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研究成果の概要（和文）：本研究では、組織押圧・吸引圧といった物理的刺激による遺伝子導入法であるメカノ
トランスフェクション法の各組織における遺伝子導入細胞を明らかにするとともに、物理刺激により応答する分
子組織分子の解析を行った。メカノトランスフェクション法に関して、これまで不明であったマウス肝臓、腎
臓、心臓における遺伝子導入細胞を特定することに成功した。また、マウス肝臓に対する物理刺激において変動
するタンパク質を明らかにした。一方、メカノセンシングに関与する活性酸素の生体組織での評価系を新たに開
発したところ、物理刺激を1回加えた場合は活性酸素はみられなかったが、5回、10回加えると活性酸素がみられ
ることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the transgenic cells in each tissue of the 
mechano-transfection method, which is a gene transfer method by physical stimulation such as tissue 
pressure and suction, and analyzed the molecular organization molecule that responds to the physical
 stimulation. Regarding the mechano-transfection method, we succeeded in identifying 
gene-transfected cells in mouse liver, kidney, and heart, which were unknown until now. We also 
revealed a protein that fluctuates in the physical stimulation of mouse liver. On the other hand, 
when we newly developed an evaluation system for active oxygen involved in mechano-sensing in living
 tissue, no active oxygen was observed when physical stimulus was applied once, but active oxygen 
was detected when it was added 5 or 10 times. 

研究分野：薬学およびその関連分野

キーワード： メカノトランスフェクション　メカノセンサー分子　組織吸引圧法　組織押圧法　組織透明化

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肝臓、腎臓、心臓といった生体組織への物理刺激による外来遺伝子導入時の遺伝子発現細胞を特定
した。本研究成果は、生体組織への物理刺激を利用した遺伝子治療、遺伝子機能解析に応用できる。また、活性
酸素の生体組織での組織透明化による新規評価系を構築した。さらに、生体組織への物理刺激の強さに応じて活
性酸素が発生する可能性や物理刺激により変動するタンパク質の存在を明らかにすることができた。物理的刺激
に応答するメカノセンシング機構は、単一ではなく、複数の機構が関与することが想定されることから、本研究
成果により、メカノバイオロジーの研究対象が広がり、生命現象の包括的理解へと繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

