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研究成果の概要（和文）： 

独自に開発したレーザーインジェクション法（ Laser-assisted Thermal-expansion 

Microinjection 法, LTM 法）を用いて、標的細胞やオルガネラの遺伝子発現制御を行うことを
目指した。特に、胚嚢（雌性配偶体）が裸出するユニークな植物トレニアにおいて、遺伝子発
現抑制を行い、標的遺伝子の特異的な発現の低下を確認することも目指した。その結果、トレ
ニアの胚嚢にモルフォリノアンチセンスオリゴを導入することで、標的遺伝子を特異的にノッ
クダウンすることに成功した。標的遺伝子として、助細胞特異的に発現する花粉管誘引ペプチ
ド候補である LURE1 および LURE2 を用いたところ、ノックダウンにより花粉管の誘引が阻
害されることが明らかとなった。この実験により、花粉管誘引物質の同定に成功するという画
期的な成果につながった。モルフォリノアンチセンスオリゴが植物にも有効であることが示さ
れ、また、原生生物である粘菌においてもその有効性が示されたことから、マイクロインジェ
クション技術の組み合わせにより、広く真核細胞の遺伝子発現抑制に用いることの技術である
ことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Here I aimed to control gene expression in targeted cells and organelle by using our laser 

injection method (Laser-assisted Thermal-expansion Microinjection; LTM). I especially 

focused on down-regulation of targeted genes by using a unique plant Torenia fournieri, of 

which embryo sac is protruding from the ovule tissue. We succeeded in down-regulation of 

targeted genes by injecting morpholino antisense oligomers (MOs) into the protruding 

embryo sac. When we down-regulated LURE1 or LURE2 genes, which were candidates of 

pollen tube attractant genes specifically expressed in the synergid cell, pollen tube 

attraction was impaired. These results lead to identification of true attractant molecules 

LUREs. MOs were shown to be effective in plant cells as well as a protist Physarum 
polycephalum. Combination of laser injection with MOs was shown to be a powerful 

technique for down-regulation of eukaryotic cells. 
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１．研究開始当初の背景 

マイクロインジェクションは、狙った細胞
に核酸、タンパク質、薬剤など様々な物質を
導入するための、重要な細胞工学技術である。
しかし、マイクロピペットの先端径が 1 μm

以下になるとインジェクションに対して十
分な圧力を得ることができず、インジェクシ
ョンが困難になるという技術的制約が存在
した。そのため、対象となる細胞が、大型の
動物卵細胞やディッシュに接着した培養細
胞などに限定され、微小な細胞やオルガネラ、
植物や菌類の細胞などへのインジェクショ
ンは困難とされた。そこで申請者は、レーザ
ー光を熱源とし、レーザー吸収剤の熱膨張圧
によりマイクロインジェクションを行う方
法を発明した。これにより、先端径わずか 0.1 

μm のキャピラリーを用いて、従来法では難
しかった微小な細胞、多糖質の堅い細胞壁を
もち内部には高い膨圧を保持する植物細胞、
そしてそのオルガネラに至るまで、インジェ
クションに成功した。 このような精密なイ
ンジェクションを簡便に行える方法・装置は、
世界的にも実用化に至った例がない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、任意の細胞系で、狙った個々
の細胞で確実に遺伝子の発現制御を行う技
術の開発を目指す。これにより、細胞工学的
に遺伝子発現制御を行うための基本原理を
解明する。 

特に、遺伝子発現制御を（Ⅰ）標的遺伝子
のノックダウンと、（Ⅱ）外来遺伝子の発現
の 2 つに大きく分け、研究を進める。Ⅰにつ
いては、（1）種々の核酸等の導入による標的
遺伝子の発現阻害と、（2）抗体の導入による
標的遺伝子産物の機能阻害について解析す
る。またⅡについては、（1）DNA の核内へ
の導入またはゲノムへの挿入による遺伝子
発現と、（2）mRNA の細胞質への導入による
遺伝子発現について解析する。 

