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研究成果の概要（和文）： 遺伝子導入は、細胞と生体分子の機能を解析、制御する上で必須の

基盤技術である。エプスタイン・バール・ウイルスの EBNA1 遺伝子と oriP 配列を用いると、

人工染色体様の性質が発揮され、哺乳動物細胞への遺伝子導入効率と発現を著明に向上するこ

とが可能である。本研究では、マルチスケール操作により EBNA1/oriP システムの細胞内での

局在、相互作用、複製維持等を解析するとともに、遺伝子発現制御と再生医療等への応用を行

った。 
 
研究成果の概要（英文）： Gene transfection provides a fundamental technology to analyze, 
estimate and manipulate cellular and biomolecular functions. The Epstein-Barr virus (EBV) 
nuclear antigen 1 (EBNA1) gene and oriP sequence offer characteristics of an artificial 
chromosome, drastically improving transduction rate as well as expression level in 
mammalian cells. Using multiscale manipulation technologies, we analyzed intracellular 
localization, interaction, replication and maintenance of EBNA1/oriP in living cells, 
and applied them to regulation of gene expression as well as to regenerative medicine. 
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子導入は，細胞を人為的に改変，操作，

制御するための最も基盤的な技術であるが、

既存の遺伝子導入技術は実際には非常に効
率が悪く，とくに組織細胞に対して自在にか
つ高効率に遺伝的操作を加えることのでき
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る技術は現存しない．その最大の原因は、導
入した遺伝物質の細胞内での安定性、移送、
分配が制御できないという点にある。 

EBV エピゾーマル・ベクターは宿主細胞内
で自律的に増殖・維持されるという人工染色
体様の機能を有しており、細胞を人為的に改
変、操作、制御する為の基盤的技術となりえ
るのみならず、再生医療などの細胞治療や遺
伝子治療に有効な手段となりえる。しかしな
がら、標的細胞に対する選択法、高効率な遺
伝子操作法、さらに高精度な遺伝子制御法の
開発など、実用化するためにはまだ超えなけ
ればならない問題があることも事実である。
これらの問題を克服する為には、第一に導入
遺伝物質の細胞内での移送、安定性、分配な
ど遺伝子発現に関わる素機能の詳細を明ら
かにする必要があり、さらにその情報を基に
した EBVエピゾーマル・ベクターの改良を行
う必要があると考えられた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、自律的な人工染色体様の機能
を有する EBVエピゾーマル・ベクターを用い
て細胞内での挙動を微小レベルで究明する
とともに、マイクロ・ナノマニピュレーショ
ンによる新しい組織の遺伝的改変技術を確
立し、ならびにエピゾーマル・ベクターの飛
躍的な改良を試みる。EBV エピゾーマル・ベ
クターの細胞内での移送，保持，分配のメカ
ニズムを微小レベルで解明するとともに，細
胞内での遺伝情報の送達，発現，維持の効率
がさらに飛躍的に向上した次世代の遺伝子
送達技術を開発し、システム細胞工学に資す
る。またこの系を応用すれば、生体内での
種々遺伝子の機能解析を高効率に行えると
考えられ、その成果は疾患に対する遺伝子治
療や免疫療法等にも応用できるものと期待
させる。本研究の成果は、細胞工学的応用の
みならず、再生医療などの細胞治療や遺伝子
治療に新機軸を打ち立てるものと考えられ
る。 

 
３．研究の方法 
EBVエピゾーマル・ベクターの構築と構築と
改変、細胞内局在の解析と発現解析等は、遺
伝子工学的手法に種々の改変を加えて行っ
た。DNAの高次構造変換は京大の吉川教授ら
の方法にて、on substrate cell lysis法は
京大の吉村博士らの方法で、それぞれ共同研
究として行った。Electroporationは、東大
の鷲津教授らとの共同研究で行った。またナ
ノゲルへの封入は東京医科歯科大学の秋吉
教授らと、また筋細胞の微小収縮力測定は東
京農工大学の森島教授らとの共同研究で、そ
れぞれの手法にて行った。幹細胞の培養とキ
ャラクタリゼーションは、通常の発生工学的
技術で施行した。 

 
４．研究成果 
まず、EBV エピゾーマル・ベクターの各エ

レメントを別個に有する種々のベクターを
構築し、それらを様々な細胞に共導入するこ
とにより、種々のエレメントの機能を計測す
るとともに、遺伝子導入における制約条件を
見出す研究を行った。導入には電気穿孔法、
カチオニックポリマー等を用い、解析はフロ
ーサイトメトリー等にて行なった。その結果、
EBV エピゾーマル・ベクターの非常な高効率
導入・高発現は、EBNA1が transに、DSと FR
が cisに働ける条件でのみ得られること、DS
と FRはその両者が必要であることが示され、
さらに DSと FRの間にも未知の機能領域が存
在する可能性が示唆された。高効率導入・高
発現にはエピゾーマル・ベクターの核内への
移行と転写亢進活性が寄与するが、DNA 複製
は関与しないことが分かった。さらに、細胞
と導入法、アッセイ法の組み合わせによって
は、ほぼ 100%の細胞が導入遺伝子をきわめて
強力に発現した。この実験事実は、非ウイル
ス的遺伝子導入が、実際には条件さえ整えば
細胞外から細胞内への DNA移送を非常に効率
よく達成しており、それが遺伝子発現に結び
つかないのは核内移送が制約条件になって
いることを意味しているが、これは既存の遺
伝子導入技術の常識を超える新しい事実で
ある。したがって、遺伝子導入の効率を決定
する最大の要因は、細胞内微小画分における
DNA の挙動と安定性であるという、研究代表
者らの仮説を強く支持する結果であるとと
もに、従来の遺伝子導入ベクター開発の方法
論と計測手法にも一石を投じる知見が得ら
れた。 
次に、EBV エピゾーマル・ベクター導入細

