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学位論文内容の要旨

生殖細胞は次世代に遺伝情報を伝える唯一の細胞である。発生における生殖細胞の確立・分化機構はいくつ
かのモデル動物で解析されているが、その共通基搬の詳細は明らかでない。生殖細胞の分化・維持には、生
殖細胞特異的細胞内構造物である生殖願粒が必要なことが知られている。本学位研究は、メダカを用いてこ
の生殖顆粒の構成成分を単離解析し、その局在を調べることにより、生殖細胞の確立過程と分化の様態を明
らかにした研究である。学位論文は3章からなる。

第1章は、生殖顆粒の構成成分であるtdtrl遺伝子をメダカから単離してその蛋白質の抗体を作製、他の構
成成分であるnanos3とolvasとの共局在と生殖願粒の形態変化を調べた研究である。その結果、生殖細胞
が生殖腺に入る前は密の顆粒榊造であった生殖顆粒が生殖腺に入った後では、中空の構造物として検出され
るようになった。一方、性分化初期の雌生殖腺では、生殖細胞はシスト分裂を行なぃ、減数分裂に入る。こ
の過程で調べてみると、中空状構造物が、シスト分裂生殖細胞では細かい顆粒になり、さらに減数分裂期で
はこの顆粒が核膜外周に局在することが明らかとなった。このことから、願粒構造の変化は、何らかの生殖
細胞の分化状態を表していると考えられる。生殖細胞が生殖腺に入る前で顆粒構造を変化させたことから、
この段階で生殖細胞は形態が同じに見えても、分化状態は興なっていること示唆している。

第2章では、上記生殖顆粒成分の1つ、nanos遺伝子のシンテニー解析と発現解析の結果を示す。第1章の解
析過程でnanos産物が原腸胚期以前にも存在する予備結果が得られた。一方、nanos遺伝子は他の動物で遺伝
予ファミリーを構成することが知られる。そこで、他に生殖細胞で発現するnanosがメダカには存在するか、
他の動物で見いだされる生殖細胞発現nanos遺伝子との系統関係を明らかにするために解析を行なった。そ
の結果、メダカには4つnanos遺伝子があることを明らかになり、このうちの1っはゲノム上でアノテーシ
ヨンされていないnanos遺伝子(nanosl6）であった。生殖細胞に発現しているnanosは4つのnanos遺伝子
の中でnanos3のみであり、4種のnanosの中でも一番保存されている遺伝子であることが判明した。以上の
結果により、複数のnanos遺伝子の動物種間の対応が明らかになっただけでなく、nanos3による生殖細胞分
化様態の比較を他の動物とできる基盤が整った。

第3章では受精卵にまで遡り、生殖細胞系列確立を解析した研究結果を示す。この研究の結果、生殖細胞に
なり得る細胞系列（前駆始原生殖細胞）はnanos3蛋白質を持つ細胞として一細胞期より存在することが明ら
かになった。nanos3蛋白質は胚盤全体の中心・卵黄側に存在し、この顆粒を取込んだ細胞が前駆始原生殖細
胞となることが示唆され、多数の初期卵割の細胞分割面の位置を比較検討した結果、生殖顆粒の位置は分割
面とは独立していると考えられた。さらにひとたぴ他の体細胞系列から分離すると、顆粒の不等分配により
その個数が維持されることが示された。その後原腸胚期初期になると、nanas3を含んだ顆粒構造にtdrdlや
olvas蛋白質が局在するようになることから、この時期に生殖細胞系列（始原生殖細胞）として確立すること
が示唆された。

以上、生殖腺顆粒を構成する成分をクローニングしてその発現局在を解析することにより、従来は原腸胚期か
らしか判別できなかったメダカ生殖細胞系列が、予定始原生殖細胞として他の細胞系列から区別できること、
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その確立までには、胚盤全体に対する生殖顆粒の分布を決める機構と顆粒構造の不等分配の2つの機構が存在
しなくてはならないことが示された。さらに確立原腸胚初期には、tdrdlやolvas蛋白質が局在する機構が働
き、生殖細胞が確立することが資された。確立期以降も生殖顆粒の局在変化を追うことで、配偶子となりうる
生殖細胞の分化段階が識別可能であることを明らかとした。
  ショウジョウバェでは生殖願粒を取込んだ細胞が前駆始原生殖細胞となる。ゼノパスの生殖顆粒は卵植物極
側に局在することが知られている。メダカを用いた本研究結果は、分割面とは独立した生殖顆粒の局在機構が
初期発生には脊椎動物共通に存在することを示唆しており、ゼノパスでの解析結果もこの仮説に矛盾しない。
本研究は、生殖願粒の局在を詳細に追跡することにより、メダカ生殖細胞確立、分化の様態を明らかにしただ
けでなく、動物共通の機構を示唆した研究となった。
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学位論文審査の要旨
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（生殖顆粒構成成分によるメダカ生殖細胞系列確立分化解析）