遺伝子治療は、難治性疾患に対する新しい治療法として期待されている。2012 年 11 月には

アデノ随伴ウイルスをベクターとする「Glybera®」が、2016 年 6 月にはレトロウイルスをベク

ターとする「Strimvelis™」が欧州において承認されており、このような遺伝子治療薬の承認は、

薬事法改正とも相まって我が国の遺伝子治療開発の流れを加速させるものと予想される。した

がって、遺伝子デリバリーを目的とした微粒子・高分子キャリアの開発が世界中で行われてい

る一方で、高い遺伝子発現を得るために種々の体内・細胞動態プロセスを克服する必要性から

多くの機能性が要求され、複雑なキャリア構造体となるが故に実用化が難しいというジレンマ

に陥っている。そのため、迅速な遺伝子治療への応用においては、臓器特異的遺伝子発現を持

続するシンプルな in vivo 遺伝子導入システムの開発が強く望まれている。また、in vivo 遺伝

子導入システムは、遺伝子機能解析など生物医学領域における基礎研究推進の観点からも重要

である。 

Naked プラスミド DNA（pDNA）による遺伝子導入は非常にシンプルな方法である。しかし、

naked pDNA を培養細胞に添加した場合、負電荷に帯電した pDNA と細胞膜表面の静電的反発

やエンドサイトーシス経路で細胞に取り込まれた際の細胞質への脱出能の欠如などで、ほとん

ど遺伝子発現が起こらない。そこで、培養細胞への遺伝子導入試薬においては、正電荷や膜透

過性ペプチドなど細胞への取り込みや pH 応答性分子の導入による細胞質移行を促進する工夫

がなされることで、高効率な遺伝子発現を実現している。 

臓器に対する圧力刺激は、圧力を施していない通常の条件では達成できない naked pDNA に

よる遺伝子導入を可能にすることがある。Naked pDNA による in vivo 遺伝子導入の可能性は古

くは筋肉内投与による高効率な遺伝子発現が引き起こされる現象は知られていたが[1]、詳細な

遺伝子導入メカニズムは不明であった。一方で、1999 年 F. Liu と D. Liu らは、高容量の naked 

pDNA 溶液をマウス静脈内に急速注入することで、肝臓に対して高効率な遺伝子導入が可能で

あることを報告し、この遺伝子導入法をハイドロダイナミクス法と定義した[2]。これは、ほぼ

全血量と同量の DNA 溶液をマウスの尾静脈より数秒のうちに急速投与する方法であり、高効

率であるが、肝障害が引き起こされる。ハイドロダイナミクス法は、安全性を高めるため、肝

臓の一部の葉にのみ圧力を施すデバイスの開発が進んでいる[3]。さらに、2002 年 F. Liu と L. 

Huang らは、通常の naked pDNA 溶液をマウス静脈内投与した直後に肝臓に対してメカニカル

マッサージを 5 回以上施すことでメカニカルマッサージを施した肝臓に対して高効率な遺伝子

導入が可能であり、肝障害を引き起こさないことも報告された[4]。このような背景のもと我々

の研究グループは、このような naked pDNA による高効率な遺伝子導入には、圧力刺激が関与

するのではと仮説を立て、腎臓に対して 1 度の加圧を施すことにより高効率な naked pDNA と

siRNA の導入が可能であること、すなわち、臓器への圧力刺激と naked 遺伝子・オリゴ核酸に

よる in vivo 遺伝子・オリゴ核酸導入の因果関係を示唆することに成功した [5]。また pDNA に

関して、腎臓では、独自に開発した圧力制御デバイスを用いて臓器への加圧と in vivo 遺伝子発

現の因果関係を証明することに取り組み、0.59 N/cm2 以上の可圧で遺伝子導入能は飽和に達す

ることを明らかにし、生体臓器への直接的な圧力刺激と遺伝子発現の因果関係を証明すること

に成功した。その後、圧力刺激により加圧を施した臓器への naked pDNA の導入は、1 分間以

内の短い期間に引き起こされていることや高効率な遺伝子発現には転写因子の活性化が関与す

ること、組織吸引圧を施した場合でも同様の現象が引き起こされること、組織への押圧・吸引

圧を施した後の組織の変形が遺伝子導入に関係していることなどを明らかにしてきた[6-10]。こ

れらの検討を通じて、組織押圧・吸引圧刺激後の細胞の中では未解明のメカノストレスにより

様々なメカノトランスダクションが引き起こされていると考えられるものの、メカノトランス

フェクションは in vivo において認められる現象であり、培養細胞での再現は難しく、詳細な機

能解析は進んでいなかった。 

最近我々の研究グループでは、生体膜構造維持ができ、高い透明度を達成する独自の組織透

明化技術である Seebest 法の開発に成功している[11]。そこで、組織透明化法を利用して生体組

織を研究対象とすることで、物理的刺激後の各組織における高い感受性細胞の特定、メカノト

ランスフェクション・メカノセンシング機構の解明やその制御因子などについて必要な情報を

得ることができるものと考え、本研究構想に至った。 



 

２．研究の目的 

近年メカノバイオロジーの発展により、生命現象の包括的理解や新しい医療技術の開発が期

待されているが、その多くが培養細胞を用いた研究であり、生体組織を対象とした研究手法の

確立が望まれる。これまでの研究実績をもとに、本研究では、腎臓・肝臓・心臓を対象とした

メカノトランスフェクション法による遺伝子発現特性の解明やその制御化を行う。また、メカ

ノセンシング機構の解明を目的として、メカノセンサーとしての細胞膜や細胞骨格を構成する

タンパク質やメカノストレスにより反応する活性酸素産生細胞や転写因子活性化の生体での可

視化を実現する。 

 

３．研究の方法 

我々の研究グループではこれまで、組織押圧・吸引圧刺激を利用した pDNA による遺伝子導

入法を開発してきた。本研究は、腎臓・肝臓・心臓を対象として組織押圧・吸引圧法の研究を

深化させ、メカノトランスフェクション・センシング機構を解明することを目的として、以下

の 3 点について研究に取り組んだ。(1) 肝臓・腎臓・心臓に対する吸引圧法におけるメカノト

ランスフェクション細胞を特定する。(2) 肝臓吸引圧法におけるメカノセンサー分子を明らか

にする。(3) 肝臓内におけるメカノセンシングを可視化する。 

 

