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研究成果の概要（和文）：扁形動物プラナリアは強い再生能力をもつ。この再生現象に、どのよ
うな遺伝子が、どのように関わるのかを明らかにするためには、この動物に外来遺伝子を導入
する手法の開発が必要である。そこで、近年様々な生物で成功例が報告されているトランスポ
ゾンを利用する方法をプラナリアに応用することを考えた。本研究では様々な導入を試みたが、
残念ながらプラナリアへの遺伝子の導入することはできなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：The planarians have high regeneration activity which is attractive 
for developmental biologists.  In order to analyze the mechanisms of the planarian 
regeneration at a gene level, I tried to develop a method for production of transgenic 
planarians using various transposon systems.  I have failed to introduce foreign genes into 
planarians in spite of many trials with various vectors and experimental conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

 扁形動物プラナリアは、その再生能力の強

いことから、100 年も前から、生物学者の興

味を惹きつけてきた。そして、その再生時に

見られる、体制をつくるルールを探る長年の

研究は、動物一般の形態形成に関わる普遍的

ルールの解明に役立ってきた。しかし、近年

見られるマウス、ハエ、センチュウをはじめ

としたいわゆるモデル動物における発生遺

伝学の技術的進展は、そのような技術の適用

が困難なプラナリアのような実験動物を発

生学研究の主役から追いやってしまった。と

ころが、1999 年に報告されたプラナリアにお

けるRNA干渉による特異的遺伝子機能の阻害

の成功は、その後のプラナリア Schmidtea 

mediterranea の全ゲノム・ドラフトシーケン
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スの決定、数種のプラナリアで進められた

