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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、ハイドロダイナミクス遺伝子導入法（HGD）でマウスへ導入したプラスミド DNA
由来の目的遺伝子を、既存の HGD による導入よりも高効率で発現させ、且つその発現を肝臓に
限定させることを目指した研究である。検討の結果、HGD にポリエチレンイミン(PEI)系の試薬
を併用することで肝臓での遺伝子発現効率が向上することが判った。また、Cre-loxP系を利用
した、loxP配列の組換えに起因する遺伝子発現の切り替えが肝臓特異的に起こるシステムを構
築し、これによって目的遺伝子を肝臓に限定して発現誘導させることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we attempted to improve hydrodynamics-based gene delivery (HGD) to 

achieve a highly efficient gene delivery that is targeted to the murine liver and tested 

whether the liver-specific expression of a gene of interest is possible. We demonstrated 

that upon performing HGD, mixing of plasmid DNA with polyethylenimine (PEI)-based reagent 

yielded best transfection efficiency in hepatocytes. With this improved technique, we 

succeeded in performing Cre-loxP-mediated gene switching in liver and to show lines of 
direct evidence for liver specific transgene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

生体組織への遺伝子導入には、ベクター調
製の簡便さや副作用の懸念の低さから非ウ
イルスベクターの使用例が増えている。例え
ば、静脈を介する遺伝子導入方法は簡便であ
り、ユビキタスで強力なプロモーターで制御

された目的遺伝子の導入実験などが行われ
てきた。これらの実験で遺伝子の機能や疾患
メカニズムに迫る多くの知見が得られた。し
かし、遺伝子発現の継続性、強弱の制御など
を含む導入方法に関する研究はあまり進捗
していない。 
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肝臓を標的とした遺伝子導入の試みは歴
史的に古く、様々なグループから報告が行わ
れている。1999年に報告されたハイドロダイ
ナミクス遺伝子導入法 （hydrodynamics- 
based gene delivery system、以下「HGD」）
は裸のプラスミド DNAを大量の緩衝液と共に
素早く一気に血中へ投じる簡便な方法であ
り、現在においても最も効率が良いとされる
肝臓への遺伝子導入方法である。しかしなが
ら、全身投与故に遺伝子発現は肝臓優性で生
じ、厳密な肝臓特異性は保証されていない。
HGD で肝臓特異的な遺伝子発現を達成するた
めには、肝臓特異的なプロモーターで制御さ
れたプラスミド DNAを使用すれば良いが、組
織（肝臓）特異的なプロモーターの多くは遺
伝子の転写活性が弱く、一般的に研究で使用
されている強い遺伝子転写活性を持つプロ
モーターでの実験系と比べると、弱い遺伝子
発現しか得られない。また、遺伝子導入効率
の良い HGDといえども、プラスミド DNAによ
る遺伝子導入であるために遺伝子の発現は
短期間で終わる。それ故に、HGD は厳密な肝
臓特異性と遺伝子の長期発現を必要としな
い研究、例えば、遺伝子機能探索の研究など
で重宝されてきた。 

もし仮に、HGD が持っている簡便性と遺伝
子導入効率の良さが保たれたまま、導入遺伝
子の肝臓特異的な強発現が達成され、さらに
は、その遺伝子の持続発現が達成されたなら
ば、その成果は外来性のプラスミド DNAを用
いた肝臓における様々な研究に広がりをも
たらし、肝再生研究などの基盤技術の確立に
繋がるものと期待できた。 
 

 

２．研究の目的 

本研究では、従来の HGDのアプローチを取
りながら、しかし、肝臓特異的で強力且つ持
続的に目的遺伝子を発現させることを可能
とする新しい in vivo 遺伝子導入システムの
構築を目指した。まず、HGD と市販の遺伝子
導入試薬を組み合わせることで、従来よりも
効率良く肝臓で遺伝子発現を達成させるこ
とが出来るか調べた（改良型 HGD）。次いで、
改良型 HGDで導入したプラスミド DNAを肝臓
に限定して発現させるシステムと長期間持
続発現させるシステムの構築を目指した。最
後に、これらの研究成果を用いた具体的な応
用事例として、細胞破壊遺伝子の導入による
肝疾患モデルマウスの作製を試みた。 
 
