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遺伝子導入法としてのポリフェクション

―a- シクロデキストリンを基本素材とする高機能性遺伝子導入用ベクターの

構築を中心として―
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Due to the growing concerns over the toxicity and immunogenicity of viral DNA delivery systems, DNA delivery via
nonviral routes has become more desirable and advantageous. In particular, polycation complexes with DNA (polyplex）
are attractive nonviral vectors. To design novel polycationic vectors, we prepared polyamidoamine starburst dendrimer
(dendrimer) conjugates with three cyclodextrins (CDE conjugates) and three generations (G2, G3, and G4) of den-
drimers. Of seven CDE conjugates, an a-CDE conjugate (G3) with an average degree of substitution (DS) of a-CyD of
2.4 [a-CDE conjugate (G3, DS 2.4)] showed greater gene transfer activity than dendrimers and other a-CDE con-
jugates with less cytotoxicity. These results suggest the potential use of a-CDE conjugate (G3, DS 2.4) as a polycationic
vector in vitro and in vivo. Herein, I review a recent polyfection method, with special focus on a-CDE conjugate (G3,
DS 2.4).
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1. はじめに

わが国では「遺伝子治療臨床研究に関する指針」

が 2002 年 4 月より施行され，今後の遺伝子治療臨

床研究はこの指針に従って実施されることとなっ

た．これまで遺伝子治療臨床研究を行った機関は

18 施設にのぼり，アデノシンデアミナーゼ欠損

症，がん（腎がん，肺がん，乳がん，食道がん，悪

性グリオーマ，前立腺がん，再発性白血病，神経芽

腫，進行性悪性黒色腫），X 連鎖重症複合免疫不全

症（X-SCID），閉塞性動脈硬化症を対象に実施さ

れた．これらプロトコールで用いられた遺伝子導入

法は，レトロウイルスベクター（6 例），アデノウ

イルスベクター（9 例），正電荷リポソーム（2 例），

naked DNA (1 例）であり，ウイルスベクターを用

いた例が圧倒的に多い．この傾向は世界レベルでも

同様であり，これまで実施された 400 を超える遺伝

子治療臨床研究プロトコールのうち，その約 7 割は

ウイルスベクターを用いたものであり，以下，

naked DNA 法（14.4％），リポフェクション法

（9.3％）と続く．しかしながら，これらの遺伝子治

療は中には有効例も知られているが，それらの多く

は十分な治療効果を上げることができず，いくつか

の技術的問題に直面している．特に，遺伝子を細胞

に効率よく，かつ安全に送達させるデリバリー技術

の未熟さが指摘されている．

遺伝子を細胞及び組織に送り込む方法は in vivo

法及び ex vivo 法に分類され，1)導入時にウイルス

を用いるか否かによって，ウイルス法及び非ウイル

ス法に大別される．2)また最近，染色体ベクターや

ミトコンドリアを用いた遺伝子導入法が開発され注

目されている．3)ウイルス法にはレトロウイルス，

アデノウイルス，アデノ随伴ウイルス，バキュロウ

イルス，ヒト単純ヘルペスウイルス，レンチウイル
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ス，4)パルボウイルス，5)泡沫状ウイルス，6)シンド

