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 遺伝子治療への技術応用のためには、組み換え効率を高め、生体内において分化後神

経細胞での相同組み換えを可能とする必要がある。我々は、電気パルス法を用いた相同

組み換えと蛋白質標識の至適化の検討を行うことで、マウス成体の中枢神経組織である

大脳皮質において、分化後神経細胞における相同組み換えに成功した。大脳皮質脳神経

ネットワークの破綻は様々な疾患に繋がる。大脳皮質内の神経細胞に対する直接的な遺

伝子治療技術の開発は、各種難治性疾病の治療基盤の確立となる。以上から、我々はま

ず、大脳皮質神経細胞を直接操作し、相同組み換えを行うことを試みた。我々は、哺乳

類モデル動物としてマウスを用い、妊娠 14.5 日齢の子宮内に居るマウスに対して、大

脳皮質内に対する直接的遺伝子導入を行った。条件検討の結果、電気パルスを用いた｢電

気細孔法｣を用いた遺伝子導入により、母体から出産された各仔において大脳皮質特異

的に神経細胞での遺伝子導入を確認し、体細胞への直接的遺伝子導入を確認した。また、

この遺伝子導入操作を施した仔は、通常通り哺乳され正常な発生過程を辿った。  

 この技法を用い、実際に分化後神経細胞における相同組み換えに挑戦した。学習や記

憶に関係する遺伝子である PSD-95 に着目し、マウス PSD-95 遺伝子座をターゲットと

した相同組み換えによる蛋白質標識を目的とし、ノックインコンストラクトを構築した。

このコンストラクトおよび遺伝子導入細胞を確認するための発現ベクターコンストラ

クトを妊娠 14.5 日齢の母体マウス子宮内に居るマウス１匹１匹に対して、電気細孔法

を用い同時に導入し、生後 2 ヶ月まで通常通り母親の下で哺乳・保育した後に、仔を組

織化学および Western Blot 法により解析することにより、狙った遺伝子領域での相同

組み換えを検証した。検討の結果、一部の神経細胞で相同組み換えが起こったことで発

せられる緑色蛍光を確認でき、さらにこの緑色蛍光タンパク質が内在性の PSD-95 タン

パク質に意図した通りに融合されていることを、Western Blot 法で確認した。以上の

成果から、マウス生体において、電気パルス法を用いて遺伝子置換を引き起こすことに

成功した。また、同様の技法は大脳皮質組織のみならず、網膜組織においても適応され

ることが明らかになり、確立した系の普遍性の裏付けも得られた。今後、網膜および大

脳皮質神経細胞の遺伝性変性疾患への治療応用が期待される。  

 さらに、初代培養神経細胞においても、電気パルス法を用いた遺伝子置換の条件検討

を行った。遺伝子治療の汎用性の向上のためには、各タンパク質をコードする遺伝子の
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C 末側のみならず、N 末側への遺伝子置換操作を可能とある必要があり、われわれは、

N 末側へのノックイン技術の確立を目的として、神経伸長に促進的に働くアクチン制御

因子の lamellipodin (Lpd)に着目し、ラット Lpd 遺伝子座の N 末側への緑色蛍光タンパ

ク質 (EGFP) のノックインのための条件を検討した。プロモーター領域を含まれる可能

性を極力排除し、相同組み換えが起こらない限り緑色蛍光タンパク質が発現しないよう

にした。設計したコンストラクトをラット大脳皮質神経細胞に導入し、試験管内で培養

した。神経細胞内で相同組み換えが起こり、Lpd 遺伝子の N 末側に EGFP が融合されて

いるかどうかを、細胞から抽出したゲノム DNA サンプルに対する RT-PCR 法を用いて

確認した。PCR 法による検討の結果、相同組み換えが起こり、神経細胞内在性の Lpd 遺

伝子座のゲノム配列に EGFP が融合されていることが確認できた。この結果から、従来

から実施されている C 末側のみでなく、homology arm の長さを工夫することで、

targeting vector からの意図しない発現を起こすことなく、意図した相同組み換え下での

遺伝子融合産物の発現を可能とすることができることがわかった。この技法は、様々な

神経伸長因子をターゲットとすることで、今後、神経損傷モデル系での神経再生への利

用応用が期待される。  
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核膜の裏側に存在する核ラミナは A-type lamin (lamin A/C)と B-type lamin (lamin 

B)タンパク質が重合した網目状の繊維構造である。核ラミナは、核膜とクロマチンの両

者と相互作用し、転写・DNA 複製・DNA 修復など多岐にわたる核内反応の調節に関わ

っている。なかでも、核膜直下でのヘテロクロマチンの形成に深く関わっていることが

知られているが、これに関わる因子やその制御メカニズムについては、解明されていな

い。我々はこの問題を解決するために、核ラミナとクロマチンの相互作用に関わる因子

の同定を試みている。核ラミナは細胞分裂のたびに崩壊と再構築を繰り返す。我々は、

核ラミナとクロマチンとの特異的な相互作用は、核ラミナの構築と分裂期染色体の脱凝

縮が起こる分裂期終盤に起こるであろうと想定し、この時期に lamin A と相互作用す

る因子を検索してきた。その結果、ヘテロクロマチン結合たんぱく質である HP1 が免

疫沈降実験で lamin A と共沈降し、さらに細胞内での共局在することを見出した。  

我々は lamin A が核膜直下のヘテロクロマチン形成に関与することを示す予備的な

証拠を得ている。そこで、分裂期の終わりから G1 期にかけて起こるヘテロクロマチン

の核膜直下への再配置に lamin A-HP1 間相互作用が関与しているかどうかを調べるた

めに、ヘテロクロマチンと lamin A の核内ダイナミクスを追跡するための蛍光たんぱ

く質を利用したライブセルイメージングの系を立ち上げた。また、核ラミナの構成因子

であるラミン A をノックダウンし、ヘテロクロマチンの核膜直下への配置に対する影
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響を調べた結果、ラミン A は分裂期終期から G1 期における核内でのヘテロクロマチン

の正しい配置に必要であることが証明した。現在、生細胞での lamin A と HP1 との相

互作用を解析するために、蛍光たんぱく質を利用した細胞内のたんぱく質因子間相互作

用を検出できる Bimolecular fluorescence complementation (BiFC) 解析システムの

構築を行っている。  
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