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体節 は、発生過程 に一過 的 に形成 され る中胚葉性 の器官 であ り、未分節 中胚葉 （PSM）

の周期 的 な分節 化 に よって形成 され る。 ゼブ ラフィ ッシ ュの場合 、分 節化 の周期性 は

一 定で約30分 周 期 で起 こる
。数理解析お よび動物 実験に よって 、この周 期的 な体節 の

分節化 は、clockとwavefrontに よって規定 され るこ とが報告 され てい る。clockは 分

節 化 の タイ ミング を制御 し、wavefrontは 体節 境 界 が形 成 され る場 所 を決 定す る。

Notch関 連 遺伝子 （マ ウスではHes7お よびLunngfringe、 ゼ ブ ラフィ ッシュでは

herllher7お よびdθ ！taC）がclock遺 伝子 として機 能 して い る。 また、線維芽細胞増

殖 因子Fgf（ マ ウスのFgf8、 ゼ ブラフィ ッシュのfgf8a） は 、PSMの 後端部 に高発現

し前部 に向か って徐 々に減少す る濃度勾配 を形成 してお り、その活性 を一過 的に阻害

す る と、体節 の大 き さが変化す ることか ら、wavefrontは 、軸 の伸長 中に退行す るFgf

濃度勾配 だ と考 え られて いる。 しか し、Fgf濃 度 勾配 は胚 の伸長 に伴 い、後方へ連続

的 に後退 して い く一方 で、体節境 界はステ ップ ワイ ズに形成 され るので、 どのよ うに

連続 的パ ター ンか ら離散 的なパ ター ンが形成 され るのかについ ては理解 され てい なか

った。 申請者 の所属す る研 究室では、Fgfシ グナル の下流 のErkの 活性化 を免疫染色

法 で解析 し、fgf8aの 濃度勾配 が、Erkの 急 な境 界へ変換 され 、そ の境界 が離散的なパ

ター ンを示す 予定分節境 界 として機 能す るこ とを提 唱 した。 しか し、 この解析 は、胚

を固定 した静 的 な もので あるため時 間分解能が低 く、時間分解能 の高い解析 で このモ

デル を検証 す る必 要が あった。

申請者 は、F6rster共 鳴エネル ギー移 動 （FRET） を利 用 したErkバ イオセ ンサーを

用 いて、ゼブ ラフ ィ ッシュ胚 にお けるErk活 性 を生体で検 出 し、 ライブイ メー ジング

を行 った。PSMの 後 ろ側 でErk活 性 が検 出 され 、その領 域 の前端 は急 な境 界 を形成 し

ていた。また 、そ の境 界は分節化周期 に同調 して （約30分 ）ステ ップ ワイ ズに1体 節

相 当分後方 に移 動す るこ とを観察 し、過去 の静 的な解析 の正 しさを証 明 した。さらに、

clock機 能 を欠 損 させ た胚 （clock欠損胚 ） を作成 し、Erkの 活性境 界はclock欠 損胚

で も正 常に形 成 され ていたが、ステ ップ ワイズな移動 のタイ ミング と移 動す る距離が

不規則 になった。細胞追跡 と長 さ測定の解析 に よ り、PSM内 の将来 の体節境 界付近で

細胞 の配置 が変化 せず 、体節 境界の移動 距離が対応す る体節 のサイズ と高 い相 関を有

す る ことが明 らかになった。過去 の研究 では、clock欠 損胚 にお いて、体節 の大 きさが

不規則 にな る理 由は解 明 されていなかった。 したがって 申請者 は本研 究で、clockが 機

能 しない胚 で も、Erkの 活1生境 界が不規則 なタイ ミング と大 き さで後退 し、結果 と し

て不規則 な大 き さを持つ体節が形成 され る ことを明 らかに した。 この ことは、Erkの

活性境 界が体節 境 界の位 置 を決定す るこ とに重要 な役割 を担 ってい る ことを示唆 して

い る。 ・



論文審査結果の要旨

申請 者 氏名DiniWahyuKartikaSari

脊椎 動物 の体 には、脊椎骨 に代表 され る体 の前後軸 に沿 った等間隔パ ター ンが存在

す る。 この脊 椎骨 の等 間隔パ ター ンは、発生過程 に一過 的 に形 成 され る体 節 と呼ばれ

る器 官 に 由来 してい る。体節 は、体 の尾部 に存在す る未分節 中胚葉 が一 定の 時間ご と

に くびれ切 れ る こ とに よって形 成 され る。 体節形 成 にお いて、 時計遺伝 子 （ゼ ブラフ

ィッシュでは、herifher7、 マ ウスではHes7） が未分節 中胚 葉 で発現振動 し、その時

間情報 が位置 情報 を規定す る因子 （線維芽細胞増殖 因子Fgfの 濃度 勾配 ） と出会 うこ

とで、未分節 中胚葉 の 中に、予 定分節境 界が規定 され る。 これ まで に、 申請 者が所属

す る研 究室で は、多数 のゼブ ラフィッシュ胚 をFgfの シグナル の下流 因子Erkの 活性

化 を抗pErk（ リン酸化Erk； 活性化 フォーム）抗体 を用いて免 疫染色 し、体節 の数 と

未分節 中胚葉 の長 さに よって推 定 され る時間順 に並べ るこ とで、Erkの 活性化 は未分

節 中胚葉 の後部 で起 こ り、その活性 部位 の先端 がステ ップ ワイ ズに後 方へ移動す るこ

とを報告 した。 しか し、 これ らの解釈 は静 的解析 の結果 に 由来 してい るた め、よ り高

い時空 間分解能 を有す る異な る解析 を適用 す るこ とに よって、 この解 釈が正 しいか ど

うかを検証 す る必要 が あった。

申請者 は、F6rster共 鳴エネル ギー移動 （FRET） をべ一 スに したErkバ イオセ ンサ

ー を用いて 、ゼ ブ ラフィ ッシュ胚 におけ るErk活 性 のライ ブイ メー ジングシステ ムを

開発 した。 この システムを活用 したことで、未分節 中胚葉 の後端 で、Erkは 強 く活性

化 してお り、そのErk活 性境界 が、ステ ップ ワイ ズに後方 に移 動 してい ることをタイ

ムラプス観 察す るこ とに成 功 した。 さ らに、その ステ ップ ワイ ズな移 動 の時間的 な周

期 性が体節形成 周期 と一 致 し、Erk活 性境界細胞 の挙動 を合 わせ て追跡 した ことで、

Erk活 性境 界が予 定分節 境界 であることを明確 に示 した。 しか も、過 去の静的解析 で

は、clock機 能 を欠失 した胚 のErk活 性 のステ ップ ワイ ズな移動 は検 出で きていなか

ったが、この系 ではErk活 性 のステ ップ ワイズな移動 が不規則 なタイ ミングで起 こ り、

結 果 、不規則 な大 き さの体節 が形成 され てい ることが 明 らかにす るこ とがで きた。 し

たが って、 申請者 らの解析 システムは、静 的解析 の 限界 を克服 し、ゼ ブ ラフ ィッシュ

にお ける適切 な体節形成 にErk活 性の時 間的制御 に依存 した空間パ ターニ ングが必要

で ある ことを明 らかに した。

以 上 の よ うに、本論 文は、生体 内で起 こる動的 で複 雑 なシグナル ダイ ナ ミクスが形

態形 成 を制御 す る こ とを明確 に示 した 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。


