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研究成果の概要（和文）：　本研究では、ハイドロダイナミクス遺伝子導入法とpiggyBacトランスポゾン系を内包した
Cre-loxP系に基づく遺伝子発現切り替えシステムを用いてマウス肝臓特異的に外来の目的遺伝子を持続発現させること
で達成できる、マウス生体肝臓における簡便で新たな遺伝子操作法の開発を試みた。この方法を用いて肝障害モデルマ
ウスを作製し、肝細胞増殖因子を担持させた独自のバイオマテリアルの投与によってこのマウスを回復させられるかど
うか調べた。以上の結果、マウス生体肝臓における簡便で新たな遺伝子操作法の可能性を示すことができた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we attempted to develop easy and novel technique for gene-based 
manipulation in murine liver that is achieved by hydrodynamics-based gene delivery system and 
Cre-loxP-mediated gene switching system containing piggyBac transposon system to continuously express 
gene of interest. With this technique, we demonstrated to create liver disease model mouse and 
investigate whether the mouse is recovered by administration of our original hepatocyte growth 
factor-loaded biomaterial. In conclusion, we succeeded to show possibility of the easy and novel 
technique for gene-based manipulation in murine liver.

研究分野： 生体内遺伝子導入

キーワード： 生体内遺伝子導入　遺伝子持続発現　非ウイルスベクター　遺伝子発現切り替え　バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は重要な臓器であり、様々な方面から

精力的に研究が行われている。肝臓への遺伝
子導入を考えた時、トランスジェニック（Tg）
動物の作製手法を用いれば目的遺伝子（gene 
of interest; GOI）を厳密に肝臓で持続発現
させられるが、Tg 動物の作製には熟練した技
術と時間が必要である。そこで、静脈を介し
たベクターDNA の投与による遺伝子導入手法
が多用されている。安全面の問題から非ウイ
ルスベクター（プラスミド DNA; pDNA）が良
く用いられているが、方法が簡便である反面、
遺伝子導入効率の低さ、導入遺伝子の発現の
弱さと発現持続期間の短さが大きな課題と
されてきた。 
1999 年、裸の DNA を大量の緩衝液と共に血

中に投じるハイドロダイナミクス遺伝子導
入法（Hydrodynamics-based gene delivery 
system; HGD）が報告された。これにより、
肝臓への遺伝子導入効率は著しく向上した。
しかし、導入された遺伝子の発現期間は一過
的で、全身投与故に肝臓以外でも発現した。
そこで、インテグラーゼやトランスポザーゼ
をHGDに併用した導入遺伝子の持続発現の試
みが、我々を含む幾つかのグループから報告
された。それでもなお、肝臓特異的な遺伝子
持続発現システムは開発の途上にあった。 
したがって、簡便な HGD によって導入され

た外来遺伝子を肝臓に限定して持続発現さ
せることが出来たならば、その手法は極めて
有用なものになるであろうと考えられた。そ
して、その簡便な方法は、肝臓における遺伝
子操作を基軸とする研究に大きなインパク
トを与えるものと期待できた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、静脈経由で非ウイルスベ

クターを導入する従来のHGDのアプローチを
取りながら、GOI をマウス肝臓特異的に持続
発現させ、且つその遺伝子発現切り替え
（gene switching）を可能とする、簡便で新
たな生体内遺伝子操作法を開発しその応用
事例を示すことである。肝臓特異的に GOI を
gene switching させるシステムの根幹には、
我々がこれまでに報告した Cre-loxP 系を用
いた活性の低い組織特異的プロモーターか
らGOIを強発現させることの出来るシステム
（enhanced tissue-specific GOI expression 
system; ETSGE）を利用した。これに piggyBac
トランポゾン系（piggyBac 系）を組み合わせ
ることで肝臓特異的な遺伝子持続発現が達
成できると考えられた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）HGD による肝臓特異的な導入遺伝子持
続発現系の構築 
まず、HGD によるマウス肝臓への遺伝子導

入条件を検討した。我々は既にポリエチレン

イミン（PEI）系試薬の併用が HGD の効率向
上につながることを報告しており（Nakamura 
S et al., Biomed Res Int., 2013. doi: 
10.1155/2013/928790.）、また、ICR マウスの
肝臓における内側右葉の導入遺伝子の発現
傾向が高いという検討結果を得ていた。しか
し、PEI 系試薬による導入遺伝子の調製は繁
雑であったため、簡便性を求めた検討を行っ
た。具体的には、TransIT-EE Hydrodynamic 
Delivery Solution（TransIT-EE）（タカラバ
イオ）を使用して、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緑
色 蛍 光 （ enhanced green fluorescent 
protein; EGFP ） 遺 伝 子 と 発 光 遺 伝 子
（luciferase; luc）が IRES 配列を介して同
時に発現する pDNA（pCEIL）を、HGD により
数系統のマウス（ICR, Balb/cA, B6C3F1, 
C57BL/6N）へ遺伝子導入した。導入翌日に犠
牲死させて肝臓を採材し、EGFP 蛍光による定
性的解析とluc活性による定量的解析を行い、
導入遺伝子の発現について評価した。 
次に、EGFP を有する piggyBac トランポゾ

