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研究成果の概要（和文）：本研究はトランスポゾンという遺伝子組み換え時に認められる構造を

用いた遺伝子導入が発生後期のニワトリ胚でどれだけ有用かを検討したものである。この研究

でトランスポゾンを用いて遺伝子発現ユニットを導入した場合、発生後期までの長期間にわた

って遺伝子導入が可能となる可能性が示された。一方で目的とする細胞・組織に導入するには

遺伝子発現ユニットの正確な構築が必要であることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：This study is planned to clear how transposon-mediated gene 

transfer does work in the chicken embryo during the later period of development. It is 

shown that transposon-mediated gene transfer allows efficient delivery of the trangene into 

the chicken embryo until the later period of development. It is also suggested that the gene 

expression cassette should be precisely constructed to introduce the transgene into the 

specific cell and tissue. 
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１．研究開始当初の背景 

 実験モデル動物としてのニワトリ胚は安
価で胚操作に優れており、古くから脊椎動物
の発生研究に用いられてきた。また最近では
発生研究のみならず、癌の転移や浸潤のメカ
ニズムを明らかにするためのモデルとして
も用いられている。しかしながらゼブラフィ
ッシュやマウスと比較して遺伝子操作に難
があり分子生物学的手法が用いにくいとい
う欠点がその利用を限られたものにしてき

た。この問題を解決するために、近年我々を
含む多くのグループによって遺伝子導入技
術が改良され、発育鶏胚は分子の生体での機
能を安価・簡便・スピーディーに評価できる
モデルとして進化している。例えば我々は、
発生の比較的初期の段階において細胞特異
的（脊髄運動ニューロン）且つ任意のタイミ
ングで発育鶏胚に遺伝子を導入することが
可能であることを示すことに成功してきた。   
しかしながら発生の後期や孵化後につい
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ては未だに再現性・信用性が高い遺伝子導入
法が確立しておらず、その時期の生命現象の
解析に用いることを難しくしているのが現
状である。 

 

２．研究の目的 

本研究では Tol2 トランスポゾンを用い
た遺伝子導入の系を検討することで、発生
後期や孵化後の鶏での生命現象の解析にお
ける可能性・優位性を検証することを目的
とする。具体的な焦点を我々が今まで解析に
注力してきた脊髄運動ニューロンとその標
的筋の形成に絞り、以下の点に関して研究を
推進する。 

（１）脊髄運動ニューロン、シュワン細胞、

骨格筋細胞で遺伝子導入するための特異的

エンハンサー領域及びプロモーター配列の

選択と検討を行う。 

（２）それぞれの組織を異なる蛍光蛋白で標

識し、運動ニューロンとシュワン細胞、運動

ニューロンと骨格筋、あるいは三者による神

経筋接合部の発達などを検討する。 

 

３．研究の方法 

 鶏胚の発生後期あるいは孵化後に効率よ
く遺伝子を導入するために、運動ニューロ
ン・シュワン細胞・骨格筋の発達する時期
に機能するそれぞれの転写調節領域を単離
する。次にその転写調節領域によって蛍光
蛋白を発現する遺伝子断片を Tol2 トラン
スポゾンではさんだコンストラクトを作製
する。作製された Tol2トランスポゾンのコ
ンストラクトを初期鶏胚に遺伝子導入し、
発生後期鶏胚～孵化後のひよこでレポータ
ー遺伝子の発現を運動ニューロン、シュワ
ン細胞、骨格金細胞で検討する。またそれ
ら二者あるいは三者の挙動をモーターユニ
ットの形成という観点から評価することで
本手法の有用性を検討する。本研究は私の
他に二人の連携研究者が分子生物学的研究
および形態学的研究のそれぞれの専門分野
からサポートすることで推進される。 

 
４．研究成果 
（１）脊椎動物の初期の発生を解析するた
めの理想的なモデルである発育鶏胚におい
て、発生の後期や孵化後についての種々の
現象を解析するモデルとしての有用性を再
検討するにあたり、Tol2トランスポゾンを
用いた遺伝子導入系の検討を行った。まず
アストログリアへの特異的遺伝子導入に良
く用いられる GFAP プロモータで作動す
る Tol2トランスポゾン GFP発現ベクター
を設計、作成した（次図参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
これを初期胚の様々な神経形成領域に導