ビスウイルス，7)アルファウイルス8)などが知られ

るが，これらはウイルスに備わる細胞への高感染性

によりその高い遺伝子導入効率が利点である．6)し

かしながら，ウイルスベクターは，ウイルスタンパ

クに由来する免疫反応を惹起すること，ベクター中

から増殖能力を有するウイルスを完全には除去する

保証が得られないこと，さらに導入遺伝子を含むウ

イルスゲノムを染色体に組み込む際に他の遺伝子発

現に影響を与える可能性があること，などの問題点

が懸念されていた．9)実際，1999 年米国ペンシルバ

ニア大学でアデノウイルスによる遺伝子治療を受け

た患者がベクターの大量投与が原因で死亡する事故

が起こった．10)また，フランスでは 2002 年，レト

ロウイルスベクターを用いて治療を受けた患者 2 名

に，細胞のがん化・白血病の発症が疑われた．11)さ

らに，米国では患者の精子中に治療で使用されたウ

イルスベクターが検出され，導入された遺伝子が継

承される可能性が危惧された．12)最近，フランスで

起こった副作用は極めて稀有の事例であるとの指摘

もあるが，13)これらの副作用事例は，ウイルスベク

ターの安全性はかなり高いが，万全ではないことを

示唆するものである．

非ウイルスベクター法はプラスミド DNA

(pDNA）のみを用いた方法とキャリアを用いる方

法に大別される．pDNA のみを用いた方法とし

て，骨格筋注射法，カテーテル法，ハイドロダイナ

ミック法，エレクトロポレーション法，ウルトラサ

ウンド法，ジーンガン法，臓器表面投与法などが知

られている．一方，キャリアを用いる方法は，カチ

オン性脂質，リポソーム（カチオン性，膜融合，

pH 感受性など），カチオン性ポリマー，カチオン

性ペプチド，イムノポーター，リン酸カルシウム，

DEAE- デキストラン，赤血球ゴーストなどを用い

た方法が知られている．14)キャリアを用いた方法は，

pDNA との複合体を容易に作成できること，感染

性や病原性を有する物質を含まないこと，糖鎖やタ

ンパク質などのリガンドの導入により特定部位への

ターゲティングが可能になるなどの利点を有し，基

礎研究分野では汎用されている．しかし，非ウイル

スベクターは遺伝子発現効率が低く，発現も一過性

であると言う欠点を有するため，これらの改善が望

まれている．現在，非ウイルスベクター法として，

pDNA とカチオン性ポリマーとの複合体（ポリプ

レックス）を用いるポリフェクション法15)と

pDNA とカチオン性脂質との複合体（リポプレッ

クス）を用いるリポフェクション法，16)並びにこれ

らを組み合わせたリポポリフェクション法17)などが

知られている．ポリフェクション法はリポフェクシ

ョン法より 10 年以上長い歴史を有するにも関わら

ず，18,19) 2004 年 1 月現在，リポフェクション法は遺

伝子治療臨床プロトコール中の約 9.3％を占めてい

るのに対して，ポリフェクション法の実施例は報告

されていない．しかしながら，ポリフェクション法

はリポプレックス法に比べて 1) 均一かつ安定な複

合体を形成する，20) 2 ) 遺伝子導入効率に優れ

る，21,22) 3) 血清の影響を受けにくいことなどの利

点を有し，15)新規遺伝子用キャリアとしての期待が

高まっている．

このような背景のもと，われわれは新規ポリフェ

クション用キャリアとして，ポリアミドアミン

（PAMAM）スターバーストデンドリマー23)と環状

オリゴ糖であるシクロデキストリン（CyD)24)との

結合体（CDE 結合体）（Fig. 1）の構築を行い，遺

伝子導入用キャリアとしての有用性評価に関する検

討を行った．本総説では，筆者らの研究成果を中心

に，ポリフェクション法の現状と最近の話題につい

て紹介する．

2. ポリフェクション法の現状

これまで数多くのポリプレックスを形成するカチ

オン性ポリマーが報告されている．それらはヒスト

ン，25)カチオン性アルブミン，26)キトサン27)といっ

た天然素材からプロタミン，28)ポリ -L- リジン

（PLL），29)ポリ -L- オルニチン，30)ポリ（4- ヒドロ

キシ -L- プロリンエステル)31)などのペプチド，ポ

リエチレンイミン（PEI），14)ポリプロピレンイミ

ン，32) PAMAM スターバーストデンドリマー，33)ポ

リエチレングリコール/ポリ -L- リジンブロックポ

リマー，34)ポリ（b- アミノエステル），35)ポリ乳酸/

ポリグリコール酸，36) 2- ヒドロキシプロピルメタア

クリルアミド37)などの合成ポリマーなど多岐に渡

る．特に，PEI については遺伝子導入能の改善，細

胞障害性の軽減，標的指向性などを付与する研究が

活発に行われている．38,39)

非ウイルスベクターによる遺伝子導入効率を決定

付ける因子として， 1) pDNA のコンパクショ
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Fig. 1. Chemical Structure of CDE Conjugate (G2)
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ン，40) 2) 細胞外における pDNA の酵素安定性（血

