
267

揺

発生脊髄運動ニューロンをラベルする
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Abstract

Recentmethodologicaladvancesusingviralandnon-viralvectorshaveallowedforefBcient

genede畳まveryintothechickenembryoWhichisaclassicalmodelforStudyingvertebratedevelop-

ment.Rou§sarcomavimlS(RSVトderivedreplication-competentavianTetrOViralvectorsandin

ovoelectroporationmethodcanoffere放cienttransgeneexpressiontemporallyaswellasspatia触

RecentprogresssuggestthatgenetTanSfeTtechniquesincombinationwiththeモetregulatory

systemcanaliowtransgeneexpressionatde触edtimeofdevelopmentinthechickenembryo.

Usingthesetechniques,theactionofspec主点Capoptosis-relatedmoleculescou蓬dbeinvestigated豆n

thedevelopingspinalmotonetirOnSatthetimeofprogrammedcelldeath.Thus,thesestrategies

canprovideavaluabletooltoaddressspec漬Cbioiogiea豆qtieS也onsinvertebratemorphogenesis.
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は じめ に の答えを得る鍵は腔の発生 ･発達過程にある.そ

の解析のために古くから脊椎動物のモデルとして

われわれの体がどのようにつくられるのか?こ 重用されているものの 一つが鶏腔 (ニワトリ月が
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である.鶏腔は安価で簡便 (発育の設備や管理)

な実験動物である.さらに,①卵の殻に孔を開け

て腔の発育の全経過が観察可能である点,②さま

ざまな微小手術 (移植やキメラ腔作成など)が可

能である点,③薬物 ･生理活性物質を投与しその

効果を生体で容易に検討できる点,などの腔按摩

に優れた面を多く有する.その一方で,トランス

ジェニック動物の作成などの遺伝子操作の点でマ

ウスやゼブラフィッシュに比較して後れを取って

いた.最近になって鶏族を用いた遺伝子導入技術

で幾つかのブレイクスル-があり,遺伝子操作に

ついてもむしろ優れたモデル動物となりつつあ

る.本稿では鶏歴での遺伝子導入を紹介しながら,

遺伝子導入によって発生過程で脊髄運動ニュ-ロ

ンを標識する方法について解説する.

増殖型レトロウイルスベクターによる

遺伝子導入

当初,鶏腔での遺伝子導入はウイルスベクター

を用いる方法が最も試みられていた,その一つは

アデノウイルスベクタ-であり,げっ歯環では

様々な系で有効性が確認されている.我々も初代

培養の脊髄運動ニューロンへアデノウイルスベク

タ-を用いて遺伝子導入を行っていたが,歴では

遺伝子導入の効率と毒性のコントロ-ルが難しく

使用をあきらめた経験がある.実際,ニワトリで

はマウス等に比してヒトアデノウイルスは感染効

率が悪く,より高力価のウイルス (毒性も高まる)

を必要とする.当時最もポピュラ-なウイルスベ

クターはHughes博士らが開発したRous肉腫ウ

イルス由来のRCASBPLReplication-Competent,

ALVLTR,Spliceacceptor,Bryanとolymerase)で
ある1).このレトロウイルスベクターは増殖型で

あるため,①最初に感染した細胞のみならず,二

次的にも増殖したウイルス粒子が周囲の細胞へ感

染 していくことから極めて遺伝子導入効率が良

い,②特別なパッケージング細胞を必要とせず,

高力価のウイルスの精製が容易である,など利点

がある.一方,増殖型レトロウイルスはウイルス

複製のための遺伝子コンポ-ネントをすべて保持

しているため,実際の外来遺伝子の組み込みは複

製と関係のないsrc遺伝子と置き換えることによ

る.このため挿入できる遺伝子のサイズは2-

3kb程度と制約がある.外来遺伝子の発現は宿主

細胞での RSV-LTRの転写活性 とalternative

splieingによって起こる.我々はこのウイルスを

用いてニワトリ艦頚髄の運動ニュ-ロンへの遺 伝

子導入とその機能を解析することに成功した2).

しかしながら遺伝子発現は前述のようにRSV-

LTR活性とalternativesplicingによるため,求め

るタイミングで求める細胞 (組織)へ外来遺伝子

を導入することは難しい.

増殖型レトロウイルスでの

遺伝子発現の制御への試み

RCASBPベクターの攻変型でspliceacceptorを

除ましたRCANBPベクタ-は内部プロモ-タ-

を用いることができる1).このベクタ-がうまく

機能すれば適当な内部プロモーターによって導入

遺伝子発現のコントロールが可能となることが期

待される.ただし同じような増殖型レトロウイル

スであるため,挿入できる外来遺伝子のサイズは

やはり2-3kb程度と制限がある.そのため比較

的短い制御領域であるCMVプロモ-タ-を内部

プロモーターとして用いた場合についてまず検討

した.ニ ワ トリ由来不死 化線維芽細胞 に

RCANBP/CMVベクタ-を感染させた場合,一部

の細胞で強い導入遺伝十発現が認められる 一万で

発現が弱い細胞も多く見られ,発現レベルが細胞

によってバラつきがあることがわかった.RCASBP

ベクターを感染させた場合はどの細胞も同程度の

遺伝子発現が認められることから,RCANBPベク

ターでは内部プロモーターとしてのCMVプロモ

ーターが機能して細胞の状況に応じてその活性が

現れていると推測 された.鶏膝に RCANBP/

CMVベクターを感染させた場合,外来遺伝子が

網膜色素上皮,若い脊髄神経節細胞,肝臓などに

限局して良く発現した.RCASBPベクタ-では掴

膜色素上皮や肝臓では遵転子発現は見られない一

方で,脊髄神経節では全体に発現が認められた.
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これらの結果から,RCANBPベクタ-を用いるこ

とで導入遺伝子の発現をコントロールし得ること

が明らかとなった3).

