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研究概要

1.本 研究の背景

生命活動は遺伝子によリコントロールされ、その遺伝子の欠陥は細胞の構造・機能を

損ない、その結果として病気が現れる。遺伝子疾患はすでに多数が知られ、 高血圧

などの生活習慣病や癌、そして神経難病なども遺伝子の影響を受けることが解明され

つつある。このような疾患を治療する方法が遺伝子治療である。遺伝 子治療とは、正

常な遺伝子を細胞に運び、遺伝子の欠陥を修復 ・修正することで病気を治療す

る手法である。

これまで、遺伝子治療は不活性化 したウイルスをベクター
(運び屋)として用いて

いた。このウイルスベクターは遺伝子の導入 ・発現効率が高いとい う利点があ

る一方で、ウイルスのタンパクの免疫原性、病原性の再発などが問題視 されて

いた。1999年 には、ウイルスベクターによる治療を受けた患者が、 免 疫反応が

もとに死亡するとい う事故が起きた。 この事故を契機に人工物だけによる安全

な非ウイルスベクターの開発が熱望 されてきた。

非 ウイルスベクター としてカチオン性の脂質や高分子が主に研究 されている。

最近まで、非 ウイ

ル ス ベ ク タ ー

/DNAの 複合体中

では、 ベ クタ‐一と

DNAは ランダム

に凝集 していると

考えられていた。
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リポプレックス(真空系)

9hn・         9′ nF1           9/耐

Fig.1真空系と非真空系におけるミセルからの SAXSプ ロファイル
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DNAは 極めて規則正 しい構造で折 り畳まれている事を明らかにした。DNAと

脂質の複合体をリポプ レックスと呼ぶが、この研究を契機にして、 リポプレッ

クス内で DNAが 取る構造 と機能 (遺伝子発現効率)の 関係がきわめて強い関心

を集めている。

我々のグループでは (1)遺 伝子導入を行 う時と同程度の濃度での SAXS測 定

装置 (超希薄溶液用真空チャンバー)の 開発を行い、S/N比 の向上 を試みた。

その結果、これまで見られなかつた リポプレックスからの 2次 、3次 ピークまで

もが観測できるようになるなど、S/N比 の著 しい向上が見 られた。 さ らには、

カプ トンフィルムからの散乱が除去可能 となつた (図1)。

(2)遺 伝子導入剤を開発 している医療材料メーカーであるテルモ社 と共同研

究を行い、新規の高性能遺伝子導入剤を開発 ・合成 し、特許を出願 した(図 2)。

その結果、我々の系及び Saflnyaらの系を上述 した真空チャンバーを用いて

SAXSを 測定 し、データを検討 したところ、今までに知 られていない 構造を見

出しつつある。新 しい構造に基づいて遺伝子導入効率を合理的に説明できる可

能性を見出している(図2)。
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Fig。2A新 規遺伝子導入剤 Fig.2B SAXSで 明らかにした リポプレックス

内の DNAの 折 り畳み構造 と遺伝子導入効率

2.本 研究の目的

複合体形成のダイナ ミクス :実際の遺伝子導入では、投与直前に脂質 とDNAを

混合 して使用する。最 も効果があるのは 30分 静置 してからであると言われて

いる。また、混合時間が長いと効果が激減する (複合体からの核酸の解離)た め、

この効果の時間依存性は、臨床使用においては使用上極めて重要な問題 となる。
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そのため脂質 とDNAか らなる複合体形成のメカニズムを調べる必要がある。そ

こで、新規に開発 したベンジルア ミン系 ・ジア ミン系について、実際に遺伝子

導入に使っている濃度に できるだけ近い濃度で SAXS測 定を行い、リポプレッ

クス形成のダイナ ミクスの観察を行 う。このような低濃度での SAXS測 定は世

界最高輝度の放射光を発 生できる SP五ng‐8で のみ可能である。

3.本 研究の戦略 と進め方

(1)測定条件の最適化:ス トップ トフロー装置の窓材であるサファイアはセルに

挟み込むことで固定 している。この固定によリサファイアに歪みが生 じ、強い

散乱を与えていると考えられた。そこで、本研究ではサファイアをセルに固定

化 し測定を行 う。

核酸―脂質複合体サンプルは、基本的に希薄溶液であり、サンプルそのものの

散舌Lが弱い。そこで、これまでのカメラ長 2300111mから 1000111m程度に短 くし、

サンプルからの散乱を得る。

(2)動 的構造の測定 :45XUの Ⅱ+CCD(電 気刺激装置 SEN‐7203)を 用いて、フ

ローインジェクションセルで混合 した脂質 とDNAか ら、リポプレックスが形成

されていく過程を観測する。また、 リポプレックス生成後の動的変化 と遺伝子

導入効率の関係を調べる。

4,期 待 される効果

本研究の動的測定から、 リポプレックスの成長 と失活過程 と構造の関係が明ら

かにな り、遺伝子導入剤 としての実用上重要な知見が得 られる。これ らの知見

をもとにして、ウイルスベクターに匹敵する遺伝子導入率をもつ高い性能の化

合物を開発が可能 となると信 じている。

実験方法

光学系は、BL45XUの 各 BL標 準を利用 した。試料周辺機器 (加熱セルおよび

フローセル、それ らの制御装置など)は 申請者が準備 し、試料からの SAXSお

よび WAXSを それぞれ 2.3mお よび 1.Omの カメラ長で透過法を用いて検出し

た。検出器 としては、サブ秒スケールの動的測定にイメージングインテンシフ

アイヤー
(II)+CCDを 用いた。

*DNA/カ チオン性 リポソーム複合体形成過程の動的測定

45XUに 装備 されている H+CCD(電 気刺激装置 SEN‐7203)を 用いて、フロー
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インジェクションセルで混合 した各種脂質 とDNAか ら、リポプレックスが形成

されていく過程を観測 した。脂質 とDNAの カチオン/アニオン比o/P比 )を5～

10点 、また、測定温度を 2-4点 ほど条件 を振 り、測定を行った。

<利 用方法、結果及び考察>

我々が独自に開発したベンジルアミン、ベンジルジアミンと一般的なカチオ

ン性脂質である DOTAP溶 液とpDNA溶 液を、種々のN/P比になるように混合

したリポプレックス溶液を調製した。小角X線 散乱の測定条件は波長 0。9Å、カ

メラ長 2.3m、II+CCD(電気刺激装置 SEN-7203)を用いて、フローインジェク

ションセルで混合した脂質とDNAか ら、リポプレックスが形成されていく過程

を観測した。2008A期では、ハッチ内に人が入り溶液を混合後急いで出てからX

線を照射する方法で、おおよその複合体形成時間を得た。得られた知見を元に

ユニソク製のス トップ ドフローセルを購入して初期過程の観測を試みたが、 窓

剤であるサファイアからの散乱が強く、データが得られなかつた。この原因は、

サファイアの窓にかかつている応力ひずみだと推定している。この結果を踏ま

え、今後は窓材やカメラ長などの測定条件の最適化後、動的構造の測定を行 う

予定である。
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