清の影響），41) 3) 細胞への pDNA 会合，42) 4) エン

ドソームからの pDNA の脱出，43) 5) 細胞内におけ

る pDNA の酵素安定性，44) 5）pDNA の細胞質から

核への移行，45) 6) pDNA の核膜透過，46) 7) 核内に

おける pDNA のベクターからの遊離，47) 8) pDNA

のメチル化やヒストン脱アセチル化，48) 9) pDNA

の核内分布，49) 10) キャリアや pDNA 複合体の転

写・翻訳過程への影響，50) 11) 免疫反応51)などが考

えられている．遺伝子導入に際してこれら因子のど

れが律速段階になるかはキャリアの種類や細胞，実

験条件によって異なると考えられる．最近，Bieber

らはポリフェクション法による遺伝子発現を期待す

る場合，エンドソームからの pDNA の脱出が律速

段階であると報告している．52)そこでわれわれはこ

のステップの改善を企図して以下の検討を行った．

3. a-CDE 結合体の構築

カチオン性ポリマーの中で，PAMAM スター

バーストデンドリマー（デンドリマー）は，アンモ

ニアあるいはエチレンジアミンをコア分子とし，そ

のアミノ基にマイケル付加反応でアクリル酸メチル

及びエチレンジアミンを付加し，この反応を繰り返

すことによって得られる高度に分枝した樹状構造を

特徴とし，その末端に多数の一級アミノ基を有する

新しいタイプの合成ポリマーである．53)これらデン

ドリマーは負に帯電した核酸と静電的に相互作用

し，遺伝子54)やアンチセンス核酸55,56)のキャリアと

して注目を集めている．特に高い generation を有

するデンドリマーは末端アミノ基数が多いため，

pDNA との相互作用が強く，かつプロトンスポン

ジ効果によりエンドソームから pDNA を効率よく

遊離させるため，57)優れた遺伝子導入効果を有する

ことが知られている．しかし，デンドリマーは

generation が増大するにつれて細胞毒性も強くなる

ことから，32)低い generation のデンドリマーに化学

修飾を施すことにより，高い遺伝子導入効果と低い

細胞毒性の両者を併せ持つデンドリマー誘導体の開

発を試みた．

環状オリゴ糖である CyD は比較的高濃度におい

て赤血球を溶血させ，58,59)また生体に適用後，生体

膜構成成分との包接複合体形成により膜統合性の低

下を惹起し，膜透過性の低い薬物の透過性を向上さ

せる．60,61)さらに細胞生物学や免疫学的分野では，

CyD のメチル化体であるメチル -b-CyD が細胞膜状

の脂質マイクロドメインからコレステロールを選択

的に遊離させ，62,63)脂質ラフトやカベオラの機能を

阻害することが数多く報告されている．64)また，最

近では親水性 CyD がアデノウイルスベクターの遺

伝子導入効率を改善し，65)アンチセンス核酸の細胞

内導入を増大する66)と言う報告例もある．しかしな

がら，これら親水性 CyD 誘導体は pDNA との相互

作用が極めて弱く，また遺伝子やアンチセンス核酸

の細胞内導入能力も低いため，CyD を pDNA の効

果的なキャリアとして用いるには CyD 自身に対し

て何らかの化学修飾が必要となる．

これらの背景から，われわれは遺伝子導入効率が

高く，かつ細胞障害性の弱い非ウイルスベクターの

構築を企図して，CyD とデンドリマーとの結合体

（CDE 結合体）を新規に合成した．このデンドリ

マーと CyD に期待される役割はそれぞれ pDNA と

の複合体化・細胞表面との静電的相互作用及び細胞

膜との相互作用である．なお最近，Davis らはカチ
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Fig. 2. Gene Transfer Activity of Dendrimer (G2), CDE Conjugates (G2), LipofectinTM or TransFastTM at Various Charge Ratios in
NIH3T3 Cells (A) and RAW264. 7 Cells (B)

Each value represents the mean±S.E. of 511 experiments. p＜0.05, compared with dendrimer alone.
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オン性 b-CyD ポリマー及び g-CyD ポリマー及びガ

ラクトースやトランスフェリン修飾 CyD 含有ポリ

マーを新規に合成し，それらが高い遺伝子導入能を

有することを報告している．67―75)

まずわれわれは generation 2 (G2）のデンドリ

マーと a-CyD, b-CyD 又は g-CyD とのモル比 1：1

結合体を調製し，これらの遺伝子導入能をマウス繊

維芽細胞株 NIH3T3 及びマウスマクロファージ様

細胞株 RAW264.7 細胞にトランスフェクション後

のルシフェラーゼ活性を測定し評価した．その結

果，特に a-CyD との結合体（a-CDE 結合体）はデ

ンドリマー単独に比較し約 100 倍高い遺伝子導入能

を示した（Fig. 2）．76)

