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プラスミド DNAIカチオン性リポソーム複合体の物理化学的

性質と遺伝子発現効率の関連に関する研究
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総論の部

緒言

近年、ヒトゲノムの全塩基配列を解読しようとするヒトゲノム計画の進行や遺伝子工学の発展

に伴い、多くの疾患の原因が遺伝子レベルで明らかになりつつある。そこでその疾患に対して治

療上有効なタンパク質をコードしている遺伝子を導入することで治療しようとする試みが欧米を

中心に行われており、本アブローチは先天性遺伝子欠損のみならず癌など様々な難治性疾患に対

する有効な治療方法として期待されている。現在、体外に細胞を取り出し遺伝子を導入した後、

再び体内に戻す exvivo法が臨床応用において汎用されているが、患者の負担や適応疾患などを考

えると遺伝子を通常の医薬品のように直接体内に導入する的 vivo法の確立が期待されている。 in

vivo遺伝子導入においては抗原性や安全性に問題を抱えるウイルスベクターに代わって、抗原性

が低く調製の容易なプラスミド DNAを基本とする非ウイルスベクターが大いに期待されている。

その遺伝子導入においてはプラスミド DNAが薬物であり遺伝子発現が薬理効果と考えられ、発現

効率の向上および最適化を実現するためには、治療の最適化を目的として薬物動態の精密制御を

図る技術であるドラッグデリバリーシステム (DDS)は必要不可欠な技術であり、医薬品として

取り扱われる遺伝子に対する新しい DDS技術の開発が有効な治療実現の鍵を握っていると思われ

る。しかしながら非ウイルスベクターを用いた遺伝子導入においては、標的細胞到達以前に起こ

る生体成分との相互作用や、細胞に内在化後の細胞内動態など従来の DDS製剤以上に考慮しなけ

ればいけない点が多いにもかかわらず、現在のところ新規キャリアーの開発や最終的な遺伝子発

現効率にのみ焦点が当てられる場合が多く、ベクター自身の物理化学的性質や構造、およびそれ

らと遺伝子導入における各過程、さらには最終的な遺伝子発現効率との関連に関して総合的に議

論されていないのが現状である。

そこで著者は最も注目されている遺伝子キャリアーの一つであるカチオン性リボソームを選択

し、プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質や構造を明らかにするととも

に、各種培養細胞を用いてそれらによって規定されると考えられる細胞内取り込み、細胞内動態

および遺伝子発現効率とこれらの相関について明らかにした。次に静脈内投与による初 vivo遺伝

子導入について、複合体の物理化学的性質と生体成分との相互作用、体内動態や各臓器での遺伝

子発現効率との関連に関する情報を得た。さらにこれらの情報に基づき遺伝子発現とその生物学

的効果との関係を調べる目的で、インターフエロン (IFN)遺伝子を転移性肺癌モデルマウスに導

入することで初 vivo遺伝子治療の可能性を示した。

以下、これらの結果について三章にわたり論述する。
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第 I章プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質と zn

vitroにおける細胞内動態と遺伝子発現効率の関連

プラスミド DNA(pDNA)を基本とした非ウイルスベクターは、抗原性の低さや調製の簡便さな

どからウイルスベクターに代わる遺伝子ベクターとして期待されている (1-4)。非ウイルスベクタ

ーの中でも pDNNカチオン性リボソーム復合体はその遺伝子発現効率の高さより最も注目されて

いるベクターの一つであり、既にいくつかの臨床応用が行われている (5・12)。

pDNNカチオン性リボソーム複合体による遺伝子導入においては複合体形成に始まり生体成分

との相互作用、細胞表面ーへの吸着、細胞内取り込み、核への DNAの輸送など様々なプロセスを経

て遺伝子発現に至ると考えられている (Fig.1)が、 DNAは通常の医薬品と異なり、それが薬理効

果を示すためには最終的に核まで到達する必要があるため、その細胞内動態も非常に重要であると

思われる。しかし多くの検討では最終的な遺伝子発現効率のみに注目が集まり、複合体の物理化学

的性質や構造、およびそれらと各プロセスとの関連についてはほとんど検討されていないのが現状

である。

また複合体は pDNA.1-.のリン酸基に存在する負電荷とカチオン性脂質上に存在する正電荷との

静電的相互作用により形成される。複合体の調製においては、目的のタンパク質をコードする遺伝

子をドライブするプロモーターやカチオン性リボソームの脂質組成など考慮しなければいけない

様々な要因が考えられるが (13・15)、なかでも pDNAとカチオン性リボソームの混合比(電荷比)

は遺伝子発現効率を決める最も大きな要因の一つである (16-18)。これまでに異なる電荷比で調製

I Emboliza低価 | 

守
〉
団

Fig. 1 Processes and barriers in cationic liposome-mediated gene transfer. 
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された複合体の物理化学的性質やそれらによる培養細胞での遺伝子発現効率に関してはそれぞれ

いくつか報告があるものの (19・24)、それら物理化学的性質と遺伝子発現効率の関連に関する総合

的な議論はほとんどない。

そこで、本章では複合体の物理化学的性質と複合体が標的細胞に到達した後の遺伝子導入プロセ

スおよび遺伝子発現効率の関連について明らかにするため、異なる電荷比で調製した複合体の物理

化学的性質および構造の評価とともに、複合体が直接標的細胞に結合できる的 vitro培養細胞系を

用いて各種培養細胞における遺伝子発現効率や細胞内取り込み、細胞内動態について検討した (25)。

CMV 
Luc cDNA 

pCMV・Luc

7.1Kb.p. 

ColEl 

Fig. 2 Structu問。fplas皿idDNA vector (pCMV・Luc). Under the control of the 
human cytomegalovirus promoter， pCMV-Luc contains the firef1y luciferase. 

N-[l仏 3-dioleyloxy)propyl]叫 n，n-trimethylammonium chloride (DOTMA) 

Dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE) 

+Nい今
。

Fig.3 Cbemical structure oflipids for gene transfer. 

1 -1 プラスミド DNNカチオン性リポソーム複合体の物理化学的性質および構造

pDNNカチオン性リボソーム複合体は、負電荷を持つ細胞膜に静電的に結合しエンドサイトーシ

スにより細胞内に取り込まれると考えられている (26，27)。よって複合体は正の表面電荷を持つこ

とによって細胞表面への吸着が増加すると思われる。また粒子径は微粒子の細胞内取り込みに影響

を与える大きな要因である (28)とともに、粒子径によって細胞内動態が異なる (29)ことから、
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複合体の粒子径およひ、表面電荷はエンドサイトーシスによる複合体の細胞内取り込み及び細胞内

動態を規定する要因であると考えられる。そこで本節では最終的な遺伝子発現に至る各プロセスに

影響を及ぼすと考えられる複合体の粒子径や表面電荷、およびその構造について検討した。検討に

はモデル pDNAとして、ホタル・ルシフエラーゼ (Luc)をコードし、遺伝子導入時に強い転写活

性を促すサイトメガロウイルス (CMV)プロモーターによってドライブされる pαifV-Luc(約 7100

b.p.)を用いた (Fig.2)。カチオン性リボソームとしては既に培養細胞において高い遺伝子発現を

示すことが知られているLipofcctin'⑧と同じ組成であるカチオン性脂質 DOTMAと中性脂質 DOPE

をモル比 1:1で混合し調製した DOTMNDOPEリボソームを用いた (Fig.3)。

1 -a 異なる電荷比からなる複合体の粒子径およびゼータ電位

まず DOTMNDOPEリボソーム単独の粒子径およびゼータ電位はそれぞれ 100nm、+47mVであ

った。複合体の粒子径は電荷比により大きく変化し (Fig.4A)、電荷比+0.22(+/ー)においては約

120 nmであったが、電荷比の上昇に伴い電荷の中和に伴うと思われる粒子径の増大が観察され、電

荷比+1.12では厳大柄 1000nmを示した。それ以上の電荷比では粒子径は減少し、 +2.24においては

約200nmと減少した。一方、表面電街の指標であるゼータ電位においても、+0.22においては-55mV

とDNAに由来する大きな負電荷を示したが、電荷比の増加に伴い上昇し+1.12では+25mVと負か

ら正へと転じた (Fig.4B)。さらに電荷比+1.67以上においては、カチオン性リボソーム単独とほぼ

同じ値を示した (+45mV)。

1200 60 

戸、、 1000
〉〆圃‘、

40 

E E 
20 

ε800 -・eーs・、圃. .ロ回.
‘ω a・he 600 

a‘ω 0 ・司e・E -20 
e司 4α} -問

伺。
N -ω ... 

ー40

200 -60 

() -80 
o 0.5 1 1.5 2 2.5 。0.5 1.5 ヲ 2.5 

Charge Ratio ( +/ー) Charge Ratio ( +/ー)

Fig. 4 Tbe particle size and zeta potential or tbe plasmid DNA-DOTMNDOPE liposome 
co皿plexes. (A) particlc size， (B) zeta potential. Plasmid DNA was mixed with DOTMNDOPE 
liposomc at various charge ratios in 150 mM NaCI. The particle size and zeta potential were 
plotted as a function of the charge ratio. 
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Fig.5 Atomic晶rcemicroscopic images of the plasmid DNA-DOTMA/DOPE liposome 
complexes at various charge ratios. Plasmid DNA was mixed with DOTMNDOPE liposome at 

various cha屯eratios. (A) and (B) the complexes at +0.11 (+/ー)， (C) and (0) +0.56， (E) and σ) 
+1.12， (G) and (H) +2.24， (1) and (J) +22.4. Size of all panels is 1 x 11-lm. The panels shown are 

typical of the results of multiple evaluations. 

.5. 



l-b 原子間力顕微鏡 (Atomicforce microscopy)による複合体の構造の観察

次に原子間力顕微鏡 (AFM)を用いて種々の電荷比で、調製した複合体の構造を観察した (Fig.5)。

まず電荷比+0.11においては pDNA単独とほとんど変わらず、 DNA鎖の拡がった構造が観察された

(Fig. 5A-B)。しかし電荷比+0.56、+1.12においては、カチオン性リボソームによって pDNAが凝

縮し複合体としての大きさも減少した (Fig.5C-F)。しかし一方で電荷比+1.12ではいくつかのプラ

スミド DNAからなる凝集した複合体も認められた。さらに高い電荷比 (+2.24、+11.2)ではプラス

ミド DNAは完全に凝縮しカチオン性リボソームに覆われている様子が観察された (Fig.5H-K)。こ

れらの結果から、カチオン性リポソームは低電荷比においては pDNAの形状に大きな変化を与えな

いが、電荷比の上昇に伴い pDNA分子内で架橋を形成するような働きをするとともにリン酸基聞の

静電的反発を減少させることで pDNAを徐々に凝縮させることが明らかとなった。さらに高い電荷

比ではカチオン性リボソームは pDNAの大部分を包み込んでしまうことで、複合体は非常にコンパ

クトな構造をとることが示された。

1-2 各種培養細胞におけるプラスミド DNNカチオン性リポソーム複合体による遺伝

子発現効率および細胞毒性

次に複合体の物理化学的性質と遺伝子発現効率や細胞内動態の関連について細胞レベルで検討

するため、以上のような物理化学的性質を持つ複合体を用いて各種培養細胞に遺伝子導入を行った。

また遺伝子発現効率を決める大きな要因と考えられている複合体の細胞毒性について、 MTIassay 

を用いて検討した。

2 -a 異なる電荷比からなる複合体による各種培養細胞における遺伝子発現効率

培養細胞としては MBT・2(マウス勝脱癌細胞)、 HUVEC(ヒト瞬帯血管内皮細胞)、 NIH3T3(マ

ウス繊維芽細胞)、貼.w264(マウスマクロファージ)を用いた。各電荷比で調製した複合体を用い

て各培養細胞における遺伝子発現効率を比較検討したところ、最も高い遺伝子発現効率を示した

HUVECでは 2.8X 109 RLU/mg-protein、最も低い発現効率しか見られなかった RAW264では 3X 106 

RLU /mg-proteinと両者で約 1000倍もの差が見られた (Fig.6)。また遺伝子発現効率は複合体を調製

した電荷比により大きく異なり、最適電荷比が存在することが明らかとなった。さらに最適電荷比

がMBT-2、HUVECでは+1.12、NIH3T3では+1.67、RAW264では+2.24と、細胞によって異なるこ

とが明らかとなった。またレポーター遺伝子として chloramphenicolacetyl transferase (CAT)を用い

た場合においても、 Luciferaseの場合と同様の結果が得られた。
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異なる電荷比からなる複合体による各種培養細胞における細胞毒性2 -b 

強い正電荷を持つ物質は強い細胞毒性を持つことが知られており、これまで高電荷比の複合体に

よる遺伝子発現効率の減少は、複合体による細胞毒性が原因であると考えられてきた (30，31)。そ

こで遺伝子発現効率と細胞毒性との関連について明らかにするため、各電荷比の複合体を細胞に添

RAW264で

は全ての電荷比において顕著な細胞毒性が認められた。よって RAW264における低い遺伝子発現効

.7. 

その結果、加してから 6時間後の Cellviabilityについて MITassayを用いて検討した。
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率は被合体の細胞毒性によることが示唆された。しかし RAW264を除く 3種の培養細胞においては

全ての電荷比において顕著な細胞毒性は見られなかった (Fig.7)。また複合体添加 48時間後にお

いても電荷比の違いによる細胞毒性の違いは見られなかった。以上の結果より、今回の実験条件に

おいては複合体による細胞毒性のみでは電荷比の違いによる遺伝子発現効率の違いを説明できな

いことが示唆された。

プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の細胞内取り込みおよび細胞内動態1-3 

前節の結果より、遺伝子発現効率は細胞および電荷比により大きく異なり、また遺伝子発現にお

ける複合体の最適電荷比も細胞により異なることが明らかとなった。しかし複合体による細胞毒性

の結果は遺伝子発現効率の結果と対応するものではなかったことから、 32p放射標識 pDNAを用い

て370Cおよび40Cにおける複合体の細胞取り込みを検討した。さらにエチジ、ユウムブロマイド・イ

ンターカレーション・アッセイと共焦点レーザー顕微鏡を用いて複合体の細胞内動態について検討

を加えた。

放射標識 pDNAを用いた複合体の細胞内取り込み特性の検討3 -a 

まず 32p放射標識 pDNAを用いて各電荷比の複合体を調製し、 370Cおよび 40Cにおける 6時間後

の細胞内取り込み量を測定した。その結果、全ての細胞において電荷比の上昇に伴い 370C、40Cと
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もに取り込み量が増加した (Fig.8)0 40Cにおいてはエンドサイトーシスが阻害されることから、 40C

における値を細胞表面吸着量、 370Cにおける値を細胞表面吸着量と細胞内取り込み量の和と仮定す

ると、電荷比の上昇に伴い、細胞表面吸着量、細胞内取り込み量ともに増加することが明らかとな

った。これは電荷比の上昇に伴い、複合体の表面電荷が上昇したこと、また粒子径が減少したこと

によると推察される。しかし最も低い遺伝子発現効率しか示さなかった RAW264において最も高い

取り込み量が観察され、また遺伝子発現における最適電荷比と最も高い細胞取り込みを示した電荷

比が完全に対応しないなど、これらの結果は前節で示した遺伝子発現効率とは完全には対応しなか

った。よって遺伝子発現効率の違いは複合体の細胞内取り込み量のみでは説明できないことが示さ

れた。

EtBr 

Anionic Iiposome 

Fig.9 Schematic model ofethidium bromide intercalation assay. 

