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第一部

エレクトロボレーション法による

ニワトリ胚への効率的な局所遺伝子導入
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lntroduction

TheidentincationofarapidlyincreaslngnumberofgenesinvoIvedinvertebratede－

Velopmentisaccompaniedbytheneedtostudytheirfunctions・Apowerfu1approachfbr

unravelingthemolecularmechanismsunderlyingdevelopmentalprocessesistoectopICally

expressageneofinterestinembryosandexaminetheconsequences・Theavianembryo

O飴rsmanyadvantagesfbrdevelopmentalstudiesoverothervertebrateembryosasitallows

easyaccessforinovosurgicalmanlPulationssuchastissuetransplantationaswellasimplan－

tationofculturedcellsandchemically－treatedbeadsfbrlocalreleaseofspecifichumoral

factors・Theestablishmentofthechick－quailchimerasystemprovidedapowerfultoolfbr

tracingthefateoftransplanteddonorcells（LeDouarin1973）．Ifonecouldcombinethe

techniquesofsuchsurglCalmanlPulationandlocalizedgenetransftr，thechickenembryo

WOuldbeanoutstandinganimalmodelfbrstudyingthemolecularmechanismsofdevelop－

However，genetranSftrtechniquesforchickenembryosarestillqultelimitedinscope・

Oneoftheftwavailablemethodsisthereplication－COmPetentretrOvirusvector－mediated

genetransftr，Whichalthoughusefu1hassomeseriousdrawbacks；Onlycodingsequencesof

lessthan2kbcanbepackagedintothevectorandbasicallymorethanonegenecannotbe

introducedsimultaneously（MorganandFekete1996）・Ittakesabout24hourstheproteins

encodedintheretroviralvectorstobeexpressedaftermanlPulation・Inaddition，POStmitotic

Cellscannotbetransftctedwithretroviralvectors・Inthisrespect，theadenoviruSSyStemis

advantageousduetoitshighere抗ciencyofinftction，butasisthecasefbrreplication－COm－

PetentretrOViruSeS，itisdifnculttorestrictgeneexpressionintoalocallyspecinedsite（Leber

etal・1996），aSWellaslaborioustopreparetherecombinantadenoviruS．

Thesuccessfu1useofaninovoelectroporationtechniquehasbeenrecentlyreported

（Muramatsuetal・1996；Muramatsuetal・1997a）andappearstobeanexcellentmethodfbr

theintroductionofgenesintochickenembryos・Thissystemhastheadvantagethattwoor

moregenescanbesimultaneouslyintroducedintocellswithnoapparentrestrictiononsize

OfcDNAtobeused・However，difncultiesremainedincontrollingtheprecisionandefn－
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ClenCywithwhichDNAcouldbetargetedtoasitefbrexpression・Herewedescribeamodi－

nedversionofinovoelectroporation・Byreplacingoneoftheelectrodeswithasharpened

tungstenneedle，WeWereabletonarrowtheelectricneld，enablingtheintroductionofDNA

intocellswithinasmallareawithhighreproducibility・Italsoallowedustotargetvarious

tissuesorlglna11ythoughttoberefractoryfbrthistypeofgenetransftr，SuChasmesenchyme・

Thismodinedtechniquepromisestobehighlyusefu1fbrthefunctionalstudyofgeneprod－

uctscontrollingdevelopmentalprocesses・
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Materia［sandmethods

肋∫〝‡fd（わ耶か〟Cね

PCAGGS－GFPandpCAGGS－lacZweremadebyexcISlngtheGFPandlacZcoding

SequenCeSfrompCMX－SAH／Y145F（OgawaandUmesono，1998）andpCHllO（Amersham

PhamaciaBiotech，Inc・），reSPeCtively，andinsertionintothebluntedEcoRIsiteofanexpres－

SionvectorpCAGGS（Niwaetal・1991）・RCASBP－Tbx5／GFPisdescribedelsewhere（J．T．et

al・，Submitted）・PlasmidDNAwaspurinedusingaplasmidpuri丘cationkit（QIAGEN，Ger－

many）anddissoIvedinTl／4E（Tris－HCl（PH・8・0）10mM，EDTAO．25mM）．Befbreirtjec－

tion，DNAwasdilutedtotheapproprlateCOnCentrationwithTl／4EandcoloredwithO．05％

methylgreen（NakalaiTbsque，Kyoto）・Unlessotherwisespecined，PCAGGS－1acZwasused

ataconcentrationofO・25pg／PlandpCAGGS－GFPatl．0匹g／ul．

ガわcか呼〃用fわ〝

Theelectro－SquarePOraterBTXT1820（BTX，SanDiego，USA）wasusedtogenerate

electricpulsesundercontrolofapulsemonitorMVC540R（MeiwaShq3i，Osaka，Japan）．A

Platinumelectrode（Muramatsuetal・1996）wasmadefromplatinumwire（¢＝0．3～0．5

mm）・Thetungsten“microelectrode”（¢＝40pmatthetip，Fig．1B）wassharpenedinhot

fusedsodiumnitrite（Hamburger1942）andheldbyaholder（Fig．1B）connectedtotheelectro－

SquarePOrater・

FertilizedwhiteLeghorneggswereincubatedhorizontallyat38・50C・Embryoswere

StagedaccordingtoHamburgerandHamilton（1951）．Be払remanipulation，3～4miofalbu－

menwasremovedandthetopoftheshellelliptica11ycutwithscissorstoopenawindowover

theembryo（Selleck1996；Stern1993）・Hank’ssalinewasusedtowettheembryoandelec－

trodes，SOthattheresistancebetweentheelectrodesdecreasestoaroundO．5～1．OkWForthe

COnVentionalmethod，electrodeswereplacedonbothsidesoftheembryo，theDNAsolution

WaSlnJeCtedoverthetargetcellswithaglasscapillaryandanelectric－neldwasapplied

（Muramatsuetal・1996）・Formicroelectroporation，Onlytheplatinumelectrodeconnectedto
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theredlead（anode）wassetpriortoDNAinjection・DNAwasinjectedasabove．Atungsten

microelectrodeconnectedtotheblacklead（cathode）wasinsertedintotheembryocloseto

thetargetce11ssothatthemicroelectrode，inJeCtedDNAsolution，targetCellsandtheanode

arealignedonastraightlineinthisorder・Theconditionsoftheelectricpulse（i．e．Ⅶ1tage，

Pulselength）aredescribedwitheachexperiment．Thewindowintheshellwassealedwith

Plastictapeandembryoswereincubateduntilthedesiredstages・

ガねわん曙わαJα〟αか∫由

Embryoswerenxedin4％PFWBSfbrlhourbrobservationofGFPfluorescenceor

β－galnxative（0・2％glutaraldehyde，0・4％paraformaldehyde，2mMEGTA，2mMMgC12，

0・02％sodiumdeoxycholate，0・02％NP－40）fbr30minutes．GFPepifluorescencewasob－

ServedunderaMZFLIIIfluorescencemicroscope（LeicaK．K．，Tbkyo）forwholemountsor

embryosweresectioned（100pm）withamicroslicer（DosakaE・M・，Kyoto）andobservedby

COnfbcalmicroscopy（YbkogawaElectricCo・，Tbkyo）・β－galactosidase（β－gal）activitywas

VisualizedbyX－galstaining（Hoganetal・1986）withslightmodincation，inwhichftrricya－

nideandftrrocyanideconcentrationswereincreasedto20mMeach・X－galreactionswere

Carriedoutat300Cfor4hours・FollowlngtheX－galstalnlng，15LLmParafnnsectionsofthe

embryoswereprepared．

乃∽g－C〃〟作β（おねC‘わ〝q′加〝曙g〝β

PCAGGS－GFPwasintroducedbymicroelectroporationasdescribedabove．Theem－

bryoswereincubatedat38・5OCafterelectroporation・Theplasticsealonthewindowwas

removedandphotographsweretakenunderthefluorescencemicroscopeasmentionedabove

（10secondsexposure）・Brightneldphotographsweretakentoidentifythepositionofthe

embryo・Thewindowwasresealedandincubationcontinued・Theprocedurewascompleted

Within5minutessothatthedevelopmentoftheembryowasnotdisturbed．

8



Re＄ult＄

g如一rβ∫加わねd叩rβ∫∫わ〝げ伽加乃曙g〝g加加血cβd加わCぁわ鬼g乃g∽みり〃∫

Firstwetestedwhetherwecouldsuccessfu11ytransftrreportergenesintotheoptlC

VeSicleofstagelO～11embryosbythereportedmethod・DNAsolutioncontainlnglacZex－

PreSSionplasmids（pCAGGS－1acZ）wasmicroinjectedintothecavityoftheopticvesicle

（Fig・1A）・AftwdropsofHank’ssalinewereaddedtocovertheelectrodesandanelectric

neldapplied（2mmgapplatinumelectrode，15Vi50msec，3pulses）・Electroporatedem－

bryoswereincubatedfbrafurther24hoursuntiltheyreachedstage16～17・Only30％ofthe

electroporatedembryoswerealiveaftertheincubationperiod（Thblel）andexaminationfbr

β－galactivitiesrevealedaftwcaseswhereβ－gal－POSitivecellscouldbeobservedintheoptic

VeSicle（Fig2A）・Inmostspecimens，however，nOβ一gal－POSitivecellswereobserved（Thble

l，Fig・2E）・Thus，thee抗ciencyofgeneincorporationorexpressionappearedquitesporadic

inourhands・Moreover，β－gal－POSitivecellswerewidelyscatteredoverabroadregioncover－

ingthediencephalon，midbrainandepidemisaswellastheopticcup（Fig2A）．Wtfurther

testedviabilityofembryosuslngthismethod，Changlngthestrengthoftheelectric負eld：nO

embryossurvived24hoursundersevereconditions，（25Vfbr2mmgaP），Whereasalmostall

Ofthemsurvivedundermi1derconditions（10Vfor2mmgaP），buttherewasnoincreasein

efnciencyofgenetransftr．

InordertoexpresstransgenesinamorereglOn－SPeCincande抗cientmanner，Wenar－

rowedtheapplicationoftheelectricneldtothevicinityofthetargettissuebyreplacingone

Oftheelectrodeswithasharpenedtungstenneedle・AfterlqeCtionoftheDNAsolutioninto

theoptlCVeSicle，thetungstenmicroelectrodewasinsertedthroughtheanteriorneuropore

intothevesiclesothatthetlPOfthemicroelectrodewaslocatedbeneaththeoptlCVeSicle

（Fig・1A）・Thismicroelectrodewasconnectedtothecathodeandtheplatinumelectrodeto

theanode，Whichwasplacedapproximatelylmmlateraltotheembryo・Anelectricpulse

WaSaPPliedtwiceat7Vfbr25msec・Thewindowwassealedandembryoswereallowedto

developforafurther24hours・Overallviabilitywasapproximately90％af［ertheincubation

9



A

）

h

［：：コ

モ　＝二，。

ノ

B

：　　　： 石

［：：：コ

＋　ゎ。

Fig．1SchematicrepresentationoftheelectroporationtechniqueanditsinstrumentS・（A）

Forconventionalelectroporation（Left），DNAsolutionisirdectedaroundthetargettissueand

anelectricpulseischargedusingtwoplatinumelectrodeslocatedonbothsidesoftheembryo・

Inthemodinedmethod（Right），anelectricpulseisappliedbyusingathintungstenelectrode
（microelectrode）nearthetargettissue．Themicroelectrodeisalwaysconnectedtothenegative

electrodeoftheelectricpulsegenerator．（B）Microelectrodesharpenedto5qFLmOrlessisencased

inplasticandconnectedtothecathode・
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Fig・2ComparisonoftransgeneincorporationintooptlCVeSiclebetweenthepreviouslyreported

methodandmicroelectroporation．（A，C，E）Conventionalelectroporation：1acZandGFP

expressionplasmidswerelJUeCtedintotheoptlCVeSicleatstagellanda15V50msecpulse

wasappliedthreetimes．（B，D，F）Microelectroporation：DNAsolutionwasi両ectedintothe

opticvesicleanda7V25msecpulsewasappliedtwice・（A，B）WholemountX－galstaining

toshowtransgenedistributionafterconventionalelectroporationormicroelectroporation・

Embryosareviewedlateral1y・（C，D）GFPexpressioninneuralretinaandpigmentepithelium・

ObservationofGFPfluorescenceinalOOymfrontalsectionbyconfocalmicroscopy・Tbpis

dorsal．Strongfluorescencewasdetectedinbothneuralretinaandpigmentepitheliumin（C）・

PycnoticGFPsignalwasdetectedinpigmentepitheliumlayerin（D）・nr，neuralretina；pe，retinal

pigmentepithelium．（E，F）FluctuationoftranSgeneeXpreSSionpatternSbetweenindividual

embryos．
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Fig・3Specincexpressionoftransgeneinvarioustypesoftissuesbymicroelectroporation・

（A）Lens－fomingectoderm・PCAGGS－1acZsolutionwasplacedaroundtheectodermand

themicroelectrodeplacedoverthearea・Threepulsesof15V50msecwereapplied．（B）

Visualizationofβ－galexpressionofanembryoprocessedasin（A）viewedlaterally．β－gal

activitiesareobservedinthelensvesicle（arrow）andsurroundingectoderm．（C）Otic

VeSicle・1acZexpressionplasmidandthetlPOfmicroelectrodewereplacedontheinvagl－

natingoticvesicleatstage13andthreepulsesoflOV，50msecwereapplied．（D）Embryo

electroporatedasin（C）β－galsignalsweredetectedinoticvesicle（arrow）andacoustic

ganglion（arrowhead）aswellassurroundingectoderm．（E）Midbrain．Platinumelectrode

WaSPlacedontheventralsideofstage12embryo・PCAGGS－GFPwaslqeCtedintoven－

tricleconnectlngthefbrebrain－hindbrain．Themicroelectrodewasinsertedintothemid－

braincavityfromthedorsalmidline・Twopulsesof6～7V25msecwereapplied．（F）

EctopicGFPexpressioninventralmidbrainvisualizedafter24hrs．（G）Somites．Platinum

electrodewasinsertedbeneathstage13embryoandpCAGGS－lacZ（2リ．g／Pl）wasirtjected

aroundthenewlyfbrmedsomiteunderthesurroundingectoderm．Microelectrodewas

PlaceddorsaloftheiqjectionsiteandthreepulsesoflOV50msecwereqpplied．（H）β一gal

expressionindermOmyOtOmeViewedfromdorso－1ateralsideoftheembryo．（I）15匹m

SeCtionoftheβ－galexpressingsomitein（H）・（J）Cranialmesenchyme．5．0匹g／PI

PCAGGS－GFPsolutionwasiqjectedfromdorsalorlateralsideoftheheadectoderminto

CranialmesenchymeandmicroelectrodeinsertednearthewoundfbrmedbyDNAiqec－

tion．Threepulsesof15Vi50msecwereapplied．（K）Bright一缶eldand（L）dark一缶eldviews

OfectopicGFPexpressionincranialmesenchymalcells・1e，1ens；Ot，Oticvesicle；VIIIg・，

acousticganglion；mb，midbrain；fb，fbrebrain；OP，OPticvesicle．（M）RetroviruS

electroporationoflimbmesenchyme・5pg／LLIRCASBP－Tbx5／GFPsolutionwaslnJeCted

intolateralplatemesodermthatwi11giverisetomesenchymeinthehindlimbareaand3

Pulsesof15V90msecwereapplied・（N）GFPfluorescenceinhindlimbofstage23em－

bⅣ0．
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Period・（Tablel）ExaminationforexpressionoftheintroducedlacZgeneinthese

microelectroporatedembryosrevealedthatalmosta1loftheseembryoshadmanyβ－galposi－

tivecellswhichwerespatiallyrestrictedtotheoptlCVeSicleanda句acentventralfbrebrain

（Fig．2Band2F，ThblelA）．

Ⅵ屯furthercomparedthedistributionoftransgene－eXPreSSlngCellsintheoptlCCuPby

introducinggreenflu．orescenceprotein（GFP）expressionplasmid，PCAGGS－GFRWhen

PCAGGSwaselectroporatedbythepreviouslyreportedmethod，about5～10％ofthecellsin

theplgmentePitheliumexpressedGFPjudgedbythefluorescenceandnoGFPexpression

WaSdetectedintheneuralretina（Fig・2C）・Incontrast，WhenpCAGGS－GFPwasintroduced

bymicroelectroporation，almostallthece11slocatedinthecentralretinaandpigmentepithe－

