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本論文の構成と内容 

 

1990 年の米国における ADA(adenosine deaminase)欠損症を対象としたヒト

への遺伝子治療実施以来，治療対象となる疾患は年々増加し，2007 年現在まで

に 1000 例を超える臨床試験が承認されている．その対象は，遺伝子に起因する

疾患だけでなく，外傷や感染症など多くの難病にもおよぶ．また，先端医療に

必要とされる組織工学(tissue engineering)においても遺伝子治療は重要な技術

である．例えば移植治療では，特定の遺伝子を導入することにより，血管新生

を促進させ，生着を促進させるといった方法が期待されている．しかし，現在

まで実施された多くの遺伝子治療は，当初期待されていたほどの成果を上げて

いない．その最も大きな要因の一つとして，遺伝子治療の根幹技術である遺伝

子導入技術が確立していないことがあげられる．  

レーザを用いる遺伝子導入法は空間制御性が高く，光ファイバを利用できる

ため経内視鏡的・経カテーテル的遺伝子治療へ適用できる特長を持つ．しかし，

光の強散乱体である生体組織中ではレーザの散乱減衰が大きいので，レーザを

組織に直接照射する方法は組織深部への応用には適さない．一方，固体材料へ

のパルスレーザ光照射によって発生する応力波(Laser-induced stress wave, 

LISW)を用いた遺伝子導入法は，上記の特長に加え，単位時間当たりに処理で

きる細胞数が多く，深部適用に優れているなどの利点を備えている． 

本研究は，LISW を用いた遺伝子導入技術を組織工学に応用することを目的

に行われた．まず LISW の適用によりプラスミド DNA を in vitro で培養細胞に

導入できることを示し，LISW の特性と遺伝子導入効率の関係を明らかにして

いる．さらに，各種細胞への遺伝子導入を試み，LISW による遺伝子導入法が，

異なる種類の細胞へも応用可能であることを示している．そして以上の成果に

基づき，肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクターの導入を実証し，組織工学への応

用として高性能移植皮膚の作成を試みている．  

本論文は 6 章よりなる． 

第 1 章は序論であり，遺伝子導入とその研究動向について解説している．特

にレーザを用いた遺伝子導入技術の歴史的経緯を振り返り，遺伝子導入技術に

求められている課題について述べている．さらに，遺伝子導入の応用として期
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待される組織工学について概説し，本論文の目的を述べている． 

第 2 章では，LISW の発生原理について述べた後，ナノ秒パルスレーザを用

いた LISW の発生とその特性について述べている．レーザ照射条件を変化させ

たときの LISW のピーク圧力，立ち上がり時間，圧力の時間積分値等の変化を

示している． 

第 3 章では， LISW を用いた培養細胞への遺伝子導入実験について述べてい

る．レポーター遺伝子を用いた実験により，LISW の特性と遺伝子導入効率の

関係を明らかにし，遺伝子導入過程において重要なパラメータについて考察し

ている．また，これらのデータに基づき，in vitro における培養細胞への遺伝子

導入のメカニズムについて考察している．さらに，各種哺乳類細胞種への遺伝

子導入実験の結果から，LISW による遺伝子導入法が，様々な種類の細胞へも

応用できることを実証している． 

第 4 章では，LISW を用いた遺伝子導入法の組織工学的応用として，移植皮

膚の生着促進を目的とした肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクターの導入実験結果

について述べている．第一段階として，上記の遺伝子をラット皮膚へ導入し，

肝細胞増殖因子の生成の有無およびその濃度を調べた結果を示している．次に，

第二段階として，同遺伝子をラット移植皮膚へ導入した．新生血管の生成に関

する組織学的分析から生着促進を評価した結果について述べている．遺伝子を

導入した皮膚移植片を用いたラット皮膚移植では，血管新生が有意に促進され

ることを実証している． 

第 5 章では，LISW と生体との相互作用について述べている．LISW を適用し

たラット皮膚を組織学的に観察した結果を評価している．また，この結果を踏

まえて，LISW を用いた in vivo における遺伝子導入のメカニズムについて検討

を行なっている． 

第 6 章は本研究の結論であり，本研究により得られた成果を総括するととも

に，将来展望を述べている． 
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1.1 はじめに 

 

近年，バイオテクノロジーの進歩により，従来では不可能と考えられていた

ヒト疾患の治療が可能となりつつある．特に遺伝子に関する研究は急速に進み，

診断技術の進歩から遺伝子に起因する疾患の詳細が明らかになってきた．現在

までに遺伝子に起因する疾患は 4,000 例以上知られている． 

遺伝子治療とは，目的とするタンパク質をコードした外来遺伝子を標的細胞

の核内に導入し，発現させることにより治療を行う医療技術である[1-6]．その

対象は遺伝子に起因する疾患だけでなく，外傷や感染症など多くの難病にもお

よぶ．しかし現在まで実施された多くの遺伝子治療は，当初期待されていたほ

どの成果を上げていない．その最も大きな要因の一つとして，遺伝子治療の根

幹技術である遺伝子導入技術が確立していないことがあげられる． 

本章では遺伝子治療について概説した後，遺伝子導入に関する研究動向につ

いて解説する．特にレーザを用いた遺伝子導入技術の歴史的経緯を遡り，遺伝

子導入技術に求められている課題を明らかにする．さらに，本論文で取り上げ

るレーザ誘起応力波を用いた遺伝子導入法の応用分野として期待される組織工

学について概説し，遺伝子治療と組織工学の関係について述べる．最後に本論

文の目的と意義を示す． 

 

 

1.2 遺伝子治療 

 

 1950 年代初め，DNA(deoxyribonucleic acid，デオキシリボ核酸)の構造が解

明されるとともに，細胞の遺伝情報はそのヌクレオチド配列にコードされてい

ることが明らかになった[7]．細胞はこの遺伝情報を基にタンパク質合成を行う．

この合成過程はセントラルドグマと呼ばれ，主に転写(transcription)と翻訳

(translation)という過程よりなる[8](Fig. 1-1)．まず，細胞の核内において DNA

の塩基配列の中の特定領域は RNA(ribonucleic acid, リボ核酸)に写し取られる．

この過程を転写という．DNA 分子は多種多様なタンパク質の合成指令を含んで

いるが，RNA 分子は DNA の一部分の情報だけを持つ．転写された RNA はメ
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ッセンジャーRNA(mRNA)と呼ばれ，転写後，核膜に存在する核膜孔を通り核

外に移動する．真核細胞では細胞質に存在するリボソームにおいてこの mRNA

が翻訳され，タンパク質合成が行われる．mRNA は複数回翻訳されることが可

能であり，最終的にヌクレオチドに分解される．よって mRNA が細胞内に存在

できる時間により合成されるタンパク質の総量が変化する．  

遺伝子治療の考えは，遺伝子病の存在が知られるようになった 1950 年代から

存在したが，近年の組換え遺伝子工学等の発達により徐々に実現可能な治療と

考えられるようになった．現在の遺伝子治療は，当初考えられていたゲノムを

治療するものは少なく，遺伝子を用いて欠損ないし低下した機能を補う補充療

法が大部分を占める．つまり，外部からタンパク質の設計図となる遺伝子を導

入することで，新たな機能を付加して治療効果を得る． 

ヒトを対象とした始めての遺伝子治療は 1990 年に米国で ADA(Adenosine 

deaminase)欠損症を対象に行われ，以後，欠損・変異遺伝子そのものだけでな

く，免疫強化や異常細胞のアポトーシス誘導，細胞増殖制御などを目的とした

研究も進められており，治療対象となる疾患は年々増加している．臨床試験で

は，がんを対象とした例が最も多く，その他，血管疾患，感染症，創傷など遺

伝子治療の対象となる疾患は極めて多岐にわたる[9](Fig. 1-2)．例えば，癌に対

する免疫遺伝子治療では，リンパ球や癌細胞に免疫反応を増強させるようなサ

イトカイン遺伝子を導入することにより癌の治療を試みる報告がされている

[10-12]．また，血友病治療のため，血液凝固因子の遺伝子を患者の血管内皮細

胞などに導入し，ここで持続的に発現させようとする方法も考えられている[13, 

14]．このような方法で使われる遺伝子は，本来は発現していないかあるいは必

要とされるレベル以下で発現している．この遺伝子を大量に強制発現させるこ

とで治療効果を得ようとするものである．2007 年現在，遺伝子治療は米国を中

心に臨床研究が展開しており，1000 例を超える臨床試験が承認されている[9]．

しかしその内，治療の毒性および安全性の評価である第 I 相研究が 61.5%を占

め，治療効果の評価を含む第 II 相および第 III 相は少ない．その大きな原因の

ひとつに，代表的な遺伝子導入法であるウイルスベクターに由来する副作用の

報告がなされたことがあげられる[15-19]．  

 

 3



 

1.3 ドラッグデリバリーと遺伝子治療 

 

遺伝子を安全かつ高効率に細胞内に導入する技術は未だ存在しないため，近

年，ドラッグデリバリーシステム(Drug delivery system, DDS)技術を利用し，

細胞への遺伝子導入効率を高める試みが精力的に進められている．DDS は，望

ましい部位へ最適な量の薬剤を輸送することにより治療効果を最大にするため

の技術であり，その開発は製剤学から始まったが，現在では工学と融合して発

展している[20-22]． 

経口投与や注射により投与された薬剤は，体内において病変部の細胞に到達

することでその効果を発揮する．しかし病変部へ到達する薬剤は投与したうち

の一部であり，大部分は分解・排泄される．一方，薬剤は正常な細胞へしばし

ば副作用をもたらすため，単純に投与量を増加させることはできない．このた

め薬剤効果を向上し，副作用を軽減させることを目的とし，DDS の開発が精力

的に進められている．従来，輸送する薬剤としては化学物質が中心であったが，

DNA や RNA を細胞内へ導入する遺伝子治療においても DDS の確立が切望さ

れている． 

遺伝子治療では，導入遺伝子を目的の組織へ効率よく送達するだけでなく，

さらに細胞膜を透過させ，核などの目的の細胞小器官へ送達させる必要がある．

しかし，導入遺伝子は通常の薬剤(～数kDa)と比較して著しく分子量が大きく，

細胞膜を透過させることは容易ではない．例えば，非ウイルスベクター法にお

いて用いられるプラスミドベクターの分子量は一般に数MDa(106 Da)である．(1 

Da = 1.661×10-24 g) 

 

 

1.4 遺伝子導入技術の研究動向 

 

これまで多くの遺伝子導入法が開発，研究されているが，それらはウイルス

ベクター法，化学的手法，および物理的手法に大別することができる． 

レトロウイルスやアデノウイルスのゲノム(染色体あるいは遺伝子の全体)に，

 4



導入しようとする遺伝子を組み込み，ウイルスの感染能力を利用して導入を行

うウイルスベクター法[23-27]は，細胞内への導入効率が高い．これは，例えば

アデノウイルスベクターでは，細胞膜に存在するレセプターにウイルスが結合

し，その後エンドサイトーシス (第 3 章参照) によって細胞内へ取り込まれるが，

ウイルス自体がエンドソームから細胞質へ遊離する能力を有するため，遺伝子

がライソソームにより分解されることなく細胞質内へ到達することによる．さ

らに，ウイルスは核内移行機能も備えているため，遺伝子発現効率も増加する．

しかるに，臨床試験においてウイルスベクター法に由来する深刻な副作用が報

告されている．1999 年，米国ペンシルバニア大学にて行われたアデノウイルス

ベクターを用いた OTC (Ornithine transcarbamylase) 欠損症に対する臨床研

究において，18 歳の男性患者が心肺肝不全によりベクター投与 4 日後に死亡し

た[15]．またフランスにおいても，2002 年に重傷免疫不全症(X-linked severe 

combined immunodeficiency diseases, X-SCID) 患者を対象にレトロウイルス

を用いた遺伝子導入が行われ，2 名の患者に白血病が発症したことが報告されて

いる[17, 18]．これらの原因として，ベクター遺伝子の染色体ゲノム中への挿入

によるがん化の可能性が指摘されている[18]． 

これらの背景に鑑み，現在ウイルスを用いない遺伝子導入法が注目を集め，

化学的手法や物理的手法による遺伝子導入の研究が急速に進められている

[28-35]．しかし，標的部位に安全かつ高効率に遺伝子を導入する技術はいまだ

確立していない．  

 

1.4.1 化学的方法 

 

 化学的遺伝子導入法は担体(キャリア)を用いる方法が多く，リポソームが最も

広く用いられている[36-41]．リポソームとはリン脂質などの極性脂質が形成す

る小胞であり，一層の脂質二分子膜で包まれた単層リポソームと多数の二分子

膜が積層した多重層リポソーム (Fig. 1-3) がある．この中に遺伝子を封入し，

リポソームと細胞膜間のリン脂質の相互輸送等による膜融合の後，遺伝子はエ

ンドサイトーシスによって細胞内へ取り込まれる．しかし初期の中性のリポソ

ームは導入効率や再現性の面で遺伝子治療には適さなかった．DNAと細胞膜が
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いずれも負に帯電しているため，導入遺伝子の細胞膜への集積性が低いことが

その原因であった．1987 年Felgnerは正電荷を持つ合成脂質によるリポソーム

を作り，さらに電荷によってDNAの周りをこのリポソームで取り囲んだDNAと

リポソーム複合体を考案した[42]．この複合体では正電荷のリポソームとDNA

複合体が細胞表面に付着し，エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれ

る．これまでにこの考案に基づきLipofectinⓇ (Invitrogen)，リポフェクタミンⓇ 

(Invitrogen)，トランスフェクタムⓇ (Promega)などが製品化されている．しかし，

一般に正電荷のベクターは培養細胞での遺伝子導入には適しているが，組織内

においては複数の細胞や細胞間物質により形成される電界が複雑であるため，

導入効率が低く実際的ではないとの指摘がある[43]．また化学的手法ではエンド

サイトーシスによって細胞内に取り込まれるため，導入された遺伝子の多くが

リソソームで分解されてしまう．このため，細胞内に導入された遺伝子の核内

移行率は 10-3～10-4程度と低い[44]．また安全性の面では，リポソームの細胞毒

性が指摘されている[43]． 

 

1.4.2 物理的方法 

 

 近年，安全性の高さや取り扱いの簡便さから担体を用いない Naked DNA の

直接導入が注目を集めている．Naked DNA は培養細胞に接触させてもほとんど

取り込まれないが，in vivo において骨格筋や心筋，皮下，および甲状腺への直

接注入によって遺伝子発現が得られる．その導入機構については不明であるが，

プラスミド DNA に非特異的なレセプターが骨格筋細胞などに存在し，それに吸

着した遺伝子が組織圧によって細胞内に押し込まれると考えられている[1]．し

かし，一般に Naked DNA の直接投与では導入効率は低く，物理的エネルギー

を併用することで遺伝子導入効率向上および発現を増強する試みが行われてい

る[43, 45, 46]．代表的なものにエレクトロポレーション法[47-62]および超音波

遺伝子導入法[63-78]があげられる． 

 

1.4.2.1 エレクトロポレーション法 
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 エレクトロポレーション法(電気穿孔法)とは，細胞に高電圧パルスを印加する

ことで細胞膜を一時的に破壊し，遺伝子を細胞内に導入する方法であり，物理

的遺伝子導入法の中では最も広く用いられている[47-62]．1982 年に Neumann

らにより in vitro における初めてのエレクトロポレーションによる遺伝子導入

が報告され[51]，1980 年代後半には in vivo での遺伝子導入が数多く報告されて

いる． 

電界が強くなれば電流は細胞膜を貫通して流れる．このときジュール熱によ

り細胞膜が破壊され，小孔が形成される．この小孔を通して，細胞膜表面近傍

に存在する遺伝子が細胞内に導入されると考えられているが[52]，小孔形成後の

詳細については十分に解明されていない．現在のところ， 

(1) 電圧パルスにより形成される電気泳動力により遺伝子が細胞内へ運ばれ

る(Fig. 1-4)， 

(2) 電圧パルスが脂質二重膜の不安定さを誘起し，エンドサイトーシスが促進

されて細胞内に導入される(Fig. 1-5) 

といった仮説が提唱されている． 

エレクトロポレーションによる遺伝子導入効率は電圧，パルス幅，温度，細

胞種，DNA濃度などに依存する．例えば，ラット皮膚への遺伝子導入では，電

圧 355 – 1000 V，パルス幅 0.1 – 5.0 ms，電圧パルス数 10 ショットの条件(直

流)が用いられている[62]．現在，Gene Pulser XcellTM (Bio-Rad)，ECM830 

(BTX)，PA-4000S PulseAgileⓇ (Cyto Pulse Sciences)，NecleofectorTM (amaxa 

Biosystems)等のエレクトロポレーション装置が市販されている．エレクトロポ

レーションの利点として，手技が簡便であること，比較的低コストであること

があげられる．一方で，生体内での電流の空間制御が困難であり，これに伴う

熱傷等による組織損傷の可能性といった問題点がある．またin vivoでは，特定

の組織を対象とした場合を除き，体内に直接電極を刺入する必要があり，侵襲

的な方法である．また，心臓のように電気を適用する上で注意を要する臓器お

よびその近傍に適用するのは困難である． 

 

1.4.2.2 超音波法 
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 超音波による遺伝子導入法は，1987 年に Fechheimer らによって初めて報告

された[63]．しかし，その後は 1996 年に Kim らが生存細胞の数％の導入効率

を達成するまでほとんど注目されていなかった[64]．従って，エレクトロポレー

ション法と比較して歴史は浅いが，低侵襲性および手技の簡便性から注目され

ている[65-78]．この遺伝子導入メカニズムには超音波により発生する気泡(直径

1～100 µm)が関与している．液体中に縦波を伝搬させると，波の進行方向に周

期的な密度勾配が生じ，Fig. 1-6 に示すような高圧域と低圧域が発生する[79]．

気泡は負の圧力域で発生し，圧力の変動に伴い成長し，その後崩壊する．超音

波による遺伝子導入法では，気泡が崩壊するときに細胞膜に小孔が形成され，

また，周囲に高速の液体マイクロジェット流が発生して細胞膜に衝突する．こ

のとき細胞膜付近にある薬物，遺伝子は細胞内へ取り込まれる(Fig. 1-7)．細胞

膜には小孔が形成される(Fig. 1-8)，その復元は照射 30 s 後[67]とも 24 時間後

[68, 69] とも報告されている．一般に高い導入効率を得るためには，1～10 µm

のマイクロバブルが封入された超音波造影剤の併用が必要である(Fig. 1-9)．導

入効率は超音波の強度，周波数，照射時間，併用する超音波造影剤の特性等に

依存するが，他の物理的遺伝子導入法と比較して，得られる導入効率のばらつ

きが大きいとされている．  

 

1.4.3 レーザを用いた遺伝子導入技術の研究動向 

 

レーザを用いる方法は 1980 年代から報告され，空間制御性が高いこと，非接

触での応用が可能であること，生体安全性が高いことなどの利点により注目を

集めている．初期の報告はレーザを細胞に直接照射する方法が主流であったが，

1990 年代以降，多様な方法が報告されるようになった．Table 1-1 に，これま

でに報告されているレーザや光を用いた遺伝子導入法および遺伝子導入への応

用が期待される方法を示す[80]．多くは治療効果を持たないレポーター遺伝子を

対象としたものである．  

ここでは，レーザの直接照射による方法，色素や金微粒子等補助による方法，

レーザ誘起応力波による方法について説明する． 
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1.4.3.1 レーザの直接照射による方法 

 

レーザ光を集光して細胞膜に照射し，アブレーションにより小孔を形成する

ことで，外来遺伝子を細胞内に導入する方法[81-91]で，1984 年にTsukakoshi

らにより初めて報告された[81]．同報告では，波長 355 nmのQスイッチNd:YAG

レーザの第３次高調波を個々の細胞の細胞膜に照射し，直径数µmの小孔を形成

した(Fig. 1-10)．細胞膜の脂質二重層の性質により，形成された小孔は数秒で閉

じると報告されている．また，この方法につきレーザ走査の高速化や光ピンセ

ットの併用といった報告もなされている[82-84]．光源には主として紫外レーザ

が用いられてきた．その理由は，波長が短いために小さなビーム径に集光しや

すいこと，細胞における光吸収係数が大きいことなどによる．ただし，波長 300 

nm以下ではDNAによる光吸収が大きく，障害が問題となるため，その波長域の

利用は避けられている．しかし，一般にパルス幅がナノ秒(10-9 s)オーダである

ため，照射部周囲に熱影響層(heat affected zone, HAZ)が生じ，細胞機能に影響

を与える場合があること等の問題点があった．2002 年にTirlapurらはフェムト

秒レーザを用いることにより，細胞機能に影響を与えることなく 100％の確率で

遺伝子を導入できたと報告した[85]．彼らは波長 800 nm，繰り返し周波数 80 

MHz，ピーク光強度 1012 W/cm2のフェムト秒Ti:sapphireレーザを用い，平均出

力 50～100 mWのレーザ光を高い開口数(NA)の対物レンズで集光することで，

チャイニーズハムスター卵巣 (Chinese hamster ovary, CHO)細胞の細胞膜に

小孔を形成した．また，他種の型番哺乳類細胞への導入も確認されている．  

2005 年には，半導体レーザ(波長 405 nm)を用いる遺伝子導入法も報告された

[89]．これは線形光吸収を利用する方法ではあるが，光源が小型，低価格である．

また，米国の Cyntellect 社は Nd:YAG レーザの基本波(波長 1064 nm)，第 2 高

調波(波長 532 nm)，第 3 次高調波(波長 355 nm)の三波長を用いた外来分子導入

装置を製品化し(Fig. 1-11)，siRNA (short interfering RNA)を細胞内へ導入でき

ることを報告している[88]．  

以上は培養細胞を対象とした in vitro における遺伝子導入であるが，レーザを

用いた in vivoにおける遺伝子導入は，2003年に初めて報告された．Zeiraらは，

Ti:sapphire フェムト秒レーザ(波長 780 nm，パルス幅 200 fs，繰り返し周波数
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76 MHz)の出力パルスを倒立型顕微鏡下でステージ上のマウスに対物レンズで

集光し照射した．ルシフェラーゼをコードしたプラスミド DNA を脛骨筋に注入

し，NA = 0.5 の対物レンズで 1 µm 以下のスポットに集光し，同部位の皮下焦

点深さ 2 mm に走査させながら照射した．照射範囲 95 µm×95 µm，照射時間 5 

s，皮下焦点位置 2 mm の条件で，40 日以上にわたり高いレベルのルシフェラ

ーゼの発現が得られた．さらに本方法によりエリスロポエチン(赤血球生成促進

因子)をコードしたプラスミド DNA の導入を試みたところ，8 週間後において

ヘマトクリット値が約 2 割高くなったと報告している[94]．また，Nd:YAG レー

ザ(波長 532 nm, パルス幅 6 ns)[95]や Er:YAG レーザ(波長 2940 nm, パルス幅

250 µs)[96]を用いた in vivoにおける遺伝子導入に関する報告もなされているが，

いずれもレポーター遺伝子の導入に限られている． 

 

1.4.3.2 色素や金微粒子等を補助に用いる方法 

 

細胞培養液に色素としてフェノールレッドを加え，その吸収帯の波長のレー

ザを照射することで局所加熱を行うと細胞膜透過性が亢進する．Palumboらは，

細胞膜に波長 488 nmのArイオンレーザを集光照射し，マウス由来NIH 3T3 細

胞にβ-ガラクトシダーゼ遺伝子，クロラムフェニコール・アセチル転移酵素遺

伝子を導入した[97]．フェノールレッドはこの波長において光吸収係数が大きい

(モル吸光係数 1×104 M-1cm-1)．この方法において小孔形成は観察されておらず，

彼らは溶液中の色素フェノールレッドの光吸収により細胞膜が局所加熱され，

これにより膜透過性が亢進して遺伝子が導入されたと推測している．彼らは利

点として，フェノールレッドは通常の培地に含まれており新たに光吸収体を用

いる必要がないことや，細胞膜をアブレーションしないので細胞障害性が低い

ことをあげている．また，Schneckenburgerらは同様の方法について，細胞膜

のゲル相から液晶相の変化に伴い蛍光スペクトルが変化するマーカーとして

laudanを用い，温度上昇に起因する細胞膜流動性の変化を確認している[98]． 

一方，レーザ光をマイクロ粒子やナノ粒子に吸収させることで，細胞膜の透

過性を亢進することもできる[99-101]．主として 520 nm 付近に吸収極大を持つ

金粒子が用いられている．この方法では粒子と抗体を結合させることで細胞選
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択性を得ている(Fig. 1-12)．粒子と結合した抗体は，選択的に特定の抗原を有す