ン（CAG プロモーター制御下で EGFP が発現す
る配列を挟み込む形で piggyBac terminal 
repeat が配置されている pDNA； pT-EGFP）
と、肝臓特異的に piggyBac トランスポザー
ゼを発現する pDNA（プレアルブミンプロモー
ターの制御下で piggyBac トランポザーゼが
発現する pDNA； pTR/Trans）を構築した。両
者が共導入された肝細胞は、ゲノム遺伝子内
に EGFP が挿入されて持続的に EGFP 蛍光が観
察されるようになるものと考えられた。そこ
で、マウス胎仔線維芽細胞（NIH3T3 細胞）と
ヒト肝癌由来細胞（HepG2 細胞）に対して
FuGENE HD（プロメガ）を使用して共導入し、
30 日間にわたって観察した。両ベクターの使
用量比（1:0.4）は、メーカーのプロトコー
ル を 参 考 に し た （ Transposagen 
Biopharmaceuticals, Inc.）。続いて HGD に
より ICRマウスへ pT-EGFP と pTR/Trans を共
導入し、導入 30、60、90 日目にマウスを犠
牲死させて主要臓器（脳、心臓、肺、肝臓、
腎臓、膵臓、脾臓、小腸、腹筋）を採材して
EGFP 蛍光を観察し、肝ゲノム挿入に基づくマ
ウス肝臓特異的なGOIの持続発現の可能性を
調べた。 
 

（２）肝臓での持続的 gene switching を用
いた肝障害モデルマウスの作製 
本実験では疾患誘発遺伝子として、ペプチ

ド伸長因子を失活させて細胞を死滅させる
ジフテリア毒素 A 鎖 (diphtheria toxin 
A-chain; DT-A) をコードした piggyBac 系の
pDNA（pT-CETD）を使用した。この pDNA は loxP
配列を内包しており、通常は CAG プロモータ
ーの制御下で EGFP が発現しているが、Cre 酵
素による loxP配列の組換えによって EGFP が
切り出されて DT-A が発現する。そして、こ
の配列を挟み込む形で piggyBac terminal 
repeat が配置されている。したがって、



pT-CETDはpTR/Transと共にHGDによってICR
マウスへ共導入されることで、マウス肝細胞
ゲノムへ特異的に挿入されて EGFP を持続発
現するようになり、その後、任意のタイミン
グで導入されたCre酵素発現ベクターの影響
によって DT-A 遺伝子を発現して肝細胞を死
滅させる（gene switching）。そして、当該
マウスは肝障害を呈するものと考えられた。 
まず、pT-CETD の動作確認を NIH3T3 細胞と

HepG2 細胞を使用して実施した。遺伝子導入
は前項（１）と同様に行い、共導入 30 日目
に今度は CAGプロモーターの制御下で Cre酵
素を発現する pDNA（pCAG/Cre）を導入して細
胞を光顕観察により評価した。 
続いて、pT-CETD（10μg） と pTR/Trans

（4μg）を HGD によって ICR マウスへ導入し
た。共導入後 30、60、90 日目のマウスに対
し pCAG/Cre を HGD によって導入して gene 
switchingによるDT-A遺伝子の発現誘導を行
った。我々のこれまでの基礎検討（若手研究
（B）課題番号：22780274）に基づいて gene 
switchingによるDT-A遺伝子の発現誘導後の
観察期間は 21 日目までとし、発現誘導後 3、
7、10、14、17、21 日目に生化学検査（AST、
ALT）を行った。最終検査終了後のマウスを
犠牲死させて肝臓の病理標本を作製し、光顕
観察による評価を行った。 
 
（３）独自のバイオマテリアル LHPPs による
肝障害治療システムの検討 
独 自 の バ イ オ マ テ リ ア ル

（low-molecular-weight heparin/protamine 
particles; LHPPs ） が 肝 細 胞 増 殖 因 子
（hepatocyte growth factor; HGF）の生理
活性を保護するデリバリーキャリアとして
使用出来ることは既にわかっていた。また、
HGF が肝再生に寄与することは周知のことで
ある。そこで、前項（２）で作製した肝障害
モデルマウスに対し、HGFを担持させたLHPPs
を点滴投与した。HGF の使用量は、これまで
の我々の増殖因子を用いた再生医療研究の
実験結果を基に 10 μgとし、これを LHPPs 10 
mg を含んだ 1 mL の生理的食塩水（大塚製薬）
に加えた溶液をおよそ10分かけて投与した。
点滴投与後 3、7、14、21、28 日目に生化学
検査（AST、ALT）を行い、最終検査終了後に
犠牲死させて肝臓の病理標本を作製して病
理像を調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）HGD による肝臓特異的な導入遺伝子持
続発現系の構築 
 TransIT-EE を用いた HGD と既に報告した
PEI 系試薬を用いた HGD は、何れも PBS を用
いる通常のHGDよりも高い遺伝子発現効果を
示した（図１）。TransIT-EE 使用時と PEI 使
用時における遺伝子発現率には有意差はみ
られなかったものの、TransIT-EE 使用時の
方が総じて高い傾向があった。 

