関

わる遺伝子が次々と明らかにされてきている。しかし、環形動物においては、再生過程の

分子生物学的研究があまり行われておらず、再生の分子機構はほとんど明らかになってい

ない。このような状況の下、申請者は学位論文研究として環形動物門貧毛網に属するヤマ

トヒメミミズの再生機構について分子生物学的手法を用いて研究を行った。

  第1章では、ヤマトヒメミミズの再生初期過の分子機溝を明らかにすることを目的に行

った研究を報告している。サブトラクション法により得られた、相同遺伝子のイ字在しない

新規遺伝子であるgrimpが、ヤマトヒメミミズにおいて中胚葉性幹細胞と考えられている

ネオブラスト、およぴネオブラストより小型ではあるが形態的に良く似た、体腔領域に存

在する一部の細胞において切断後3時間から12時間にかけてのみ発現することを見出し
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た。一部の細胞ではgrimpの発現と同時にBrdUの取り込みも確認されたため、grimp遺

伝子の機能と再生との関係を直接確かめるために、申請者は環形動物の成体では世界で初

めての成功例となるRNAi法による機能阻害実験系を確立し、gr打npの発現がヤマトヒメ

ミミズ再生初期の中胚葉性細胞の分裂開始に必要であること、体腔領域にはネオブラスト

と同じ性質を持った細胞が存荏し、再生芽の中胚葉性細胞の供給源となっていることを示

した。

  第2章では、無傷個体の消化管の異なる領曦で発現する3つの遺伝子（可恥a、ん〇弧

m加0）をマーカーとし、再生過程におけるそれらの時間的・空間的発現パターンの変化か

ら、形態学的観察からだけでは難しかったヤマトヒメミミズにおける形態調節の詳細な観

察と、異常な付加再生（両頭、双頭）が起こった場合に形態調節過程がどのように影響を

受けるのかについての解析を行っている。その結果、通常再生過程において、マーカー遺

伝子の発現は再生初期に一旦消失し、その後部位特異的に発現を再開し、再生7日目まで

に無傷個体と同様のプロポーションを持ったパターンが回復することが示された。両頭お

よぴ双頭個体において、′”．加0は正常なおよぴ異所的に形成された頭部に隣接する領域で発

現していた。組織観察から、両頭個体において異所的頭部に隣接することにより誘導され

たと考えられる′r加〇発現領域では、消化管の前後軸極陸が異所的頭部に従って逆転して

いることが見出された。これまでの研究から、異所的に形成された頭部は近傍の外胚葉領

域の極陸には影響を与えないことがわかっており、この領域では消化管と外胚葉の前後軸

極性が逆転しているという興味深い現象が見られる。また、両頭個体ではnomの発現は

見られず、その発現領域は頭尾にはさまれることが必要であることも示唆された。

  本研究を通して、申請者は環形動物の再生に関わる重要な新規遺伝子を明らかにしたぱ

かりではなく、ネオブラストのみが中胚葉陸の幹細胞であるというこれまでの「常識」を

修正する重要な知見を提示している。また、今までまったく明らかになっていなかった付

加再生と形態調節の相互関係の一端が明らかにされ、消化管再生に関しては頭部が形態調

節過程に影響を与えるというヒドラやプラナリアとの共通性も示された。本種における再

生の分子機構の詳細、付加再生と形態調節の相互作用機構などの解明にはさらなる研究が

必要とされるが、ヤマトヒメミミズで得られたこれまでの結果、およびこれから得られる

であろう結果を他のモデル動物と比較することで、再生様式の進化発生学的な理解への貢

献も期待できる。

  申請者が博士研究において明らかにした、ヤマトヒメミミズの再生についての多くの知

見と、成体における機能阻害実験系の確立は、広く環形動物の再生・発生研究に対して貢

献するものであり、申請者は北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるもの

と認められる。
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