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2J11−2 ナノ 針 を用 い た 高効率で 量的制御が可 能な ヒ ト培

養細 胞へ の遺伝子導入 法の 開発
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【H的】我 々 は原 予間力顕 微鏡 （AFM ）の 探 針 を 集束 イオ ン ビーム で 直 径

200nrnに エ ッ チン グした ナ ノ ス ケ
ー一

ルの 針 （ナ ノ針） を用 いた 新た な 細胞

操作 技術 を開発 して い る。本研 究 で は 単
一

培 養細 胞 へ の 新粧遺伝子導入 法

を開発する こ とを目 的と した 。【方法 お よび結 果 ］細 胞 に は ヒ ト由来間葉系

幹細 胞 〔hMSG 〕、乳ガン細 胞 MGF −7を 用 い 、導 入 す る DNA に は GFP 遺伝

子を用い た。ポ リリジン を化学修飾 した ナ ノ針の 表而 にプ ラス ミ ドを静電

的に 吸着 させ、AFM で 位置制御 しな が ら細胞 に 挿入 する e 遺伝 子導入が 比

較的 困難 な初代培 養 hMSG に お い て も70％以 上 の 高効率遺伝 子導入に 成功

した 。ナ ノ針 に よ る DNA 導 入 で は導 入 され る遺 伝 子の 量は ほ ぼ 一
定で 約

］e：S
分子 程 度 で あ り、リ ボ フ ェ ク シ ョ ン や マ イ ク ロ イン ジ ェ クシ ョ ン と比

較 し て導入 量 が
一

定 量 に制 御 出来 る こ とが 明 らか とな っ た 。核内に 直接針

を挿 入す る こ とが 可能で あ るた め で ある と考え られる 。また、本遺伝子 導

入 法 を用 い て 、エ ス トロ ゲ ン 応答GFP レ ポ ーター一ベ クタ
ー

をMCF −7単一細

胞 に導入 し、ホ ル モ ン 製剤の 薬効試験 を行 うこ とに 成功 して い る ．
【謝 辞 】本 研究 は NEDO 産 業技術研究助成亊業の 援助を受けて 行わ れた

2Jl1−3 　リボ ソ
ー

ム 及 び培養細胞 へ の ナ ノ 針挿入 の 力学応

答解析
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【目的】我 々 は、AFM とナ ノ ス ケ ール の 針 （ナ ノ針）を利 用 して 、低 侵 襲

な細胞操作 を行 う技術の 開発 を行 っ て い る。本研 究で は、リボ ソ ーム 及 び

T 細胞 をはじめ とす る培養細胞 ヘ ナ ノ針 を挿人 す る 際の 力 学 応 答 を詳 細に

解析す る こ とを目的 とした。【方法 及び 結果】 BSA コ ートした培 養デ ィ ッ

シ ュ に 細胞 の脂質膜固 定化剤BAM を添加 して 、フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リン か

らな る リボ ソ
ー

ム 及びT 細胞 （JM、　Mc）LI14、　JuRKAT 〕を培 養 デ ィ ッ シ ュ
に 固定化 した。固 定化さ れ た リボ ソーム 及 びT細 胞 に 対 して 通 常の AFM 探

針で 圧入操作を行い 、フ ォ
ース カ ーブを 測 定 し 、Hertzモ デ ル に よ る フ ィ ッ

テ ィ ン グ に よ v）ヤン グ率 を算 出 した 。ヤ ン グ率 は、リボ ソーム で は約 0、2
kPa、　 T細胞で は1〜2kPa で あ っ た。他 の付着性 培養細胞 と比 べ て丁細胞 の

ヤ ン グ率は 小 さ く、細胞 内 骨 格構造 を反 映 して い る もの と考 え ら れた。次

に ナ ノ針、リボ ソーム、
’
i細胞を 蛍光 染色 し、AFM に よ って ナノ針挿入操

作を 行 い な が ら 、共 焦 点 レー一ザ 走査 型顕微鏡 を用い て 針挿入 を観 察 した。
T 細 胞 に お い て フ ォ

ース カ ーブ上 で斥 力の 急 激な緩和が 観察 された場合 は

mO ％針挿入 が 成 功 して い た ．これ に 対 し、リボ ソ ーム に挿入 を行 っ た場合

は 、針 が挿 入 して い るの に もか か わ らず 、明確 な斥 力緩和が観察 されなかっ
た．この こ とか ら、急 激 な斥 力緩和 は細胞 内骨格蛋 白質の 有無 に 依存 する