1iumwereunifbrmiyGFP－POSitive（Fig．2D）．

耶∫∫〟g甲gC折c卸q′助βわⅥ那gg〝g叩rg∫∫わ〝

ThetechniquepresentedherecanbeusedtointroduceDNAnotonlyintotheoptic

VeSiclebutalsointoothertissuessuchassensoryplacodes，Surfaceectoderm，neurOePithe－

1iumofCNS，SOmitesandlimbmesenchyme．

Lenspldcode：Themicroelectrodewasplacednearthepresumptivelensectoderm（PLE）

atstagelO～11andDNAsolutionwasappliedbetweenPLEandthemicroelectrode．The

anodewasplacedontheoppositesideoftheembryo（Fig・3A）andanelectricpulse（10V50

msec）wasappliedthreetimes・After24hoursofincubation，β－galactivitycouldbestrongly

detectedinthelensvesicleandalsointheectodermlocatednasallyandtemporal1ytothelens

VeSicle（Fig・3B）・Thisnaso－temPOrally－eXtendedexpressionseemslikelyduetothedirec－

tionwithwhichthemicroelectrodewasinserted．Incaseswherethemicroelectrodewas

insertedfromthedorsalside，theectodermalexpressionexpandeddorso－Ventral1y（datanot

Shown）．

Oticvesicle：Asimilarapproachcanbeappliedtotheoticvesicle．DNAsolutionwas

iqjectedintotheinvaginatingoticplacodeatstage13～14andamicroelectrode（cathode）was

Placedontheoticpit（Fig・3C）・Alowpulsewasapplied（7V25msec，2pulses）andthe
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embryowasincubatedfbr24hours・Theoticvesicleandacousticganglion，derivativesofthe

Oticplacode，eXPreSSedβ－galstrongly（Fig・3D）・Insomecases，WeObservedastrongβ－gal

Slgnalinthesurfaceectodermneartheoticvesicle，aPParentlyduetoleakageoftheiIt）eCted

DNAsolution．

Midbrain‥DNAcouldalsobesuccessfu11yintroducedintoneuroectodermalcellscov－

eredbyothertissues，SuChasthoseinthemidbrain，WithoutdestroylngSurrOundingtlSSueS

byinsertlngtheelectrodenearthetargetcells・Thedorsalsideofthemidbrainwaspunctured

andaDNAsolutionwaslnJeCtedatstage13，fb1lowedbyapplicationofanelectricpulse

usinganinsertedmicroelectrode（Fig・3E）・Thevoltageandpulselengthweredecreased（2

Pulsesat7V，25msec）topreventdamagebythebubblesfbrmedatthecathode．Bythis

method，eVenthoughtheiqectedDNAsolutionspreadfromtheforebraintohindbrainre－

gion，Onlythemidbrainwasfoundtobepositivebrexpressionofthetransgene（Fig．3F）．

Interestlngly，StrOngGFPfluorescencewasobservedontheventralsideofthemidbrain，

PrObablybecausethemicroelectrodewasinsertedfromthedorsalsideandtheDNAmoved

towardstheventrallyplacedanode．

Somite：Tbtargetsomites，Wel叫eCtedDNAbetweenthenewlyねrmedsomiteandthe

OVerlyingectodermOfastage13embryo・Theanodewasplacedbeneaththeembryoandthe

microelectrodewasinsertedundertheectoderm（Fig・3G）．AnelectricpulseoflOV，50msec

WaSaPPliedthreetimesandtheembryoincubatedforafurther36hours．β－galsignalswere

detectedinthemyotomalcellsspannlngaSegmentedsomitealongtheanterior－POSterioraxis

（Fig・3H，I）anddispersedsignalswerealsodetectedindermatomalcells（Fig．3H）．Insome

embryos，aftwsclerotomalcellsalsodisplayedβ－galactivity（Fig．3I）．

Cranialmesenchyme：Tbtargetcranialmesenchyme，We叫eCtedDNAintothemesen－

ChymalspacesurroundingtheoptlCVeSicleatstage12・Tbovercometheproblemthatonlya

SmallvolumeofDNAcanbeiniectedintothemesenchymecomparedtothevolumethatcan

beiruectedintotheventriclesfortargetlngePithelialcellssuchasthoseintheoptlCVeSicle，

WeirjectedamoreconcentratedsolutionofpCAGGS－GFPplasmid（5pg／Pl）．Themicro－

electrodewasplacedneartheholemadebytheglasscapillaryandastrong（20V50msec）
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electrlCPulsewasappliedthreetimes（Fig・3J）・TheembryoswerethenincubatedfuItherfbr

24hours・InhistologlCalsectionsmanyGFP－POSitivemesenchymalcellswerefbundsur－

roundingtheopticvesicleandnasalpit（Fig．3K，L）．

Limbmesenchyme：Wtalsoattemptedtointroducereplication－COmPetentreCOmbinant

retroviralDNARCASBP－Tbx5／GFPwhichencodesGFPfusedtoatranscrlPtlOnfactorTbx5

・TheDNAsolutionwaslqeCtedintothelateralplatemesodermattheleveloftheprospec－

tivehindlimbatstage9・Theanodewasplacedanterio－1atera11ytothisreglOn，themicroelec－

trodewasinsertedmedia11ytowardsthetargetreglOnandl～3pulsesof12～17V90msec

WereaPPlied（Fig・3M）・TheembryowasreincubatedandharveStedatstage23．IntenseGFP

fluorescencewasobservedunifbmiythroughoutthelimbmesoderm（Fig．3N）．

乃β叩rβ∫∫わ〝わγβJげα加那gg〝gねc〃〝Cβ〟加′わ〝一物g〟血庇

Ⅵねexaminedwhethertheleveloftransgeneexpressionmediatedbyelectroporationis

dependentontheconcentrationofinjectedDNA・TheGFPandlacZexpressionvectorswere

mixedandelectroporatedintotheheadectodermatstagelO～1l・PCAGGS－GFPwasusedat

COnCentrationsofO・05，0・25，andl・0匹g／PIwhereastheconcentrationofpCAGGS－1acZwas

fixedatO・25pg／Plnordertoassesstheelectroporationefficiency．ThelevelsofGFP

epifluorescencewerecomparedbetweenareaSWithsimi1ar1evelsofβ一galexpression．

AtequalratiosofGFP：1acZexpressionplasmids，thedistributionofGFP－POSitive

Ce11swasvirtuallyidenticaltothatofβ－gal－POSitiveones（Fig・4B，4E）．Thiscleariydemon－

StrateSthatmorethanonegenecanbesimultaneouslyintroducedintothesameareaofan

embryo・WhentheconcentrationofGFPDNAwasraisedtol・0匹g／Eil・thestrengthofthe

GFPfluorescencegreatlyincreasedandcouldbedetectedeveninβ－gal－negativecells（Fig．

4C，4F，arrOWheads）・Bycontrast，ataGFPDNAconcentrationofO．05い′g／LLi，thelevelof

fluorescencewasmuchlowerornotdetectableinthecellsthatstronglyexpressedβ－gal（Fig．

4D，arrOW）・Followinglongerexposure（20seconds，Fig・4G），theseβ－gal－POSitiveregions

WerefbundtobealsopositivefbrGFftalbeitatlevelsunderthedetectionlimitintheshorter

exposure・Fromtheseresults，WeCOnCludethattheexpressionlevelofthetransgeneisdepen－
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Fig．4QuantitativeregulationoftranSgeneprOductsbychangingtheconcentrationof

DNAsolution．0．05yg小1（A，DandG），0・25yg／yl（B，EandH）orl・Oyg小1（C，FandI）

GFPexpressionplasmidwascodectroporatedintotheembryoswith0・25yghLllacZexpression

Plasmid．β－galexpressionisshownin（A，BandC）・GFPnuorescenceasdetectedbyalO－

seconds（D，E，F）and20－SeCOndsexposure（G，fI，I）priortoβ一galdetection・Arrowsindicate

regionsthatshowacomparablelevelofβ－脚1．



dentontheconcentrationoftheDNAsolutionlrUeCted．

耶∽加gq′助β叩rβ∫∫わ〝q′わⅥ那gg乃g∫

TheadvantageofdirectinovovisualizationofGFPfluorescenceallowedustomoni－

torthetime－COurSeOftransgeneexpressioninaslngleembryoafterelectroporation．The

PCAGGS－GFPplasmidwasintroducedtotheoptlCVeSicleasdescribedabove．Fluorescence

WaSnOtyetdetectableatl・5hours（Fig・5A），however，by2．5hours，lowJevelscanbeob－

Served（Fig．5B）．By8hours，theelectroporatedembryosdisplayedsignincantlevelsofGFP

expression（Fig・5C，5D），andtheintensityofGFPfluorescencecontinuedtoincreaseupto

24hours（Fig．5E）．Thisincreaseinthefluorescenceintensityseemsintegralduetoaccumu－

lationofthestableGFPproteinwithince11s・Transgene－eXPreSSlngCellswerestiliobservable

3daysafterelectroporation，althoughtheexpressionlevelandthenumberofGFP－POSitive

Cellswereslgnincantlylowerthanat24hoursafterelectroporation．
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1．5hr 2．5hr

8hr　　　　　　24hr

4hr

Fig・5TimecourseofthedetectionofGFPfluorescenceafterelectroporation・PCAGGS－GFP

wasintroducedintotheoptlCVeSidebymicroelectroporationandincubationresumedshortly

after．GFPexpressionofanembryophotographedinovoat（A）1・5hours，（B）2・5hours・（C）

4hours，P）8hoursandO：）24hoursafterelectropoTation・ExposuretimeswerefixedatlO

secondsexceptfor（E）whlChwasdecreasedto5seconds・



Di＄Cu＄＄ion

TheelectroporationtechniqueingeneralhasbeenusedfbrintroducingDNAintoa

Widevarietyofce11types，includingbacteria，yeaStandanimalce11s．Themethodreliesonthe

transientgenerationofporesintheplasmamembrane，Whichallowsmacromoleculestopen－

etrateintothecytoplasm（Neumannetal・1982；Potteretal・1984）・However，aPPlicationof

anelectric負eldundersuchconditions（1kV／cm～10kV／cmatthepeak）toorganculturesor

WholeembryoscausesdamageduetodestruCtionofcell－Cellinteractions・Forexample，We

noticedthatelectroporationdisruPtStheapICal－basalpolarityofneuralretinalepitheliumin

OrganCulture（T．M．unpublishedobservation）．

Ithasbeenrecentlyreportedthatuseoflowvoltagerectangularelectricpulsescan

introduceDNAintoce11sofchickenembryosinovo（Muramatsuetal．1996；Muramatsuet

al・1997a；Muramatsuetal・1998）andthistypeofelectroporationhasbeensuccessfu11yused

byseveralgroups（Muramatsuetal・1997b；Ochiaietal．1998；OginoandYasuda1998b；

Sakamotoetal．1998；Suzukietal．1998）．Thismethod，however，Sti11retaineddi餌．cultiesin

theaccuracybywhichonecouldtargetthesiteofDNAincorporationsinceawideelectric

員eldisappliedtotheembryothroughrelativelylarge（0・5mm¢x4～12mm）platinumelec－

trodes・Moreovertheviabilityoftheelectroporatedembryosislowduetothetoxicityofthe

electriccurrentontheembryo．

Ⅵ屯thusattemptedtoreducetheareaoftheelectricneldbyuslngaSharpenedelectrode

Ofabout40Llmindiameter（microelectrode）andinsertingthisdirectlya句acenttothetar－

getedarea・Withthismicroelectrode－mediatedinovoelectroporation，Whichwecall

＝microelectroporationM，WeObservedthatDNAcouldbeintroducedandexpressedexclu－

Sivelyinthetargetcells．SincethedistributionofiqiectedDNAsolutionwassimi1arbetween

Ourmicroelectroporationmethodandpreviousmethods，thediffbrenceinthedistributionof

transgeneexpressionappearstoresultfromthelocalrestrictionoftheelectric缶eldaround

thetlPOfthemicroelectrode・

TheincreasedefnciencyofDNAintroduction，rePrOducibilityoftissuetargetlngand

highersurvivalrateforembryosoverthepreviouslydescribedmethodscanbeattributedto
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thefbllowing：1）Insertionoftheelectrodeintotheembryoallowsdirectapplicationofthe

electricneldstotargetcells，aVOidinginterftrencefromotherinsulatingtissues．2）Likewise，

thisallowsmoreprecisecontrolovertheregiontobetargeted・3）Thehigherefficiencyofthe

methodmeanSthatalowerconcentrationorasmallervolumeofDNAcanbeused，facilitat－

ingthetargetingoftissuessuchasmesenchyme・4）Restrictionoftherangeoftheelectric

neldreducesovera11toxicityandallowselectroporationofembryosofearlierstages・

Ⅵ屯observedthatiqectionofamixtureoflacZandGFPexpressionplasmidsresultsin

COeXPreSSionofbothgenes，indicatlngthataslnglecellcanincorporatemorethanonegene

Simultaneouslybymicroelectroporation，incontrasttotheretroviralsystemwhichpermits

introductionofonlyonegene・ThisglVeSuSthepotentialtointroducetwoormoregenesinto

theembryotoanalyzetheircombinedfunctionsandinteraction．

Inaddition，theretroviralsystemusua11yrequlreS24hoursfbrtransgeneexpression・

Wtwereabletodetectthetransgeneproductslessthan2・5hoursafterelectroporation・This

rapidexpressionislikelyduetothephysicalintroductionofDNAintothecells．Between4to

8hoursaftermicroelectroporationwiththeGFPexpressionplasmid，electroporatedembryos

displayedaslgnincantlevelofGFPfluorescence・Theshortintervalrequiredtoobtainahigh

leveloflocalizedgeneexpressiona1lowsusgreaterflexibilitylnthechoiceoftargetembry－

Onictissueswhicharerapidlydeveloplng．

Inourexperiments，eXPreSSionlevelofGFPreacheditspeakintensltyat24ho－urSafter

theelectroporationandgradua11ydecreasedthereafter・Thisislikelytheresultofdegradation

and／ordilutionoftheplasmidDNAduringcellproliftration，aStheplasmidDNAisnot

incorporatedintothehostchromosomalDNA・Simi1arobservationswerereportedprevi－

OuSly（MuramatSuetal・1997b）・IfonewishedtoestablishstablemisexpressionofthetranSgene