3 -b エチジュウムブロマイド・インターカレーシヨン・アッセイを用いた複合体から

のプラスミド DNA放出の検討

複合体の細胞内取り込み量の違いのみでは各電荷比での遺伝子発現効率の違いを説明できない

ことから、複合体が細胞内に内在化を受けた後の細胞内動態について検討した。 pDNAはカチオン

性リボソームと複合体を形成した状態ではカチオン性リボソームが立体障害となり、転写がうまく

行われない (32)という報告があることから、核に到達する以前にカチオン性リボソームから分離

する必要がある。その分離に関しては複合体がエンドソーム膜と融合することによって複合体上の

カチオン性脂質とエンドソーム膜上の負電荷との間で静電的中和が起こり、 pDNAが複合体から分

離し細胞質内に放出されると考えられている。そこで Szokaらの方法に従い (33)、エチジュウム

ブロマイド・インターカレーション・アッセイを用いて電荷比の異なる複合体からの pDNAの放出

について検討した。エチジュウムブロマイド (EtBr)は二本鎖 DNAの塩基部分にインターカレー
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トすることで蛍光を発するインターカレート剤であるが、 DNAがカチオン性リボソームと複合体

を形成している場合、脂質成分が立体障害となりインターカレートできない (Fig.10A)。そこにエ

ンドソーム膜のモデルとして Phosphatidylserine(PS)含有負電荷リボソーム (PS-liposome)を添加

すると PS-liposomeと複合体の脂質成分との間で静電的中和が起こり、カチオン性リボソームと

pDNAとの結合が弱まるため、エチジュウムブロマイドがインターカレーションを起こす。そこで

PS-liposome添加によって観察される蛍光強度を pDNAの複合体からの放出の指標とし、電荷比の

異なる複合体からの pDNA放出を比較した。

その結果、 PS-liposome添加による蛍光強度変化は複合体の電荷比によって大きく異なることが

明らかとなった (Fig.10B)。まず電荷比+0.56においては PS-liposome添加による蛍光強度の変化は

見られなかった。これは電荷比+0.56では複合体自身が大きな負電荷を持つため PS-liposomeが相互

作用しにくいこと、また複合体を形成していない単独の pDNAも存在することによると推察される。

また電荷比+1.12においては PS-liposome添加により緩やかな蛍光強度の上界が見られ、さらに電荷

比+1.67、+2.24においては明らかな蛍光強度の上昇が観察された。しかし蛍光強度が一定に達する

までに必要とする PS-liposome量を比較すると、高い電荷比の複合体においてより多くの PS-

liposomeを必要とすることが明らかとなった。
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3 -c 蛍光標識プラスミド DNNrhodamine標識カチオン性リポ、ノーム複合体を用いた細

胞内動態の検討

以上の結果より、細胞内において複合体からの pDNAの放出の程度が複合体の電荷比の違いによ

り異なる可能性が示唆された。そこで pDNAとカチオン性リボソームをそれぞれ異なる蛍光波長を

持つ蛍光マーカーで標識し、電荷比+1.12および+2.24の複合体を調製した。それらの複合体を

HUVEC細胞に添加し、 4時間後の細胞内分布を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した (Fig.11)。

その結果、まず電荷比+2.24では+1.12と比較し、 pDNAおよびカチオン性リポソームに由来する強

い蛍光が観察され、高電荷比の複合体では低電荷比のものに比べより高い細胞内取り込み量を示す

という本章 3-aと同様の結果が得られた。また両電荷比ともに pDNAに由来する緑の蛍光は大部

分が頼粒状に存在じ、複合体がエンドサイトーシスにより内在化を受けた後pDNAは主にエンドソ

ームやライソゾームに存在することが明らかとなった。一方複合体の脂質成分に関しては、 pDNA

と同様、頼粒状にも存在したが核周辺に拡散している様子が認められた。これは複合体の脂質成分

が細胞内小器官の脂質膜に移行したためと思われる。両蛍光の重ね合わせ像においては、 pDNAの

蛍光と脂質成分の蛍光が同じ箇所に存在すると黄色の蛍光として観察されるが、電荷比+1.12では

pDNAに由来する緑色単独の蛍光が細胞質内に拡散している様子が観察された (Fig.11/1・3)。これ

は複合体がエンドサイトーシスで取り込まれた後 pDNAが複合体から放出され、エンドソームから

細胞質内に移行したことを示唆している。一方電荷比+2.24では、重ね合わせ像において緑色単独

の蛍光があまり見られず頼粒状に黄色の蛍光が観察されたことから (Fig.11/4・6)、pDNAは複合体

の脂質成分とともにエンドソームやライソゾーム内に滞留し細胞質内に放出されていないことが

示された。これらの結果から、電荷比+1.12では pDNAは細胞に取り込まれた後複合体から分離し

細胞質内に放出されるが、電荷比+2.24ではエンドソームやライソゾーム内に複合体の脂質成分と

ともに滞留し細胞質内に放出されないことが示唆された。

1 -4考察

カチオン性リボソームを用いた遺伝子導入は、その発現効率や安全性の高さ、調製の簡便さなど

からウイルスベクターに代わる遺伝子導入方法として遺伝子治療への応用が大いに期待されてい

る。その実現に向けて様々な研究が精力的に行われており、複合体の構造 (19-22)、細胞への吸着

および取り込み (26，27， 34， 35)、細胞内動態 (32，33，36・38)など遺伝子発現に関わると考えられ

るいくつかの要因について報告されている。しかしながらこれらの要因が複合体の物理化学的性質

とどのように関連しているか、またどのようにして遺伝子発現に影響しているかについてはほとん

ど報告されていない。そこで本章では、まず pDNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質

や構造について明らかにするとともに、それらと複合体の細胞取り込みや細胞内動態、遺伝子発現

効率との関連について検討した。
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Fig. 11 Coofocal microscopic images sbowing HUVEC ceUs iocubated witb t1uo四 sceoce・labeled
plasmid DNA complexed witb rbodamine・PE・labeledDOT島fA/DOPEliposome at charge ratio of 
+1.12 (paoel 1， 2， 3) aod +2.24 (paoel 4， 5，的自由r4 hr at 37 oC. Panel A shows the intracellular 
distribution of tluorescence-labeled plasmid DNA Panel B shows the intracellular distribution of 
rhodamine-labeled Iiposome. Panel C shows the intracellular distribution of both tluorescence-Iabeled 
plasmid DNA and rhodamine-labeled Iiposome. The panels shown are typical of the results of 

multiple evaluations. Bars indicate 10μm. 
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まず種々の電荷比で調製した複合体の粒子径およびゼータ電位について検討した。粒子径および

ゼータ電位とも電荷比に伴い著しい変化を示した (Fig.4)。低電荷比 (+0.22、+0.56)および高電

荷比(+1.67、+2.24)では粒子径は約 200nmと小さな値を示したが、電荷が中和される電荷比+1

付近では粒子径の増大が認められた。これは電荷の中和に伴い各複合体聞の静電的反発が減少する

ことによって、いくつかのプラスミド DNAから構成される凝集体ができたものと思われる。 AFM

を用いた検討においても電荷比+1.12において多数の pDNAからなる 3μm以上の凝集体が観察さ

れている。しかし Fig.5に示したように、大きな凝集体を形成していない複合体も多く見られたこ

とから、動的光散乱法により見かけの粒子径を測定した場合には、大きな凝集体の混在により平均

値が上昇したものと思われる。また高い電荷比の複合体はカチオン性リポソーム単独と同じゼータ

電位の値を示した。これは Fig.5に示したように pDNAがカチオン性リボソームによって完全に覆

われていることを示唆している。 Gershonらも電荷比+1.1以上ではカチオン性リボソーム同土の融

合および脂質の混合が起こることによって pDNAが内封化されることを報告するとともに、これが

pDNAの安定化、複合体の細胞表面への吸着および内在化において重要な性質であると考察してい

る (39)0Huangらも DC・chol/DOPEリボソームを用いた検討において、電荷比+1.2の複合体では

DNA鎖が脂質膜に覆われる構造 (spaghetti-likestructure)を示し、またこの構造が細胞内取り込み

やpDNAの安定化において重要であると考察している (40)。

これまで高い電荷比の複合体ではその細胞毒性により遺伝子発現効率が減少することが報告さ

れてきたが (30，31)、これらの報告では今回より極めて高濃度のカチオン性リボソームを細胞に添

加しており、今回実験に用いた濃度ではマウスマクロファージ細胞株 RAW264以外、顕著な細胞毒

性は認められなかった。この結果は今回の実験条件においては複合体の細胞毒性が遺伝子発現効率

における最適電荷比を決める要因とはならないことを示唆している。また RAW264では複合体の細

胞取り込み実験においてマクロファージ本来の高い貧食能により高い取り込み量を示したが、全て

の電荷比において遺伝子発現効率は低かった。これは従来マクロファージは遺伝子導入しにくいこ

と (41)、カチオン性脂質に対し感受性が高いこと (42)が報告されていることから、 MTTassay 

の結果が示すように複合体に含まれるカチオン性脂質がマクロファージに対して高い細胞毒性を

示したものと思われる。

複合体の細胞取り込みに関しては全ての細胞において電荷比の上昇とともに値が上昇した。これ

は複合体の正電荷と細胞表面の負電荷との聞の静電的相互作用により複合体が細胞表面に吸着す

ることから、電荷比の増加に伴い複合体の表面電荷が上昇し細胞表面に吸着しやすくなったこと、

また複合体の粒子径の減少により細胞内に内在化されやすくなったものと思われる。複合体の細胞

内取り込みが遺伝子発現効率を決める律速段階となっているという報告もあるが (43)、今回の検

討においては細胞内取り込み量と遺伝子発現効率は完全には対応していなかったことから、細胞内

取り込み量の違いだけでは各電荷比の遺伝子発現効率の違いを説明できないことが明らかとなっ

た。

複合体を培養細胞の核に直接マイクロインジェクシヨンしでもほとんど遺伝子発現を示さない
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ことから (32)、細胞内に内在化を受けた複合体が遺伝子発現を示すには pDNAが脂質成分から分

離する必要があると考えられている。またカチオン性リボソームは内在化後エンドソーム膜と融合

すること (44)、エンドソーム膜の崩壊と遺伝子発現効率に比例関係が認められること (37)から、

複合体がエンドソーム膜と融合することで静電的中和が起こり、それによって pDNAは複合体から

分離し細胞質内に放出されると考えられている。そこで Szokaらの方法に従い (33)、負電荷リポ

ソームをエンドソーム膜のモデルとして用いて電荷比の異なる複合体からの pDNA放出を検討し

た。その結果、高電荷比の複合体では低電荷比の複合体に比べ、 pDNAの放出においてより多くの

負電荷を必要とすることが明らかとなった。これは高電荷比の複合体では静電的中和が十分に起こ

らず、 pDNAの放出が制限されている可能性を示唆している。

そこで蛍光標識 pDNNrhodamine標識カチオン性リボソーム複合体を調製し、共焦点、レーザー顕

微鏡を用いて細胞内での pDNAの放出挙動を観察した。 HUVEC細胞に複合体を添加し 4時間後細

胞を固定して観察したところ、電荷比+1.12、+2.24ともにほとんどの pDNAは脂質成分とともに頼

粒状に存在した。しかし電荷比+1.12においては一部 pDNAが脂質成分から分離し、細胞内に拡散

している様子が認められた。一方で電荷比+2.24においては、そのような様子は観察されず、全て

が脂質成分とともに頼粒状に存在していた。これは本章3-bの結果とよく対応するものであり、

低電荷比では高電荷比の複合体に比べ、複合体からの pDNAの放出が容易に起こることを示唆して

いる。この pDNAの放出過程においてはエンドソーム膜上の負電荷量が重要であると考えられるが、

細胞膜上の負電荷量が細胞の種類により異なることから (45)、エンドソーム膜上の負電荷量にお

いても細胞により違いがあるものと考えられる。よってエンドソーム膜上の負電荷量の違いによっ

て遺伝子発現における最適電荷比が異なる可能性が示唆された。

またこの pDNAの放出に関しては複合体の粒子径や構造も非常に重要であると思われる。粒子径

1μmのpolystyrenebeadsではエンドソームからライソゾームへの移行が遅れることから (29)、比

較的大きな粒子径を持つ電荷比+1.12の複合体においても同様にライソゾームへの移行が遅れ

pDNA放出の機会が増加したことが予想される。また AFMを用いた検討において高い電荷比の複

合体では pDNAが凝縮し非常にコンパクトな構造をとっていることが明らかとなった。 Fasbender

らは、中性指質 DOPEの各種誘導体を用いた検討で複合体が凝縮した構造をとることで pDNAの細

胞質への放出が減少し、遺伝子発現効率が減少することを報告している (46)。またWheelerらは

カチオン性脂質 DM悶Eを含む複合体力SsAE-DM悶Eを含む複合体に比べ、凝縮した構造を持ち、

遺伝子発現効率もそれに応じて減少することを報告している (47)。よって今回の検討においても

複合体が凝縮した構造をとることによって pDNAの複合体からの放出が減少した可能性があると

思われる。

以上、本章では各種培養細胞を用いて電荷比の異なる pDNNカチオン性リボソーム複合体の物理

化学的性質と遺伝子発現効率の関連について検討した。その結果、複合体の粒子径および表面電荷

や構造は電荷比によって著しく変化することが明らかとなった。さらにそれらが複合体の細胞内取
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り込みや細胞内動態、遺伝子発現効率に大きな影響を及ぼすこと、また細胞内における pDNAの複

合体からの放出が複合体による遺伝子発現効率の最適電荷比を決める重要な段階であることが明

らかとなった。これらの知見はカチオン性リボソームを用いた遺伝子導入メカニズムの解明のみな

らず、遺伝子治療における複合体設計および最適化に向けて有益な情報を与えるものと思われる。
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第II章プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質と静

