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本研究は脊椎動物初期発生にお い て 重要な役割を演じ ､ 特 に中腰葉誘導に関与

する n od al の 共益 因子 と考えられて い る E G F - C F C 遺伝子 の 作用期序を明らか に

する ため ､ F R L - 1 の 過剰発現系で の 誘導能､ お よびF R L - 1 の 機能欠損実験に て ､

中腔葉およびそれ に引き続く神経誘導 の シク ナルカス ケ - ドの 解析を試み ､ 下

記･の 結果を得て い る ｡

1 ､ F R L - 1 m R N A を用い ア ニ マ ルキ ャ ッ プア ッ セイを行 っ た と こ ろ ､ 過去

の 知見に 反 し F R L - 1 に よる神経誘導が中腰葉誘導を経由 しな い こ と ､ さ ら

にそれ が B M P シ グナル の 阻害による もの で ある こ と を R T - P C R 法に より示

した ｡

2 ､ モ ル フ ォ リ ノ
･ オリ ゴ ･ ヌ ク レオチ ドを用い て F R L - 1 欠損歴 を作成し

た ｡ F R L - 1 欠損腰 で は薄切標本にお い て脊索 ､ 前腎管など の中歴葉性組織

に は欠損は見られず､ 神経組織 に欠損が認められた ｡ また w b ol e -

m o u n t i n sit u

i m m u n o hist ol o gy 法 ､ R T - P C R 法を用 い た フ ェ ノタイプ解析で は , 神経組織

欠損は前方神経の み で後方神経の阻害は認めなか っ た o そ の
一

方で ､ F R L - 1

が ア ニ マ ル キャ ッ プア ッ セイ に て後方神経 の誘導能を有す る こ とを示 した ｡

後方神経欠損を呈するゼブラ フィ ッ シ ュ E G F - C F C 欠損腔 を F R L - 1 が代償

で きる知見を考慮す る と ､
F R L - 1 の 神経誘導能は中旺葉誘導を伴わな い直

接的なも の で あり ､ か つ 前方神経分化および後方神経分化両方に関与する

と考えられた ｡

3 ､ F R L - 1 の 細胞内 シ グナルカ ス ケ ー

ドをア ニ マ ル キ ャ ッ プア ッ セイ ,

F R L - 1 欠損肱 を用 い て解析 した o まず , ア ニ マ ルキ ャ ッ プに おける F R L - 1

の 過剰発現 に よる神経誘導が M A P K シグナル の 阻害物質により阻害され る

こ とを R T - P C R 法に より示 した o 同様 に W e st e r n bl otti n g 法にて も F R し1 の

過剰発現､ 及び F R L 1 1 M O に よる機能阻害に より M A P K の 活性化 の 上昇及

び消失が認められた o 次に F R L - 1 M O によ る F R L - 1 欠損旺 の 頭部神経欠損

の表現型が M A P K の常活性化体の形質導入 で 回復する こ とを示 した o さら

に ア ニ マ ル キ ャ ッ プにおける F % - 1 の過剰発現に よる B M P 下 流遺伝子 マ

ー カ ー の 発現阻害が ､ M A P K シ グナル の阻害物質により回復する こ とが わ

か っ た ｡ したが っ て ､ F R L - 1 に よる M A P K シ グナル の 活性化が B M P シ グ

ナル の阻害を引き起 こす こ とに より神経分化が誘導され る こ とが示 された ｡



4 ､ ア ニ マ ルキ ャ ッ プア ッ セイ に.j 3 い て ､ F R L 1 1 が B M P レセ プタ ー 直下 の

細胞内蛋白S 皿 ad l のリ ン酸化を阻害する こ とを w e st e r n bl otti n g 法で示 した ｡

これ に より ､ 神経誘導因子と して F R L 1 1 は ､ B M P シ グナルカス ケ ー

ドの も

っ とも早期で の 阻害に関与する と考えられた ｡

以上 ､ 本論文は ,
F R L - 1 の i n vitr o で の 誘導能 ､ および F R L - 1 欠損肱 の 解析に

より ､ F R L - l による ､ n o d al シ グナル と独立した伝達経路で の神経分化誘導能の

存在を明らか に した ｡ 本研究は , これ まで明らかにされ て い な い中腰葉を経由

しない神経誘導 の シグナルカスケ
ー ドの解明に重要な責献をなすと考えられ ､

学位の 授与に値するも の と考 えられ る ｡