 
３．研究の方法 

（１）市販遺伝子導入試薬を利用した改良型
HGDに関する検討 

強くユビキタスなプロモーターである CAG
プロモーターの制御下で、蛍光遺伝子

（enhanced green fluorescent protein; 
EGFP）と発光遺伝子（luciferase; luc）が
同時に発現するベクター（pCEIL; CAG 
promoter + EGFP + IRES + luc）を構築して、
HGDでマウスへ遺伝子導入した。導入翌日に
剖検して主要臓器（脳、心臓、肺、肝臓、腎
臓、膵臓、脾臓、小腸、腹筋）を採材し、EGFP
の蛍光観察による定性的解析と組織抽出物
の luc 活性測定による定量的解析を行った。 
まず、通常の HGDでマウスへ pCEIL を導入

し、ベクターの投与量、使用マウスの系統
（ICR, C57BL/6N, Balb/cA, B6C3F1）、導入
遺伝子の発現分布に関する基礎検討を行っ
た。次いで、基礎検討で得られた条件を使い、
入手可能な幾つかの市販遺伝子導入試薬を
併用して pCEIL を HGD でマウスへ導入した。
具体的には、カチオン性脂質試薬（DMRIE-C® 
[インビトロジェン]と FuGENE HD® [プロメ
ガ])、ポリマー試薬 (DDMC® [リュージュサ
イエンス])、ポリエチレンイミン（PEI）系
試薬 (in vivo-jet PEI® [ポリプラストラン
スフェクション]), 糖質性試薬 
(SugarFect® [和光純薬]と F/P [独自開発試
薬])を用いた。各試薬と pCEIL の調製は各試
薬のプロトコールに従った。導入翌日に剖検
して主要臓器を採材し、EGFP による定性的解
析と luc による定量的解析を行い、導入遺伝
子の発現効率について評価した。 
 
（２）改良型 HGDによる肝臓特異的な遺伝子
発現切り替え（目的遺伝子の発現誘導）の検
討 
本実験では、申請者らが既に報告済みの、

遺伝子の転写活性が弱い組織特異的なプロ
モーターを使って目的遺伝子を組織特異的
に強発現させるシステム（enhanced tissue- 
specific gene expression system; ETSGE）
を上記（１）で検討した改良型 HGD でマウス
へ導入することで、肝臓特異的な目的遺伝子
の強発現が達成出来るかどうか検討した。具
体的には、肝臓特異的なプロモーターで制御
された Cre酵素発現ベクター（pTR/NCre; TTR
＝pre-Albumin promoter + Cre）と目的遺伝
子発現ベクター（pCRTEIL; CAG promoter + 
loxP + HcRed + loxP ＋ EGFP + IRES + luc）
を改良型 HGDで ICRマウスへ導入した。この
結果、pTR/NCre は肝臓でのみ Cre酵素を発現
させて pCRTEIL 内の loxP配列の組換えを引
き起こし、遺伝子発現が切り替わる（gene- 
switching）。即ち、図 1 に示す様に、肝臓で
のみ CAGプロモーターで目的遺伝子が発現す
るので（recombined pCRTEIL）、赤色蛍光
（HcRed）から緑色蛍光（EGFP）及び lucへ
の遺伝子発現の切り替えの様子が観察出来
ると考えられた。pTR/NCre と pCRTEIL の使用
量比を検討しながら、蛍光顕微鏡による定性
的解析、luc の定量的解析、導入したプラス



 

 

