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学位論文内容の要旨

  生殖細胞は個体を形成する細胞の中で唯一、次世代に生命を伝える細胞であり、脊椎動
物では、配偶子形成過程を通じて生殖細胞は精子と卵に分化する。この過程は、高度に調
節された一連の細胞周期から成り立ち、次の3つの分化過程から構成される：（1）体細胞
分裂、（2）減数分裂、（3）減数分裂後の配偶子への分化。配偶子形成過程における生殖
細胞分化の分子制御機構を明らかにするためには、生殖細胞分化過程における体細胞型、
及び生殖細胞（減数分裂）型の細胞周期を制御する遺伝子産物の同定とその特性を明らか
にする必要があるが、その分子制御機構は未だ不明な点が多い。これは、生殖細胞分化を
明らかにするための優れた加v恥や血Wtr〇での解析系が少ないことに因る。
  配偶子形成過程にある生殖細胞分化の分子機構を明らかにするための優れた解析系とし
て、魚類では、卵成熟過程解析のためのキンギョの系と、精子形成過程解析のためのニホ
ンウナギの系が既に確立されている。両者はいずれも、ホルモンの刺激によって生殖細胞
の分化過程が開始、進行する。本研究は、これら魚類の解析系を用いて、卵成熟と精子形
成の開始、進行について、細胞周期関連遺伝子産物を同定し、その特性を明らかにするこ
とで、未だ不明な点が多い配偶子形成過程における生殖細胞分化の分子制御機構に関する
新知見を得る目的で行われた。

第1章キンギョ卵成熟過程におけるcdc2の挙動
  ホルモン刺激により加vitroで自由に卵成熟を誘起できるキンギョは、卵成熟の分子機
構を探る優れた実験系である。卵成熟は、全真核生物に普遍的な細胞周期調節の鍵分子で
あるサイクリン依存性キナーゼ(cdk)の一種、M期促進因子(MPF)により最終的に誘
起される。MPFの形成・活性化の分子機構を探るため、キンギョ卵成熟過程におけるMPF
の構成分子(cdc2とサイクリンB）の挙動を調べた。未成熟卵と成熟卵抽出液のゲル濾
過画分のイムノブ口ット解析の結果、キンギョ未成熟卵にはサイクリンBは存在せず、卵
成熟過程でサイクルンBが新たに合成され、これがすでに存在するcdc2と結合して複合
体を形成し、それと同時にcdc2の活性化が起こることが判った。ツヌガェル未成熟卵に
は不活性型cdc2―サイクリンB複合体がすでに存在するので、ツメガェルとキンギョで異
な る MPF形 成 ・ 活 性 化 機 構 を 採 用 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。

第2章キンギョ卵成熟過程におけるMosの挙動とその機能解析
  原ガン遺伝子産物Mosは、ツヌガェルでは卵成熟の開始と第二減数分裂中期(MIDでの
停止に関わることが知られている。本章ではキンギョ卵成熟過程におけるMosの機能を調
べた。Mos蛋白質は卵成熟の途中で出現し始め、MIIで停止した成熟卵で最大量となった。
mRNAの注射により、ツヌガェル及びキンギョの2細胞期胚の割球でMosを強制発現さ
せると、細胞分裂は中期で停止した。キンギョ未成熟卵にMosを強制発現させても卵成熟



を誘起しなかった。アンチセンスRNAでキンギョ卵成熟過程に起こるMosの合成を阻害
しても卵は成熟した。これらの結果は、Mosは両種において共通にMII停止に関わるが、
キンギョではMosは卵成熟の開始に関与しないことを示す。

第 3章 ウ ナ ギ 精 子 形 成 過 程 に お け る E型 サ イ ク リ ン の 発 現 と 機 能 解 析
  精巣内の生殖細胞が幹細胞型精原細胞のみで構成されているニホンウナギは、ホルモン
刺激によって精子形成が開始し、完全な精子形成が面vivo及びめvitroで再現できる脊
椎動物で唯一の優れた解析系である。この精子形成誘起過程における生殖細胞の分裂・増
殖の詳細を明らかにする目的で、細胞周期の主要調節因子cdkの調節サブュニットである
サイクリン(A型、B型、E型）の発現と機能を解析した。本章ではE型サイクリンを調
べた。ノーザンブ口ットと血situハイブリダイゼーション解析の結果、サイクリンEl
mRNAは顕著な変化を示さないが、サイクリンE2 mRNAは精原細胞に発現し、その増
殖バターンと一致する変化を示すことが判った。エレクト口ポレーション法による精巣組
織細片へのE型サイクリンの遺伝子導入実験の結果は、ホルモン刺激による精子形成誘起
後に起こるサイクリンE2の発現の増加が、幹細胞型仏型精原細胞）から分化型精原細
胞（B型精原細胞）への移行、増殖に重要な役割を果たすことを示唆した。

