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研究発表

(1)口頭発表

1.竹島一仁

イモリ胚への遺伝子導入

日本動物学会第75回大会(甲南大学､神戸:9月10-12日)

シンポジウム招待講演:日本から発信する次世代モデル生物アカネズミ

メダカ･イモリ ー実験モデル生物から野生種モデルへ-

2.Kazuhito Takeshima

Gene delivery of the Spemann organizer by electroporation

lOthInternationalXenopusMeeting(MarineBiologyLaboratory,Woods

Hole,Massachusetts,USA,2004.9.14-18



研究成果

アフリカツメガェル神経板期以降の器官形成解析に独自の実績を持つ

エレクトロボレーション法を改良し､原腸陥入期前後の大型で脆弱な表層

部および深部細胞にも改変遺伝子や細胞系譜マーカーなどの安定導入が

可能になった｡また発生後期の肢芽や､予定臓器域にもその適用範囲を拡

張できた｡

初期胚に関しては､約百ミクロン単位で導入領域調節が可能になり､処

理後数時間で発現細胞群の同定や当該遺伝子の効果を観察できる｡胚軸お

よび誘導モデルを提唱する殆どの研究グループが初期卵割期割球への微

注入法による遺伝子導入を行っており､微注入後陥入開始時までの解析対

象時間外における当該遺伝子の発現による副次効果､平行して起こる細胞

移動や細胞混合による解析精度低下や実験結果誤解の可能性は否めない｡

本研究では原腸陥入期前後の時期に限定してBMP､Wnt､FGF関連遺伝子群

のGain and Loss of Function実験および細胞系譜解析を行い､厳密な時

期および領域特異的な軸形成･予定運命決定に関わる因子群の同定､相関

解析が可能となった｡その成果はイモリ胚を含む両生類にとどまらず晴乳

類等を含む原腸陥入機構および形態形成､器官形成研究に大きく貢献する｡

アフリカツメガェルのゲノム基盤情報の蓄積が進む一方､Spemannオー

ガナイザーを基点にした胚軸および胚葉誘導モデルについて国際的に再

検証が進行している｡我々が当該研究の技術的基盤としてエレクトロボレ

ーション法を開発･改良し､本技術の摘要時期を原腸陥入期にまでさかの
ぼれたことは国内外の研究グループに先んずることになり､胚軸モデルお

よび胚葉誘導モデルの新展開の契機になると期待される｡

指肢形成における分泌性因子群の作用特性について､St.51～55胚の後

肢芽にBMPおよびNogginを導入し､前後軸に沿った指形成欠損を観察し

た｡一方､Shhの肢芽前方域導入では過剰指形成や関節多岐化が観察され

た｡これらの成果を基に､当該研究の拡張として腎予定組織､皮膚真皮層

への各種遺伝子コンストラクト導入を行い､臓器形成および臓器再生を標
的とした研究に着手している｡



自己評価と今後の展望

ここ数年､Spemannオーガナイザーを基点にした従来の背腹軸が頭尾軸

であり､従来の動物極植物極軸が背腹軸に対応するというモデルが提唱さ

れ､オーガナイザーが裏打ちする外胚葉および対峠位置にある腹側中胚葉

における誘導現象についても幾つか修正案が報告されている｡これは細胞

系譜マーカー実験の高精度化がひとつの端緒になる一方､標識化する発生

時期､着眼するマーカー遺伝子やその組織特異性を再吟味できる実験法の

確立が待望されていることを意味する｡本研究では独自技術開発により､

意外なほど単純かつ直裁に初期原腸胚そのものを対象にして軸形成･予定

運命決定を解析･考察することが可能になった｡このことは従来欠落して

いた発生時期の解析データを確実に補完できるだけでなく､両生類原腸陥

入機構研究の新規テーマ起案につながる｡また今後､脊椎動物全体の原腸

陥入時における軸形成理論の枠組み創生に寄与することが期待される｡

さらに､発生後期の臓器形成研究にも本方法が適用可能なことが明らか

となり､遺伝子発現解析の強力なツールとして､形態形成･再生研究の分

野および他のモデル動物系にも適用できると確信している｡
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同研究機構基礎生物学研究所発生生物学研究系･教授)および故村松達夫
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ZOOLOGICALSCIENCE21:1226 (2004) ⑥2004ZooIoglCalSocietyofJapan

【FromModelLaboratorySpecie$tOModelWiIdSpecies;the
NextGeneratjonofModeJAnimalsDerivedfromJapan,but

