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脊椎動物の眼は、器官発生モデル と して これ までに非 常に多 くの研 究が行われて いる。発生

を制御す る転写 因子や シグナル伝達 に関わる遺伝子 とそ の発現パ ター ンが多数報告 され 、突然

変異体の解析 、遺伝子 過剰発現 、遺 伝子 ノックアウ トな どの手法 によ り、遺伝子の機能解析 に

関す る研究報告 も多 い。さ らに これ らの遺伝子 の調 節関係 も次第に明 らか にされて いる。 この

よ うに多数 の報告 があ るに もかかわ らず、いまだそ の分子 メカニズ ムが統 一的 に理解 されて い

る とは言 い難 い。その理 由の一つ は、遺伝子 ごとに、異 なる動物種で 、異な る実験手法 によっ

て得 られ た結果が比較検 討 されてい ることにある。このよ うな背景 の もとで、申請者は、実験

操作 の容 易なニ ワ トリ胚 に着 目して、古典 的な実験形態学 と器官培養の手法 を用 い、関連す る

多 くの遺 伝子 の発現動態 を調査 した。特 に、眼の形態形成 に必須 である背腹の極性形成 に関わ

る シグナル分子、BMP4とShh、 および 眼胞 内のシグナル分子FGF8に 注 目して、 これ らの シグ

ナル分子が、眼 の発生 に必要な転写 因子群 を制御す る機構 について研究 をお こなった。

まず、眼の原基であ る眼胞 の発生運命 に、背 と腹 の領域で明瞭な違 いが ある ことを明 らか に

し、特 に、眼胞 の前腹4分 の1領 域が 眼の発 生に必 須であ り、この領域 を実験 的に除去す る と

発生が停止す る ことや 、この前腹4分 の1領 域だけで完全な眼 に発 生 しうる ことを明 らか に し

た。 この領域 にはFGF8が 発現 して いるので、FGF8が 眼胞発生 に必 須の シグナル分子 である事

を示 した。次 に、 この知見 に基づ いて、前腹4分 の1領 域 を背側に移 植 し、 この領域 を重 複 し

て持つ個体 を作成 し、それぞれ が別 の眼に発生するのか を検 討 した。そ の結果 、眼胞4分 の1

領域 にさ らに眼胞 周囲組織 を含 めた領 域 を重複 して持 つ場合、それぞれが別 の眼に発 生す る こ

とを明 らかに した。 これ によって 眼胞 の周囲組織 つ ま り脳の背側お よび腹側正 中部 の存在 が

眼の形態 形成に支配的な役割 を持つ ことを示 した。また、移植 した領域か ら発 生す る眼の極性

が、ホス ト胚 の背腹 の極性 に支配 され る ことを示 した。

続いて、器官培養 によ り、眼胞 を含 む頭部 背側部 、腹側部の微小領域 を用 いて、背お よび腹

側正中部の役割 を調査 した。背側部 シグナル としてBMP4、 腹側部 シ グナル としてShhを 想定

して、そ の機能 を調査 した。手法 として、シグナル遺伝子発現細胞や シグナル含 有 ビーズ移 植、

遺伝子の局所的強制発現 を用 いた。そ の結果、BMP4とShhは 背一腹 の極性 に関わ る遺伝子Tbx5

とPax2の 発現 を双方 向性 に制御す る事 、それ と同時 に、色 素上皮 と網膜 の分化 に関わ る遺伝

子Mitf,otx2とRxl,chxloを 誘導す る ことを明 らか に した。さらに、shhが 、眼胞 の腹側 にFGF8

の発現 を誘導 し、続 いてFGF8がMitfの 抑制機能 をもつ ことによ り、眼胞 内 に色素上皮 と網膜

の明瞭な境界が形成 され る ことを示 した。

以上 の結果か ら、眼胞 の周 囲で発現す る二 つの背 と腹 のシグナル分子 が さ らに眼胞 内の背 と

腹 のシグナル分子 を誘導 し、これ らがそ れぞれの段階で形態 形成 と領域分化 に必要な転写 因子

群 を制御す る ことが明 らかにされ 、このような一連の遺伝子発現調節系 によって、眼胞 の発 生

が制御 され てい ることを明確 に した。本研 究で用い られた胚操作および微 小領域 の器官培養 は、

従 来の眼の発 生研 究ではほ とん ど用い られてお らず 、シグナルによる遺 伝子 発現解析 の新 しい

アプ ローチ として、今後 、よ り一層 の研究 の展 開が期待 され る。
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申請者 は、これ まで、脊椎動物 の眼がいか にして形成 され るのか、そ の発 生のメカニズム を