る細胞膜に付着する．その後レーザ光を照射することにより特定の細胞の膜透

過性を亢進する．このときレーザのパルス幅が熱緩和時間よりも短ければ，発

生する熱を局所的に閉じ込めることができる．膜透過性亢進のメカニズムは明

確にはわかっていない． 

 レーザによる直接的遺伝子導入法ではないが，遺伝子発現効率を高める方法

として光化学反応を利用した方法(Photochemical internalization, PCI)も報告

されている[102-106]．エンドサイトーシスによって取り込まれた外来遺伝子は

エンドソームに内包され，その多くはライソソームに運ばれ分解されてしまう．

PCI では，光感受性薬剤をエンドソームに融合させ，エンドソームの膜に光照

射を行うことで光化学的に破壊し，遺伝子を細胞質内に放出する(Fig. 1-13)．外

来遺伝子の細胞内への導入効率はエンドサイトーシスの頻度に制限されるが，

細胞内の外来遺伝子の挙動を制御する方法として注目される． 

  

1.4.3.3 レーザ誘起応力波による方法 

 

固体媒質にパルスレーザ光を照射すると，その強度に応じた様々な過程によ

り応力波(Laser-induced stress wave: LISW)が放出される．レーザアブレーシ

ョン閾値以下では，光侵達長内において媒質が急激に断熱膨張し熱弾性波が発

生する．レーザフルエンスが材料の光アブレーション閾値を超えると，飛散物

による反力が発生する．光強度が充分に高いと媒質表面において光学的絶縁破

壊が生じ，プラズマを伴う応力波発生機構が支配的となる．LISW の特性はレ

ーザの波長，パルス幅，フルエンス，媒質の光学的・機械的特性等で支配され

る．このとき媒質のレーザ照射側に透明層を接着することでレーザ生成プラズ

マが閉じこめられ，より高いピーク圧力，長いパルス幅を持つ LISW を発生で

きる．LISW の発生に関するメカニズムの詳細については次章において述べる． 

LISWを細胞または組織に作用させることにより細胞膜に過渡的な変性や変

形を誘起し，薬剤分子を細胞内に輸送することが可能である．この方式につき，

Doukasらによる多くの成果が報告されている[107-114]．培養細胞を対象とした

実験装置の構成例をFig. 1-14 に示す．レーザ光の吸収体を底面にもつウェルに
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細胞を培養し，薬剤を添加後，ウェルの下側からパルスレーザ光を照射し，発

生したLISWと細胞を相互作用させる．レーザは光吸収体を透過しないため，細

胞とレーザは直接相互作用しない．細胞膜透過性を亢進させるためのLISWの条

件は完全には明らかにされていないが，Doukasらの報告によると，圧力上昇速

度が約６MPa/ns以上で細胞膜透過性が亢進すること[111]，また，圧力の時間積

分値が大きくなるにつれて細胞内への外来分子輸送効率が上昇する[112]．また，

LinらはQスイッチルビーレーザ(波長 694.3 nm，パルス幅 28 ns，レーザフル

エンス 53 J/cm2)を用いてLISWを発生させ，末梢血液細胞に 72 kDaのFITC-デ

キストランを導入した．LISWは細胞膜のみならず核膜の透過性も亢進できる．

LISWによる薬剤導入メカニズムは十分に解明されていないが，細胞膜に存在す

るタンパク質の変性，剪断応力による一時的な膜変形ないし変性などが考えら

れる． 

LISW を用いた遺伝子導入は，in vitro においては Flotte らの論文に記載がみ

られる[114]． LISW を用いてサル腎臓由来細胞に Lac Z 遺伝子を導入し，発現

が認められたと記述されているが，その照射条件，導入効率などの詳細は不明

である．In vivo では，Ogura らによりラット皮膚へのレポーター遺伝子の導入

が報告されている[115]．ラット背部の皮膚に各種レポーター遺伝子をコードし

たプラスミド DNA を注入し，その上にレーザターゲットを接触させてレーザを

照射することで LISW と皮膚組織を相互作用させる．ルシフェラーゼ発現遺伝

子を導入した実験では，照射なし(プラスミド DNA 注入のみ)の場合と比較し，

２桁以上高い発現レベルが得られている．また，Fig. 1-15 は EGFP をコードし

た遺伝子を導入した皮膚表面における遺伝子発現分布を示している．遺伝子発

現がレーザ照射スポット径に対応した直径 3 mm においてみられることから，

部位選択的な遺伝子導入が可能であることがわかる．その他，マウス脳への GFP

発現遺伝子ベクターの導入も報告されている[116]．LISW を用いた遺伝子導入

法はレーザを直接照射する方法と比較してスループット(単位時間あたりに処理

できる細胞数)が高く，また応力波の組織内における侵達長が大きいため，より

深部への適用が可能であると考えられる．しかし，これまでの報告はレポータ

ー遺伝子の導入に関するものに限られており，著者の知る限り，治療効果のあ

る遺伝子の導入および治療効果を実証した報告はなされていない．また導入が
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実証された組織もラット表皮およびマウス脳の 2 例に限られている． 

 

 

1.5 組織工学 

 

 組織工学(Tissue engineering)[117]は，その主な応用領域である再生医療と一

体で扱われることが多く，現在のところその用語の使い方は研究者，研究機関

によって使い方が異なる．再生医療は Regenerative medicine の直訳であるが，

国内においては Tissue engineering を再生医療と訳すこともある．米国国立衛

生研究所(National Institutes of Health, NIH)においても”Tissue engineering / 

regenerative medicine is an emerging multidisciplinary field involving 

biology, medicine, and engineering that is likely to revolutionize the ways we 

improve the health and quality of life for millions of people worldwide by 

restoring, maintaining, or enhancing tissue and organ function”と，”Tissue 

engineering と Regenerative medicine は一体に扱われている[118]．また，日

本組織工学会では，その活動目的を(1)生体を構成する細胞と基質を再び器官と

して再構成すること，(2)細胞と組織の性質を望む方向へ変えることとしている．

厳密に再生医療と組織工学を分けるとすれば，再生医療は組織工学の応用のひ

とつであり，組織工学は再生医療のために必要な工学的手法と考えることがで

きる．工学的手法により細胞，組織，および基質を望ましい状態へ構成，なら

びに変質させる技術を組織工学として考えても大きな誤りではないであろう． 

 遺伝子を導入することにより成長因子等の生成を増大させることができる遺

伝子治療は，組織工学においても重要な技術である．例えば移植治療では，移

植組織が生着するためには適切な血行が必要となる．このためには移植組織を

薄いものとするか人工血管を用いることが考えられる．しかし，サイトカイン

等の生成量の視点から，ある程度の移植組織の厚さは必要不可欠であり，また，

人工血管についての基礎研究および臨床試験には少なからぬ歴史があるにもか

かわらず，合成ポリマーで作成された血管はその品質が十分ではない場合が多

い．材料に強い免疫原性はないが，炎症反応の誘発や腐食性が指摘されている．

これらの解決策として，遺伝子治療が期待できる．移植組織に含まれる細胞に
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特定の遺伝子を導入することにより，血管新生を促進させるタンパク質を生成

させることができる．すなわち，人工的な器官を用いることなく，十分な血行

が得られる移植組織を作成することができると期待される． 

 

 

1.6 本研究の目的と論文の構成 

 

 本研究の目的は，LISW を用いた遺伝子導入技術を組織工学に応用すること

である．LISW を用いた遺伝子導入法は，上述したように多くの利点がある．

しかし，これまで導入が実証された対象はラット表皮およびマウス脳に限定さ

れており，その条件依存性に関するデータも限定的である．また，レポーター

遺伝子が用いられており，治療効果のある遺伝子の導入は実証されていない．

従って，本研究では，まず LISW の特性と細胞への影響について詳細に調べる．

また，異なる種類の細胞への遺伝子導入を試み，LISW による遺伝子導入法が

表皮細胞以外へも応用可能であることを示す．そして，これらの実験で得られ

た知見に基づき，治療効果の期待される遺伝子の導入を実証する．さらにこの

技術を発展させ，組織工学への応用として，遺伝子導入による移植皮膚の生着

促進を試みる． 

Figure 1-16 に本論文のフローチャートを示す． 

第 2 章では，LISW の発生原理について述べた後，Q スイッチ Nd:YAG レー

ザを用いた LISW の発生とその測定について述べる．レーザ照射条件を変化さ

せたときの LISW 特性として，ピーク圧力，立ち上がり時間，圧力の時間積分

値等のパラメータ特性について述べる． 

第 3 章では，LISW を用いた培養細胞への遺伝子導入について述べる．レポ

ーター遺伝子を用いた実験により，LISW の特性と遺伝子導入効率の関係を明

らかにし，遺伝子導入において重要となるパラメータについて考察する．また，

in vitro における遺伝子導入のメカニズムについて考察する．さらに，複数の哺

乳類の異なる細胞種への遺伝子導入実験の結果から，LISW による遺伝子導入

法が，異なる種類の細胞へも応用できることを示す． 

第 4 章では，LISW を用いた遺伝子導入の組織工学的応用として，移植皮膚
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の生着促進を目的とした肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクターの導入について述

べる．外傷の動物実験において代表的に用いられるラットを対象とした．まず，

ラット皮膚へ上記の遺伝子導入を導入し，肝細胞増殖因子生成の有無およびそ

の濃度を調べた結果を示し，次に，ラット移植皮膚へ同遺伝子を導入し，新生

血管の生成に関する組織学的分析より，生着促進を評価した結果について述べ

る． 

第 5 章では，LISW と生体との相互作用について述べる． LISW を適用した

ラット皮膚を組織学的に観察した結果を示す．さらに，この結果を踏まえ，LISW

を用いた in vivo における遺伝子導入のメカニズムについて検討する． 

第 6 章は本研究の結論である．本研究により得られた成果を総括するととも

に今後の展望を述べる． 

なお本研究において実施した動物実験は，全て防衛医科大学校実験動物倫理

委員会の承認のもとに実施されたものである． 

 

 

 15



参考文献 (第 1 章) 

 

[1] 岡田善雄，高久史麿，寺田雅昭，豊島久眞男，遺伝子治療開発研究ハンドブ

ック, (日本遺伝子治療学会編，1999). 

[2] A. Rolland ed., Advanced Gene Delivery, (harwood academic publishers, 

Amsterdam, 1999).   

[3] 小澤敬也，”遺伝子治療の現状と展望,” 現代医療 35, 1552 (2003). 

[4] 小澤敬也，”遺伝子治療の将来展望,” からだの科学 238, 92 (2002). 

[5] 金田安史，”遺伝子治療の考察,” Med. Sci. Digest 29, 94 (2003). 

[6] A. Colosimo, K. K. Goncz, A. R. Homes, K. Junzelmann, G. Novelli, R. W. 

Malone, M. J. Bennett, and D. C. Gruenert, “Transfer and expression of 

foreign genes in mammalian cells,” Biotechniques 29, 314 (2004). 

[7] J. D. Watson, F. H. Crick, “The structure of DNA,” Cold Spring Harb. 

Symp. Quant. Biol. 18, 123 (1953). 

[8] B. Alberts, D. Bray, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, and P. 

Walter, Essential 細胞生物学 (南江堂, 1999). 

[9] Website of The Journal of Gene Medicine, WILEY  

(http://www.wiley.co.uk/geneteherapy/clinical) 

[10] 阿部純子，濱田洋文，”サイトカイン遺伝子を用いた癌の免疫遺伝子治療” 

遺伝子治療の基礎技術 (羊土社, 1996). 

[11] E. Lin, J. Nemunaitis, “Oncolytic viral therapies,” Cancer Gene Ther. 11, 

643 (2004). 

[12] M. M. Gottesman, “Cancer gene therapy: an awkward adolescence,” 

Cancer Gene Ther. 10, 501 (2003). 

[13] S. U. Gan, R. Y. Calne, “Gene therapy for hemophilia A,” Discov. Med. 6, 

198 (2006). 

[14] K. P. Ponder, “Gene therapy for hemophilia,” Curr. Opin. Hematol. 13, 

301 (2006). 

[15] “Gene therapy on Trial,” Science 288, 951 (2000). 

[16] “RAC hears a plea for resuming trials, despite cancer risk,” Science, 299, 

 16



991 (2003). 

[17] Position statement from the European Society of Gene Therapy (ESGT),  

“Frence gene therapy group reports on the adverse event in a clinical trial 

of gene therapy for X-linked severe combined immune deficiency 

(X-SCID),” J. Gene Med. 5, 82 (2003). 

[18] Position statement from the European Society of Gene Therapy (ESGT), 

“Report of a second serious adverse event in a clinical trial of gene therapy 

for X-linked severe combined immune deficiency (X-SCID),” J. Gene Med. 5, 

261 (2003). 

[19] Letter to the editors of Nature from the American Society of Gene 

Therapy (ASGT) and the European Society of Gene Therapy (ESGT), J. 

Gene Med. 5, 641 (2003). 

[20] M. V. Chaubal, T. J. Roseman, “Drug delivery trends for parenteral 

therapeutics,” Drug Deliv. Sys. 21, 388 (2006). 

[21] 橋田充, ドラッグデリバリーシステム－創薬と治療への新たなる挑戦－, 

(化学同人, 1995). 

[22] 高橋俊雄, 橋田充, 今日の DDS･薬物送達システム (医療ジャーナル社, 

1999). 

[23] P. Mancheno-Corvo, P. Martin-Duque, “Viral gene therapy,” Clin. Transl. 

Oncol. 8, 858 (2006). 

[24] 濱田洋文, “次世代ウイルスベクターの開発と遺伝子治療への応用,” 細胞工

学, 20, 1216 (2001). 

[25] M. T. Lotze, T. A. Kost, “Viruses as gene delivery vectors: Application to 

gene function, target validation, and assay development,” Cancer Gene 

Ther. 9, 692 (2002). 

[26] C. Y. Woo, T. Osada, T. M. Clay, H. K. Lyerly, M. A. Morse, “Recent 

clinical progress in virus-based therapies for cancer,” Expert. Opin. Biol. 

Ther. 6, 1123 (2006). 

[27] 早川堯夫, 水口裕之, “遺伝子治療用医薬品の実用化と一層の進展に向けて

～新世代アデノウイルスベクターの開発～ ,” 医薬ジャーナル  37, 1541 

 17



(2001). 

[28] L. Collins, “Nonviral vectors,” Methods Mol. Biol. 333, 201 (2006). 

[29] M. D. Lavigne, D. C. Gorecki, “Emerging vectors and targeting methods 

for nonviral gene therapy,” Expert Opin. Emerg. Drugs 11, 541 (2006). 

[30] X. Gao, K. S. Kim, D. Liu, “Nonviral gene delivery: what we know and 

what is next,” AAPS J. 9, E92 (2007). 

[31] T. Niidome, L. Huang, “Gene therapy progress and prospects: Nonviral 

vectors,” Gene Ther. 9, 1647 (2002). 

[32] S. Li, Z. Ma, “Nonviral gene therapy,” Curr. Gene Ther. 1, 201 (2001). 

[33] 松田修, “非ウイルス性ベクター開発の動向,” 医学の歩み 179, 489 (1996). 

[34] 橋田充, “遺伝子デリバリー,” 分子がん治療 2, 188 (2001). 

[35] M. Nishikawa, L. Huang, “Nonviral vectors in the new millennium: 

Delivery barriers in gene transfer,” Hum. Gene Ther. 12, 861 (2001). 

[36] P. R. Clark, E. M. Hersh, “Cationic lipid-mediated gene transfer: 

Current concepts,” Curr. Opin. Mol. Ther. 1, 158 (1999). 

[37] S. D. Li, L. Huang, “Gene therapy progress and prospects: non-viral gene 

therapy by systemic delivery,” Gene Ther. 13, 1313 (2006). 

[38] G. Sharma, S. Anabousi, C. Ehrhardt, M. N. Ravi Kumar, “Liposomes as 

targeted drug delivery system in the treatment of breast cancer,” J. Drug 

Target. 14, 301 (2006). 

[39] 中川晋作, 真弓忠範, “遺伝子医薬品の DDS,” 医薬ジャーナル 37, 1559 

(2001). 

[40] 柳衛宏宣, “遺伝子治療におけるベクターの開発,” 外科 63, 63 (2001). 

[41] 橋田充, “細胞特異的遺伝子デリバリー,” 医薬ジャーナル 37, 1553 (2001). 

[42] P. L. Felgner, T. R. Gadek, M. Holm, R. Roman, H. W. Chan, M. Wenz, J. 

P. Northrop, G. M. Ringold, M. Danielsen, “Lipofection: a highly efficient, 

lipid-mediated DNA-transfection procedure,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 

84, 7413 (1987). 

[43] D. J. Wells, “Gene therapy progress and prospects: Electroporation and 

other physical methods,” Gene Ther. 11, 1 (2004). 

 18



[44] 中川晋作, 真弓忠範囲, “遺伝子医薬品の DDS,” 医薬ジャーナル, 37, 101 

(2001). 

[45] 田畑泰彦 編, ドラッグデリバリーシステム DDS 技術の新たな展開とその

活用法 (メディカルドゥ, 2003). 

[46] 原島秀吉, 田畑泰彦 編, ウイルスを用いない遺伝子導入法の材料，技術，

方法論の新たな展開 (メディカルドゥ, 2006). 

[47] C. Favard, D. S. Dean. M. P. Rols, “Electrotransfer as a non viral method 

of gene delivery,” Curr. Gene Ther. 7, 67 (2007). 

[48] M. Cemazar, M. Golzio, G. Sersa, M. P. Rols, J. Teissie, 

“Electrically-assisted nucleic acids delivery to tissues in vivo: where do we 

stand?,” Curr. Pharm. Des. 12, 3871 (2006). 

[49] L. C. Heller, R. Heller, “In vivo electroporation for gene therapy,” Hum. 

Gene Ther. 17, 890 (2006). 

[50] L. M. Mir, P. H. Moller, F. Andre, J. Gehl, “Electric pulse-mediated gene 

delivery to various animal tissues,” Adv. Genet. 54, 83 (2005). 

[51] E. Neumann, M. Schaefer-Ridder, Y. Wang, P. H. Hofschneider, Gene 

transfer into mouse lyoma cells by electroporation in high electric fields, 

EMBO J. 1, 841 (1982). 

[52]森村茂, 松村正実, “エレクトロポレーション(電気穿孔法),” 遺伝子工学ハン

ドブック, 260 (羊土社, 1991). 

[53] S. Somiari, J. Glasspool-Malone, J. J. Drabick, R. A. Gilbert, R. Heller, 

M.J. Jaroszeski, and R. W. Malone, “Theory and in vivo application of 

electroporative gene delivery,” Mol. Ther. 2, 178 (2000). 

[54] L. Zhang, L. Li, G. A. Hoffmann, and R. M. Hoffman, “Depth-targeted 

efficient gene delivery and expression in the skin by pulsed electric fields: 

An approach to gene therapy of skin aging and other diseases,” Biochem. 

Biophys. Res. Comm. 220, 633 (1996) 

[55] L. M. Mir, M. F. Bureau, J. Gehl, R. Rangara, D. Rouy, J. M. Caillaud, P. 

Delaere, D. Branellec, Bertrand Schwartz, and D. Scherman, 

“High-efficiency gene transfer into skeletal muscle mediated by electric 

 19



pulses,” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 4262 (1999). [55] J. Gehl, 

“Electroporation: theory and methods, perspectives for drug delivery, gene 

therapy and research,” Acta Physiol. Scand. 177, 437 (2003). 

[56] J. Gehl, “Electroporation: theory and methods, perspectives for drug 

delivery, gene therapy and research,” Acta Physiol. Scand. 177, 437 (2003). 

[57] Q. Zheng and D.C. Chang, “High-efficiency gene transfection by in situ 

electroporation of cultured cells,” Biochim. Biophys. Acta. 1088, 104 (1991). 

[58] P. F. Lurquin, “Gene transfer by electroporation,” Mol. Biotechnol. 7, 5 

(1997). 

[59] K. Sugihara, H. M. Park, T. Muramatsu, “Foreign gene expression by in 
vivo gene electroporation in the quail testis,” Comp. Biochem Physiol. B 

125, 47 (2000). 

[60] M. Selby, C. Goldbeck, T. Pertile, R. Walsh, and J. Ulmer, “Enhancement 

of DNA vaccine potency electroporation in vivo,” J. Biotech. 83, 147 (2000). 

[61] 猪阪善隆, 今井圓裕, 高原史郎, “エレクトロポレーション法,” ウイルスを

用いない遺伝子導入法の材料，技術，方法論の新たな展開, 148 (2006). 

[62] N. Dujardin, P. Van Der Smissen, V. Preat, “Topical gene transfer into 

rat skin using electroporation,” Pharm. Res. 18, 61 (2001). 

[63] M. Fechheimer, J. F. Boylan, S. Parker, J. E. Sisken, G. L. Patel, S. G. 

Zimmer, “Transfection of mammalian cells with plasmid DNA by scrape 

loading and sonication loading,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 84, 8463 

(1987). 

[64] H. J. Kim, J. F. Greenleaf, R. R. Kinnick, J. T. Bronk, M. E. Bolander, 

“Ultrasound-mediated transfection of mammalian cells,” Hum. Gene. Ther. 

7, 1339 (1996). 

[65] 谷山義明, 島村宗尚, 冨田奈留也, 荻原俊男, 森下竜一, “超音波を用いた遺

伝子導入法の開発,” ウイルスを用いない遺伝子導入法の材料，技術，方法論

の新たな展開, 152 (2006). 

[66] Y. Taniyama, K. Tachibana, K. Hiraoka, M. Aoki, S. Yamamoto, K. 

Matsumoto, T. Nakamura, T. Ogihara, and Y. Morishita, “Development of 

 20



safe and efficient novel nonviral gene transfer using ultrasound: 

Enhancement of transfection efficiency of naked plasmid DNA in skeletal 

muscle,” Gene Ther. 9, 372 (2002). 

[67] S. Bao, B.D. Thrall, and D. L. Miller, “Transfection of a reporter plasmid 

into cultured cells by sonoporation in vitro,” Ultrasound Med. Biol. 23, 953 

(1997). 

[68] S. V. Pislaru, C. Pislaru, R.R. Kinnick, R. Singh, R. Gulati, J. F. 

Greenleaf, R. D. Simari, “Optimization of ultrasound-mediated gene 

tranfer: comparison of contranst agents and ultrasound modalities,” 24, 

1690 (2003). 

[69] 立花克郎, “超音波遺伝子導入法,” 遺伝子導入と発現解析プロトコール, 46 

(羊土社, 2003). 

[70] P. E. Huber and P. Pfisterer, “ In vitro and in vivo transfection of plasmid 

DNA in the dunning prostate tumor R3327-AT1 is enhanced by focused 

ultrasound,” Gene Ther. 7, 1516 (2000). 

[71] T. Nozaki, R. Ogawa, L. B. Feril Jr., G. Kagiya, H. Fuse, and T. Kondo, 

“Enhancement fo ultrasound-mediated gene transfection by membrane 

modification,” J. Gene Med. 5, 1046 (2003). 

[72] R. Ogawa, G. Kagiya, L. B. Feril Jr., N. Nakaya, T. Nozaki, H. Fuse, and 

T. Kondo, “Ultrasound mediated intravesical transfection enhanced by 

treatment with lidocaine or heat,” J. Urol. 172, 1469 (2004). 

[73] V. G. Zarnitsyn and M. R. Prausnitz, “Physical parameters influencing 

optimization of ultrasound-mediated DNA transfection,” Ultrasound Med. 

Biol. 30, 527 (2004). 

[74] 山崎慶太, 青木元邦, 森下竜一, 萩原俊男, “超音波・造影剤による循環器疾

患に対する遺伝子治療法の開発,” 遺伝子医学 6, 59 (2002). 

[75] Y. Manome, M. Nakamura, T. Ohno, H. Furuhata, “Ultrasound facilitate 

transduction of naked plasmid DNA into colon carcinoma cells in vit o and 

in vivo,” Hum. Gene Ther. 11, 1521 (2000). 

r

[76] Y. Taniyama, K. Tachibana, K. Hiraoka, T. Namba, K. Yamasaki, N. 

 21



Hashiya, M. Aoki, T. Ogihara, Y. Kaneda, R. Morishita, “Local delivery of 

plasmid DNA into rat carotid artery using ultrasound,” Circulation 105, 

1233 (2002). 

[77] 立花克郎, “超音波コントラスト法による遺伝子導入の開発,” 遺伝子医学 6, 

55 (2002). 

[78] J. Sundaram, B. R. Mellein, S. Mitragotri, “An experimental and 

theoretical analysis of ultrasound-induced permeabilization of cell 

membranes,” Biophys. J. 84, 3087 (2003). 

[79] 超音波便覧編集委員会, 超音波便覧 (丸善，1999). 

[80] 佐藤俊一, 寺川光洋, 小原實, “レーザー光を用いた遺伝子導入,” ウイルス

を用いない遺伝子導入法の材料，技術，方法論の新たな展開, 160 (2006). 

