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                  During vertebrate development, the primary body axis elongates towards the posterior
    s and is periodically divided into somiteS, which give rise to the vertebrae, skeletal muscles and
                                  i

           dermis. The anterior somites are formed early, and then the posterior somites are progressively
' generated along with the axis elongation

. A difference between the anterior and posterior

           somitogenesis has been observed in several species. However, how the pace oftsomitogenesis
           is changed and whether the anterior-posterior difference is important, remain unclear.
  , I observed somitogenesis of the first 8 somites in zebrafish, and fbund a clear
             ) --

    , ¥" difference between the first 4 and the later 4 somites. Segmentation period between somites
           didn't show obvious difference. 'However, overlapping rate of somitogenesis differs from
           somites 1-4 to 5-8. In zebrqfish, somite segmentation is regulated by the combined action of
           Notch, fibroblast growth faCtor (FGF) and ,retinoic acid (RA) signaling activities. Knockdown
      t' -'

           ofa Notch ligand, deltaD, or an FGF ligand,fge, did not affect the anterior-posterior transiti(on.
        ' However, knockdown of ralcth2, which encode an enzyme fbr RA synthesis, resulted in a
           transient extension of segmentation period at somites 4 and 5, which leads missing a somite,
           and its resultant the second cervictal vertebra. Rescue experiment resulted in normal fbrmation
           ofsomites, leading to recover loss ofa somite and 'the vertebra. These-tesults suggest that RA
           signaling is essential for proper transition between the anterior and posterior somitogenesis.
          Next, I investigated whether RA modulates the somite segmentation clock during late
           gastrulation, by checking expression of gene her7. In ralde2 morphants, the expression pattern i
 , ofher7 was similar to that in control. AlthQugh the number ofher7 stripes in control increased
           from two to three at a period'between 9 to 1O hpC but was delayed in raldh2 morphants. I also

           investigated expression offllY{8, mpespb, popc or tbx76, which are implicated in somite size
          determination but could not any defect. I also investigated the expression of rmply7, which

          .encodes a transcriptional repressortthat inhibits the transCription of herl. I fbund that the

          ectopic expression ofripply7 in ralde2 morphant, which overlap with the supposed position of
          third Stripe of her7. Showing the possibility that ectopic expression of riPplyl inhibits the
          expression of her7, at the transition between the antetior and posterior somitogenesis. This is
           also supported by the data showing that, over expression of ripPly7 down regulate of her7
           expression in zebrafish embryo.

                 These 'results suggest that a mechanism in which RA regulates the cycle number of the
 N clock is possibly trough contrplling the her7 repression by ripplyl-co repressor association.
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せ きつ い動 物 の前後 軸 に沿 った、せ きつ い骨や肋骨 な どの繰 り返 し構造 は、発生 中
　

期 の構造物 で ある体節 の繰 り返 し構 造 に由来 してい る。 体節 は体の前側 か ら後 ろ側 に

向けて＼ 順 々 に周期 的に形成 され るこ とが知 られ てい る。体節形成 周期 は、例 えばマ

ウスで は120分 周期 、ニ ワ トリでは90分 周期 、ゼ ブ ラフィ ッシュでは30分 周期 であ

るが、同 じ種 で あれ ば前側 、す なわ ち初期 に形成 され る体節 の形成 周期 は速 く、後 ろ

側 、す なわ ち後期 に形成 され る体節 の形成周期 は遅 い こ とが知 られ てい る。 しか し、

体節形成周 期の前側 と後 ろ側 での違 い の分子 メカニズムは これ まで に全 くわかってい

なかった。 本学位 論文 では 、ゼ ブ ラフィ ッシュ胚 をモデル系 と して、ゼ ブ ラフィ ッシ

ュでは最初 に形成 され る4つ の体節 の形成周期が速 く、それ以 降に形成 され る体節 の

形成速度 が遅い こ とを新 た に見いだ し、その移行 に レチ ノイ ン酸 シグナル が重要な役

割 を果 た してい ることを明 らかに した。

ゼ ブ ラフィ ッシ ュ胚 の タイ ム ラプスイ メー ジングをお こない、ゼブ ラフ ィ ッシュの

体節形成周期 を計測 した。 最初 に形成 され る4つ の体節で は、体節形成 に要す る時間

はそれ以 降に形 成 され る体節 と同 じだが 、前 の体節 の形成 が完 了す る前 に次の体節 の

形成 が始 ま るた めに、結果 として体節形成 周期 が速 くなって い るこ とを発 見 した。5

つ め以 降の体節 で は、前 の体節 の形 成が完 了す ると同時 に次 の体節 の形成 が始 ま って

いた。 体節形成 にはNotchシ グナル、FGFシ グナル 、Wntシ グナル 、 レチ ノイ ン酸

シグナル な どが協調 して働 いてい るこ とが知 られ てい る。ゼ ブ ラフィ ッシ ュはいてそ

れぞれの シグナル を抑 制す る と、レチ ノイ ン酸 シグナル を抑制 した場合 にのみ最初 の4

つ の体節の形成 とそれ 以降 の体節 の形成 の移行 が うま くいかず に、結果 と して1つ の

体節が失われ 、そのた めにゼ ブ ラフィ ッシュ個体の2番 目の頸椎骨 が消失す るこ とが

明 らか になった。，レチ ノイ ン酸 シ グナル を抑制す る と転写抑制 因子 であ るripplyの 局

在 が広 が り、ripply1が 抑 制 してい るher1遺 伝子 の発現領域 を、最初 の4つ の体節形

成 と以降の体節形成 の移 行期 に一致 して一過 的に狭 めるために、移行期 に作 られ るべ

き1つ の体節 が失 われ た こ とが示唆 され た。

以上の よ うに、本論 文 は レチ ノイ ン酸 シ グナル が初期 の体節 形成 にお いて重要 な役

割 を果たす こ とを示 す もので、学術上 、応 用上貢 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。