PrOductinthedeveloplngembryo，itwouldbenecessarytointegratetheDNAintothege－

nomeofthetargetce11s・ThisappearspossiblebyelectroporationofaretroviruSVeCtOrCOn－

talnlngthegenetobeexpressed・Bythismethod，introducedDNAbecomesincorporatedinto

thehostgenomebytheintegraseactivityencodedinthevector（Ⅵ汀muSandBrown1989；

WhitecombandHughes1992）・WtelectroporatedaretroviruSVeCtOrDNAintochickem－
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bryosandwereabletoobserveStrOngtranSgeneeXPreSSionwhichwasmaintainedfbrmore

than3daysinthetargetedtissue（J・T・etal・，Submitted）・This“retroviraトelectroporation”

POSSeSSeSadvantagesovertheconventionalretroviralinftctionmethod：1）TheretroviruS

VeCtOrDNAisdirectlyintroducedintoembryos，therefbrenoviruSParticlepreparationis

required，nOrdoesoneneedtoworryaboutfluctuatingtiters・2）Initiationoftranscriptionof

retroviruS－electroporatedgenesappearstorequlreamuChshorterintervalthantheconven－

tionalretroviruS－inftctionmethod（J．T．etal，Submitted）．

Inthisstudy，WeintroducedGFPorlacZreporterplasmidswhicharedrivenbyCAG，

astrongchimericpromoterthatisconstitutivelyactiveinvarioustypesofceils・PromlSlng

futureapplicationsincludeuseofthiselectroporationmethodtotesttheactivitiesofnative

PrOmOterSfusedtosuchGFPorlacZreportergenes・Thiswouldbeaveryquickandeasy

methodtotestmultipleconstruCtSfbrthepresenceofregulatoryenhancerelementscom－

Paredtothetime，1aborandcostinvoIvedinmakingtranSgenic＝blue＝or＝greennuorescentM

mouselines・UseoftheGFPreportergenewoulda1lowonetofbllowthestage－dependent

activityofindividualpromoterinovo．

ThedatawepresentedhereshowedtheintroductionofDNAplasmids・Since

electroporationintroducesDNAintothecellcytoplasmbyspontaneousorelectrophoretic

inflow，OthernegativelychargedmacromoleculesincludingRNA，01igonucleotidesandanti－

bodiescanalsobeintroducedbyelectroporation（Okadaetal．1986）．Ifonewishedtoobtain

evenmorerapidexpressionofatransgenethanthatpresentedherebyDNAelectroporation，

injectionofinvitrosynthesizedmRNA（Melton1984）shouldresultinalmostimmediate

translationintoproteinafterelectroporation・Antisenseoligonucleotidesandantibodieso鮎r

thepotentialtoblockthefunctionofspecincgenesinovo．

SomeoftheproblemsthatremaintobesoIvedincludetherelativelylowefhciencyof

electroporationfbrmesenchymeascomparedtoepithelialcellsandthedamageCauSedto

fragileembryonictissuesbybubblesofhydrogengasthatoccasiona11yformonthemicro－

electrode・Thelatterappearstobealleviatedbytheuseoftungstenneediesforbothelec－

trodes（T．M．personalobservations）・Theseproblemsarelikelytobeovercomeinthenear

23



futurewithfurtherimprovementsoverthistechnique・Overall，microelectroporationappears

tooffbrtremendouspotentialforefncientintroductionofDNAintovariouskindsofce11sin

atemporalandreglOn－SPeCi丘cmanner・Withthecombinationofmicroelectroporationwith

microsurgicalmanlPulation，theavianembryoisapowerfu1tool▼foranalyzlngthemolecular

mechanismsunderlyingtheembryonicdevelopment・
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第二部

網膜及び水晶体の誘導と

転写因子Sgx－1の機能
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序論

本研究では、胚発生の過程における分化と形態形成の制御メカニズムについ

て、網膜の発生過程をモデルシステムとして用い、明らかにしようと試みる。多

くの組織の中でなぜ眼をもちいるのか、眼の発生についてどのようなことが理解

されているのかについて、まず簡単に概説する。

塵物の彦辟身体尉の願

多細胞生物、つまり多種多様な細胞から構成される複雑な体制を持つ生き物

たちも、時を遡れば元々は必ず一つの受精卵に行き着く。たった一つの細胞とそ

れを取り囲む卵の構造の中に、成体の複雑な構造を生み出すどのような設計図が

存在し、それがどのようにして実行され、複雑な成体の構造を生むのだろうか？

それは生命の進化の過程でどのようにして獲得されてきたのだろうか？発生生物

学とは私達人間にとって身近な問題でありながら、その間題の多くは未だ答えら

れていない。

ショウジョウバエのホメオティツク遺伝子（Hox遺伝子）の発見によって、昆

虫の体は単純な節の繰り返しによって構成され、その節それぞれがホメオティツ

ク遺伝子の制御の下で位置に応じた性格を獲得することが分かってきた。Hoxは

昆虫のみならず、脊椎動物にも存在していることが明らかになり、▲我々の体も、

基本的な繰り返し構造と特異化にという原理によって支配されていることが示唆

されている。ホメオティツク遺伝子の発見を祖とする発生遺伝学が遺伝子による

発生支配のネットワークを明らかにしてきた一方で、細胞や組織、最近では分子

のレベルでの発生のメカニズムや原理は実験発生学によって明らかにされてきた。

実験発生学では胚体から特定の組織を取り除いたり、外来の組織などを移植する

ことで、ある細胞（組織）が周囲の細胞の分化や組織の形態形成にどのように影響

しているのか、周囲からどのような影響を受けるのかを調べることができる。

SpemannとMangoldは原腸陥入の際に原口背唇部の細胞を腹側に移植する

と、そこに新たに陥入を生じ、移植した先に二次胚軸を形成することを発見した

（SpemanandMangold，1924）。移植片そのものだけでなく、移植した先（ホスト）の
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細胞から二次胚が形成されることから、彼らは原口背唇部には周囲の細胞に働き

かけて体軸形成を引き起こす能力があると考え、この領域をOrganizer（オーガナ

イザー、形成体）と呼んだ（Spemann1938）。オーガナイザーの示す意味は、胚発

生の過程で、細胞の運命は最初に自律的に決まっているのではなく、周囲からの

働きかけ、「誘導」によって制御されうる、という点にある。このような、ある組

織が別の組織（細胞）に働きかけて、細胞の運命や組織形態に影響を及ぼす過程を

「胚誘導」とよぶ。

彪誘導とモデルシステムとしての靡

オーガナイザーによる最初の体軸（bodyaxis）の誘導を一次誘導という。オー

ガナイザーは体制を全てを決めているわけではなく、胚は一次誘導の後、それを

受けて二次、三次と更に幾重にも誘導が繰り返し、次第に複雑な体制を構築して

いく0オーガナイザーの報告に先立つこと20年、1904年に、Spemannは誘導とい

う概念を初めて報告しているが、そこではカエル（助乃α卸cd）の水晶体における誘

導であった。水晶体が形成される前のカエル胚から眼杯（将来網膜を形成する）を

切除して取り除いた場合、水晶体が形成されないことを見いだし、水晶体形成に

眼胞の存在が必要であることを証明した（Spemann，1901）。その後Lewisは眼胞を

本来水晶体を形成しない頭部の表皮外胚葉に移植すると、体幹部の表皮外胚葉か

ら水晶体が分化することを示し、眼胞からの誘導が表皮外胚葉の水晶体への分化

に十分であることを示唆した（bwis，1904）。

Lewisの実験が示唆する、眼胞が一義的に表皮外胚葉から水晶体の形成を決

定するという、眼胞による命令的（instruCive）な誘導モデルはつい最近まで信じら

れてきたが、近年Grainger等のグループは宿主一供与体標識を行うことにより、

Lewisの実験において分化した水晶体は供与体由来であり宿主からは水晶体が誘

導されていか一ことを明らかにした（Graingeretal．，1988）。彼らは限胞は水晶体の

誘導に十分ではか－ことを示すとともに、水晶体分化が眼胞によって誘導される

以前に、神経板外胚葉・間充織等などによる段階的な誘導が存在し、水晶体の分

化に重要な役割を担っていることを示した（HenryandGrainger，1987；Henryand
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Grainger，1990）。眼胞が水晶体分化に必要であるのは紛れもない事実であるが、水

晶体形成に先立って外胚葉の比較的広い領域が水晶体分化コンピテンスを獲得し、

その中から神経板などからのシグナルによって水晶体分化能を増強した（水晶体

バイアス）細胞誘導される。眼胞からの誘導によって、そこから水晶体細胞への

分化が決定された細胞が生まれてくると考えられている（総説Grainger，i992；図

6）。

Graingerによる実験発生学的な裏付けがあるにもかかわらず、現在のところ

水晶体誘導の分子メカニズムについては分かっていない。そこで、このような実

験発生学的な情報をもとに、分子生物学的な手法を用いて、誘導のメカニズム、

すなわちどのような誘導分子が作用し、その結果どのような影響を誘導される側

の細胞に及ぼすかを明らかにしようと考えた。眼の発生過程における誘導の分子

的なメカニズムを明らかにし、一次誘導をはじめとする初期の誘導に関する知見

と比較することによって、発生過程を通して生物のかたちづくりを支配する誘導

の原理について理解できるようになるだろうと期待される。

靡の発生

動物の多くは環境の情報の多くを視覚に頼っている。喚覚や聴覚同様、視覚

は周囲の危険を察知したり、食餌を見つけだしたりする手段として重要である。

脊椎動物の眼のかたちはかれらの住む環境に応じて驚くほど多様であるが、そこ

には基本となるデザインが存在している。

眼球の側方部（最も体表面に近い側）に角膜、光彩がある。ここを通して目

に入った光は水晶体で屈折される。眼球内を満たすガラス体を通った光は近位部（

体表面から最も遠い側、正中側）に存在する網膜に投影される。網膜は更に網膜

神経節細胞層、光受容細胞の層など、細胞の機能毎の層に分かれている。また網

膜のすぐ外側を網膜色素上皮層が覆っている（図7）。

これらの組織は、眼という精密器官を機能させるために正しい配列で並んで

いなくてはならない。例えば水晶体と網膜の形態や位置関係は非常に重要であり、

発生過程でその形態形成のパターンが正確に制御されている。
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網膜の原基が形態的に明らかになってくるのは神経胚の時期で、このとき神

経管の前端部腹側から一部伸展し眼胞と呼ばれる袋を形成する。この袋は将来視

神経の通り道となる眼柄（OPticstalk）を介して脳胞とつながっている（図8A）。眼

胞はさらに眼胞をとりかこむ外胚葉（これを表皮外胚葉と呼ぶのは語義の上で正

しくないので表面外胚葉と略す）に接した部分で陥入し、肥厚した内側の層と外

側の層の内外二層の上皮からなる眼杯と呼ばれる構造を形づくる（図8B）。内側の

層は神経性網膜（neuralretina，NR）と呼ばれる肥厚した神経芽細胞層となる。この

層から光受容細胞や網膜神経節が生み出される。一方外側の薄い層は網膜色素上

皮層（retinalpigmentepithelium，RPE）と呼ばれ、網膜色素上皮に分化する（図8C）。

ニワトリ胚ではステージ13～14（貯卵後2日）に水晶体プラコードが肥厚するのに

ともなって、眼杯の側方部（神経性網膜）と近位部（網膜色素上皮）が組織学的に

見分けられるようになる。神経性網膜のニューロンと網膜色素上皮細胞は分化後

もその運命を転換できることが良く知られており、不可逆的な決定ではないもの

のおそらく眼杯形成までにNR〝E極性が決まると考えられる。

朗膠における初瀞の誘導

網膜のパターン形成も、水晶体同様周囲の組織からの誘導シグナルによって

制御されていると考えられている。

網膜の原基（網膜に分化しうる領域）は神経板期に神経板の前部末端にひと

つながりの大きな領域として現れるらしい。網膜分化能を持つ領域をきめる実験

によって、網膜に分化しうる領域が神経板前部の側方部だけではなく、中央部（

すなわち予定前脳領域）にも存在することが示されている（Adelmanm，j929）。初期

の網膜のマーカーであるRxJrax遺伝子（Casarosaetal．，1997；Mathersetal．，1997；

Furukawaetal．，1997）、Pax6（％ltherandGruSS，1991），Tbx5（ET）（Lietal．，1997，

Takeuchietal．，投稿中）などは神経板の前方に発現し、その発現は中央部にも存在

しており、先の事実と良い一致を示す。眼を除く前脳予定域（終脳から端脳にか

けて）からも網膜が分化する結果が報告されていることを考えると（Boterenbrood，

1970；Corner，1966）、網膜原基は最初から網膜として獲得されるというよりも、
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いったん広い領域に多分化能を持つ前脳原基として獲得され、更にその中からさ

らに誘導によって網膜前駆体がコミットされるのかもしれない。現在のところそ

のような誘導現象を示唆する分子的、発生学的な証拠はないものの、Rxの発現は

発現初期から非常に狭い予定網膜領域（実際に網膜に分化する領域）と前脳腹側で

発現しており、Rxの強制発現は前脳領域に網膜を形成させることから（Casarosaet

al．，1997；Sakagami，1999）、むしろコミットされた領域に発現しているのかもしれ

ない。

網膜原基は神経板前方末端にひとつながりの原基として生じる。Zebranshの

叩CJ甲∫変異体は、中枢神経の腹側の構造が欠失し、本来左右に一対形成される眼

の領域が融合し、顔面中央に一つの眼を持つという単一脳症（hoioprosencephaly），

単眼症（cyclopia）、の表現形を示す。同様な症状はヒトの遺伝病として、化学物質

等による発生異常としても多くの報告がある。Zebransh　り′Clqps変異体は前脳の

腹側とprechordalplateと呼ばれる中胚葉由来の正中を欠失しており、野生型の

prechordalplateを供給することによってその表現形は回復する。つまりqclqps変

異体ではこの組織由来のシグナル（正中シグナル）を欠くことによって

holoprosencephalyを示すのである（Hattaetal・，1994）。CyClqps変異体の責任遺伝子

はNodal－related2（Ndr2）というTGF－beta型のシグナル分子をコードしており、

Nodalシグナルが背側中胚葉の形成を誘導すると考えられている（Rebagliatietal．，

1998；Sampathetal．，1998）。SomicHedgehog（Shh）はprechordalplateで産生される正

中シグナルでありりCJ呼∫変異体ではその発現が失われている。ShhのRNAのイ

ンジェクションによって、変異体とは逆に非常に狭まった眼の領域を持ち、眼柄

などの腹側の構造が広がることが報告されている（Macdonaldetal．，1995）。すなわ

ちShhまたは類似の正中シグナルが網膜の領域を分断する事によって、実際に網

膜に分化する領域と眼柄・前脳腹側部などの腹側構造の領域が決められると考え

られている。

神岸僅鯛勝一頗原色素上皮廊僅の鮎と鹿符

神経性網膜は眼杯の時期（ニワトリ胚の場合でステージ15）に既に網膜色素
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上皮とは異なる運命をたどっていることが、形態的または遺伝子発現のレベルで