胞内における EBNA1 たんぱくと oriP の素機
能、とくに DNAの核内移動、核内保持、複製
の、導入発現効率に対する貢献度を検証する
ともに、細胞外から細胞内への DNA輸送効率
を検定した。その結果、遺伝子導入・発現に
おける、EBNA1/oriP依存性の核内輸送、核内
保持の重要性が示された。その一方で細胞外
から細胞内への DNA輸送効率については、EBV
エレメントの有無にかかわらず、電気穿孔法
やカチオニックリピッドによる方法におい
て、非常に高い効率が達成されており、細胞
内の DNAの挙動が遺伝子発現に主要な影響を
与える事実が裏付けられた（Kishida et al., 
J. Biotechnol.）。一方で、蛍光色素でラベ
ルした EBVエピゾーマル・ベクターとカチオ
ニックリピッドを細胞に培養後、細胞内局在
を解析する研究を行った。EBNA1 は通常、核
内に存在するが、実際にはその多くはクロマ
チンに結合しており、一部は核マトリックス
にアソシエートしていることが分かった。と
ころがすくなくとも一部の EBNA1 は、核膜、
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そして細胞質にも分布していること、実際カ
チオニックリピッドにて導入した直後の
oriP-DNAは、主として細胞質で EBNA1とイン
タラクト後、核内に輸送されることが示唆さ
れた。この EBNA1 の特異な動態が、EBV エピ
ゾーマル・ベクターのさまざまな機能の発現
を発揮する鍵を握るものと考え、EBNA1 と結
合するホスト因子の同定によりその分子的
基盤の解明につなげた。 
EBV エピゾーマル・ベクターの細胞内移行

の効率に、DNA の高次構造が与える影響を検
証する目的で、A01 班・京大・吉川教授との
共同研究で、EBV エピゾーマル・ベクターの
高次構造変換を行い、電気穿孔法による細胞
内導入を行った。その結果、DNA のコンパク
ションにより、細胞内への移送と遺伝子発現
は明らかに増加した。この知見は、さらなる
高効率遺伝子送達技術の開発に繋がるもの
と思われた。 

一方で、EBV エピゾーマル・ベクターの細
胞内移送と安定化の解析については、A01
班・京大・吉村博士との共同研究で、on 
substrate cell lysis法と共焦点レーザー顕
微鏡を組み合わせた解析を行なった。その結
果、EBVエピゾーマル・ベクターを HeLaS3細
胞に導入した際、oriPと EBNA1が、核内のヘ
テロクロマチン領域に共局在すること、また
染色体に対する EBNA1の結合親和力は、oriP
の共存によって高まることなどが認められ
た。この結果は、EBV エピゾーマル・ベクタ
ーが娘細胞へ確実に分配され、宿主細胞内で
安定的に維持される為の重要な機構である
と考えられた。また、on substrate cell lysis
法と共焦点レーザー顕微鏡を組み合わせた
解析を、導入後長期間維持、発現に応用して
解析する研究に発展させた。このとき、EBNA1
のプロモーターを種々改変を加えることに
より、長期間維持、発現において EBNA1の発
現量は極めて微量でも十分に機能しうるこ
とを見出したので、このことは、EBV エピゾ
ーマル・ベクターの再生医療や遺伝子治療へ
の応用の際にも利点となると考えられる。 

遺伝子の機能解析とその応用に関しては、
EBV エピゾーマル・ベクターによる生体内導
入発現技術により、IL-27、IL-28、IL-33 等
の機能解析を行なった。また、A01 班・東京
医科歯科大・秋吉教授との共同研究で、ナノ
DDS にこれらサイトカインを封入し生体内徐
放と機能解析を行った。その結果、たとえば
IL-27 が NK 細胞を活性化する等、新たな作
用が多数見出された。これらは、新しい癌の
免疫療法の開発に繋がる可能性がある。 
再生医療を目的としたプライマリー細胞

の遺伝的改変技術の樹立も試みた。ヒトプラ
イマリー細胞は、とりわけ遺伝子導入が困難
で、また遺伝子導入により障害を受けやすい
が、EBVエピゾーマル・ベクターを用いた種々

プライマリー細胞への遺伝子導入を、MEMSを
応用した手法等にて行った。その結果、ヒト
正常二倍体線維芽細胞、ケラチノサイト等の
プライマリー細胞への導入について、細胞へ
の毒性が低い遺伝的改変技術の確立につな
がる結果を得た。 

他方、遺伝子発現制御に関しては、A03班・
東京農工大・森島教授との共同研究で、骨格
筋における遺伝子発現制御を生体組織アク
チュエーターに応用する研究を行い、とくに
ある種のサイトカインの in vivo抑制による
病態制御を、骨格筋、関節滑膜等を対象臓器
として行った。 
これらの結果は、生体機能の構築・模写、

細胞、臓器の自在な遺伝改変技術の確立、生
体分子素機能の解析につながり、システム細
胞工学に大きく貢献するものと考えられる。 
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