遺伝子発現のタイミングを

コントロールできるか?

形態形成が進む発生期は時間軸に従ってダイナ

ミックに様々な現象が起きる.また分子レベルで

も同一の分子が場所や時期によって異なる働きを

することも多い.したがって特定の現象を理解す

るためには,同-の分子であっても特定の時期に

どのような働きをしているのか突き止める必要が

ある.ある分子を任意のタイミングで発現させる

ことができれば,形態形成を理解する上でかなり

有望な手法となることが期待される.我々は,短

い転写調節領域がRCANBPベクタ-で機能した

ことから,この系でテ トラサイクリン調節系を応

用する試みに着手した.テ トラサイクリン調節系

は,テ トラサイクリン及びその誘導体 ‖ごキシサ

イクリンなど)存在下でt離調節蛋白がテ トラサ

イクリン反応領域 (tetoperator)に結合すること

で,転写調節 (遺伝子発現のスイッチがonある

いはo夏日こなる)がなされる弟である.我々は調

節蛋白として rtTA(reverseもetraeycline-con-
trolledtransactivator)をCMVプロモ-タ-下で

発現させ,ドキシサイクリン添加で遺伝子発現ス

イッチがonになるようなRCANBPベクターを

準備した.初期の歴に感染させたところ,そのま

までは予想通 り遺伝子の発現は認められなかっ

た.療染後--定期間の後 ドキシサイクリンを添加

した腔では,24時間後には網膜色素上皮や肝臓と

いったCMVプロモ-タ-がよく機能していた組

織で遺伝子発現が確認された.肝臓ではドキシサ

イクリンを添加しない対照群に対して,ドキシサ

イクリン添加群では約 10倍の遺伝子発現が認め

られた.すなわちニワトリ膝で導入遺伝子の発現

を任意のタイミングで誘導することに成功したの

である3).
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生休エレクトロポレーションによる

遺伝子導入

鶏艦でteトonによる導入遺伝子発現の時間的

コントロ-ルが可能となった一方で,空間的な遺

伝子発現のコントロ-ルは増殖型レトロウイルス

ベクターでは難しいところがあった 我々は当時,

脊髄前角の運動ニューロンへ特異的に遺伝子導入

を行う方法を模索していたが,よく知られた運動

ニューロン特異的なエンハンサー ･プロモーター

がRCANBPベクターに組み込むには大きすぎた.

そこで運動ニューロン特異的プロモータ-領域を

用いるために,当時ニワトリ腔で新たな遺伝子導

入法として広がり始めた生体エレクトロポレ-シ

ョン法 4)を試みることにした.もともとエレク

トロポレ-ション法はバクテリアや細胞などへ遺

伝子導入する際に用いられる手法であるが,電気

パルス発生装置などの改良によって生体でも実行

可能となった手法である.原理は単純で,電極に

はさまれた空間にDNA(発現ベクターなど)が

あれば,電気パルスをかけた際にマイナス荷電し

ているDNAがプラス極へ移動することを利用し

ている.例えば脊髄の場合,中心管内に発現ベク

ターを注入し神経管を二本の電極で挟んで電気パ

ルスを発生させると,プラス極の脊髄半側で遺伝

子導入が起こる.発現ベクターは通常のDNAで

あれば特に制約はないので,幾つかの運動ニュ-

ロン特異的プロモーターを組み込んだベクターで

試したところ,脊髄前角の運動ニューロン特異的

に遺伝子が導入された,これにより生体エレクト

ロポレーション法によって,ニワトリ腔で空間的

な導入避伝子発現をコントロールすることが可能

であることが確認された.

発生運動ニューロンの任意の

タイミングでの標識

発育鶏腔の脊髄運動ニューロンへ特異的に遺伝

子導入ができる系を発展させるため,次に任意の

タイミングで運動ニュ…ロンへ遺伝子導入できる

かの検討を進めた.運動ニュ-ロン特異的プロモ
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-タ一領域の一つであるHB9遺伝子のプロモー

ター領域にrtTAを連結し,tet反応領域に目的遺

伝子を配置した このプラスミドを生体エレクト

ロポレ-ション法によって頚髄に導入して,頚髄

の運動ニューロン死が起こる時期に -･致して細胞

死関連遺伝子を頚髄運動ニュ-ロンへ発現 させ

た.この-一連の実験によって我々はニューロン死

発現誘導を行うことに成功し,その蛋白の細胞死

における機能解析に成功した 5).通常であれば細

胞死の起こる以前に目的遺伝子は発現しているは

ずで,生体エレク トロポレ-ション法とteトon

調節系を用いて理想的な遺伝子導入を行うことが

可能であることを示した.また運動こユ-ロンが

発生の任意の (形態形成の重要な)時期で標識で

きることを示すもので,本手法が今後の研究に太

いに役立つものと思われる.

これからの展望

生体エレクトロポレ-ション法はレトロウイル

スとも組み合わせて用いることができ,RNAiや

dominant-negative変異体導入などと組み合わせ

ることで,内在性遺伝子の不活裾 二応用すること

も可能である.遺伝子操作においても有効な手法

が確立されつつあるニワトリ腔は今後ますます形

態形成を解析するモデルとして重用されることが

期待される.
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