  生牙I飾lll胞は次｜‖：代に辿伝竹愀を伝えるI｜化一の細Jl包である。発生における生蘋虹糸m胞のtdt立・分化機俳はいく

っかのモデル動物で解析されているが、その共通」Iち｜t窪の詳ネInはlyらかでない。生釿AネIllJJ包の分化・荊｜！持には、

生l｜｜（糸IUJJ也wi典的銅I｜胞1勾柵造物である生jIi'llIWi屯が必盤なJJfが知られている。本学位研究は、メダカを用いてこ

の生観｜t4蚯粒のfi成J戊分をIYWfjiWDrし、その局在を｜淵べることにより生l苑鬮‖胞の伽i立・分化の様態を1リjらかに

した研究である。学位rt文は3やからなる。

  第 1́ ；tは、生jIi'lWJ粒の俳J！E成分であるtdtrl辿伝子をメダカから11i離してその蛍白髄の抗体を竹ミ製、他の

+l畔J戊成分であるnanos3とolvasとのjfL’j在と生lilI'l願牝の形態変化を1洲べた研究である。その紬来、/L'iil't輔

粒の他j出は生噺n荊｜‖胞が生斫｜｜〔Jl泉に入るimと入った後では與なり、さらに卵形成の過君せでも分化状態によって典

なることが｜リJらかとなった。この研究は、形態的にf同じに↓己えても、分化状態はJl 'lなっていることを銅‖JJ包学

的に示した研究である。

  第2雎では、上記生あぬqltitllLIJ3C:分の1つ、nanos遺伝子のシンテニー解キr『と発現解析のネ1§来を示す。nanos逍

伝子は辿伝子ファミ リーを榊成するが、メダカ には4つnanロs辿伝子がある ことを明らかになった。このう

ちの1っはゲノム上でアノテーションされていないimnos辿伝子(nanoslb)でめった。生jII'l}tf[IIWL1に発現して

いるnanosはnanos3であり、4龝のnanosの中で一 冊保存されている辿伝子で あることが判｜リ1した。以上の

結来により複数のnanos遺伝子の勘物柧川の剣．応がI川らかになっただけでなく、nanos3による生9iI'l#ili胞分化

様態の比illkを他の勧物とできる）｜§雛が'腔った。

第3やでは受枇卵にまで遡り、生jiti荊｜｜胞系列離立を解析した研究結果を示す。この研究の結来、生AI'l,7:111胞に

なり得るネIllJ亅包系列（予定始J亅再生lilI:l糸｜u胞）はnanos3蛋白質を持っ細胞として二細胞期より存在することがlリjら

かにな った。nanos3蛍白質は胚雛全体の中心・卵黄側に存在し、卵捌の結果この噸粒を取込んだ#iiint!が予定

始原生iirli#dil胞となることが示唆された。さらにひとたび他の体細胞系列から分｜雅すると、不等分裂によりそ

の個数 が維持されることが示された。その後原J腸胚灼1初J91l,こなると、nanos3を含んだ順粒構造にtdrdlや

olvas蛋白質が局在するようになることから、この時j伽に生~IJia:ili胞系列（始原生殖細胞）として確立すること

が示唆された。

以上、生苑｜l｛J腺噸粒を他成する成分をクローニングしてその発現局在を解析することにより、従来は原J剛丕期
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からしか判別できなかったメダカ生~t~Iii胞系列が、予定始原生殖細胞として他の翁I｜胞系列から区別できること、

その確立維持には、胚盤全体に対する生殖顆粒の分布を決める機桝と不等分裂の2つの機柵が存在しなくては
ならないことが示された。さらに確立以降も生殖顆粒の局在変化を追う班で、配偶子となりうる生yri#iii胞の分

化段階が識別できることが明らかとなった。この機構は他の動物の生荊翁Il胞分化にも共通部分があると予想さ

れ、本学位研究はメダカの生物学だけでなく、動物一般の生苑n研究や応用水産研究へも影響を与えることが期
待 され 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。
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