ApplicableWorIdwide:Japane$e Wood Mouse,Japanes

Medaka,andJapaneseNewt】

OrganizedbyMakotoAsashimal,HiroshiMitani2,Shin-ichiAbe3andTsuneoSekijima4
1DepartmentofLifeScience,lCORP/JSTproJeCt,TheUniversityofTokyo,2Departmentof[ntegrated

Biosciences,GraduateSchoo10fFrontierSciences,TheUniversityofTokyo,3DepartmentofBio10gICal

Science,FacuItyofScience,Kumamoto University,4GraduateSchoo10fScienceandTechno10gy,

NiigataUniversity

GeneDeliveryjntoNewtEmbryo

KazuhitoTakeshima

RadioisotopeResearchCenter,NagoyaUniversity,464-8602,Japan

Newtembryos have been used forstudieso=nduction and morphogenesis because oftheiraccessibilityand

manlPutabiIityatallstagesofdevelopment.Recent"RenaissanceofRegeneration''also paysgreatattentionto

newt.However,uSeOfnewtembryoshasbeen=mitedbytheabsenceofasystemfortempora"yandspatia"y

COntrOlled manIPUlation ofdeve10PmentaIly]mPOrtantgeneS.Thecommon RNA/DNAin)eCtionatthecleavage

StageShas onlybeen marglnallysuccessfuT astheirrathernonspecificexpression.especia[ly afterthe mid-

bIastulatrarisition.

Hereweshowtheimprovedelectroporationmethodfornewtembryo.ElectroporationaI10WStemPOraIfyandspa-

tiallycontrolleddeliveryofgenes,andtheirexpressionreachedtheirpeakswithinO･5-1daya什erelectroporation･

Targetingthedorsa[lipattheearlygastrulastagewith pCMV-GFP ptasmid resultedintheexpressionofGFP

PrOteina10ngWithaxiaJmesoderm,aSfortheneuro-eCtOdermattheneuralplatestageneuraItubewaslabeled･

MisexpressionofBMP4atthe headorganizergaverisetothesmall-OrPlne-headphenotype,andattrunk/tai1

0rganizer the delivery of BMP disturbed the formation of the posterior centraL nervous system･The

eIectroporationofBMP4-mRNAintotheheadneuralholdinhibitedthemlgrationofacertaingroupofneuralcrest

CelJsandtheembryo10Stitsgil[onthesideoftheetectroporation･WealsointroducedtheantagonistofBMP,

Noggin.intothesameregions.Thedeliveryofnogginintothedorsallipmadethedouble-tail-finphenotype,COn-

trarytoourexpectationofabig-headedembryo･

Thistechniquewehavedeve10Pedcanexpandthegaln-Ofandloss-Of-functionapproachesatspecificregIOnSOr

CertaindeveIopmentaIstagesofnewtembryos.1talsomakesenabtetotracethece=‖neageofacertainorgan

duringnewtmorphogenesis.

REFERENCES

(1)lnlPrOVedmRNAelectroporationmethodforXenopusneurulaembryos･Genesis33:81-85,2002

(2)Axesestab[ishmentduringeyemorphogenesisin鵜nqpusbycoordinateandantagonisticactionsofBMP4,Shh,andRA･
Genesis33:86-96,2002



イモリ胚への遺伝子導入
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イモリ胚遺伝子導入の目標

･壊れやすいオーガナイザー領域へ導入

･じっくりと細胞系譜を追跡

･形態的な変化を期待

▼
実験発生学のモデル｢イモリ｣の遺伝子レベ

ルからの再検討

①① ①①Q①
【叫.t了

.

+

■l】;111加h両

■trMl血相ml

!･!･･!.1･､

●印加叫榊
⊂】恒甲両用血細

らt.1 $t.11 8Llll■ St.111b &l.tV さ一三干!_†.8t.Vl さt.Vll,Vlll

Hamaotal.(1005I









26d

2d 1d



イモリ胚遺伝子導入の課題

･領域･時期特異的なノックアウト

･種特異的な細胞系譜の検討

】形態/組織/マーカー遺伝子変化の解析
▼

実験発生学のモデル｢イモリ｣の遺伝子レベ

ルからの再検討



J〃めJ〝おr搾αfわ〝αg

蔀〝叩〟ざ肋g血g

MarineBiologyLaboratory

WoodsHole,Massachusetts,USA
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16l.GenedeliveryintotheSpemannorganizerbye)ectroporation

Kazubito Takeshima
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