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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、非ウイルス性ベクターによる遺伝子導入時において細胞間差を生じる機構
を明らかにすることである。HepG2細胞における解析により、閾値以上においてリポプレックスの細胞集積量と遺伝子
発現に相関がないことを明らかにした。さらに、非ウイルス性ベクターによる遺伝子発現の細胞間差を生じる製剤側の
要因として製剤の分散状態、細胞側の要因として酸化ストレスが重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to elucidate the mechanism of cell-to-cell 
variability in non-viral transfection in HepG2 cells. In case of lipoplexes, there was no correlation 
between cellular association and transgene expression over the threshold of cellular association. 
Moreover, dispersion condition of the lipoplexes and oxidative stress were important pharmaceutical and 
cellular factors, respectively.

研究分野： 薬学
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１．研究開始当初の背景 

先天性遺伝子欠損症や癌などの難治性疾
患の治療法として遺伝子治療が期待されて
いる。遺伝子治療に用いられる in vivo 遺伝子
導入法において満たすべき要件として、遺伝
子導入効率、遺伝子発現期間、標的組織・細
胞選択性、安全性が挙げられる。特に非ウイ
ルス性ベクターでは in vivoにおける遺伝子導
入効率が不充分であり、より効率の高い非ウ
イルス性ベクターを開発するためには、機構
解析を行い、問題点を明らかにすることが望
まれる。そこで、申請者らはこれまでに、非
ウイルス性ベクターの開発を行うとともに、
遺伝子導入機構の解析を行って、下記に示す
知見を得てきた。 

a) ガラクトース修飾リポプレックス調製時、
少量の電解質を加えることで電荷を制御
し、リポプレックスの安定性を改善するこ
とで、in vivo において肝実質細胞選択的に
遺伝子導入効率を改善した（Fumoto et al., 

Mol. Ther., 10, 719-729 (2004)）。 

b) リポプレックスの門脈内投与時において、
血清成分との相互作用により肝臓におけ
る遺伝子発現が増大し、血清成分の中でも
フィブロネクチンとの相互作用が重要で
あることを明らかにした（Fumoto et al., J. 

Pharmacol. Exp. Ther., 315, 484-493 (2005)， 
Yoshikawa et al., J. Gene Med., 13, 632-643 

(2011)）。 

c) 腹腔内および胸腔内臓器表面に対し、
pDNAを単に滴下するだけで、キャリアや
物理的な力によらず、効率的な遺伝子発現
に至ることを明らかにした（Fumoto et al., 

Curr. Gene Ther., 8, 187-200 (2008) etc.）。 

d) 胃漿膜表面の中皮細胞における pDNA の
細胞取り込みおよび遺伝子発現には、Rac

介在性マクロピノサイトーシスが重要で
あることを明らかにした（Fumoto et al., 

Mol. Pharm., 6, 1170-1179 (2009)）。 

e) 新規遺伝子導入材料として炭酸カルシウ
ムマイクロフラワー（MF）を開発し、腹
腔内臓器全体において遺伝子発現を高め
ることに成功した（Fumoto et al., Mol. 

Pharm., 9, 1962-1970 (2012)）。 

しかしながら、申請者らが開発した方法に
おいても、一般に用いられる非ウイルス性ベ
クターと同様に、遺伝子導入効率に著しい細
胞間差が存在しており、遺伝子導入効率に改
善の余地がある。そこで、遺伝子導入効率改
善に繋がる情報を得るため、非ウイルス性ベ
クターによる遺伝子導入において細胞間差
を生じる機構を明らかにするという着想に
至った。 

 

国内外の研究動向：遺伝子治療の臨床研究で
は、遺伝子導入効率の観点からウイルス性ベ
クターを使用することが多いが、毒性による
死者が出るなど安全性に懸念がある上、抗原
性により頻回投与が困難である。また、ウイ
ルス自体の持つ細胞指向性を改変するのは

容易ではない。一方、安全性の観点および改
変の容易さから、国内外で非ウイルス性ベク
ターの研究が行われているが、遺伝子導入効
率の面でウイルス性ベクターに劣ることが
多い。ハイドロダイナミクス法（大容量の
pDNA 溶液を瞬時に静脈内投与）は簡便で、
かつ遺伝子導入効率が非常に高い。しかしな
がら、遺伝子発現に至る細胞の割合は最も遺
伝子発現の高い細胞である肝細胞で 50%程
度であり、ハイドロダイナミクス法において
も細胞間差が認められる。非ウイルス性ベク
ターの遺伝子導入機構の解析も進んでいる
が、細胞間差を生じる機構に関しては情報に
乏しく、さらなる研究が望まれている。 