明かである。網膜分化の指標遺伝子であるRx，遺伝子は眼胞の内側（神経性網膜層

）だけに限局して発現していることが報告されているが、眼胞から網膜色素上皮と

神経性網膜がどのようにして分化するか、すなわち眼の遠近位軸（内外極性と

言ってもよい）がいかにして確立されるか、という問題は眼の形態形成における

重要な問題である。

眼胞の背側に存在する間充織細胞は網膜色素上皮の分化を誘導することが知

られており、眼胞の腹側～側方にかけて表面外胚葉との接触がこの間充織の進入

を防ぐために、結果的に網膜色素上皮の分化をおさえ、網膜の発生を正に制御し

ているという考えが示されている（LopashovandStroeva，1961）。

一方水晶体が積極的に神経性網膜の分化を誘導する可能性が古くから示され

てきた。例えば眼胞を外科的に取り出し、本来網膜色素上皮に分化する領域を体

表面に近い側に来るように（すなわち眼胞の遠近位軸を逆転させるように）して戻

したところ、ある発生段階までは体表面の水晶体外胚葉側から神経性網膜が分化

することが1630年代に既に報告されている（Dragomirov，1937；Mikami，1939）。ま

たニワトリを用いた実験で、ステージ10の眼胞が形成された直後の予定水晶体領

域を取り除いたところ、わずかな神経性網膜の細胞を残してほとんどの細胞が網

膜色素上皮に分化したという報告がされている（Hyeretal．，1998）。しかしながら、

単純に予定水晶体外胚葉を除去した結果間充織細胞が予定神経性網膜領域に浸潤

し、本来神経性網膜に分化する領域から神経性網膜が誘導されたという説明もで

き、本当に水晶体を欠失したために神経性網膜が形成されなくなったかどうか定

かではない。水晶体が網膜のパターン形成にどのように働いているかについては、

より注意深い解析を必要としている。

風炉の分化に辟ある度知のシグナル分子

いくつかの既知の細胞外シグナル分子が網膜の分化の誘導の実体であると考

えられている。網膜の分化を誘導する因子に関する研究は数多くなされており、

特にFGF（線推芽細胞成長因子）ファミリーに属する分子が神経性網膜の分化に影
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響することが知られている。bFGFは眼胞の組織培養条件下で眼胞から神経性網膜

（網膜神経節）の分化を誘導することが報告されている（Pittacketal．，1997；Hyeret

止，1998）。眼胞の組織培養にbFGFを認識する阻害抗体を添加することで－、網膜神

経節の分化は抑制することができる。一方鱈GFに関しては先に述べた予定水晶

体外胚葉除去実験では、予定水晶体外胚葉除去の際にレトロウイルスに組み込ん

だFGト1（aFGF）の遺伝子を感染させることによって、神経性網膜の分化が回復す

ることが報告されている（Hyeretal．，1998）。

発生過程の眼でのFGFの発現は主にMcAvoyのグループによって、ラット胚

を用いて詳細に観察されている（deIonghandMcAvoy，1992；deIonghandMcAvoy，

1993；LovicuandMcAvoy，1993；Lovicuetal．，1997）。aFGFは眼胞期（水晶体も肥厚

していない）時期である受精後10日目胚（以下ElOと略，ニワトリのステージ

10－11に相当）の予定水晶体外胚葉で発現している。眼胞が陥入、肥厚して神経性

網膜に分化するElトE12（ニワトリのE2に相当）において、眼胞の側方、眼杯の

内層（すなわち神経性網膜に分化する領域）にシグナルが見られる。また水晶体プ

ラコード、水晶体胞のproximal側（つまり予定水晶体繊維細胞）で強く発現してい

る。水晶体が分化し神経性網膜の肥厚がすすむE13以降（ニワトリのE3．5以降に

相当）では網膜でのaFGFの発現は弱まり、榔寸的に水晶体とciliarymarginでの発

現が強まっている。それに対しbFGFは、E14に網膜神経節細胞の分化にともなっ

て初めて発現が観察されている。ニワトリのFGFの発現パターンに関しては、

E5（ステージ23）以降に関してbFGFの網膜での発現が報告されているが（Consigli，

1993）、初期の発現パターンはわかっていない。両者がそれぞれ独立な役割をもっ

ているのか、重複した役割を担うのか不明であるが、発現パターンからはbFGF

は網膜神経節の分化に関与しげGFは網膜の初期のパターン形成に関わっている

のではないかと予測される。

鱈GF佃FGF以外の　FGFが網膜とその前駆体で発現していることが報告され

ている。FGF－15はdifftrentialdisplay法でクローニングされた新規のFGFである

が、マウスE9．5の非常に早い段階で眼胞の側方部（すなわち予定神経性網膜領域）

で発現が確認されている（McWhirteretal．，1997）。また、FGF－12がラットE16の網
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膜神経節領域で発現していることが報告されている（Hartungetal．，1997）。また

Vbgel－H6pkerと筆者らの共同研究によりFGF－8が眼胞の腹側で（ニワトリ胚ス

テージ12）、その後眼杯の中心部で（ステージ15頃）発現していることが見いださ

れている（VbgeトH6pkeretal．，Submitted）。FGF－8は、その発現時期から眼胞の初期

のパターニングに関与する因子の候補として挙げられている。

一方、FGF受容体はおもなものとしてFGFR－1からFGFR－4までの4種類存

在し（JohnsonandWi11iams，1993）、そのうちFGFR－1、2、3に関して発生過程の神

経組織での発現が報告されている。FGFR－1，2は神経管に広く発現が見られるが、

FGFR－1はニワトリE2．5（おそらくステージ15～16）の眼杯で弱く発現が見られるの

に村し、FGFR－2は眼の周囲を取り囲む間充織で発現する（Ohuchietal．，1994；

Thchibana，1999）。FGFR－3は眼胞側では発現していないが水晶体胞で強い発現が報

告されている（Ohuchietal．，1994；deIonghetal．，1997；Wilkeetal．，1997；Thchibana，

1999）。

網膜のNR－PEのパターンは比較的初期に確立されるものの、ある程度分化

が進んだあとでも両者はその運命を入れ替えることができる。たとえば神経性網

膜を除去すると、わγル∂で分化した網膜色素上皮から神経性網膜が再生する

（CoulombreandCoulombre，1965；LopashovandStroeva，1964）。bFGFは神経性網膜の

再生を誘導できることが報告されている（ParkandHollenberg，1989；Parkand

Hollenberg，1991）。この分化転換は培養条件で自発的にも起こりうるが、aFGF／

bFGFを培地中に添加することで分化転換を誘導することができる（Pittacketal．，

1991；Gui11emotandCepko，1992）。ウズラのsilver変異体は色素上皮細胞が自発的に

神経性網膜に分化転換する表現形を示し、鱒GFに過敏に応答してわv正閏で分化

転換する。∫～ルピr変異体では網膜色素上皮に分化した細胞がその性質を碓持するの

に必要な機構が欠損しているのではないかと考えられている。FGFが初期のパ

ターン確立に働いているのか、それとも神経性網膜の網膜神経節への分化の制御

やその後の性質の維持に働いていると考えるとつじつまが合う。

鞄ズーJの何窟とぞの好男辟彦朋
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眼における誘導のメカニズムを解析するにあたって、本研究では網膜と水晶

体の両者に着目し、網膜と水晶体の原基が互いに、または周囲の組織によってど

のように誘導を受けているのか明らかにしようと試みた。その際に．、誘導シグナ

ルの発現や効果を調べるのではなく、誘導の過程で発現する転写因子に注月し、

その発現がどのように制御されているのか、またそれらの強制発現によって、眼

の発生や他の遺伝子の発現にどのような影響を及ぼすことができるのかを調べる

ことで、眼の誘導の過程を明らかにする。

本研究の過程で、眼cDNAライブラリからクローニングされた遺伝子Sgx－1／

∫0助－Jおよび∫卯－2は、水晶体プラコード、眼杯の陥入に伴って発現するという

意味でこれまで知られている眼で発現する転写因子群と一線を画し、水晶体や網

膜の誘導に深く関わっているのではないかと予測される。そこで、Sgx－1タンパク

質の眼での役割を調べることで、眼における誘導のカスケードを解明することに

した。
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材料と方法

勧－J遭伝子のクローニング

ニワトリE4の水晶体、網膜からRNAを単離し、CDNAライブラリを作製し

た（Kakizukaetal．，1993）。スクリーニングはオリゴヌクレオチドを用いた標準的な

方法によって行った（Sambrooketal．，1989）。プローブとしてNK型のホメオドメイ

ンの3番目のヘリックスに対応するオリゴヌクレオチド

（32p－GARAC＝CARGT＝AARATHTGGまたは32p－GTGAAGATTTGGTTCCAGAACCGC）を

用いた。得られたcDNAクローン中の一つ、Hx4はホメオドメインを含むcdsを

カバーしており、このクローンをSgx－1とした。得られた20個のクローンの約半

数はSgx－1の部分クローンであり、残りの半数はSgx－2名付けた新規のホメオボッ

クス遺伝子のcDNAであった。

ニワトリ歴の靡作

ニワトリ種卵は竹内膵卵場（奈良県）から購入した白色レグホン種を′もちい

た。寝かせた状態で、湿度を補った38．5℃の貯卵器中で発生させた。膵卵後、鋭

い法の端にはさみで直径1mm程度の穴を開け、シリンジを用いて3～4mlの卵白

を吸引したあと、セロハンテープで穴を塞いだ。卵殻の上方に眼科用勢刀で窓を

開けた。Hamburger－Hami1tonのステージ表（Hamburger，1951）に従ってステージを

決定した。

予定水晶体外胚葉櫛去

予定水晶体外胚葉除去手術は、ステージ11～12の胚に村して行った。Hankユs

緩衝液（10ITIMHepes－Na（pH．7．5），0．14MNaCl，2．7mMKCl，1．Og几glucose，0．5

mMCaC12，0・5mMMgCl，）を2、3滴垂らし、ビテリン膜をタングステン針で裂い

て穴を開けた。ステージ12では前脳領域までが羊膜で覆われているが、．羊膜を破

らないように引き出して頭部を露出させた。ガラスニードルで1％Nile別ue（ナカ

ライテスク）水溶液を予定水晶体外胚葉周辺に注入し、5秒～10砂程度静置して染
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色した後、十分量（1mi前後）のHank，s緩衝液で過剰のNileBlueを洗い流した。

染色された外胚葉をタングステン針で剥がした。外胚葉の水晶体分化能は前脳腹

側に位置する外胚葉にも強く見られるので、前脳～眼胞の腹側部を取り囲む表面

外胚葉を除去した。操作後、羊膜を再び被せ、窓をセロハンテープで封印して膵

卵箸別こ戻し、発生を進行させた。

エレクトロボレーション

エレクトロボレーションの基本的な方法は第一部で述べた。Sgx－1の胚表面

の外胚葉での強制発現の場合Sgx－1の発現ベクターPCAGGS－Sgx－1を5pg／Plの濃

度で用いた。PCAGGS－GFP（0．5pg／Pl）またはpCAGGS－LacZ（0．25ug／L11）を導入細胞

のトレーサーとして用いた。トレーサーによる検出感度がFLAG抗体染色に比べ

非常に高いことから、Sgx－1遺伝子とトレーサー遺伝子の濃度比を、Sgx－1に連結

したFLAGエピトープに対する抗体染色のパターンと、トレーサーのパターンが

同一になるように決めた。村照としてはpcAGGS－Sgx－1の代わりに同濃度の

pcAGGSを導入した。DNA溶液を予定水晶体外胚葉周辺に注入し、タングステン

針を胚の前方から挿入し、胚のすぐ脇に置き、10V50msecのパルスを3回負荷し

た。

眼胞へのドミナントネガティブSgx－1（pCAGGS－FINP－Sl）の導入には、眼杯

に村するエレクトロボレーション法を用いた（前章参照のこと）。DNA濃度は表

皮の場合と同じ濃度に設定した。ステージ10～11のニワトリ胚の前部神経孔から

ガラスニードルを挿入し、DNAを眼胞内部に注入した。微小電極を前部神経孔か

ら挿入し、先端が眼胞内部に到達した状態で5－7V25msecのパルスを2回負荷し

た。

プラスミド

pEFX3

基本となるベクターPEFX3（OginoandYasuda，1998b）はEF－1αのプロモー

ターを持つ真核生物細胞用の発現ベクターである。このベクターの詳細は付録を
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参照のこと。

●　pEFX3－FLAG／pEFX3－FL2

pEFX3のHindIIIサイトにFLAGエピトープをコードするオリゴヌクレオチ

ドを挿入したFLAGタグ融合タンパク用の発現ベクターである（付録を参照）。

●　pEFX3－FL－SgxI

pEFX3－FLAGのEcoRV侶amHIサイトSgx－1遺伝子のタンパク質コード領域

（CDS）を挿入したもので、FLAGエピトープタグをSgx－1タンパクのN一末端に連

結した融合タンパクを産生する（付録を参照）。

●　pEFX3－GAL4

GAu融合タンパク用の発現ベクターである。PEFX3のHindIILIAsp718サイ

トに、PCMX－GAL4からHindII－Asp718で切り出した、大腸菌の転写因子GAL4の

DNA結合領域（SadowskiandPtashne，1989）をコードする配列を挿入した。この

GAu DNA結合領域はpsG424に由来する（付録を参照）。

●　pEFX3－GAL4－SI

pEFX3－GAL4のEcoRV侶amHIサイトにSgx－1遺伝子のタンパク質コード領域

（CDS）を挿入したもので、GAL4のDNA結合領域をSgx－1タンパクのN－末端に連

結した融合タンパクを産生する（付録を参照）。

●　pEFX3－FLVP

VP－16AD融合タンパク用の発現ベクター。PEFX3－FL2のHindⅡIサイトに

pcMX－VP16（new）からHindIIIで切り出したフラグメント（VP16の78アミノ酸か

らなる転写活性化ドメインをコードする）（Sadowskietal．，1988）を挿入した（付録

を参照）。

●　pEFX3－FLVPSI

pEFX3－VP16のEcoRV侶amHIサイトにSgx－1遺伝子のタンパク質コード領域

（CDS）を挿入したもので、FLAG－VP16AD－Sgx－1の順に連結した融合タンパクを産

生する（付録を参照）。

●　pcAGGS－Sgx－1

pcAGGSはNiwaらによって構築されたCAGキメラプロモーターをもつ強力
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な発現ベクターである（Niwaetal．，1991）。PEFX3－Sgx－1をEcoRyBamHIで処理し