次に，デンドリマーの generation の影響を検討

した結果，NIH3T3 細胞及び RAW264.7 細胞にお

いて，pDNA と a-CDE 結合体（G3）との複合体の

遺伝子導入効率が最も高いことを明らかにした

（Fig. 3(A)）．77)さらに，a-CDE 結合体（G3）中の

a-CyD の平均置換度（DS）の影響について検討し

たところ，DS 1.1, 2.4, 5.4 体の中で，a-CDE 結合

体（G3, DS 2.4）はチャージ比 200/1 及び 400/1 で

他の a-CDE 結合体及び TransFastTM よりも高い遺
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Fig. 3. (A) Gene Transfer Activity of Dendrimers (G2, G3 and G4) or a-CDE Conjugates (G2, G3 and G4) at Charge Ratio of 200/
1 (vector/pDNA) in NIH3T3 Cells and (B) Gene Transfer Activity of Dendrimer (G3) and a-CDE Conjugates (G3, DS 1.1, 2.4 or
5.4) in NIH3T3 Cells

Each value represents the mean±S.E. of 46 (A and B) experiments. p＜0.05, compared with dendrimer alone.
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伝子発現が得られることを確かめた（Fig. 3(B)）．78)

In vivo 実験において pDNA/a-CDE 結合体（G3,

DS 2.4）含有懸濁液をマウスの尾静脈から投与し

12 時間後の各臓器中における遺伝子発現は脾臓で

著しく高く，続いて肝臓で高いことを明らかにし

た．また，投与 12 時間において，a-CDE 結合体

（G3, DS 2.4）はデンドリマーや他の a-CDE 結合

体よりも脾臓において有意に高い遺伝子発現を示し

た．78)以上のような CDE 結合体の構造最適化検討

の流れを Fig. 4 に示す．

この a-CDE 結合体の優れた遺伝子発現機構とし

て，pDNA の細胞内トラフィッキング変化による

ものと推定している．その理由として，CDE 結合

体と pDNA との複合体の物理化学的性質（粒子系，

ゼータ電位，電気泳動度，pDNA コンパクショ

ン，酵素安定性）並びに細胞会合性はいずれの

CyD 結合体の場合も，デンドリマー系と差異は認

められなかったこと，a-CDE 結合体と pDNA との

複合体をトランスフェクション後の細胞質中におけ

る pDNA 量がデンドリマー系に比べて高いことが

挙げられる（Fig. 5）．一般に，CyD は空洞径依存

的な包接特性を示し，生体膜成分に対して a-CyD

及び b-CyD はそれぞれリン脂質及びコレステロー

ルと強く相互作用し，g-CyD との相互作用は弱

い．59)また，細胞膜コレステロール含量は細胞膜が

最も高く細胞内部ほど低下する．79)これらのことを

総合的に考えると，本研究において 7 種の CDE 結

合体の中で，a-CDE 結合体（G3, DS 2.4）が最も

優れた遺伝子導入効果を示したのは，a-CDE 結合

体が後期エンドソームに作用して pDNA のエンド

ソームから細胞質へのリリースを増大させたことに

起因するものと推定される（Fig. 5）．今後，後期

エンドソームにコレステロールが蓄積する Nie-

mann-Pick Type C (NPC）細胞80)などを用いて，

CDE 結合体による遺伝子導入効果とエンドソーム

膜との相互作用についてより詳細な検討を行う予定

である．一方，a-CDE 結合体と pDNA との複合体

をマウスに静脈内投与後，脾臓において高い遺伝子

発現を示した理由は明らかではない．現在のとこ

ろ，複合体の粒子径（約 600 nm）やゼータ電位

（約 20 mV）などの物理化学的性質，注入量（500

ml），注入スピード（1 min）などが関与しているも

のと推察される．なお，本注入法は全血量と同量の

DNA 含有溶液を数秒で投与するハイドロダイナミ

ックインジェクション法81)とは異なることを付記し

たい．
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Fig. 4. Molecular Design of CDE Conjugates as a Gene Transfer Vector