[81] M. Tsukakoshi, S. Kurata, Y. Nomiya, Y. Ikawa, and T. Kasuya, “A novel 

method of DNA transfection by laser microbeam cell surgery,” Appl. Phys. 

B 35, 135 (1984). 

[82] G. Weber and K. O. Greulich, “Manipulation of cells, organelles, and 

genomes by laser microbeam and optical trap,” Int. Rev. Cytol. 133, 1 

(1992). 

[83] S. Kurata, M. Tsukakoshi, T. Kasuya, and Y. Ikawa, “The laser method 

for efficient introduction of foreign DNA into cultured cells,” Exp. Cell Res. 

162, 372 (1986). 

[84] M. W. Berns, W. H. Wright, R. W. Steubing, “Laser microbeam as a tool 

in cell biology,” Int. Rev. Cytol. 129, 1 (1991). 

[85] U. K. Tirlapur and K. Konig, “Targeted transfection by femtosecond 

laser,” Nature, 418, 290 (2002). 

[86] S. K. Mohanty, M. Sharma, P. K. Gupta, “Laser-assisted microinjection 

into targeted animal cells,” Biotech. Lett. 25, 895 (2003). 

[87] Y. Guo, H. Liang, M. W. Berns, “Laser-mediated gene transfer in rice,” 

Phys. Plant. 93, 19 (1995). 

[88] I. B. Clark, E. G. Hanania, J. Stevens, M. Gallina, A. Fieck, R. Brandes, 

B. O. Palsson, M. R. Koller, “Optoinjection for efficient targeted delivery of 

 22



a broad range of compounds and macromolecules into diverse cell types,” J. 

Biomed. Opt. 11, 014034 (2006). 

[89] L. Paterson, B. Agate, M. Comrie, R. Ferguson, T. K. Lake, J. E. Morris, 

A. E. Carruthers, C. T. A. Brown, W. Sibbett, P. E. Bryant, F. Gunn-Moore, 

A. C. Riches, K. Dholakia, “Photoporation and cell transfection using a 

violet diode laser,” Opt. Exp. 13, 595, (2005). 

[90] F. Stracke, I. Rieman, K. Konig, “Optical nanoinjection of 

macromolecules into vital cells,” J. Photochem. Photobiol. B. 81, 136 

(2005). 

[91] D. Stevenson, B. Agate, X. Tsampoula, P. Fischer, C. T. A. Brown, W. 

Sibbett, A. Riches, F. Gunn-Moore, K. Dholakia, “Femtosecond optical 

transfection of cells: viability and efficiency,” Opt. Exp. 14, 7125 (2006). 

[92] A. Vogel, J. Noack, G. Hüttman, G. Paltauf, “Mechanisms of femtosecond 

laser nanosurgery of cells and tissues,” Appl. Phys. B 81, 1015 (2005). 

[93] K. Konig, I. Riemann, P. Fischer, K Halbhuber, “Intracellular 

nanosurgery with near infrared femtosecond laser pulses,” Cell. Mol. Biol. 

45, 195 (1999). 

[94] E. Zeira, A. Manevitch, A. Khatchatouriants, O. Pappo, E. Hyam, M. 

Darash-Yahana, E. Tavor, A. Honigman, A. Lewis, and E. Galun, 

“Femtosecond infrared laser-An efficient and safe in vivo gene delivery 

system for prolonged expression,” Mol. Ther. 8, 342 (2003). 

[95] M. Ogura, S. Sato, H. Ashida, M. Obara, “In vivo targeted gene transfer 

by direct irradiation with nanosecond pulsed laser,” Jpn. J. Appl. Phys. 43, 

1268 (2004). 

[96] W. Lee, S. Shen, C. Liu, C. Fang, C. Hu, J. Fang, “Erbium:YAG 

laser-mediated oligonucleotide and DNA delivery via the skin: An animal 

study,” J. Control. Release, 115, 344 (2006). 

[97] G. Palumbo, M. Caruso, E. Crescenzi, M. F. Tecce, G. Roberti, and A. 

Colasanti, “Targeted gene transfer in eucaryotic cells by dye-assisted laser 

optoporation,” J. Photochem. Photobiol. B 36, 41 (1996). 

 23



[98] H. Schneckenburger, A. Hendinger, R. Sailer, W. S. L. Straus, and M. 

Schmitt, “Laser-assisted optoporation of single cells,” J. Biomed. Opt. 7, 

410 (2002). 

[99] C. M. Pitsillides, E. K. Joe, Xunbin Wei, R. R. Anderson, C. P. Lin, 

“Selective cell targeting with light-absorbing microparticles and 

nanoparticles,” Biophys. J. 84, 4023 (2003). 

[100] C. Yao, R. Rahmanzadeh, E. Endl, Z. Zhang, J. Gerdes, G. Huttmann, 

“Elevation of plasma membrane permeability by laser irradiation of 

selectively bound nanoparticles,” J. Biomed. Opt. 10, 064012 (2005). 

[101] Y. Umebayashi, Y. Miyamoto, M. Wakita, A. Kobayashi, T. Nishisaka, 

“Elevation of plasma membrane permeability on laser irradiation of 

extracellular latex particles,” J. Biochem. 134, 219 (2003). 

[102] P. K. Selbo, A. Hogset, L. Prasmickaite, and K. Berg, “Photochemical 

internalisation: A novel drug delivery system,” Tumor Biol. 23, 103 (2002). 

[103] A. Hogset, L. Prasmickaite, Pal K. Selbo, M. Hellum, B. O. Engesaeter, 

A. Bonsted, and K. Berg, “Photochemical internalisation in drug and gene 

delivery,” Adv. Drug Deliv. Rev. 56, 95 (2004). 

[104] A. Ndoye, S. Bouali, G. Dolivet, A. Leroux, P. Erbacher, J. P. Hehr, K. 

Berg, F. Guillemin, J. L. Merlin, “Sustained gene transfer and enhanced 

cell death following glucosylated-PEI-mediated p53 gene transfer with 

photochemical internalisation in p53-mutated head and neck carcinoma 

cells,” Int. J. Oncol. 25, 1575 (2004). 

[105] L. Prasmickaite, A. Hogset, B. BO Engesaeter, A. Bonsted, K. Berg, 

“Light-directed gene delivery by photochemical internalisation,” Expert 

Opin. Biol. Ther. 4, 1403 (2004). 

[106] S. Oliveira, M. M. Fretz, A. Hogset, G. Storm, R. M. Schiffelers, 

“Photochemical internalization enhances silencing of epidermal growth 

factor receptor through improved endosomal escape of siRNA,” Biochim. 

Biophys. Acta, 1768, 1211 (2007). 

[107] A. G. Doukas and T. J. Flotte, “Physical characteristics and biological 

 24



effects of laser-induced stress waves,” Ultrasound Med. Biol. 22, 151 

(1996). 

[108] S. Lee, T. Anderson, H. Zhang, T. J. Flotte, and A. G. Doukas, 

“Alteration of cell membrane by stress waves in vit o,” Ultrasound Med. 

Biol. 22, 1285 (1996). 

r

[109] D. J. McAuliffe, S. Lee, T. J. Flotte, and A. G. Doukas, 

“Stress-wave-assisted transport through the plasma membrane in vitro,” 

Lasers Surg. Med. 20, 513 (1997). 

[110] S. Lee, D. J. McAuliffe, H. Zhang, Z. Xu, J. Taitelbaum, T. J. Flotte, and 

A. G. Doukas, “Stress-wave-induced membrane permeation of red blood 

cell is facilitated by aquaporins,” Ultrasound Med. Biol. 23, 1089, (1997). 

[111] S. E. Mulholland, S. Lee, D. J. McAuliffe, and A. G. Doukas, “Cell 

loading with laser-generated stress waves: The role of the stress gradient,” 

Pharm. Res. 16, 514 (1999). 

[112] T. D. Lin, D. J. McAuliffe, N. Michaud, H. Zhang, S. Lee, A. G. Doukas, 

and T. J. Flotte, “Nuclear transport by laser-induced pressure transients,” 

Pharm. Res. 20, 879 (2003). 

[113] T. Kodama, M. R. Hamblin, A. G. Doukas, “Cytoplasmid molecular 

delivery with shock waves: Importance of impulse,” Biophys. J. 79, 1821 

(2000). 

[114] T. J. Flotte, S. Lee, H. Zhang, D. McAuliffe, T. Douki, A. G. Doukas, 

“Laser-induced stress transients: Applications for molecular delivery,” Proc. 

SPIE 2391, 202 (1995). 

[115] M. Ogura, S. Sato, K. Nakanishi, M. Uenoyama, T. Kiyozumi, D. Saito, 

T. Ikeda, H. Ashida, M. Obara, “In vivo targeted gene transfer in skin by 

the use of laser-induced stress waves.” Lasers Surg Med. 34, 242 (2004). 

[116] Y. Satoh, Y. Kanda, M. Terakawa, M. Obara, K. Mizuno, Y. 

Watanabe, S. Endo, S. Sato, K. Takishima, “Targeted DNA 

transfection into the mouse central nerves system using a 

laser-induced stress wave,” J. Biomed. Opt. 10, 060501 (2005). 

 25



[117] R. P. Lanza, R. Langer, J. Vacanti, ed. 大野典也, 相澤益男, 偏, 再

生医学～ティッシュエンジニアリングの基礎から最先端まで～ (エヌ・

ティー・エス, 2002). 

[118] Website of National Institutes of Health, (http://www.nih.gov/). 

 26



 

 

 

 

 

 
 

Fig.1-1 Central dogma [参考文献 8 より引用]. 
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Fig.1-2 Indications addressed by gene therapy clinical trials [参考文献 9 より

引用]. 
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Fig. 1-3 Schematic diagram of liposome [参考文献 1 より引用]: (a) Single 

compartment liposome, (b) multilamellar liposome. 
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Fig. 1-4 Hypothesis for the mechanism of gene transfection using  

electroporation; electrophoresis force [参考文献 61 より引用]. 
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Fig. 1-5 Hypothesis for the mechanism of gene transfection using 

electroporation; acceleration of endocytosis [参考文献 61 より引用]. 
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Fig. 1-6 Generation of cavitation bubble [参考文献 79 より引用]. 
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Fig. 1-7 Conceptual diagram of the mechanism of gene transfection using 

ultrasound [参考文献 69 より引用]. 
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Fig. 1-8 Electron micrographs for cells applied with ultrasound. Arrow 

indicates pore on cell membrane [参考文献 69 より引用]. 
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Fig. 1-9 Effect of the use of micro bubble for ultrasound-mediated gene 

transfection [参考文献 65 より引用]. Application of ultrasound alone (A) and 

combinational application of ultrasound and micro bubble (B). 
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Table 1-1 Methods for gene transfection using laser beam  

[参考文献 80 より引用].  

(＊: CW, others: pulsed laser) 
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Fig. 1-10 Cells irradiated with UV laser [参考文献 81 より引用]. (A) Before 

irradiation, (B) immediately after irradiation, (C) initiation of hole 

obturation, (D) hole almost obturated. Required time for steps (B) through 

(D) is about 0.5 s.
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(a) (b) 

 

Fig. 1-11 Laser-enabled analysis and processing system (LEAPTM). (a) An 

apparatus of LEAP [参考文献 88 より引用]. (b) Schematic representation of 

the key components of LEAP. 
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Fig. 1-12 Conceptual diagram of particle-assisted permeabilization using 

laser beam and antigen-antibody reaction. 
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Fig. 1-13 Mechanism of photochemical internalisation [参考文献 103 より引

用]. (I) The photosensitizer (S) localizes to the cell membrane, and the 

molecule to be delivered (G) is invaginated into endocytic vesicles. (II) S and 

G are taken up into the cell by endocytosis. (III) Illumination leads to 

photochemical damage and rupture of the endosome membranes, releasing G 

into the cytosol. 
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Fig. 1-14 Diagram of the setup for drug delivery using LISW [参考文献 111 よ

り引用]. 
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Fig. 1-15 Expression of EGFP in rat skin surface 24 hours after LISW 

application [参考文献 115 より引用]. 
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Fig. 1-16 Flow chart of this dissertation. 
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第 2 章 

 
レーザ誘起応力波の物理および特性の計測 
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2.1 はじめに 

 

パルスレーザを光吸収体に照射すると，様々な過程により応力波

(Laser-induced stress waves, LISW)が発生する．短パルスレーザによる応力波

発生は，1964 年 Carome らの初めての報告以来[1]，1970 年代から 1980 年代

にかけてその発生と特性に関する広範囲にわたる研究が進められた[2-5]．LISW

と生体との相互作用は，当初，組織損傷や殺細胞効果に関する報告が中心であ

ったが，1995 年 Doukas グループの Flotte らにより LISW の作用を受けた細胞

は一時的に細胞膜透過性が亢進することが報告された[6]．同グループの

Mulholland らは，圧力上昇速度が約６MPa/ns 以上で細胞膜透過性が亢進する

と報告した[7]．一方，レーザではないが，Kodama らは衝撃波管により応力波

を発生させ，71,600 Da の Fluorescein isothiocyanate-dextran (FITC- dextran)

を前骨髄球性白血病に導入し，細胞膜透過性の向上は応力波のインパルス(ここ

では圧力の時間積分値と定義する)に依存すると報告した[8]．彼らは，インパル

スの大きい応力波は細胞外の物質を加速し，細胞膜にずり応力を発生させると

推測している． 

数百 Da から数十 kDa の低分子量薬剤の導入では，上述したように LISW の

特性と細胞膜亢進の関係が報告されている．一方，数 MDa の巨大分子であるプ

ラスミド DNA 等の導入では，Ogura らによるルシフェラーゼ発現遺伝子の導

入において，ルシフェラーゼ活性のレーザフルエンス依存性およびパルス数依

存性が報告されているのみであり[9]，著者の知る限り，LISW 特性と遺伝子導

入効率に関する報告例はない． 

本章では， LISW の発生機構およびその特性を説明する．また，レーザ生成

プラズマを伴う LISW 発生では，レーザ生成プラズマを閉じこめることでより

効率的に応力波を発生させることができる．この発生理論を説明する．さらに，

第３章では遺伝子導入実験につき，遺伝子導入効率と LISW 特性の関係を考察

する．本章ではその前段階として，LISW の時間特性，圧力，インパルス，お

よび周波数を計測した実験について述べる． 

 

 

 45



2.2 レーザ誘起応力波の物理 

 

2.2.1 レーザ誘起応力波の発生 

 

固体材料にパルスレーザ光を照射すると発生するLISWの特性は，レーザの波

長，パルス幅，フルエンス，光強度，固体材料の光学的，機械的特性に依存す

る．レーザアブレーション閾値以下では，レーザエネルギーの注入により，一

定体積(照射面積×光侵達長)の急激な熱膨張過程(熱弾性過程)により応力波が発

生する．レーザフルエンスが材料のアブレーション閾値を超えると，飛散物に

よる反力が発生する．さらにレーザフルエンスが高くなるとレーザ生成プラズ

マを伴う応力波発生機構に遷移する．例えば，本章 2.4 節で述べる実験に用いる

黒色ゴムは，波長 532 nm，パルス幅 6 nsのレーザを照射した場合，レーザアブ

レーション閾値は 80 mJ/cm2であり，0.3 J/cm2以上においてレーザ生成プラズ

マ発光が観察される．発生する応力波のピーク圧力は，LISW発生機構が熱弾性

過程，飛散物の反力，プラズマ発生を伴う発生機構と変化するにともなって高

くなる(Fig 2-1)．  

 

2.2.1.1 熱弾性過程 

 

 パルス幅τ のレーザが光吸収体に照射され，以下の条件を満たすとき，光伸達

長内において媒質が急激に断熱膨張し物質内において応力波が発生する[10, 11]． 

 

υ
δτ <                (2.1)     

 

ここでδ は光侵達長，υ は音速である．吸収体中の光の散乱が吸収に比べて無視

できるほど小さいとき，(2-1)式は， 

 

υµ
τ

a

1
<                         (2.2) 
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となる．ここで aµ は光吸収係数である． 

また，発生する応力波のピーク圧力σ は次の式で与えられる． 

 

{ }
δτ

τ
σ FΓ−−

=
0

0

2
)exp(1

             (2.3)     

 
ここで 0τ はレーザのパルス幅と応力波伝搬時間の比，， はレーザフルエンス，

は熱膨張理論におけるグリュナイゼンパラメータ(光熱変換効率)を表す．光吸

収体が同じであれば，Γは一定となる．高いピーク圧力を得るためには，レーザ

フルエンス を大きくするか，吸収が高い波長を選択する必要がある． 

F

Γ

F

 

2.2.1.2 飛散物の反力 

 

高出力パルスレーザを固体表面に照射すると，あるしきい値フルエンス以上

でアブレーションが生じる．プラズマの発生を伴わないとき，応力波の発生過

程は固体表面からの飛散物の反力が主体となる[12, 13]． 

 Phippsらは，真空中における実験から，広い条件範囲(レーザ光強度： 3 

MW/cm2から 70 TW/cm2, 波長： 248 nmから 10.6 µm, パルス幅：1.5 ms か

ら 500 ps)において，以下の式が成り立つことを示した[14]． 

 

( ) 3.0−
= τλIbCm                   (2-4) 

 
ここで， はカップリング効率，b は比例定数，mC I はレーザ光強度，λ はレー

ザの波長である．カップリング効率とは，アブレーション時にレーザ光から固

体材料へ移動するエネルギー，つまり光から力学的なエネルギーへの変換効率

を表す．フルエンスが変化しても応力の波形とレーザパルスの波形が一定であ

ると仮定すると，カップリング効率は応力波のピーク圧力をレーザ光強度で割

った値( I/σ )に近似できる．このとき，照射材料表面における応力波のピーク圧
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力σ は 

( ) 3.07.0 −
= τλσ bI                   (2-5) 

 

で表すことができる． 

 

2.2.1.3 プラズマを伴う LISW 発生 

 

高強度短パルスレーザを固体材料に照射すると，固体材料表面において光学

的絶縁破壊が生じプラズマが発生する．このプラズマの膨張に伴い，応力波が

固体中に発生する[15,16]．以下，プラズマ膨張による LISW 発生に関する

Fabbro らによる一次元モデルで説明する[16](式 2-17 まで)．Figure 2-2 におい

て，レーザエネルギーは透明層(glass overlay)を透過し，不透明材料(metallic 

target)の表面に吸収される．このとき不透明材料表面は加熱され，イオン化し

た飛散物は透明材料により閉じ込められ，内圧が増大する．時刻 tにおける発生

したプラズマの厚さ は )(tL

 

                          (2-6) 

 
と表される．ここで ( i =1, 2; それぞれ，透明材料と不透明材料を表す)はプラ

ズマの膨張速度であり，次の式で定義される． 
iu

 

iiiii uZuDP == ρ                 (2-7) 

 
ここで， ZDP ,,, ρ はそれぞれ，応力波の圧力，媒質の密度，応力波の速度，

応力波インピーダンスである．右の透明層が気体(プラズマ膨張型)であれば， 

2
1

2
1

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ +
=

i
i

PD
ρ

γ      (2-8) 
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が成り立つことが知られている．ここで，γ は定圧モル比熱と定積モル比熱の比

である．(2-8)式と，(2-6)および(2-7)式より， 

 
2)()( ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

dt
tdLKtP     (2-9) 

 

が得られる．ここで， 

 

8
)1( 0ργ +

=K   ，
2

2
1

22
1

10 4 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ += ρρρ     (2-10)  

 

である． 

時間 dt 間に増加するプラズマの厚さを dL とすると，吸収されたレーザエネル

ギー は，発生したプラズマを押し広げる定圧変化による仕事 とプラ

ズマの内部エネルギー をd までの増加に使われる． 

)(tEL dLtP )(

]/)[( 2cmJtEi ])(tE[ Li

 

dt
LtEd

dt
dLtPtE i

L
])([

)()( +=                (2-11) 

 
内部エネルギー が熱エネルギー に変化する割合を)(tEi )(tET α とすると， α−1

は気体のイオン化に使われる．理想気体では，圧力P は熱エネルギー と以

下の関係がある． 

)(tET

)(
3
2)(

3
2)( tEtEtP iT α==                  (2-12) 

 

この式を用いると(2-11)式は以下のようになる． 

 

)]()([
2
3)()()( tLtP

dt
d

dt
tdLtPtEL α

+=            (2-13) 
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レーザパルスを強度 ，0I 0)0( =L と仮定すると，パルスレーザ照射間の圧力は

一定となり，LISW の圧力は 

 

3/2
0

3/1
0

3/2

32
3220 IP ×⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

+
= ρ

α
α     (2-14) 

 
で表される．ここで，各パラメータの単位は，P : MPa(106 Pa)， 0ρ : g/cm2， : 

GW/cm
0I

2である．発生するLISWの圧力はレーザ光強度の 2/3 乗に比例すること

がわかる． 

 

 

2.2.2 プラズマ閉じ込めによる応力波の増大 

 

 プラズマを伴う LISW では，発生したプラズマを閉じ込めることで，高いピ

ーク圧力および長いパルス幅を得ることができる[16]．固体材料表面において発

生したプラズマの膨張を透明材料により閉じこめたときの LISW 発生では，

iii DZ ρ= が一定であると仮定でき，式(2-6)および(2-7)から以下の式が得られる． 

 

dt
tdLZtP )(

2
)( =                     (2-15) 

 
ここで， である． 21 /1/1/2 ZZZ +=

 2.2.1.3 と同様に，(2-11)－(2-13)式が成立し，レーザパルスを強度 ，パルス

幅

0I

τ の方形波と簡単化する．さらに， 0)0( =L と仮定すると，プラズマ LISW の

ピーク圧力は以下の式のように示される． 

 

2/1
0

2/1
2/1

32
10 IZP ×⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

+
=

α
α          (2-16) 

 
 また，時刻 においてレーザ照射が完了し，プラズマが断熱変化で冷却す1tt =
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るとき， t≫ における圧力は以下の式で表される． 1t

 

γ

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

)(
)()()( 1

1 tL
tLtPtP     (2-17) 

 

この式は，プラズマ膨張型，プラズマ閉じ込め型のいずれにも適用できる．プ

ラズマを閉じ込めることにより の増大が制限され，レーザ照射後の圧力がプ

ラズマ膨張型と比較し，高い値をとることがわかる． 

)(tL

 

 

2.2.3 プラズマによるレーザエネルギーの吸収 

 

2.2.1.3 および 2.2.2 では，プラズマがレーザエネルギーを吸収することを前

提として LISW の発生について述べた．プラズマによるレーザの吸収メカニズ

ムは主に逆制動放射(古典吸収)であり，吸収係数（時間平均）は以下の式で表さ

れる[17-19]． 

 

∫
∫×

+
≈

dttI

dtttIcnme e

e

e
Plasma

)(

)()(

)(1
)/(

2
0

2 ρ

ωτ
ετ

α             (2-18) 

 
ここで eは電子の電荷， eτ は電子-原子間衝突時間， は電子の質量，m 0ε は真空

の誘電率， cは光速， nはプラズマの屈折率，ω はレーザの角周波数， I はレー

ザ光強度，tは時間， eρ は電子密度を表す．この式から，フルエンスが一定であ

るとき，プラズマによる吸収は電子密度数に依存することがわかる．電子密度

は次のレート方程式で表される． 

 

2
ereceecasc

mp

ee g
dt

d
dt

d
ρηρρη

ρρ
−−+⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=           (2-19) 
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ここで，右辺第 1 項は多光子吸収による光電離，第 2 項はアバランシェ電離，

第 3 項は電子の拡散，第 4 項は電子の再結合を示す．  

 

2.3 応力波の計測方法 

 

 絶対値校正されたハイドロフォンを用いることにより，発生した応力波の圧

力を測定することができる．ただし，その形状や素子によっては高いピーク圧

力やキャビテーションの損傷を受け，感度低下を招き使用不能になることもあ

るため，測定に適したハイドロフォンを慎重に選択する必要がある．圧電素子

は，周波数が数 MHz 以下の圧力の測定には主として PZT(ジルコン・チタン酸

鉛焦電効果素子)セラミック，より高周波の圧力測定には PVDF(ポリフッ化ビニ

リデン)系圧電膜が用いられる[20]． 

 

 

2.4 レーザ誘起応力波発生と絶対値計測 

 

 ここでは，LISW を発生させ，その時間特性，圧力，インパルス，周波数を

計測した実験について述べる．これまで報告されたラット皮膚を対象とした

LISW による遺伝子導入では，プラズマ閉じ込め型の場合のみ遺伝子導入が確

認されている[9]．そこで本研究においても，同様の方式を選択した．また第 3

章で述べる培養細胞への遺伝子導入実験では，レーザ照射ターゲットの変形に

よる細胞損傷を防ぐ目的から，ターゲットと細胞の間にガラスシートを設置し

た．このとき細胞と相互作用する応力波の特性は，ガラスシートの影響を受け

るため，ガラスシートを用いた条件の計測も同様に行った． 

 

