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研究成果の概要（和文）：舌粘膜乳頭の形態形成には特定のタンパク質が関与する。我々は舌粘膜乳頭形態形成遺伝子
候補を抽出した後siRNAを作成し、蛍光タンパク質発現ベクターとともに予備的導入を行った。ラット胎仔舌粘膜組織
にエレクトロポレーション法でトランスフェクションした後に器官培養を行い、24、48、72時間後の蛍光の観察を行っ
た。遺伝子導入後24時間でトランスフェクションによる蛍光が見られ、72時間でも継続して蛍光が観察された。しかし
ながら条件により蛍光は不安定となった。バイアビリティにも関与する導入パルスのパラメータの検討や効率性の高い
導入方略の検討なども含めたさらなる改善が必要とされた。

研究成果の概要（英文）：Essential proteins for lingual papillae morphogenesis are likely present during 
embryonic development. We searched for the responsible genes and selected candidates involved in lingual 
papillae morphogenesis. Then to establish regeneration techniques, preliminary transfection of siRNA was 
performed. Transfection of the synthesized siRNA together with vectors for fluorescent proteins 
expression into rat embryonic lingual tissues was performed using the electroporation method. After the 
transfection, the lingual tissues were organ-cultured and observed. Twenty-four hours after the 
transfection, fluorescence markers started illuminating inside of the lingual tissues and were continuing 
to glow up to the 72 hour intervals. However, the quality of fluorescence was being occasionally 
unstable. Optimization of electric pulse parameters was required in order to maintain cell viability and 
more efficacious transfection methods also would be required.

研究分野：口腔解剖学
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１．研究開始当初の背景 
（１）哺乳類の舌背粘膜の表面には舌乳頭が
分布する一方、悪性腫瘍などで失われる。再
建に際し、舌乳頭の再建は困難である。 
（２）研究代表者らは先の 2010 年度科研費
課題にて胎生ラット胎仔舌粘膜組織の発生
後期段階で発現遺伝子 22,000 種の推移を
cDNAマイクロアレイにて解析し、変動の大
きく異なるものの推移を調べ、 in situ 
hybridization 法により組織内での発現及び
局在の観察を行った。 
（３）以上の結果により、胎生ラット胎仔舌
粘膜組織の発生後期段階における発現遺伝
子のうち、形態形成が示唆される遺伝子のノ
ックダウンを行い、その影響を検証する必要
が出てきた。 
（４）研究代表者らは本研究課題申請当初、
遺伝子導入の手段として化学的に遺伝子を
導入するリポフェクション法の使用を想定
していた。しかしながら実験開始の過程で、
化学的導入法であるゆえにターゲット組
織・細胞に対するリポフェクション法の毒性
が著しく、組織内の遺伝子動態へ影響する可
能性がある（他研究者からの私信による）こ
と、また培養細胞の遺伝子導入の報告例は数
多くありながらも、培養組織への導入報告例
が当時極めて少なかった事を問題視した。そ
こで代替の方法として、（もう一つの物理的
導入法である）エレクトロポレーション法を
採用する事とした。この方法はニワトリ胎仔
脳組織に導入を成功させた先人の報告例が
あるなど、生物種は異なりながらも実績があ
った。 
 
２．研究の目的 
（１）舌乳頭新生技術確立の為、2010 年度
科研費課題で解析されたラット総 RNA から
の発現遺伝子セットより特定された舌乳頭
形態形成関連因子候補から、さらなる選択を
行う。 
（２）候補遺伝子に対応した干渉 RNA 
(siRNA）を設計し、合成する。 
（３）実験動物胎仔培養舌粘膜組織内にエレ
クトロポレーション法による siRNA の導入
を行う。その予備実験として蛍光タンパク質
発現ベクターの導入と行った後、器官培養を
行い、時系列に沿って培養下における形態学
的観察を行い、遺伝子導入に関する基礎デー
タを取る。 
 
３．研究の方法 
（１）舌乳頭形態形成因子候補の絞り込み 
2010年に施行されたラット総 RNAからの

cDNAマイクロアレイ解析における発現遺伝
子セットより、今回は主に転写因子に焦点を
当て、新たな解析手法より舌乳頭形態形成因
子候補の絞り込みを行った。今回の解析であ
る、遺伝子発現カスケード解析（サイトライ
ンソリューションズ社 委託）は大きく分け
て次の２段階の解析よりなる。 