Fig. 5. Proposed Scheme of Gene Transfer Activity of a-CDE Conjugates

456 Vol. 124 (2004)
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ポリプレックスの細胞障害性は遺伝子発現効率に

大きな影響を与える．82―84)カチオン性リポソーム

は B 細胞やマクロファージにアポトーシスを惹起

するが，85,86)カチオン性ポリマーの詳細な細胞障害

機構は明らかではない．一方，a-CDE 結合体の細

胞障害性はデンドリマーと同様に generation 及び

a-CyD の置換度が増大するにつれ上昇することが

明らかとなった．78)このことは，分子中のカチオン

及び a-CyD が細胞成分と相互作用することを示唆

している．a-CDE 結合体（G3, DS 2.4）の細胞障

害性は遺伝子導入を行う条件では特に問題にならな

いが，今後，より安全性に優れるキャリアを構築す

るためには，生分解性の付与など，蓄積性の少な

い，生体適合性に優れた分子設計が必要であろう．

以上の結果から，本研究で調製した 7 種の CDE

結合体の中で，a-CDE 結合体（G3, DS 2.4）の遺

伝子導入能及び遺伝子導入できた細胞数は，特に高

チャージ比領域にて他の CDE 結合体だけでなく，

市販の遺伝子導入試薬である LipofectinTM や

TransFastTM よりも優れ，かつ細胞障害性も極めて

弱いことを明らかにした．現在，われわれは small

interfering RNA (siRNA）用キャリアとしての a-

CDE 結合体（G3, DS 2.4）の有用性を明らかにし

つつある（投稿準備中）．

4. ポリフェクション法の改良に関するトピック

先に述べたようにポリフェクション法による遺伝

子発現には多くのステップが関与する．例えば，遺

伝子導入効率はキャリアの種類，細胞の種類，

pDNA 量，キャリアと pDNA 複合体の電荷比，血

清の有無，細胞機能に対する阻害剤の存在など様々

な因子によって影響を受ける．87)そこで，ポリフェ

クション法による遺伝子導入効率に影響を与える要

因の中で最近のトピックについてわれわれの知見を

交えながら紹介する．

4-1. pDNA のコンパクション 非ウイルスベ

クター/pDNA 複合体の大きさや形態は細胞表面分

子との相互作用88)や細胞内取り込み89)に大きな影響

を与える．リポフェクション法及びポリフェクショ

ン法による外来遺伝子の発現の増大に pDNA のコ

ンパクションは正に作用するとの報告が多く，90)後

者の効果は前者に比して強い．91)しかしながら，わ

れわれは糖鎖修飾 a-CDE 結合体が pDNA と複合体

は形成するがコンパクションを全く惹起しない条件

で，pDNA のコンパクションを誘導する a-CDE 結

合体よりも著しく高い遺伝子発現を示すことを明ら

かにしている（投稿準備中）．同様に，Bergan らは

pDNA のスーパーコイル形成の程度は in vitro や in

vivo における遺伝子導入効率に大きな影響を与え

ないと言うわれわれの結果を支持する知見を報告し

た．92)また，カチオン性ポリマーと pDNA との強

固な複合体形成は逆に遺伝子発現を抑制する．50)し

たがって，遺伝子発現に対して至適なコンパクショ

ンの程度が存在し，また，外来遺伝子の発現に対し

てキャリアと pDNA と複合体の形成は必須である

が，コンパクションは必ずしも必須でないことや遺

伝子導入に関する律速段階はキャリアの種類によっ

て異なるものと考えられる．

4-2. 細胞内取り込みヘパラン硫酸の関与

通常，外来遺伝子を細胞内で発現させるためには遺

伝子を細胞内に取り込ませ，核まで移行させる必要

がある．その最初のステップは細胞内取り込み過程

であるが，pDNA を介した遺伝子導入の場合，少

なくとも 105 コピーが取り込まれる必要がある．カ

チオン性ポリプレックスの細胞表面への吸着は硫酸

基やカルボキシル基などのアニオン性分子との静電

的相互作用によって生じ，グリコサミノグリカン

（GAG）の関与が明らかにされている．93,94)最近，

GAG の中でヘパラン硫酸プロテオグリカン

（HSPG）の意外な役割に対して関心が集まってい

る．95)すなわち，HSPG であり，かつ GPI アン

カー型タンパク質であるグリピカンは，ポリプレッ

クスと結合後，細胞膜表面でアセンブリーし，カベ

オラを介して細胞内に取り込まれ，グリピカン分子

中に存在する核移行シグナル（KRRR[G/A]K）の

働きによりポリプレックスとともに核内に移行する

と報告された．96)また最近，HIV 由来の Tat タンパ

クが HSPG に結合すること，ラフト依存的マクロ

ピノサイトーシスにより細胞内に取り込まれること

が報告された．97)これらの知見は，ポリプレックス

が HSPG（グリピカン）と結合後，脂質マクロド

メインを介して取り込まれ，核内まで移行すること

を示しており，非常に興味深い．

4-3. エンドサイトーシス経路 最近，様々な

エンドサイトーシス経路が明らかになってき

た．98―100)最も研究が進んでいる経路はクラスリン

依存性エンドサイトーシスであるが，この経路はレ
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クチンやレセプター依存的なエンドサイトーシスに