クローニングサイト、FLAG－Sgx－1を含むフラグメントを切り出し、PCAGGSの

EcoRI侶glⅡサイトに導入した（付録を参照）。

●　pcAGGS－FWP－SI

pEFX3－Sgx－1をEcoRI侶amHIで処理しクローニングサイト、FLAG－VP16－

Sgx－1を含むフラグメントを切り出し、PCAGGSのEcoRI侶glIIサイトに導入した。

（付録を参照）

●　TK－MHlOOx4－LUC

ホタル由来1uciftrase遺伝子にtkプロモーター、GAL4タンパク質の結合配列

MH100（Kangetal．，1993）を4コピー繋いだレポ一夕一遇伝子。BarryFormanによっ

て作製された。

MHlOO：agCt－Cga－CGGAG竺ACTGTCCTCCG－tCg－aagCt

血∫血ノ1イブリグイゼーションとプローブ

ホールマウント玩＝血旭ハイプリグイゼーションの方法はHenri叫eらの方法に

従った（Henriqueetal．，1995）。ホールマウントinsitu％行ったのち、胚をパラフィ

ンで包埋し、20仲mの切片を作製した。切片玩＝痛加ハイプリダイゼーションは田

村らの方法に従った（私信）。いずれもRNaseを用いない改良型のinsitu法であ

る。詳細は付録参照のこと。Rxに村するプローブは、Clone6B（Sakagami，1999）を

BamHIによって切断後T3RNAポリメラーゼを用いて転写したものを用いた。

Sgx－1はSK（－）－Sgx－1（cloneHx4）をHindIIIで消化後、T3RNAポリメラーゼで転写

した。L－mafはclone4Fl－7をAsp718で切断後T3RNAポリメラーゼで転写したも

のとclone9Fl－6をXbaIで切断後T7RNAポリメラーゼで消化後を混合して（終濃

度1pg／mi）用いた（OginoandYasuda，1998b）。Tbx5はクローンcTbx5－3をXbaIで切

断後T3RNAポリメラーゼで転写した（Ohuchietal．，1998）。Pax2はCloneEIB（仲

村春和先生より分与）をEcoRVで切断後T3RNAポリメラーゼで転写した。

神産任脚の冴代膚育とレポークーアッセイ
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ニワトリE8の眼球を摘出し、CMF中で眼球から神経性網膜を取り出した。

光彩努刀で小さく切った後、0．25％トリプシン／CMFで370C11分間処理した。初

代培養用の培養液（DMEM，10％FBS，1％ChickenSerum）で反応をとめ、遠心してト

リプシンを除いた後、10cm¢ディッシュあたり106個の濃度になるよう希釈して

播種した。ある程度細胞が増殖し、コンフルエントに近い状態になったところで

次のようにして24穴プレートに移した。CMFで細胞を洗った後0．1％トリプシ

ン／CMFで5分間処理して細胞を剥がした。培養液で反応を止め、遠心してトリ

プシンを除いた後30％コンフルエントになるように希釈して24穴プレートに播

種した。1ウェルあたりの培養液の量は0．5ml。サブコンフルエント（コンフルエ

ントに村し細胞の面積が50％）に増殖した時点でトランスフェクションを行った。

リン酸カルシウムの沈殿を加える2時間前後前に培養液を交換した。2xB巴S（50

mMBES（PH6．95），280mMNaCl，1・5mMNa2HPO．）を100plずつエツペンドルフ

チューブに分注した。CaC12rrEバッファー（1・OmMTris－HCl（PH・7・5），0・1mM

EDm，0．25MCaC12）100plにDNAを3・2Llg（内訳：レポ一夕ー1・Opg，PEFX－β一ga1

0．6鵬，エフェクター（Sgx－1等の発現ベクターと空の発現ベクター0．8鵬，pEFX－

GFPO．叫．g）加えたものを、先のチューブに強く振塗しながらゆっくり加え、リン

酸カルシウム沈殿の懸濁液とした。20分後、懸濁液を1穴あたり50ド1づつ（培養

液の1／10量）滴下し、よく混ぜた。6時間後にHank，sバッファーで2度洗浄した。

懸濁液を添加してから24時間後に細胞をHank，sバッファーで洗い、吋Sisバッ

ファー（25mMTris－PO．（PH・7・8），15％glycerol，2％CHAPS，1％lecithin，BSA（fraction

V）0．1％，4mMEGTA，8mMMgC12，1mMDTT，0・4mMpAPMSF）を100LLl加えて細

胞からタンパク質を抽出した（細胞溶解液）。トランスフェクション効率は各ウェ

ルに等量加えたb－galactosidase活性を測定することで平均化した。Gal反応バッ

ファー（1mMMgC12，10mMKCl，60mMNa2HPO．，40mMNaH2PO．，0・33％（V／v）β－

mercaptoethanol，0・33g几ONPG）100ulに村し20直の細胞溶解液を加え、370Cで30

分反応してから50plの0・1MNa2CO3を加えて反応を止めた。420nmの吸収を測

定して相村β－galactosidase活性とした。レポ一夕一転写量はルシフェーラゼ活性を

酵素化学的に測定することで求めた。ML3000（DYNEXLaboratory）を使用して50
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匹1の細胞溶解液に100叫1のルシフェラーゼアッセイ試薬（20mMTricine－

Na（PH．7．8），3・74mMmagnesiumbasic，0・1mMEDTA，33・3mMDTT，270匹Mcoen－

zyme－A，470匹Mlu丘cerin，530い′MATP）を添加し、直後の化学発光を10秒間測定し

た。レポーター遺伝子の転写活性はルシフェラーゼ活性の絶村値ををトランス

フェクション効率からノーマライズしてもとめた。

尻体勢色

抗体は次のような条件で用いた。抗FLAG抗体M2（KodakまたはSIGMAよ

り入手）は10％仔ヒツジ血清〝BSTなどのブロッキング液で約叫．g／血の濃度に希

釈して用いた。抗8－CryStallinはモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ

（Sawadaetal．，1993）の培養上清をそのままもちいた。ウズラ細胞の核を認識する

抗体QCPN（Se11eckandBronner－Fraser，1995；KontgesandLumsden，1996）はハイブリ

ドーマの培養上清を用いた。二次抗体はHRP標識anti－mOuSeIgGPO161（DAKO）を

1／100倍希釈、またはTbxas－Red標識anti－mOuSeIgG（Amarsham）を】MO倍希釈して

用いた。
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結果

鞄ズーJの願と薪写静粛国子としての廊彪

Sgx－1LSOHo－1（Deitcheretal．，1994）とSgxT2は、NK型ホメオボックスの3番目

のアルファーヘリックスに相応するオリゴヌクレオチドプローブをもちいて、ニ

ワトリ胚の眼cDNAライブラリからクローンニングされた遺伝子であり、ホメオ

ドメインを持つ転写因子をコードしている。Sgx－1のホメオドメインはニワトリ

Sgx－2、マウス、ニワトリNkx5．1／Nkx5．2（Boberetal．，1994；Brandt－Rinkwitzetal．，

1995；Hefbrandetal．，1998），ウニのTgHbox5（Wangetal．，1990），C．elegan．！・遺伝子座

C39E6．3の候補タンパク質など、いくつかの既知のホメオドメインとほとんど同

一であった（図9A）。特にホメオドメインの4つのアルファーヘリックスのうち

DNAとの相互作用に関わる3番目のヘリックス領域は完全に一致しており、これ

らのホメオドメインが共通の標的配列を認識することを示唆する。それ以外では

NK2，NK4，Nkx2．1，TTF－1などのNKクラスホメオドメインと類縁度が高いが、明

らかに別のクラスを構成していると考えられる。これらのホメオドメインタンパ

ク質のホメオドメイン外の領域についてアミノ酸配列を比較したところ、その多

くはホメオドメインの3ユ側に保存されたアミノ酸配列（SC領域）をもっていた（

図9B）。これらのホメオドメインタンパク質が類似したDNA結合配列や機能をも

ち、サブファミリー（Sgxファミリー）を構成していることを示唆する。SC領域の

機能に関しては今まで報告がないが、他の転写制御因子との相互作用に関わると

予想されている。

ホメオドメインとSCドメイン以外にはSgx－1とSgx－2の間、またはSgx－1と

他のSgxファミリーのメンバーの間に高い相同性は見られなかった。ただし、

Sgx－1はホメオドメインの上流にengrailed，gSC，NK2，mShなどに共通して存在する

数アミノ酸の配列（SmithandJaynes，1996）を持っていた（図9C）。この配列はSgx－2

には存在しないが、SgxファミリーであるNkx5．1にも弱いながら類似性が見られ

た。engrailedの場合、この領域は積極的な転写抑制に関与するeh－iドメインに含

まれている。本来転写活性化因子である氏zタンパクにこのドメインを連結させる
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ことで転写抑制能を付与できることが報告されている（SmithandJaynes，1996）。

∫卯－Jの水晶体プラコード、雌での発卿
ホールマウント玩＝油旭ハイプリグイゼーション法により、ステージま1～13の

胚でのSgx－1の発現を調べた。ステージ11には、眼でのSgx－1の発現は全く確認

できなかった（図10A）。同一の胚の耳プラコード（この時期にはある程度陥入を

始めている）では強い発現が確認できることから、Sgx－1はステージ11には眼で

発現していないことが確かめられる。ステージ12（貯卵後約42時間）の胚の眼で

はSgx－1のシグナ）t／がわずかに確認できた（図10B）。この時期にはSgx－1の発現は

背腹軸（DV軸）、鼻一耳軸（NT軸）方向に偏りは見られなかった。切片を作成して

調べると、Sgx－1は眼胞と予定水晶体外胚葉（将来水晶体プラコードを形成する領

域）で発現していた（図11A）。眼胞での発現は将来神経性網膜を形成する眼胞側

方部にみられた。水晶体と眼胞での発現領域は互いに隣接した関係にある。ス

テージ13に達すると、水晶体プラコードは肥厚をはじめ眼胞も側方から陥入す

る。この時期にはSgx－1の眼胞での発現は多少鼻側への限局を示した（図10C）。

切片を作成して観察したところ背腹軸方向に発現が広がり、陥入している眼杯の

領域よりも多少広い領域でSgx－1の発現が見られた（図11B）。水晶体、網膜の前

駆体での発現はその後も続き、ステージ15では水晶体胞と眼杯の鼻側で強く発現

していた。特に眼杯の背例の縁部で強いシグナルが観察された（図10D）。切片を

作成して調べるとSgx－1は眼杯内層だけではなく、眼杯外層にも強く発現してい

た。内層の中心部ではむしろ発現は弱く、眼杯背側の「杯の縁」で強いという特

徴を持つ（図11C）。網膜特的に発現することが知られるRxの発現（図15E）と比較

すると、Sgx－1の発現は細胞の分化の運命とは必ずしも一致しないことが示され

る。Rxは眼胞の側方部で発現するという点で似ているが、ステージ】5～18には眼

胞の内層に限局して発現しており、眼杯の外層には全く発現が見られなかった。

また、眼杯の内層でも、周辺部、すなわち毛様体（Ciliarymargin）領域では発現が

弱い（Sakagami，1999）。水晶体胞に関しても同様で、水晶体特異的に発現する転写

因子しmafは水晶体胞でのみ発現しその周囲では全く発現していなかったのに村
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囲10　ホールマウント血S仙ハイプリグイゼーションで調べた、眼におけるSgx－1の初

期の発現。A）ステージ11：陥入を始めた耳胞ではSgx－1の発現が同定できたが、眼では発

現していない。B）ステージ12：陥入直前の眼（眼胞）において初めて発現が観察される0

点線は眼胞を示す。発現は眼胞の拡がりとほぼ一致している。C）ステージ13＝眼胞での発

現がより強くなり、鼻側に片寄るo D）ステージ13＝陥入した水晶体胞、眼杯で強い発現が

見られる。眼杯での発現は掛こ背側の縁で強い0また発現は背腹軸方向に沿って観察され

るが、眼杯のこめかみ側では発現していない。

Otニ耳胞Op：眼胞または眼杯Le：水晶体胞
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図11眼胞と水晶体プラコードでのSgx－1の発現。いずれも右が側方、左が正中
側、上が背側、下が腹側A）ステージ12（発現開始直後）主に眼胞の水晶体と接した
領域、予定水晶体外胚葉にシグナルが見られる。B）ステージ13‥陥入を始めた眼杯
と水晶体プラコードにシグナルが見られるo C）ステージ15：眼杯の背側の縁で強く
発現する。発現は内層と外層の両方に見られるが、主に内層で強い。水晶体胞の表
皮外胚葉との接合部、すなわち予定水晶体上皮領域でも強い発現が見られる0陥入
する領域の縁で強い点で共通する00p：眼胞／眼杯、Le＝水晶体プラコード／水晶体
胞。
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し（Oginoand％suda，1998b）、Sgx－1は水晶体胞全体で発現するのではなく、．袋状

の水晶体胞の口の部分と、その周囲の非水晶体外胚葉で強く発現していた。これ

らの結果を合わせると、Sgx－1は水晶体胞と眼杯が肥厚、陥入する際に、陥入する

領域の周辺部で発現するという点で共通しているといえる。

鞄かJの靡劇窟軌こよる屠所断水晶件の誘導

Sgx－1は水晶体、網膜の形態形成の過程で、これらの肥厚にともなって発現

し、特に陥入して生じた胞の縁で強い発現が見られたことから、Sgx－1が眼胞や水

晶体の陥入を制御する転写因子ではないかと考えられた。

Sgx－1が水晶体誘導、網膜誘導の過程でどのような役割を果たしているか調

べるために、陥入が始まる前の段階であるステージ11の表面外胚葉にエレクトロ

ボレーション法を用いてSgx－1遺伝子を導入し、その機能を調べた（図3Å）。予定

水晶体外胚葉周辺の胚体外空間にDNAを注入し、眼胞のすぐそばの表面外胚葉に

隣接するように電極を挿入しパルスをかけた。遺伝子導入後、更に30時間膵卵さ

せ、ステージ17前後で観察した。この方法では、通常水晶体胞とその周囲の表皮

外胚葉に導入遺伝子の発現が見られる（図3B，図13D）。

Sgx－1を導入した胚では、水晶体領域に水晶体胞が2つ形成されていた（図

12A，D，図13A）。insituハイプリダイゼーションでL－mafの発現を調べたところ、

この2つの水晶体胞はともにしmafを強く発現していた（図14A，B）。しmafは水

晶体プラコードの形成と共に発現が始まる転写因子で、しmafの発現によって非

水晶体外胚葉を水晶体に分化させることができることが報告されておを）、水晶体

分化を決定づける因子と考えられる。Sgx－1によって誘導された水晶体胞は水晶体

に分化していることが確かめられる。異所的な水晶体は扁平な胞状で、一次水晶

体繊維を形成する内側の領域と表面外胚葉と接する水晶体上皮細胞に分かれてい

た。正常水晶体と形態的な特徴はほとんど同じであり（図13A，C）。場合によって

は二つの水晶体は全く見分けがつかなかった。

水晶体が2つ形成されているだけでなく、眼胞の側方部から2カ所で陥入が

生じ、重複した眼杯を形成していた（図12A，D，図13A，C）。眼杯の内層はどちら
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区＝2Sgx－1を表面外胚葉で異所的に発現した場合の眼杯、水晶体の重複。ArC）明
視野像、DrF）共導入したGFPのパターン。GFPとSgx－1とほぼ一致した発現パ
ターンを示す条件で導入されている。A，D）Sgx－1を導入した胚では眼杯の重複が観
察される。この標本ではSgx－1は眼胞の腹側部に導入されており、その領域を中心
に異所的な眼杯の陥入が見られる。矢印は眼杯、矢尻はSgx－1を導入した領域を示
す。B，E）場合によっては眼杯が陥入する代わりに全体が側方へ突出する。この胚で
は眼胞と接した表皮外胚葉の広い領域に導入遺伝子の発現が見られる。C，日射照、
ェレクトロボレーションそのものは胚発生に影響しない。Sgx－1の発現プラスミド
の代わりに、何も挿入していないベクターを用いている。
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図13　導入遺伝子の周囲に眼胞が陥入する。A，B）工レクトロボレーションで遺伝子
を取り込んだ細胞を、共導入したIacZレポーター遺伝子によって可視化した。
A）Sgx－1を導入した場合。Sgx－1を導入した細胞の周辺に眼杯が陥入しているo眼
杯そのものと水晶体胞では導入遺伝子の発現が見られない。陥入した眼杯は両者共
に肥厚し、神経性網膜に特異化しつつあることを示す。B）対照胚。正常な眼の形態
を呈する。水晶体に導入遺伝子の発現が見られれ、水晶体そのものがエレクトロボ
レーションで遺伝子を受け取ることができることを示す。C，D）外来のSgx－1の発現
をSgx－1に連結したFLAGepitopeに対する抗体で同定した。C）Sgx－1を2カ所の
狭い領域に導入した場合、それぞれの周囲に眼胞の陥入が生じた。この標本では水
晶体胞の形成は観察されなかった。2カ所の導入領域の間では陥入が起きていない
だけでなく、肥厚が生じていない。バーは10叫mD）表面外胚葉の広い領域に導入
した場合、眼胞が外に膨張した形態を示す。Sgx－1を導入した領域に接する眼胞は
肥厚し、神経性網膜に分化している。
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図14　重複した水晶体胞は水晶体のマーカー遺伝子の発現を示す。A～c）L－mafの発
現。A，B）重複した水晶体はどちらも正常な形態を示し、どちらも強くL－mafの発現
を呈した。B）小さな二次水晶体が形成された例。L－mafの強い発現が見られ、水晶
体プラコード様の形態を示す。C）対照胚のL－mafの発現パターン。E，F）8－
crysねl仙の発現とSgx－1を発現する細胞の位置関係。遺伝子を導入した細胞を
GFP（緑）で，8－CryStallinの発現を赤で示す。E持gx－1を導入した場合、導入細胞
の周囲に水晶体が形成されている。Sgx－1を導入した細胞では8－CySta”inの発現が
見られない。F）対照胚。
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も正常胚と同様に肥厚しており、将来色素上皮細胞に分化する眼杯外層の薄い上