入し、後期胚での発現様式を観察した。そ
の結果、孵卵開始から 10 日過ぎ～孵化後
のヒナにおいて脳や脊髄など様々な神経組
織において GFP を発現する細胞が認めら
れた。これらの GFP 陽性細胞の性格を確
認するために GFAP に対する免疫組織化
学反応を行ったところ、内在性の GFAPの
発現が一致して認められ、アストログリア
への遺伝子導入を確認することに成功した
（下図参照）。 

 
 この方法により、孵化後の「ひよこ」に
おいても脳や脊髄に GFP で標識されるア
ストログリアが多数観察された。 
 
 
（２）続いて脊髄運動ニューロン特異的に
遺伝子導入するためにコリンアセチルトラ
ンスフェラーゼ（ChAT）のプロモータを
含むと想定される領域を検索した。マウス
や人の遺伝子情報からニワトリのChAT遺
伝子領域と思われるところを同定し、ニワ
トリの BACライブラリーから 10Ｋ程度の
同領域を回収した。最初のメチオニン
(ATG)に相当する領域がはっきり特定でき
ず、最も近いと思われる部位に GFP レポ
ーター遺伝子を連結し、Tol2トランスポゾ
ン GFP 発現ベクターの作成を行った。孵
卵開始 3 日の胚に遺伝子導入し、7 日目に
脊髄横断切片を観察したところ前角に
GFP陽性細胞が認められた（次図参照）。 
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これら GFP 陽性細胞は ChAT を発現す

る脊髄運動ニューロンであることが想定さ
れた。異なる転写調節領域を用いて比較検
討するため、構成的発現を目的とした EF-1
や CMV などのプロモータと、GFP や
DsRed などの異なる蛍光タンパクレポー
ター遺伝子の組み合わせで T2 トランスポ
ゾン発現ベクターを作成した。これらを
ChATプロモータで作動するTol2トランス
ポゾン発現ベクターと同時に遺伝子導入し
た場合、それぞれの発現ベクターで遺伝子
導入される細胞は異なったものになること
が確認され、単離された ChATプロモータ
は運動ニューロンへ遺伝子導入するのに優
位であることが明らかになった（下図参照）。 

 
（３）次に ChATプロモータで遺伝子導入
される GFP 陽性細胞を発生にしたがって
追跡したところ、14日目～孵化後のヒナで
は脊髄前角で GFP を発現する細胞が確認
できなかった。この結果は、ニワトリ BAC
ライブラリーから単離したChATプロモー
タは 7日目では前角の運動ニューロンで機
能していることを意味する。一方、本来発

生の後期ではChATプロモータはより活性
を有することが期待されるが、T2トランス
ポゾン発現ベクターと組み合わせるとあま
り有効に機能していないことを示唆する結
果が得られた。 
 
（４）上記の結果を検証するために Tol2 ト
ランスポゾンに依らない通常のプラスミド
ベクターで転写調節領域を機能させた場合
と比較を行った。脊髄運動ニューロンに優
位に発現する Lim ホメオ蛋白の一つであ
る islet-1 遺伝子のエンハンサー領域を用
いて T2 トランスポゾン発現ベクターを作
成し、その遺伝子導入について検討した。
ChAT プロモータを有する発現ベクターと
同様に遺伝子導入操作を行ったところ、遺
伝子導入直後（E5~E6）は前角の運動ニュ
ーロンに GFP が発現するのが確認された
が、さらに後期胚（E8~E10）では前角以
外の脊髄内の細胞に広範に GFP の発現が
認められた。これは同転写調節領域を単純
な発現ベクターを用いて遺伝子導入した場
合と異なる結果であった。 
 
（５）これらの結果と ChATプロモータで
得られた結果と合わせて考えると、T2トラ
ンスポゾンに組み込むことで発現強度や特
異性などのエンハンサー、プロモータ活性
が DNA 断片によってまちまちであること
が推察された。本研究によってトランスポ
ゾンを用いた遺伝子導入により、今まで困
難であった発生後期あるいは孵化後のニワ
トリに長期的な遺伝子導入が可能であるこ
とが示された。またこの場合、導入遺伝子
の転写を調節する遺伝子領域の設計等が重
要であり、標的により効果的な遺伝子配列
を検索し組み込む必要があることが明らか
になった。 
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