脈内投与時の遺伝子発現効率の関連

前章では、全ての複合体が標的細胞に直接結合できる条件である invitro遺伝子導入において、

複合体が培養細胞に取り込まれた後エンドソーム膜との融合によって pDNAが複合体から放出さ

れる過程が重要であることを明らかにした。この過程においては、中性脂質 DOPEが中心的な役割

を果たしていると考えられる (17，30， 35)0 DOPEは、小さな親水基と嵩高い疎水基を持つ特殊な

形状をしているためそれ自身膜融合を促進する能力があることが知られている (48)。また Koltover

らは DOPEを用いることで複合体中の脂質成分がヘキサゴナル構造をとり、負電荷リボソームと融

合することで DNAを放出することを報告している (49)。よって DOPEを膜融合能を持たない

1，2・dioleoyl-sn-glyceroふ phosphatidylcholine(DOPC)に置換すると遺伝子発現効率が大きく減少す

る (17，35)。したがって培養細胞用遺伝子導入試薬として既に市販されているカチオン性リポソー

ムにはほとんど DOPEが含まれており、また加 vivo遺伝子導入においても、複合体を気道内投与も

しくは腹腔内投与した場合には DOPEを含むカチオン性リボソームを用いることで高い遺伝子発

現効率および治療効果が得られている (50・53)。しかし DOPEを組み込んだカチオン性リボソーム

からなる複合体を静脈内投与した場合、各臓器で極めて低い遺伝子発現しか認められない (Fig.12)。

これは DOPEを含む複合体が強い正電荷を帯びているために静脈内投与後、標的細胞に到達する以

前に血清タンパクや血球細胞といった負電荷を持つ生体成分と静電的相互作用することによって、

遺伝子導入能力を失ってしまうことを示唆している。よって静脈内投与による的 vivo遺伝子治療実

(A) ln Vitro 

pDNA-DOTMA/Chol 
LゆosomeComplex 

pDNA-DOTMNDOPE 
Liposome Complex 

(B) ln V;vo 

pDNA-DOTMNChol 
Lipωome Complex 

pDNA-DOTMNDOPE 
Liposome Complex 
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Fig. 12 ln vitro and ;n vivo transfection efficiency of pDNA-cationic liposome complexes with 
dilTerent neutral lipids. (A) In vitro transfection efficiency. HUVEC cells were transfl民 tedwith 

pDNA-cationic liposome complex田 at+ 1.12. (B) In vivo transfection efficiency. pDNA-catio凶c

liposome complexes at +2.24 were intravenously injected into mice. 
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現のためには血中において血液成分と相互作用しても遺伝子導入能力を失うことなく遺伝子を標

的部位に送達できるキャリアーが必要不可欠であり、そのためには血液成分との相互作用に関する

検討が必要であると思われる。

一方で近年、中性脂質として DOPEの代わりに Cholesterol(Chol)を用いることで静脈内投与後

全身の各臓器で高い遺伝子発現が得られることが報告されている (54・58)。従来 Cholはリボソーム

の構成脂質成分として頻繁に用いられており、 Cholを組み込むことによりリボソームの安定性が向

上すること(59・61)、また Cholを含むリボソームは静脈内投与後高い血中滞留性を示すこと(62，63)

が報告されている。中性脂質として Cholを用いた場合においても DOPEを用いた場合と同様、複

合体は強い正電荷を持ち血液成分と静電的相互作用を起こすことが予想されるが、 Cholを含む複合

体は DOPEを含む複合体に比べ血清タンパクとの相互作用に対して高い安定性を示すことが報告

されている (64，65)。しかしながら、 Cholを含む複合体が静脈内投与後高い遺伝子発現を示す機構

に関しては不明な点も多く、Cholを含む複合体と DOPEを含む複合体の物理化学的性質や構造の違

いや、血球成分との相互作用に関してはほとんど報告がない。またそれらと遺伝子発現効率との関

連についてもほとんど検討された例がないのが現状である。

また血液成分との相互作用は複合体の静脈内投与後の体内動態にも大きな影響を及ぼすと思わ

れる。複合体は静脈内投与後、最初の通過臓器である肺に集積することが報告されている (57，

65・68)。現在複合体が静脈内投与後、血清タンパクとの相互作用により凝集し肺の毛細血管に塞栓

するのではないかと考えられているが、血液成分との相互作用が複合体の肺への集積にどのように

関連しているか、明確なメカニズムは明らかにされていない。

そこで本章では標的細胞に到達する以前の生体成分との相E作用が複合体の遺伝子導入能力お

よび体内動態に及ぼす影響について明らかにすることを目的に、既に静脈内投与後高い遺伝子発現

を示すことが知られている pDNA-DOTMNCholリボソーム複合体 (DOTMNChol複合体)と、 M

vitro実験系においては高い遺伝子発現を示すものの静脈内投与後はほとんど遺伝子発現を示さな

い pDNA-DOTMNDOPE リボソーム複合体 (DOTMNDOPE複合体)、中性脂質を含まない

pDNA-DOTMAリボソーム複合体 (DOTMA複合体)を選択し、各複合体の物理化学的性質や構造

を検討した。さらに血液成分との相互作用や遺伝子発現効率との関連について検討するとともに、

静脈内投与による遺伝子導入においてどのような物性および構造が重要であるか考察した。またラ

ット肺濯流法を用いて、血液成分との相互作用が複合体の肺への集積に及ぼす影響についても検討

した。

II -1 DOTMNChol複合体、 DOTMA複合体および DOTMNDOPE複合体の物理化学的

性質

Cholは脂質二重膜に組み込まれることで、不飽和脂肪酸を持つ Phosphatidylcholine(pc)からな

る脂質膜の流動性を低下させる一方、飽和脂肪酸を持つ PCから構成される膜の流動性を上昇させ
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るなど、 Cholは膜の性質に大きな影響を及ぼすことが知られている (69)。よって DOPEの代わり

に Cholをカチオン性リボソームに組み込むことによって、複合体の構造および物理化学的性質も

大きく変化することが予想される。そこで第 I章と同様複合体の種々の物理化学的性質および構造

について検討した。

1 -a 複合体の粒子径およびゼータ電位

まずカチオン性リボソーム単独の粒子径は DOTMNCholリポソーム、 DOTMNDOPEリボソーム

ともに 100nm、ゼータ電位に関しては DOTMNCholリボソームが+49mV、DOTMNDOPEリボソ

ームが+44mVであった。第 I章で示したように DOTMNDOPE複合体の粒子径は電荷比により大

きく変化し、電荷比+1付近では粒子径の増大が認められた (Fig.13A)。一方で DOTMNChol複合

体では、電荷比+1付近で若干の粒子径の増大が見られたものの全ての電荷比において著しい変化

は認められなかった。ゼータ電位に関しては両複合体とも同様の変化を示し、電荷比+1.67以上で

正電荷を示し、電荷比+2.8以上でリボソーム単独とほぼ同じ値を示した (Fig.13B)。しかしながら

粒子径およびゼータ電位ともに両複合体聞に大きな違いは認められず、今回初 vivo実験に用いた電

荷比+2.24においては両複合体とも粒子径約 120nm、ゼータ電位約+40mVであった。
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Fig. 13 The particle size (A) and zeta potential佃)of DOTMNChol-and DOTMNDOPE-
complex at various char事eratios. The particle size and zeta potential were plotted as a function of 
the charge ratio. 

l-b 蛍光偏向解消法を用いたカチオン性リボソームの膜流動性の検討

前節の検討においては両複合体聞に大きな違いが認められなかったことから、さらに詳細な複合

体の物性および構造解析を行った。Cholは不飽和脂肪酸を持つリン脂質からなる脂質二重膜に組み
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Fig. 14 Fluorescence anisotropy of DPH in DOTMA/DOPE/Cbol liposomes at 37 oc. The 

liposomes were labeled with 0.5 % 1，6・Diphenylhexatriene(DPH). Liposome suspensions (20μM 
of totallipids) were stirred with a magnetic stirrer during measurements. 

込まれることで膜流動性を低下させることが知られている。そこで蛍光物質 DPHをリボソーム膜

に組み込み、蛍光偏向解消法を用いて今回用いたカチオン性リボソームの膜流動性について検討し

た。その結果、中性脂質を含まないリボソームでは最も低い値を示し、最も高い流動性を持つこと

が示された (Fig.14)。これは DOTMA分子同士の静電的反発によるものと考えられる。また Chol

含有量が増加するにつれて蛍光異方性の上昇が観察された。よって遺伝子導入用カチオン性リボソ

ームにおいても、 Chol添加によって膜の流動性が低下することが示された。

l-c 原子間力顕微鏡による複合体の構造の観察

第 I章と同様に原子間力顕微鏡を用いて複合体の構造を検討したところ、 DOTMNChol複合体は

電荷比+1.12、+2.24ともに類似した構造を示した。 pDNAは脂質成分に完全に覆われており、 pDNA

に由来するループ鎖は観察されなかった (Fig.15A， B)。また複合体表面は比較的なだらかであった。

しかしながら複合体の高さには両電荷比で違いが見られ、電荷比+2.24では+1.12に比べ明らかに高

く、その高さは検出限界の 10nm以上であった。中性脂質を含まない DOTMA複合体に関しても

DOTMNChol複合体と同様の構造が観察された (Fig.15C， D)。一方 DOTMA/DOPE複合体におい

ては pDNAは大部分が脂質成分によって覆われているものの、電荷比+2.24においても pDNAに由

来するループ鎖が観察された (Fig.15E， F)。また複合体の高さは DOTMNChol複合体と比べると、

約 2nmと低いものであった。
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Fig. 15 Atomic force microscopic images of DOTMA/Chol-， DOTMA-and DOTMA/DOPE-
complex. (A) OOTMNChol-complex (Charge ratio +1.12)， (B) OOTMNChol-complex (+2.24)， (c) 
DOTMA-complex (+1.12)， (0) DOTMA・complex(+2.24)， (E) OOTMNDOPE-complex (+ 1.12)，σ) 

DOTMNDOPE-complex (+2.24). The size of all panels is 1xlμm. The panels shown are typical of 
the results of multiple evaluations. 

l-d X線小角散乱法による複合体の構造の検討

さらに X線小角散乱法 (SAXS)を用いて詳細な複合体の構造を解析した。まず電荷比+1.12で

は両複合体とも脂質成分がラメラ構造を持つことを示唆するピークが観察された (Fig.16A， B)。

DOTMNChol複合体および OOTMNDOPE複合体の一次 BraggPeakはそれぞれ1.290 、1.310 であ

った。この値より Braggequationを用いて計算されるラメラ構造の周期性は DOTMNChol複合体で

6.83町、DOTMNDOPE複合体では 6.73nmであった。電荷比+2.24のOOTMNChol複合体では+1.12

と同様にラメラ構造に起因する強いピークが認められた (Fig.16C)。しかし電荷比+2.24の

DOTMNDOPE複合体では明確なピークは認められず、また X線の散乱強度も非常に弱いものであ

った (Fig.160)。この結果から電荷比+2.24の00百 仏/DOPE複合体では DOTMNChol複合体とは

異なり、脂質成分の流動性が高く不安定な構造をとっていることが示唆された。
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Fig. 16 SAXS pattems or DOTMAlChol-and DOTMAlDOPE-ωmplex. Arrows indicate the p伺 ksof 
the second-and third-ordcr reflectiosS. (A) the pattern of DOTMNChol-complex (charge ratio +1.12). 
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(B) the pattern of DOTMNDOPE-complex (+1.12). DOTMNDOPE-complex exhibited two p伺 ksal 29 

=1.31" and 2.650，恒di白血ga lamellar s加 .ct町 e. (C) the pattern of DOTMNChol-complex (+2.24)・
Three p伺 kswere observed， indicating a lamellar struct町 e. (0) the pattern of DOTMNDOPE-complex 
(+2.24). A very diffuse and weak refl配 tionwas observed. 

11-2 複合体と血球成分との相互作用

両複合体とも強い正の表面電荷を持つことから、静脈内投与後直ちに負電荷を持つ血清タンパク

や血球成分と静電的に結合することが予想される。しかしこれまで血清タンパクとの相互作用につ

いてはいくつか報告があるものの、血球成分との相互作用についてはほとんど報告がない。血液の

約半分は血球成分に占められているとともに、赤血球をはじめとする血球成分も負電荷を有するた

め、複合体は静脈内投与後血球成分とも相互作用すると考えられ、その相互作用も遺伝子発現効率

を左右する大きな要因であると思われる。そこで複合体と血球成分との相互作用について検討した。

2 -a 複合体の血球成分への結合

まず複合体が全血と混合した際、どの程度血球成分と結合するか、 32p放射標識 pDNAを用いて

検討した。マウス全血と複合体を混合したのち、血紫画分に検出された放射活性を全放射活性から
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Fig. 17 ln vitro binding to blood ceUs of DOTMAlChol-， DOTMA-and DOTMAlDOPE-
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blood and the mixtures were then incubated for 3 min. After incubation， the samples were 
centrifugated and the plasma from the samples was collected and the radioactivity was measured. The 
hematocrit of mouse blood was assumed to be 47 %. The fractions of the complex白 bindingto blood 

cells werc cstimated by subtracting the radioactivity of the plasma fraction from the total radioactivity. 
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F培.18 ln vivo binding to blood cells of DOT時仏IChol・andDOT恥WDOPE-complexat +2.24 
after intravenous i吋ection. The complexωwere intravenously injected into mice at a dose of 25 

μg DNA per mouse. At the indicated time， mice were sacrificed and the blood was collected from 
vena cava. The radioactivities in the blood and plasma fractions were measured by scintillation 
countcr. The hematocrit of mouse blood was assumed to be 47 % and the fractions of the complex岱

binding to blood cells were estimated by subtracting the radioactivity of the plasma fraction from the 

radioactivity of the blood fraction. 

差し引くことで血球成分に結合した複合体量を算出した。その結果、全ての複合体とも電荷比の上

血球成分への結合量は増加した (Fig.17)。後述する静脈内投与による遺伝子導入実験界に伴い、

において用いた電荷比+2.24においては、 DOTMNChol複合体で 36%、 DOTMA複合体で 35%、
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DOTMNDOPE複合体で 44%が血球成分に結合していた。 DOTMNDOPE複合体が若干高い結合

量を示したものの、全ての電荷比において各複合体聞に大きな違いは認められなかった。

さらに invivoにおいても同様に血球成分への結合が起こるか検討した。 32p放射標識プラスミド

DNAを用いて複合体を調製し、マウスに尾静脈内投与した。経時的にマウスを屠殺し、血中およ

び血築中の放射活性を測定することで血球成分に結合した複合体量を算出した。その結果、投与 1

分後から 30分後まで血中に存在する複合体のうち、 DOTMNChol複合体では約 40%、

DOTMNDOPE複合体では約 60%が血球成分に結合していることが明らかとなった (Fig.18)。

2 -b 複合体と赤血球との相互作用

前節において各複合体とも約半分が血球成分に結合するものの、その結合量に大きな違いが見ら

れなかったことから、血球成分の大部分を占める赤血球を分離して赤血球懸濁液を調製し、複合体

との相互作用を顕微鏡下観察した。10分間のインキユベーション後、 DOTMNChol複合体、 DOTMA

複合体と混合した赤血球ではほとんど変化は認められなかった (Fig.19B， c)。しかし

DOTMNDOPE複合体と混合した赤血球では、赤血球同士の融合および凝集が観察された(Fig.19D)。

この融合の程度は時間の経過とともに増大した。高濃度の赤血球懸濁液を用いた場合には、短いイ

ンキユベーション時間で融合が観察され、また希釈したマウス全血を用いて同様の実験を行った場

合においても、 DOTMNDOPE複合体で赤血球同士の融合が観察された。

A B 

C D 

Fig.19 Erythrocyte-erythrocyte fusion induced by the complexes. Six hundred microliters of 

er戸hrocytesuspension (hematocrit 0.1 %) was incubated with 50μ1 of the comp1ex白 (+2.24，0.125 

μ.g p1asmid DNNμ1) for 10 min. (A) untreated erythrocyt田， (B) erythrocyt回 incubatedWIth 
DOTMNCho1-comp1exes， (C) erythrocyt白 incubatedwith DOTMA-comp1exes， (0) erythrocyt岱
incubated WIth DOTMNDOPE-comp1ex. 
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複合体による静脈内投与後の invivo遺伝子発現II-3 

既に幾つかのグループによって報告されているように、 DOTMNChol複合体は DOTMNDOPE複

合体と比較し、静脈内投与後各臓器、特に肺で高い遺伝子発現を示すことが知られている (54・58)。

そこで血液成分との相互作用と複合体の遺伝子発現効率との関連について検討するため、静脈内投

与前に複合体を赤血球懸濁液もしくは血清とあらかじめインキユベートし、静脈内投与後の肺での

遺伝子発現効率を評価した。

赤血球との相互作用が静脈内投与後の遺伝子発現効率に及ぼす影響3 -a 

まず各濃度の赤血球懸濁液を調製し、各複合体と 5分間インキユベートした後、マウスに静脈内

投与し、肺における遺伝子発現効率を評価した。その結果、各複合体とも赤血球濃度依存的に肺に

おける遺伝子発現効率は減少していった (Fig.20)。しかしながら、各複合体聞を比較すると、

DOTMNChol複合体、 DOTMA複合体では赤血球濃度の上昇とともに遺伝子発現効率の緩やかな減

少を示したのに対し、 DOTMNDOPE複合体では明らかな減少が認められ、さらに赤血球濃度 20%

以上においてはほとんど遺伝子発現が見られなかった。また肺以外の各臓器においても赤血球濃度

20%以上においては全く遺伝子発現が見られなかった。
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Fig.20 ln vivo gene expression with DOTMNCbol-， DOTMA-and DOTMNDOPE-complex at 
+2.24， pre-incubated with mouse eηthrocyte suspensions at dilTerent concentrations for 5 min. 
The complex倍 weremixed with mouse erythrocyte suspensions at the indicated concentrations and the 
mixtures were incubated for 5 min at 37"C. After incubation， erythrocyte-tr回 tedcomplexes were 

i吋ectedi. v. into micc at a dose of 25μg DNA per mouse. Twenty-four hours after injection， the mice 
were sacrificed and luciferase activity was determined. 
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Fig. 21 In vivo gene expression with DOTMA/Chol-， DOTMA-and DOTMA/DOPE-complex at 
+2.24， pre-incubated with mouse seru皿 forthe indicated times. The complexes were mixed with 
mouse serum and the mixtures were then incubated at 370C. At the indicated times following 

incubation， serum-treated complexes were i吋ectediぷ intomice at a dose of 25μg DNA per mouse. 
1¥venty-four hours after i吋ection，the mice were sacrificed and luciferase activity was dctermined. 