 

３．研究の方法 

はじめにレーザーインジェクターの実用
化（販売開始）を行い、それにともない、レ
ーザー吸収剤や紫外線硬化性樹脂などの検
討、および実験手法の最適化（マニュアル化）
を行った。 

植物の雌性配偶体細胞（トレニアの裸出胚
嚢）へのモルフォリノアンチセンスオリゴの
インジェクションによる遺伝子発現阻害実
験、ならびに植物の培養細胞（タバコ BY-2）
への抗体のインジェクションによる標的タ

ンパク質の機能阻害実験を中心に、レーザー
マイクロインジェクション法の評価・最適化
を進めた。 

モルフォリノアンチセンスオリゴについ
ては、真正粘菌を用いて、核コードのミトコ
ンドリアタンパク質の発現阻害効果を検討
した。 

外来遺伝子の発現については、タマネギの
表皮細胞を中心に、トレニアの裸出胚嚢など
も用いて、条件検討を行った。 
 
４．研究成果 
レーザーインジェクターの実用化により、

レーザーインジェクターを購入した研究者
と、異なる細胞系での結果について情報を得
ることもできるようになった（図１～図３）。
ヒメツリガネゴケなども含めた様々な細胞
系、特に被子植物細胞で多く実験を行うこと
により、LTM 法でインジェクションを高効
率で行うための重要なポイントが多く明ら
かとなった。例えば、植物細胞においてガラ
ス針を抜いた後も細胞が維持されるために
は、ガラス針先端の直径（外径）が 0.3 μm

以下である必要があること、インジェクショ
ンの際の細胞の保持が各実験系において重
要であること、サンプルが常にガラス針先端
から穏やかに出続けている状態でインジェ
クションを繰り返すことで連続的なインジ
ェクションが可能になること、その他良好な
針の充填・保管法などが明らかとなった。 

はじめに、抗体のインジェクションによる
標的タンパク質の機能阻害効果について検
討した。タバコ培養細胞 BY-2 は、他の植物
細胞に比べマイクロインジェクションが容
易であり、条件検討に大いに役立った。微小
館タンパク質に対する抗体を導入すること
で、細胞分裂に対する影響を、細胞周期にお
けるピンポイントで解析することができ、特
異的な阻害効果が確認された（基礎生物学研
究所の村田隆氏との共同実験）。 

次に実用化したレーザーインジェクター
を用いて、植物の雌性配偶体細胞（トレニア
の裸出胚嚢）へのモルフォリノアンチセンス
オリゴのインジェクションによる遺伝子発
現阻害実験を中心に進めた。レーザーマイク
ロインジェクション法の評価・最適化を進め
た結果、標的とした花粉管誘引物質の候補遺
伝子の遺伝子発現阻害に成功し、候補遺伝子
が真の花粉管誘引物質であることを証明で
きた（図４）。同定した遺伝子は２種あり、
それぞれＬＵＲＥ１およびＬＵＲＥ２とい
う、ディフェンシンに類似した低分子量タン



パク質である。そのそれぞれの遺伝子に対す
る特異的なアンチセンスオリゴを導入した
場合、アンチセンス特異的に花粉管誘引が阻
害された。また、それぞれのアンチセンスオ
リゴ単独で、誘引が阻害されたことから、そ
れぞれの遺伝子が異なる機能を持つ可能性
も考えられる。その成果は、Nature 誌に掲
載せれ、表紙を飾った。植物細胞においてモ
ルフォリノアンチセンスオリゴの初めての
使用例としても、メーカーから紹介された。 

さらに、LURE 遺伝子の発現がどの程度抑
制されているのか、定量的な解析を試みた。
トレニアの組織を培養開始後すぐに、胚嚢へ
のインジェクションを行い、さらに 1 日間培
養したのち、微小な胚珠組織を顕微操作によ
り 1 つずつ回収した。個々の胚珠は、LURE