2.4.1 実験装置および方法 

 

Figure 2-3 にLISW計測のための実験構成図を示す．レーザターゲットとして，

厚さ 0.5 mmの黒色天然ゴムを用いた．この黒色ゴムの光吸収係数は，波長 500 

– 900 nmの白色光での吸収係数：2000 cm-1以上[21]である．また，黒色ゴムの
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音響インピーダンスは 1.5×106 Ns/m3であり，生体の音響インピーダンスに近

い．このため，界面における反射を抑え効率的に応力波を生体に伝達できる．

透明材料として，光学的に透明で加工しやすいポリエチレンテレフタラート

(polyethylen terephthalate，PET)を用いた．PETの厚さは 0.1 mmである．黒

色ゴムとPETをアクリル樹脂用接着剤で接着した．ハイドロフォンは素子部直

径 9 mmのメンブレン型(東レエンジニアリング)を用いた．受圧部は厚さ約 20 

µmのPVDF/TrFE (Polyvinylidene fluoride and trifluoroethylene copolymer)

薄膜である．その表面はポリイミドの保護膜で覆い，高圧力に対する耐久性を

向上した．絶対値校正によるとこのハイドロフォンは，1 Vあたり 13.1 bar (1.31 

MPa)である [21]．ターゲットをハイドロフォンの検出面に真空グリース(FS 

silicone grease, Dow Corning)を介して設置し，QスイッチNd:YAGレーザ

(Surelite I-10, HOYA Continuum)の第 2 高調波(波長 532 nm, パルス幅 6 ns)

を平凸レンズ(f = 170 mm)により集光して照射しLISWを発生させた．黒色ゴム

表面におけるビーム直径は 3 mmとした．ハイドロフォンの出力信号は帯域 1 

GHzのオシロスコープ(TDS4874D, Tektronics)を用いて記録した．また，ター

ゲットとハイドロフォンの間に厚さ 0.1 mmのホウ珪酸塩ガラスのシート

(Microscope Cover Glass, Fisher Scientific)を挟み，同様の計測を行った(Fig 

2-3 (b))．ターゲットとガラスシート，ガラスシートとハイドロフォンの間には

それぞれ真空グリースを塗付した．各条件 10 回の計測を行い，平均値±標準誤

差を求めた． 

 

2.4.2 実験結果および考察 

 

ハイドロフォンの時間分解能は以下の式で表すことが出来る[22]． 

υ
dt =      (2-20) 

 

ここで，d は圧電素子の厚さ，υ は圧電素子中における音速である．本研究で用

いた PVDF/TrFE の厚さは約 20 µm であり，PVDF/TrFE 中における応力波の

速度はυ =2370 m/s であるため[20]，時間分解能は 8.4 ns と見積もられる． 
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Figure 2-4 に測定した LISW の時間波形を示す．立ち上がりは短く，約１µs

の間正の圧力が持続している．最初の鋭いピークの圧力は生成したレーザ誘起

プラズマの膨張に伴う圧力，またそのピークから約 0.67 µs 後にみられる極大は

黒色ゴムの上下の界面において生じた反射波であると考えられる．その理由は，

黒色ゴム内における応力波の速度はυ ≒1500 m/s であるため，0.67 µs の伝搬距

離が 1.005 mm と求まる．これは黒色ゴムの厚さ 0.5 mm の 2 倍にほぼ一致す

る．また，立ち上がりのピーク圧力と約 0.67 µs 後の極大値の間の正の圧力は，

レーザアブレーションにより黒色ゴムが気体の状態となり，その内圧によるも

のと考えられる．気体は時間の経過とともに収縮するため，内圧は減衰する．

以上より，LISW はプラズマにより誘起された圧力と黒色ゴムのアブレーショ

ンにより発生した気体内圧の和であると考えることができる． 

 Figure 2-5 に正圧および負圧のピーク値のレーザフルエンス依存性を示す．

レーザフルエンスが高まるとともに正のピーク圧力が上昇しているが，しだい

にその勾配は緩やかになっている．実験により測定したピーク圧力の変化は近

似曲線を求めると， 

 
63.00.39 FP ×=     ( P : MPa, : J/cmF 2)      (2-21)       

  

となり，レーザフルエンスの 0.63 乗に比例している．LISW のピーク圧力は，

理論的には(2-14)式(プラズマ膨張型)もしくは(2-16)式(プラズマ閉じ込め型)に

より求められ，それぞれレーザフルエンスの 2/3 乗，1/2 乗に比例する．測定に

より得られたピーク圧力はプラズマ閉じ込め型にもかかわらず，プラズマ膨張

型の 2/3 乗に近い．これは，(2-16)式が，プラズマ閉じ込め型モデルの(Fig. 2-2)

において右の透明材料と左の不透明材料が変形しないと仮定しているためと考

えられる．本計測では，吸収材料に黒色ゴムを用いたため，特に高レーザフル

エンスにおいてはプラズマ発生に伴い黒色ゴムの変形が観測された．すなわち，

高レーザフルエンスでは，黒色ゴムの変形により，発生した LISW ピーク圧力

のレーザフルエンス依存性はプラズマ膨張型に近い変化をみせたと考えられる．  

レーザフルエンスに対する LISW の立ち上がり時間を Fig. 2-6 に， 1 ns あた

りの立ち上がりの圧力上昇度(Pa/ns)を Fig. 2-7 に示す．レーザフルエンスが変
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化しても立ち上がり時間は変化していないことから，圧力上昇速度はレーザフ

ルエンスの上昇にともない増加していることがわかる．ターゲットに注入され

るレーザのエネルギーは(2-11)式に示したように，プラズマの膨張および内部エ

ネルギーの増加に用いられる．LISW の立ち上がり時間はレーザのパルス幅と

ターゲットの光吸収係数に依存する．実験ではレーザフルエンスを増加させて

もレーザのパルス幅は一定であり，またターゲットも同一であることから，立

ち上がり時間は一定になったと考えられる．LISW のインパルスのレーザフル

エンス依存性を Fig. 2-8 に示す．レーザフルエンスが高くなるにつれてインパ

ルスがほぼ線形に増加していることがわかる．ピーク圧力を示す Fig. 2-5 と比

較して，ばらつきは小さい．  

 次に，ガラスシートを設置して計測した場合のそれぞれ正圧および負圧のピ

ーク値のレーザフルエンス依存性を Fig. 2-9 に示す．レーザフルエンスが高ま

るとともに正のピーク圧力が上昇しているが，負圧のピーク値は減少している．

また，Fig. 2-10 に LISW の時間波形を示す．ガラスシートを挟むことにより，

その波形が変化していることがわかる．Fig. 2-11 に示すように立ち上がり時間

が長くなり，これにともなって圧力上昇度も緩やかになっている(Fig. 2-12)．一

方，インパルスはガラスシートを介してもFig. 2-8と同程度の値を得ている(Fig. 

2-13)． 

Figure 2-14 にガラスシートのある場合と無い場合の，レーザフルエンス 1.3 

J/cm2における応力波の周波数特性を示す．ガラスシートを挟むことにより，高

周波数成分が減衰していることがわかる．一般に，音響波がFig. 2-15 のような

平板を透過するとき，透過率T は入射エネルギーに対する透過エネルギーの比で

あり，以下の式で表すことができる[20]． 

 

Lk
c

c
Lk

T

b
bb

aa

aa

bb
b

2
2

2 sincos4

4

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
++

=

ρ
ρρ

ρρ
ρ

       (2-22) 

 
ここで は平板内における波数，Lは平板の厚さ，bk aρ ， bρ はそれぞれ平板外の

媒質と平板の密度を表す．ここで，平板の固有音響抵抗が周囲媒質よりも大き
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くかつ十分薄い場合，すなわち kLkL =sin ( : 音響波の波数， : 薄板の厚さ)

と近似できるとき，(2-22)式から， 

k L

 

( )2)2/(21
1

vfM
T

aρπ+
=                 (2-23) 

 
と近似できる．ここで は周波数，f M は薄膜の単位面積当りの板の質量，ν は

板に隣接する媒質中の音速である．本実験ではM：0.000373 [g/mm2]， aρ ：0.001 

[g/mm3]，v：1670 [m/s]であり，これを(2-23)式に代入すると，応力波の透過率

の周波数依存性はFig. 2-16 のようになる．この図から，ガラスシートにより，

応力波の高周波成分が減衰することがわかる．これはFig. 2-14 に示した結果と

一致する． LISWは広帯域の周波数を含む一方，Fig. 2-14 に示したとおり数

MHｚまでの成分が主体である．このことから，ガラスシートによる高周波成分

の減衰がピーク圧力およびインパルスに大きな影響を与えなかったと考えられ

る． 

 

 

2.5 おわりに 

 

 本章では，LISW の発生機構を概説した．また，プラズマを伴う応力波発生

は，プラズマを透明材料により閉じこめることでピーク圧力が高く，パルス幅

が長い LISW を発生できることを述べた．さらに，透明材料を接着した黒色ゴ

ムにナノ秒パルスレーザを照射することで，LISW を発生させ，その時間特性，

圧力，インパルス，周波数を計測した．次章では本章で述べた LISW を用いて

培養細胞への遺伝子導入を試みた実験について述べる．
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Fig. 2-1 Generation of laser-induced stress waves. 
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Fig. 2-2 Geometry of the target assembly in confined ablation[参考文献 16 よ

り引用]. 
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(a)             (b) 

 

 

Fig. 2-3 Experimental setup for measurement of LISW: (a) without glass 

sheet, (b) glass sheet was placed under the target material. 
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Fig. 2-4 Temporal profile of LISW at laser fluences of 0.4 J/cm2 (green line), 

1.3 J/cm2 (blue line), and 2.1 J/cm2 (red line). 
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 Laser fluence [J/cm2]
 

Fig. 2-5 Dependence of positive (closed square) and negative peak pressure 

(open square) of generated LISWs on laser fluence. 
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Fig. 2-6 Dependence of rise time on laser fluence. 
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Fig. 2-7 Dependence of rise rate of stress wave on laser fluence. 
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Fig. 2-8 Dependence of impulse(pressure ･pulsewidth product) on laser 

fluence. 
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Fig. 2-9 Dependence of positive (closed square) and negative peak pressure 

(open square) of generated LISWs on laser fluence. Glass sheet was placed 

under the target material.  
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Fig. 2-10 Temporal profile of LISW when a glass sheet was placed under the 

target material at laser fluences of 0.4 J/cm2 (green line), 1.3 J/cm2 (blue line), 

and 2.1 J/cm2 (red line). 
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Laser fluence [J/cm2]

Fig. 2-11 Dependence of rise time on the laser fluence. The glass sheet was 

placed under the target material. 

 

 

 70



 

 

 

 

 

 
Fig. 2-12 Dependence of rise rate of stress wave on laser fluence. Glass sheet 

was placed under the target material. 
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Fig. 2-13 Dependence of impulse (pressure･pulsewidth product) on laser 

fluence. Glass sheet was placed under the target material. 
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 Frequency [MHz] 
 

Fig. 2-14 Frequency spectrum of LISW generated without glass sheet (blue 

line) and with glass sheet (red line). 
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Fig. 2-15 Acoustic wave transmittance. 
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Fig. 2-16 Transmittance as a function of frequency for thin sheet. 
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第 3 章 

 
レーザ誘起応力波による培養細胞への遺伝子導入 
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3.1 はじめに 

 

LISW を用いた遺伝子導入法の報告は，ラット皮膚およびマウス脳を対象と

した in vivo 実験に限られている．本章ではまず，LISW が導入遺伝子であるプ

ラスミド DNA に与える影響について調べた結果を述べる．次に，LISW を用い

た遺伝子導入技術を組織工学に応用するための前段階として，LISW の特性と

遺伝子導入効率の関係について調べる目的で行った培養細胞を用いた in vitro
実験について述べる．また，遺伝子を導入する際に障壁となる細胞膜の流動性

が加温により増大するという特性に着目し，LISW 適用時の細胞環境温度の影

響について調べた．さらに，本方法が適用できる細胞の種類について調べるた

めに，複数の哺乳類の細胞種を用いた遺伝子導入実験を行った． 

 

 

3.2 遺伝子導入の方法論 

 

遺伝子治療を成功させるためには，巨大分子である遺伝子を最終的に細胞の

核内へ導入しなければならない．しかし遺伝子が細胞膜と核膜という二つの障

壁を透過することは容易ではない．このため遺伝子治療においては，何らかの

手法により，細胞膜，核膜の透過率を亢進させる必要がある．ここでは，遺伝

子導入実験に用いるベクターとレポーター遺伝子について述べ，次に遺伝子を

導入する際に障壁となる細胞膜および核膜の構造とその輸送経路について説明

する． 

 

3.2.1 ベクター 

 

遺伝子治療においては，導入したい遺伝子を組み込んだベクター(運び屋)が用

いられる．具体的には，ウイルスまたはプラスミド DNA が用いられ，前者をウ

イルスベクター，後者をプラスミドベクターという[1, 2]．ベクターは供与体

DNA の増幅を目的としたクローニングベクターと，遺伝子の機能発現を目的と

した発現ベクターに分けられる．遺伝子治療においては後者を細胞内へ導入す
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る．ウイルスベクターを用いる導入法の利点は高い導入効率であるが，第 1 章

で述べたとおり，死亡例を含む重大な副作用が報告され安全性の問題がある

[3-7]．一方，近年ウイルスベクターが持つ免疫反応誘発の危険性が無く，ウイ

ルスベクターと比較して大量生産および品質維持が容易であることから，プラ

スミドベクターを利用した遺伝子治療が注目を集め，精力的な研究が進められ

ている．一般に，遺伝子治療に用いられるプラスミド DNA(Fig. 3-1)は数 MDa

であり，そのサイズは，幅 2 nm，長さ数µm である． 

 

3.2.2 レポーター遺伝子 

 

遺伝子導入技術の有効性の確認はレポーター遺伝子を用いて行うことができ

る[8, 9]．レポーター遺伝子とは，遺伝子が導入されて発現すると染色性や蛍光

ないし発光を生ずることから，遺伝子導入の成否あるいはその発現の強さを調

べるために用いられる遺伝子である．クロラムフェニコールアセチル基転移酵

素 (chloramphenicol acetyltransferase, CAT) ，β - ガラクトシダーゼ ( β

-galactosidase)，発光生物由来のルシフェラーゼなど，多くのアッセイ(評価法)

が存在するが，本章で述べる遺伝子導入実験では GFP(Green Fluorescent 

Protein)法を用いたため，ここではその詳細を述べる． 

 GFP はオワンクラゲ(Aequorea victoria)に由来するタンパク質で，生きた個

体および細胞内での遺伝子発現およびタンパク質間の結合等のレポーター分子

として応用されている[10]．GFP 分子は樽状の構造を持ち，紫外や青色光で励

起すると淡緑色を発する．蛍光観察を行う際に他の基質を必要とせず，励起光

のみで強い蛍光を得ることができるため，細胞を固定する必要がなく，生きた

まま経時的に蛍光観察を行うことが可能である．野生型の GFP は不安定なため

に 37 ℃において樽状構造を保てず，特に哺乳類の実験において問題があった．

しかし，改変して安定化した EGFP(Enhanced GFP)等が開発されている．本章

で述べる実験で用いた EGFP(Clonteck, pEGFP) (Fig. 3-2)は，励起波長 488 nm

で 507 nm 近辺の波長帯域蛍光を用いて観察を行う． 

 

3.2.3 細胞の構造 
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3.2.3.1 細胞膜の構造と輸送経路 

 

Figure 3-3 に細胞の構造図を示す[12]．核は細胞の働きの中枢となる部分で，

内部に染色糸(分裂時には染色体を形成する)と核小体がある．染色糸には遺伝物

質である DNA が含まれ，DNA のもつ遺伝情報に従って細胞内で物質合成が行

なわれる．遺伝子治療においてはこの核内へ，特定のタンパク質をコードした

遺伝子を外部から導入しなければならないため，細胞膜と核膜という二つの障

壁を透過させる必要がある． 

細胞膜は，主に脂質とタンパク質が非共有結合により集合体を形成した厚さ 5 

– 8 nm 程度の膜であり，細胞内外の物質輸送，および細胞間接着，さらには情

報伝達を行なう[2]．細胞膜を構成する脂質分子は，親水性の部分と疎水性の部

分から構成されている(両親媒性)．リン脂質分子がつくる膜の基本構造は，親水

性の頭部は細胞膜の外側に面し，疎水性の尾部は細胞膜の内側に面する二重膜

構造となっており，脂質二重層と呼ばれる(Fig. 3-4)．細胞膜は一種の仕切りで

あり障壁であるが，それと同時に特定の物質だけを通すルートも備えていなけ

ればならない．このような一見矛盾する特性を可能にする膜構造について， 

Singer と Nicolson は流動モザイクモデルを提唱し，現在大筋においてその妥当

性が認められている (Fig. 3-5)．物質通過にかかわるタンパク質は脂質二重層中

に一部埋め込まれ，膜中を貫通する形で存在している．膜の脂質層は，生物の

体温においてある程度の流動性(fluidity)を保っているので，タンパク質はその

中を膜面に沿って動くことができる．流動性は，膜内での構成因子の流動しや

すさを表すのに用いられ，膜の粘性係数の逆数で表すことができる． 

脂質二重層の各層中に配列するリン脂質分子は，低温ではアルキル鎖の屈曲

運動がほとんどおこらず，鎖間距離を小さく保って秩序正しく配列するので，

結晶状態に似た構造をとる[13-16]．温度が上昇すると，アルキル鎖の運動が激

しくなり，鎖間距離も開いて，液体の状態に近くなる(液晶，liquid crystal)．生

体膜の脂質はこれら結晶と液晶との二つの状態をとるが，水分と脂質の割合や

温度の変化に応じてこの両相の間で転移し，これを相転移(phase transition)と

いう．この相転移にともなって，膜脂質の種々の物性は大きく変化する．例え
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ば脂質分子やタンパク質分子の拡散定数は，液晶相への相転移により数十倍か

ら数百倍も大きくなるとともに，脂質一分子が膜内で占める面積は約 25％増加

し，膜の厚さは約 20％減少する[2]．相転移を引き起こす温度は，脂質分子のア

ルキル鎖の長さや飽和度(二重結合の数)などの構造因子に大きく依存する． 

細胞膜，生体膜を介しての物質の移動は，その移動にエネルギーを必要とす

るか否かによって受動輸送 (passive transport) と能動輸送 (active transport) 

の 2 種類に大別される．これら概念図を Fig. 3-6 に示す．電荷をもたない溶質

分子が十分小さければ，濃度勾配にそって単純拡散により脂質二重層を通って

移動できる．このような物質の例としては，エタノールや二酸化炭素，酸素な

どがあげられる．しかし大部分の溶質は，その物質の運搬を行なう膜内輸送タ

ンパクが存在するときにのみ膜を透過できる．膜内輸送タンパクは，運搬体タ

ンパクとチャネルタンパクに分類され，両者の基本的な違いは透過させる溶質

の選別の仕方にある．チャネルタンパクは主として分子の大きさと電荷で選別

しているのに対し，運搬体タンパクはタンパク質の結合部位にぴったりと合う

溶質分子のみが透過でき，タンパク質自身が構造変化を起こすことで，こうし

た分子を一回に一つずつ膜を透過させる．濃度勾配にそった方向の受動輸送は

自然に起こるが，濃度勾配に逆らう輸送(能動輸送)にはエネルギーの供給が必要

である．能動輸送を行なえるのは運搬体タンパクだけであるが，受動輸送は運

搬体タンパクもチャネルタンパクも行なうことができる．  

 以上のように，糖，アミノ酸，イオンなどの水溶性小分子は輸送タンパクを

介して細胞膜を通過するが，タンパク質，多糖類およびポリペプチドなどの巨

大分子は容易に膜を通過できない．これらの巨大分子の細胞内への取り込みま

たは細胞外への放出は小胞を介して行なわれ，エンドサイトーシス(開口吸収)

と呼ばれる(Fig. 3-7)．エンドサイトーシスでは細胞膜は内部へ陥入し，細胞膜

から離断して膜小胞を形成することにより外環境から種々の物質を取り込む．

これらの膜小胞はリソソームと融合し，内容物は分解を受ける．薬剤輸送にお

いては，この過程により薬理効果がしばしば制限される．  

 

3.2.3.2 核膜の構造と輸送経路 
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外部から導入した遺伝子が発現するためには，細胞膜透過後さらに核膜も透

過し，RNA が存在する核内へ導入される必要がある．核膜は厚さ約 6 nm の二

重の膜から構成され，核膜を貫通している核膜孔により細胞質と連絡している．

(Fig.3-8)．この核膜孔は核に出入りするすべての分子に対するゲートの役目を果

たしている．核膜孔の構造は複雑で，約 100 種類のタンパク質から構成される．

孔のサイズは直径約 5.5 nm であり，分子量 40 kDa 以下の分子はこの孔を自由

に通過できる[17]．一方，RNA やタンパク質などの巨大な複合体分子は核膜孔

の透過に適切な選別シグナル(信号)を必要とする．タンパク質を細胞質から核へ

と誘導するシグナル配列(核内保留シグナル, nuclear localization signal)は，普

通，正電荷のリシンもしくはアルギニンを数個含む一つまたは二つの短い配列

である．タンパク質が核膜孔に入るには核内取り込み受容体(nuclear import 

receptor)を必要とし，核内保留シグナルに結合した後，さらに核膜孔にある微

細繊維と作用して核タンパクを誘導し，その後，能動輸送により核内に運び込

まれる．核膜孔中央の構造は通過するタンパク質複合体がちょうど通れるだけ

調節され，核内取り込み受容体は核膜孔を通って細胞質に戻り，再利用される．

3.2.1で述べたように，遺伝子治療に用いられるプラスミドDNAは，長さ数µm，

幅 2 nm，分子量数 MDa であり，通常の状態では核内への移行は困難であると

考えられる． 

 

3.3 LISW が導入遺伝子に与える影響の評価 

 

遺伝子導入に用いるプラスミド DNA は物理的エネルギーにより破壊される

危険性がある．具体的には，DNA 鎖切断，水素結合の破壊といった導入遺伝子

の損傷が，mRNA へ転写される機能的導入遺伝子の個数を減少させるため，目

的とするタンパクの生成量を低下させうる．実際に，紫外光，エックス線，熱

などの物理的刺激によってDNAは損傷を受けることが知られている[18]．また，

例えば超音波を用いた遺伝子導入法では，キャビテーションバブルの崩壊や，

化学反応性の高いフリーラジカルの発生により，導入遺伝子が破壊されること

が報告されている[19, 20]．ここでは，LISW が導入遺伝子であるプラスミド

DNA に与える影響について調べた結果を述べる． 
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3.3.1 実験方法 

 

EGFPをコードしたプラスミドDNA(Fig. 3-2)を用いた．精製したプラスミド

DNAをTE緩衝液(10 mM トリス，1mM エチレンジアミンテトラ酢酸, EDTA)

で 0.1 mg/mlに調整した．Figure 3-9 に実験構成図を示す．プラスミドDNA懸

濁液を 96 ウェルプレートに入れ，ウェル上部に設置したレーザターゲットにQ

スイッチ Nd:YAGレーザ(Surelight I-10, Hoya- Continuum, Tokyo, Japan)の
第 2 高調波(波長 532 nm, パルス幅 6.0 ns FWHM)を平凸レンズ( ＝170 mm)

で集光して照射し，LISWを発生させた．ターゲット表面のスポット径は 3 mm

で一定とし，レーザフルエンスは 1.2，1.8，2.4 J/cm

f

2と変化させた．LISWの特

性は第 2 章に記述したものと同様である．各条件とも，繰り返し周波数 10 Hz

で 2 s照射を行った(パルス数 20)．プラスミドDNAの損傷はアガロースゲルを用

いた電気泳動法により評価した．電解液を含むアガロースなどのゲルに電界を

印加すると，その中を荷電粒子が移動する．このとき荷電粒子の大きさ，形，

荷電量などの違いにより粒子の移動速度に差が生じる．この移動速度の差より

分子を分離，分析する方法が電気泳動法である．0.8%アガロースとTAE緩衝液

(0.4 Mトリス-アセテート，1 mM EDTA)によりゲルを作製し，100 Vの電圧を

40 min印加した．泳動後，10 mg/Lのエチジウムブロマイドにより染色し，純

水で濯いだゲルをトランスイルミネーターに設置し，ポラロイドカメラで泳動

パターンを記録した．また，3.4 で述べる実験では，LISWと加温の同時適用を

行なうため，加温条件下におけるLISWの影響も同様に調べた．ウェルを恒温漕

中に設置し，45℃においてレーザフルエンス 1.2 J/cm2，パルス数 20 の条件で

LISWを発生させた．実験は各条件とも二回実施するとともに(n=2)，比較のた

め，紫外光(51 µW/cm2)照射によるプラスミドDNAの損傷評価も行った．用いた

紫外ランプのスペクトルをFig. 3-10 に示す[21]． 

 

3.3.2 結果および考察 

 

Figure 3-11 に，電気泳動によるプラスミド DNA 損傷評価の結果を示す．各
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レーンの下部に観察されるバンドは，損傷を受けていないプラスミド DNA を示

している．バンドの蛍光強度(以下バンド強度と言う)は分子数に依存している．

LISW を適用したプラスミド DNA (Lane 2, 3, 4)は，LISW を適用していないプ

ラスミド DNA (Lane 1)と比較して，バンド強度に違いはみられないことから，

LISW がプラスミド DNA に切断等の影響を与えていないことがわかる．一方，

紫外光を 24 時間照射した条件では，バンドが完全に消失し(lane 6)，プラスミ

ド DNA 分子が切断，破壊されていることを示している．各レーンにおいて，下

部のバンドに続いている低強度のバンドは開環状 DNA を示している．本研究に

おいてプラスミド DNA 精製に用いたアルカリライシス法では，開環状 DNA を

完全に排除することが困難であるため，このバンドがみられると考えられる． 

 45℃で LISW を適用したプラスミド DNA について，電気泳動を行なった結

果を Fig.3-12 に示す．LISW を適用した条件(lane 2, 3)では，コントロール(lane 

1)と比較して同等のバンド強度が得られた．すなわち，加温条件下においても

LISW によるプラスミド DNA の損傷がみられないことがわかった．Marguet

と Forterre らは，閉環状 DNA は 107℃までは変性しないと報告している[22]．

本章で行った加温はこの温度よりも低く，また，LISW と加温による相乗的な

損傷作用もなかったことから，変性が起こらなかったと考えられる． 

 

3.4 培養細胞への遺伝子導入実験 

 

3.4.1 プラスミド DNA 

 

レポーター遺伝子として，緑色蛍光タンパクの変異体 EGFP(Enhanced 

Green Fluorescent Protein) をコードしたプラスミド DNA (Clontech, 

pEGFP-C1, Palo Alto, CA) を用いた．用いたプラスミドDNAの塩基配列をFig. 