EST シーケンスプロジェクトと相まって、再

びプラナリアに発生学研究のスポットライ

トが当たる契機となったのである。そのよう

な状況で、プラナリアがモデル動物としてさ

らに必要な条件の一つが、プラナリアに外来

遺伝子を導入し発現させることであった。本

研究を始めるにあたり、学会等で様々な研究

者と話してみると、プラナリアへの遺伝子導

入については、多くの研究グループで試みら

れたようであったが、成功したという話はほ

とんど聞かなかった。唯一の例外が、バルセ

ロナ大学サロ教授の研究グループであり、遺

伝子導入の方法を確立したという報告とそ

の方法を適用しプラナリアの再生における

オートファジー関連遺伝子の機能を解析し

たという２つの報告をした。しかしながら、

多くの研究者はその報告を疑問視しており、

その真偽は定かでなかった。また、同じ扁形

動物である住血吸虫において、その発現まで

は成功していないもののエレクトロポレー

ション法により外来遺伝子の導入に成功し

たという報告がなされたばかりであった。本

研究が開始されたころは、様々な動物でトラ

ンスポゾンを利用した遺伝子導入法が報告

されたころではあったが、扁形動物プラナリ

アにおいて、外来遺伝子を導入する技術は、

まだ確立しているとは言い難い状況であっ

た。 

 
２．研究の目的 

 本研究は、プラナリアにいかにして外来遺

伝子を導入し、発現させるか、その方法を開

発すること一点にある。そのための第一歩と

して、様々な動物種で成功しているトランス

ポゾンを利用した手法に着目し、プラナリア

への適用を試みることにした。この手法を確

立することは、１００年来、生物学者を魅了

してきたプラナリアの再生の謎の解明に大

きく貢献することになる。期待される最終的

な成果も、導入ができた、というものであり、

本研究は「全か、無か」という単純明快な結

果しかないものである。 
 
３．研究の方法 

(1) アフリカツメガエルをつかったトラン

スポゾン遺伝子導入系の検証 

①トランスポゾン・レポータープラスミドお

よびヘルパーmRNA 作製用鋳型 DNA の構築 

 piggyBac, minos, Hermes の各トランスポ

ゾンベクターにCMVプロモーターの制御下に

おいた蛍光タンパク質GFP遺伝子をレポータ

ーとして導入した。また、トランスポゼース

のコード領域をpCS2にクローニングし直し、

その mRNA を試験管内で合成した。 

②アフリカツメガエル初期胚への導入 

 各トランスポゾン・レポータープラスミド

を対応したトランスポゼース mRNA とともに

アフリカツメガエル受精卵に微小注入した。

頻度の差はあるが、いずれのトランスポゾン

を使った場合においても、モザイク状に GFP

の発現が認められるオタマジャクシが得ら

れた。これらのオタマジャクシのゲノム DNA

からトランスポゾンが挿入したという直接

的証拠を得ていない。しかし、既報のツメガ

エルにおける遺伝子導入実験結果に照らし

て、このようなモザイク状の発現は、トラン

スポゾンが想定通りツメカエル染色体への

組込まれたことを強く示唆している。また、

トランスポゾン Hermes を利用した場合、多

い時には注入した胚の２－３％にこのような

発現が見られた。この頻度は、通常の遺伝子

導入アフリカツメガエル作製効率に匹敵す

るものである。 

(2)プラナリア遺伝子導入条件の検討 

①プラナリア遺伝子プロモーターの単離と

レポータープラスミドの構築 

 プラナリアの細胞で活性を持つプロモー



ター領域は、プラナリアに遺伝子を導入する

ことができないため同定できない。そこで、

ユ ビ キ タ ス な 発 現 が 期 待 さ れ る 、

EF1alpha,EF2 およびアクチン遺伝子につい

て想定される内在性プロモーター領域のク

ローニングを行った。ユニバーサル PCR 法を

用いて各遺伝子のコーディング領域の 5’上

流域１－２kb を単離し、その開始コドン直後

にフレームをあわせて GFP 遺伝子、ルシフェ

ラーゼ遺伝子をレポーターとして連結後、

piggyBac, minos, Hermes 各トランスポゾン

ベクターに挿入した。 

②プラナリア個体への遺伝子導入の試み 

 GFP レポータープラスミドと対応するトラ

ンスポゼース mRNA を 5-8mm 長のプラナリア

に 100-200nL 注入後、様々な条件で矩形波エ

レクトロポレーションを行った。プラナリア

はエレクトロポレーション後、組織の崩壊が

一部に見られたが、一日後には修復され、生

存には問題はなかった。様々な条件下でのエ

レクトロポレーション、mRNA およびプラスミ

ドの注入量を増やしても、残念ながらレポー

ター遺伝子の有意な発現は認められなかっ

た。また、より発現の検出感度の高いルシフ

ェラーゼレポータープラスミドを用いた場

合においても有意な発現は認められなかっ

た。 

 プラナリアは全身に消化管がくまなく走

っており、体内に注入されたヘルパーmRNA は

注入後すぐに分解されると考えられる。そこ

で、トランスポゼース遺伝子をプラナリア細

胞内で発現するよう、アクチン遺伝子の想定

プロモーター下流にトランスポゼースをつ

ないだヘルパープラスミドを作製しレポー

タープラスミドと共にプラナリアに注入後

エレクトロポレーションを行った。しかし、

mRNA を共注入した場合と同様、レポーター遺

伝子の有意な発現は認められなかった。 

③プラナリア幹細胞への遺伝子導入の試み 

 プラナリアのすべての細胞は、幹細胞から

分化すると考えられている。そこで、幹細胞

に外来遺伝子を導入したのち、その幹細胞を

プラナリアに注入することで、遺伝子導入プ

ラナリアを作製することを考えた。そこで、

サイズの異なるナイロンメッシュに解離し

たプラナリア細胞を通すことにより調製さ

れた幹細胞分画にエレクトロポレーション

法によるレポータープラスミドの導入を試

みた。しかし、この場合もレポーター遺伝子

の有意な発現が認められることはなかった。 

 
４．研究成果 

 トランスポゾンを利用した遺伝子導入系

は、その適用された動物種が多岐にわたって

いることから、プラナリアへの適用も可能で

あると思われる。実際、すでに２つの成功例

が報告されている。しかし、残念ながら本研

究で試みたかぎりにおいて、プラナリアへの

遺伝子の導入には成功しなかった。それゆえ、

既に報告されている成功例については、疑念

を抱からざるを得ない。 

 本研究で使用されたプラナリアが既報の

プラナリアと種が異なるとの考察も成立し

ないわけではない。しかし、プラナリアでの

外来遺伝子の発現の指標に蛍光タンパク質

遺伝子を使うことは、そもそもプラナリアが

自家蛍光を持つことから、その発現の解釈は

慎重になるべきである。本研究は、既報の成

果を否定するものであり、プラナリアへの外

来遺伝子導入法の開発の研究は、振出しにも

どったといえよう。この既報の否定が本研究

の主な成果である。 

 ごく最近、別のグループが、本研究で使用

されたプラナリアと異なる海産の微小プラ

ナリアにおいて、遺伝子を卵に微小注入する

ことで外来遺伝子の発現に成功したとの情

報を得た。幸い、本研究で使った日本産プラ



ナリアの仲間には、難しさはあるものの実験

室内で有性生殖が可能なものもあり、今後は、

卵への遺伝子導入も試みる価値があろう。 

 用いたトランスポゾンのシステムが働く

ことを確認するために行った、アフリカツメ

ガエル初期胚におけるトランスポゾン活性

の検証実験において、従来の方法に匹敵する

効率でアフリカツメガエルに遺伝子導入が

起きたことを示唆する結果が得られたこと

は予期しない成果であった。トランスポゾン

を利用した本方法は、膨潤させた精子核を扱

う従来法に比べ操作が極めて簡単であるこ

とから、ツメガエルへの遺伝子導入の新たな

手法になる可能性がある。 
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