血清タンパクとの相互作用が静脈内投与後の遺伝子発現効率に及ぼす影響3 -b 

一方の血液成分である血清に関しては、複合体との相互作用についていくつか報告があり、複合

体が補体を活性化すること (70)や血中で血清タンパクと結合すること (64，65)などが報告され

ている。そこで血清を用いて同様の実験を行った。マウス血清と複合体を混合し、 370Cにてインキ

ユベーションした後マウスに静脈内投与した。 Fig.21に示すように、各複合体ともインキユベーシ

ョン時間を 30分まで延長しでも遺伝子発現効率の減少は認められなかった。よって血清タンパク

との相互作用は複合体の遺伝子導入能力に赤血球ほど影響を及ぼさないことが示唆された。また

DOTMNDOPE複合体に関してはインキユベーション時間の延長に伴い、遺伝子発現効率の増加が

観察された。これは血清タンパクが複合体の表面に静電的に結合することによって表面電荷が低下

し、赤血球との相互作用が減少したためと思われる。

静脈内投与後の肺における遺伝子発現細胞の同定3 -c 

次にs-galactosi dase発現プラスミドベクターを用いて肺における遺伝子発現細胞の同定を行った。

投与より 6時間後、肺組織を取り出しクリオスタットを用いて新鮮凍結切片を作成した。その後

X-gal試薬を用いて遺伝子発現細胞を染色した。その結果、遺伝子発現細胞は肺組織全体にわたっ

て認められ、主に血管内皮細胞と思われる細胞において遺伝子発現が見られた (Fig.22)。またコ

ントロールとして 5%デキストロース溶液を投与した群においてはほとんど染色された細胞は認
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められなかった。
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Fig. 22 s-galactosidase staining microphotograph of the lung section after intravenous 
i吋ectionof plasmid DNA-DOTMA/Chol Iiposomeωmplex containing pCMV.・LacZin mice. 
Plasmid DNA (50μ.g) was complexed with DOTMNChol-liposome at a charge ratio of +2.24. s-
galactosidase activity was determined 6 h after i吋ection. Original magn江ication， x 100 (A) and 
X200 (B). 

II-4 静脈内投与後の複合体の体内動態

本章IIー 2に示したような血液成分との相互作用の違いは、体内動態にも大きな影響を及ぼすと

思われる。そこで 32p放射標識 pDNAを用いて静脈内投与後の DOTMNChol複合体、DOTMNDOPE

複合体の体内動態を検討した。その結果、 Fig.23に示すように、両複合体とも静脈内投与後速やか

に血流から消失し、最初の通過臓器である肺に高い集積を示した(投与量の約 80%)。しかし

DOTMNDOPE複合体は投与直後肺に高い集積を示したものの、その後徐々に肺から消失していき、

投与 30分後ではほとんど肺には滞留していなかった。一方で徐々に肝臓に集積していき、投与 30

分後では約 70%が集積していた。 DOTMNChol複合体は比較的長時間肺に滞留しており、投与 30

分後で投与量の約 40%が肺に滞留していた。また両複合体とも肺、肝臓以外の臓器への集積はほ

とんど認められなかった。

II-5 ラット肺濯流法を用いた複合体の肺への集積に及ぼす血液成分の影響

両複合体とも静脈内投与後、速やかに肺に高い集積を示した。しかしその後の肺での滞留性にお

いては両者に違いがあることが判明した。複合体は血清タンパクとの相互作用により凝集体を形成

し肺の毛細血管に塞栓を起こすことが報告されている (65，71)ことから、肺における滞留性の違

いは血液成分との相互作用の違いによる可能性が考えられる。そこで血液成分との相互作用が複合

体の肺への集積に及ぼす影響を、ラット肺濯流法を用いて検討するとともに、複合体の肺への集積

メカニズム解明を試みた。
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Fig. 23 In vivo distribution of (A) DOTMA/Chol-and (B) DOTMA/DOPE-complex at a 
chal宮，eratio of +2.24 after intravenous injection. Groups of three mice received i. v. i吋ectionsof 

the complex回 ata dose of 25μg DNA per mouse. The results are expr回 sedas a percentage of the 
i吋ecteddose per organ. 

Outflow 

Male Wistar Rat (180・200g)

Fig.24 Diagram ofsingle-pass rat lung perfusion experimental system. 

5 -a 血液成分との相互作用が肺への集積に及ぼす影響

濯流実験系は全身から特定の臓器のみを単離しその血管系を濯流するものであり、 inνivoでの組

織環境を維持したまま invivoとは異なった任意の条件で実験できる系として極めて有用である。そ

こで本実験においては複合体を濯流前に 5分間ラット全血、ラット血清および赤血球懸濁液とイン

キユベー卜し、六方バルブインジェクターを用いて湛流系に矩系注入した (Fig.24)0 5分間濯流の

後、肺を摘出し複合体の集積量を測定した。まず Bufferのみとプレインキユべーションした場合、

DOTMAlChol複合体はその約 75%が肺に集積した (Fig.25A)。これは複合体が血管内皮細胞に静

電的に吸着したものと思われる。しかしラット全血とプレインキユベーシヨンした場合においても
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肺への集積量に有意な変化は認められなかった。そこで血液成分のうち、と、の成分が複合体の肺へ

の集積に重要であるか検討するため、複合体を血清もしくは赤血球懸濁液と混合し濯流系に注入し

まず血清とプレインキユベートした場合、肺への集積量は約 45%に減少した。これは検討し
。

た

た全ての血清濃度において同程度の値を示した。次に赤血球懸濁液とプレインキユベートした場合、

これは検討した全複合体は全血とプレインキユベートした場合と同様、約 75%が肺に集積した。

ての赤血球濃度において同程度の値を示した。

DOTMNDOPE複合体についても同様の実験を行った (Fig.25B)oDOTMNChol複合体と同様に、

ラット全血もしくは Bufferとプレインキユベートした場合、非常に高い肺への集積を示した(投与

量の 90%)。しかし血清とのプレインキュベーションにおいて、有意な集積量の減少が認められた。

また赤血球懸濁液とプレインキユベーションした場合、肺への集積量は赤血球の濃度依存的であり、

赤血球濃度の上昇に伴い集積量も増加していった。
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濯流時における複合体の赤血球への結合5 -b 

濯流前に赤血球懸濁液とインキユベートした複合体が肺に集積したことから、赤血球懸濁液とイ

ンキユベートすることで複合体がどの程度赤血球に結合するか検討した。その結果、両複合体とも

全ての赤血球濃度において 80%以上が赤血球に結合していた (Fig.26)。よって本章 5-aにおい
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て赤血球懸濁液とプレインキユベーションした複合体が高い集積量を示したが、これは濯流前の時

点で赤血球に結合していた複合体が肺に集積したことを示している。
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Fig. 26 Binding of the complexes to eηthrocytes after a S min incubation with eηthrocyte 
suspensions at various concentrations. The complexes containing 32P-labeled plasmid DNA were 
mixed with erythrocyte suspensions. The mixtures were centrifugated after a 5 min incubation and the 
radioactivities in the supernatants were measured. The fractions of the complex回 bindingto blood 
cells were estimated by subtracting the radioactivities of the supernatants from the total radioactiviti回.

5 -c ラット血清による複合体の物理化学的性質の変化

一方でラット血清とのインキユベーションにより複合体の肺への集積量は減少した。しかし複合

体と血清タンパクとの相互作用により凝集体ができ、肺の毛細血管に塞栓するという報告もあるこ

とから (65，71)、ラット血清とのインキュベーション後の複合体の粒子径およびゼータ電位を測定

した。その結果、両複合体とも粒子径の顕著な増大は認められなかった (Table1)。またゼータ電

位に関しては、血清とのインキユベーションにより約+判 mVから約一10mVと負電荷に転じた。こ

れは負電荷を持つ血清タンパクが複合体表面に結合することで、複合体表面が負に帯電するように

なったものと推察された。

5 -d 複合体と相互作用したラット赤血球の肺への集積

両複合体とも赤血球懸濁液とプレインキユベートすることでその 80%以上が赤血球に結合する

にもかかわらず、非常に高い肺への集積を示すことが明らかとなった。しかし本章2-bで示した

ように、両複合体聞で赤血球との相互作用に違いが見られることから、両複合体闘で複合体に結合

した赤血球側の動態に違いがないか検討するため、濯流終了後の赤血球の肺への集積を観察した。
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Table 1 Physicochemical properties of pDNA-cationic liposome complexes befo四 andafter 
exposure to rat serum. 

Particle size (nm) Zeta potentia1 (m v) 

Complex Before A白er Before After 

DOTMNChol-complex 187.0::，:: 22.7 207.4::':: 9.7 46.53::':: 1.9 -11.15::，:: 0.7 

DOTMNDOPE-complex 189.8::，:: 10.5 234.4 ::':: 20.1 34.50 ::':: 1.2 ・12.71::'::0.6 

The complex dispersions were mixed with rat serum at the final serum concentration of 33.3 % and the 
mixtures were incubated for 5 min before measurement. 

Fig. 27 Erythrocyte accumulatioD after a 5皿inperfusion. Erythr∞yte suspensions were 
incubated with DOTAM/Chol-complex or DOTMNDOPE-complex for a 5 min before perfusion (final 
erythrocyte concentration 13.3 %)・ (A)erythrocyte suspension alone， (B) mixture of erythrocyte 
suspension and DOTMNChol-complex， (C) and (0) mixture of erythrocyte suspension and 
DOTMNDOPE-complex. The whole lungs were excised after a 5min perfusion. 

まず赤血球のみを潅流した場合、赤血球は全く肺に滞留していなかった (Fig.27A)。また

DOTMNChol複合体とインキユベーションした場合においても赤血球の肺への顕著な集積は見ら

れなかった (Fig.27B)。しかし DOTMNDOPE複合体とインキユベーションした場合、著しい赤血

球の集積が認められた (Fig.27C)。また赤血球は肺の血管に沿って集積している様子が観察された

(Fig.27D)。

II-6考察

pDNNカチオン性リボソーム複合体は高い安全性や低い抗原性などから静脈内投与による加 vivo

遺伝子導入に適したベクターであると考えられるが、強い正電荷を持つために静脈内投与後標的以

外の細胞や血清タンパクと非特異的に相互作用することが予想される。これらの相互作用は複合体

を不安定化するだけでなく、複合体の体内動態を制御する上で大きな障害になると考えられ、それ

らに関する研究はより優れた遺伝子キャリアーの開発に向けて極めて重要であると思われる。そこ

で本章では DOTMNChol複合体、 DOTMNDOPE複合体、 DOTMA複合体の物理化学的性質や構造
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Fig. 28 Schematic structures of DOTMNChol-and DOTMNDOPE-complex. 

を明らかにするとともに、血液成分のうち血球成分との相互作用が静脈内投与後の遺伝子発現と体

内動態に及ぼす影響について検討した。さらに静脈内投与による遺伝子導入においてどのような物

性が重要であるか考察を加えた。

まず本章における検討では、電荷比+2.24で調製した複合体を用いた。電荷比は第 I章でも示し

たように、 invivo、invitroを問わず、遺伝子発現効率を決める重要な要因である (16-18，56)。静脈

内投与による遺伝子導入においては高電荷比の複合体を用いることでより高い遺伝子発現が得ら

れる (56)が、電荷比+2.53以上では一部のカチオン性リボソームが複合体を形成せず単独で存在

することが報告されている (72)。複合体を形成しない単独のカチオン性リボソームは遺伝子発現

効率を上昇させることが報告されており (73)、今回は複合体自身の遺伝子発現効率を評価するた

め単独のリボソームが存在しない電荷比を採用した。

遺伝子導入実験に先立ち、複合体の物理化学的性質および構造を検討した。粒子径およびゼータ

電位などの基本的な物理化学的性質に関しては各複合体間に大きな違いは認められなかったもの

の、その微細な構造には大きな違いが見られた。AFMおよび SAXSによる解析の結果、DOTMNChol

複合体では脂質成分が安定なラメラ構造をとっており、 DNAはリボソームの内部に脂質二重膜に

はさまれるような形で存在することが示唆された (Fig.28)。これに関しては Templetonらも

DOTAP/Cholリボソームを用いた検討において同様の報告をしている (54)0Templetonらは DNA

鎖と脂質二重膜の厚さの和が 6.5nmであったと報告しているが、これは今回の DOTMNChol複合

体の結果 (6.83nm)とよく対応している。一方で DOTMNDOPE複合体に関しては、 pDNAに由来

するループ状の構造が観察されたことから、リボソーム同士が融合することで脂質の運動が起こり、

脂質成分が DNA鎖を脂質二重膜からなるチュープ構造の内部に包みこむような構造をとっている
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Fig. 29 Interaction between pDNA-伺 tionicliposome complexes and eηtbrocytes. 