①まず、最初の解析として発現変動の大きい
遺伝子群の転写開始点上流に多く含まれる
転写因子結合サイトを、転写因子結合サイト
デ ー タ ベ ー ス で あ る BIOBASE と
TRANSFAC（キアゲン社）を用いて解析し
た。（転写因子結合サイト探索解析） 
②次の段階として発現変動の大きい遺伝子
群の転写因子結合サイト探索解析の結果と
発現変動が小さかった遺伝子群の転写因子
結合サイトの検索結果とを比較して、結合転
写因子の遺伝子群で多く見つかった転写因
子結合サイトを上位段の転写因子群として
第１段から第６段の階層で各階層の転写因
子群を導き出した（キーノード解析）。 
これらの６段の階層の転写因子群より遺
伝子発現カスケードのパスウェイマップを
作成し、前回の抽出候補因子と比較検討を行
い、最終的な候補遺伝子（候補 Aならびに B）
を抽出した。 
（２）（1）により導き出された候補遺伝子に
対応した干渉 RNA（siRNA）の設計と合成
（１）で導き出された遺伝子候補の siRNA
の設計並びに合成を委託により行った。同時
にネガティブコントロール用の siRNA も併
せて設計と合成を行った。 
（３）エレクトロポレーション法による遺伝
子導入 
①妊娠後期ラットより胎仔を取り出し、舌及
び周囲口腔組織を実体顕微鏡下で摘出した。 
②摘出組織を洗浄した後、培地を満たしたバ
スタブ電極に組織を静置し、遺伝子導入装置
（ネッパジーン社 NEPA21 図１）によりプ
ログラムされた電気パルスを与え、タンパク
質ベクター・siRNAの遺伝子導入を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.本研究で用いられた遺伝子導入システ
ム。NEPA21 エレクトロポレーター並びにバス
タブ電極、実体顕微鏡より構成される。 
 
③遺伝子導入の後、低血清培地による胎仔舌
粘膜組織の器官培養を行い、導入後 24時間、
48 時間、72 時間の各時系列に沿って形態学
的観察を行った。観察は蛍光タンパク質に対
応した単波長パワーLED によるイルミネー
タの照明下で行った（図２）。ロングパスフ
ィルターを装着した実体顕微鏡により観察
とデジタルカメラによる撮影を行った。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.本研究の器官培養組織観察システム。
蛍光タンパク質に対応した単波長パワー
LEDによるイルミネータ、ロングパスフィル
ターを装着した実体顕微鏡及びデジタルカ
メラより構成される。 
 
④遺伝子導入より 72 時間の器官培養の後、
舌粘膜組織を 4％PFA で固定後、OCT コン
パウンドで包埋した。60-100um の厚さでク
ライオセクションを行った。切片は PBS 中
に浮遊させ洗浄した後、スライドガラスに貼
付し、本学先端研のレーザー共焦点顕微鏡
（LSM710；ツァイス社）を用い、蛍光像の
観察並びにオプティカルセクショニング像
を得た。 
 
４．研究成果 
（１）舌乳頭形態形成因子候補の絞り込み 
遺伝子発現カスケード解析を行った。転写
因子結合サイト探索解析では、変化のあった
遺伝子群（Fold Changeの絶対値>3.5だった
169 個を Yes-set、Fold Change の絶対値
<1.018だった 874個をNo-setと定義した）
を採用し、この遺伝子群における転写因子結
合サイトを探索した。発現変動の大きい遺伝
子群の転写開始点上流に多く含まれる転写
因子結合サイトは 52個導き出された。また、
BIOBASEと TRANSFACを用い、これらの
サイトに結合する転写因子とコードする遺
伝子は 10個導き出された。 
一方、この結果を利用したキーノード解析
結果においては、40個の鍵になる遺伝子（キ
ー遺伝子）が導き出され、各々のキー遺伝子
を頂点とした６段階層のパスウェイ図が
Cytoscape（ネットワーク可視化ソフトウエ
ア）により描記された。前回の抽出候補因子
と今回の解析結果を比較検討し、今回は 2種
類の転写因子を候補遺伝子（候補 A及び B）
として選択した。 
 
（２）候補遺伝子に対応した干渉 RNA
（siRNA）の設計と合成 
今回抽出された2種類の転写因子候補の遺
伝子より siRNA を設計し、合成(MISSON 
siRNA カスタム品・HPLC 精製・滅菌・エ
ンドトキシンフリー)を行った。同時にネガ
ティブコントロール用の siRNA も設計し、
合成(MISSON siRNA Negative Controlカ
スタム品)を行った。 

