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論　文　内　容　要　旨

（ふ　り　が　な）

氏　　　名

しみず　　よしひこ

清水　良彦

学位論文題目

ROCKbIregulatesclosureoftheeyelidsandventralbodywall

byinducingassemblyofactomyosinbundles

（ROCK－Ilまアクチン繊維を束化させることにより胎児期の眼瞼閉鎖、

腹壁閉鎖を制御する）

く研究の目的〉

Rhoassociatedcoiled－COilformingproteinkinase（ROCK）はRhoの標的タンハ0クと・して

1996年に同定された遺伝子であり、ROCK－I，－IIの2つのアイリフォームをもつ。

Rhoにより活性化されたROCK」はアクチン細胞骨格の制御を介して、細胞運動、接

着、細胞質分裂など、多くの細胞反応の調節分子として機能していることがJ柁VJ加

で示されている。アクチンは細胞膜直下の主要な細胞骨格であり、真核細胞の形態変

化、細胞運動に不可欠なものであることから、発生におけるROCK－Iの重要性も予想

されていた。われわれは晴乳類の発生においてROCK－Iが果たす役割を分子細胞生物

学的実験手法をもちいて解明することを実験の目的とした。

く方法〉

GenetargetingによりROCK－Iノックアウトマウスを作成し、その表現型を解析した。

く結果〉

ROCK－Iゲノムスクリ一二ンクや、ターゲテルク．へやクターの作成、ES細胞への導入、キメラマウスの作成、

ヘテロマウスの作成を順次施行した。ヘテロマウスの雌雄を交配させることにより、ROCK－Iノックア

ウトマウスの作成に成功した。ササやンデロッテルクや、PCRによりROCK－I遺伝子がdeletionされ

ていること、ウエスタンデロッテルクつこよりROCK－Iタンハ0クが消失していることを確認した。

ROCK－Iノックアウトマウスは胎児期の眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖に異常をきたし、新

生児期に死亡するという表現型を示した。

野生型のマウスでは胎児期16日令に表皮で形成される上下の眼瞼が融合し、眼裂は閉

鎖する。この眼瞼閉鎖は角膜やレンスやの誘導・分化に必要と考えられている。野生型マ

ウスでは眼瞼は閉鎖したまま出生し、生後12日前後に開眼する。一方、ROCK－Iノックアウ

トマウスでは開眼しながら出生していた。胎児期16日令の走査型電子顕微鏡による
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検討、組織学的検討により16日令の眼瞼閉鎖が正常に行われていないことが判明し

た。

また、野生型のマウスでは胎児期16日令に腹壁の表皮が閉鎖して、生理的に腹腔外に

脱出していた腸管（生理的臍帯ヘルニア）が腹腔内に戻る。同様に組織学的検討により、

ROCK－Iノックアウトマウスではこの胎児期16日令の生理的臍帯ヘルニア閉鎖が正常に行われてい

ないことが判明し、新生児臍帯ヘルニアの状態で出生していた。このヘルニアは母親マウスによ

り共食いされ、ROCK－Iノックアウトマウスは食殺される結果となった。

眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖のそれぞれの場所におけるアクチン細胞骨格が障害さ

れている可能性があると仮説を立て、アクチン細胞骨格を染色するフアロイディン染色を施行

した。結果、胎児期の眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖にはアクチン細胞骨格がそれぞれ

の場所でハ．ンドリンクや（アクチンがクロスリンクして太くなること）が必要であること、ROCK－Iノック

アウトマウスではこのハ．ンドリげが正常に行われないために眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖

が正常に行われないことが判明した。

これらの加Vivoのデータを裏付けるために、野生型、ROCK－Iノックアウトマウス新生児から

表皮を摘出し、角化細胞の初代培養を施行した。EGF刺激により野生型の角化細胞

ではアクチン細胞骨格のハやンドリンクⅠの形成が見られたが、ノックアウトマウスでは野生型と比較し

て明らかに形成が少なかった。

く考察〉

胎児期の眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニアの閉鎖にはROCK－I依存的な角化細胞内のアクチン

細胞骨格のハ．ンドリンクやが必要であることが判明した。しかし、なぜアクチン細胞骨格のハやン

ドリンクやが眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖を引き起こすのかは不明のままである。

Drosophilaのdorsalclosureにおいては角化細胞内でアクチン細胞骨格がハや作りげするこ

とにより収縮力が発生してdorsalclosureが引き起こされることが証明されている。

Drosophiladorsalclosureとマウス胎児期の眼瞼閉鎖のメカニス＋ムは形態的に、また関与してい

る分子が酷似していることから、後者においてもアクチン細胞骨格のハナンドリンクやが収縮力

を発生、閉鎖の原動力となっていると考えている。

EGF受容体ノックアウトマウスがROCK－Iノックアウトマウスと同様に胎児期の眼瞼閉鎖に異常をきた

すこと、角化細胞の初代培養の実験結果から、EGFげナリンクマの下流にROCK－Iが存在

していることが明らかとなった。

く結論〉

ROCK－Iはわ油粕のみならず、発生時期の生体内においても、アクチン細胞骨格の制

御に関与していることが明らかとなった。
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学位論文審査の結果の要旨

整理番号 5　20 清水　良彦

（学位論文審査の結果の要旨）

ROCK－Iはアクチン細胞骨格の制御を介して、細胞運動、接着、細胞質分裂など、多く

の細胞反応の調節分子として機能していることがれVi加で示されている。一方、これ

まで発生におけるROCK－Iの役割はほとんど明らかにされてこなかったが、細胞骨格

を制御する分子であることから、発生における　ROCK－Iの重要性が予想されていた。

本研究は、晴乳類の発生におけるROCK－Iの役割を解明することを目的と’し、gene

targetingによりROCK－Iノックアウトマウスを作成し、その表現型を解析したものである。

ROCK－Iノックアウトマウスは胎児期の眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖に異常をきたし、新生

児期に死亡するという表現型を示した。胎児期の眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖には

アクチン細胞骨格がそれぞれの部位でbundle化（束状化）される必要があること、ROCK－

Iノックアウ、トマウスではこのbundle化の異常により眼瞼閉鎖、生理的臍帯ヘルニア閉鎖が正常に起

こらないことが判明した。

以上の研究は、ROCK－Iが乃Ⅴ如のみならず、発生時期の加Vivoにおいても、アクチ

ン線経の束状化という、アクチン細胞骨格の制御に関与していることを明らかにしたもので

あり、博士（医学）の授与に値するものと判定された。

（平成18年2月2日）