ミド DNAの PCRを用いた分子生物学的な解析
で評価を行った。 

 
図１：肝臓特異的な遺伝子発現の切り替えで
目的遺伝子を肝臓でのみ強発現させる 
 
 
（３） 改良型 HGDとφC31インテグラーゼ系
を使った導入遺伝子の持続発現の検討 

φC31 インテグラーゼは、遺伝子上の attB
配列と attP配列又は類似配列の pseudo attP
配列との間で組換えを起こす DNA組換え酵素
である。動物ゲノム上には pseudo attP 配列
がランダムに存在しており、この pseudo attP
配列に対しφC31インテグラーゼを介して
attB配列を連結した遺伝子発現ベクターを
組み込むシステムをφC31インテグラーゼ系
という。本実験ではφC31インテグラーゼ系
を改良型 HGDでマウスへ導入し、attB配列を
連結した目的遺伝子発現ベクターを効率良
く肝臓ゲノムに挿入することで目的遺伝子
の持続発現の達成を目指した。具体的には、
CAGプロモーターでφC31 インテグラーゼを
発現するベクター（pC31i; CAG promoter ＋
φC31 インテグラーゼ）とゲノム内挿入用の
目的遺伝子発現ベクター（pCEIL と attB 配列
を組み合わせたベクター）を改良型 HGDで ICR
マウスへ導入した。両ベクターの使用量比は、
上記（２）の基礎検討で得られた 2 種類のベ
クターの投与量比を参考にした。この結果、
φC31 インテグラーゼ系が稼働して目的遺伝
子が肝細胞ゲノム内へ挿入されて持続発現
すると期待できた。導入翌日、1 ヶ月後、2
ヶ月後、3ヶ月後に剖検して肝臓を含む主要
臓器を採材し、組織抽出物の luc活性測定に
よる定量的解析にて評価を行った。 
 
（４） ジフテリア毒素遺伝子発現ベクター
の導入による肝線維化症モデルの開発 

ジフテリア毒素 A鎖遺伝子（diphtheria 
toxin A-chain; DT-A)は、ジフテリア菌の中
で溶原化して産生されるバクテリオファー
ジ由来の外毒素をコードした遺伝子であり、
タンパク質の合成を阻害することで細胞を
死滅させる。この DT-Aをマウス肝臓で発現
させると、肝臓細胞の死滅による肝線維化が
進行して肝機能が低下すると考えられた。 

実験では、上記（２）の gene-switching シ
ステムに対応する DT-A発現ベクター（pCETD; 
CAG promoter + loxP + EGFP + loxP ＋ DT-A）
と pTR/NCre を改良型 HGDで ICRマウスへ導
入した。持続発現システムは使用せずに一過
発現系のみでの検討を行い、導入後 1 週目、
2 週目、3週目、4週目にマウスを犠牲死させ
て病理標本の作製と血液検査を行い、肝線維
化症モデル動物としての評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１） 市販遺伝子導入試薬を利用した改良
型 HGDに関する検討 
汎用株化細胞（CHO細胞、NIH3T3細胞、HepG2

細胞）を用いた検討により、構築した pCEIL
を遺伝子導入することで、EGFP による定性的
な観察と lucによる定量的な解析が同時に行
えることが判った。 
この pCEILを HGDでマウスへ導入したとこ

ろ、導入に用いる遺伝子の量は 10μgで肝臓
における十分な遺伝子の発現が得られるこ
とが判り、それ以上投与の量を増やしても発
現の効果に有意な差は出なかった。また、HGD
による導入遺伝子の肝臓における発現効率
は ICRマウスが最も良かった。そして、複数
存在する肝臓の葉のうち、内側右葉における
遺伝子発現が最も高いことが判った。HGD に
よる導入遺伝子は、肝臓以外にも、腎臓、肺、
心臓でも弱く発現していることが判った。 
これらの結果を基に、遺伝子導入試薬を併

用して HGD を実施したところ、PEI 系の試薬
のみが遺伝子発現の効率を向上させた（図
２）。以下、PEI系試薬を用いた HGD を改良型
HGDと呼んで、本研究で使用した。 
 

 
図２：PEI系の試薬と HGDの組み合わせは遺
伝子発現の効率を向上させた 
 
 



 

 

（２）改良型 HGDによる肝臓特異的な遺伝子
発現切り替え（目的遺伝子の発現誘導）の検
討 

本実験で使用する pCRTEIL と pTR/NCre を
汎用株化細胞（CHO細胞、NIH3T3 細胞、HepG2
細胞）へ遺伝子導入したところ、Cre-loxP系
の稼働による赤色蛍光（HcRed）から目的遺
伝子の緑色蛍光（EGFP）並びに luc への遺伝
子発現の切り替え（gene-switching）は、
HepG2 細胞でのみ確認できた。この時、
pCRTEIL と pTR/NCre の使用量比は 10:1 が最
適であった。上記（１）の結果に従って
pCRTEIL を 10μg 用い、1μg の pTR/NCre と
共に改良型 HGDで ICRマウスへ共導入した結
果、遺伝子の導入自体は肝臓を中心に肺や腎
臓でも確認できたが、gene-switching による
目的遺伝子の発現は肝臓でのみ確認された
（図３）。即ち、肝臓特異的な目的遺伝子の
発現を達成する事が出来た。 