ことが示唆された (Fig.28)0 DOPEはその特異な形状からこのような構造をとりやすいと考えられ

る。これは Sternbergらが提唱する Spaghetti-meatballstructureに類似した構造であり、 Sternbergらは

この構造がエンドソーム膜との融合に重要であると考察している (40)。またこれらの構造は赤血

球同士の融合に関しても大きな役割を果たしていると考えられる。脂質が安定なラメラ構造を持つ

複合体は生体成分との相互作用においても高い安定性を示すことが指摘されており、

Boukhnikachvil iらはラメラ構造を持つ複合体が血清存在下においても高い遺伝子発現を示すことを

報告している (74)。また脂質成分がラメラ構造を持つ複合体は生体膜のモデルである負電荷リボ

ソームと静電的に結合しても融合を起こさないことから (49)、脂質成分がラメラ構造を示した

DOTMNChol複合体は赤血球と結合しても融合しないものと思われる (Fig.29)。一方

DOTMNDOPE複合体では、 DOPE分子自身も膜融合に重要なヘキサゴナル構造をとることから膜

融合を促進すると考えられている (48，75)。また複合体のループ状の部分では脂質成分が極めて曲

率の高い構造をとっており、曲率は脂質膜の融合において重要な要因であることから (76)、今回

の赤血球聞の融合においてもこの曲率の高い構造が融合を促進していると思われる (Fig.29)。今

回X線小角散乱法による検討においては電荷比+2.24のDOTMNDOPE複合体では明確なピークが

得られなかったが、これは脂質向上の静電的反発や高い膜流動性によるものと思われる。膜の流動

性も膜融合において重要な要因であり (76)、今回蛍光異方性の実験からも示されたように DOPE

の添加により膜流動性が上昇したことから、 DOTMNDOPE複合体における脂質成分の高い膜流動
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Fig. 30 Postulated mecbanism of cationic Iiposome-mediated gene transfer to lung 
endotbelial cells after intravenous administration. 

性も赤血球との融合において重要な要因であると思われる。

今回本章II・2の検討から各複合体が血清タンパクだけでなく、血球成分とも血清タンパクと同程

度の割合で結合することが明らかとなった。また静脈内投与後の体内動態実験においても、複合体

は約半分が血球成分に結合していたことから、血球への結合が静脈内投与後にも血管内で起こって

いることが示唆された。また DOTMNDOPE複合体は DOTMNChol複合体に比べ若干高い結合量

を示したが、これは赤血球との融合に起因するものと推察される。今回の結果は複合体の静脈内投

与による遺伝子導入では血清タンパクとの相互作用だけでなく、血球成分との相互作用も考慮しな

ければいけないことを示唆している。Aokiらも静脈内投与したカチオン性リボソームが赤血球と相

E作用する可能性を指摘しており (77，78)、赤血球との相互作用は pDNA-カチオン性リボソーム複

合体に限らず、正電荷を持つ物質において考慮しなければいけない問題であるかもしれない。また

血球への結合においては各複合体とも同程度の値を示したものの、 DOTMNDOPE複合体は赤血球

同士の融合および凝集を引き起こすなど、その相E作用の様式については大きな違いが認められた。

この融合は血清タンパク存在下でも観察されることから静脈内投与後においても血管内において

同様の現象が起こっているものと思われる。また DOTMNDOPE複合体は静脈内投与前に赤血球懸

濁液とインキユベーションすることで著しく遺伝子発現量を減少させることから、赤血球と融合す

ることで脂質成分を失い遺伝子発現効率を減少させると考えられた。一方 DOTMNChol複合体、

DOTMA複合体は赤血球に結合するものの、融合を引き起こさず形状を維持したまま赤血球に結合

しているため遺伝子導入能力を保持していると思われる。

このような血球成分との相互作用の違いは複合体の静脈内投与後の体内動態の違いにも影響を

及ぼすものと思われる。本章II-4およびII-5の結果から推察すると、 DOTMNChol複合体は赤血

球と融合せずに静電的に結合しているので、肺の毛細血管を通過する際に赤血球から肺の血管内皮
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細胞に移行するものと思われる (Fig.30)。赤血球の直径(約7μm)が毛細血管の直径(約5μm)

と近いため複合体が血管内皮細胞に移行しやすく、また血管内皮細胞に吸着した複合体はエンドサ

イトーシスにより内在化をうけるため (79)、本章II-4においても肺に長時間滞留したものと思わ

れる。一方 DOTMNDOPE複合体は赤血球同士の融合および凝集を引き起こし、その大きさのため

肺の毛細血管に塞栓してしまうものと思われる (Fig.30) 0 Yoshiokaらも粒子径 15阿n以上の微粒

子は肺毛細血管に塞栓してしまうことを報告している (80)。そのため投与直後は肺に集積するも

のの内在化されず、徐々に血流によって洗い流されるため肺から消失していき、肝臓に取り込まれ

るものと推察された。

今回血清タンパクとの相互作用による遺伝子発現効率の有意な減少は認められなかった。従来の

リボソーム製剤に関しては静脈内投与後、血清タンパクのうち補体成分との相E作用により膜の不

安定化およひ"貧食細胞への取り込み促進が報告されているが (81・86)、複合体に関しては補体を失

活させたマウスにおいても複合体の遺伝子発現効率および体内動態に違いが認められなかったこ

とが報告されている (87)。これは補体との特異的相互作用に比べ、アルブミンなど血清タンパク

との静電的な非特異的相互作用がより起こりやすいものと思われる (64)。よって今回の検討にお

いても同様の現象が起こっているものと思われるが、血清タンパクとの相互作用は複合体の遺伝子

発現効率に対して赤血球との相E作用ほど影響力は大きくないことが示された。また血清タンパク

との相互作用は複合体の肺への集積を増加させることなしむしろ減少させることが明らかとなっ

た。血清とのインキュベーシヨンによって肺への集積が減少したのは、複合体の表面電位の低下に

よる血管内皮細胞との親和性の減少によると思われる。同様の現象は肝濯流系におけるリボソーム

の肝取り込みにおいても観察されている (88)0Huangらは血清タンパクとの相互作用による複合

体の粒子径の増大が肺への集積に関与することを考察しているが、今回顕著な粒子径の増大は認め

られず、肺への集積に関してもむしろ減少させることが示された。

以上の一連の検討結果より、赤血球に代表される血球成分との相互作用は静脈内投与後の複合体

の遺伝子発現および体内動態を左右する大きな要因であり、その相互作用においては複合体の構造

特性が非常に重要であることが示された。Cholを中性脂質として用いることで脂質成分がラメラ構

造を保ち赤血球に安定に結合するため、遺伝子導入能力を失うことなく、肺に効率よく再分布し高

い遺伝子発現を示すことが明らかとなった。また静脈内投与による遺伝子導入用キャリアーの開発

においては、血清タンパクとの相互作用のみならず血球成分との相互作用も検討する必要があるこ

とが示された。これまで複合体と血清タンパクとの相互作用についてはいくつか報告があったもの

の、血球成分との相互作用に関しては全く報告がなく、大変興味深い知見と思われる。さらに今後

特定臓器へのターゲティング能を付与したキャリアーを設計するためには、複合体の肺への集積を

回避する必要があり、そのためには表面電荷を下げることで、標的細胞以外の細胞や血球成分への吸

着を抑えることが必要不可欠であると思われる。
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第III章転移性肺癌モデルマウスへのインターフエロン (IFN)遺伝子導入に

よる抗腫蕩効果

前章においてレポーター遺伝子としてルシフエラーゼ遺伝子を用いて静脈内投与による仇 vivo

遺伝子導入を行い、 DOTMNCholリボソームとの複合体が肺に効率よく集積するともに、高い遺伝

子発現を示すことを明らかにした。よって本法は肺における疾患に対する有効な治療方法となりう

ると考えられる。

遺伝子治療の対象となる疾患のうち、癌は最も重要なターゲットのひとつであり、多くの臨床試

験が行われている (89・106)。癌に対する遺伝子治療においては自殺遺伝子 (89-93)や癌抑制遺伝

子 (94・97)、抗腫蕩免疫を誘導するサイトカイン遺伝子 (98・106)の導入など、様々な方策がとら

れている。しかしこれらの臨床試験のほとんどは癌への局所投与もしくは exvivo法に限られている。

ex vivo法は繁用性やコストの面から限界があり、また局所投与は転移J性の癌への適用は難しいこと

から、全身投与による遺伝子デリパリー技術の確立が期待されている。

既に示したように複合体の静脈内投与法は肺特異的に複合体を送達できかっ極めて高い遺伝子

発現効率を示すこと、また肺組織のなかでも肺の血管内皮細胞に遺伝子発現が局在することから、

転移t性肺癌治療へ適用できる簡便な方法と考えられる。また転移性肺癌は癌細胞が肺の血管内皮細

胞に接着することから始まり、癌細胞が血管内で増殖していくことで形成されると考えられており

(107)、また腫蕩増殖において必要不可欠である新生血管の内皮細胞は通常の血管内皮細胞に比べ

より高い複合体取り込みを示す (108)ことからも、複合体の静脈内投与法は転移性肺癌に対する

有効な治療方法となりうると思われる。

導入する遺伝子のなかでも自己の強い抗腫蕩免疫を誘導できるサイトカイン遺伝子導入による

癌治療は副作用も少なく、有効な治療方法として期待されている(嶋田107)。インターロイキン (IL)

(5，99， 101)や頼粒状マクロファージ刺激因子 (GM-CSF)(98，100)など様々なサイトカインが遺

伝子治療に用いられているが、なかでもインターフエロン(IFN)は最も期待されているサイトカ

インの一つである (102・106)0 IFNはtype1 (IFN-a/s)とtype11 (IFN-y)とに大別されるが、主要

組織適合遺伝子複合体 (MHC)の発現増強 (109)、細胞増殖抑制 (110，111)、Naturalkiller cell (NK 

cell)やマクロファージなどの活性化 (112，113)、血管新生阻害 (114-116)など、種々の生物活性

を持っており、 IFN製剤は既に臨床においては抗がん剤や抗ウイルス剤として使用されている。

一方、複合体の静脈内投与による的 vivo遺伝子導入においては非特異的に TNF-α、IL-12、IFN-y

などのサイトカインが誘導され、これらサイトカインが様々なメカニズムを介して抗腫蕩効果を示

すことが報告されている (117，118)。またこれらサイトカインは血管内皮細胞に障害を与えること

で肺における遺伝子発現効率に大きな影響を及ぼす可能性が示唆されているが (119，120)、これら

のサイトカインは細菌由来の DNAに多く存在する CpG-motifと呼ばれる塩基配列をもっ DNA鎖が

マクロファージや樹状細胞、 B細胞などの免疫担当細胞に取り込まれることで細胞を活性化し、放

出されることが明らかになっている (121・129)。しかしながら静脈内投与時に体内のどの免疫担当
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細胞がこれらのサイトカイン放出に関与しているか、現在のところ解明されていない。これらを明

らかにすることは複合体による抗腫蕩効果のメカニズム解明だけでなく、複合体の静脈内投与によ

る遺伝子治療の実現に向けて重要な知見になるものと思われる。

そこで本章においては、転移性肺癌モデルマウスに対し抗腫蕩効果が期待できるインターフエロ

ン(IFN)遺伝子を静脈内投与により肺に導入し、複合体の静脈内投与による invivo遺伝子治療へ

の応用の可能性について検討した。さらに複合体の静脈内投与後の非特異的サイトカイン誘導に関

与する細胞について検討を加えた。

Mouse IFN-s or -y cDNA 
CMV 

ー sGHpA

pCMV・MufJ

pCMV・Muy

CoIE1 

Fig. 31 Structu問 ofmouse IFN-p and IFN-y exp問 ssionvectors pCMV.・Mupand pCMV.・Muy
for in vivo gene therapy. 

III -1 複合体の静脈内投与による肺でのインターフエロン発現

前章においてルシフエラーゼをレポーター遺伝子として用いた場合、肺で高い遺伝子発現効率が

得られたが、同様の現象が分泌タンパクとして発現される IFNについても観察されるかどうか検討

した。実験方法としては複合体投与より 2時間後、マウスを開胸して肺を摘出し細断した。それら

を培地存在下 4時間組織培養し、培養上清中の IFN活性を bioassayにより測定した (130)。また IFN

のサブタイプは各型 IFNに特異的な単クローン抗体を用いて決定した。インターフエロン (IFN)

遺伝子としては、マウス IFN-s発現プラスミドベクタ-pCMV-Mus、マウス IFN-y発現プラスミドベ

クターpCMV・Muyを用いた。さらに強力な type1 IFNの inducerである合成二本鎖 RNApoly I:poly C 

(pI:pC)を用いた。またコントロールとして、 cDNAの挿入されていない発現ベクターpcDNA3を

用いた。これらを DOTMNCholリボソームを用いて複合体(電荷比+2.24)を形成させ、 25陪

DNNmouse (pI:pCでは 12.5μg/mouse)の投与量でマウスに尾静脈内投与した。

その結果、 pI:pC複合体を除く全ての複合体において高活性の IFN-αが認められた (Fig.32)。ま

たMus複合体、 pI:pC複合体投与群においては他の投与群に比べ有意に高い IFN-s活性が見られた。

一方Muy複合体投与群においては他の投与群に比べ高い IFN-y活'性が観察されたが、その差は小さ
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Fig. 32 Secretion of IFNs trom lung after intravenous ad皿inistrationof the complexes. IFN-α 
(c/osed bar)， IFN-s (open bar)， IFN-y (hatched bar). Twenty-fiveμg DNA (12.5陪 pI:pC)complexed 
with DOTMNChol liposome were i吋∞tedinto mice. IFNs' yields in the culture medium were 

determined by bioassay. Each result repr回 entsthe mean士 S.D.of three lungs. 

いものであった。この理由としては IFN-yの比活性が IFN・αやIFN-sに比べ低いことが考えられる。

以上の結果より、ルシフエラーゼ遺伝子導入と同様に分泌タンパクである IFNにおいても肺で高

い発現が得られることが示された。

111-2転移性肺癌モデルマウスへの複合体を用いた IFN遺伝子導入による抗腫療効果

2-a 転移性肺癌モデルマウスの作成

マウス大腸癌細胞株口・26細胞をマウス CDFj (5週齢、雄性)に 1x lOs個尾静脈内投与するこ

とにより肺に転移結節を作成した。静脈内投与による癌細胞移植より 7日後、各複合体を静脈内投

与した。さらに投与より 10日後、マウスを開胸し、肺をメタノールで固定後転移結節数を計測し

。
た

2-b 複合体の静脈内投与による IFN遺伝子導入の抗腫療効果

Fig.33に、移植より 17日後の肺における転移結節数を示した。 Mus複合体、 pI:pC複合体投与群

では、 pcDNA3複合体および Muy複合体投与群に比べ顕著な腫痩増殖阻害を示した。また延命効果

を評価する実験においても、両投与群は他の投与群に比べ優れた生存日数延長効果を示した
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(Fig.34)o pcDNA3複合体および Muy複合体投与群は、 5%dextrose溶液投与群に比べ長い生存日数

を示したものの、転移結節数に関しては有意な治療効果が認められなかった。

Control 

pcDNA3・complex

Muy-complex 

Mus-complex 

pI:pC・complex

。 50 100 150 200 250 

Number of Tumor Nodules per Lung 

Fig. 33 Reductioo io lung tumor burden by intravenous administratioo of the complexes. 