皮と対照的で、神経性網膜に分化しつつあることを示した。

網膜へ分化が進んでいることを示すため、神経性網膜の指標遺伝子Rxの発

現を調べた。Rxはこの時期に予定神経性網膜領域である眼杯内層に限局して発現

する（S止aga血，1999）。重複した眼杯では神経性網膜領域で特異的な鮎遺伝子の

発現が強く発現していた。（図15A，B，D）。異所的な眼杯（図15A，Bで矢尻で示し

た）発現の強さは、本来の眼杯（矢印で示した）と同程度かより強い。形態的な特

徴と併せて考えても、異所的な眼杯の内層が神経性網膜として分化しつつあるこ

とが示された。Rxは重複した眼杯を通して連続的に発現していることもあるが（

図15）、重複した眼杯の距離が離れている場合、それぞれの眼杯でRxが強く発現

し、その間にRxの発現が弱い領域が存在することもあった（図15A）。このこと

は、Sgx－1がすでにつくられた網膜領域を二つに分けて眼杯を作ったという許容的

な制御にとどまらず、網膜の分化を積極的に誘導していることを示唆する。村照

としてベクターのみを導入した胚では、眼は形態的に完全に正常であり、エレク

トロボレーションそのものが眼の形態形成に及ぼす影響はないことがわかる（図

12C，民国13Bほか）。Sgx－1を導入してからさらに4日間（ステージ23～24）発生さ

せて、異所的な眼杯が網膜に分化するか確かめた（図16A，B）。Sgx－1によって眼

杯が重複した胚では、本来色素上皮細胞が存在する眼胞腹側に、異所的な眼杯の

陥入に由来すると思われる胞があり、胞全体が神経性網膜に特徴的な厚く肥厚し

た神経芽細胞の層を形成していた。異所的網膜の周囲には隣接した切片も含め水

晶体は形成されていなかった。正常肱では眼杯が膨張して巨大な眼球となるが、

異所的な網膜では胞内にはほとんど空間がなく、組織は折り畳まれて襲のように

なっている。眼球内の静水庄（眼圧）が眼球の成長に必要である（Coulmbre，1956；

WilkinsonandHodos，1991）。異所的網膜胞は周囲に村して開放されており、そのた

め眼圧が上がらず成長しなかったのかもしれない。

導入した勧一Jのパターンと靡杯の威慶の好厨頗係

エレクトロボレーションで導入した外来Sgx－1の発現を同時に導入した1acZ
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図15重複した眼杯は神経性網膜の初期マーカーの発現をしめすoA‾c）ホールマウ

ントで調べたRxの発現。A）本来の眼杯と異所的に形成された眼杯のそれぞれでRx

の発現が発現していた。二つの眼杯のRxの発現は不連続であることがわかるo

B）Rxの発現は異所的眼杯に捌ナる発現は、正常胚と同等かより強いoC）対照臥

E，F）凍結切片に対しRx（紫）と導入したSgx－1の発現（ブラウン）を二重染色で調べ

た。E）重複した限杯のそれぞれがRxを強く発現している。この標本ではどちらが

本来の眼杯か不明である。F）対照胚0矢印は本来の眼杯0矢尻は異所的な眼杯で、

矢尻の近傍に導入遺伝子の発現が見られた（データ示さず）
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図16　A）Sgx－1導入4日後の限の形態。本来眼杯の腹側に二次眼球が形成されてい

る。本来色素上皮に分化するはずの領域が網膜に分化している。B）対照胚バーは

200〃mを示す。



遺伝子の発現、または外来のSgx－1に連結したFLAGエビトプに対する抗体を

用いて同定し、Sgx－1によって生じた異所的別艮杯、水晶体の場所と比較した。対

照胚ではDNAを注入した場所を反映し、表皮外胚葉と水晶体の領域に遺伝子が導

入されたが、Sgx－1を導入した胚では導入遺伝子の発現は水晶体胞には見られず、

異所的水晶体の近傍の表面外胚葉に存在していた0これはSgx－1が異所的な水晶

体形成に細胞非自律的（noncell－autOnOmOuS）に働いていることを示唆している（図

13C，D）0また特に水晶体繊維細胞で強い8－CryStallinの発現と遺伝子導入のパター

ンを比較したところ、Sgx－1を導入した細胞には8－CryStallinのシグナルは見られな

かった（図14C）0つまり、Sgx－1を発現させた細胞は一次水晶体繊維細胞に分化し

ていなかった。対照胚ではGFP遺伝子が水晶体で発現していることから、水晶体

細胞が遺伝子を取り込まない、または導入遺伝子を発現しない等の原因は考えに

くいので、これはSgx－1が細胞非自律的に働くと同時に、Sgx－1によって水晶体の

分化（繊維細胞化）が抑制されることを示唆する。

一方、眼杯には導入遺伝子の発現は存在せず、明らかに異所的眼杯形成に対

しても細胞非自律的であり、眼杯の形成もSgx－1の異所的発現の近傍にのみ見ら

れた。Sgx－1を比較的狭い領域にニカ所に分けて導入した場合、Sgx一一1を導入した

細胞の近傍だけが陥入し、ニカ所の眼杯を形成していた。また、その間に挟まれ

た領域は肥厚も陥人もしていなかった（図13C）0ニカ所の陥入は220匹離れてお

り、その間に12叫mの長さで肥厚しない領域が見られたo sgx－1による眼杯の誘

導は10叫mか－しそれ以下の比較的短い距離に村して有効であると考えられる。

隣接する切片も含め、水晶体は眼胞の異所的な陥入の周囲には形成されていな

かった（データは示さず）o Sgx－1による眼杯の陥入は、重複した水晶体による二

次的なものではないらしい。

眼柄や脈絡溝などの構造は腹側にしか観察されないこと（区＝2A）など、形態

的な特徴から、眼杯の背腹方向の軸性に変化がないことが示唆されるosgx－1が眼

杯の背腹軸に影響を及ぼしていないか調べるため、重複した眼杯での背側および

腹例のマーカー遺伝子の発現を調べたoTbx5は眼杯の背側に限局して強い発現を

示し、眼杯の最も背側の領域を規定している（図17B）（Thkeuchietai．，投稿中）、
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図17　A）Sgx－1による眼杯の重複は眼杯の背旗極性の重複によるものではな
い。A，B川艮杯の背側マーカーTbx5の発現パターンoC・D川艮杯の腹側部と眼杯の
マーカーPax2の発現。A，C）Sgx－1を導入し重複した眼杯B，D）対照胚の眼杯。Tbx5
の発現は眼胞全体の最も背側の端で強く発現し、腹側の眼杯には発現が見られない0
重複した眼杯の背側の一方の背側で発現している0同様にPax2は眼胞の腹側末端で
発現し、背側の眼杯には見られないoTbx5，Pax2ともに発現領域は広がっていな
い。これらの胚ではSgx－1は腹側の眼杯周辺に導入されていた。



Pax2は眼柄と眼杯の腹側（脈絡溝周辺）で強く発現し、腹側構造の領域の指標と

なる（図17D）。Sgx－1によって重複した眼杯では、mX5は2つある眼杯のうち背

側の一方の背側の縁で強く発現していたが、腹側には全く発現していなかった（

図17A）。発現強度、拡がりに関しても対照胚の眼杯と差がみられなかった。Pax2

の発現は同様に腹側の眼杯の腹側とそこから伸びる眼柄に見られ、背側の眼杯に

は発現していなかった0発現は多少前方に広がっているように見えるが、標本に

よっては全く変化を受けていなかった0また、発現強度も村照胚とかわらなかっ

た（図17C）。これらの結果から、Sgx－1による眼杯の重複が背腹軸の変化によるも

のではないことが示された。

腱杯の卿ノと神産僅痢辟の符穿化の過密での水晶体プラコ・一ドの

紛訝

Sgx－1を表面外胚葉に発現させることによって、その周囲に水晶体と眼杯の

形成を引き起こすことができたが、Sgx－1は水晶体と眼杯の両方で発現しており、

それぞれでのSgx－1の発現が水晶体と眼杯のどちらに作用するのかという疑問が

残る。

水晶体と網膜はその形成過程において互いの分化、形態形成の過程で相互に

誘導を行うことで形成されると考えられている。たとえばステージ10に予定水晶

体外胚葉（PLE）を除去した胚では、操作後4日目までにNR－PEの極性が失われる

ことが報告されており（Hyeretal・，1998）、眼胞に由来する外胚葉性の網膜組織の遠

近位軸の極性、すなわち神経性網膜（NR）一網膜色素上皮（PE）の領域化の決定は予

定水晶体外胚葉に依存すると考えられている0しかしながら、神経性網膜（Rx，

ChxlO）（Casarosaetal・，1997；Furukawaetal・，1997，Sakagami，1999，Liuetal．，1994）・

網膜色素上皮の指標遺伝子（Mitf）の発現パターン（Mochiietal．，1998）は、眼胞形成

直後にすでにNR－PE極性が眼杯に存在することを示唆し、先の実験発生学的な根

拠とは矛盾する0また、このような操作による極性の喪失は予定水晶体外胚葉の

不在によるものなのか明確で飢－0たとえば、外科的処置によって、網膜色素上

皮の分化を誘導する頭部間充織細胞が眼胞のより側方部に浸潤するためなのかも
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しれな。そこで外科的処置実験をより厳密に行うことによって、水晶体や網膜を

取り囲む周囲の組織がNR－PEのパターンの形成にどのように影響するのか解析を

試みた。

まずステージ12（眼胞期）のニワトリ胚予定水晶体外胚葉を外科的に取り除

いた（図18）0ステージ18まで発生させ、形態的なまたは遺伝子発現パターンの

特徴を調べた0正常胚の場合、この時期には水晶体が表面外胚葉から分離し水晶

体胞を形成している0眼胞は陥入して内層と外層の2つの層から構成される眼杯

を形成する（図19E）。

予定水晶体外胚葉を除去することで、ほとんどの場合水晶体（水晶体プラ

コード）の形成をさまたげることができた0これは切片を作成し水晶体の特に水

晶体繊維細胞を特異的に認識する8－C坤allinで染色することによって確認できた（

図1甥Gと比較）0この胚では眼胞が側方に膨張し、陥人前のステージi2～13の正

常胚の眼胞とよく似た形態を持っていた（図19A）。組織切片を作製しへマトキシ

リンーエオシン染色して観察したところ、水晶体繊推細胞が欠失した標本では眼

胞側方部の眼胞内部への陥入が全く見られなかった（図19C）。本来神経性網膜を

形成する眼胞の側方壁は、近部（すなわち色素上皮細胞に分化する領域）に比べ多

少肥厚しているものの、正常胚よりも薄く、明らかに神経性網膜の分化が不十分

ではないことを示している。この標本では眼胞の周囲に細胞は存在せず、直接胚

体外に露出していることから、予定水晶体外胚葉除去後その跡は修復されていな

いことがわかる0陥入しなかった眼胞は本来の網膜と同程度の大きさ（背腹軸方

向の長さ）まで成長しており、眼胞の成長は水晶体に依存していなかった。

予定水晶体外胚葉を除去した胚の本来神経性網膜となる領域（眼胞の側方部

）が神経網膜細胞に特異化しているかどうか調べるため、神経性網膜に特異的な

敗遺伝子に対する玩血ハイプリグイゼーションを行った。PLE除去胚ではRx

は眼胞の側方部では腹側領域で発現していたものの、シグナルは正常な眼杯に比

べ非常に弱く、とくに眼胞の背側では全く発現が見られなかった（図20Aj。色素

上皮細胞のマーカーであるMitfの発現は正常胚同様、眼胞の側方部には見られ

ず、眼胞の前脳に近い側に限局していた。眼胞の側方部は色素上皮細胞に分化し
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図20　PLE除去胚の眼胞の側方部では神経性網膜としてのの性質は失われつつある

（または分化が促進しない）ものの、全体としての遠近位軸性は失われていないo

A）PLE除去後24時間後（ステージ18）の眼胞に捌ナるRxの発現o RxはPLE除去

胚でも存在するものの、正常に比べ著しく弱いo B）同時期の正常胚でのRxの発乱

眼杯内層（神経性網膜）に一致する強いRxの発現が見られるCLPLE除去胚での

M旧の発現、眼胞側方部は網膜色素上皮には分化していない。D）正常胚における

Mitfの発現。AおよぴCは図19のC，Fと同－の標本であり、完全に水晶体を除去

したことを確認している。



ているわけではないことが示される（図20C）0予定水晶体外胚葉を除去した場合、

眼杯の遠近位軸方向の領域分化（NR仲E領域分化）そのものほ存在しているもの

の、本来水晶体と近接している側方領域で神経性網膜の性質が失われつつあるこ

とを示している。この結果は形態的な特徴とも良い一致を示す。水晶体プラコー

ドが眼胞の側方部、つまり神経性網膜の性質が推持されるために必要で、．この領

域の陥入と神経性網膜への分化の進行を制御していることが、遺伝子発現と組織

形態の両方から示唆される。

網膜の分化と陥入が、単純に眼胞を取り囲む表面外胚葉細胞の有事削二依存し

ているのか調べるために、予定水晶体外胚葉除去後、同時期の水晶体に分化しな

い体幹部の表皮外胚葉を移植し、24時間発生させた後に網膜の形成を調べた（図

21A）。移植の際に宿主体（host）としてはニワトリ胚を用い、供与体（d。n。，）として

はウズラを用いた。この場合も予定水晶体外胚葉を除去しただけの胚と同様に眼

胞は側方に拡張する形態を示した。切片を作製し観察したところ、陥人も全くお

きていないことが明らかであった（図22A）。ドナー由来の細胞をウズラの核を特

異的に認識する抗体（QCPN）を用いて染色したところ、眼胞を取り巻くウズラ由

来の表皮外胚葉が染色された（図22A）。

逆に眼杯の陥入が水晶体に依存的であることを示すために、予定水晶体外胚

葉除去後水晶体プラコードの細胞を移植し、眼杯の陥入と神経性網膜分化を回復

させられるかどうか調べた。肥厚、陥入しつつある水晶体胞（ステージ14）を単離

し、ステージ12の予定水晶体外胚葉を除去した胚の眼胞の付近に移植した（図

21B）。水晶体細胞を移植した予定PLE除去胚の眼胞は、QCPNによって染色され

る移植された水晶体の周辺に陥入を生じていた（図22B）。陥入して生じた眼杯内

層は神経性網膜特有の肥厚した形態を示し、この領域が神経性網膜へと分化して

いることを示した。つまり水晶体を移植することによって眼杯の陥入と神経性網

膜の特異化が回復した。これらの結果から眼杯の陥入と網膜への分化は眼胞を取

り巻く表面外胚葉の存在によるのではなく、水晶体プラコードに依存した現象で

あることがわかる○先の結果も併せると、水晶体プラコードが眼杯の陥入と分化

を誘導していることが示された。
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A非水晶体外胚葉（表皮外胚葉）移植実験