 
図３：導入遺伝子の PCR 解析の結果、肝臓で
のみ目的遺伝子を強発現させる recombined 
pCRTEIL を確認した 
 
 
（３） 改良型 HGDとφC31インテグラーゼ系
を使った導入遺伝子の持続発現の検討 

pC31iと目的遺伝子を内蔵した attB配列を
含むゲノム内挿入用ベクターを改良型 HGDで
ICRマウスへ導入した（実験群）。導入翌日で
は、実験群は対照群（φC31 インテグラーゼ
を用いない群）と同等程度（有意差が無い）
の肝臓組織抽出物の luc 活性を示した。導入
1 ヶ月後では、実験群は対照群と比べて有意
に高い肝臓組織抽出物の luc 活性を示し、そ
の傾向は導入 2 ヶ月後まで続いた。しかし、
導入 3ヶ月後では対照群との有意差は無くな
った。即ち、改良型 HGD でφC31 インテグラ
ーゼ系を併用することで、肝臓における外来
性のプラスミド DNA由来の目的遺伝子の発現
期間を延長できることが示された。今後は、
より長期間の導入遺伝子の持続発現を促す

ための条件検討が必要であると考えられた。 
 
（４）ジフテリア毒素遺伝子発現ベクターの
導入による肝線維化症モデルの開発 
上記（３）の結果に基づき、本実験は一過

発現系のみで検討した。10μg のｐCETD と 1
μg の pTR/NCre を改良型 HGD で ICR マウス
へ導入した。導入 1週目から AST（GOT）及び
ALT（GPT）の値の上昇を確認し、その傾向は
4 週目まで続いた。病理標本からは、導入 1
週目から肝細胞死滅に起因すると思われる
炎症性細胞の浸潤の様子を観察し、3 週目以
降には肝臓の線維化を示すマウスも存在し
た。以上の結果から、改良型 HGDで肝疾患モ
デルマウスが簡単に作製できる可能性が示
された。今後は、この肝疾患モデルマウスが
肝線維化症モデルマウスとしての性質を持
つか詳細に検討する予定である。 
 
（５） まとめ 
本研究では、当初計画の全ての検討を実施

し、一定の成果を得ることが出来たと思われ
る。その成果は、以下の通りに総括できる。
即ち、①PEI 系の市販遺伝子導入試薬と HGD
を組み合わせた手法（改良型 HGD）によって、
マウス肝臓における導入遺伝子（プラスミド
DNA）の発現の効率が向上した。②肝臓特異
的な遺伝子発現切り替え（gene-switching）
システムを改良型 HGDでマウスへ導入するこ
とで、目的遺伝子の肝臓に限定した発現誘導
を簡便に達成することが出来た。③HGD で使
用するマウスの系統は ICRマウスが最も良い
と考えられた。④HGD によって導入されたプ
ラスミド DNAは肝臓の内側右葉で最も効率良
く発現した。⑤φC31 インテグラーゼ系を用
いることで改良型 HGDにおける遺伝子の発現
期間を延長できることが判った。⑥改良型
HGD により、簡単に肝疾患モデルマウスが作
製出来た。  
一方で、改良型 HGD による導入遺伝子の持

続発現システムの構築に関する検討では 
課題も得られた。今後、φC31 インテグラー
ゼ系と遺伝子導入試薬との関係性などの検
討、あるいは、他のゲノム挿入システムの利
用なども考慮しながら、3 ヶ月以上にわたる
導入遺伝子の持続発現を目指した検討を行
う必要があると考えられた。 
他方、想定外の成果として、本実験で使用

したオリジナルの遺伝子キャリア（F/P）は
HGD に依らない通常の静脈注射で肝臓へ効率
的な遺伝子導入が行える可能性が示唆され
た。本内容は、現在別途検討中である。F/P
は、種々の分解酵素から遺伝子やタンパク質
などの生体高分子を保護する可能性が示唆
されており、今後血流を介した遺伝子・タン
パク質デリバリー研究への応用に期待が持
てた。 



 

 

以上を要するに、今後は改良型 HGD による
導入遺伝子の持続発現システムの高効率化
の研究を継続し、プラスミド DNAを用いた生
体肝臓における in vivo マニュピレーション
システムの構築を行い、肝再生研究の基盤技
術の確立へ繋げたいと考える。 
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