Tumors were established in mice by intravenous i吋ectionof 1 x lOs cells per mouse. Seven days after 
inoculation， mice were i吋ectedintravenously with the complex回 Themice were sacrificed 17 days 
after inoculation. Each result repr白 entsthe mean ::::t S.D. of nine to ten mice. There are 

statistically significant differences by ANOVA: *; P<O.Ol， versus pcDNA3・complex.
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Fig. 34 Effect of the complex i吋ections00 survival times in mice with lung metastases. Tumors 

were established in mice by intravenous injection of 1 x lOs cells per mouse. Seven days after 

inoculation， mice (five per 紅白tmentgroup) were i吋ectedintravenously with the complex回.

2-c 抗 IFN抗体前処理による抗腫蕩効果阻害

Mus複合体、 pI:pC複合体投与による腫蕩増殖阻害が遺伝子導入によって発現した IFN-sによるも
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のかどうかを検討するため、複合体投与12時間前に各種抗体 200ほを腹腔内投与した。その結果、

Mus複合体、 pI:pC複合体投与群ともに saline前投与群、 ratIgG前投与群およびAnti-IFN-y抗体前投

与群では腫蕩増殖抑制への影響が見られなかったのに対し、Anti-IFN-附克体前投与群では腫蕩増殖

抑制が完全に阻害された (Fig.35)。よって両複合体投与による腫蕩増殖抑制効果は複合体投与に

よって肺で発現した IFN-sによるものであることが示された。

(A) Mus-complex (B) pI:pC-complex 

Control 

+Saline 

* +Rat IgG 

+Anti-IFN-y 

+Anti-IFN-s 

100 80 60 40 20 。 。20 40 ω 80 100 120 

Mean Number Tumor Antibody Mean Number Tumor 
Nodules per Lung Nodules per Lung 

Fig. 35 Antitumor activity of Mus-and pI:pC・complexes:elTect of antibodies. (A) Mus-

complex， (B) pI:pC-complex. Two hundred μg antibodies were intraperitoneally i吋ccted12 h before 
complex i吋ection. The complex回 wereintravenously i吋ccted7 days after inoculation. Each result 

repr回 entsthe m回 n+ S.O. of five mice. There are statistically significant differences by ANOVA: 

でP<O.Ol

III -3 複合体の静脈内投与による非特異的サイトカインの誘導

近年、細菌由来の ONAに多く存在する CpG・motifと呼ばれる塩基配列をもっ ONA鎖がマクロフ

アージや樹状細胞、 B細胞などの免疫担当細胞に取り込まれることで細胞を活性化し、様々な炎症

性サイトカインが放出されること (121・129)、さらに複合体の静脈内投与によっても血液中に種々

のサイトカインが放出され、抗腫蕩効果を示すこと (117・120)が報告されている。そこで今回用い

た複合体を静脈内投与することで非特異的に誘導されるサイトカイン量に違いが見られるどうか、

検討した。その結果、 pcONA3複合体、 Mus複合体および Muy複合体投与群において大量の TNF-α

および IFN-yの誘導が観察された (Fig.36) 0 IFN-yの産生量においては Muy複合体投与群が若干高

い値を示したものの、 TNF-α産生量に関しては大きな違いが見られなかった。また pI:pC複合体投

与群に関しては、これらサイトカインの誘導はあまり観察されなかった。
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Fig. 36 Serum cytokine levels following intravenous i吋ectionofvarious types ofthe co皿 plexes.

(A) TNF-a， (B) IFN・y. Three hour (TNF-a) and 6 hour (IFN-y) after町ection， serum was collected 

and assessed for levels of TNF-αand IFN-y by ELISA 

III -4複合体の静脈内投与による非特異的サイトカイン誘導における肝クッパー細胞の関

← 才

前節で示したように pcDNA3複合体投与群において多量の TNF-αおよび、IFN-y産生が観察された。

今回これら非特異的に誘導されるサイトカインの抗腫痩効果への寄与は小さいと思われるが、

pcDNA3複合体投与群において生存日数の延長が見られるなど何らかの関与は否定できないと思わ

れる。そこでこれらの非特異的に誘導されるサイトカインについて、どの細胞がこれらのサイトカ

インを産生しているか検討した。既に前章II-4で示したように、複合体は静脈内投与直後一時的

に肺に集積するものの徐々に消失し、肝臓に取り込まれてし、く。その一方で肝臓と肺以外の臓器に

はほとんど分布しない。また複合体は肝臓を構成する細胞のなかでも血管内皮細胞やクツパー細胞

などの非実質細胞に取り込まれることが報告されている (131)。一方で複合体を取り込むことで

TNF-αなどのサイトカインを放出することが知られている細胞としては、マクロフアージ、 NKcell、

Tリンパ球、 Bリンパ球、単球などの免疫担当細胞が知られており(121・129)、複合体の動態特性と

合わせて考えると肝クッパー細胞のサイトカイン放出への関与が予想される。そこで肝クッパー細

胞を特異的に除去する GadoliniumChloride (GdCI3) を静脈内投与することで肝クツパ一細胞を除去

し、サイトカイン誘導に及ぼす影響について検討した。

4-a 複合体の静脈内投与による血中への TNF-αおよび IFN-y分泌

実験方法としては複合体投与 24時間前に GdCI3を45mg/kgの投与量で尾静脈内投与した。複合

体投与後、経時的に血液を採取し血清中の TNF-aおよび IFN-y量を ELISAにより測定した。その結
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果、 TNF-αでは投与後 3時間後、 IFN-yでは 6時間後に最大血中濃度を示したが、両者とも GdCI3

前処理群において有意な減少が認められた (Fig.37)。また両サイトカインとも徐々に血中より消

失し、投与後 24時間後にはほとんど検出されなかった。
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Fig. 37 Serum cytokine levels (A) TNF・α，(B) IFN叩 followingtail vein i吋ectionof pcDNA3・
complex. 1¥venty-four hour before injection of pcDNA3-complex containing 25μg pcDNA3， saline 
(closed circle) or GdC13 (open circle) were i吋ectedinto mice. At the indicated tim時 afterthe 
complex i吋ection， serum was collected and assessed for levels of cytok.in回 Barsrepr岱 entthe m伺 n

+ S.D. of three mice. There are statistically significant differences Student's t-t回t:*; P<O.05，料;
P<O.Ol. 

4-b 複合体の静脈内投与後の各臓器における TNF-α量

IFN-yは複合体を取り込み活性化したマクロファージなどから放出された TNF-αや IL-12によっ

てさらに活性化した NKcellから放出されることが知られている (118、132)。そこで以後、サイト

カインを TNF・αに絞り実験を行った。複合体の静脈内投与後の各臓器に含まれる TNF・α量を測定し

たところ、 saline前処理群では肝臓および牌臓、腎臓で高い値が見られた (Fig.38)。またこれらの

値は GdC13前処理群において有意に減少し、これらの臓器が TNF・αの産生部位で‘ある可能性が示唆

された。他の臓器に関しても5%デキストロース溶液投与群に比べ優位に高い値を示したが、 GdC13

前処理による有意な影響は見られなかった。

4-c 静脈内投与後の複合体の体内動態に及ぼす GadoliniumChloride前処理の影響

GdCI3前処理群による TNF-α産生量の減少と複合体の体内動態との関連を検討するため、前章II

-4と同様の方法で複合体の体内動態について検討した。その結果、 saline前処理群、 GdC13前処理

群ともに複合体は急速に血中から消失し、複合体の血中濃度に関しては両投与群に大きな差は見ら
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しかし肝臓への集積量は、 GdCI3前処理群で saline前処理群に比べ約半分に減少した。れなかった。

これは肝臓におけ一方、肺や牌臓をはじめとする他の臓器での集積量は逆に増加した (Fig.39)。

る取り込みが減少した分、他の臓器での取り込みが上昇したためと思われる。
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Fig.39 ln vivo distribution of pcDNA3・complexafter intravenous i吋ection. (A) Lung， (B) 
Liver. Twenty-four hour before i吋ection，saline or GdCI3 were i吋ectedinto mice. Groups of three 

mice received i. v. i吋ectionsof the complcx回 ata dose of 25μg ONA per mouse. The results are 
expressed as a percentage of the i吋ecteddose per organ. There are statistically significant 
differences by Student's t-t岱 t:*; P<0.05:材 ;P<O.Ol. 

-42. 

Time (min) 



III -5 考察

pDNA-カチオン性リボソーム複合体は抗原性も低く、繰り返し投与も可能であることから静脈内

投与による遺伝子導入に適しており、また肺特異的に高い発現を示すことから転移性肺癌治療に対

する有効なベクターになりうると思われる。そこで本章においては転移性肺癌モデルマウスを作成

し、抗腫蕩活性を持つサイトカインのうち IFNを選択し、 IFN遺伝子からなる複合体を静脈内投与

してその腫蕩増殖抑制効果を検討した。その結果 IFN-s遺伝子もしくは IFN-sのinducerである pI:pC

を含む複合体投与群において肺における顕著な IFN-s産生および腫蕩増殖抑制効果が見られた。ま

た複合体投与によって非特異的に産生される TNF-αは肝クッパー細胞によって産生されることが

示唆された。

IFNは非常に多種多様の免疫調節作用および賦活作用を有し微量でその活性を発揮することが知

られており、現在その IFN製剤は既に抗がん剤として商品化されている。IFNのうち IFN・0はIFN-α

やIFN-刊こ比べ強い細胞増殖抑制効果を持つこと(110，111)、マクロファージやNKcellの活性化(112，

113)、MHCclass 1の発現増強 (133)、血管新生促進物質の産生抑制 (114・116)などの生物学的活

性を持っていることからこれらのメカニズムを介して抗腫蕩効果を示すと考えられている。現在

IFN-s遺伝子を脳腫痩局所へ導入する臨床試験が行われているとともに、 Natsumeらは IFN-s遺伝子

を内封したカチオン性リボソームを脳腫蕩に局所投与することで cytotoxicT cellの流入を誘導し腫

蕩が退縮することを報告している (134)。また Xuらはレトロウイルスベクターを用いて IFN-s安

定発現株を作成しこれらの細胞の腹腔内腫蕩形成が阻害されるとともにマクロファージの抗腫痩

活性が増加することを明らかにしている (135)。今回の検討においてはこれらのうちどの作用が抗

腫蕩効果に対し大きな役割を果たしているかは明らかでないが、各メカニズムがそれぞれ抗腫蕩活

性に寄与しているものと思われる。

今回は合成二本鎖則Aである pI:pCを含む複合体においても有意な腫虜増殖抑制効果が見られ

た。 pI:pCはウイルス複製時に合成される二本鎖 RNAのモデルとして用いられ、強力な type1 IFN 

の inducerであることが知られている (136-138)。既に Okamotoらは、カチオン性リボソームと複

合体を形成させ各種培養細胞に pI:pCを導入することで、高活性の IFN-sを誘導できることを見い

だしている (139)。そこで本手法を静脈内投与に応用した。その結果、 pI:pCからなる複合体を静

脈内投与することにより、肺で IFN-s産生を誘導できるとともに腫蕩増殖抑制効果が得られること

を示した。また抗 IFN-s抗体前処理群で抗腫蕩効果に阻害が見られたことから複合体投与により誘

導された IFN-sが抗腫嬉効果に大きな役割を果たしていることが示唆された。Hirabayashiらは pI:pC

が癌細胞の細胞質内に放出されることによって細胞死を誘導すること、それによって腫蕩増殖抑制

を示すことを報告している (140)。しかし今回の検討においては抗 IFN-s抗体によって抗腫蕩効果

に阻害が見られたこと、また遺伝子発現が主に血管内皮細胞で見られることから本検討における

pI:pCによる抗腫蕩効果は誘導された IFN-sによるものであると思われる。

また IFN-sによる抗腫蕩効果に関しては腫蕩細胞が存在する肺組織での IFN-s産生が重要である
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と思われる。 IFN-s安定発現細胞株を皮下に移植した際増殖抑制を示したものの、別の部位に移植

した親株細胞には抗腫療効果を示さなかった報告があること (141)から IFN-sによる抗腫蕩効果は

全身性のものではなく局所的であることが考えられる。

今回 pcDNA3複合体、Mus複合体およひーMuy複合体の静脈内投与後、非特異的に肺において IFN-α

が、 TNF-αおよび IFN-yが血中に誘導されることが示された。 IFN-αの非特異的誘導に関してはあま

り報告がなく今後の解明が待たれる。 TNF-αおよび、 IFN-yの誘導に関してはいくつかのグループか

ら報告されており (117・120)、これには塩基配列中に存在する CpG・motifが大きく関与していると

報告されている (121・129)。これら CpG-motifはマクロファージや樹状細胞に取り込まれることで

それらの細胞を活性化し TNF・αや IL-12の放出を誘導するとともに、さらに NKcellを活性化し

IFN-yの放出を誘導する (132)。またこれらのサイトカインは様々な機構を介し抗腫療活性を誘導

することから、タンパクを何もコードしていないコントロール pDNAからなる複合体を静脈内投与

することで転移性肺癌および皮下腫蕩の増殖抑制が見られることが報告されている (117，118)。し

かし今回は pcDNA3複合体では治療効果が見られず、また Mus複合体の抗腫蕩効果も抗IFN-y抗体

によって阻害されなかったことから非特異的に誘導されるこれらサイトカインよりも DNAにコー

ドされた IFN-sが肺転移結節増殖抑制効果においてより重要であることが示された。この理由とし

ては複合体投与時点での腫蕩形成の程度の違いが考えられる。本実験においては移植より 7日後に

複合体を投与しているが、移植より 4日後に複合体を投与した場合には全ての複合体において有意

な増殖抑制効果が見られた。同様の結果は Dowらによっても報告されている (142)。また細胞の

免疫原性による違いも指摘されている。今回用いた CT-26細胞は免疫原性が低いことが知られてお

り、Whitmoreらは免疫原性の低い細胞は IFN-yなど Th1型サイトカインに対して感受性が低い可能

性を指摘している (117)。

しかしながら pcDNA3複合体投与群と 5%デキストロース投与群との聞には転移結節数に有意な

差は認められなかったものの延命効果を調べた実験においては生存日数の延長が認められること

から、これら非特異的に産生されるサイトカインの抗腫痩効果へのある程度の寄与は完全には否定

できないものと思われる。複合体の静脈内投与により TNF-αおよび IL・12が誘導され、これらがさ

らに NKcellを活性化するとともに肺およひ、牌臓への集積を誘導するため、そこで高い IFN-y産生量

が見られることが報告されている (118)0TNF-αは NKcellを活性化させるだけでなく血管内皮細

胞への接着を増加させるため (143)、NKcellがそれらの臓器に接着したものと思われる。また NK

cellは IFN-sによっても活性化されることから、今回非特異的に誘導されたサイトカインにより肺

に接着した NKcellがIFN-sによってさらに活性化された可能性が考えられる。現在 NKcellがどの

ような機構で癌細胞を認識し抗腫蕩活性を示すかに関しては不明な点も多いが、今回の抗腫蕩効果

においても NKcellが大きな役割を果たしていることが考えられ、複合体の静脈内投与による NK

cellの誘導および活性化メカニズムの更なる解明が待たれる。

これら非特異的サイトカインの誘導に関して、今回肝クッパー細胞を特異的に除去する GdCI3の

前処理により複合体の肝取り込みおよびTNF-αの産生量が減少したことから、これらのサイトカイ
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ンのうち TNF-αは肝クツパー細胞から産生されていることが示唆された。 GdCl3は血中でコロイド

