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研究成果の概要（和文）：本研究では、組織吸引圧法による肝臓および腎臓での長期遺伝子発現系の構築や病態
時における遺伝子発現の評価をおこなった。長期遺伝子発現系の構築のため、pCpGfree-Luciaをベクターとして
選択したところ、肝臓・腎臓吸引圧法ではそれぞれ2週間に渡る発現が得られた。また、治療戦略構築のため、
遺伝子発現部位を評価した。その結果、腎臓吸引圧法では腎臓の間質領域で、肝臓吸引圧法では主に吸引部位限
局的に臓器上部での発現が観察された。さらに、病態時における影響に関して、四塩化炭素誘発性急性肝炎モデ
ルマウスおよび肝繊維症モデルマウスにおける肝臓での遺伝子発現特性を明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：We previously developed tissue press/suction method as a selective gene 
delivery method. In this study, we developed sustained gene delivery system using the tissue suction
 method and evaluated the efficiency of transgene expression in pathological model mice to develop 
novel gene delivery strategy with tissue suction method or apply to analysis of gene function.
For sustained transgene expression, pCpGfree-Lucia was used and expressed for 2 weeks both in the 
kidney and the liver. We also studied the distribution of transgene expression using tissue clearing
 method to construct treatment strategy. As a result, transgene the kidney suction method delivered 
was observed in interstitial area around blood vessel. In the liver suction method, transgene was 
observed in suctioned site and mainly in a superior part of the liver. In addition, characteristics 
of transgene expression both in carbon tetrachloride induced acute hepatitis model mice and hepatic 
fibrosis model mice were clarified.

研究分野： 医療系薬学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子治療は、難治性疾患に対する新しい

治療法として期待されている。2012 年 11 月
欧州においてアデノ随伴ウイルスをベクタ
ーとした遺伝子治療薬「Glybeta®」が承認さ
れ、本遺伝子治療薬の承認は、我が国におけ
る遺伝子治療薬開発の流れを加速させるも
のと予想される。一方、有効な in-vivo におけ
る標的臓器特異的な遺伝子導入技術は、創薬
基礎研究に大きく貢献する基盤技術である。
したがって、遺伝子デリバリーを目的に、微
粒子、高分子、多機能性キャリアの開発が世
界中で行われている。しかしながら、高い遺
伝子発現のためには、種々の体内・細胞動態
プロセスを克服する必要性から多くの機能
性材料が要求され、複雑なキャリア構造体と
ならざるを得ない。したがって、生物医学領
域や遺伝子治療の応用において、臓器特異的
遺伝子発現を実現するシンプルな in-vivo 遺
伝子導入システムの開発が強く望まれてい
る。 
このような背景のもと申請者らは、組織押

圧と naked プラスミドを利用した臓器特異的
遺伝子導入システムの開発に成功した[1, 2]。
また、不明な点が多い本システムの遺伝子導
入機構解明に取り組み、押圧刺激した組織で
の一過性の遺伝子透過性亢進及び転写因子
活性化がその高い遺伝子発現に寄与するこ
とを明らかにした。さらに、マウス体内埋め
込み式 MEMS デバイスを開発し、体外からの
駆動可能な組織押圧により遺伝子発現を得
ることに成功した[3]。一方、本システムのヒ
トへの展開のため、腹腔内視鏡先端に搭載可
能な組織吸引デバイスを開発し、組織吸引圧
を利用した遺伝子導入法の開発に成功した
（[4]; PCT 出願：PCT/JP2011/062102、米国出
願：13/881, 304, 欧州出願：11835898.5）。こ
のように、組織押圧・吸引圧による臓器特異
的な遺伝子導入システムは、シンプルかつ汎
用的な方法であり、生物医学や遺伝子治療に
おける応用・基礎研究での発展が期待される。 

 
２．研究の目的 
生物医学領域や遺伝子治療の応用におい

て、臓器特異的遺伝子発現を実現するシンプ
ルな in-vivo 遺伝子導入システムの開発が強
く望まれている。これまでの研究実績をもと
に、本研究は組織押圧・吸引法の研究を深化
させ、組織押圧・吸引圧を利用した新規遺伝
子治療法や in-vivo 遺伝子機能解析へと展開
する為の基盤研究をおこなう。本研究では、
特に、組織押圧・吸引圧による遺伝子発現制
御理論、組織吸引圧デバイス製造技術、遺伝
子治療への応用などの視点より展開する。本
研究推進により、遺伝子・核酸治療薬の開発
に新たに機械工学的手法が導入され、腎臓、
肝臓等での遺伝子導入の時空間制御化を可
能とすると共に、合理的かつ迅速に基礎研究
から応用研究へと橋渡しする道も容易に拓
かれることから、学術的な独創性や汎用性に