を発現する助細胞を 2 つもつが、その胚珠組
織から mRNA を精製し、安定してリアルタ
イムPCRを行う方法を開発した。その結果、
アンチセンスオリゴを導入した胚珠特異的
に、mRNA がほとんど検出されないほど減尐
していることが明らかとなった。アンチセン
スオリゴは翻訳開始点と、スプライスドナー、
スプライスアクセプターの３箇所に対する
ものを混合して導入している。したがって、
スプライス阻害により mRNA がナンセンス
メディエイテッド mRNA 崩壊（NMD）を受
けている可能性が考えられる。また例えば
LURE1 を標的とした場合は、LURE2 をは
じめ、他の助細胞特異的遺伝子の発現は減尐
しないなど、標的遺伝子特異的に発現が減尐
していることも示唆された。モルフォリノア
ンチセンスオリゴによる遺伝子発現抑制が、
トレニアの胚嚢で非常に良好にはたらいて
いることが示唆されたので、今後、トレニア
の胚嚢をモデル系とした、ユニークな解析が
展開されることが期待される。 

さらに LURE 以外の重複遺伝子群の機能
解析に対するレーザーインジェクションの
有効性と、より安価で短時間で入手できる S

化 DNA オリゴの有効性について検証した。
トレニア助細胞の EST 解析から、システイ
ンに富むペプチドの他に、ペクチンメチルエ
ステラーゼインヒビター（PMEI）に類似の
遺伝子群などが主に発現していることを見
出した。そこで、PMEI に対する複数のモル
フォリノアンチセンスオリゴを作製し、イン
ジェクションを行った。その結果、これらの
遺伝子群においても、mRNA 量の減尐が確認
され、ナンセンスメディエイテッド mRNA

崩壊が起きている可能性などが考えられた。
LURE とは異なり、花粉管誘引には影響が見
られず、助細胞の他の機能に対する関与が考
えられた。花粉管の侵入や放出に関わること
も考えられるので、現在、その解析のための
培養系の改変を含め、解析を進めている。ま
た、PMEI に対する S 化 DNA オリゴをイン

ジェクションした場合には、モルフォリノア
ンチセンスオリゴほどの標的特異的で強い
ノックダウンは見られず、モルフォリノアン
チセンスオリゴの有効性が示された。こうし
た知見は、レーザーインジェクションにより
真核生物の遺伝子発現制御を行うための、重
要な知見であると評価できる。 

モルフォリノアンチセンスオリゴについ
ては、原生生物である真正粘菌のミトコンド
リア核様体タンパク質（核コード）において
のノックダウンにも有効に機能することが
示され、インジェクションさえ行えれば、広
く真核細胞で利用できることが示唆された。 

このように標的遺伝子の発現阻害につい
ては、良好な結果が得られた。一方、外来遺
伝子の発現については、低頻度にしか発現が
見られなかった。タマネギ表皮細胞を用いて
核内にプラスミドをインジェクションする
と、稀に GFP などのリポーター遺伝子を発
現した。トレニアの胚嚢の細胞質にプラスミ
ドを導入した場合も、同様に低い効率でした
か発現が見られなかった。動物の培養細胞で
は、核内へのプラスミドのインジェクション
により、高頻度にリポーター遺伝子の発現が
見られることが知られる。プラスミドではな
く、mRNA を in vitro 精製し様々な植物細胞
の細胞質にインジェクションすることも試
みているが、やはり高頻度な発現は見られて
おらず、さらなる条件検討の必要性を要する
ことが示された。 

 

図１．実用化したレーザーインジェクター 

 

 

 

図２．倒立顕微鏡を用いたレーザーインジェ
クションの様子 



 

図３．レーザーインジェクターの針フォルダ
ー部の模式図 

 

 

 

図４．モルフォリノアンチセンスオリゴ（緑
色の蛍光）を導入した胚嚢における花粉管誘
引の阻害 

アスタリスクは花粉管の入口にあたる胚
嚢の珠孔側端を示す。矢印は誘引された花粉
管。 
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