3-2 に示す．EGFP の上流にサイトメガロウイルス(cytomegalovirus, CMV)プロ

モーターが組み込まれている．このプラスミド DNA を大腸菌に組み込み，

Qiagen Plasmid Giga Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA)を用いて増幅し，

アルカリライシス法にて精製後，リン酸緩衝溶液(Phosphate buffered saline, 

PBS)により濃度 0.1 mg/ml に調整した． 
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3.4.2 培養細胞 

 

マウス由来NIH 3T3 細胞(RIKEN, Tsukuba, Japan)をCO2インキュベータ内

(95% air, 5% CO2)において 37℃で培養した．培地溶液としてDulbecco’s 

modified Eagle’s medium(DMEM) (11995-065, Invitrogen Carlsbad, CA)に

10％ウシ血清(Calf serum, CS)，２％の抗生物質ペニシリン/ストレプトマイシ

ンを加えたものを用いた．細胞はプラスチックディッシュ内で培養し，70％ - 

90％コンフルエンスになった後に，トリプシン処理を行い，グラスボトムカル

チャーディッシュ(P35Gcol-0-14-C, MatTek, Ashland, MA)に播種した． 

 チャイニーズハムスター卵巣細胞(Chinese hamster ovary cells, CHO cells)，

ヒト繊維芽細胞，HeLa 細胞，ヒトグリオーマ細胞も，NIH 3T3 細胞と同様の

インキュベータを用いて培養した．チャイニーズハムスター卵巣細胞は培地溶

液としてHAM’s/F-12 (SH30026.01, HyClone, South Logan, UT)に10％ウシ胎

児血清 (Fetal bovine serum, FBS)を加えたものを用いた．HeLa 細胞は

Minimum essential medium(11095-080, Invitrogen)に 10％CS を加えたもの

を用いた．ヒト繊維芽細胞およびヒトグリオーマ細胞には DMEM に 10％FBS

を加えたものを用いた．それぞれ抗生物質として２％ペニシリン/ストレプトマ

イシンを加えた． 

 

3.4.3 レーザ誘起応力波の適用 

 

Figure 3-3 に実験構成図を示す．細胞はディッシュの底部に接着しており，

コンフルエンスが 80％から 90％の状態で実験を行なった．温度を調節した水に

ディッシュを浸すことで，LISW適用時の細胞環境温度を制御した．LISW適用

前に培地溶液を取り除き，PBSで 2 回すすいで，0.1 mg/mlのEGFP発現遺伝子

ベクタープラスミドDNA懸濁液を加えた．レーザターゲットは，厚さ 0.5 mm

の黒色ゴムに透明材料としてポリエチレンテレフタラート(厚さ 1.0 mm)をアク

リル樹脂用接着剤で接着したものを，細胞の上方に設置して用いた．黒色ゴム

はレーザ照射時に発生するプラズマにより変形するため，ターゲットの下にガ
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ラスシート(厚さ 0.1 mm)を配置することで，細胞と黒色ゴムの直接的接触を防

いだ．ガラスシート底面から細胞までの距離は 0.7 mmであり，プラスミドDNA

懸濁液で満たした．ターゲット設置 90 秒後に，Qスイッチ Nd:YAGレーザ

(Surelight I-10, Hoya-Continuum)の第 2 高調波(波長 532 nm, パルス幅 6.0 ns 
FWHM)を平凸レンズ( ＝170 mm)で集光しターゲットに照射した．ターゲッ

ト表面のスポット径は 3 mmとした．レーザエネルギーは全てターゲットに吸収

されるため，直接細胞とは相互作用しない．複数のパルスを照射する場合，同

一のターゲットに繰り返し周波数 10 Hzで照射した．LISWと相互作用した細胞

はディッシュ底部から一時的に剥離する．照射 120 s後に剥離した細胞を回収し

て別のディッシュに播種し，培地溶液を加えてCO

f

2インキュベータ内(95% air, 

5% CO2)で 24 時間再培養した． 

 

3.4.4 評価方法 

 

LISW 適用 24 時間後に，EGFP の発現を蛍光顕微鏡(Eclipse E600, ニコン)

を用いて観察した．EGFP の蛍光は，波長 460 – 500nm で励起し，510 – 560 nm

のバンドパスフィルタを用いて観察した．導入効率は，直径 14 mm の培養領域

内における EGFP 発現細胞数を数え，全細胞数に対する割合として定義した．

全細胞数はランダムに取得した 640 µm×480 µm の画像中の細胞を数え，面積

比から見積もった． 

細胞生存率の評価は 0.4%トリパンブルー(Sigma，Saint Louis，MO)を用い

たトリパンブルー色素排除法により，LISW 適用 24 時間後に行った． 

各条件につきデータを 5 回取得し統計解析を行った．ノンパラメトリック

Mann-Whitney 検定を用い，p < 0.05 を統計学的に有意であるとした．導入効

率は平均値±標準誤差で示した． 

 

 

3.4.5 実験結果 

 

LISWを適用したNIH 3T3 細胞の明視野画像(透過光)および蛍光画像を
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Fig.3-14 に示す．緑色蛍光を発している細胞はEGFP遺伝子が発現している細胞

である．LISWを適用していない細胞では遺伝子発現は観察されなかった．

Figure 3-15 にNIH 3T3 細胞を対象に単一パルスを照射した場合の導入効率の

レーザフルエンス依存性を示す．レーザフルエンスが高くなるにつれて導入効

率が増加していることがわかる．特にレーザフルエンスが 1.3 J/cm2以上におい

て導入効率の増加が顕著であり，1.7 J/cm2における値は 1.3 J/cm2における値と

比べて 4 倍近く大きい．ただし，導入効率のばらつきはレーザフルエンスが高

くなるにつれて増加した．第 2 章で測定した結果を基に，ピーク圧力と遺伝子

導入効率の関係をFigure 3-16 に示す．ピーク圧力 50 MPa以上で遺伝子導入効

率が急激に増加していることがわかる． 

 レーザフルエンスを 0.4, 0.9, 1.3, 1.7 J/cm2としたときのNIH 3T3 細胞への導

入効率の照射パルス数依存性をFig. 3-17 に示す．レーザフルエンス 1.3 J/cm2ま

ではパルス数が増加するにつれて導入効率が増大したが，20 パルス以上では 0.4 

J/cm2の条件を除きほとんど増加がみられなかった．1.7 J/cm2ではパルス数の増

加に伴う導入効率の増大はみられなかった．全ての条件において，複数パルス

を照射したレーザターゲットでは透明材料が黒色ゴムから剥離し，境界面に隙

間が発生した(Fig. 3-18)．剥離は，界面において発生したプラズマの膨張により

生じたと考えられ，これにより空間が形成されて応力波が効率的に発生できな

くなったと考えられる．レーザフルエンス 1.7 J/cm2では１パルスのみでこの剥

離が生じたため，パルス数の増加にともない導入効率が増大しなかったと推察

される．また透明材料に，黒色ゴム表面におけるレーザ照射による発熱に起因

すると考えられる変性が観察された．これにより透明材料の透過率が低下し，

続いて照射されたパルスの固体材料表面への照射強度が低下したことが影響し

た可能性も考えられる． 

 Figure 3-19 にNIH 3T3 細胞への遺伝子導入効率の温度依存性を示す．レー

ザ照射は 1)フルエンス 0.4 J/cm2，20 パルス，2)フルエンス 1.3 J/cm2，20 パル

ス，3)フルエンス 1.7 J/cm2，1 パルスの３条件で行った．導入効率は温度が高

くなるにつれて増大しており，特に 43℃から 45℃における変化が大きく，条件

1)および 2)では両温度のデータ間に統計的有意差がみられた．条件 3)では導入

効率のばらつきが大きく，統計的有意差はみられなかった．また，LISWを適用
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しない細胞では温度を高くしても遺伝子発現は得られなかった． 

 フルエンス 1.3 J/cm2，20 パルスの照射条件で温度を変化させたときの細胞生

存率をFig. 3-20 に示す(NIH 3T3 細胞)．生存率は温度の上昇に伴って低下がみ

られるが，最も高い 45℃においても 80％以上を保った．また，43℃と 45℃に

おける細胞生存率の間に統計的有意差はみられなかった．37℃でLISWを適用し

ていない細胞の生存率は 99.4±0.1％であった． 

 Figure3-21 に 37℃および 45℃における各種細胞への遺伝子導入効率を示す．

導入効率に違いはあるが，いずれの細胞においても遺伝子発現が確認された．

ここで，チャイニーズハムスター卵巣細胞およびヒト繊維芽細胞では，NIH 3T3

細胞と同様に，加温を適用した条件(45℃)で導入効率の増大がみられ，増加率は

それぞれ約 3.4 倍，1.8 倍であった．一方，興味深いことに，HeLa 細胞および

ヒトグリオーマ細胞では 37℃における導入効率の方が高く，加温により導入効

率は低下した．LISW を適用しない条件ではいずれの細胞においても遺伝子発

現は得られなかった． 

 

 

3.4.6 考察 

 

レーザ誘起応力波による遺伝子導入のメカニズムとして，以下の４つの仮説

があげられる．(1)細胞膜の膜タンパクが変性する，(2)キャビテーションにより

細胞膜が破壊される，(3)外来遺伝子が加速され，細胞膜に衝突して透過する，

(4)せん断応力により一時的な膜変形ないし変性が生じる．以下，これらの仮説

について順に考察する． 

 

3.4.6.1 仮説(1)“細胞膜の膜タンパクの変性”の検討 

 

この仮説はLeeらにより 1997 年に提唱された[23]．ただし遺伝子導入ではな

く，低分子量薬剤の輸送に関する報告である．彼らは，LISWを用いて 3 kDaの

anionic tetramethylrhodamin- dextran分子をヒト赤血球および鶏赤血球に導

入し，膜タンパクであるアクアポリン(水チャネル)をもつヒト赤血球においての
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み細胞膜透過性の亢進がみられたことから，LISW適用によりアクアポリンが開

き，外来分子が導入されたと考察した．またMulhollandらは，立ち上がり時間

の異なるLISWを用いて，分子量 4.4 kDaのdextran-fluorescein isothiocynate 

(FITC-dextran)をヒト赤血球細胞に導入した．彼らは，圧力上昇速度が細胞膜

透過性亢進において大きな影響を与え，約６MPa/nsでは細胞膜の透過性を亢進

させることができるが，1.5 MPa/nsではできないと報告した[24]．しかし，本

章において述べた実験で用いたプラスミドDNAは分子量 3 MDaで彼らが用い

た薬剤分子よりも約 103倍大きい．また長さは約 1600 nm，幅は 2 nmであり，

アクアポリンの直径は約 0.3 nmであることから[25]，遺伝子導入経路とは考え

難い．また遺伝子導入に用いたLISWの圧力上昇速度は最大 0.4 MPa/nsであり，

Mulhollandらが細胞膜透過性を亢進できないとした 1.5 MPa/nsよりもさらに

小さい．以上，導入遺伝子および膜タンパクの大きさ，および必要とされるLISW

の条件の二点から，LISWによる遺伝子導入のメカニズムとして，膜タンパクの

変性の可能性は低いと考えられる．すなわち，低分子量外来分子の導入と遺伝

子のような巨大分子の導入では，導入メカニズムが異なると考えられる． 

 

3.4.6.2 仮説(2)“キャビテーションによる細胞膜破壊”の検討  

 

第 2 章の Fig. 2-10 に示したように，LISW は正圧が主体であるが，負圧成分

もあり，負圧はキャビテーションバブルを発生させる可能性がある．超音波遺

伝子導入法や衝撃波結石破砕装置を用いた遺伝子導入法では，このキャビテー

ションによる細胞膜破壊が細胞膜透過性亢進のメカニズムであると考えられて

いる[26, 27]．しかし，これらの方法で遺伝子導入をするためには，数百以上の

照射パルス数が必要となる．例えば，Miller らは正圧 24 MPa，負圧 5 MPa の

衝撃波によりマウス皮膚メラノーマ細胞にルシフェラーゼ発現遺伝子を導入し，

コントロールと比較して 2 桁高いルシフェラーゼ活性を得るためには 400 パル

ス必要であると報告した[28]．本章で述べた実験におけるパルス数は最大でも

40 と少ない．さらに Fig. 3-15 に示したように，レーザフルエンスの増大にと

もない遺伝子導入効率が上昇しているが，第 2 章 Fig. 2-9 からわかるように，

LISW はレーザフルエンスが高まるほど負圧が減少する．以上より，キャビテ
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ーションによる細胞膜破壊は LISW による遺伝子導入のメカニズムである可能

性は低いと考えられる． 

 

3.4.6.3 仮説(3)“外来遺伝子の加速”および仮説(4)“せん断応力による一時的

な膜変形ないし変性”の検討 

 

仮説(3)，(4)について考察する前に，細胞膜の音響学的特性および力学的特性

について述べる．細胞膜の特性に関する研究の多くは生理学的視点に基づいて

おり，その音響学特性に関する報告はほとんどない．これは細胞膜の厚さと音

響波の波長の関係より明らかであろう．細胞膜の厚さは数nmであるため，細胞

膜透過前後の音響波の変化を計測するのは困難である．また，音響インピーダ

ンス(Pa･s/m3)については，皮膚など大気に面している部分や，皮膚，筋肉，骨

などの組織の境界面では差が大きい[29]．一方，細胞膜の主要な構成物質は脂質

であり，その音響インピーダンスは明らかではないが，水と大差ないと考えら

れる．細胞膜の本章で述べた実験のように液体中に細胞が存在するとき，細胞

周囲と細胞膜における音響インピーダンスの差は非常に小さい．以上と第 2 章

(2-22)式より，細胞膜による音響波の吸収および反射は無視しうると考えられる． 

次に，細胞膜の力学的特性については，血管内皮細胞もしくは赤血球を対象

とした報告が大部分を占める[30-35]．これは，これら二種の細胞は常に血流に

よる動圧を受けながら機能するという他の細胞にはない特徴を持つためである．

細胞膜はリン脂質に埋め込まれた内在性膜タンパクおよびそのネットワーク構

造やコレステロールにより補強されているため，その力学的特性は，細胞種に

より異なる．また，培養細胞か生体中かといった細胞周囲の環境によっても大

きく異なるが，ここでは力学的特性の報告が充実している赤血球の細胞膜の力

学的特性を代用して検討を行なうこととする．赤血球の力学的特性はマイクロ

ピペット吸引法により調べられている．これは，内径数µm のマイクロピペット

で細胞膜を部分的に吸引し，吸引圧とピペット内に吸い込まれた細胞膜の長さ

から，細胞膜の力学的特性を求める方法である[36]．Rand によると，細胞膜変

形が生じるときの細胞膜垂直方向の圧力 は 0.73－30 MPa であった[31]．た

だし，細胞膜の変形は細胞膜に生じる細胞膜水平方向の伸縮によるものである

EP
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と考えられるため，このとき細胞膜水平方向にかかる力G を求める必要がある．

は上記 を用いて以下の式で求められる． G EP

 

( )p

EPG
γ+

=
12

          (3-1) 

 

ここで， pγ はポアソン比を示す．液体などの体積変化が小さい物質のポアソン

比は 0.45－0.50 の値をとる．ここでは簡単のため 5.0=γ と仮定すると，細胞膜

水平方向の力により細胞膜変形が生じるときのG は前述した Rand らが報告し

た値を(3-1)式に代入すると 0.23－10 MPa と求まる． 

以上を考慮し，仮説(3)および(4)について考察する．プラスミド DNA の加速

および細胞膜におけるせん断応力が，LISW により発生した流れにより生じる

とする．Kodama らによると，細胞懸濁液において過渡的な圧力により液体に

生じる速度は， 
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と表せる[37]． ρ はインパルスをパルス幅で割った値， mρ は液体の密度，α は

細胞の体積分率， β は細胞と液体の密度比である． とn B は，20℃の水中では

それぞれ 7.15，3.047×108 Paと報告されている[38]．第 2 章のFig. 2-10 および

Fig. 2-13 より，LISWのパルス幅を 1 µs，インパルスを 25Pa･s(導入効率が大

きく変化した値)とすると， ρ =25 MPaと求まる．また，液体の密度を mρ =1 

kg/m3，α =0， β =1 とおくと，LISWにより生じるプラスミドDNA懸濁液の流

体速度は 515 m/sと求まる． 

515 m/sの速度でプラスミドDNAが厚さ 7 nmの細胞膜に衝突するとき，運動

方程式から加速度が -1.89×1011 [m/s2]以下であれば細胞膜を通過することが

できると見積もられる．プラスミドDNAの質量は 5.15×10-21 gであるため，こ
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のとき細胞膜にかかる力は より 9.75×10maF = -10 Nである．上述した細胞膜垂

直方向の変形の閾値は 0.73 － 30 MPaであり，プラスミドの大きさから衝突す

る面積を 7.85×10-15 m2と仮定すると，変形閾値は 2.4×10-7－5.7×10-9 Nとな

る．プラスミドDNA衝突により細胞膜にかかる力はこの範囲より若干低いが，

実際には衝突面積，細胞膜厚さの不均一性などが存在するため，一桁の違いで

は，仮説(3)が生じうる可能性は残される． 

仮説(4)は， Kodama らにより提唱された[37]．遺伝子ではないが，衝撃波管

により発生させた衝撃波を用いて 71.6 kDa の FITC-dextran をヒト前骨髄性白

血病細胞に導入し，せん断応力による一時的な細胞膜変形ないし変性が，応力

波による外来分子導入のメカニズムではないかと考察している．Figure 3-22 に，

第 2 章 Fig. 2-13 と Fig. 3-15 から求めた遺伝子導入効率の圧力時間積分値依存

性を示す．遺伝子導入効率は圧力の時間積分値の増大に伴い上昇し，特に 25 

Pa・s 以上では急激な上昇がみられる．この値における上昇は Kodama らによ

る薬剤輸送における急激に上昇する値とほぼ一致する．よって LISW による遺

伝子導入においても，せん断応力による膜変形ないし変性が遺伝子導入メカニ

ズムである可能性がある．流体から細胞が受けるせん断応力 は以下の式で表さ

れる． 

S

 

dt
dxS η=        (3-3) 

 
ここで，η は粘性係数， はずり速度である．ここで，dtdx / η を水の値 0.089 Pa･

s で代用する．また は場合は流体と細胞膜の相対速度であり，上側からの

流体が向きをかえ，細胞の形状に沿って流れる速度である．先に求めた 515 m/s

と大きくは違わないと仮定し，この値を用いる．以上より， = 46 Pa･m と求

まる．細胞膜の横方向破壊閾値は 2.3－100 Pa･m であるため，せん断応力が一

時的な細胞膜変形ないし変性を生じ，プラスミド DNA が通過可能な小孔を形成

する可能性は十分にあると考えられる．Fig. 3-22において，インパルスが25 Pa･

s 以上ではその傾きが急激に変化している．すなわちこの値において横方向破壊

閾値を超え，25 Pa･s 以下とは異なる遺伝子導入過程が上乗せされていると推察

dtdx /

S
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される．また，細胞内外のプラスミド DNA 濃度差が一定であると仮定できると

き，小孔形成直後に，小孔を通過する外来分子の移動は，フィックの第一法則

を用いて表すことが出来る[39]． 

 

x
cDJ

∆
∆

=           (3-4) 

 

ここで， は単位時間あたりに単位面積を通過し拡散する物質の質量(拡散束)，

は導入物質の液体中の拡散係数，

J

D c∆ は細胞内と細胞外における導入物質の濃

度差， は距離を表す．拡散係数 は導入物質の形状や大きさによって決定さ

れる．以下，プラスミドDNAが通過可能と考えられる大きさの小孔が生じ，そ

の面積を 1.0×10

x∆ D

-14 m2と仮定して議論する．Figure 3-23 に，Nkodoらによって

報告された尿素溶媒中における二本鎖DNAの拡散係数と塩基対数の関係を示す

[40]．拡散係数は粘性係数に反比例し，彼らが用いた尿素溶媒の粘性係数は水よ

り 41％高いことを考慮すると，同図の縦軸の値を 1.41 倍した 28.2×10-13 m2/s

が水中における二本鎖ＤＮＡの拡散係数であると見積もられる．また，本章で

述べた実験で用いた濃度 0.1×103 g/m3，細胞膜の厚さ 7 nmを代入すると， = 

4.03×10

J
-2 g/m-2sとなる．このとき，単位時間に通過する分子の質量は 4.03×

10-16 g/sとなり，プラスミドDNA分子一つの質量が 5.15×10-18 gであるため，

小孔形成直後に単位時間あたりに小孔を通過するプラスミドDNA分子は 783 個

であると算出される．小孔が修復されるまでの時間は明らかではないため，導

入されるDNA分子の個数を正確に見積もることはできないが，仮に超音波を用

いた遺伝子導入法の修復時間(30 sから 24 h．文献により異なる(1.4.2.2 参照))

と同じと仮定すると，2.3×104から 6.8×107個となる．実際には，細胞内と細

胞外の濃度差は時間の経過とともに小さくなり拡散速度は次第に低下すると考

えられるが，仮説(4)はLISWによる遺伝子導入メカニズムとして支持しうるので

はないかと考えられる． 

以上をまとめると，数 kDa 以下の低分子量外来分子の導入と遺伝子のような

巨大分子(数十 kDa 以上)の導入では導入メカニズムが異なり，巨大分子の導入

では，加速された外来分子の胞膜の透過ないしせん断応力による細胞膜の一時
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的な変形・変性のいずれか，もしくは両者の複合的な作用によるのではないか

と考えられる． 

遺伝子発現を得るためには，細胞質から核内へと導入される必要がある．し

かし，核膜に存在する孔は直径約 5.5 nm であり，分子量 40 kDa 以下の分子は

この孔を自由に通過できるが[41]，プラスミド DNA のような巨大分子は通過が

容易ではない．薬剤輸送に関しては，LISW は細胞膜だけでなく核膜へも影響

を与えることが報告されている[42]．本研究においても遺伝子発現が得られたこ

とから，LISW が核膜へ影響を与えることにより遺伝子が核内へ導入されたと

考えられる．今後，蛍光指標したプラスミド DNA を用いて導入遺伝子の細胞内

分布を観察することにより LISW が核膜に与える影響の解明がなされるものと

期待される． 

 

3.4.6.4 加温効果の検討 

 