粒子を形成することで肝クツパー細胞にエンドサイトーシスされ、再び酸性画分で溶解することで

細胞死を引き起こすと考えられている (144)。肝クッパー細胞は組織常在性マクロファージの一種

であり、血流に侵入したウイルスの捕食だけでなく微粒子性キャリアーの取り込みにおいても大き

な役割を担っている。前章II-4で示したように複合体は静脈内投与直後、肺に集積するがその後

肝臓に取り込まれる。 Mahatoらは肝臓を構成する細胞のうち、非実質細胞に選択的に取り込まれる

ことを報告しており (131)、また加 vitroにおいて血管内皮細胞は複合体を取り込んでも TNF・αを

放出しないことを我々は確認していることからも肝クッパー細胞が主な産生細胞だと思われる。今

回各臓器における TNF-α量の検討では牌臓および腎臓においても GdCl3前処理により有意な TNF・

α量の減少が認められたが、これらの臓器には肝臓と比べてあまり複合体は集積せず、むしろ集積

量は GdCl3前処理により逆に増加したことからこれらの臓器の TNF-a産生への関与は低く、血中に

放出された TNF-αがこれらの臓器に集積したために高い値が見られたものと思われる。またこれら

のサイトカインは血管内皮細胞に障害を与えることで遺伝子発現効率を低下させることが報告さ

れており (119，120)、肝クツパー細胞への取り込みを抑えることによる炎症性サイトカインの産生

量抑制は遺伝子発現効率の改善につながると思われる。

以上の一連の検討結果より、複合体の静脈内投与による肺への IFN-s遺伝子導入が転移性肺癌に

対する有効な治療方法となりうる可能性が示唆された。また複合体の静脈内投与により非特異的に

誘導される TNF-αは肝クッパー細胞から産生されることが示された。これらの知見は複合体の静脈

内投与による遺伝子治療の実現に向けて有益な情報を与えるものと思われる。
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結論

以上、著者は三章にわたり、プラスミド DNAIカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質と

遺伝子発現効率の関連を初 vitroおよび invivoにおいて系統的に検討し、さらに複合体を用いた u

vivo遺伝子治療への応用について検討を加え、以下の結論を得た。

第 I章プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質と invitroにおけ

る細胞内動態および遺伝子発現効率の関連

培養細胞での遺伝子発現効率と複合体の物理化学的性質との関連について検討することを目的

に、カチオン1性リボソームとホタルルシフエラーゼをコードした pDNAを種々の割合で混合し調製

した複合体の物理化学的性質および複合体の細胞内動態、遺伝子発現効率を評価した。複合体の粒

子径およびゼータ電位はリボソーム量の増加とともに変化し、ある混合比においては粒子径が増大

するとともにゼータ電位が負から正に変化した。またこれ以上の混合比において原子闘力顕微鏡

(AFM)を用いた検討では脂質成分が DNAを完全に覆う様子が観察された。各種培養細胞におけ

る検討では、遺伝子発現量は pDNAとリボソームの混合比によって大きく変化したが、最も高い複

合体の細胞内取り込み量を示す混合比と最大の遺伝子発現量を示す混合比とは完全には一致しな

かった。そこで複合体の細胞内動態について検討したところ、取り込みは大きいものの発現量の低

かった混合比では、細胞内で pDNAが複合体から分離せずエンドソーム内にとどまる傾向が見られ、

一方で発現効率の高かった混合比の複合体では pDNAが複合体から分離しやすいことが示された。

以上の結果より、各混合比で調製した複合体は取り込み量と細胞内動態の違いにより異なる遺伝子

発現量を示すことが明らかとなった。

第II章 プラスミド DNNカチオン性リポソーム複合体の物理化学的性質と静脈内投与時

の遺伝子発現効率の関連

次に複合体の物理化学的性質と仇 vivoにおける遺伝子発現との関連について明らかにすること

を目的に、 Cholesterol(Chol)もしくは DOPEを含むリボソームからなる複合体を調製し、その構

造および物理化学的性質について AFMおよびX線小角散乱を用いて評価するとともに、マウスに

静脈内投与後の遺伝子発現効率について検討した。その結果 Cholを含む複合体では脂質成分が安

定なラメラ構造を持つため、静脈内投与後赤血球に結合しても安定な構造を保ち、特に肺において

高い遺伝子発現効率を示した。一方、DOPEを含む複合体では曲率の高い不安定な構造を持つため、

赤血球同士の融合や凝集を誘導し遺伝子発現効率を減少させることが示唆された。またラット肺濯

流法を用いた検討の結果、 Cholを含む複合体では赤血球に結合した複合体が毛細血管を通過する際
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に赤血球から分離し血管内皮細胞に結合するのに対し、 DOPEを含む複合体では赤血球同土の融合

および凝集を引き起こすことで物理的に毛細血管に塞栓してしまうことが明らかとなり、物性の違

いによる赤血球との相互作用の違いが肺への集積様式に大きな影響を与えることが示唆された。

第III章 転移性肺癌モデルマウスへのインターフエロン (IFN)遺伝子導入による抗腫療

効果

前章において、静脈内投与後カチオン性リボソームとの複合体が肺で高い遺伝子発現量を示した

ことより、肺における疾患を対象とした遺伝子治療に有用なベクターとなることが示唆された。そ

こでマウス大腸癌細胞を用いて転移性肺癌モデルマウスを作成し、各種 IFN遺伝子導入による抗腫

蕩効果を検討した。その結果 IFN・0遺伝子および IFN-sのインテ'ユーサーである polyI:poly Cの投

与で有意な抗腫蕩効果および肺における IFN-s産生が認められた。また抗体による阻害実験の結果

から遺伝子導入により産生される IFN-sが抗腫痩効果に重要であることが示された。以上の結果よ

り、抗原性が低く安全性の高い pDNAIカチオン性リボソーム複合体の静脈内投与法が、転移性肺癌

の治療に対する有用なアプローチとなりうる可能性が示唆された。また複合体の静脈内投与により

非特異的に誘導される TNF-αは主に肝クッパー細胞より産生されることが明らかとなった。

以上、著者は pDNAIカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質と仇 vitroおよび初 vivo遺伝

子発現効率との関連について検討し、複合体の物理化学的性質および構造を明らかにするとともに

生体内での各プロセスおよび最終的な遺伝子発現効率との関連に関する知見を得た。また複合体の

静脈内投与による遺伝子治療の可能性を示した。

以上の結果は、 pDNAIカチオン性リボソーム複合体を用いた初 vivo遺伝子治療の実現に向けて

複合体設計の有用な基礎的知見となるものと考えられる。
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実験の部

第 I章実験の部

【1] 試薬

DOTMAは東京化成社より、 DOPEおよび MTT試薬は Sigma社より購入した。またIα_32p]dCTP

はアマシャム社より購入した。

【2】 プラスミド DNAおよびカチオン性リボソーム

( 1 ) プラスミド DNA

Firefly luciferase発現ベクタ-pCMV・Lucは、 pGL3-controlベクターから切り出した cDNAフラグ

メントを、 pcDN必ベクター (Invitrogen社)のマルチクローニングサイト (HindIII/Xba1サイト)

に挿入することにより作成した。プラスミド DNAは、大腸菌 DH5aに transformした後、 2XYf

培地中で増殖させ、 pDNA精製キット QIAGENPlassUd Giga KitとEndoFreePlasmid Buffer Set (と

もに QIAGEN社)により抽出・精製を行った。複合体の invitro細胞取り込み実験に際しては、プ

ラスミド DNAをニックトランスレーション法により 32p放射標識したものを用いた (145)。共焦

点、レーザー顕微鏡による複合体の細胞内動態の検討においては、 FastTagFL labeling kit (Vector 

Laboratories社)により fluoresceinを導入した蛍光標識体を用いた。

(2 ) カチオン性リボソーム

カチオン性リボソームはクロロホルムに溶解したカチオン性脂質DOTMAと中性脂質DOPEをモ

ル比 1:1になるよう混合し、減圧下ナス型フラスコ底部に脂質薄膜を作った。完全にクロロホルム

を取り除いた後、精製水を加えて Hydrate しリボソーム懸濁液を得た。Extruder~ (Lipex Biomembrane 

社)を用いて、 2枚重ねの polycarbonate膜 (Nuclcopore社)に加圧下通すことにより、平均粒子径

約 100nmの均一なリボソーム粒子を得た。さらに鴻過滅菌後リン定量 (146)により濃度を 1mg!凶

に調製した。共焦点レーザー顕微鏡による複合体の細胞内動態の観察においては、 rhodamine標識

DOPEを全脂質量に対して 2mol%カチオン性リボソームに組み込んだ蛍光標識リボソームを用い

た。

【3】 複合体の調製

まずカチオン性リボソーム懸濁液を無血清培地 Opti-MEM1 (粒子径およびゼータ電位測定では
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150 mM NaCI水溶液)で全脂質量 0.1mglmlになるよう希釈し 30分室温にて放置した。その後同様

に0.01mglmlに希釈したプラスミド DNA溶液と各電荷比になるよう混合し 15分放置した後に使用

した。

【4】 複合体の物理化学的性質の評価

( 1 ) 複合体の粒子径およびゼータ電位の測定

複合体の粒子径の測定には、光散乱光度計 (SuperDynamic Light Scattering Photometer， LS-900，大

塚電子)を用いて動的光散乱法 (DynamicLight Scattering)により測定した。また表面電荷の指標

であるゼータ電位の測定は、電気泳動光散乱計(Laserelectrophoresis zeta potential analyzer， LEZA-700， 

大塚電子)を用いて電気泳動光散乱法にて測定した。

( 2 )原子間力顕微鏡による複合体の構造観察

原子闘力顕微鏡 (NanoscopeAFM system， Digital Instruments社)による複合体の構造の観察にお

いては、精製水中で調製した複合体をさらに精製水で希釈し雲母上に添加した。雲母に吸着させる

ため 90秒放置し、精製水で軽く雲母上を洗浄した。その後窒素ガスを吹き付けることで表面を乾

燥させた。観察は気相中にてタッピングモードで観察した。

【5】 細胞株

培養細胞としてはマウス勝脱癌細胞MBT-2、ヒト瞬帯血管内皮細胞 HUVEC、マウス繊維芽細胞

NIH3T3、マウスマクロフアージ RAW264を用いた。 MB下2および RAW264は 10%牛胎児血清含

有 RPMI1640培地、 NIH3T3は 10%牛胎児血清含有 DMEM培地、 HUVECは 10%牛胎児血清含

有 Medium199培地中で培養した。

【6] 遺伝子導入実験

( 1 ) 細胞への遺伝子導入

まず各種培養細胞を 1ウェルあたり 2x105個ずつ 6ウェルプレートに播種した。その 24時間後、

細胞を無血清培地で 1回洗浄した後、 1ほの DNAからなる複合体を含む無血清培地2mlを細胞に

添加した。 6時間培養後、培地を 10%血清を含む通常培地に交換し、さらに 42時間培養した。合

計48時間培養後、細胞中のルシフエラーゼ活性を測定した。

( 2 )ルシフエラーゼ活性の定量

48時間培養後の細胞を PBS(-)で2回洗浄後、セルスクレイパーを用いて細胞を回収した。細胞懸
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濁液を 37.Cの湯浴および液体窒素に交Eに浸すことにより計 3回凍結・融解を繰り返した。遠心

操作 (14000中m、10分間)の後、上清 10μlをルシフエラーゼ発光基質溶液(ピツカ・ジーン、東

洋インキ)100μ1と混合し、直ちにルミノメーター (LumatLB 9507， EG&G Berthold Japan社)にて

10秒間の累積発光量 (RelativeIight units: RLU)を測定した。さらに Bradford法によりタンパク量

を測定して、細胞単位タンパク量当たりの遺伝子発現量 (RLU/mg-protein)を算出した。

【7】 複合体の細胞内取り込み実験

( 1 ) 細胞内取り込み実験

各種培養細胞を 12穴プレートに 1ウェル当たり 0.8x105個ずつ 12ウェルプレートに播種した。

細胞を無血清培地で洗浄した後、実験する温度 (37.Cあるいは 4.C)で30分間インキユベートし

た。その後培地を取り除き 32p標識プラスミド DNAを含む複合体を細胞に添加し、 6時間インキュ

ベートした。 6時間後、氷冷した Hanks'balanced salt solution (HBSS)で細胞を洗浄し、 0.1%Triton 

X-100含有 0.3M NaOH水溶液で可溶化した。その溶液を回収し放射活性を測定し、さらに Lowry

法 (146)によりタンパク量を測定して細胞単位タンパク量当たりの取り込み量を求めた。

( 2 )放射活性の定量

32p放射活性の測定は、各サンプルを HCIで中和後、液体シンチレーションカウンター用メデイ

ウム(Clear-sol1 ，ナカライテスク社)を 5ml加えて液体シンチレーションカウンター (LSC・5000C，

B∞kman社)で測定した。

【8】 複合体による細胞毒性の評価

96穴プレートに各種培養細胞を 1ウェル当たり 1x104個ずつ播種し、【 6】遺伝子導入実験と同

様に複合体を添加した。複合体を添加して 6時間後、細胞数を Mπ 法により測定した。複合体添

加より 6時間後、複合体を含む培地を取り除き 0.5mg!ml MTT溶液 100μlを加えた。 4時間インキ

ユベーションののち、 10% SDS溶液 100μlを加え 37.Cにて一晩放置した。そしてマイクロプレー

トリーダー (Mode1450microplate reader， Bio-Rad社)にて吸光度 570nm、reference660 nmで測定し

た (147)。

【9】 負電荷リボソームによる複合体からのプラスミド DNAの放出の評価

Szokaらの方法に従い (33)、エチジユウムブロマイドを各電荷比の複合体懸濁液に 0.4μg!mlに

なるよう加え、励起波長500nm、蛍光波長 610nmで蛍光光度計を用いて測定した。エンドソーム

膜のモデルである負電荷リボソーム (PS:PE:PC=1:2:1，molar ratio)をエチジユウムブロマイドを含
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む複合体懸濁液に加え蛍光強度変化を観察し、プラスミド DNAの複合体からの放出の指標とした。

【10]共焦点、レーザー顕微鏡を用いた複合体の細胞内動態の評価

HUVEC細胞をガラスプレート上に【 6】遺伝子導入実験と同様に播種し、蛍光標識プラスミド

DNNrhodamine標識カチオン性リボソーム複合体(電荷比+1.12および+2.24)を添加した。細胞を

4時間インキユベートした後、氷冷した PBS(ー)で洗浄し 4%パラホルムアルデヒド 0.01%グルタル

アルデヒド溶液で 20分間インキユベートし細胞を固定した。 PBS(-)で再び洗浄後、共焦点レーザー

顧微鏡 (MRC・1024，Bio-Rad社)で観察した。

-52-



第11章実験の部

【1】 試薬

コレステロール (Chol)はナカライテスク社より購入した。 1，6-diphenylhexatriene(DPH)は

Molecular Prob郎社より購入した。それ以外の試薬に関しては第 I章【 1】と同じ物を用いた。

【2】 プラスミド DNAおよびカチオン性リボソーム

( 1 ) プラスミド DNA

第 I章【 2】(1 )と同様の方法で作成した fireflyluciferase発現ベクタ-pCMV-Lucもしくはβ

galactosidase発現ベクターpCMV-LacZを用いた。これらプラスミド DNAは第 I章【 2】(1 )と同

様の方法で精製した。また放射標識プラスミド DNAに関しても第 I章【 2】(1 )と同様の方法で

調製した。

( 2 ) カチオン性リボソーム

カチオン性脂質DOTMAと中性脂質DOPEもしくはCholをモル比1:1で混合し、第 I章【 2】(2 ) 