 

２．研究の目的 

我々は非ウイルス性ベクターを用いた in 

vivo 遺伝子導入法の開発並びに遺伝子導入機
構の解析を行ってきた。これまでの解析によ
り、in vivo 遺伝子導入において、遺伝子導入
効率に著しい細胞間差が存在することを明
らかにしている。そこで本研究においては、
非ウイルス性ベクターによる遺伝子導入に
おいて細胞間差を生じる機構を解明する。下
記の点に関して焦点を当て解析を行うこと
で、研究期間内に、非ウイルス性ベクターに
よる遺伝子導入における細胞間差を生じる
機構を解明することとした。 

非ウイルス性ベクターはエンドサイトー
シスにより細胞に取り込まれると考えられ
る。また、エンドサイトーシス経路はベクタ
ーにより異なると報告されている。そこで、
まずエンドサイトーシス経路の細胞間差を
解析した。さらに異なる非ウイルス性ベクタ
ーを同時適用した際の遺伝子発現の細胞間
差を解析した。次にエンドサイトーシスと細
胞周期の関連性を、エンドサイトーシス経路
毎に同時解析した。また、蛍光顕微鏡を用い
たライブイメージングにより、遺伝子発現に
至った細胞は元々どのような細胞だったの
かを解析した。最後に、酸化ストレスと遺伝
子発現の細胞間差の関連性を解析した。 

 

３．研究の方法 

試薬： 

遺伝子導入に用いた非ウイルス性ベクタ
ーは、DOTAP/Chol リポソーム、ポリエチレ
ンイミン（PEI）、DOTAP/Chol リポソームと
環状 CR8Cペプチドを組み合わせたものであ
る。 

エンドサイトーシスマーカーとして、蛍光
標識トランスフェリン、蛍光標識コレラトキ
シン B、蛍光標識デキストランを用いた。 

プラスミド DNA としては、緑色蛍光タン
パク質ZsGreen1をコードした pZsGreen1-N1、
赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し た
ptdTomato-C1 を用いた。プラスミド DNA の
蛍光標識では、Label IT nucleic acid labeling キ
ットを用いた。 

細胞周期の検出では、7-AAD を用いた。 



 

 

 

細胞： 

ヒト肝ガン由来細胞株 HepG2 を用いた。 

 

細胞周期の同期： 

ノコダゾール処理により M 期への同調を
行った。S 期への同調は、チミジン/ヒドロキ
シウレア処理により行った。 

 

観察： 

定性的な観察では、蛍光顕微鏡または共焦
点レーザー顕微鏡を用いた。 

定量的な観察では、イメージベースサイト
メーターまたはセルソーターを用いた。 

 

４．研究成果 

2013 度は特に細胞取り込み過程に着目し
解析を行った。非ウイルス性ベクターとして、
カチオン性リポソーム、PEI などが挙げられ
るが、細胞取り込み経路がベクターによって
異なるとの報告がある。また、予備的検討に
より、マウス腹腔内臓器表面の中皮細胞にお
いて、カベオラ介在性エンドサイトーシスが
活発な細胞とマクロピノサイトーシスが活
発な細胞があり、個々の細胞によって活発な
エンドサイトーシス経路が異なる可能性が
示されている。従って、細胞によって活発な
エンドサイトーシスが異なることがエンド
サイトーシスの細胞間差の本質である可能
性が考えられた。そこで、蛍光標識した各種
マーカー物質を用いて、その可能性の検証を
試みた。主にクラスリン介在性エンドサイト
ーシスで取り込まれるトランスフェリン、カ
ベオラ介在性エンドサイトーシスで取り込
まれるコレラトキシン B、マクロピノサイト
ーシスで取り込まれるデキストランを
HepG2 細胞に同時に適用し、共焦点レーザー
顕微鏡で観察したところ、特定のマーカー物
質をよく取り込む細胞が確認された。また、
イメージベースサイトメーターで定量的に
解析したところ、特定のエンドサイトーシス
経路が活発な細胞の割合は５～１０％で、複
数のエンドサイトーシス経路が活発な細胞
と同程度の割合であった。従って、細胞ごと
に活発なエンドサイトーシス経路が異なる
ことが明らかとなり、このことがエンドサイ
トーシスの細胞間差につながっていると推
察された。また、異なる非ウイルス性ベクタ
ーを同時に適用した際の遺伝子発現陽性細
胞を検出したところ、リポプレックスと PEI

