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研究成果の概要： 

マグネトリポフェクションにより in vitro で培養網膜色素上皮（RPE）シートの任意の場所へ

の選択的遺伝子導入が可能であり、導入効率は lipofectamin2000 を使用した場合と同等であっ

た。また、lipofectamin2000 の場合と異なり、この手法は細胞増殖に悪影響を与えなかった。

さらに本法により重力方向ばかりでなく、横方向への選択的遺伝子導入も可能であり、in vivo

においても RPE への遺伝子導入が可能であった。 
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１．研究開始当初の背景 

これまで遺伝子導入の手法としてはウイル
スをベクターとして用いるもの、用いないも
のなど多くの方法が開発されている。しかし
ながら、網膜色素上皮（RPE）の狭い限局し
た特定の領域のみに選択的に遺伝子を導入
することはできなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は磁性微粒子を用いて RPE の

任意の場所に選択的に遺伝子を導入するこ

とである。 

３．研究の方法 

 

磁性微粒子と GFP 遺伝子を持つプラスミド

を内包するリポソームを作製した。ヒト RPE
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由来の培養細胞である ARPE-19 をコンフル

エントまで培養し、培養液に上記リポソーム

を混和し、培養皿の裏面に磁石を 5 分あるい

は 30 分間設置して遺伝子導入をおこなった

（マグネトリポフェクション）。またフラス

コでコンフルエントまで RPE を培養したの

ちにフラスコを立て、横方向への遺伝子導入

を行なった（図 1）。lipofectamin2000 によ

り遺伝子導入したものを対照とした。遺伝子

導入 48 時間後に蛍光顕微鏡にて単位面積当

たりの GFP 陽性細胞数を計測した。 

 

図１ 培養 RPE への遺伝子導入 

（A）垂直方向への選択的遺伝子導入 

（B）水平方向への選択的遺伝子導入 

 

白色マウス網膜下にリポソーム混和液を注

入し、結膜上に５分間磁石を設置した。４８

時間後に眼球を摘出し、フラットマウントを

蛍光顕微鏡下に観察した。 

 

４．研究成果 
 

マグネトリポフェクションにより磁石を設

置した部分に多くの GFP 陽性細胞がみられ

たが、磁石の設置していない部分にはほとん

ど遺伝子の発現を認めなかった。磁石を設置

した部分における GFP 陽性細胞数は

lipofectamin2000 を使用した場合と比べて

同等であった（図 2）。RPE シートを垂直に

した場合においてもマグネトフェクション

により横方向への遺伝子導入が可能であっ

たが、lipofectamin2000 を使用した場合には

ほとんどGFP陽性細胞がみられなかった（図

3）。マグネトリポフェクションによって細胞

増殖が妨げられるということはなかった（図

4）。in vivo においても RPE への遺伝子導入

が可能であった（図 5）。 

 

 

図２ 垂直方向での GFP 陽性細胞数 

 

 

図３ 水平方向での GFP 陽性細胞数 

  

 

図４ 生細胞数の変化 

 

 

図 5 in vivo での遺伝導入 
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