 Figure 3-19 に示したように，遺伝子導入効率は 43℃以上で顕著に上昇した．

加温による細胞膜への影響としては，その流動性の上昇が考えられる．前述し

たように，遺伝子を導入する際に障壁となる細胞膜は，ある特定の温度におい

てゲル相から液晶相へ相転移が生じ[43]，40℃～45℃の加温を行うことで，抗

がん剤などの外来分子の細胞内への取り込みが促進されることが多く報告され

ている[44-46]．しかしこの加温による膜透過性の上昇は，低分子量かつ疎水性

薬剤分子のみに効果的であるとも指摘されている[47]．本章で述べた実験におい

て，加温単独適用(LISW 適用なし)では遺伝子発現は全くみられなかった．一方

で，LISW を適用した条件下では，43℃以上において遺伝子導入効率が顕著に

上昇した．この温度は細胞膜相転移に一致することから，LISW による遺伝子

導入において，細胞膜の流動性が導入効率に大きな影響を与えていることがわ

かる．3.2.3 で述べたように，温度上昇にともない脂質二重層が相転移すると，

細胞膜の厚さは約 20％減少する．著者の知る限り相転移後の細胞膜の力学的特

性は報告されていないために単純な比較はできないが，細胞膜が薄くなること

で加速されたプラスミド DNA が細胞質まで通過する距離が短くなるため，導入

効率が増大したのではないかと推察される．せん断応力に対する破壊閾値が相
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転移によりどのように変化するかは不明である． 

 

3.4.6.5 細胞種依存性の検討 

 

LISW による殺細胞効果や薬剤輸送の効率は細胞種に依存することが報告さ

れており，細胞膜の流動性および細胞膜内における細胞小器官の密度の違いに

起因すると推測されている[48, 49]．Figure 3-21 に示したように，遺伝子導入

効率は細胞種により異なった．この原因としては，流動性や細胞小器官だけで

なく，細胞の大きさが影響していると考えられる．遺伝子発現を得るために必

要な核内以降プラスミド DNA の数は 2, 3 個であることが知られており[50]，こ

の数は細胞の大きさに依存しない．従って，標的である細胞が大きいほど LISW

と相互作用する面積が大きく，遺伝子が導入される確率が高くなると推察され

る．本研究で用いた HeLa 細胞およびヒトグリオーマ細胞はその他の細胞より

も大きいことから，高い遺伝子導入効率であったと考えられる． 

45℃の加温により NIH 3T3 細胞，チャイニーズハムスター卵巣細胞，ヒト繊

維芽細胞では導入効率が増大したが，HeLa 細胞とヒトグリオーマ細胞では，導

入効率が減少した．一般に，悪性腫瘍細胞は熱に対して脆弱であることが報告

されており[51-53]，がんの温熱療法はこの特性を利用している．本研究におい

ては，遺伝子の導入効率をタンパク質生成後の蛍光から評価しているため，細

胞内における遺伝子の転写，翻訳が影響を与える．HeLa 細胞およびヒトグリオ

ーマ細胞にみられた加温による導入効率低下の原因の一つとして，熱の影響に

より転写および翻訳効率が低下して発現効率が低下した可能性が考えられる． 

 

 

3.5 おわりに 

 

ナノ秒パルスレーザをターゲットに照射することにより発生させた LISW を

用いて，NIH 3T3 細胞を対象に EGFP をコードしたプラスミド DNA が導入可

能であることを示した．また，得られた導入効率につき，第 2 章で述べた LISW

特性との関係を述べた．その結果，LISW により加速されたプラスミド DNA の
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細胞膜透過ないしせん断応力により生じる膜変形・変性のいずれか，もしくは

両者の複合的な作用により遺伝子が導入されると推察された．さらに，各種細

胞種を用いた遺伝子導入実験から，LISW を用いた遺伝子導入実験が様々な種

類の細胞へも応用可能であることを示した． 

実用化の視点からは，生体へ直接遺伝子を導入する in vivo だけでなく，in 
vitro における遺伝子導入も遺伝子治療としての応用範囲が広い．例えば組織移

植を対象とした遺伝子治療においては，ドナーへの in vivo 遺伝子導入および切

り離した移植片へのex vivo遺伝子導入だけでなく，培養細胞へ導入する in vitro
遺伝子導入は細胞から新たに移植組織を構築する際に適している． 

次章では，本章で述べた実験により明らかになった LISW 特性と遺伝子導入

効率の関係，および本方法の異なる細胞種への有効性に基づいて行なった LISW

を用いた遺伝子導入による移植皮膚生着促進実験について述べる． 
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Fig. 3-1 Plasmid DNA observed with an electron microscope [参考文献 2 より

引用]. 
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Fig. 3-2 Restriction map and multiple cloning site of pEGFP-C1 [参考文献 11

より引用]. 
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Fig. 3-3 Schematic diagram of an idealized cell [参考文献 12 より引用]. 
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Fig. 3-4 Schematic diagram of a lipid bilayer [参考文献 12 より引用]. 
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Fig. 3-5 Diagrammatic representation of the fluid mosaic model [参考文献 13

より引用]. 
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Fig. 3-6 Selective permeability of phospholipid bilayers [参考文献 2 より引用]. 
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Fig. 3-7 Endocytosis [参考文献 12 より引用]. 
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Fig. 3-8 Schematic diagram of an idealized nucleus [参考文献 2 より引用]. 
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Fig. 3-9 Experimental setup for LISWs application to plasmid DNA 

suspension. 
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Fig. 3-10 Spectral distribution of mercury UV lamp [参考文献 8 より引用]. 
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Fig. 3-11 Results of electrophoresis of the plasmid DNA: Lane 1, control 

(plasmid DNA without application of LISWs); lane 2, plasmid DNA with 

application of LISWs (laser fluence: 1.2 J/cm2); lane 3, plasmid DNA with 

application of LISWs (laser fluence: 1.8 J/cm2); lane 4, plasmid DNA with 

application of LISWs (laser fluence: 2.4 J/cm2); lanes 5 and 6, plasmid DNA 

exposed to ultraviolet for 1 h and 24 h, respectively.  
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Fig. 3-12 Results of electrophoresis of the plasmid DNA exposed to LISWs at 

a temperature of 45ºC. Lane 1, control (plasmid DNA without application of 

LISWs); lane 2 and lane 3, plasmid DNA with application of LISWs at laser 

fluence of 1.2 J/cm2 under the temperature of 45℃ for 210 s.  
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Fig. 3-13 Experimental configuration for gene transfection by use of 

laser-induced stress waves. 
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100 µm 

 

Fig. 3-14 Differential-interference-contrast image (a) and fluorescence image 

(b) of the cells to which LISWs were applied. The images were obtained 24 

hours after the treatment. Green cells shown in (b) represent the expression 

of EGFP. Scale bar indicates 100 µm. 
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Fig. 3-15 Effect of laser fluence on the transfection efficiency for NIH 3T3 

cells exposed to a single-pulse LISW. The temperature was 37℃. 
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Fig. 3-16 Effect of peak pressure on the transfection efficiency for NIH 3T3 

cells exposed to a single-pulse LISW. The temperature was 37℃.
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Fig. 3-17 Effect of pulse number on the transfection efficiency for NIH 3T3 

cells. The temperature was 37ºC. 
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Fig. 3-18 Photographs of a target before irradiation (a) and a target after 

irradiation with multiple pulses (b). In (b), a space created at the boundary is 

observed.

 118



 

 

 

 

 

 

Fig. 3-19 Effect of temperature on the transfection efficiency for NIH 3T3 

cells irradiated. 
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Fig. 3-20 Effect of temperature on the viability of the cells exposed to LISW. 
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 nonmalignant malignant 

 

Fig.3-21 Comparison of transfection efficiency for different cell lines at 

temperatures of 37℃ and 45℃. NIH 3T3 cells, Chinese hamster ovary cells, 

human fibroblasts, HeLa cells, and Glioma were transfected. 
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Fig. 3-22 Relationship between transfection efficiency and impulse of the 

LISW. 
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Fig. 3-23 Diffusion coefficient vs. dsDNA lengths (in base pairs) [参考文献 40

より引用]. 
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第 4 章 

 
レーザ誘起応力波を用いた肝細胞増殖因子発現遺伝子 

ベクター導入による移植皮膚内の血管新生促進 
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4.1 はじめに 

 

本章では，移植皮膚の生着促進を目的とし，LISW を用いて移植片内に肝細

胞増殖因子(Hepatocyte Growth Factor, HGF)発現遺伝子の導入を試みた実験

について述べる．HGF は血管内皮細胞など多くの細胞に対して細胞分裂促進，

細胞遊走促進など多彩な機能を持つ因子であり，器官形成や組織再生に重要な

役割を果たすことが知られている[1-3]．これまでにラット心筋[4]，角膜[5]，創

傷皮膚[6, 7]を対象に，HGF 発現遺伝子導入により血管新生が増大することが示

されている．また，Nakamura らはヒト内皮細胞を対象とした実験において，

HGF は血管内皮細胞増殖因子(Vascular endothelial growth factor, VEGF)や塩

基性繊維芽細胞成長因子(Basic fibroblast growth factor，bFGF)よりも強力な

増殖作用を持つことを報告している[8]．従って，HGF 発現遺伝子を移植片に導

入することで血管新生が増大し，生着を促進させることが可能であると考えた． 

本章では，まず植皮に関する遺伝子治療の研究動向について述べ，次に，著

者が行ったラットを対象とした遺伝子導入実験について述べる．実験は，第一

段階として，LISW 法に基づいて，ラット皮膚(非移植皮膚)へ HGF 発現遺伝子

ベクターを導入し，皮内において発現した HGF 濃度の測定結果から遺伝子導入

に最適な実験条件を明らかにした．第二段階として，HGF 発現遺伝子ベクター

をラットから切除した移植片に導入して自家皮膚移植を行い，移植後の移植片

内の新生血管生成について組織学的に評価した． 

 

 

4.2 植皮と遺伝子治療の研究動向 

 

 移植片の生着は，移植組織内の血管形成によってもたらされる酸素および各

種栄養素の供給に大きく影響を受ける．しかし，皮膚移植では移植時に血管吻

合を行わないため，その生着は自然治癒過程に頼らざるを得ない．そのため，

一般に移植した皮膚の生着には時間を要し，また生着に失敗する場合もある[9, 

10]．生着が不完全である皮膚では感染のリスクが高まる．これらの問題点を解

決し移植の生着を改善する方法として，遺伝子治療が注目されている．すなわ
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ち，血管形成や創傷治癒を促進することが知られている成長因子をコードした

遺伝子を導入することにより，成長因子の分泌を増大させ，移植組織の生着を

促進することが期待される． 

創被覆に関する遺伝子治療の試みの大部分は，一部を茎として残して切り離

すことで血流を確保する皮弁移植を対象としており，その多くは VEGF 発現遺

伝子を用いている．Gurunluoglu らは，アデノウイルスベクターを用いて，皮

下に VEGF 発現遺伝子を導入することで，上腹部に作成した皮弁の生残率が改

善されることを示した[11, 12]．また Taub らは，VEGF をコードしたアデノ随

伴ウイルスベクターとリポソームを併用することにより，虚血皮弁の生残率が

上昇したと報告している[13]．その他，アデノウイルスによる形質転換成長因子

-β(Transforming growth factor-β, TGF-β)発現遺伝子の導入により，虚血壊

死を抑制した報告例もある[14]．しかし，これらの方法は突然変異生成やトール

様受容体(病原体を感知して自然免疫を作動させる受容体タンパク)活性化によ

る先天性免疫応答といった問題が伴うため[15, 16]，非ウイルスベクター法の応

用が望ましい．Liu らはリポフェクチンを用いて VEGF, 血小板由来成長因子

(platelet-derived growth factor, PDGF)，bFGF をコードした各遺伝子を同時に

導入することにより，虚血性皮弁内の血流が改善したと報告している[17]．一方

で皮弁移植は，その適用範囲が皮膚を引き伸ばすことができる周辺部位に限定

される．完全に切り離された皮膚の移植を行う遊離植皮においてその生着を促

進できる技術が確立されれば，皮膚移植や再生医療への貢献は極めて大きい． 

そこで本章では，遊離植皮を対象に遺伝子導入を行い，その生着を試みた実

験について述べる． 

 

 

4.3 実験方法 

 

4.3.1 プラスミド DNA 

 

Invitrogen 社の pcDNA3.1 (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA)の NotI 
site にヒト HGF の cDNA を組み込んだプラスミドベクターを用いた．このヒ
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ト HGF はラットに導入することで創傷治癒促進などの効果があることが実証

されている[6, 7]．このプラスミド DNA の塩基配列を Fig. 4-1 に示す．ヒト HGF

の上流に CMV (Cytomegalovirus)プロモータが挿入されている．大腸菌コンピ

テント細胞にこのプラスミド DNA を取り込ませ，Qiagen Plasmid Giga Kit 

(Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA)を用いて増幅し，アルカリライシス法にて

精製した． 

 

4.3.2 レーザ誘起応力波 

 

第 3 章で述べた実験と同様に，レーザターゲットには厚さ 0.5 mm の黒色ゴ

ムに厚さ 1.0 mm のポリエチレンテレフタラートを接着したものを用いた．Q

スイッチ Nd:YAG レーザ(Surelite I-10, Hoya Continuum)の第 2 高調波(波長

532 nm, パルス幅 6 ns (FWHM))を平凸レンズ(f = 170 mm)で集光し，レーザ

ターゲットに照射スポット径 3 mm で照射した．  

 

4.3.3 In vivo におけるラット皮膚への HGF 発現遺伝子ベクター導入 

 

導入実験の構成図をFig. 4-2 に示す．対象としてSprague-Dawleyラット(日本

エス・エル・シー，静岡)，オス，体重 300 – 380 gを用いた．麻酔としてペント

バルビタール 50 mg/kg animal weightを腹腔内投与し，背部を除毛した．マイ

クロシリンジ 80601 (Hamilton Company，Reno，Nevada)に 27 ゲージの注射

針(テルモ，東京)を装着し，上記プラスミドベクター(濃度 1.0 µg/µl)を皮内へ注

入した．同部位の皮膚表面にレーザターゲットを配置してレーザを照射し，

LISWを発生させた．音響インピーダンス整合のため，ターゲット底面と皮膚表

面の間にシリコーングリース(東レ・ダウコーニング，東京)を塗布した．ターゲ

ット表面での照射スポット径は 3 mm，照射パルス数は３で一定とし，ターゲッ

トはパルス毎に交換した．レーザフルエンス 0.3，0.6，0.9，1.2，1.5，1.8 J/cm2

において発生させたLISWのピーク圧力はそれぞれ 16，26，39，45，50，52 MPa

であった． 
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4.3.4 HGF 濃度の測定 

 

遺伝子導入 24 時間後に，直径 3 mm の生検トレパンにより遺伝子導入部位の

皮膚および皮下組織を採取し，フェニルメチルスルホニルフッ化物(1 mM/L)を

含む HGF 抽出液(特殊免疫研究所，東京)中で１分間ホモジナイズ(24,000 rpm)

した．同サンプルを遠心(15,000×g，30 分，4℃下)後，中間液層を回収し，抗

ヒト HGF モノクローナル抗体を用いた酵素結合免疫吸着検査法

(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)により皮内ヒト HGF 濃度を測

定した．3 日後および 5 日後の皮内ヒト HGF 濃度についても同様の評価を行っ

た． 

 

4.3.5 ラット移植皮膚への HGF 発現遺伝子ベクター導入 

 

ラット自家皮膚移植モデルを対象に実験を行った．実験の構成図と手順を

Fig.4-3 に示す．背部から 20 mm × 20 mmの皮膚および皮下組織を採取後，

皮下脂肪を除去して移植片とした．マイクロシリンジ 80601 (Hamilton 

Company，Reno，Nevada)に 27 ゲージ(テルモ，東京)を装着し，移植片の裏側

から皮内にヒトHGF発現プラスミドベクター(10 µl，1.0 µg/µl)を注入した．厚

さ 3 mmのプラスチック板上に真皮を上側にして移植片を静置し，その中心にレ

ーザターゲットを配置した後，レーザを照射して応力波を発生させた．4.3.3 に

おける最適条件からレーザフルエンスは 1.2 J/cm2で一定とし，このとき発生し

たLISWのピーク圧力は 45 MPaであった．パルス数は 3 で一定とした．応力波

適用後の移植片を同採取部位に貼付し縫合して自家皮膚移植した．実験は次の 4

条件で行った．(a)ヒトHGF発現プラスミドベクターの注入もLISWの適用も行

っていない条件，(b)ヒトHGF発現プラスミドベクターを注入し，LISWを適用

していない条件，(c)コントロールベクター(比較対照実験に用いる，ヒトHGFを

コードしていない点以外は同様の塩基配列を持つベクター)としてpcDNA3.1 を

注入し，LISWを適用した条件，(d)ヒトHGF発現プラスミドベクター注入後，

LISWを適用した条件． 
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4.3.6 新生血管生成の評価 

 

移植 1－3 日後に移植皮膚を採取し，抗ラット CD31/PECAM-1 (platelet 

endothelial cell adhesion molecule-1)抗体による免疫染色により新生血管を組

織学的に評価した．CD31/PECAM-1 は細胞膜貫通タンパクであり，血管内皮細

胞などの内皮細胞において発現する[18]．脱パラフィン・水和処理を行った移植

片検体を抗ラット CD31 抗体(希釈率 1:5, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

USA)中で一晩インキュベートした後，ビオチン標識抗マウス IgG(希釈率 1:200，

DAKO)を用いて 30 分間インキュベートした．新生血管の定量的評価のため，

得られた組織断層デジタル画像からRGB値に基づきCD31陽性を示すピクセル

を選別し，各深度における CD31 陽性を示すピクセルの数をカウントした．各

条件ともラット 5 匹を対象に実験を行ない，その平均値を求めた． 

 

4.3.7 統計解析 

 

上記各条件における組織内 HGF 濃度および，CD31 陽性を示すピクセル数に

ついて，ノンパラメトリック Mann-Whitney 検定を用い，p < 0.05 を統計学的

に有意であるとした．実験により得られた値は平均値±標準誤差で示した． 

 

 

4.4 実験結果 

 

4.4.1 In vivo におけるラット皮膚への HGF 発現遺伝子ベクター導入 

 

Figure 4-4 に，レーザフルエンス 1.2 J/cm2においてLISWを適用した場合の

24 時間後における組織内ヒトHGF濃度のプラスミドDNA注入容積依存性を示

す．比較のため，非LISW適用群(naked plasmid DNA injection)のヒトHGF濃

度も示した．全ての条件において，LISWを適用した皮膚は，適用しない皮膚よ

り高いヒトHGF濃度平均値を示していることがわかる．ここでプラスミドDNA

注入容積 10 µlにおいてLISW適用群と非LISW適用群に統計的有意差がみられ
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たため，これ以降の実験ではプラスミドDNA注入容積を 10 µlで一定とした．

LISW適用 24時間後に取得した組織内ヒトHGF濃度のレーザフルエンス依存性

をFig. 4-5 に示す．レーザフルエンス 1.2 J/cm2以上では，ヒトHGF濃度の上昇

はみられなかったが，レーザフルエンス 1.2 J/cm2の条件では，非LISW適用群

と比較してヒトHGF濃度が約 4 倍に増大した(p < 0.05)．Figure 4-6 に遺伝子導

入後皮内において生成されたヒトHGF濃度の経時変化を示す．全ての条件にお

いて日数の経過とともにヒトHGF濃度が減少しているが，遺伝子導入 5 日後に

おいてもLISW適用群は非適用群よりも高いヒトHGF濃度を示していることが

わかる． 

 

4.4.2 ラット移植皮膚への HGF 発現遺伝子ベクター導入 

 

いずれの条件においても，移植後 2 日以内では，新生血管の生成は限定的で

あった．Figure 4-7 に移植 3 日後の皮膚断層像を示す．赤褐色の染色は CD31

抗体により識別された新生血管を示している．ヒト HGF 発現プラスミドベクタ

ーの注入も LISW の適用のいずれも行っていない条件(a)(normal grafting)と比

較して，ヒト HGF 発現プラスミドベクター注入のみで LISW を適用していな

い条件(b)(hHGF alone)およびコントロールベクター注入後 LISW を適用した

条件(c)では，CD31 陽性新生血管が多くみられた．しかしながらこれらの条件

下では，新生血管の分布は不均一であった．ヒト HGF 発現プラスミドベクター

注入後 LISW を適用した条件(d)では，他の３条件と比較してさらに多くの染色

部すなわち新生血管の生成がみられた．Figure 4-7 より，(b)，(c)，(d)では血管

周囲においてリンパ球の増加がみられたが，顕著な組織損傷はみられなかった． 

 Figure 4-8 に CD31 陽性を示すピクセル数の皮膚深さ方向分布を示す．各条

件ともラット 5 匹を対象に実験を行ない，その平均値を示している(n = 5)．ヒ

ト HGF 発現プラスミドベクターの注入も LISW の適用も行っていない条件(a)

では，全ての深度において CD31 陽性ピクセルはわずかであった．LISW によ

りヒト HGF 発現プラスミドベクターを導入した条件(d)では，他の条件と比較

して CD31 陽性ピクセルが顕著に増大し，皮膚深さ 0.7 mm から 1.5 mm にわ

たって高密度の血管新生が得られた．Figure 4-9 に各条件における CD31 陽性

 130



を示すピクセルの総数を示す．LISW によりヒト HGF 発現プラスミドベクター

を導入した移植片は，他の三条件と比較して統計的に有意に高い値が得られた．

ヒト HGF 発現プラスミドベクターの注入のみを行い LISW を適用していない

条件(b)およびコントロールベクター注入後 LISW を適用した条件(c)では，ヒト

HGF 発現プラスミドベクターの注入も LISW の適用も行っていない条件(a)よ

りも高い平均値を示したが，統計的有意差はみられなかった． 

 

 

4.5 考察 

 

ラット皮内におけるヒト HGF 濃度は遺伝子導入後時間と共に減少した(Fig. 

