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研究成果の概要（和文）：外来遺伝子の核内動態を制御して効率的かつ持続的な外来遺伝子発現

を達成することを目的として、ヒストンとの結合を制御する配列のプラスミドへの導入、ヒス

トンとプラスミドの共導入、転写因子をリクルートするためのプラスミドシステムの開発を行

った。その結果、改善の余地はあるものの効率的かつ持続的な外来遺伝子発現の達成に成功し

た。また、tailed duplex による遺伝子修復の有用性を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To achieve efficient and durable transgene expression by controlled 
intranuclear disposition, we inserted DNA sequences that modulate binding to histones 
into plasmid DNAs, introduced histone-plasmid DNA complexes into cells, and developed a 
plasmid system that recruited transcription factors. We found that transgene expression 
was improved in efficiency and was maintained for a week. Moreover, we revealed that 
gene correction by tailed duplexes was a useful candidate in gene therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 画期的な治療法である遺伝子治療法の一
種、非ウィルスベクターに期待が寄せられて
いるが、非ウィルスベクターによる外来遺伝
子の発現は効率が低くかつ一過性であるこ
とが大きな問題である。発現効率が低い原因
は、核内に送達される外来 DNA 量が少ない
ことではなく、核内に送達された外来 DNA

の発現効率が（アデノウィルス DNA の発現
効率に比較して）著しく低いことである。ま
た、非ウィルスベクターの外来遺伝子の一過
性発現の原因は、外来 DNA 量の減少と外来
DNA 1 分子当たりの発現量の低下という 2
つにある。 
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 本研究では、核内蛋白質との相互作用を制
御することにより、外来遺伝子の核内動態を
制御して効率的かつ持続的な外来遺伝子発
現を達成することを目的とする。 
 また、外来遺伝子発現に加えて、標的細胞
内の遺伝子配列を正常型に変換する遺伝子
修復法も重要な遺伝子治療法の 1 つである。
そこで、研究代表者の開発した tailed duplex
による遺伝子修復効率に関して基礎情報を
得ることも目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒストンとの結合の制御 
①ヒストンとの結合を制御する配列の導
入：ヒストン高親和性配列（left-handedly 
curved 配列）をプロモーター上流の様々な位
置に導入したプラスミド DNA（ルシフェラー
ゼ遺伝子を含む）を作製した。また、ヒスト
ンとの結合を防ぐ配列（ヌクレオソーム形成
を抑制する A30、(CG)15配列）をプロモーター
近傍に導入したプラスミド DNA を作製した。
これらのプラスミド DNAを培養細胞に導入す
るとともに、マウスに hydrodynamics 法によ
りマウスへ投与した。 
②ヒストンとの共導入：組換えヒストン H3
蛋白質とプラスミド DNAの複合体を様々な比
率で形成させ、浸透圧法により培養細胞に導
入した。また、試験管内でプラスミド DNA を
ヒストン H2A、H2B、H3、H4 各 2 分子からな
るヒストンコアと結合させ、浸透圧法により
培養細胞へ、hydrodynamics 法によりマウス
へ導入した。 
(2) 転写因子をリクルートするためのシス
テム：基本転写因子をリクルートする蛋白質
（ヘルペスウイルス VP16）と配列依存的 DNA
結合蛋白質（酵母 GAL4）の融合蛋白質
（activator）の遺伝子を作製しプラスミド
に導入した。また、GAL4 が結合する配列をル
シフェラーゼ遺伝子と activator遺伝子のプ
ロモーター上流に導入した。また、ヘルペス
ウイルス VP16 の代わりに内在性の転写活性
化因子（CREB-binding protein（CREBBP）の
転写活性化ドメインなど）を導入したプラス
ミド DNA を作製した。トランスフェクション
により培養細胞へ、hydrodynamics 法により
マ ウ ス に 導 入 し た 。 さ ら に 、 genetic 
insulator 配列を GAL4-VP16 とルシフェラー
ゼ発現カセットの両側に導入したプラスミ
ドを作製し、同様にアッセイした。 
(3)遺伝子修復をするためのシステム：研究
代表者の開発した核酸である tailed duplex
をフレームシフト変異を有するプラスミド
DNA とともに培養細胞へ導入した。また、塩
基置換変異を有する標的遺伝子をゲノム DNA
中 に 含 む マ ウ ス に tailed duplex を
hydrodynamics 法によりに導入した。 
 