４．研究成果 

(1) 肝臓・腎臓・心臓に対する吸引圧法におけるメカノトランスフェクション細胞の特定 

肝臓において、膜保持可能な組織透明化手法と膜染色による多色深部イメージングと組織切

片評価を組み合わせた組織内空間分布の評価系を新たに構築し、マウス肝臓へのメカノトラン

スフェクション法は肝実質細胞を標的とした遺伝子導入法であることを明らかにした。一方、

マウス腎臓へのメカノトランスフェクション法では、遺伝子発現は、線維芽細胞にみられ、周

皮細胞にまで広がっていることが示された。 

投与量や全身への分布を最小限に抑える投与経路として、ラットを用いた輸尿管投与に関す

る開発をすすめてきた。投与経路の違いにより、腎臓内遺伝子導入細胞に違いがあるものと予

想されるが、これまでに明らかにされたことはない。また、治療応用を考えていく上でも、遺

伝子導入細胞の特定は重要である。そこでこれまで不明であったラット腎臓のメカノトランス

フェクションに関して、腎動脈並びに輸尿管経路から pDNA を投与し、圧力刺激を施した際の

腎臓内組織における遺伝子発現細胞の特定を行った。その結果、ラットを用いた輸尿管投与で

は皮質・髄質の尿細管上皮細胞へ広範に遺伝子導入され、腎動脈投与経路では、皮質の間質線

維芽細胞、糸球体内皮細胞、尿細管上皮細胞に遺伝子導入されることが示唆された。これらの

情報は、投与経路の選択により遺伝子導入細胞を制御することができる可能性を示された。 

一方、マウス心臓におけるメカノトランスフェクションにおいては、これまで未特定であっ

た遺伝子導入細胞の特定を行った。免疫組織染色を行った結果、マウス心臓における遺伝子導

入細胞が血管内皮細胞である可能性を示した。 

これまでメカノトランスフェクションは、naked pDNA を投与して速やかに組織に押圧や吸

引圧といった物理刺激を施すことで行ってきた。しかしながら、naked pDNA を静脈内投与し

た際は、血清ヌクレアーゼによる分解や肝臓 Kupffer 細胞への取り込みにより、半減期 5 分で

速やかに血中から消失する[12]。一方で、pDNA をカチオン性リポソーム等で複合体を形成さ

せ、ナノ粒子化することで、血清ヌクレアーゼによる分解から保護することができる。そこで、

遺伝子発現を向上させることを目的に pDNAをナノ粒子化してメカノトランスフェクションす

る実験を行った。その結果、naked pDNA に比べ、ナノ粒子を投与して、組織吸引圧を施した

場合、遺伝子発現レベルは低下することが明らかとなった。我々は以前、肝臓への組織押圧を

施した後、1 分以内の短時間にプラスミドが組織の細胞内に移行する可能性を示している[3]。

本研究において、腎臓へ組織吸引圧を施した後、同様に 1 分以内の短時間にプラスミドが組織

の細胞内に移行する可能性が示された[13]。これらの結果は、押圧法の結果とよく一致してお

り、過去の結果を支持するものである。押圧や吸引圧刺激を施した組織では、組織が変形し、

細胞膜に歪みが生じてから歪みが戻る短時間の間に pDNAが取り込まれるものと推察すること



ができる。ナノ粒子化した場合、血清中での安定性は大きく改善するものの、細胞内で乖離し

なければ遺伝子発現に至ることはできない。したがって、メカノトランスフェクションの場合

は、極めて短時間の間位に細胞内に取り込まれるため、血清中での pDNA の分解段階よりは、

細胞内でのナノ粒子と pDNA の乖離が遺伝子発現の律速段階となったため、このような結果に

なったものと推察する。このことを考えると、オリゴ核酸をメカノトランスフェクション法に

適用の場合は、ナノ粒子化よりも化学修飾の方を選択する方が良いと考えられる。 

これらのことから、マウス肝臓・腎臓・心臓に対する吸引圧法におけるメカノトランスフェ

クション細胞の特定に挑戦し、それぞれ肝臓実質細胞[14]、腎臓線維芽細胞[13]、心臓血管内皮

細胞[16]に遺伝子導入できることを明らかにした。投与量減少や全身循環を回避することがで

きる投与経路としてラット腎動脈や腎尿細管からの投与における組織圧法では、輸尿管投与で

