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Generation of disease model for Spina Bifida in X. laevis embryo and 
elucidation of the mechanism thereof
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二分脊椎症は発生時疾患の一つであり、近年高齢出産の割合の増加に伴いその
発生率も増加している。一方で疫学的に葉酸の摂取が有効であることが分かっ
ていること以外、その詳しい発症メカニズムは不明である。その解明をする上
で、胎生の生物を用いた場合、母体の影響が大きく、また初期の発生は観察し
にくいため、病態モデルとして使いにくいという難点がある。そこで、発生の
すべてを体外で行うアフリカツメガエルを用いて、病態モデルの作成および発
症メカニズムを解明することを考えた。本研究では、二分脊椎症の胎児のもつ
妊婦中の羊水で増加が確認されているホモシステイン (Hcy) に注目し、その
現象と病気との関係性を探ることを目的とした。
まず、二分脊椎症モデルの作成にあたり、アフリカツメガエル胚の 2細胞期
と 8細胞期の細胞内と、胞胚期の胞胚にそれぞれ Hcyを投与し、その毒性を
検証した。毒性は胞胚に顕微注入した場合のみ見られた。次に、葉酸代謝物で
ある 5-メチルテトラヒドラ葉酸 (5-MTHF)、Hcyと共通の受容体を有するグ
ルタミン酸 (Glu) を用い表現型のレスキューを試みた。その結果、Gluのみに
表現型の緩和がみられた。このことより作用点が細胞外の受容体があり、下流
のシグナル経路が発生期の細胞動態に影響をあたえることが考えられた。また
以上の結果より新たな予防法の可能性が示唆された。
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【背景と目的】オオミジンコ (Daphnia magna) は淡水系に広く生息する生物
で、毒性学・環境学などの研究に利用されている。近年ではゲノミクスの発
展に伴い、オオミジンコでも RNA干渉などの遺伝子操作技術が開発された
が、標的遺伝子を破壊する技術は未だ確立されていなかった。そこで本研究
では、CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/
CRISPR-assosiated) お よ び TALEN (transcription activator-like effector 
nuclease) を用いたゲノム編集技術に着目した。これらの技術では、標的配列
を特異的に切断するヌクレアーゼを利用することで、切断部位に挿入・欠失変
異を導入できる。本研究では、CRISPR/Casおよび TALENを用いてオオミジ
ンコの内在性遺伝子をノックアウトすることを目的とした。
【方法と結果】複眼の形成に必要な eyeless (ey) を標的として選択した。ey
遺伝子に結合する guide RNAと、Cas9 mRNAを合成し、卵に顕微注入し
たところ、顕微注入された個体 (G0) の 8.2% が複眼の一部を欠損した仔虫 
(deformed eye G1) を産み、それらは両アレルに挿入・欠失変異を有していた。
以上の結果は、CRISPR/Casにより ey遺伝子をノックアウトできたことを示
している。次に、ey遺伝子を標的とする TALEN mRNAを合成し、卵に顕微
注入したところ、G0の 18% が deformed eye G1を産み、それらは両アレル
に挿入・欠失変異を有していた。以上の結果は、TALENでも ey遺伝子をノッ
クアウトできたことを示している。本研究により、オオミジンコを含む甲殻類
で初めて標的遺伝子破壊技術が確立された。
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細胞を用いたセンサーは細胞毒性等のダメージに対して、生理的な応答を示
す生きたセンサーとなる可能性を持つ。特に動物細胞を用いる方法では、医
薬品開発における一次スクリーニング等への応用が期待できる。本研究では、
DNAダメージを検出可能な遺伝子発現システムの開発及び細胞センサーの構
築を目的とした。DNAダメージに応答して誘導発現する p53プロモーター領
域と人工遺伝子大量発現システムである Tet-systemを融合して作製した DNA
ダメージ誘導型遺伝子発現システムを細胞に導入することで、DNAダメージ
に対して高い応答性を持つ細胞センサーの構築を試みた。レポーター遺伝子に
LacZ遺伝子を用いた本遺伝子発現システムをマウス線維芽細胞株 NIH3T3細
胞に一過性導入し、DNAダメージとしてマイトマイシン C (MMC) を添加し
た。その結果、MMC添加により LacZ遺伝子の発現が誘導されたことから、
本遺伝子発現システムは DNAダメージに応答した目的遺伝子の発現誘導が可
能であることがわかった。またこの際、Tet-systemによる遺伝子発現の増幅も
確認できた。さらに、MMC以外の DNAダメージ試薬に対する応答を調べた
ところ、本遺伝子発現システムは、DNA 2本鎖切断に対して特に高い応答を
示すことがわかった。次に Luciferaseをレポーター遺伝子とした DNAダメー
ジ誘導型遺伝子発現システムを導入した遺伝子安定発現株 (3T3/Luc細胞 ) を
用いてダメージ応答性を調べた。その結果、LacZ遺伝子を用いた一過性遺伝
子導入細胞を用いた実験と比較して、誤差の小さい安定的な応答が得られた。
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【背景と目的】 微細藻類を利用したバイオディーゼル燃料の生産性向上の取り
組みとして、混合培養法が試みられている。混合培養法は、光合成のみに依存
した培養法と比較して生産量の向上が見込まれる。また、バイオディーゼル燃
料精製時の副産物である glycerolが混合培養に利用可能である。本研究では、
オイル高生産微細藻類 Fistulifera solaris JPCC DA0580株の glycerol資化性
を評価し、混合培養条件の検討を行った。さらに遺伝子組換えにより glycerol
資化能のさらなる向上によるオイル生産量の増加を目指した。
【方法】 F. solarisを各 glycerol濃度下で培養し、バイオマス量の評価を行った。
また、F. solarisに内在性 glycerol kinase (GK)遺伝子の強発現ベクターを導入
し、GK遺伝子強発現株の作出を行った。作製した形質転換体を glycerol添加
培地中で培養し、オイル生産性を評価した。
【結果】 混合培養条件下における glycerol濃度を検討した結果、50 mMにおい
て最も高いバイオマス量が得られ、オイル生産性は 13%向上することが示さ
れた。さらに GK遺伝子を導入した形質転換体を同条件で培養した結果、オイ
ル生産性は 26%まで向上した。以上の結果から、GK遺伝子を導入したオイ
ル高生産微細藻類の混合培養により、オイル生産性の増加が可能であることが
示された。本形質転換体の GK遺伝子の発現量は野生株の 3.4倍に止まってお
り、高発現株の作出による更なる glycerol資化能の向上が期待される。
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