４．研究成果 
(1) ヒストンとの結合の制御 
①ヒストンとの結合を制御する配列の導入： 
left-handedly curved配列をプロモーター上
流の様々な位置に導入したプラスミド DNAを
トランスフェクションにより培養細胞に導
入した。その結果、ヒストン高親和性配列の
導入によりルシフェラーゼ遺伝子の発現が
上昇した。また、プラスミド DNA を
hydrodynamics 法によりマウスへ投与したと
ころ、同様にルシフェラーゼ遺伝子の発現が
上昇した。一方、ヒストンとの結合を防ぐ配
列をプロモーター近傍に導入したプラスミ
ド DNAをトランスフェクションにより培養細
胞に導入した結果、ルシフェラーゼ遺伝子の
発現が上昇した。また、プラスミド DNA を
hydrodynamics 法によりマウスへ投与したと
ころ、同様にルシフェラーゼ遺伝子の発現が
上昇した。 
②ヒストンとの共導入：組換えヒストン H3
蛋白質とプラスミド DNAの複合体を様々な比
率で形成させ、浸透圧法により培養細胞に導
入した。その結果、プラスミド DNA に対する
ヒストンの比率が高くなると発現が低下し
た。これは、核内における発現効率が低下し
ていることが原因であった。したがって、ヒ
ストンとの共導入は単に混合するだけでは
不十分であり、適切に相互作用させる必要性
があることが明らかとなった。そこで、試験
管内でプラスミド DNA をヒストン H2A、H2B、
H3、H4 各 2分子からなるヒストンコアと結合
させ（ヌクレオソーム化）、マウスへ
hydrodynamics 法により投与した。その結果、
ヌクレオソーム化プラスミド DNA により、in 
vivo において発現が上昇することが明らか
となった。その効果は、核内 DNA 量の増加と
発現効率の上昇の両者が寄与していること
が考えられた。なお、ヌクレオソーム化プラ
スミド DNAを浸透圧法により培養細胞に導入
したが、ルシフェラーゼの発現が観察されな
かったため、培養細胞レベルでは評価できて
いない。現在、この原因を解明中である。 
(2) 転写因子をリクルートするためのシス
テム：GAL4 が結合する配列を含む GAL4-VP16
（activator）プラスミドと GAL4 が結合する
配列を含むルシフェラーゼプラスミドをト
ランスフェクションにより培養細胞に共導
入した。その結果、正のフィードバック機構
により activator 発現が持続し、ルシフェラ
ー ゼ の 発 現 も 持 続 し た 。 さ ら に 、
hydrodynamics 法によりマウスに導入し、ル
シフェラーゼの発現の持続を確認した。また、
ヘルペスウイルス VP16 に代わる内在性の転
写 活 性 化 因 子 を 検 討 し た と こ ろ 、
CREB-binding proteinの転写活性化ドメイン
が VP16 とほぼ同等の転写活性化能を有して
いることを見いだした。また、insulator 配



列を発現カセットの両側に導入した自己活
性化システムは、insulator を含まないもの
より優れていることを明らかにした。 
(3)遺伝子修復をするためのシステム： 
Tailed duplex は、フレームシフト変異も修
復可能であることを明らかとした。また、
tailed duplex を hydrodynamics によりマウ
スに導入した結果、in vivo においても塩基
置換変異の修復が可能であることが明らか
となった。 
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