一＝≦言

動式 日
ご、く
．★ヰ果

・：筍目

老口

／叫㌔・ロ

Donor‥quajltrunkectoderm，St・14　Recipjent‥Chicken（eiimir．atedPLE）st．12

B水晶体プラコード移植実験

♂
＼＼

競か　侶
針℃

Donor：quaiHensplacode・St・14　　Recipient：Chicken（eJiminatedPLE）st．12

図21眼胞の陥入が水晶体プラコードに依存的であることを示す二つの実験。A）
水晶体とは関係のない表面外胚葉（表皮）を移植することで、陥入が表面を取り囲む
外胚葉の存在そのものに依存するか（水晶体と無関係か）調べる。B）予定水晶体外
胚葉除去後、ウズラの水晶体プラコードを移植することで、眼杯の陥入等が回復す
るか調べる。
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図22　予定水晶体外胚葉を除去することによって欠損した眼胞の陥入は水晶体を移

植することで回復する。A）予定水晶体外胚葉を取り除いた後、体幹部の表皮外胚葉

を移植した場合。眼胞を取り囲む細胞があっても眼杯は陥入しない。網膜も分化し

ていない。B）水晶体外胚葉を移植した場合、移植した水晶体胞を中心に陥入が生じ

ていることが分かる。陥入した領域は肥厚し、神経性網膜に分化している。矢印で

示した細胞はQCPN抗体で染色された供与体由来の細胞。



鞄かJば水晶体プラコード弗存在下で靡厨で期する

Sgx－1を表面外胚葉で発現させることによって、その直下の眼胞に陥人と網

膜への分化を引き起こすことができ、また水晶体プラコードが眼胞の陥人に必要

であることが示された0これらの一連の結果と、Sgx－1が水晶体で発現し、．Sgx－1

の異所的発現によって眼杯の陥入が誘導されたことを考えると、水晶体プラコー

ドにおけるSgx－1の機能によって、眼杯の陥入と分化が制御されていることが強

く示唆される0しかしながら、正常な胚発生の過程で水晶体側でのSgx－1が眼胞

の陥入に重要な役割を担うのか、それとも眼胞側のSgx－1が重要なのかは不明で

ある0予定水晶体外胚葉除去にも関わらず、眼胞でSgx－1が発現していたとすれ

ぼ、Sgx－1の眼杯での発現は網膜の陥入に必要ないことがわかる。そこで予定水晶

体外胚葉を除去した胚の眼胞でSgx－1の発現が失われていないかどうか調べるこ

とにした。

まずSgx－1の網膜における発現が、水晶体プラコードによってどのように調

節されているのか調べた。Sgx－1はステージ12に眼杯で発現が始まることから、

ステージ12に水晶体外胚葉を取り除き、8時間後（ステージ13～叫にSg完－1の発

現を調べた0予定水晶体外肱葉除去後8時間の胚では正常胚と同レベルのSgx－1

の発現が眼胞内に見られた（図23A，別。この時点で正常胚の水晶体プラコードと

眼杯がわずかに陥入しているが、PLE除去胚では眼杯は陥入していなかった。眼

胞周辺に細胞Sgx－1陽性細胞が存在しないことから、水晶体予定外胚葉が完全に

除去されたことが示される。さらに発生を進め、眼杯が完全に陥入し、神経性網

膜と網膜色素上皮の特異化が明確に観察されるステージ18（約24時間後．）で調べ

たところ、Sgx－1の水晶体での発現は、陥入していか用艮胞の側方前の中央付近、

腹側、そして近位部の腹側に発現が見られた（図23C，D）。眼杯側方の発現は正常

胚の眼杯の背側の縁での発現と同程度のシグナル強度を示した。直接比較できな

いものの、側方部での発現はおそらく正常胚の眼杯での発現に相当すると考えら

れ、Sgx－1の眼杯での発現はステージ18まで水晶体プラコード（水晶体胞）の存在

に依存しか－0この標本は、Sgx－1を強く発現する一方で、PLE除去によって眼杯

は陥入しておらず、また網膜の分化も進行していない○このことからSgx－1の眼
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図23眼胞でのSgx－1の発現は水晶体プラコードに依存しない。ステージ11～12に

予定水晶体外胚葉を除去し、ステージ14（A，B），ステージ18（C，D）にSgx－1の発現

を加扇山ハイプリグイゼーションで調べた。A，C）予定水晶体外胚葉を除去した場

合。眼杯側方部で強いSgx－1の発現が観察される。その発現は正常胚と同程度かわ

ずかに弱い。C）Sgx－1は眼胞で発現しているにもかかわらず、陥入は全く生じてい

ない。B．D）正常胚。



胞での発現だけでは眼胞の陥入を引き起こせないことを示唆している。

∫由一Jば薪写榔任をもつ蕨写園子である

Sgx－1の転写因子としての機能を調べるために、Sgx－1を神経性網膜組織から

の初代培養細胞に導入し、レポ一夕一道伝子の発現をどう調節するか調べた。

Sgx－1の標的遺伝子や、Sgx－1タンパク質のDNA認識配列が未知であるため、

Sgx－1を酵母の転写因子GAL4のDNA結合ドメイン（QNAbindingdoma血DBDと

略）と融合させ、GAL4が認識するUAS配列をプロモーターに持つルシフェラー

ゼ遺伝子とともに導入し、Sgx－1の転写誘導・抑制活性を調べた（Sadowskiand

Ptashne，1989；Kangetal・，1993）。GAL4－DBDだけを発現させた場合には、UAS－プ

ロモーターからの転写は全く変化がなく、GAL4－DBDのみではこのプロモーター

からの転写を変化させなかったo GAL牛DBD－Sgx－1の融合タンパクを発現させた

場合は、レポ一夕一括性は本来の発現量の1′15程度まで下がった（図2射。GAL4－

DBD－Sgx－1の発現量を下げると、それに応じて転写活性が漸次下がることから（

図24）、過剰発現による競争的阻害ではないといえる0同時に導入した導入効率測

定用の1acZ遺伝子の発現量は一定である（datanotshown）ことから、DNA導入細

胞の生存率を下げたという可能性は考えにくい。GAL4－DBD－Sgx－1がUAS＿プロ

モータ‾からの転写を抑制すると考えられる。GAL4そのものには転写調節能が

なく、Sgx－1は転写抑制因子として働きうる。

他方－Jの彫におげる発努ば靡杯と水晶体の腰成に必要でぁる。

Sgx－1の機能を阻害する目的で、内在性のSgx－1に対して遺伝的に優性に働

き、Sgx－1の機能を抑制するドミナントネガティブ型のSgx－1変異体（血S呂Ⅹ－1）を

設計した○ヘルペス単純ウイルスタンパクVP16の強力な転写活性化ドメイン

（VP16－AD）を融合することで、他の転写因子に転写活性可能を付与できることか

ら（Sadowskietal・，1988）、本来転写抑制活性を持つSgx－1にVP16－ADを融合する

ことによって転写活性化型のSgx－1（dnSgx－1）を作製したodnSgx－1をマイクロエ

レクトロボレーション法を用いてステージ9～10の眼杯に導入し、ステージ17前
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図25　dnSgx－1を発現させた眼胞の形態。ステージ9‾10に導入し、ステージ16で
取り出して切片を作製した。明らかに神経性網膜細胞が分化していない。眼胞は胞
状のままで、陥入していない。予定水晶体領域は表皮に比べわずかに厚くなってい
るか、プラコードは形成していない。



後まで発生させ、dnSgx－1の眼に及ぼす効果を調べた。村照としてVP16＿DBDの

みを発現させた。

dnSgx－1を導入した胚の眼の原基は本来形成されるべき眼杯に比べ非常に小

さく、また眼胞を構成する上皮層は全く月巴厚、陥入が進んでいをいという共通の

形態を示していた（図25）、表面外胚葉と眼胞の間には、眼胞から色素上皮への分

化を誘導する間充織細胞が進入しており、眼胞全体を取り囲んでいた。このため

眼胞と表面外胚葉は接していなかった0また、水晶体は形成されておらず、予定

水晶体外胚葉は全く肥厚していなかった。眼胞の形態は標本によって、小さな胞

状のもの、細長い筒状のものなど、多様であったが、上に述べた特徴は共通して

いた。このことから、Sgx－1の眼胞での発現が何らかの形で水晶体と眼杯の形成に

必要であるといえる。

ただし、水晶体の形成は眼胞からの水晶体誘導シグナルに依存すると同時に

眼胞の陥入に水晶体プラコードが必要があることから、眼胞での発現が直接眼胞

の形成に必要であるのか、水晶体を誘導するという間接的な役割しか持たないの

かは、この結果からは結論できない。

●
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考察

水晶体プラコードば靡杯の儲スと神産佳網野の分化に必穿である

水晶体プラコードを形成する直前の予定水晶体外胚葉を外科的な操作で除去

することによって、水晶体プラコードが網膜に及ぼす影響を調べることができる。

今回異所的発現実験の結果から、眼胞の陥入と分化がステージ12以降の水晶体プ

ラコードの存在に依存した現象であることが明らかになった。水晶体プラコード

を取り除いた胚では眼胞は陥入せず、網膜の分化が進んでいないことを示した。

水晶体プラコードを取り除いたあとに、表皮外胚葉を移植しても眼胞の陥入と分

化はおきないことから、眼胞の陥入と分化は、近傍に存在する水晶体プラコード

に依存した現象であることがわかる0表面外胚葉が眼胞と緊密に接触しすること

によって網膜色素上皮分化を誘導する間充織が予定神経性網膜の近傍に侵入する

ことを防ぎ、間接的に網膜の分化を誘導する（LopashovandStroeva，196i）とは考え

にくい。

網膜の陥入や分化が水晶体プラコードに依存するものの、組織学的な特徴ま

たはマーカー遺伝子（Rx，M呵の局在は、予定水晶体外胚葉除去後も遠近位軸に

そって明確な領域分化がおきていることを示した。水晶体プラコード非依存的に

眼胞のProximal－Distal極性（またはNR－PE領域特異性）が生じることを示してい

る。初期の遠近位軸のパターンが予定水晶体外胚葉に依存しないかどうかは、今

回の結果からは結論できないが、実際に水晶体プラコードが形成されるよりはる

か以前、ステージ9－10前後には眼胞でのRxの発現が眼胞側方部の予定神経性網

膜領域に限局していることが観察され（S止aga血，1999）、眼胞の初期のパターンが

ステージ9前後の早い時期に既に確立されはじめていることを示している。今回

は示していか－が、ステージ10め早い時期に表皮外胚葉を除去してもRxは眼胞

側方腹部に限局した発現を示す結果が観察されている。おそらく、限胞のパター

ン形成は水晶体によって一義的に決まるのではないのだろう。網膜のパターンニ

ングには、次のような二つのステップが考えられる：遅くともステージ12以前

に、おそらく前脳や眼胞そのものからの側方誘導によって、眼胞に遠近位軸のパ
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ターンが生じる0その一方で、眼胞からの誘導によってステージ13以降に水晶体

分化（水晶体細胞への特異化）がすすみ、さらに水晶体からの誘導よって二次的に

網膜の陥入と分化が進むのだろう0現在のところ水晶体の分化を引き起こす眼胞

からの誘導シグナルが何かはわかっていない。

和一Jば水晶体と靡杯の肥厚擬人に伴って射する

筆者らによってクローニングされたホメオボックス遺伝子、Sgx－1は、これ

までE2・5の水晶体胞、眼杯、別の水晶体、網膜などでの発現が報告されていた

（Deitcheretal・，1994）。今回新たにステージ12～13という、非常に早い時期に水晶

体プラコード、眼胞でこれらの陥入に伴って領域特異的に発現していることが明

らかになったo sgx－1の発現は網膜、水晶体の原基である眼胞の側方部とそれを取

り囲む表面外胚葉の領域で発現が観察され、発生が進むと水晶体上皮細胞、眼杯

の背側と鼻側に限局し、陥入する領域の周縁部に強いことが明らかになった。こ

れまで、眼胞の網膜予定領域で特異的に発現する転写因子としてPax－6（勒1ther

andGruSS，1991；Lietal・，1994；Grindleyetal・，1995），Rx（Furukawaetal・，1997），Six3

（Bovolentaetal・，1998＃35；01iveretal・，1995＃34），Otxl（Simeoneetal．，1992；Sime。ne

etal・，1993）等が報告されている0これらは神経板期に神経板前方末端（網膜原基）

に既に発現が見られる。それらと対照的にSgx－1は神経板期には全く発現してお

らず、ステージ12の眼杯が陥入する直前に発現を開始している。水晶体でも同様

に肥厚陥入に伴って発現が始まる。このことはSgx－1が水晶体と網膜の肥厚をと

もなう誘導に密接に関わった機能を持つことを示唆する。Sgx－1ほこれまで、眼

杯、水晶体プラコードのみならず、耳プラコード、鼻プラコードなどの感覚器官

プラコードでも発現していることからも、外胚葉の肥厚すなわちプラコード形成

に密接に関わっていることが示唆される。

鞄か古は水晶体の彦導を紺する

Sgx－1をマイクロエレクトロボレーション法によって異所的に発現させたと

ころ、Sgx－1を発現する細胞の周囲に水晶体胞が異所的に形成された。異所的に形
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成された水晶体胞は水晶体繊維細胞とそれを取り囲む水晶体上皮細胞からなる胞