4-6)．この経時変化は，Ogura らによるルシフェラーゼ遺伝子を用いた実験[19]

と同様の傾向であり，プラスミド DNA の細胞内における分解もしくは皮膚代謝

によるものと考えられる．一方で，この結果は導入遺伝子がゲノムに挿入され

ていないことを示しており，挿入突然変異や染色体異常による腫瘍形成等のリ

スクが低いことを示唆している．本研究の目的である皮膚移植の生着促進にお

いては，移植後早期における血管新生が重要であり，長期にわたる導入遺伝子

発現は必要としない． 

 HGF はα鎖に４つのクリングルドメインを持つ特異的な構造をとっている

[1]．クリングルドメインとは，三つのジスルフィド結合によって構成されるタ

ンパク質独特の立体構造であり，この構造を持つ多くのタンパク質が血管内皮

機能に関係していることが知られている．HGF も同様に，多くの組織内におい

て新生血管の生成を増大させることからわかるように，内皮細胞において分裂

促進因子としての作用を持つ．Figure 4-8 に示したように，ヒト HGF 発現遺伝

子ベクター注入のみの条件(b)では，深さ 1.6 mm 付近に CD31 陽性ピクセル数

のピークがみられた．移植片の厚さは 1.3 – 1.7 mm であったことから，移植床

近傍における新生血管の密度が高いことがわかる．ヒト HGF 注入後，LISW を

適用した条件(d)では，広い深さ領域で新生血管が増大しており，0.7 mm 程度

の比較的浅いところにおいても増大がみられ，移植片全層への酸素および栄養

素の供給が促進されていることを示唆している． 
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 HGF 発現遺伝子を注入せず，Control vector 注入後 LISW を適用した条件(c)

においても新生血管の増大がみられたことは，予想外の結果であった．この原

因は明らかではないが，LISW 適用により組織の活性が高まった可能性が考え

られる．これと似た現象が，体外衝撃波結石破砕装置により発生させた衝撃波

を用いた実験において報告されている．Huemer らは，ラット虚血皮弁へ衝撃

波を適用することで，血管密度が増大し，皮弁の虚血性壊死領域が減少するこ

とを報告している[20]．また Wang らは，衝撃波を適用することで，腱近傍の関

節において血管新生が増大すると報告している[21, 22]．これらのメカニズムと

して，衝撃波適用により VEGF 等の成長因子の生成が増大することが報告され

ているが，なぜ成長因子生成が増大するのかは明らかにされていない．LISW 単

独適用による血管新生の増大につき，今後，成長因子の測定等によりそのメカ

ニズムが解明されるものと考えられる．また，他の可能性として非メチル化 CpG

配列により自然免疫応答が誘導されたことも考えられる．血管新生の促進が生

成された HGF タンパクによるものか，それとも自然免疫応答によるものかは，

今後Control vector注入のみの条件(LISW非適用)に関する詳細な検討により明

らかにされるものと考えられる． 

本方法は自家皮膚移植だけでなく，同種異系移植や培養皮膚代替物へも応用

可能であると考えられる．自家皮膚移植は拒絶反応が生じないという大きな利

点がある一方，広範囲熱傷等においては創被覆を行える面積が限られる．この

ため，創傷治癒促進，痛みの軽減，体液漏出の防止を目的とした同種異系移植

や培養皮膚代替物が用いられる[23, 24]．また早期に被覆することで感染症のリ

スクを軽減することができる．1979 年に Green らにより表皮細胞を培養してシ

ートを作成する技術が報告され[25]，以降，培養真皮，培養皮膚といった培養皮

膚代替物が開発された．しかし培養皮膚代替物は血管網を持たないため，虚血

による脱落や栄養の欠乏が生じやすい．また一般に移植皮膚は厚いほど皮膚構

成成分を多く含んでいると言えるが，厚さが増すほど十分な血行を得ることが

難しくなり，生着率の低下をまねく．これらの問題点を解決するため，遺伝子

操作によるバイオエンジニア皮膚代替物の開発が進められている[26-28]．ただ

し，これらの報告の大部分はウイルスベクターによるケラチノサイトへの遺伝

子導入によるものである．レトロウイルスを用いて成長因子生成を増大させた
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ケラチノサイトを培養することにより，厚い表皮層の形成や細胞密度の増大，

血管新生の促進が可能であることが報告されている．非ウイルスベクターを用

いた報告例としては，Rio らがリポフェクタミンを用いてブタケラチノサイトに

VEGF 発現遺伝子を導入してマウスに移植したところ，基底層および毛細血管

の周辺に血管形成がみられたと報告している[29]．一方これらの方法では，まず

ケラチノサイトに遺伝子導入し，その後皮膚代替物を構成するという複雑な手

順と長い時間を必要とするという問題がある．LISW を用いた方法は移植直前

においても遺伝子導入が可能であり，非ウイルスベクターによる高性能移植皮

膚作成法として有望である． 

上述してきたように，非ウイルスベクターによる遺伝子治療は，ウイルス由

来の突然変異誘発性，免疫反応，発ガン性などの潜在的危険性がない．また，

用いるプラスミド DNA の大量生産および品質のコントロールが容易であると

いった特徴を持つ．これまでに様々な非ウイルス遺伝子導入法が提案されてい

るが，エレクトロポレーションや超音波法を用いた場合は，移植片への遺伝子

導入では電極ないしトランスデューサを移動させる必要があり，接触法である

これらの方法では大面積処理による大量生産は容易ではない．LISW に基づく

遺伝子導入システムは，DNA を注入した後レーザ光を走査させることにより大

面積処理が行え，自動化が容易であることから高性能移植皮膚の大量生産も可

能であろう．例えば本方法に基づくシステムをスキンバンクに導入し，高性能

移植皮膚(スーパースキン)の作成が可能であると考えられる．また，第 3 章で示

したように LISW を用いた遺伝子導入法は異なる種類の細胞へ応用可能である

ため，各種移植臓器の生着促進や，再生医療における血管形成促進など広汎な

応用が期待される．  

 

 

4.6 おわりに 

 

ナノ秒パルスレーザを固体材料に照射することにより発生させた LISW によ

り，in vivo においてラット皮膚へ HGF 発現遺伝子を導入可能であることを実

証した．さらに，ラット背部から切除した皮膚へ LISW を用いてヒト HGF 発
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現遺伝子ベクターを導入して自家移植を行ったところ，新生血管の生成が促進

されることを示した．移植片の生着は血管により供給される酸素及び各種栄養

素に大きく影響を受けるため，本方法は移植皮膚の性能を向上させるための有

用な方法となり得る．また，LISW を用いた遺伝子導入法は他の組織・細胞へ

も応用可能であるため，各種移植治療や再生医療等で必要とされる組織工学の

新しい技術として活用が期待される． 
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Fig. 4-1 Plasmid DNA coding for HGF [ジェノミディア株式会社より供与]. 
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Fig. 4-2 Setup for HGF gene transfer into rat native skin by the use of 

LISWs. 
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Fig. 4-3 Setup for HGF gene transfer into rat skin grafts by the use of 

LISWs. 
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Fig. 4-4 Effect of DNA injection volume on hHGF concentration expressed in 

rat skins 24 h after the LISW application. Skins were irradiated with 3 

pulses of LISW. n = 8 – 11. Values are expressed as means ± standard error. 

(*p < 0.05, LISWs vs. No LISW). 
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Fig. 4-5 Effect of laser fluence on hHGF concentration expressed in rat skins 

24 h after the LISW application. Skins were injected with 10 µl of plasmid 

DNA suspension. n = 11. Values are expressed as means ± standard error. (*p 

< 0.05). 
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Fig. 4-6 Time courses of hHGF concentration expressed in rat skins after 

gene transfection. Skins were irradiated with 3 pulses of LISW. n = 8 – 11. 

Values are expressed as means ± standard error. (*p < 0.05). 
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Fig. 4-7 Cross-sectional images of rat skin grafts with immunohistochemical 

staining using anti-rat CD31/PECAM-1 antibody 3 days after gene 

transfection. (a) Neither hHGF gene nor LISW was applied (normal grafting), 

(b) hHGF gene was injected without LISW application (hHGF alone), (c) 

control vector plasmid DNA was injected with LISW application (control 

vector with LISWs), (d) LISWs were applied after hHGF gene injection 

(hHGF with LISWs). Arrow heads indicate pronounced blood vessels 

indicated by immunohistochemistry ((a) and (b)). No arrow heads are shown 

in (c) and (d), because there are too many naovascularities. Scale bars 

indicate 200 µm. 
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Fig. 4-8 Depth profiles of the number of CD31-positive pixels for grafted 

skins treated under the four different conditions: (a) neither injection of 

hHGF gene nor application of LISWs (normal grafting), (b) injection of hHGF 

gene without LISW application (hHGF alone), (c) injection of control vector 

plasmid DNA with LISW application (control vector with LISWs), (d) 

application of LISWs after hHGF gene injection (hHGF with LISWs). 

Horizontal axes show average number of CD31-positive pixels from 5 rats in 

each condition. 

 146



 

 

 

 

 
 

Fig. 4-9 Comparison of total numbers of CD31-positive pixels for grafted 

skins treated under the four different conditions, derived from Fig. 4-8. (*p < 

0.05, **p < 0.01). 
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第 5 章 

 
レーザ誘起応力波と生体との相互作用および 

遺伝子導入メカニズムの検討 
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5.1 はじめに 

 

遺伝子治療では生体の設計図ともいえる遺伝子を取り扱うことから，安全性

が特に重要視される．この背景には，遺伝子治療が「遺伝子を治す」という治

療法として考えられていたことから，「健全な遺伝子とは何か」，「遺伝的多様性

の喪失の恐れはないか」といった倫理的な議論が側面に含まれていたことがあ

げられる．しかし，遺伝子治療の対象が先天的疾患から他の疾患へと拡大し，

外部からの遺伝子導入という方法が主体となり，「遺伝子で治す」という概念に

シフトしたことにより，議論の複雑化が回避され，安全性そのものに着目され

るようになってきた[1]．第 1 章で述べたウイルスベクター法に由来する深刻な

副作用に関する報告以降，遺伝子治療には長期にわたる慎重な安全性の検討が

強く求められるようになっている． 

プラスミドベクターを用いる物理的遺伝子導入法は，ウイルスベクターと比

較して安全性が高いとされているが，物理エネルギーによる組織損傷が生じる

危険性がある．例えばエレクトロポレーション法では，ブタ皮膚を対象とした

遺伝子導入において，皮膚に損傷が生じ，マクロファージおよび好中球が増加

したことが報告されている[2]． 

LISWが皮膚組織に与える影響については，いくつかの論文において電子顕微

鏡観察の結果が示されている．Flotteらは皮膚にArFエキシマレーザ(波長 193 

nm，パルス幅 14 ns)をレーザフルエンス 156 mJ/cm2で 30－150 パルス照射し

てレーザアブレーションで角質を除去し，透過型電子顕微鏡を用いて観察を行

ったところ，深さ 400 µmまで損傷がみられたことを報告している[3, 4]．この

波長では，皮膚における光侵達長(吸収長)は約 1 µmであることから，皮膚損傷

はレーザによる直接的な影響ではなく，発生した応力波によるものであると述

べている．彼らの使用したLISWのピーク圧力やインパルスなどその特性は明ら

かにされていないが，本研究で用いたLISWは，透明材料を接着した黒色ゴムを

レーザターゲットに用いて発生させたため，彼らの用いたLISWよりも高いイン

パルスであると考えられる． 

本章の目的は，第 3 章および第 4 章で述べた遺伝子導入に用いた LISW と生

体との相互作用について検討することである． LISW が皮膚組織に与える影響
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について，ラット皮膚を対象に行った実験について述べる．具体的には，LISW

を適用した皮膚を対象に，組織学的評価を目的とした(1)HE (hematoxylin and 

eosin)染色による評価，炎症評価を目的とした(2)抗 CD68 抗体を用いた染色に

よる検討，アポトーシス細胞の識別を目的とした (3)TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling)染色による評価，

細胞膜および細胞小器官に与える影響の評価を目的とした(4)透過型電子顕微鏡

を用いた観察を行った．さらに，これらの結果を踏まえ，LISW を用いた in vivo
における遺伝子導入のメカニズムについて検討することを目的とした実験を行

なった．その結果および考察を述べる． 

 

5.2 LISW が皮膚組織へ与える影響の評価 

 

5.2.1 実験方法 

 

LISW を適用したラット皮膚について，組織学的評価を行った．

Sprague-Dawleyラット(日本エス・エル・シー，静岡)，オス，体重 300 – 380 g

に，麻酔としてペントバルビタール 50 mg/kg animal weightを腹腔内投与し，

背部を除毛した．皮膚表面にレーザターゲットを配置し，Qスイッチ Nd:YAG

レーザ(Surelight I-10, Hoya- Continuum, Tokyo, Japan)の第 2 高調波(波長

532 nm, パルス幅 6.0 ns(FWHM))を平凸レンズ( ＝170 mm)で集光して照射

し，LISWを発生させた．LISWの特性は第 2 章で記述したものと同様である．

ターゲット表面での照射スポット径は 3 mm，照射パルス数は 3 で一定とし，タ

ーゲットはパルス毎に交換した．レーザフルエンスは 1.2，1.8，2.4 J/cm

f

2と変

化させた． 

LISW 適用 24 時間後に，直径 3 mm の生検トレパンにより LISW を適用した

皮膚と皮下組織を採取し，HE 染色，CD68 染色，および TUNEL 染色を行った．

CD68 抗原はライソソーム関連膜タンパクファミリー分子であり，マクロファー

ジ，好中球などの表面に検出される．CD68 染色では，脱パラフィン・水和処理

を行った皮膚組織を，室温で 30 min0.3%過酸化水素加メタノールで内因性ペル

オキシターゼ阻止を行い，その後，室温で 30 min 正常ブタ血清で非特異反応
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の阻止を行った．一次抗体反応として MCA341R (serotec)(1:100)，二次抗体反

応としてビオチン標識抗マウス IgG(Dako)を用いた． PBS で洗浄後，ペルオキ

ターゼ標識ストレプトアビジン(1:500)で 30 分間インキュベートした．組織を再

び PBS で洗浄し，ジメチルアミノアゾベンゼン(dimethylaminoazobenzene, 

DAB)で 5 min 発色させた．またカウンター染色としてヘマトキシリンで核染色

を行った．TUNEL 陽性細胞はアポトーシスの指標となる．TUNEL 染色では，

脱パラフィン・水和処理を行った皮膚組織を，室温で 30 min0.3%過酸化水素加

メタノールで内因性ペルオキシターゼ阻止を行った．その後，Terminal 

Transferase 3 µl，Biotin-16-dUTP 8 µl，TUNEL Dilution Buffer 1000 µl で反

応させ，PBS で洗浄後，ペルオキターゼ標識ストレプトアビジン(1:500)で 30

分間インキュベートした．組織を再び PBS で洗浄し，ジメチルアミノアゾベン

ゼン(dimethylaminoazobenzene, DAB)で 5 min 発色させた．またカウンター染

色として 1%メチルグリーンで核染色を行った．TUNEL 陽性細胞数の定量的評

価のため，得られた組織断層像から，全細胞数中の TUNEL 陽性細胞数の比を

求めた(n = 5)．上記各条件における TUNEL 陽性細胞数は平均値±標準誤差で

表し，ノンパラメトリック Mann-Whitney 検定を用い，p < 0.05 を統計学的に

有意であるとした．  

さらに，LISW が細胞膜および各種細胞小器官に与える影響を評価するため，

電子顕微鏡観察を行った．LISW 適用 24 時間後に，皮膚組織を生検トレパンに

より採取し，2.5%グルタルアルデヒド，2%パラホルムアルデヒドで前固定した．

その後，リン酸緩衝液で洗滌し，2%オスミウム酸で後固定した．固定後再びリ

ン酸緩衝液にて洗滌し，次にエタノールで脱水して酸化プロピレンを経てエポ

キシ樹脂に包埋し熱重合させた．その後，薄切片を作成して染色した検体を透

過電子顕微鏡 JEM-1010(日本電子，東京)を用いて観察した． 

 

5.2.2 結果および考察 

 

 Figure 5-1 にHE染色を行った皮膚の断層像を示す．表皮，真皮のいずれにも，

LISW適用による大きな形態学的変化はみられなかった．Figure 5-2 に真皮層の

拡大像を示す．第 4 章で述べた移植片への遺伝子導入実験に用いたレーザ照射
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条件であるレーザフルエンス 1.2 J/cm2の条件(b)では，LISWを適用していない

条件(a)と比較して，ほとんど変化がみられなかった．一方，レーザフルエンス

1.8 J/cm2および 2.4 J/cm2の条件では，図中の矢印で示すように，破砕され断片

化した核がみられた．ただし，この原因がアポトーシスによるものかLISWによ

る物理的な破壊であるのかは不明である． 

 Figure 5-3 にCD68 染色の結果を示す．レーザフルエンス 1.2 J/cm2の条件(b)

では，LISWを適用していない条件(a)と比較して，ほとんど変化がみられなかっ

た．一方，レーザフルエンス 1.8 J/cm2および 2.4 J/cm2条件では，真皮全層にお

いてCD68 陽性細胞の増加，すなわち，マクロファージの浸潤が生じている．こ

のことから，炎症が生じる閾値がレーザフルエンス 1.2 J/cm2と 1.8 J/cm2の間に

あると推察される． 

Figure 5-4 にTUNEL染色を行った皮膚の断層像を示す．レーザフルエンス

1.8 J/cm2および 2.4 J/cm2の条件では，表皮細胞，真皮細胞のいずれにおいても

褐色のTUNEL陽性細胞数が増大していることがわかる．Figure 5-5 にTUNEL

陽性を示す表皮細胞数の全表皮細胞数に対する比率のレーザフルエンス依存性

を示す．第 4 章で述べた移植皮膚への遺伝子導入に用いたレーザフルエンス 1.2 

J/cm2では，TUNEL陽性表皮細胞比率は，LISWを適用していない皮膚と比較し

て統計的有意差はみられなかった．一方，レーザフルエンス 1.8 J/cm2および 2.4 

J/cm2においては，TUNEL陽性表皮細胞比率は高い平均値を示した．レーザフ

ルエンス 1.8 J/cm2ではばらつきが大きく，LISWを適用していない条件に対し

統計的有意差はみられなかったが，2.4 J/cm2では統計的有意差がみられた．

Figure 5-6 にTUNEL陽性を示す繊維芽細胞数の全繊維芽細胞数に対する比率

を皮膚深さ領域別に示す．レーザフルエンス 1.2 J/cm2では，TUNEL陽性細胞

比率はLISWを適用していない皮膚と比較して，全ての深さ領域において統計的

有意差はみられなかった．一方，レーザフルエンス 1.8 J/cm2および 2.4 J/cm2で

は，コントロールおよび 1.2 J/cm2と比較し，TUNEL陽性繊維芽細胞数の比率

が顕著に高くなった．TUNEL陽性繊維芽細胞比率は深くなるにつれて減少し，

深さ0－262 µmの領域において最も高くなった．皮内における音響波の振幅u は， 

 
)exp(0 xuu α−=  
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で表される．ここで， は皮膚表面(0u 0=x )での振幅，α は音の減衰係数， x は

皮膚表面からの距離(深さ)を示す．α は周波数や温度に依存するが，軟組織にお

ける典型的な値である ×1.0×10f -7 m-1を用いると，音響波の組織厚さ方向の減

衰はFig. 5-7 に示すようになる．Figure 5-6 のレーザフルエンス 1.8 J/cm2およ

び 2.4 J/cm2におけるTUNEL陽性繊維芽細胞の深さ依存性と比較すると，20 

MHz程度以上の高周波数成分が細胞のアポトーシスを誘起していることを示唆

している．LISWは高いレーザフルエンスにおいて立ち上がり時間が一定でピー

ク圧力が増大するため，圧力上昇速度が増大する．すなわち，レーザフルエン

スの上昇に伴い高周波成分が増大し，TUNEL陽性細胞数が増大したと推定され

る．  

 皮膚表面から 100－200 µmの範囲に存在する繊維芽細胞の透過型電子顕微鏡

画像をFig. 5-8 に示す．レーザフルエンス 1.2 J/cm2でLISWを適用した条件(b)

では，LISWを適用していない条件(a)と比較して，クロマチンの凝縮がみられる

が，細胞膜および核膜における損傷は観察されなかった．一方，レーザフルエ

ンス 2.4 J/cm2でLISWを適用した条件(c)では，約 69%の細胞において核の形態

の変化や顕著なクロマチンの凝縮，細胞膜の消失および細胞質の崩壊がみられ

た(観察細胞数: 35)．この現象が物理的破壊によるものかアポトーシスによるも

のかは不明であるが，高フルエンスでは細胞に損傷が生じていることが電子顕

微鏡観察においても観察された． 

  

 

5.3  In vivo における LISW による遺伝子導入のメカニズムの検討 

 

 第 3 章では，in vitro における遺伝子導入メカニズムについての考察を記述し

た．ここでは in vivo での遺伝子導入メカニズムについての考察を述べる． 

これまで，in vivo での LISW を用いた遺伝子導入は，ラット皮膚[5]およびマ

ウス脳[6]を対象とした研究が報告されている．Ogura らはラット皮膚を対象に

レポーター遺伝子 3 種(ルシフェラーゼ遺伝子，Lac Z 遺伝子，EGFP 遺伝子)

を導入し，表皮においてのみ遺伝子発現が得られたと報告している．遺伝子導
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入メカニズムは明らかにされていないが，(1)外来遺伝子が加速され，細胞膜を

透過する，(2)せん断応力等により細胞膜に過渡的な変形ないし変性が生じる，

という二つの仮説が述べられている． 

本節では，まず，ラット皮膚における表皮細胞選択的な遺伝子導入につき検

証を行った結果について述べる．また，上述した仮説(1)について検討を行なう

ため，遺伝子注入と LISW 適用の順序を逆にした実験を行った結果について述

べる．この順序によると，LISW 適用時に細胞周囲にプラスミド DNA は存在し

ない．従って，遺伝子発現が観察されれば仮説(1)は否定できる．次に，仮説(2)

について，細胞膜変形・変性を評価するために，ラット皮膚に遺伝子導入に用

いたのと同じレーザ照射条件で LISW を適用し，電子顕微鏡観察を行った結果

を述べる． 

 

5.3.1 実験方法 

 

5.3.1.1 表皮細胞選択性の検証 

 

 Sprague-Dawleyラット背部から切除した皮膚片の真皮側にターゲットを設

置し，遺伝子導入実験を行なった．表皮選択的遺伝子導入がLISWの減衰による

ものであれば真皮において遺伝子発現が観察され，また，表皮細胞に選択的に

導入されるのであれば，真皮層において遺伝子発現は得られないと推測される．

皮膚片内に真皮側(裏側)から，EGFPをコードしたプラスミドDNA(1.0 µg/µl, 10 

µl)を注入し，同部位にポリエチレンテレフタラートを接着した黒色ゴムを設置

してQスイッチNd:YAGレーザの第二高調波を平凸レンズで集光し，照射スポッ

ト径 3 mmで照射した。レーザフルエンスは 1.2 J/cm2，照射パルス数は３で一

定とし，ターゲットはパルス毎に交換した．LISW適用後，ラット同採取部位に

貼付し縫合して自家皮膚移植し，24 時間後に同部位を採取して，凍結させた状

態で薄切し，蛍光顕微鏡(Eclipse E600, ニコン)を用いてEGFPの発現を観察し

た． 

 

5.3.1.2 「外来遺伝子が加速され細胞膜を透過する」仮説の検証 
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除毛したSprague-Dawleyラットの背部の皮膚表面に前述したレーザターゲ

ットを配置し，QスイッチNd:YAGレーザの第 2 高調波を平凸レンズで集光して

照射した．ターゲット表面での照射スポット径は 3 mm，レーザフルエンスは

1.2 J/cm2，照射パルス数は３で一定とし，ターゲットはパルス毎に交換した．

通常の遺伝子導入の場合とは逆に，LISW適用後に同部位に 27 ゲージの注射針

(テルモ，東京)を装着したマイクロシリンジ 80601 (Hamilton Company，Reno，

Nevada)を用いてルシフェラーゼ発現プラスミドベクター(濃度 1.0 µg/µl)を皮

内へ注入した．使用したルシフェラーゼ発現遺伝子ベクターの塩基配列をFig. 

5-9 に示す． LISW適用からルシフェラーゼ発現遺伝子ベクター注入までの時間

は，10 sから 24 時間の範囲で変化させた． 

遺伝子発現の評価には，ルシフェラーゼ定量化キット(E1500, Promega, 

Madison, WI)を用いた．遺伝子注入をして一定時間後に直径 3 mm の生検トレ

パンにより導入部位の皮膚および皮下組織を採取し，1000 µl の細胞溶解液に浸

して剪刀により切断し均一化した．同サンプルを 1500 rpm で 15 分遠心した後，

上澄み 20 µl に 100 µl のルシフェリンを滴下し，攪拌後にルミノメータにより

ルシフェラーゼ活性を計測した． 

 

5.3.1.3 LISW による細胞膜変形ないし変性の評価 

 

Sprague-Dawleyラットの皮膚表面にターゲットを設置し，前述した方法で

LISWを適用した．レーザフルエンスは 1.2 J/cm2，ターゲット表面での照射ス

ポット径は 3 mm，照射パルス数は 3 で一定とし，ターゲットはパルス毎に交換

した．LISW適用の 10 分後，1 時間後，24 時間後にそれぞれ皮膚組織を生検ト

レパンにより採取し，5.3.1 と同様に固定，脱水，包埋した後，透過電子顕微鏡

を用いて観察した． 

 

5.3.2 結果 

 

5.3.2.1 表皮細胞選択性の検証 
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移植片への EGFP 発現遺伝子プラスミドベクターの導入実験の結果を Fig. 

5-10 に示す．真皮側より LISW を適用したにもかかわらず，レーザターゲット

から約 1.5 mm の距離にある表皮において遺伝子発現が得られた．また，Fig. 