おいて大きな役割を担っている．100)最近，コレス

テロールやスフィンゴ糖脂質を豊富に含む脂質マイ

クロドメインが存在し，リピッドラフト依存的マク

ロピノサイトーシスやカベオラ依存的エンドサイ

トーシス（ポトサイトーシス）の存在が明らかとな

った．101)さらに，液性ピノサイトーシス，102)ファゴ

サイトーシス，103)マクロピノサイトーシス，104)非

クラスリン・非カベオラエンドサイトーシス

（RhoA 依存性），105) GPI アンカー型タンパク質選択

的エンドサイトーシス106)などが知られている．前

述のように，エンドソームから細胞質への pDNA

のリリースは遺伝子導入効率を考える上で非常に重

要なステップであるが，クラスリン依存的エンドサ

イトーシス細胞内小胞とカベオラ・ラフト依存的エ

ンドサイトーシス細胞内小胞の膜の脂質組成は細胞

表面の場合と同様に異なることや両小胞の細胞内輸

送も異なることが報告されている．107,108)一方，ポ

リプレックスのエンドサイトーシス経路の選別は，

複合体のサイズや付与されたリガンドの種類・量に

従うことが報告されている．例えば，サイズの小さ

なリポプレックス（200 nm 以下）はクラスリン依

存的な経路で，一方，サイズの大きなリポプレック

ス（500 nm）はクラスリン非依存的な経路でエン

ドサイトーシスされる．109)細胞特異的な遺伝子導

入に利用されるリガンドに関しては，EGF，トラ

ンスフェリン，アシアロ糖タンパク質はクラスリン

依存性，コレラトキシン B サブユニット，葉酸，

SV40, AMF-R はラフト/カベオラ依存的，マン

ノースや抗体（Fc 介在性）はファゴサイトーシス

によってエンドサイトーシスされることが知られて

いる．98,99,101)しかし，これらの振り分けは一義的に

決定されるものではなく，細胞の種類やリガンドの

結合様式・結合量などによって微妙に変化する．ま

た，TNF-a や TGF-b が細胞表面に結合後のシグナ

ル伝達が，レセプターのラフト（カベオラ）及び非

ラフト画分への局在によって異なることが報告され

ている．110,111)いずれにせよ今後，遺伝子デリバ

リーを考える際には，エンドサイトーシス機構（エ

ンドソームの膜組成，小胞輸送経路）の違いについ

ても十分考慮する必要があろう．

4-4. エンドソーム/リソソームの回避 エン

ドソーム/リソソームには DNase が存在し，外来遺

伝子の分解に寄与するため，それら細胞内小胞・小

器官から細胞質・核への pDNA の遊離に関してこ

れまで多くのストラテジーが提唱されてきた．112)

