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研究成果の概要（和文）： 

遺伝子治療には遺伝子の運び屋（ベクター）が不可欠である。研究代表者は、非ウイルスベ

クターのひとつである正電荷リポソームにバイオサーファクタントを含有することにより遺伝

子導入効率が著しく遺伝子導入効率が上昇することを明らかにしてきた。本課題研究では、さ

らなる遺伝子導入効率の向上を目的とし、脂肪酸組成、特に不飽和脂肪酸の割合（不飽和度）

の異なるMEL-Aを含有した正電荷リポソームを作製し、遺伝子導入効率に及ぼす影響を検討した

。その結果、MEL-Aの不飽和度は遺伝子導入効率に著しい影響を与えることが明らかとなった。 

  

 研究成果の概要（英文）： 

 An unsaturated hydrocarbon chain in phospholipid was reported to affect a phase 

transition and a fusogenic activity after mixing membranes, and consequently to achieve 

a high DNA transfection efficiency.  We previously showed that a biosurfactant 

mannosylerythritol lipid-A (MEL-A) enhances the gene transfection efficiency of cationic 

liposomes.  Here, we have studied the effects of unsaturated fatty acid ratio of MEL-A 

on the gene transfer efficiency by cationic liposomes using MEL-A with different 

unsaturated fatty acid ratios. As a result, we demonstrated that the MEL-A unsaturated 

fatty acid ratio strongly affects transfection efficiency. 
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1．研究開始当初の背景 

 遺伝子治療は、先天性免疫不全症、各種

の悪性腫瘍癌やエイズ等の難病にも有効で

あると世界中から大きな期待が寄せられて

いる。1990年にアメリカで遺伝子治療が本格

的に開始されて以来、世界では多くの患者に

遺伝子治療が試みられてきた。しかし、現在

のところ臨床では期待されたほどの治療成

果を上げるまでには至っていない。その要因

の一つとして、既存の遺伝子導入技術では、

ヒトの体内で治療に必要なレベルの遺伝子

発現が得られていないことが挙げられる。そ

のため、治療用遺伝子を目的の臓器、組織、

及び細胞に効率良く運搬する基礎技術の開

発が重要な課題となっている。これまで、多

くの研究者によって生細胞に外来遺伝子を

導入するための様々なキャリアが開発され

ており、それらは、ウイルスベクターと非ウ

イルスベクターに大別される。レトロウイル

ス、アデノウイルスに代表されるウイルスベ

クターを用いる方法は一般に導入効率が高

く臨床応用が進んでいるが、細胞毒性、免疫

原反応、野生型ウイルスへの組換えといった

問題点が存在する。一方、リポソーム法に代

表される非ウイルスベクターを用いる方法

は、ウイルスベクターより安全性は高いもの

の導入効率の低さが問題となっている。この

ため、導入効率の高い非ウイルスベクターの

開発が期待されている。 

このような背景から、我々は非ウイルスベ

クター、特に作製・修飾が比較的容易である

正電荷リポソームに着目してきた。なかでも

遺伝子導入効率が比較的高いコレステロー

ル誘導体を素材とした正電荷リポソームに

ついて二十種類以上のコレステロール誘導

体を合成し、市販のコレステロール誘導体で

あるDC-Cholよりも著しく高い遺伝子導入効

率を有するコレステロール誘導体I（図1）の

開発に成功した。 

 

 

近年、遺伝子工学、顕微光学等の進歩によ

り正電荷リポソームによる細胞内遺伝子導

入機構が解明されつつある。これにより、「い

かにして細胞膜の内部に遺伝子を運ぶか」

「いかにして細胞質から核に遺伝子を運ぶ

か」という観点から正電荷リポソームによる

遺伝子導入効率を増強するための様々な工

夫がなされてきた。そのなかで、非ウイルス

ベクターに合成界面活性剤を含有すること

により、毒性に問題はあるものの、遺伝子導

入効率が増強されるという知見が報告され

た。そこで我々は新たに微生物由来の界面活

性物質であるバイオサーファクタントに着

目した。バイオサーファクタントは構造的に

は分子内に親水基と疎水基を併せ持つ、両親

媒性物質であり、親水基としては、糖、ペプ

チド、有機酸等が、また疎水基としては脂肪

酸、ステロール、テルペノイド等が知られ、

構造上の特徴から糖脂質系、脂肪酸系、リポ

ペプチド系、リン脂質系などに分類され、構

造は多岐にわたっている。今回我々は親水基

にマンノース、エリスリトールを有する糖脂

質系バイオサーファクタントのひとつであ

るMEL-A (Mannosylerythritol lipid-A； 図

2)を従来の正電荷リポソームに含有し、遺伝

子導入用ベクターとしての有用性について 

検討した。 
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図 1 誘導体 I の構造 



  