は皮質・髄質の尿細管上皮細胞へ広範に遺伝子導入され、腎動脈投与経路では、皮質の間質線

維芽細胞、糸球体内皮細胞、尿細管上皮細胞に遺伝子導入される可能性が示された[15]。さら

に、メカノトランスフェクションにおいては、ナノ粒子化を施すよりは naked pDNA を投与し

た方が高い遺伝子導入効果を示すことが示された。これらの知見は、臓器への物理刺激を利用

した遺伝子治療法や遺伝子機能解析法を進める上で有益な情報となることが期待される。 

(2) 肝臓吸引圧法におけるメカノセンサー分子の探索 

遺伝子導入条件である 1 回の吸引圧刺激を施した肝臓内におけるタンパク質の発現変動を

FD-LC-MS/MS により評価した結果、吸引圧刺激を施した 1 時間後の肝臓におけるタンパク発

現変動を評価したところ、ヘモグロビン鎖の上昇ならびに脂肪酸結合タンパクもしくは熱ショ

ックタンパク質 10 の減少が示された。そこで、ヘモグロビン鎖の上昇に着目し、肝臓内におけ

るヘモグロビン a, b 鎖 mRNA の挙動変動を評価したところ、吸引圧を施した回数に伴い、ヘモ

グロビン a 鎖 mRNA の発現が増加した。さらに、5 回の吸引圧刺激により、吸引圧を施した

10 分後からヘモグロビン鎖 mRNA の発現が上昇した。このことから、肝臓への吸引圧刺激が

ヘモグロビン鎖の合成を誘導する可能性を示した。以上、肝臓へ吸引圧刺激を施すことで、1

時間後に数種類のタンパク質発現変動が僅かに起こること、吸引圧刺激回数を増加させること

で、mRNA レベルでの発現変化の上昇がみられることが明らかとなった。 

(3) 肝臓内におけるメカノセンシングの可視化 

メカノセンシングとして、生体組織における活性酸素種（ROS）産生の評価系を構築し、吸

引圧刺激した肝臓内における ROS を評価したところ、吸引圧刺激を施していないマウス肝臓葉

ならびに遺伝子導入条件である 1 回吸引した肝臓葉においては、ROS は認められなかった。一

方、5, 10 回吸引圧刺激を施した肝臓葉においては、吸引圧刺激を施した回数に比例した ROS

発生と増加が認められた。組織吸引圧法では、1 回の吸引圧刺激を施すことで高い遺伝子導入

ができる方法であるため[4]、吸引圧による遺伝子導入は、ROS を発生させずに遺伝子導入でき

る可能性が示された。一方、マウス肝臓に吸引圧刺激を施した場合は、吸引圧を 5 回以上とす

ることで ROS が産生していく可能性が示された。 

 

 以上、本研究では、これまで未解明であったマウス腎臓、肝臓、心臓におけるメカノトラン

スフェクション法での遺伝子導入細胞を特定することに成功した。ラット腎臓におけるメカノ

トランスフェクション法では、輸尿管投与後における遺伝子導入細胞の特定にも成功した。さ

らに、メカノトランスフェクション法においては naked pDNA の方がナノ粒子化するよりも優

れた遺伝子発現能を示すことを明らかにし、投与時の製剤設計の情報を得ることができた。一

方、肝臓における吸引圧刺激によるタンパク質発現変動を解析し、幾つかのタンパク質の発現

が変動し、吸引圧刺激の回数にも影響されることを明らかにした。さらに、メカノセンサーと

して ROS 産生が誘導される可能性を示すことができた。しかしながら、メカノトランスフェク

ションにより遺伝子導入されやすい細胞は各臓器によって違いがあり、なぜ、このような結果

に繋がるかについては、更なる研究が必要である。一方、メカノセンサーやメカノセンシング

機構については、本研究において独自の組織吸引圧デバイスを用いた検討を行い、タンパク質

や ROS 変動を引き起こすための条件の探索が行えるようになったものの、生体臓器を対象とし

たメカノセンシングに関する研究は未だにほとんどなく、臓器への圧力刺激が生体組織に及ぼ

す影響を解明していくためには新たな評価法の開拓と研究が必要である。本研究成果により、



メカノバイオロジーの研究対象が広がり、生命現象の包括的理解へと繋がることが期待される。 
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