基本的にはエンドソームやライソソーム膜に対する

破壊効果又は膜融合効果に大別されるが，これらの

効果を与えるため，膜融合性脂質（ヘルパー脂質

DOPE），113) pH 感受性脂質，114)膜融合性ペプチド

（H2 ペプチド，GM225.1），115,116)カチオン性脂

質，117)プロトンスポンジ効果誘発性ポリマー

（PEI，デンドリマー），118,119)小胞内 pH 調節剤（ク

ロロキン，ポリビニルピロリドン），120,121)アデノウ

イルス粒子，122) CyD76) などが利用されている．最

近，1) エンドソームは，リサイクリング経路，ト

ランスサイトーシス経路，リソソーム経路，ゴルジ

体経路，小胞体経路などにより形質膜や様々な細胞

内小器官に輸送されること，123) 2) 細胞内小器官で

ある小胞体やリソソームが細胞形質膜と融合しファ

ゴサイトーシスなどに関与すること，124) 3) 内因性

物質だけでなく，ある種の細菌など外因性物質の分

解にオートファジー経路が関与すること125)などが

明らかにされた．このようにエンドサイトーシス経

路やエンドソームの細胞内経路が多様であることに

加えて，病態時にはこれらの輸送経路が変化するこ

となどを考え合わせると，エンドソーム/リソソー

ム経路は未知の部分も多く，その克服のためには，

今後より詳細な検討が必要である．

4-5. 細胞質における pDNA の安定性と移動速

度 エンドソーム/リソソームには DNase が存在

し，外来遺伝子の分解に寄与している．44)実際，リ

ソソームに存在する DNase II に対する阻害剤の添

加により遺伝子発現が増大する．126)一方，最近

pDNA は細胞質に存在する DNase により分解を受

けることが報告された．例えば，HeLa 細胞や

COS-1 細胞では細胞質にマイクロインジェクショ

ンされた pDNA の半減期は約 50―90 分であるこ

と，127) C2C12 細胞では約 4 時間であることが報告

されている．128)したがって，細胞内における

pDNA の酵素安定性も遺伝子導入効率に関与する

重要な因子であろう．ポリプレックス及びリポプレ

ックス形成は pDNA の細胞内での酵素安定性を顕

著に増大することが知られている．129)また，リポ

プレックスに比べてポリプレックスが高い遺伝子発

現を示すのは，後者の場合，安定な複合体を形成し
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て大きな酵素耐性が得られたものと推定される．一

方，巨大分子である pDNA（約 2000 kDa 以上）の

細胞質における移動速度は非常に小さいことが報告

されている．130)また，細胞質内における物質の移

動が拡散によると仮定すると，ポリプレックス形成

に伴う分子サイズの増大は移動速度をさらに低下さ

せ，細胞質内への滞留時間の増大へとつながる．こ

れらは酵素耐性・細胞質内移動速度の両者の兼ね合

いにより遺伝子発現が規定されることを示し，今後

のキャリアの開発に有益な示唆を与えるものである．

4-6. 核移行性グリコフェクション pDNA

の核内移行に対して核膜は非常に強固なバリアとし

て働き，細胞質から核内へ移行し転写に供される

pDNA の割合は 0.1―0.001％と報告されている．131)