と同様の方法で調製した。ただし Hydrationには 5%デキストロース溶液を用いた。 DOTMNChol

リボソームの濃度測定に関しては Fr白 cholesterolE-test Wako (和光純薬社)を用いた。 DOTMAリ

ボソームに関しては Extruder~を通さずに実験に用いた。

【3】 複合体の調製

粒子径およびゼータ電位の測定においては、まずカチオン性リボソーム懸濁液を 5%デキストロ

ース溶液で 0.1mg DOTMNmlになるよう希釈し、同様に 0.01mg/mlに希釈したプラスミド DNA

溶液と各電荷比になるよう混合し 30分放置した後に使用した。的 vivo遺伝子導入実験においては 1

mg DOTMNmlカチオン性リボソーム懸濁液をプラスミド DNA溶液 (0.33mg/ml)と電荷比+2.24

で混合し調製した。室温で 30分間放置した後に実験に用いた。

【4】 複合体の物理化学的性質の評価

( 1 ) 複合体の粒子径およびゼータ電位の測定

第 I章【 4】(1 )と同様の方法で測定した。

( 2 ) 蛍光異方性の測定
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各混合比で調製したカチオン性リボソームに 1，6-diphenylhexatriene(DPH)を全脂質量に対して

0.5 mol%になるよう組み込んだ。蛍光異方性は 37ocにて励起波長360nm、蛍光波長434nmで測

定し、方程式に従い計算した (149)。

( 3 ) 原子間力顕微鏡による複合体の構造観察

第 I章【 4】(2 )と同様の方法で観察した。

(4) X線小角散乱による複合体の構造の評価

2 mglmlのプラスミド DNA溶液と 20mg DOTMNml リポソーム懸濁液を電荷比+1.12および+

2.24で混合して複合体を調製し、ガラス製キャピラリーに移した。 X線小角散乱の測定には Rigaku

RU-200 X-ray generatorを用い、 X線には銅を線源とする波長0.15418nmのものを使用した。デー

タの記録および解析に関しては Rigakuimaging plate readerならびに RigakuRINT2000 systemを用い

た。感光時間は 105分まで、測定温度は 230C以下にて実験した。ラメラ構造の周期性は Braggの方

程式を用いて計算した (150)。

【5】 マウス血清および赤血球懸濁液の調製

マウス血清は五週齢 ICR雌性マウスの下大静脈より採血し、 37oCにて 3時間、 4oCにて一晩放

置した後、遠心分離 (5000叩m，5分間)することにより回収した (151)。赤血球懸濁液に関しては

へパリン処理したシリンジで同様に採血した後、遠心分離 (5000叩m， 5分間)し上清および白血球

画分を除いた。さらに 150mM NaCl 10 mM H叩田 bufferを加えて再分散し赤血球を洗浄した。上記

の操作を 3回繰り返した後、指定の濃度になるよう 150mM NaCl 10 mM H叩回bu首位に分散させた

(152)。

【6】 複合体の血球成分への結合

32p標識プラスミド DNAを含む複合体をマウス全血液と体積比 1:5で混合し、 3分間放置した。

遠心分離 (5000中m‘5分間)の後、上清を回収し第 I章【 7】(2 )と同様の方法で放射活性を測

定した。マウスへマトクリット値を 47%とし (153)、全放射活性から全上清に含まれる放射活性

を差し引くことで血球成分に結合している複合体量を求めた。

静脈内投与後の複合体の血球成分への結合に関しては、 32p標識プラスミド DNAを含む複合体を

静脈内投与後、経時的にマウスを屠殺し、血液を採取した。一部を全血の放射活性測定用に採取し

た後、遠心して plasma画分を得た (5000叩m，5分間)。その後全血およびplasma画分中の放射活性

を測定し、上記と同様の方法で血球成分に結合している複合体量を求めた。
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【7】 赤血球との相互作用

本章【 5】の方法で調製した 0.1%マウス赤血球懸濁液 600μ1と複合体50μlを混合し、 37oc顕

微鏡下観察した。

【8】 複合体の静脈内投与による的 vivo遺伝子発現実験

第II章【 3】の方法で調製した複合体を五週齢 ICR雌性マウスに尾静脈より 25陪 DNNmouse

の投与量で投与した。投与より 24時間後、マウスを麻酔下開腹し下大静脈を切断、同時に門脈よ

り生理食塩水を注入し、各臓器に含まれる血液を完全に除いた。各臓器(肺、肝臓、心臓、腎臓、

牌臓)を切り出し、重量測定後、 Lysisbuffer (0.05 %Triton-X， 0.1 M Tris・HCl，2 mM EDTA. pH7.4) 

を臓器重量の 4倍量加え(肝臓に関しては 5倍量)、ホモジネートした。その後第 I章【 6】(2) 

と同様の方法で各臓器中に含まれるルシフエラーゼ活性を測定した。さらに Lowry法によりタンパ

ク量を測定して、組織単位タンパク量当たりの遺伝子発現量(RLU/mg-protein)を求めた。マウス

血清および赤血球との相互作用に関して複合体とそれぞれを体積比 2:1(v:v)で混合し、 37ocにて

インキユベートした後に静脈内投与した。

【9】 肺における遺伝子発現細胞の同定

s-galactosidase発現ベクターpCMV-LacZおよび DOTMNCholリポソームを用いて複合体を調製

し、 50μgDNNmouseの投与量で静脈内投与した。投与より 6時間後、麻酔下マウスを開胸し、肺

を生理食塩水で濯流した。さらに Tissue-Tek 0口:PBS (2:1， v:v)混合液を気道側および血管側か

ら流し込み、液体窒素を用いて凍結させた。その後クリオスタットを用いて厚さ 7--10μmの新鮮

凍結切片を作成し、切片を 8%パラホルムアルデヒドーPBSで固定、X-gal染色液(1mg!ml X-gal， 2 mM 

MgCI2， 5 mM K3Fe(CN)6' 5 mM K3Fe(CN)6加 PBS(ー))で 37ocにて overnight処理した。その後切片

をPBS(・)で洗浄し、核および細胞質を Nuclearfast red試薬 (Wako社)で染色した。さらに PBS(-)

で洗浄しエタノールおよびキシレンで固定後、標本用封入剤 (NewM.X.，松浪硝子工業)で封入し、

検鏡した。

【10】複合体の静脈内投与後の的 vivo体内動態の評価

第 I章【 2】(1 )と同様の方法で標識した 32p標識プラスミド DNAを用いて複合体を調製した。

25同 DNNmouseの投与量でマウス尾静脈より静脈内投与し、経時的に屠殺して血液中および臓器

中の放射活性を測定した。各サンプルは血液 10μl、各臓器 100mg程度を重量測定後、 Soluene-350

(Packard社)により可溶化し、 2N・HCIで中和、 H202で脱色後、液体シンチレーシヨン用メデュウ
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ム (Clear-sol1 ，ナカライテスク社)を 5ml加えて液体シンチレーションカウンター (LSC・5000C、

Beckman社)で測定した。

【11】ラット肺濯流法

( 1 )濯流実験手技

Wistar系雄性 rat(約 200g)をpentobarbital(60 mg!kg， i.p.投与)麻酔下へパリン (1000u凶/kg)

を静脈内投与し、 5分後開腹および開胸した。下大動脈を切断するとともに、肺動脈およひ酔左心室

にカニューレを挿入し肺濯流を開始した。濯流液には 95% O2・5% CO2で平衡化した Krebs-Ringer 

bicarbonate buffer (pH 7.4， 10 mMグルコースおよび 6%デキストラン分子量 70000含有)を 0.45μm

のフィルターを通した後用いた。濯流液をペリスタポンプで肺動脈より 8ml/minの流速で注入し左

心室より濯流液を流出させる single-pass法で濯流を行った。 5分間の予備濯流後、 32p標識プラスミ

ド DNAを含む複合体を25開 DNNanimalの投与量で六方パルプインジェクターを用いて肺動脈よ

り矩形注入した。投与 5分後に湛流を終了し、肺を取り出して肺中放射活性を測定した。サンプル

の調製および測定に関しては第II章【 10】と同様の方法で測定した。ラット全血液、ラット血清、

ラット赤血球との相互作用については濯流前に複合体をそれぞれと 5分間 37ocにてインキユベー

ションした後に濯流系に矩形注入した。

(2 )肺濯流における赤血球の集積

複合体をラット赤血球と最終的な赤血球濃度が 13.3%になるよう混合し 37ocにて 5分間インキ

ユベートした。赤血球と複合体の混合液を濯流系に注入し 5分間湛流した後に、肺を取り出し赤血

球の集積を観察した。

【12】粒子径およびゼータ電位に及ぼすラット血清の影響

複合体をラット血清と最終的な血清濃度 33.3%になるよう混合し、 5分間 37ocにてインキュベ

ートした。その後生理食塩水にてサンプルを希釈した後、第 I章【 4】(1 )と同様の方法で粒子

径およびゼータ電位を測定した。

【13】濯流液中で、の赤血球への結合

32p標識プラスミド DNAを含む複合体をラット赤血球と最終赤血球濃度3.3，6.7，13.3，20%となる

よう混合し、 5分間室温でインキユベートした。遠心操作 (4000中m，4分間)の後、上清を回収し

液体シンチレーション用メデユウム (Cl伺 r-sol1 ，ナカライテスク社)を 5ml加えて液体シンチレ

ーションカウンター (LSC-5000C，B配 kman社)で測定した。サンプル中に含まれる全放射活性か
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ら上清中の放射活性を引くことで赤血球に結合した複合体の量を求めた。
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第III章実験の部

【1】プラスミド DNAおよびカチオン性リボソーム

( 1) IFN-sおよび IFN-y発現フ・ラスミド DNA

IFN-s発現プラスミド pCM¥λMusは Kawabataらの作成したものを用いた (154)0 IFN-y発現プラ

スミド pCMV-Muyは Nomuraらの作成したものを用いた (155)。各種プラスミド DNAの精製は、

第 I章【 2】(1 )と同様の方法で行った。

( 2 )カチオン性リボソームの作成

クロロホルムに溶解したカチオン性脂質 DOTMAと中性脂質 Cholをモル比 1:1で混合し第II章

【2】(2 )と同様の方法で調製した。

【2】複合体の調製

1 mg DOTMNmlカチオン性リボソーム懸濁液をプラスミド DNA溶液 (0.33mg/凶)と電荷比

+2.24で混合し調製した。室温で 30分間放置した後に実験に用いた。合成二本鎖 RNA poly I:poly 

C (pI:pC)を含む複合体においてもプラスミド DNAと同様に、 pI:pC溶液 (0.33mg/ml)をカチオ

ン性リボソーム懸濁液と電荷比+2.24で混合し調製した。

【3】肺における IFN産生量の測定

( 1 )肺の摘出および組織培養

各種複合体をマウスに静脈内投与 (25陪 DNNmouse) した 2時間後麻酔下関胸し、肺を瀧流し

て脱血した。肺全体を摘出後メスを用いて細断し、 24穴プレートで 10%牛胎児血清含有 RPMI1640

培地 1凶とともに培養した。 4時間後、上清を回収しろ過滅菌した後、 IFN活性を測定した。

( 2) IFN活性の測定

培養上清中の IFN活性は、渡部らの方法に従い、以下のような bioassayにより行った (130)01 

日日に 96穴プレートにマウス繊維芽細胞L細胞を 3X 105 cellsずつ播く。 2日目に IFNを含有する

培養上清を L細胞に添加する。 3日目にその L細胞に水癌性口内炎ウイルス (VSV)を感染させる。

4日目にウイルスによる細胞変性効果を観察し、生細胞をクリスタルバイオレットで染色する。次

に、対照 IFNによる効果と比較することにより国際単位 (IU)を算出する。 IFNのサブタイプは各

型 IFNに特異的な単クローン中和抗体を用いて上述のアッセイ法により決定したが、その際用いた

抗体はそれぞれ抗 IFN・α抗体 (4E-A1)(156)、抗 IFN-s抗体 (7E・D3)(156)、抗 IFNγ抗体 (R4・6A2)
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(157)である。

【4】転移性肺癌モデルマウスの作成

10 %牛胎児血清含有RPMI1640培地中で培養したマウス大腸癌細胞株Cf-26細胞をトリプシン処

理した後 PBS(・)に分散させた。マウス CDF1 (5週齢、雄性)に 1X 105個の Cf-26細胞を尾静脈内

投与することにより肺に転移結節を作成した。

【5】各種 IFN遺伝子を含む複合体の静脈内投与による治療実験

( 1 )治療実験

移植より 7日後、各種複合体を 25陪 DNNmouse(pI:pCに関しては 12.5μgpI:pC/mouse)の投与

量で尾静脈内投与した。移植より 17日後(複合体投与より 10日後)、マウスを麻酔下関胸しメタ

ノールで固定、肺における転移結節を計測した。また複合体の静脈内投与による延命効果の検討に

おいても同様に作成したマウスに複合体を投与し、各投与群の生存日数を測定した。

( 2 )抗体投与による阻害実験

( 1 )と同様のスケジュールにおいて、複合体投与 12時間前にラット IgG、抗マウス IFN・0抗体

および抗マウス IFN-y抗体 200μ.g/mouseの投与量で腹腔内投与した。複合体投与から 10日後に肺

における転移結節を測定した。

【6】血中に誘導される非特異的サイトカインの定量

各種複合体を静脈内投与した後 (25陪 DNNmouse)、眼除下より経時的に採血した。 3時間40C

にて凝血させた後、血清画分を遠心分離した。採取した血清は希釈した後、 ELISAキット (TNF-α

および IFN-y、Genzyme社)を用いて添付プロトコールに従って定量した。

【7】複合体投与による非特異的サイトカイン誘導における肝クッパー細胞の関与

( 1 )複合体の静脈内投与による血中へのTNF・αおよひ険IFN-yの放出

複合体投与の 24時間前に GadoliniumChloride (GdCI3) を45mg/kgの投与量で尾静脈内投与した。

pcDNA3を用いて本章【 3】と同様に複合体を調製し、 25開 DNNmouseの投与量で尾静脈内投与

した。以下本章【 6】と同様の方法で評価した。

( 2 )複合体の静脈内投与後の各臓器における TNF・α量
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本章【 8](1)と同様に GdCl3前処理したマウスに pcDNA3からなる複合体を 25同 DNNmouse

の投与量で尾静脈内投与した。投与から 3時間後、マウスを屠殺し各臓器を取り出した。各臓器に

各種 proteaseinhibitor (Aprotinin 2.0μg/ml， Leup叩tin2.0μ，g/凶， P叩statinA1.0μg/凶， PMSF100μg/rnl) 

を含む PBS(ー)2凶でホモジネートし、遠心操作 (14000中m、10分間)の後、上清を ELISAキット

を用いて定量した。

( 3 )複合体の静脈内投与後の体内動態に及ぼす GdCl3処理の影響

本章【 8】(1 )と同様に GdCl3前処理したマウスを用いて第II章【 10】と同様の方法を用い

て検討した。
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