加えて、社会的意義も極めて大きいものと考
えられる。 

 
３．研究の方法 
申請者らはこれまでに組織押圧・吸引圧を

利用した naked 遺伝子導入法の開発に成功し
た。本研究は組織押圧・吸引法の研究を深化
させ、組織押圧・吸引圧を利用した新規遺伝
子治療法や in-vivo 遺伝子機能解析へと展開
する為の基盤研究を行うことを目的とし、以
下の４点について研究に取り組んだ。(1) 組
織押圧・吸引圧法における遺伝子導入メカニ
ズムを明らかにする。(2) 組織吸引圧法によ
る遺伝子発現レベルの最適化を行う。(3) 組
織押圧・吸引圧法における遺伝子発現の長期
持続化を達成する。(4) 肝臓や腎臓を対象と
した遺伝子治療法の開発を行う。 

 
４．研究成果 
(1) 組織押圧・吸引圧法における遺伝子導入
メカニズム 
 吸引圧を施した腎臓および肝臓では、遺伝
子発現に関与する転写因子の活性化がみら
れた。また、腎臓吸引圧法において、pDNA
の投与タイミングを変化させ、細胞膜透過性
の亢進時間を検討した。その結果、吸引圧法
による細胞膜透過性亢進の持続時間は約 0
～10 秒間であり、そのごく短い期間に pDNA
が細胞内へ移行し、転写因子の結合が関与し
て遺伝子発現を増加させている可能性が示
された。 
また、組織吸引圧法による遺伝子の臓器内

空間分布を明らかにするため、組織透明化を
用いて腎臓および肝臓における遺伝子発現
部位の評価をおこなった。その結果、腎臓吸
引圧法では、腎臓の血管内皮細胞ではなく、
血管周囲の間質領域に対して遺伝子導入さ
れている可能性が示された。さらに、免疫染
色をおこなった結果、主に尿細管周囲繊維芽
細胞、部分的に血管周皮細胞に遺伝子導入さ
れることが明らかとなった。また、肝臓吸引
圧法では、吸引部位に限局した発現がみとめ
られ、主に臓器上部で発現している様子が観
察された。さらに、X-gal 染色を用いて評価
した結果、肝臓吸引圧法における遺伝子発現
部位は肝臓実質細胞であることが示唆され
た。 
 
(2) 組織吸引圧法による遺伝子発現レベル
の最適化 
肝臓への吸引圧法に関して、遺伝子導入に

おける吸引圧を最適化した結果、－5 kPa 以
上の吸引圧により、吸引部位の外側左葉では
対照群（未処置群）と比較して 5.0×103 程度
高い発現がみられた。また、吸引による ALT
値の上昇は観察されなかった。さらに、遺伝
子発現レベルの向上を目指し、組織吸引でき
る面積を 5 倍に増やした吸引デバイスの開発
をおこなった。 
 



(3)・(4) 組織押圧・吸引圧法における遺伝
子発現の長期持続化、肝臓や腎臓を対象とし
た遺伝子治療法の開発 
単一のプラスミドによる発現持続化を目

指すため、pCpGfree-Lucia をベクターとして
選択し、組織吸引圧法による発現期間を評価
した。その結果、腎臓ならびに肝臓において、
それぞれ 2 週間に渡る発現を得ることができ
た。また、病態時における影響に関して、四
塩化炭素誘発性急性肝炎モデルマウスおよ
び肝繊維症モデルマウスでの遺伝子発現特
性を明らかにできた。以上の結果より、hepatic 
growth factor (HGF) の長期発現を目的に
pCpGfree-Luc を用いた pCpGfree-hHGF の構
築をおこなった。 
 
以上、本研究では、組織吸引圧法による組

織内遺伝子発現の空間分布を解明すること
に成功した。また、病態時における影響に関
して、四塩化炭素誘発性急性肝炎モデルマウ
スおよび肝繊維症モデルマウスにおける肝
臓での遺伝子発現特性を明らかにできた。 
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