pDNA の移行性改善のために，pDNA やキャリア

に SV40 T 抗原や HIV Tat 由来の核移行シグナル

（NLS）を付与した例が知られている．132,133)また，

最近では転写因子との複合体形成による核へのデリ

バリー法も報告されている．134)このように NLS を

利用した核膜透過は，温度，エネルギー，wheat

germ agglutinin (WGA）依存的であり，importin-a

や importin-b を介した能動輸送である．このよう

な NLS を利用した方法は，非分裂細胞においても

pDNA を核内に導入できる点で注目される．一

方，糖鎖が核内移行シグナル（NLS）として作用

する可能性が最近，報告された．135)すなわち，核

膜には 2 つの C-type レクチン（CBP22, CBP70）

が発現していること，HeLa 細胞において親 BSA

は核膜を透過しないのに対して，グルコシル化，マ

ンノシル化，フコシル化 BSA は核内に移行できる

こと，さらにグリコフェクション法では，しばしば

遺伝子発現と pDNA 複合体の取り込みが正の相関

を示さないことが主な根拠となっている．実際，わ

れわれは a-CDE 結合体にマンノースやガラクトー

スを結合させた糖修飾体は細胞表面のガラクトース

又はマンノースレセプターの発現の有無に依存せ

ず，いずれの細胞においても高い遺伝子導入効果を

示すことを明らかにした（投稿準備中）．今後，糖

修飾ポリプレックスの核移行特性の程度などについ

ての検証が必要であるが，核膜は非分裂細胞への遺

伝子導入に対して強固なバリアとなるため，研究の

進展が期待される．また，最近，核膜にエンドサイ

トーシスに関与する分子が存在すること，核内にイ

ンジェクションされた pDNA がスプライソソーム

に移行することなど，興味深い知見が学会レベルで

報告されている．このように pDNA 又はポリプレ

ックスの核膜透過や核内分布に関してはいまだ不明

な点が多く，今後の研究の発展に期待したい．

4-7. In vivo デリバリー 非ウイルスベク

ターによる in vivo デリバリー法には，ポリプレッ

クス法，リポプレックス法，naked DNA 法が知ら

れている．136)また，投与法（全身，局所），投与剤

形（溶液，懸濁液，乳剤，マイクロパーティクル，

金コロイドなど）によっても分類される．これら非

ウイルスベクターによる in vivo 遺伝子デリバリー

はウイルスベクターに比べて遺伝子導入細胞数，遺

伝子発現量，遺伝子発現の持続などが劣るものと考

えられてきた．特に，神経細胞などの非分裂細胞，

リンパ球（T 細胞，B 細胞）への導入効率は低く，

キャリアへの NLS 導入134)や T 細胞の場合，IL-2

持続刺激下でのトランスフェクション137)などの工

夫が行われている．しかしながら，リコンビナント

タンパク質製剤の過剰投与の場合と同様に遺伝子産

物の種類によっては発現量が高すぎると副作用を惹

起する可能性がある．また，サイトカインなど発現

量が低くても有効な治療効果を発揮する場合もあ

り，138)疾病原因遺伝子のタイプによって用いるベ

クターや投与法並びに投与剤形について考慮する必

要がある．リポプレックス及びポリプレックスを用

いた in vivo 全身遺伝子導入に際して，プラス荷電

の複合体を静脈内に投与すると血球成分との相互作

用や非特異的な遺伝子発現が見られることから，ア

ニオン性ポリエチレングリコールやアニオン性多糖

をコートした中性荷電の複合体の in vivo 投与が期

待されている．139―141)

組織・細胞特異的な遺伝子の送達は，導入の効率

化や副作用の軽減につながることから多くの研究が

行われている．142)組織・細胞特異的な遺伝子送達

法として，腫瘍細胞（トランスフェリン，葉酸，

EGF），肝実質細胞（アシアロ糖タンパク，ガラク

トース，ラクトース，肝炎ウイルス表面タンパクな

ど），クッパー細胞・マクロファージ（マンノース）

を利用する方法がよく知られている．142―146)また，

標的臓器特異的遺伝子発現のために，がん細胞や組

織特異的に発現する遺伝子のプロモーターを用いる

方法も知られているが，一般に発現量が低いのが欠
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点である．147,148)一方，遺伝子発現の持続には，

pDNA の分解，プロモーターの失活（特にウイル

ス由来の SV40 や CMV プロモーターの場合），

DNA の低メチル化や高含量 CpG motif に起因する

Th1 型免疫応答149,150)などが関与し，遺伝子発現を

持続する際にこれらの制御が必要となる．pDNA

の安定性を高める方法として，各種生分解性ポリ

マー（アテロコラーゲン，PLGA など）からの

pDNA 持続放出法や前述した DNase 阻害剤の添

加，ポリプレックス形成などが知られている．151,152)

血液・リンパ液などの体循環系の存在，組織間液・

マトリックスの存在などに伴う体内動態変化や

pDNA やキャリアに起因する免疫反応によって，

外来遺伝子の発現量やパターンは大きく変化するた

め，in vivo での遺伝子発現は in vitro 実験の結果か

らの予測は困難であり，ファーマコキネティクス，

ファーマコダイナミクス，トキシコキネティクス研

究データの蓄積による総合的な評価が必要である．

5. おわりに

本総説では，非ウイルスベクターの中で特にポリ

フェクション法に関してわれわれの知見を加えて紹

介した．ポリフェクションは in vitro 及び動物実験

において，リポフェクション法より優れた特徴を有

することが明らかになってきた．しかしながら，ポ

リプレックスの細胞障害機構を始め，細胞内小胞輸

送，核内輸送，転写・翻訳に対する影響など，細胞

内動態に関する詳細は不明な点も多い．さらに，こ

の新規デリバリーシステムを臨床で使用するには，

「遺伝子治療臨床研究に関する指針」中の基準をク

リアする必要があり，キャリア自身の体内動態，安

全性，純度，安定性，GMP 適用施設での製造，価

格などキャリアの品質に関する様々な検討に加えて

精密な体内動態や遺伝子発現の制御法の開発も必要

であろう．このように，ポリプレックスの臨床応用

へのハードルは決して低くはない．しかしポリプレ

ックス法で用いるポリマーは品質の企画化や管理が

他のキャリアに比べて容易であり，抗原性や細胞障

害性も低いことなど様々な利点を有するため，今

後，基礎研究・開発研究の進展により，将来，患者

に福音を持たらす新規遺伝子導入法になることを期

待したい．
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