 その結果、MEL-A を含有した正電荷リポソ

ームを用いることにより高い遺伝子導入効

率を実現する非ウイルスベクターの開発に

成功した。さらにこの新しいMEL-A 含有正電

荷リポソームはこれまでの正電荷リポソー

ムとは異なり、細胞膜とリポソーム膜が直接

融合することにより導入遺伝子を迅速・大量

に標的細胞の核内に移行させることにより

高い遺伝子導入効率達成できることを明ら

かにしてきた。 

 

2．研究の目的 

研究代表者はこれまで正電荷コレステロ

ール誘導体を素材とした正電荷リポソーム

による遺伝子導入の研究を行い、数多くの成

果を得ている。そしてこれらの知見を基にし

て、従来の導入効率が低いとされている非ウ

イルスベクターに対して、バイオサーファク

タントを用いることにより、高い遺伝子導入

効率を実現することに成功した。 

 一方、近年、正電荷リポソームを構成する

脂質の脂肪酸組成が、遺伝子導入効率に著し

く影響を及ぼすことが明らかとなりつつあ

る。正電荷リポソームを構成する脂肪酸組成、

すなわち脂肪酸の長さや不飽和脂肪酸の割

合（＝不飽和度）が、正電荷リポソームの物

理化学的特性（粒子径、表面電位、脂質膜流

動性等）、導入遺伝子との相互作用、及び標

的細胞との相互作用等に影響を及ぼすため

である。そこで研究代表者は、酵母菌体に添

加する植物油の組成を変えることで、糖脂質

の脂肪酸の長さや不飽和度の異なる多様な

MEL-A を容易かつ大量に産生できることを利

用し、MEL-A の脂肪酸組成を変化させること

により、正電荷リポソームの脂肪酸組成が遺

伝子導入効率に及ぼす影響を検討すること

を目的とする。具体的には、脂肪酸組成を変

化させた MEL-A含有正電荷リポソームを作製

し、これらの数種のバイオサーファクタント

含有正電荷リポソームの物理学的特性を追

究し、遺伝子導入効率との相関関係について

明らかにする。 

 

3．研究の方法 

 研究代表者は、MEL-A が有する脂肪酸にお

ける不飽和度が遺伝子導入効率に及ぼす影

響を検討するため、3種類の不飽和度（9.1%、

21.5%、46.3%）を有する MEL-Aを用いて、MEL-A

含有正電荷リポソームを作製し、以下の方法

を用いて研究を遂行した。 

・MEL-A が有する脂肪酸の不飽和度が遺伝子

導入効率に及ぼす影響について検討するた

め、培養細胞への遺伝子導入効率を測定した。 

・共焦点レーザ顕微鏡を用い、MEL-A が有す

る脂肪酸の不飽和度が正電荷リポソーム・遺

伝子複合体の細胞内動態に及ぼす影響つい

て時間的・空間的に観察した。 

・正電荷リポソームと導入遺伝子の相互作用

を検討する。具体的には不飽和度が異なる 3

種の MEL-A含有正電荷リポソームに形質膜モ

デルとしての負電荷リポソームを添加した

ときの遊離遺伝子量を測定し、細胞膜に付着

後、細胞内及び核内へ移行した遊離遺伝子量

として算出した。 

 

4．研究成果 

 不飽和度の異なる脂肪酸（不飽和度：9.1 %、

21.5 %、46.3 %）を有する 3種の MEL-A を含
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図 2 Mannosylerythritol lipid–A (MEL - A) の構造



有 し た 正 電 荷 リ ポ ソ ー ム （ そ れ ぞ れ

MEL-A(9.1 %)、MEL-A(21.5 %)、 MEL-A(46.3 %)

と表記）を用い、MEL-A の不飽和度が及ぼす

影響について以下の点について検討した。 

 

