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研究成果の概要（和文）：

GFP レポーター遺伝子を用いて遺伝子導入の有無を調べたところ緑色の蛍光細胞の肝臓へ

の存在を確認することに成功した。ただしマウスへの HTVi と比較したところ、導入効率は低

かった。次に高脂肪食または四塩化炭素処理ではマウスと比較して肝線維化は非常に弱く線維

化改善評価には不適であることが判明した。そこでジエチルニトロサミンを含む水で 2 ヶ月間

飼育したところ、強い線維化を誘導することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：
 The possibility of gene therapy for zebrafish and medaka with hydrodynamic methods was 
examined. A condition setup for gene transfer was performed with GFP plasmid. We found 
few GFP positive cells in the liver. Gene transfer efficiency was small compared with the 
infusion of the mouse models. 
 We established fish live fibrosis model for evaluation of liver fibrosis improvement. We 
found that high fat diet and carbon tetrachloride is not suitable for liver fibrosis induction 
and DEN treatment for two months is suitable for liver fibrosis. 
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１．研究開始当初の背景
癌などに対する遺伝子治療を行うには、そ

れを細胞に運ぶ担体が必要でありアデノウ
イルスなどが使用されている。しかし、ウイ
ルスを用いることは臨床への応用を考えた
場合、予期せぬ副反応など高い壁が存在する。
最近になり担体なしでも、投与量や投与スピ
ードを工夫することで、組織・細胞に目的遺
伝子を入れ込む方法がマウスなどで開発さ
れつつある（ハイドロダイナミック法）。こ
の方法は、ヒトの肝臓内に挿入したカテーテ
ル先端から目的遺伝子を癌細胞などに取り
込ませることを可能にする方法で、一層の改
良・発展が望まれる。しかし、これまで小型
実験動物のメダカ、ゼブラフィッシュを使っ
た報告例はなかった。

２．研究の目的
現在宇宙で使用できる唯一の実験動物で

ある小型魚類でのハイドロダイナミック法
の確立は、来るべき宇宙時代に必ず役に立ち、
さらに肝癌研究への応用を可能にすると考
える。そこで我々は、ゼブラフィッシュおよ
びメダカを用いてハイドロダイナミック法
により遺伝子治療を行うことを検討した。ま
ず LacZ レポーター遺伝子により遺伝子導入
方法の条件設定を行う。これらの in vivo 遺
伝子導入により期待すべき結果が出た場合、
多数の個体を用いた安全性評価を経て、ヒト
への応用が期待される。 

３．研究の方法
ゼブラフィッシュおよびメダカを用いて

ヒレおよび体幹の静脈または（直接）心臓に
ガラスニードルでプラスミド溶液の注入を
試みた。遺伝子導入の評価はまずベータアク
チンプロモーターにGFPをつないだプラスミ
ドコンストラクトを用いて導入効率を評価
した。次に、肝線維化モデルの作製について
は、チオアセトアミド、四塩化炭素、ジエチ
ルニトロサミンを用いて検討した。チオアセ
トアミド、四塩化炭素は腹腔内投与、ジエチ
ルニトロサミンは水溶液で魚を飼育するこ
とで線維化の誘導を行った。 



４．研究成果 
 ゼブラフィッシュおよびメダカを用いた
ハイドロダイナミック法による遺伝子治療
の可能性について検討した。まず GFP を用い
て遺伝子導入方法の条件設定を行った。プラ
スミドは、滅菌水および TansIT inVivo 
Polymer Solution と混合させ、魚静脈および
心臓より急速に注入し、静注後肝臓を単離後
凍結切片を作製した後、蛍光顕微鏡により自
家蛍光と鑑別しながら観察したところGFP陽
性と考えられる細胞を認めた (図 1)。マウス
への HTVi と比較したところ(図 2)、導入効率
は低かった。効率が悪い原因としては十分な
圧力を加えることができないことが考えら
れた。これについては今後の課題と考える。 

次に肝線維化改善評価に用いる魚の線維化
の作製を試みた。ゼブラフィッシュおよびメ
ダカに高脂肪食または四塩化炭素を含む水
で飼育することで肝線維化の誘導を行った。
マウスと比較して肝繊維化は非常に弱く線
維化改善評価には不適であることが判明し
た。そこでジエチルニトロサミンを含む水で
2 ヶ月間飼育したメダカおよびゼブラフィッ
シュを組織染色で肝線維化を評価したとこ
ろ、マウス線維化モデルよりも弱いものであ
ったが、高脂肪食や四塩化炭素と比べると強
い線維化が認められた(図 3,4)。 
 一方で癌抑制分子の一つの Maid について
Maid siRNA などの発現プラスミドを用いて
肝癌増殖抑制効果の評価を行うため、siRNA
の抑制効果の確認をゼブラフィッシュ肝細
胞由来培養細胞を用いて評価した。2 種類の
Maid siRNA を合成し、評価したところ Maid
タンパクの発現量が 30%程度に低下する
siRNA 配列を得た。この siRNA の配列をもつ
発現ベクターを作製中である。 
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