こ とが 示 唆 された 。
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2Jll−4 　 レ トロ ウイ ル ス ベ ク ターを 注 入 した ニ ワ トリ胚 に

　お け る遺伝子 導 入 効 率 の 解析
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（日的）我 々 は孵 卵 55時 間胚 に レ トロ ウイル ス ベ クタ ーを 注入 す る こ とで

サ イ レ ン シ ン グを1・1避 し、導入遺伝子 を高発現す る トラン スジ ェ ニ ッ ク ニ

ワ ト リを作製 で きる こ とを報告 して きた 。さ らに 、導 入 遺 伝 予を後 代 に 伝

播 さ せ、全て の 細胞で 導 入遺伝子 を持 つ 子 （GD を取得 で き てい る。一方、
後代 を確立 す る時間 ・手間 を考慮す る と、特に基 礎研 究分 野 に お い て は GO
キ メ ラ伺体の 利用 に も意味が ある と考え られ る。本発表 で は GO個体 に お げ

る導 入遺伝 了の 分布 を解析 したの で 報告す る。（方 法及 び結果 ）マ ウ ス ス テ

ム セ ル ウ イル ス 山来の pMSGV をもとに ニ ワ トリβ一ア クチ ン プ ロ モ ータ ー
の 制 御に よ り レ ポ ーター遺伝チ を発現す るウ イル ス ベ ク タ ーを 調 製 した ．
孵 卵 55 時 間 前後の 各ス テ ージ （ス テー．一ジ 14・− 17）の ニ ワ トリ胚心 臓部 に ウ イ

ル ス ベ ク ターを注入 し、血 流 を用い 胚全身に デ リバ リ
ー

さ せ た。孵 卵 7 凵

H の 全 胚 を解析 した 結果、多少の 差はあ るもの の ，い ずれ も高効率 で遺伝 子

導入 され て い る こ とが 確認された。レ ポ
ー

タ
ー

遺伝 子 の 発現は導入 遺伝 了

吊：と相関が み られ た ．次に 、リア ル タイム PCR 法に よ っ て 組織別 に遺伝子

導人 量 を検討 した と ころ、心臓 や腎臓 さ らに生 殖巣 で は導 入量 が 比 較 的 高
く、肝臓で は低い 傾向であ っ た。こ れ らの 結果 よ FP、適切 な プ ロ モ ータ ー
の 選択に よ り GO 世代 に お い て も各組 織で の遺伝子 発現 が 可能 であ る と考
え られ た。
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　当研究 室では高力価 レ トロ ウイル ス ベ ク タ ーを用 い る こ と で トラン ス

ジ ェニ ッ ク鳥類を作製 で きる こ とを既 に 見出 し、モ デル抗体の 大量 生産に

成 功 して い る 。一方、卵 白を産生する 組織 で ある 輸卵管細胞特異的 に 目的

産 物 を発現さ せ る 技術 も重 要で ある。こ の た め に 、卵自中に多量 に 含まれ

輸 卵管特異的に 発現する オボア ル ブ ミン の プ ロ モ ータ ーを用 い る こ と が有
望 で あ る が 、基 礎的な解析が まだまだ必要 で ある。我 々 は既 に DNA の メチ

ル 化 を詳細に 解析 して い る 。今同高次 の ク ロ マ チ ン 構造 を 制御して い る ヒ

ス トン N 末端 の 修 飾に 関 して 解析 した結果 を報告 する。　 ク ロ マ チ ン 免疫
沈 降法 に よ リヒ ス トン の 修 飾状態 を解析 した。そ の結果、活性化染色体に

多 い こ とが知 られ る ア セ チル 化ヒ ス トン が オボ ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ータ ー．一全
体 に 見 られ た。ヒ ス トン ア セ チル 化の 程度 は

一
様 で はな く、脱 メチ ル 化が

お こ っ て い る 領域 が特 に ア セ チル 化 されて い た．また、不 活化染色体の 指

標 と さ れ る メ チル 化 ピ ス トン はオボアル ブ ミン プ ロ モ ーター領域で ぱほ と

ん ど見 い だ さ れなか った 。こ れ らの結 果か ら、オ ボアル ブ ミ ン プ ロ モ ーター
は局所 的に し か脱 メチル 化 を受 けない に もか か わ らず、非常に 強 く発現す
る事実 を反映 して 、プ ロ モ

ー
タ
ー

全体にわた りヒ ス トン が ア セ チル 化 され
て い る こ とが 明らか とな っ た。
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