状の正常な水晶体胞の構造を示した。bZIP型転写因子L－mafを本来水晶体を形成

しない表面外胚葉に強制発現させた場合、L－mafは導入した個々の細胞の運命を

8－CrySta11in陽性の水晶体細胞に転換することが報告されている（OginoandⅥsuda，

1998b）。L－mafの機能と比較することによって、Sgx－1は個々の細胞の分化を制御

するのではなく、組織としての水晶体の形成を制御するオーガナイザーとして働

くことが示唆される。Sgx－1の水晶体形成に及ぼす効果が非細胞自律的であるこ

と、Sgx－1そのものは転写因子であることを考えると、Sgx－1は細胞外シグナル伝

達分子の発現制御を介して水晶体の形成を誘導しているのだろう。水晶体の形成

には眼胞からの水晶体誘導が必要であると考えられており、Sgx－1は眼胞で発現し

ていることから、Sgx－1が眼胞での水晶体誘導シグナルの発現を制御しているのか

もしれない。

現在までに水晶体分化の誘導シグナルは同定されていない。水晶体誘導に関

係する分子としてはTGF－bファミリーに属すシグナル分子BMP－4が必須の役割を

果たしていることが示唆されている（Furutaetal．，1998）。著者による予備実験では

眼杯での発現が見られるBMP－4と類縁分子であるBMP－7は共にSgx－1の発現に

よって誘導されていなかった（データは示さず）oBMP－4単独では水晶体分化を誘

導することはできず、直接の誘導シグナルが別に存在すると考えられるos酔1の

標的遺伝子の解析によって、水晶体誘導シグナルを同定できると期待される。

一方で、Sgx－1が単純に水晶体分化を抑制しているという可能性が考えられ

る0エレクトロボレーションによりSgx－1を導入した細胞は、異所的に形成され

た水晶体の中心部（水晶体繊維領域）には見られず、表皮外胚葉及び、重複した水

晶体胞と表皮の接合部（すなわち水晶体上皮細胞）に存在していた。エレクトロボ

レーションによる遺伝子発現自体に細胞種依存性はか－ので、Sgx－1は水晶体上皮

細胞から水晶体繊維細胞への分化の過程を抑制していることが示唆されるosgx－1

は正常な胚発生の過程で水晶体プラコード、水晶体上皮細胞に限局して発現し、

水晶体繊維細胞では発現しか－ことから、Sgx－1は正常発生の過程で水晶体繊維細

胞の分化を抑制する、または上皮細胞の性質を碓持する役割を持つと考えて矛盾
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がない。ただし、Sgx－1が水晶体の分化を抑制することによって、水晶体を分断

し、水晶体を重複させたとは考えにくい。ドミナントネガティブ型のしmaf遺伝

子を水晶体の一部に導入した場合、導入した細胞の水晶体分化を抑制し、場合に

よっては水晶体をニカ所に分断することが報告されているが、Sgx－・1の異所的発現

と異なり、おのおのの水晶体は不規則な形態を示した（OginoandYasuda，1998a）。

つまり個々の細胞の水晶体への分化とは別に、何らかの水晶体の形成を制御する

メカニズムが存在するらしい。Sgx－1による水晶体誘導によってそれらも含めた水

晶体誘導を制御すると同時に、Sgx－1がそれを発現する細胞自身の水晶体分化を抑

制していると考え等得れる。

鞄ズーJの鰯膵分化に．対する紆訝

Sgx－1を表面外胚葉にエレクトロボレーションを用いて導入した場合、水晶

体が重複するだけでなく、眼杯が異所的に陥入した〇陥入した眼杯は予定網膜領

域に特異的なマーカー遺伝子を遺伝子を発現しており、神経性網膜に分化してい

ることがわかる。また、Sgx－1を発現する表面外胚葉の近傍に眼杯の陥入が生じて

いたosgx－1の網膜形成における役割は水晶体誘導と同様に非細胞自律的であり、

おそらく網膜の分化と形態形成の誘導シグナルを制御していると考えられる。眼

杯と水晶体が共に異所的に形成されるが、場合によっては、異所的に陥人した近

傍に水晶体が形成されていないことが多く、また幾つかの例では眼胞の形成は正

常で、水晶体だけが重複していたosgx－1による水晶体の重複によって間接的に眼

杯の陥入を制御するのではなく、Sgx－1のシグナルは水晶体と眼杯の形成のそれぞ

れに独立に関与しうるらしい。

ゼブラフィッシュの胚をレチノイン酸で処理することより、眼胞が腹万化

し、眼杯が重複が生じることが報告されている（Hyattetal．，1992）。レチノイン酸

で処理したゼブラフィッシュ胚ではpax（b）（ニワトリPax2と相同）の発現が広がっ

ていることが報告されている（Hyattetal・，1996）oSgx－1は眼杯の背例の縁で特に強

く、レチノイン酸合成に関わる酵素aldehydedehydrase（AHD－II）の網膜の背側で強

い発現パターン（McCafftryetal・，1992）と類似している。また、、異所的に形成され
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た結果として眼胞が背腹軸方向に並ぶことが多く、レチノイン酸で重複したゼブ

ラフィッシュ胚の眼胞と似ている0これらの状況証拠から、Sgx－1がレチノイン酸

の代謝等に影響を与えることによって眼杯の背腹軸を重複させ、眼杯の重複を引

き起こしているという可能性が指摘された0ところが、Sgx－1によって誘導された

重複眼杯ではPax2やmx5の発現は変化しておらず眼杯全体としての背腹酬生は

変化していなかったことから、すくなくともSgx－1が眼胞の背腹軸性を変化させ

ることで、重複した眼杯を誘導しているのではをいことが示された。眼柄や脈絡

溝の形態には影響を及ぼしていないこともこの考えを支持する。眼杯が重複した

にもかかわらず、その背腹軸は全体を通して保たれていることは、眼杯の陥入と

は独立に眼杯の背腹軸が決められていることを示唆する。

∫gかJの表面外厳君での発芽ば棚の願スにナ分であるが、靡彪での

鞄か∴だけでば靡杯の願人を引き超こすことができ射l。

水晶体外胚葉を取り除くことによって眼杯が陥入しなくなる一方で、水晶体

プラコードで発現するSgx－1を表面外胚葉で異所的に発現することによって、眼

杯の陥入が誘導できる。このことから、網膜の分化と陥入の誘導シグナルは水晶

体から分泌され、Sgx－1がその発現を制御していると示唆される。しかしながら、

Sgx－1は眼胞でも発現しており、眼杯の陥入と密接に関わった発現パターンを示す

ことから、水晶体プラコードからの誘導シグナルが眼胞でのSgx－1の発現を誘導

し、眼胞でSgx－1が陥入と分化の誘導シグナルを発現させる可能性は否定できな

予定水晶体外胚葉をSgx－1が発現を始める直前（ステージ12）に除去したとこ

ろ、除去後24時間後（ステージ18）に眼杯側のSgx－iの発現が観察された。この

ことは眼胞でのSgx－1の発現が水晶体プラコード（またそこで発現するSgx－1）に

依存しか－ことを示している。この胚はステージ18まで発生させても眼杯は陥入

しない。このことは眼胞のSgx－1の発現が眼胞そのものの陥入に十分ではないこ

とを示している。その一方で、眼胞でドミナントネガティブとして働くSgx－1を

発現させると眼胞が陥入せず、水晶体も分化しないことが示された。このことは
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眼胞で発現するSgx－1が単独では眼杯の陥入を引き起こせないものの、眼胞の陥

入と網膜の分化に何らかの役割を担っていることを示唆する。これまでの眼胞で

のSgx－1の機能に関して、独立した2つの可能性が考えられる。1）眼胞でのSgx－1

は水晶体からのSgx－1のシグナルと協調して眼胞の陥入を引き起こす。2）眼胞で

のSgx－1は、直接眼胞の形成に働くのではなく、水晶体プラコードの形成を誘導

する為に機能しており、水晶体の形成によって間接的に網膜の分化を引き起こす。

これらの可能性は1）dnSgx－1を眼胞に導入すると同時に、表面外胚葉側で

Sgx－1を異所発現させる実験で眼胞の陥入を引き起こせるか2）水晶体でのSgx－1の

発現が、眼胞を除去することで失われ、代わりにSgx－1を導入した発現する網膜

色素上皮予定域の組織で回復するか調べることで検証できる。

伽－Jの発卿

眼杯におけるSgx－1の発現は、予定水晶体外胚葉を除去する実験から、水晶

体に依存した機構とと水晶体に依存しない機構によって制御を受けていることが

示唆される。水晶体プラコードを除去してもSgx－1は眼胞で発現することから、

初期には水晶体（プラコード）に依存しない機構、おそらく眼胞そのものか前脳に

よる誘導によって制御されているのだろう。これまでに筆者とⅥgeトH唄k。r博士

の共同研究によって、FGト8は敗の発現を誘導することが報告されているが、

Sgx－1の発現を異所的に誘導することが明らかになっている。（％geトH喋keretal．，

投稿中）。FGF－8はステージ12前後から眼胞腹側で発現しており、眼胞が形成さ

れるステージ15前後には眼胞の中央部で強く発現している。FGF－8に浸したビー

ズを移植しても、発現が誘導される領域とそうでか一領域が存在し、特に眼杯の

耳側（temporal）ではFGF－8を作用させてもSgx－1は誘導されないことや、ステージ

15以降、Sgx－1は眼杯の中央部で相対的に弱いことから（ⅦgeトH唄keretal．，投稿

中）、FGト8以外にもSgx－1の発現を制御する分子が存在するはずである。

頗勝と水晶体誘導のモデル

ここまでの結果をもとに、初期の眼のパターン形成に関する二段階モデルが
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考えられる。

●　眼胞期（ステージ12以前）

ステージ13までに、遺伝子発現のレベルで既に眼胞の側方部と近位部に差

が生じる0おそらく眼胞そのものや前脳による正の調節誘導や間充続からの抑制（

網膜色素上皮の誘導）によって決まるのだろうと考えられている。炉GF－8は眼胞の

腹側方や前脳の前部末端で発現しており、Sgx－1やRxの発現を誘導することか

ら、FGF－8が網膜分化のイニシエーターである可能性が高い（Ⅶgel－H6pkeretal．，

投稿中）。そのようにして生じたSgx－1の発現とその下流のシグナルが、時期的に

見ても、水晶体の特異化のシグナルであるのかもしれない（図26A）。ただし、こ

の時期に生じた遠近位軸性はそれ自身では安定に保たれず、次に述べるようにス

テージ12以降に水晶体によって推持される。

●　眼杯期（ステージ13以降）

それまでは遺伝子発現のレベルにとどまり、形態的な遠近位方向の極性は見

られないが、これ以降眼杯眼胞のステージ13以降の眼胞では遺伝子発現の極性同

様、組織学的別艮胞（眼杯）の遠近位軸が顕著になる○水晶体プラコードは遠近位

軸性の維持と形態的な軸性の発現にとって必要であることが本研究によって明ら

かになった。水晶体で発現するSgx－1が眼杯の陥入と分化の誘導を制御している

のだろうと考えられる。Sgx－1そのものは核内で働く転写因子であり、Sgx－1は何

らかの細胞外接着因子、細胞外シグナル伝達分子の発現を制御しているのだろう

（図26B）。

粛辟点で河ってい新一ごと了シグナルの由来と行き鬼

ここまでの結果から、眼杯の陥入に水晶体プラコードでのSgズー1が重要な役

割を担うことが明らかになった。眼胞側でSgx一】が発現しても眼杯は陥入せず、

眼胞側のSgx－1は眼杯の陥入と分化に十分ではない○眼胞でSgx－iが発現すること

が眼杯の形成に直接必要なのか、それとも眼胞での発現は水晶体プラコードを形

成するために必要なのかは、これまでのデータでは示すことができない。ドミナ

ントネガティブSgx－1を眼胞で発現させた上で、正常胚の水晶体プラコードを移
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図26Sgx－1の発現誘導と形態形成のカスケードの二段階モデルoA）初期には（
おそらくFGF－8によって川艮胞でのSgx－1の発現が誘導され．、眼胞の遠近位軸が生
じる0眼飽からのシグナルによって、予定水晶体夕雌薫から、水晶体に分化する領
域が決まる0（Sgx－1によって制御されるシグナルがその候補である）っB）Sgx－1に
よって制御される水晶体プラコードからのシグナルによって、眼杯の陥入と網膜の
分化が進行する0眼杯でのSgx－1シグナルが、それ自身の陥入を維持する可能性も
ある。



植する実験を行うことで明らかに出来るかもしれない。

より直接的には、Sgx－1の下流因子を同定し、それらがどこで発現している

か調べることで明らかにできると期待されるoaFGFが網膜分化を誘導することが

示唆されているが、aFGFは表面外胚葉では水晶体プラコードを含め広い領域で発

現している点でSgx－1の発現とは異なり、Sgx－1によって直接制御されているとは

考えにくい0また機能の上でも、Sgx－1は眼杯の陥入、網膜の分化を含めた眼杯の

パターンを形成するのに対し、亦GFは眼杯の陥入は引き起こさず、神経性網膜へ

の分化だけを誘導することが知られ（Hyeretal・，1998；及び筆者未発表データ）、そ

の活性は異なる。部分的にオーバーラップした機能と発現パターンからは、FGF

が複数存在するSgx－1の標的の一つであるか間接的にSgx－1がFGFの活性を制御

する可能性が示唆される0一方水晶体分化に関しても、Sgx－1はFGFとは異なり、

水晶体の繊維化を（細胞自律的ではあるが）抑制した○また通常FGF（すくなくと

もFGト1，2，8）では神経性網膜の分化を誘導できても、眼杯の陥入は引き起こせな

いが、Sgx－1は眼杯の陥入という形態的な変化を引き起こすことができるなど、水

晶体分化に関してもFGF以外にSgx－1に下流のシグナル伝達分子が存在すると仮

定しないと説明できない。

現在考えられているSgx－1シグナルを媒介する分子の候禰としては1）Notch

またはそのリガンド。2）cadherin等の接着因子が挙げられている。Notch－1が両生

類胚の眼杯のciliarymarginで発現することが報告されており（Papaiopuiuand

Kintner，1996）、これはSgx－1の発現によく似ている。またcNotch－iとそのリガン

ドであるSerrate－1の発現は水晶体胞で発現していることが報告されており（Myat

etal・，1996）、Sgx－1がNotchを介したシグナルカスケードを制御していると予想さ

れる。ただし、現在のところNotchが網膜の初期のパターン形成に関与している

という報告はない。一方、Cadherinなどの細胞背着分子の機能を制御している可

能性も予想される。Sgx－1を∫乃VgVOで異所的に発現させると、Sgx－1を発現する細

胞同士があつまる傾向が見られ、これはcadherin等のhomophilicな細胞接着分子

の発現を制御しているとことを意味する。実際に水晶体プラコード形成の過程で

プラコードにおけるカドヘリンの発現がE－CadherinからN－Cadherinへ転換するこ
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とが知られており（Hattaetal・，1987）、Sgx－1はこの過程を制御しているのかもしれ

ない0ただし、カドヘリンそのものが水晶体や網膜の分化を制御しているとは考

えにくく、カドヘリンは複数ある標的の一つにすぎないのかもしれない

水晶体でのSgx－1の発現が、眼胞に依存して誘導されるのかという点も、網

膜、水晶体誘導を考える上で重要であるosgx－1の水晶体での発現は比較的Pax＿6

と類似しており、眼胞からの誘導に非依存的に水晶体プラコードで発現するのか

もしれない0これに関しては、神経板後期に予定眼胞領域を取り除く実験をおこ

なうことで明らかになるだろう。

序論で述べたように、眼の形成を取り巻く誘導のカスケードは、器官形成に

おける誘導の役割とそのメカニズムを明らかにする上で非常によいモデルシステ

ムである0本研究から転写因子であるSgx－1が感覚器官のパターン形成を時間的、

空間的に制御するために機能していることが明らかになってきたが－、いまだに眼

の誘導シグナルの分子的な実体は解明されていない〇Sgx－1による遺伝子発現調節

のカスケードを明らかにすることで、全く新規のシグナル伝達分子の同定も含め、

眼における誘導のメカニズムが明らかになっていくと期待される。
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