（３）胎仔舌粘膜組織への蛍光タンパク質発
現ベクターおよび siRNA のトランスフェク
ションと時系列的観察 
今回、エレクトロポレーション法による遺
伝子導入を行うにあたり、蛍光タンパク質を
用い、至適条件の探索を行った。本導入装置
は、他の装置と異なり、正負逆極性の穿孔パ
ルスと導入パルスを組織に付与でき、またパ
ルス幅や回数など、詳細なプログラムが可能
である。 
一定の設定条件下において舌粘膜組織にト
ランスフェクションされることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．ネッパジーン社製 NEPA２１エレクト
ロポレーターによる導入波形（左）及び導入
途中の舌粘膜組織（右）。設定プログラムに
より細胞膜に穿孔する２回の正負穿孔パル
スと減衰する正負導入パルスを設定できる。
（減衰プローブを用いているため、実際の電
圧よりも低い波形表示となっている） 
 
蛍光タンパク質ベクターによる遺伝子導
入の後、舌粘膜組織の器官培養を行い、24、
48、72 時間後の蛍光の経時的観察を実体顕微
鏡下で行った。遺伝子導入後 24 時間で舌粘
膜組織にやや弱いながらも蛍光が見られ始
め（図４）、48 時間において蛍光強度が増強
した（図５）。72 時間においてもやや蛍光は
減弱しながらも継続した蛍光が観察された
（図６）。概ね 48 時間から 72 時間後の間で
最大蛍光強度が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４.蛍光タンパク質ベクターによる遺伝子
導入後２４時間後の蛍光タンパク質マーカ
ー（GFP）の実体顕微鏡像。スケール：1000um 
 
エレクトロポレーション法による遺伝子
導入における導入効率は培地の種類が大き
く影響していた。一般に血清添加培地はエレ
クトロポレーション法による遺伝子導入に
は導入効率が著しく低下するため不向きと
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されている。今回、低血清培地を用いたが、
全ての低血清培地製品が高い導入効率を示
すものではない事も判明した。同時に、胎仔
舌組織に種類の異なるベクターの蛍光タン
パク質ベクター（GFP, RFP, DsRed）の共導
入を行った後、共焦点顕微鏡による導入部位
の局在の観察を行ったが、ほぼ同一の細胞に
導入される事も併せて確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５.蛍光タンパク質ベクターによる遺伝子
導入後４８時間後の蛍光タンパク質マーカ
ー（GFP）の実体顕微鏡像。導入による強い
蛍光が観察される。スケール：1000um 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６.蛍光タンパク質ベクターによる遺伝子
導入後７２時間後の蛍光タンパク質マーカ
ー（GFP）の実体顕微鏡像(左)。若干の蛍光
減弱がみられる。(右)共焦点顕微鏡の矢状断
観察像及び微分干渉像との合成画像（厚さ
100um：オプティカルセクショニング再構築
像）スケール：左 1000um 右：100um 
 
また、共焦点顕微鏡による培養舌組織内の
蛍光タンパク質遺伝子導入細胞の観察では、
上皮層のみならず舌粘膜下組織への導入細
胞の分布も確認できた。 
一方、siRNAと蛍光タンパク質ベクターの
共導入に関しては、蛍光は若干不安定となり、
粘膜下組織の深部まで遺伝子の導入がされ
ないケース（図７）が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７.蛍光タンパク質ベクター並びに siRNA
形態形成候補（B）による遺伝子共導入後７
２時間後の蛍光タンパク質マーカー（RFP）
の共焦点顕微鏡による矢状断観察例(左)と、

微分干渉像との合成画像(右)。導入された細
胞は組織浅部に限局した分布を示していた。
スケール：100um 
 
候補 Aの組織内共導入は候補 Bと同様、安
定していなかった。 
これに併せ、今回合成した siRNA に化学
修飾（6-FAM）を施し、組織内での局在の確
認も試みたが、組織内の蛍光局在の確認はで
きなかった。 
なお、舌粘膜、特に上皮部の細胞において
は、今回のエレクトロポレーション法による
遺伝子導入の過程で舌組織の構成細胞のバ
イアビリティが著しく低下し、器官培養途上
で層状に脱離する事があった。特に穿孔パル
ス（図３ 左）の設定によってその影響が著
しい。 
また、蛍光タンパク質ベクター導入後 72
時間において蛍光減弱が見られ、培養組織の
バイアビリティの低下とダメージが見られ
た。これは LED イルミネータに起因する可
能性が示唆される。 
今回得られたラット胎仔舌粘膜組織への
エレクトロポレーション法による siRNA 及
び蛍光タンパク質に関しての導入と動態・形
態学的観察に関するデータに関しては現在、
論文投稿の準備を行っている所であるが、エ
レクトロポレーション法のパラメータ、ある
いは効率性の高い導入方略の検討なども含
め、さらなる改善が必要とされる。 
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