第4章ウナギ精子形成過程におけるA型サイクリンの発現動態
  本章ではノーザンブ口ットと血situハイブリダイゼーションによって、精子形成誘起
過程におけるA型サイクリンの発現動態を調べた。サイクリンA2 mRNAは精原細胞、
第二精母細胞、精細胞、体細胞に発現していたが、サイクリンAl mRNAは第一精母細胞
から精細胞までのステージで特異的な発現が認められた。減数分裂期のマーカーである
Dmclの発現解析から、サイクリンAlの発現は第一減数分裂後期から始まることが明ら
かにされた。

第5章ウナギ精子形成過程におけるB型サイクリンの発現動態
  3種のB型サイクリン(Bl、B2、B3)のcDNAをク口ーニングし、ホルモンによる
精子形成誘起過程における、mRNAの発現動態を調べた。サイクリンBlとB2のmRNA
は精原細胞から精母細胞のステージで発現し、サイクリンB3 mRNAは精原細胞にのみ
発現していた。これらの結果から、サイクリンB3は他のサイクリンBとは異なる機能を
持つことが示唆された。

第 6章ウ ナ ギ精 子形成過 程におけるB型サ イクリンの挙 動とキナーゼ 活性
  第5章で述ぺた3種のウナギB型サイクリンについて、それぞれに対する特異的抗体を
作製し、ウナギの精子形成過程におけるこれら蛋白質の動態を解析した。これらはホルモ
ン投与後3日目から、サプタイプに関係なくcdc2と複合体(MPF)を形成した。そのキ
ナーゼ活性も3日目に初めて検出され、B3－cdc2複合体がもっとも高い活性を示した。
免疫組織化学法による検査では、サイクリンBl及びB2は精原細胞と精母細胞に局在し、
サイクリンB3は精原細胞にのみ局在が認められた。精子形成過程におけるこれらB型サ
イクリンの発現様式とキナーゼ活性における差異は、それぞれのB型サイクリンが精子形
成過程で異なる役割を担っていることを示唆する。また、mRNAレベルの解析結果と合わ
せて考えると、ウナギサイクリンB3は、減数分裂過程ではなく、精原細胞の分裂・増殖
過程に特異的に関与することが強く示唆された。

  以上、本研究は配偶子形成を解析するための優れた実験系を用いて、これまで不明な点
の多かった脊椎動物の配偶子形成過程における生殖細胞分化の分子制御機構に新たな知見
を提供した。特に、1）キンギョ卵成熟の研究から、MPFはあらゆる真核生物に共通の分
子構造を持っが、その形成と活性化の機構は種により異なること、2）ウナギ精子形成の
研究から、サイクリンE2が精子形成の開始とB型精原細胞の増殖を制御し、サイクリン



