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研究の目的と進め方

カエルやイモリを用いた古典発生生物学の研究成果か

ら,眼形成には組織間の相互作用が不可欠であることが明

らかにされている.しかし,この眼形成過程の分子レベル

での研究は少なく,組織間の誘導に関わる因子の実体は不

明である.転写因子L-Mafは水晶体誘導・分化因子として

機能しており,このL-Maf遺伝子を中心にアフリカツメガ

エルの眼形成過程における遺伝子カスケードを明らかに

することが,本研究の目的である. L-Mafの下流遺伝子を

DNAマイクロアレイなどで同定し,かつMorphorino

Oligonucleotidesなどを用いて,遺伝子機能を解析する.

2001年度の研究の当初計画

アフリカツメガエルX. laevisとX. tropicalisの眼の組織

由来のcDNAライブラリーで決定したcDNAを対象に,玩

写因子,シグナル伝達,細胞周期等の分類と,眼特異的な

cDNAを同定し,眼の発生段階を追って発現パターンを調

べ,水晶体誘導・分化のマスター遺伝子XLMafとXmafB

の遺伝子カスケードを同定する.

1.全胚での発現パターンの解析

2.眼の組織切片での発現パターンの解析

3. cDNAチップを用いた網羅的な遺伝子発現パターンの解

析

2001年度の成果

1. MafBとL-Mafに対してMorphorino Oligonucleotides
(MO)を合成し,それぞれの遺伝子機能を阻害した. MafB

のMOは,水晶体が完全に喪失し,水腫体形成が見られな

かった. L-MafのMOは,水晶体が完全に喪失する表現型か

ら,上皮細胞の塊が観察される個体までの表現形が見られ

た.しかし,g-クリスタリンの発現はほとんど検出できなか
った.

2.水晶体特異的なエンハンサーの下流にMafBあるいはL-

Mafを連結した遺伝子を導入したトランスジェニックカ

エルを作成し,眼形成過程を調べた. MafBの場合には,上

皮細胞が増殖した水晶体が観察され, L-Mafの場合には,ほ

とんどの細胞が繊維細胞に分化していた,

3. MafBとL-Mafに対する抗体を作成し,水晶体形成過程

での発現を調べた結果,水晶体胞が形成されるまでは,両

タンパク質が検出されたが,水晶体胞が形成されると,

MafBとL-Mafを発現する細胞は赤道面の細胞に局在し,

上皮細胞ではMafBが,線維細胞ではL-Mafだけの発現が

観察された.また,分裂中期のマーカーであるリン酸化ヒ

ストンH3の抗体で染色される細胞は,赤道面に局在して

いた.これらの結果は,赤道面で不等分裂が起きているこ

とを示している.

4.アニマルキャップアッセイにより,DNAマイクロアレイ

に用いるプローブを作成し,現在カリフォルニア大学の研

究者と共同研究を行っている.

国内外での成果の位置づけ

水晶体上皮細胞と線維細胞でそれぞれ特異的に発現し

ている転写因子MafBとL-Mafを持ち,また抗体を持って

いるのは我々のグループだけである.また,遺伝子カスケ

ードの研究から,トランスジェニックカエル作成やMOを

用いた遺伝子機能解析,また細胞の不等分裂などを眼形成

を総合的に研究しており,かつニワトリなどの眼形成の分

子機構と比較する多様性研究も視野に入れている点で,評

価されている.

達成できなかったこと,予想外の困難,その理由

我々が当初計画していたカエルcDNAの塩基配列の決

定とDNAマイクロアレイの作成がカリフォルニア大学の

方で進行中であることが分かり,当初計画を断念し,彼ら

との共同研究に切り替えたために,達成できなかった.

今後の課題

DNAマイクロアレイを用いた結果を早期に解析し,本来

の目的である眼形成に関わる遺伝子の同定, MOなどを用

いた遺伝子機能の解析に加え,遺伝子カスケードを解明す

ることが今後の課題である.転写因子以外の細胞骨格系,

細胞接着系,シグナル因子などを同定し,限形態形成過程

における分子機構を解明すること.
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