5-10 (c)に Fig. 5-10 (a)の一部を拡大した図を示す．遺伝子の顕著な発現が，表

皮細胞のみならず毛包の細胞においてもみられた． 

 

5.3.2.2 「外来遺伝子が加速され細胞膜を透過する」仮説の検証 

 

 Fig. 5-11 に各条件におけるルシフェラーゼ活性を示す．ここで時間は，LISW

適用後，プラスミド DNA を注入するまでの時間を表す．通常の方法すなわちプ

ラスミド DNA 注入後に LISW を適用した条件(LISW after injection)では，プ

ラスミド DNA 注入のみの場合と比較して，ルシフェラーゼ活性に 2 桁近い増大

がみられた．LISW適用の10秒後にプラスミドDNAを注入した条件でも，LISW 

after injection と統計的有意差はみられず，同程度の遺伝子発現が得られた．驚

いたことに，LISW 適用 1 時間後までは LISW after injection と統計的有意差

がなく，高い遺伝子発現レベルが維持された．LISW 適用の 12 時間後にプラス

ミド DNA を注入した条件においてルシフェラーゼ活性はようやく有意に減少

し，24 時間では，LISW を適用していない条件とほぼ同じ値であった． 

 

5.3.2.3 LISW による細胞膜変形ないし変性の評価 

 

 LISW適用後(レーザフルエンス 1.2 J/cm2，パルス数 3)，各時間において観察

した繊維芽細胞の電子顕微鏡画像をFig. 5-12 に示す．LISW適用 10 分後では核

の形態が変化し，クロマチンの凝縮が顕著であり，LISW適用の 1 時間後におい

ても同様の傾向がみられた．LISW適用 24 時間後では，LISWを適用していな

い条件に近い形態の細胞が観察された．しかし，今回の実験条件の範囲では，

細胞膜破壊など遺伝子の細胞膜透過に直接関与すると考えられる現象はみられ

なかった．またFig. 5-13 に，LISW適用後の基底細胞の電子顕微鏡画像を示す．

基底細胞においても，本実験では細胞膜に顕著な変化はみられなかった． 
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5.3.3 考察 

 

 Figure 5-7 に示したように，皮内における音響波の減衰は周波数に大きく依

存する．表皮と真皮の境界では音波が反射されるため[7]単純な比較はできない

が，Ogura らによって報告された厚さ 30-50 µm の表皮のみで遺伝子の発現が

観察されたことが[5]，音響波の減衰によると仮定すると，数百 MHz 以上の成

分が遺伝子導入に関与していることになる．しかし，Fig. 5-10 に示したように，

本節で述べた実験では，レーザターゲットから約 1.5 mm の距離にあった表皮

において遺伝子発現が得られた．伝搬距離 1.5 mm では，200 MHz では約 95%，

500 MHz では 99%も減衰する(Fig. 5-7)．第 4 章では，皮膚断層像に基づいた遺

伝子発現深さ分布を評価していないため遺伝子が導入される各周波数の振幅の

閾値は明らかではないが，100 MHz 以下が遺伝子導入に寄与しているのではな

いかと考えられる．また，本実験において遺伝子の発現は表皮だけでなく，真

皮層の毛包においても観察された(Fig. 5-10 (c))．毛包の細胞の大部分はケラチ

ノサイトであるため，表皮と同様の細胞である．このことから，LISW による

遺伝子の導入および発現に，表皮細胞選択性がある可能性がある．ただし，毛

包を除く真皮ではコラーゲン等の細胞外マトリックスがその大部分を占めるた

め，繊維芽細胞等は点在しており細胞密度は低い．このことから，観察に十分

な蛍光が得られず遺伝子発現が認められなかった可能性もある． 

 LISW 適用後にプラスミド DNA を注入した条件では，LISW 適用時に細胞周

囲にプラスミド DNA が存在しない．従って，外来遺伝子の加速による細胞膜通

過の仮説は，今回の実験条件の範囲では，in vivo における遺伝子導入において

は支配的ではないと考えられる．また，LISW 適用の 1 時間後にプラスミド DNA

を注入した条件においても，遺伝子注入後に LISW を適用した条件と同程度の

ルシフェラーゼ活性が得られたことから，少なくとも LISW 適用後 1 時間は細

胞膜透過性の亢進が持続されているか，もしくは他の過程が働いていると考え

られる． 

 電子顕微鏡を用いた観察では，表皮細胞，繊維芽細胞いずれも，細胞膜破壊
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等の遺伝子の細胞膜透過に直接関係があると考えられる現象はみられなかった． 

この結果から，LISW による in vivo における遺伝子導入では，以下の二つの可

能性が考えられる． 

(1) LISW 適用による細胞膜の変形ないし変性後，短時間にプラスミド DNA

は細胞内に導入され，細胞膜は LISW 適用後 10 min 程度以内に修復す

る． 

(2) LISW は遺伝子の細胞膜透過には直接寄与しておらず，naked DNA 法と

同様のメカニズムで導入された遺伝子の細胞内での翻訳，転写といった

プロセスを促進する． 

このうち(1)は，Fig. 5-11 に示したように LISW 適用 1 時間後にプラスミド

DNA を注入しても高いルシフェラーゼ活性が得られたことから否定できる．(2)

は，第 4 章で述べた実験結果と矛盾しない．第 4 章において，コントロールベ

クター注入後 LISW を適用したところ，HGF 発現遺伝子プラスミドベクターを

注入していないにもかかわらず，血管新生の促進がみられた(Fig. 4-8)．すなわ

ち，LISW 適用により組織の活性が高まった可能性がある．  

以上から，in vivo と in vitro では LISW がもたらす影響が異なる，もしくは

支配的な過程が異なると考えられる．In vivo では naked DNA 法(プラスミド

DNA 注入のみ)においても，わずかではあるが遺伝子発現が得られる．LISW 適

用により，遺伝子導入後の細胞内プロセスが促進され，タンパク質の生成が促

進される可能性が考えられる．一方 in vitro では，第 3 章で述べたように LISW

を適用していない細胞では遺伝子発現は全く得られなかった．すなわち LISW

は細胞膜透過性の亢進に何らかの影響を与えていると考えられる．In vitro にお

ける LISW 適用の細胞内プロセスへの影響は，サイトカインの測定や LISW 適

用後に導入遺伝子を接触させる実験により明らかにされるものと期待される． 

 
 

5.4 おわりに 

 

 LISWが生体組織に与える影響について調べた．LISWが皮膚に与える影響

について組織学的に調べたところ，レーザフルエンス 1.8 J/cm2以上では損傷が
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みられ，この損傷は 20 MHz以上の周波数成分によるものであると推察された．

一方，第 4 章で述べた移植片への遺伝子導入に用いたレーザ照射条件では，皮

膚における損傷はほとんどみられなかった． 

次に，LISW による in vivo における遺伝子導入のメカニズムの検討を目的と

し，表皮細胞に選択的な遺伝子導入に関する検証，遺伝子注入と LISW 適用の

順序を逆にした実験，および電子顕微鏡を用いた観察を行った．その結果，外

来遺伝子の加速による細胞膜通過という仮説は，今回の実験条件の範囲では可

能性が低いことが示唆された．新たな可能性として，LISW によって遺伝子導

入後の細胞内プロセスが促進される仮説を提唱した． 
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Fig. 5-1 Histological images of rat skins stained with hematoxylin and eosin. 

(a) No LISW was applied, (b) LISWs were applied at laser fluence of 1.2 

J/cm2, (c) LISWs were applied at laser fluence of 1.8 J/cm2, (d) LISWs were 

applied at laser fluence of 2.4 J/cm2. Scale bars indicate 200 µm. 
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Fig. 5-2 Histological images of rat skins stained with hematoxylin and eosin 

at large magnification. (a) No LISW was applied, (b) LISWs were applied at 

laser fluence of 1.2 J/cm2, (c) LISWs were applied at laser fluence of 1.8 J/cm2, 

(d) LISWs were applied at laser fluence of 2.4 J/cm2. Scale bars indicate 100 

µm. 
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Fig. 5-3 Histological images of rat skins with immunohistochemical staining 

using anti-rat CD68. (a) No LISW was applied, (b) LISWs were applied at 

laser fluence of 1.2 J/cm2, (c) LISWs were applied at laser fluence of 1.8 J/cm2, 

(d) LISWs were applied at laser fluence of 2.4 J/cm2. Scale bars indicate 200 

µm. 
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Fig. 5-4 Histological images of rat skins stained with TUNEL. (a) No LISW 

was applied, (b) LISWs were applied at laser fluence of 1.2 J/cm2, (c) LISWs 

were applied at laser fluence of 1.8 J/cm2, (d) LISWs were applied at laser 

fluence of 2.4 J/cm2. Scale bars indicate 50 µm. 
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Fig. 5-5 Percentage of TUNEL-positive keratinocytes under four different 

conditions. n = 5. (*p < 0.05) 
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Fig. 5-6 Depth dependence of TUNEL-positive fibroblasts in rat skins. n = 5. 

(*p < 0.05, **p < 0.01) 
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Fig. 5-7 Relative amplitude of stress waves as a function of skin depth at the 

different frequencies. 
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Fig. 5-8 Transmission electron microscope images of fibroblasts in rat skins. 

(a) No LISW was applied, (b) LISWs were applied at laser fluence of 1.2 J/ 

cm2, (c) LISWs were applied at laser fluence of 2.4 J/cm2
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Fig. 5-9 Plasmid DNA coding Luciferase. 
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500 µm

 

(c)

100 µm 

 

Fig. 5-10 Cross-sectional images of rat skin graft 24 hours after gene 

transfection. (a) Fluorescence image of skin graft in which shows EGFP 

expression. Scale bar indicates 500 µm. (b) White-light photograph 

corresponding to the (a). (c) Magnified image of (a).  
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Fig. 5-11 Comparison of luciferase gene expression. Blue bars indicate the 

condition that gene injection was performed after LISW application. The 

times listed under the bars indicate the time between application of LISW 

and gene-injection. n = 10. (*p < 0.05, **p < 0.01) 
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Fig. 5-12 Transmission electron microscope images of fibroblasts in rat skins. 

(a) No LISW was applied. (b) 10 min. after application of LISW, (c) 1 h after 

application of LISW, (d) 24 h after application of LISW. 
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Fig. 5-13 Transmission electron microscope images of keratinocytes in rat 

skins. (a) No LISW was applied. (b) 10 min. after application of LISW, (c) 1 h 

after application of LISW, (d) 24 h after application of LISW. 
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第 6 章 

 
結論 
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6.1 はじめに 

 

1990 年に米国で ADA 欠損症を対象に初めて遺伝子治療が行われ，以後，治

療対象となる疾患は年々増加している．2007 年現在までに 1000 を超える臨床

試験が承認されているが，現在までに実施された多くの遺伝子治療は期待ほど

の成果を上げていない．その最も大きな要因の一つとして，遺伝子治療の根幹

である遺伝子導入技術が確立していないことがあげられる．このため，ドラッ

グデリバリーシステム技術を利用し，標的細胞への遺伝子導入効率を高める試

みが精力的に進められている．工学的手法により細胞，組織，および基質を望

ましい状態へ構成，改変させる組織工学においても，遺伝子導入は重要な技術

である．例えば，移植治療では，特定の遺伝子を導入することにより血管新生

を増大させ，生着を促進させるといった方法が期待されている． 

レーザを用いる遺伝子導入法は，空間制御性が高いことや経内視鏡的・経カ

テーテル的遺伝子治療への適合性が高いといった特徴を持つ．しかし，光の強

散乱体である生体組織中ではレーザ光の減衰が大きいため，レーザを組織に直

接照射する方法は生体組織，特に組織深部への応用には適さない．一方，固体

材料へのパルスレーザ光照射によって発生する応力波を用いた遺伝子導入法は，

深部組織への適用が可能なばかりでなく，単位時間あたりに処理できる面積が

大きいといった利点を備えている．本研究は，この LISW を用いた遺伝子導入

技術を組織工学に応用することを目的として行われた． 

これまで，LISW を用いて遺伝子導入が実証された対象はラット皮膚の表皮

およびマウス脳，導入遺伝子としてはレポーター遺伝子のみに限定されていた．

そこで本研究では，まず LISW の特性と細胞への影響について詳細に調べ，次

に，各種細胞種への遺伝子導入が可能であることを実証した．さらに，遺伝子

導入の組織工学的応用として，移植皮膚の生着促進を目的とした肝細胞増殖因

子発現遺伝子ベクターの導入を行い，導入を行った移植片を用いた移植では，

血管新生が有意に促進されることを実証した． 

以下に，本研究で得られた成果について章毎にまとめ，最後に総括する． 
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6.2 レーザ誘起応力波の物理および特性の計測 (第 2 章) 

 

第 2 章では，まず LISW の発生機構について述べた．また，プラズマを伴う

応力波発生は，プラズマを透明材料により閉じこめることでピーク圧力が高く，

パルス幅が長い，すなわちインパルス(圧力の時間積分値)の大きい LISW を発生

できることを説明した．これまで，LISW の特性と遺伝子導入効率の関係に関

する報告例がないため，培養細胞への遺伝子導入実験の前段階として，発生さ

せた LISW の特性について調べた．Q スイッチ Nd:YAG レーザの第 2 高調波(波

長 532 nm，パルス幅 6 ns)を光学的に透明なポリエチレンテレフタラートを接

着した黒色ゴムに照射することにより発生した LISW を，メンブレン型ハイド

ロフォンを用いて計測した．時間特性，圧力，インパルス，周波数を計測した

ところ，レーザフルエンスの上昇に伴い，正のピーク圧力，圧力上昇速度，イ

ンパルスが増大した．また，レーザターゲットと照射対象の間にガラスシート

を挟んで同様の計測を試みたところ，約 4 MHz 以上の高周波数成分が減衰する

ことがわかった． 

 

 

6.3 レーザ誘起応力波による培養細胞への遺伝子導入 (第 3 章) 

 

 LISWの特性と遺伝子導入効率の関係を詳細に調べることを目的とし，培養細

胞を用いたin vitro遺伝子導入実験を行った．NIH 3T3 細胞を対象にEGFPをコ

ードしたプラスミドDNAを導入可能であることを示し，得られた導入効率と

LISW特性の関係を調べたところ，37℃ではレーザフルエンス 1.3 J/cm2，パル

ス数 40 において最も高い導入効率が得られた．また，LISW適用時の温度が遺

伝子導入効率に与える影響を調べたところ，導入効率は 43℃から 45℃において

急激に上昇することがわかった．この原因として，細胞膜の相転移が影響して

いると推察された．さらに，各種細胞種を用いた遺伝子導入実験から，LISWを

用いた遺伝子導入実験が多くの種類の細胞へ応用可能であることを示した．ま

た，遺伝子導入効率に与えるLISW適用時の加温効果は，細胞種により異なるこ

とがわかった．これらの実験から，in vitroにおける遺伝子導入のメカニズムと
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して，加速されたプラスミドDNAの細胞膜の透過，またはせん断応力により生

じる膜破壊，もしくはそれらの複合的な作用が推察された．  

 

 

6.4 レーザ誘起応力波を用いた肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクター導入による

移植皮膚内の血管新生促進 (第 4 章) 

 

 第一段階として，LISWを用いてラット皮膚(非移植皮膚)へHGF発現遺伝子ベ

クターを導入した．皮内において発現したHGF濃度を測定したところ，レーザ

フルエンス 1.2 J/cm2，パルス数３，DNA注入量 10 µlの条件において安定して

高い値が得られた．第二段階として，ラットから採取した皮膚移植片にHGF発

現遺伝子ベクターを導入して自家皮膚移植を行い，移植後の新生血管生成につ

いて組織学的に評価した．その結果，前記第一段階の実験で得られた最適条件

において，皮膚深さ 0.7 mmから 1.5 mmにわたって高密度の血管新生が観察さ

れた．移植片の生着は血管により供給される酸素及び各種栄養素に大きく影響

を受けるため，本方法は移植皮膚の生着を促進させるための有用であると考え

られる．また，LISWを用いた遺伝子導入法は他の組織・細胞へも応用可能であ

るため，各種移植治療や再生医療等において，組織工学の新しい技術として活

用が期待される． 

 

 

6.5 レーザ誘起応力波と生体との相互作用 (第 5 章) 

 

 LISWが生体組織に与える影響について述べた．LISWが皮膚組織に与える影

響についてHE染色，TUNEL染色標本の光学顕微鏡観察，および透過型電子顕

微鏡観察により調べたところ，移植皮膚への遺伝子導入に用いたレーザフルエ

ンス 1.2 J/cm2では組織損傷はみられなかったが，レーザフルエンス 1.8 J/cm2以

上では核の破砕やTUNEL陽性細胞の増加がみられた．この損傷はLISWの 20 

MHz以上の周波数成分によるものであると推察された．次に，in vivoにおける

遺伝子導入のメカニズムの検討を目的とし，表皮細胞に選択的な遺伝子導入に
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関する検証，遺伝子注入とLISW適用の順序を逆にした実験，電子顕微鏡を用い

た観察を行った．その結果，外来遺伝子の加速による細胞膜通過の仮説は否定

されるとともに，LISWによる膜破壊が支配的ではないことが示唆された．新た

な可能性として，LISWによって転写，翻訳といったタンパク質生成に関連する

細胞内プロセスが促進される仮説を提唱した． 

 

6.6 総括 

 

本研究は，LISW を用いた遺伝子導入技術を組織工学に応用することを目的

として行われた．In vit での実験において LISW と細胞の相互作用について調

べ，各種の細胞へ遺伝子導入が可能であることを実証した．また，LISW を用

いて HGF 発現遺伝子ベクターの導入を行った移植片を用いて移植を行なうこ

とにより，血管新生が促進されることを示した．また，LISW と生体との相互

作用について調べ，LISW により細胞内プロセスが促進される可能性を提唱し

た． 

ro

LISW を用いた遺伝子導入法は，空間制御性が高いことや経内視鏡的・経カ

テーテル的遺伝子治療への適合性が高いといった特徴に加え，深部組織への適

用が可能であり，またスループットが高いといった利点を備えている．本研究

により LISW を用いた遺伝子導入法の組織工学への応用の可能性を示したこと

は，工学および医療の発展に貢献するところが少なくないと考えられる． 

 

 

6.7 展望 

 

LISW と細胞ないし生体組織との相互作用の全容解明には，なお多くの研究

を必要としている．生体と培養細胞では周囲の環境が大きく異なり，生体中で

は細胞は細胞外基質によって覆われているが in vitro ではその制限がなく，事実，

本研究においても LISW 適用時にウェルからの剥離がみられた．従って，in vivo
と in vitro で LISW 適用により生じる現象が大きく異なると考えられる．例え

ば in vitro においても，第 5 章で述べた LISW 適用後に遺伝子を注入するとい
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う実験を行うことで両者の比較検討を行えば，メカニズム解明に有用であろう．

また，LISW 単独適用においても血管新生の促進がみられたことから，LISW と

生体組織との相互作用が解明されることで，”LISW therapy”が実現する可能性

もある． 

LISW 適用による生体安全性の評価については，今後コントロールベクター

存在下での実験を行うことによって詳細な評価が行えると考えられる．プラス

ミド注入により音響インピーダンスが変化することが予測され，LISW が生体

へ与える影響が変化すると考えられる．また，プラスミドによる自然免疫応答

の誘導についても今後の検討により詳細が明らかにされることが期待される． 

培養細胞を対象とした実験において，悪性細胞と非悪性細胞への遺伝子導入

効率が LISW 適用時の加温に対して異なる反応をみせたことから，温度制御に

より遺伝子導入の細胞選択性を得られる可能性もある．複数の細胞において導

入効率の温度依存性を調べることで選択的遺伝子導入が可能となれば，がん治

療へ応用できる可能性もある． 

LISW を用いた遺伝子導入により，移植皮膚内における血管新生の促進を実

証したが，今後は自家皮膚移植だけでなく同種異系移植や培養皮膚代替物への

導入が期待される．LISW に基づく遺伝子導入法はレーザ光を走査させること

により大面積処理が行え，自動化も容易であることから，高性能移植皮膚の大

量生産への応用が期待できる．また，LISW を用いた遺伝子導入法は様々な種

類の細胞へ応用可能であることから，皮膚だけでなく，各種移植臓器の生着促

進システムの確立や，再生医療における血管形成促進など広汎な応用が考えら

れる． 

さらに，LISW を用いた遺伝子導入法は多くの種類の細胞へ応用可能である

ため，動脈硬化や虚血心筋など，治療対象が拡大していくと期待される．今後，

光ファイバと組み合わせた経内視鏡的・経カテーテル的遺伝子導入システムが

開発されれば，応用範囲の拡大は一層加速されるであろう． 
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用語説明 

 

アポトーシス：細胞膜や細胞小器官などが正常な形態を保ちながら，まず核内

のクロマチンが凝集し，細胞全体が萎縮しつつ断片化する細胞死． 

エンドソーム：細胞の貪食作用によって形成される小胞構造物． 

ケラチノサイト：表皮細胞のうち，角質化能力を持つ細胞．表皮角化細胞． 

コンピテント細胞：核酸を取り込む能力をもっている状態にある菌． 

サイトカイン：免疫応答にかかわる細胞相互の関係に影響を与えるような情報

の伝達を担うペプチドの総称． 

成長因子(growth factor)：各種細胞の分裂や発達(分化)を促すポリペプチドの総

称． 

繊維芽細胞：結合組織の主たる構成細胞．結合組織中に散在性にみられる． 

自家移植：一旦取り出された細胞，組織あるいは臓器が再び元の同一個体に移

入される移植． 

創傷：外傷，傷害，創，損傷． 

創被覆：創傷を覆うこと． 

超音波造影剤：数µm 程度の径を持つマイクロバブルを封入した液体．気泡もし

くは難溶性のフッ素系ガスがアルブミン等のシェルによりコーティングされ

ている．超音波を用いた遺伝子導入ではこのマイクロバブルが核となり，よ

り大きなバブルの発生を促す． 

同種異系移植：取り出された細胞，組織あるいは臓器が同じ種の別個体に移入

される移植． 

熱傷：熱により生体の組織が損傷されたもの． 

プラスミド：染色体 DNA 以外の細胞質 DNA に対して用いられる名称． 

プロモーター：RNA ポリメラーゼが特異的に結合して転写をはじめる DNA 上

の領域． 

ライソソーム：加水分解酵素を持ち，消化作用を営む細胞小器官． 

ルシフェラーゼ：ホタル，発光細菌などの生物発光を触媒する酵素の総称で，

酸素添加酵素の一種． 

レセプター：外来性の物質を認識し，これと特異的に結合することによって細
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胞に応答を誘起する構造体． 

レポーター遺伝子：導入されて発現すると染色性や蛍光ないし発光を生ずる遺

伝子で，遺伝子導入の有無あるいはその発現の強さを調べるために用いられ，

治療効果を持たない．代表的なものにルシフェラーゼ，β-ガラクトシダーゼ，

緑色蛍光タンパク(GFP)をコードした遺伝子があげられる． 

ADA(Adenosine deaminase)欠損症：アデノシンデアミナーゼは代謝酵素の一

つであり，アデノシンを脱アミノ化しイノシンに変換する．この酵素の欠損

症は常染色体劣性遺伝と考えられ，患者は重症複合免疫不全症をきたす． 

Green fluorescence protein, GFP：オワンクラゲやウミシイタケの発光器から

発見された緑色の蛍光を発する蛍光タンパク質． 

In vivo：生きている細胞あるいは生体内に置かれている状態を指す語．生体内

で． 

In vitro：人工的な器具内で行われる生物学的反応に関して．試験管内で．培養

細胞等を用いた研究にも用いられる． 

Naked DNA 法：プラスミド DNA を直接生体に注入する遺伝子導入法． 

RNA干渉：ある遺伝子と同じ配列を持つ二本鎖RNAが細胞内に存在するとき，

その遺伝子の発現が抑制される現象． 

siRNA：短い二本鎖 RNA．siRNA とは，哺乳類において遺伝子を不活性化する

インターフェロン応答を誘発しない短い RNA であり，RNA 干渉を目的に用

いられる．  
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15. 寺川光洋，佐藤俊一，齋藤大蔵，芦田廣，岡野栄之，小原實，”レーザー

誘起応力波を用いた肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクター導入による移植

皮膚内の血管新生促進,” 第 5 回日本組織移植学会，演題 9，東京，2006 年

8 月． 

16. 大塚理沙，寺川光洋，佐藤俊一，佐藤泰司，瀧島邦夫，芦田廣，岡野栄之，

小原實，レーザー誘起応力波を用いた遺伝子導入：カチオン性脂質併用に

よる導入効率の高効率化,” 第 27 回日本レーザー医学会，O4-3，千葉，2006

年 11 月． 

17. 佐藤俊一，寺川光洋，小原實，”レーザー誘起応力波を用いた標的化遺伝
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子導入技術の開発,” 日本光学会年次学術講演会(OPJ2006)，9pAS4，東京，

2006 年 11 月． 

18. 寺川光洋，佐藤俊一，齋藤大蔵，芦田廣，岡野栄之，小原實，”レーザー

誘起応力波を用いた肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクター導入による移植

皮膚内の血管新生促進,” 日本光学会年次学術講演会(OPJ2006)，8pE5，東

京，2006 年 11 月． 

19. 寺川光洋，小原實，佐藤俊一，”レーザ誘起応力波を用いたスーパースキ

ンの創出：移植皮膚への肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクターの導入,” 電気

学会研究会光・量子デバイス研究会，OQD-07-7，大阪，2007 年 2 月． 

 

5. 受賞 

 

1. 寺川光洋，慶應義塾大学，平成 19 年 3 月，藤原賞． 

2. 寺川光洋，佐藤俊一，齋藤大蔵，芦田廣，岡野栄之，小原實，”レーザー

誘起応力波を用いた肝細胞増殖因子発現遺伝子ベクター導入による移植

皮膚内の血管新生促進,” 日本光学会年次学術講演会(OPJ2006)，東京，平

成 18 年 11 月，OPTICS JAPANベストプレゼンテーション賞． 

3. 寺川光洋，慶應義塾大学，平成 18 年 1 月，理工学研究科国際会議論文発

表奨励賞． 

4. 寺川光洋，佐藤俊一，小倉誠，眞崎義憲，上野山真紀，脇坂仁，芦田

廣，小原實，”レーザー誘起音響波による培養細胞への遺伝子導入， 

”第 4 回レーザー学会東京支部研究会，埼玉，平成 16 年 3 月．ポスター

講演支部長賞． 
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