B3が精原細胞の増殖過程に特異的に関与していることを初めて示した点は重要で、生殖
生物学に多大な貢献をなすものと考える。
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  生殖細胞は、個体を形成する細胞の中で唯一、次世代に生命を伝える細胞であり、脊
椎動物では、配偶子形成過程を通じて生殖細胞は精子と卵に分化する。配偶子形成過程
における生殖細胞分化の分子制御機構を明らかにするためには、生殖細胞分化過程にお
ける体細胞型及び生殖細胞（減数分裂）型の細胞周期を制御する遺伝子産物の同定と、
それらの特性を明らかにする必要があるが、未だ十分な研究がなされていない。
  本研究は、卵成熟過程解析のためのキンギョの系と、精子形成過程解析のためのニホ
ンウナギの系を用いて、卵成熟と精子形成の開始、進行について、細胞周期関連遺伝子
産物を同定し、それらの特性を明らかにすることで、未だ不明な点が多い配偶子形成過
程における生殖細胞分化の分子制御機構に関する新知見を得る目的で行われた。
  学位論文は6章からなる。第1章ではキンギョ卵成熟過程におけるcdc2の挙動が解
析された。卵成熟はM期促進因子(MPF)により最終的に誘起される。キンギョ卵成熟
過程におけるMPFの構成分子(cdc2とサイクリンB）の挙動を調べた結果、未成熟卵
にはサイク1jンBは存在せず、卵成熟過程でサイクリンBが新たに合成され、これがす
でに存在するcdc2と結合して複合体を形成し、それと同時にcdc2の活性化が起こるこ
と が 判 っ た 。 こ れ は ツ ヌ ガ ェ ル に お け る 機 構 と 明 ら か に 異 な る 。
第2章ではキンギョ卵成熟過程におけるMosの機能を調べた。原ガン遺伝子産物Mos
は、ツメガェルでは卵成熟の開始と第二減数分裂中期(MII)での停止に関わることが知ら
れている。ツメガェル及びキンギョの割球でMosを強制発現させると、細胞分裂は中期
で停止した。キンギョ未成熟卵にMosを強制発現させても卵成熟を誘起しなかった。ア
ンチセンスRNAでキンギョ卵成熟過程に起こるMosの合成を阻害しても卵は成熟した。
これらの結果は、Mosは両種において共通にMII停止に関わるが、キンギョではMos
は卵成熟の開始に関与しないことを示す。
第3章ではウナギ精子形成過程におけるE型サイクリンの発現と機能解析が行われた。
サイクリンEl mRNAは顕著な変化を示さないが、サイクリンE2 mRNAは精原細胞に
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発現し、その増殖パターンと一致する変化を示すことが判った。精巣組織細片へのE型
サイクリンの遺伝子導入実験の結果は、ホルモン刺激による精子形成誘起後に起こるサ
イクリンE2の発現の増加が、幹細胞型(A型精原細胞）から分化型精原細胞(B型精
原 細 胞 ） へ の 移 行 、 増 殖 に 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示 唆 し た 。
  第4章ではウナギ精子形成におけるA型サイク1」ンの発現動態を調べた。サイク1j
ンA2 mRNAは精原細胞、第二精母細胞、精細胞、体細胞に発現していたが、サイクリ
ンAl mRNAは第一精母細胞から精細胞までのステージで特異的な発現が認められた。
減数分裂期のマーカーであるDmclの発現解析から、サイクリンAlの発現は第一減数
分裂後期から始まることが明らかにされた。
第5章ではウナギ精子形成過程における3種のB型サイクリン(Bl、B2、B3)のmRNA
の発現動態を調べた。サイクリンBlとB2のmRNAは精原細胞から精母細胞のステー
ジ で 発 現 し 、 サ イ ク リ ン B3 mRNAは 精 原 細 胞 に の み発 現 し て い た。
  第6章ではウナギ精子形成過程における3種のB型サイク1jン蛋白質の動態を解析し
た。これらはホルモン投与後3日目からcdc2と複合体(MPF)を形成し、活性化した。
サイク1jンB1及びB2は精原細胞と精母細胞に局在し、サイクリンB3は精原細胞にの
み局在が認められた。これらの事から、ウナギサイクリンB3は、減数分裂過程ではな
く、精原細胞の分裂・増殖過程に特異的に関与することが強く示唆された。
  以上をまとめると、著者は魚類の実験系を用いて、これまで不明な点の多かった脊椎
動物の配偶子形成過程における生殖細胞分化の分子制御機構に新たな知見を提供した。
特に、1）キンギョ卵成熟の研究から、MPFはあらゆる真核生物に共通の分子構造を持
っが、その形成と活性化の機構は種により異なること、2）ウナギ精子形成の研究から、
サイクリンE2が精子形成の開始とB型精原細胞の増殖を制御し、サイクリンB3が精
原細胞の増殖過程に特異的に関与することを初めて示した点は重要である。これらの成
果は魚類の持つ特性を十分に生かした緻密な研究により得られたもので、生殖生物学に
貢献するところ大なるものがある。
  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。