(1)遺伝子導入効率に及ぼす影響 

 不飽和度が遺伝子導入効率に及ぼす影響

についてルシフェラーゼアッセイを用いて

検討した。その結果、不飽和度が 21.5%の

MEL-A を用いたときにのみ高い遺伝子導入効

率が得られた（図 3）。 

 

 

図 3 MEL-A の脂肪酸の不飽和度が遺伝子導

入効率に及ぼす影響 （**p<0.01） 

 

 

(2)正電荷リポソームとＤＮＡの細胞内動態

に及ぼす影響 

 そこで不飽和度が遺伝子導入効率に及ぼ

す要因について検討するため、3 種の MEL-A

含有正電荷リポソーム及び導入遺伝子をそ

れぞれ蛍光標識し、細胞内動態について共焦

点レーザ顕微鏡を用いて観察した。その結果、

MEL-A(9.1%)を用いた場合は、正電荷リポソ

ーム・DNA 複合体は細胞膜に接着しておらず、

遺伝子も細胞内に導入されていなかった。一

方、MEL-A(21.5 %)、 MEL-A(46.3 %)を用い

た場合は細胞膜と正電荷リポソームが融合

している様子が観察された。しかし、

MEL-A(21.5 %)を用いた時は、大量の遺伝子

が核内に集積していたが、MEL-A(46.3 %)を

用いた場合は細胞内・及び核内に移行してい

る遺伝子は観察されなかった（図 4）。この結

果は MEL-A の不飽和度は、MEL-A 含有正電荷

リポソーム・ＤＮＡ複合体がと細胞膜に付

着・融合したのちの細胞内への遺伝子の遊離

に影響を及ぼしている可能性が示唆するも

のである。 

 

 

図 4 MEL-A の不飽和度が細胞内遺伝子導入

動態に及ぼす影響 

 

(3)正電荷リポソームからのＤＮＡの遊離に

及ぼす影響 

 そこで、MEL-A 含有正電荷リポソームに形

質膜のモデルとして負電荷リポソームを添

加した後の正電荷リポソームからの遊離遺

伝子量を測定した。 

その結果、MEL-A(46.3 %)を用いた時より、

MEL-A(21.5 %)を用いた時の遊離遺伝子量が

有意に高いことが明らかとなった（データ示

さず）。 

  

 以上の結果より MEL-Aが有する脂肪酸の不

飽和度は、正電荷リポソーム・DNA 複合体へ

の付着、及び付着後の細胞内への遺伝子の遊
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離に影響を及ぼし、その結果として遺伝子導

入効率に著しい影響を与えることが明らか

となった。 

 

遺伝子治療において重要な研究課題は安

全で遺伝子導入効率の高いベクターの開発

である。今日の遺伝子治療においては大半の

事例でウイルスベクターが用いられている

が、安全性に対する懸念から非ウイルスベク

ターの開発が強く期待されている。しかしな

がら、十分な遺伝子導入能を有する非ウイル

スベクターはいまだ開発されていない。我々

はこれまで正電荷コレステロール誘導体を

素材とした正電荷リポソームの開発を行い、

多くの成果を得てきた。そしてこれまで全く

試みのなかったバイオサーファクタントに

着目し、従来の正電荷リポソームに糖脂質系

バイオサーファクタントのひとつである

MEL-A を含有すると遺伝子導入効率が飛躍的

に向上することを見出した。この独創的な糖

脂質系バイオサーファクタント MEL-A含有正

電荷リポソームは従来の正電荷リポソーム

とは異なり、細胞膜との融合により迅速かつ

大量に導入遺伝子が細胞内及び核内に導入

されるという特色を有した非ウイルスベク

ターである。本課題研究では、さらなる遺伝

子導入効率の向上を目的とし、脂肪酸組成の

異なる MEL-Aを含有した正電荷リポソームを

作製し、遺伝子導入効率に及ぼす影響、及び

これらのリポソームの詳細な物理化学的特

性等について生物物理学的・生物化学的手法

を用いて明らかにし、これらの知見を基に現

在の MEL-Aよりも高い遺伝子導入能を有する

バイオサーファクタント含有正電荷リポソ

ームを探索し、in vivo への展開を試みるも

のである。本課題研究の遂行は、遺伝子治療

分野において安全で遺伝子導入効率の高い

非ウイルスベクターの開発に対して意義の

大きい研究であると言える。 
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