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本研究 は 初期ツ メ ガ エ ル 腔 の 前腎発生過 程 に お い て 重要 な役割 を演 じ る遺伝

子 を探索する ため に
､

w h ol e - m o un t in sit u h y b ridi z ati o n s c r e e ni n g 法 を用 い
､ 初期

ツ メ ガ ェ ル 腫 の 前腎 に発現 して い る遺伝子 の 単離及 び 同定を行 っ た も の で あり ､

下記 の 結果 を得て い る ｡

1 .
ツ メ ガ ェ ル の神 経肱 の 予定腎管域を材料 に由来す る c D N A ライ ブラ リ

ー

の

一

部を
､ 単鎖の c D N A プ ラ ス ミ ドライ ブ ラリ ー に変換 し､ こ の 単鎖 の c D N A

ライ ブ ラリ ー と st ag e 7 の ツ メ ガ ェ ル 腫由来 の m R N A の 間で サ ブ トラ ク シ ョ ン

を行 っ た｡ そ して ､ 得 られた ライ ブラ リ
ー

をプ レ ー トに移 して ､ シ
ー ク エ ン

ス を解析 した後 ､
w h ole

- m o un t i n sit u h yb rid i z ati o n を行 い ､ ツ メ ガ ェ ル 腰 で の

発現様式 を調 べ
､ その 結果 X T R A P -

r を単離 した｡

2 . X T R A P -〆ま新生タ ン パ ク 質が細胞 の 膜を貫通す る際に貫通用 の トラ ン ス ロ コ

ン に 関連す る タ ン パ ク質で あ る ｡ X T R A P -

rtj:1 5 3 個ア ミ ノ酸 か ら構成され ､ 4

つ の 膜貫通領域を持 つ 膜タ ン パ ク 質で ある こ とが ､
マ ウ ス やラ ッ トの T R A P -

r

の 解析報告か ら判 明 して い る ｡ X T R A P 一〆ま未受精卵 の 中に も存在 し､ ツ メ ガ ェ

ル の 原腸 腔 の 神経板中軸に局在が見 られた ｡ また ､ 尾 芽腔期ツ メ ガ ェ ル 腔 の

前腎細管域に発現 の 局在が確認 され た｡

3 . X T R A P -

7 の 前腎 - の 作用 を調 べ る ため に ､ X T R A P -

プの m R N A を合成 し､ 初期

ツ メ ガ ェ ル 腫 に 注入 したが ､ 注入 され た ツ メ ガ ェ ル 腫 の 発生 に変化 が 見 られ

なか っ た ｡ ツ メ ガ ェ ル 腫 で は 近年 ､ 遺伝子 の 機能欠損 の 方法 と して 生体内 で

も安定なモ ル フ ォ リノ オ リ ゴヌ ク レ オ チ ドの 微量注入 が 行 われ て い る ｡ こ の

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを翻訳 開始点 より上流の 5
'

U T R 領域または 翻訳開始点 を

含 む 領域 に 設 計す る と ､ 遺伝 子特 異的 な翻 訳 阻 害 が可 能 で あ る ｡ そ こ で

X T & 4 P -

r O) 艦 内で の機能を解析する ため , X T R A P 一〆こ対する モ ル フ ォ リノ オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ドを作製 した(X T R A P -

7 M O) ｡ こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドをツ メ ガ

エ ル の 予定前腎領域に 注入す る と ､ ツ メ ガ ェ ル 腫 の 前腎形成が 阻害され ､ 前

腎構造中の 前腎細管の 形成が強く抑制 され る こ とを確認 した｡

4 . 浅島研 究室 で は ､ ツ メ ガ ェ ル の 後期胞月杢か ら切 り 出 した予定外 腫菓片 ( ア

ニ マ ル キ ャ ッ プ) を ､ 誘導因子 で ある ア ク チ ビ ン と レ チ ノイ ン 酸で 処 理す る
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と ､ ア ニ マ ル キ ャ ッ プ の 中に前腎管が誘導され ､ 機能 も正 常 の ツ メ ガ エ ル月杢

の 前 腎と 同様 で あ る こ と が確認 され た ｡ さらに 前腎形成に お け る役 割を確認

する ため に ､ X TR A P -

7 M O を初期腔 に注入 し､ ア ニ マ ル キ ャ ッ プ誘導系 を使 っ

て ､ 前腎形成に つ い て 検討 した ｡ そ の 結果 ､
ツ メ ガ ェ ル の ア ニ マ ル キ ャ ッ プ

の 中に ､ 前腎を誘導で き なか っ た｡ 以上 の 結果 か ら､ X T R A P -

プの 機能の 維持は

前腎形成 に必要 で ある こ とが示唆された ｡

5
. さらに X T u P -

7 M O を予 定前腎領域に微量 注入 した膳 を前腎の マ
ー カ

ー

遺伝

子 の w h ole - m o u n t i n sit u h y b ridi z ati o n で解析 したと こ ろ
､

前腎の マ
ー カ ー 遺伝

子 で ある X p a x
- 2 と X w n t - 4 の 発 現の 著明な減少 が見 られ た ｡

こ の 結果 か ら

X T R A P -

7 M O は X p a x - 2 と X w n t - 4 の 発現 を阻害す る こ と に よ っ て ､ 前腎形成を

阻害す ると考えられた ｡ こ の こ と を確認 するた め に ､ X p a r - 2 と X w nt - 4 の m R N A

を 合成 し ､ W R A P -

7 M O と 一 緒 に 初期月杢 の 予 定前腎 領域 に 注 入 す る と ､

M R A P 1

7 M O に よ る前 腎形成 の 阻害が 見 られ なく な っ た ｡ 推測 した よう に

x p a x - 2 と X w nt - 4 の 合成 m R N A に よ っ て ､ X T R A P -

7 M O に よ る前腎形成 の 阻害

が レ ス キ ュ
ー され た｡

以 上 ､ 本論文 は 前腎形 成 の 機構 を解明す る た め に ､ 前腎形 成 関連 の 遺伝子

x T & 4 P -

y を単離 した｡ そ して
､

こ の 遺伝子 に つ い て解析 の 結果 か ら ､ X T 凪4 P -

y75
ミ

前腎形成 に必 要不可欠 で あり ､ また こ の 遺伝子 は マ
ー

カ
ー 遺伝子 で あ る X p a x

- 2

と X w n t _ 4 を通 じて ､ 前腎形成に深 く関与す る と考 えられた ｡ そ の こ とに よ っ て

前腎形成の 機構 の 解明 に重要 な貢献をなす と考 えられ ､ 学位 の 授 与 に値す るも

の と考えられ る ｡
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