遺伝子 レベル で解析す る ことを 目指 して、研 究 を進めて きた。ニ ワ トリ胚 を用いて、古典 的な

実験形態学や微 小領域 の器官培養 の手法 と、遺伝子 発現解析の手法 を組 みあわせて研究 を進 め、

過去 の知見 とあわせ なが ら、眼の原 基 自体 に、いか に して背 と腹の極性が 形成 され るのか 、ま

た この極性が 眼の形態形成 に どのよ うな意味 を持つのか を明 らかに しよう とした。

すで に先行研究 によって 、背 と腹の極性が正常 に形成 されな いと眼胞 の発 生が停止す る こと

が実験 形態 学的な手法 を用 いて 明 らか にされて いる。 申請者 は、これ を発展 させ る形で、 眼胞

の背側部 分 と腹側部分の発生が どのよ うに運命づ け られ ているかを、眼胞 部分除去 によって 明

らか に しよ うとした。その結果、眼胞 の前腹4分 の1領 域がな いと眼 の発 生が止 まる こと、ま

た この4分 の1領 域だけで 眼を形成す ることを明 らか にした。この研 究 は 申請者が第2著 者 で

ある論文 として発表 され た(Dev.B’io1.2008,317：620-631)。 申請者 は、 この研究 の中で 、 この

前腹4分 の1領 域 で発現す るシグナルFGF8が 重要な機i能をもっ ことを明 らか に し、そ の事実

を手がか りに、以下の研究 を展 開 した。

まず 、眼胞 の前腹4分 の1領 域が単独で1個 の眼 を形成す るため には何が必要か を調べ るた

めに、その周辺組織(頭 部 の背側正 中部 、および腹側正 中部)の 機i能を胚移植操作 によって調

べ よ うとした。この 目的のため に、前腹4分 の1領 域 と周辺領域(頭 部腹側正 中部)を 重複 し

て持 つ個体 を実験 的に作成 した ところ、第2の 眼 をもつ個体 ができた。 この結果 は、申請者 を

筆頭著者 とする論文 として発表 され た(Dev.GrowthDiffer.2009,51：723-733)。 このよ うな報

告 は過去 にな く、眼胞内部で進行 する形態形成 プログラムが(背 と腹 の極性 に関 して)領 域 に

よって異なる事 を明確 に示 した点 は、これ まで の長 い眼の発生研究 の 中で も重要な発見で ある

と言 える。

さ らに 申請者は、眼胞内に背 と腹の明確な極性が生 まれ るメカニズム をよ り精細 に明 らか に

す るために、新た に、眼胞 を含 む頭部 の微 小な領域 を器官培養す る ことを試みた。これ は、眼

胞周 囲組織 のシグナル分子が 、眼胞 の背 と腹の極性形成 にどのよ うな役割 をもつか を直接的 に

調査 できる優れた系である ことが一連 の結果か ら明 らかにされ た。その端的な実験結果 として、

二 つのシグナルShhとBMP4を 本来 の位置 とは180度 異な る位 置 に作用 させ る ことによ り、眼

の形態形成を180度 逆 にできる結果 を得た ことである。これ らの結果 は、申請者 を筆頭著者 と

す る論 文 としてDev.GrwothDiffer.に 投 稿され、審査 中で あるが 、Editorか ら比較 的軽微 な

修正 が必 要 との連絡 を得 ている との ことであ る。この研究では、多 数の眼 の発生 に関わ る転写

因子群 が、眼の周 囲シグナル によって どのよ うに誘導 され るか を実験 的に調 査 してお り、眼の

初期 形態形成メカニズムに関 して一定のス トー リーを提 示 した ことは評価 でき る。

以上のよ うに、本論 文は、申請者 が独 自に考案 した胚操作モデル と器官培養 モデルを用 いて、

Shh、BMP、FGF8シ グナルが眼の形態形成 プログ ラムを どのよ うに駆動す るのか を明 らか に し

た ものであ り、学術上、貢献す る ところが少 な くな い。よって審査委員 一 同は、本論文が博士

(バイオサイエ ンス)の 学位論 文 として価値 あるもの と認めた。