ポリプレックス双方の遺伝子を発現する細
胞の割合は、どちらか一方の遺伝子を発現す
る割合と同程度であった。非ウイルス性ベク
ターの種類によりエンドサイトーシス経路
が異なることが知られており、個々の細胞に
よって活発なエンドサイトーシス経路が異
なることで、遺伝子発現の細胞間差に繋がる
可能性が示された。 

2014 年度は、2013 年度と同じ評価系によ
り細胞周期に関して解析を行った。解析にあ

たり、ヒト肝ガン由来細胞株 HepG2 を用い、
薬剤による同調実験を行った。ノコダゾール
で M期に同調させたところ、エンドサイトー
シス活性に大きな変化はみられなかったが、
ヒドロキシウレアで S期に同調させたところ、
トランスフェリンの細胞取り込みが増大す
る傾向がみられた。一方、非ウイルス性ベク
ターが遺伝子発現に至るためには、核に送達
される必要があり、細胞周期に関する解析を
行うにあたり、細胞取り込みと遺伝子発現に
乖離がある可能性が考えられた。そこで、カ
チオン性リポソームに核移行を促進するペ
プチドを添加することで遺伝子導入効率の
増大を試みたところ、HepG2 細胞において遺
伝子発現に至る細胞の割合を平均 3倍程度増
加することができた。 

2015年度は、イメージベースサイトメータ
ーより感度の高いセルソーターを導入し、マ
ルチカラー解析を行った。トランスフェリン、
コレラトキシンBの細胞集積と細胞周期の関
連性を同時に解析したところ、個々の細胞に
よって活発なエンドサイトーシス経路が異
なるというこれまでの解析結果を支持しつ
つ、新たに、細胞周期が G1 期から M 期へと
進むにつれてそれまでエンドサイトーシス
が活発でなかった細胞がトランスフェリン
を良く取り込むようになることを明らかに
できた。本研究で得られた知見は、非ウイル
ス性ベクターの細胞取り込みにおける細胞
間差を理解する一助になるものと考える。 

さらに、非ウイルス性ベクターであるリポ
プレックスを用いて、細胞集積と遺伝子発現
の細胞間差に関する解析を行った。結果、お
およそ 20%近くの細胞はそもそもリポプレ
ックスが移行しておらず、遺伝子発現に至る
ためには細胞集積量に閾値が存在する一方、
閾値以上では細胞集積量と遺伝子発現に相
関がないことを明らかにした。また、蛍光顕
微鏡を用いてライブ観察を行ったところ、初
期においてリポプレックスが細胞の大きさ
に匹敵する非常に大きな凝集体を形成し、そ
れが時間と共に小さくなっていく様子が観
察できた。一方、市販の非ウイルス性ベクタ
ーである Lipofectamine 3000 ではそのような
凝集体が見られなかった。この凝集体の形成
は、主にイオンの存在によるものと考えられ、
実際に PBS とリポプレックスを混合するこ
とで、同様の凝集体が形成されることが明ら
かとなった。いずれにせよ、細胞の大きさに
匹敵するような凝集体がそのまま細胞に取
り込まれるとは考えにくく、製剤の分散状態
が遺伝子発現の細胞間差の一因であると考
えられる。 

一方、in vitro 遺伝子導入効率は細胞周期に
依存性であることが古くから知られている。
また、酸化ストレスは細胞周期を含め、細胞
の状態に大きな影響を与えることが知られ
ている。そこで、遺伝子発現の細胞間差にお
ける酸化ストレスの影響を解析した。細胞集
積量と酸化ストレスレベルに関しては、大き



 

 

な関連性は見られなかったが、遺伝子発現に
至った細胞は、元々酸化ストレスレベルが低
かった細胞であることが明らかとなった。 

以上、本研究では、非ウイルス性ベクター
による遺伝子発現における細胞間差に焦点
を当て、次の成果を得た。 

1. 同種細胞でも細胞毎に活発なエンドサイ
トーシス経路が異なること。 

2. エンドサイトーシス経路毎に細胞周期依
存性が異なること。 

3. 細胞集積量と遺伝子発現は相関せず、エン
ドサイトーシスにおける細胞間差が遺伝子
発現の細胞間差に寄与する率はおおよそ
20%であること。 

4. リポプレックスの分散状態は遺伝子発現
の細胞間差の一因であること。 

5. 遺伝子発現に至る細胞は、酸化ストレスレ
ベルが相対的に低いこと。 

今後は本成果を基に、細胞間差の少ない遺
伝子導入法を開発していく予定である。 
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