 

 
 
TransIT-EEを用いたHGDにおけるGOI発現

のマウス系統間の差、肝臓のローブ（葉）間
の差について検討したところ、ICR マウスに
おける内側右葉で高い遺伝子発現を確認し
た（図２）。そこで以後は、HGD に TransIT-EE
を用いることとし、ICR マウスの内側右葉を
実験対象として使用した。 
 

 
 
 
次に、pT-EGFP と pTR/Trans を用いて肝細

胞特異的な導入遺伝子の持続発現を調べた
結果、EGFP 蛍光は HepG2 細胞でのみ導入後
30 日目でも確認する事が出来た。そして、HGD
によって ICR マウスへ導入した結果、導入 90
日目でも肝臓に限局された EGFP 蛍光を確認
することができた。piggyBac 系を使用しない
場合は導入遺伝子の発現は一過的なもので
あり、30 日目には確認出来なかった。以上の
結果、導入した GOI の発現期間の大幅な延長
が達成されたと考えられた。 
 
（２）肝臓での持続的 gene switching を用
いた肝障害モデルマウスの作製 
pT-CETD と pTR/Transを培養細胞に共導入

した結果、HepG2 細胞でのみ EGFP 蛍光が確認
出来た。そして、pCAG/Cre を導入した結果、
細胞は死滅した。即ち、gene switching が作
動することが確認出来た。この時、EGFP 蛍光
が観察されたままの HepG2 細胞も存在した。
次に、HGD によって ICR マウスへ導入した結
果、導入後 90 日目においても EGFP 蛍光は確
認出来た。その割合は導入後 30 日目＞60 日
目＞90 日目の順であった。そして、pCAG/Cre
を導入した結果、 HGD 後 30 日目のマウスは
AST 値及び ALT 値の異常（上昇）が確認でき
た。病理標本からは、肝細胞死滅に起因する

図 1： HGD による遺伝子発現の違い 

図 2： HGD によるマウス系統と肝臓ロー
ブの違いによる遺伝子発現の差 



と思われる肝臓の線維化所見が一部で観察
できた。一方、HGD 後 60 日目のマウスでは、
生化学検査値の異常傾向は低くなり、病理標
本でも特徴的な異常所見はほぼ皆無であっ
た。さらに、HGD 後 90 日目のマウスでは、
生化学検査値の異常と病理標本像における
異常はほぼ観察出来なかった。 
 
（３）独自のバイオマテリアル LHPPs による
肝障害治療システムの検討 
本実験では、前項（２）の肝障害モデルマ

ウスのうち HGD 後 30 日目のマウスを使用し
た。このマウスに対し、HGF/LHPPs 複合体を
投与したところ、点滴投与しない場合と比べ
て AST 値及び ALT 値の異常（上昇）傾向が総
じて小さくなった。しかし、病理標本像では
線維化を含む異常所見が観察された。 
 
（４）まとめ 
本研究の成果は、①HGD で導入した GOI の

遺伝子発現期間を大幅に延長させ、②gene 
switching システムによってマウス生体肝臓
特異的に遺伝子操作が行えたという事に集
約される。その一方で、幾つかの課題も生じ
た。 
例えば、gene switching による肝障害モデ

ルマウスの作製実験では、HGD 後 90 日目では
その効果が得にくいことが示された。これは、
gene switchingの効果がゲノム挿入後の時期
により異なることを示している。その理由は、
おそらくタンパク質の発現量に起因してい
ると考えられたが、本実験ではタンパク質の
定量実験までは行えておらず、今後その詳細
を解明したい。 
トランスポゾン系ではトランポザーゼの

過剰使用がその効率を低下させる現象が知
られている（overproduction inhibition）。
piggyBac 系では、細胞の種類に依存した形で
の当該現象の出現が示唆されており、本実験
系でも、今後この点を調べる必要がある。 
独自のバイオマテリアルLHPPsによる肝障

害治療システムの検討では、有意な治療効果
が確認出来なかった。その原因は、血中投与
による薬剤（本実験では HGF）の失活、投与
量の不足、in vitro 系では確認出来ていた
LHPPs の肝指向性が生体内では弱かったなど
の理由が考えられる。生化学検査値の改善は
みられたことから、本戦略が間違っていると
も言えず、今後の課題として引き続き検討し
たい。 
本研究の成果は、HGD によって、遺伝子を

基軸とする肝臓の in vivoマニュピレーショ
ンシステムが構築出来得ることを示唆して
いる。今回生じた課題の検討や生体肝臓への
遺伝子導入系の高効率化を図るなどして、本
成果を非ウイルスベクターによる肝再生研
究の基盤技術へと繋げて行きたい。 
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