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,

多価陰イ オ ン の 影響 に 関す る 研究
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土 井 建 朗

遺伝子 直接導入 に お い て
,

い か な る機序 で 生体中の 癌細胞 が D N A 分子を取 り 込む か を知 る 目的 で
, プ ラ ス ミ ド D N A

溶液 に 多価陰イ オ ン
, 多価陽イ オ ン の 巨大荷電分子お よび骨 格筋細胞基底膜機 能を修 飾する蛋白分解酵素を 加え ラ ッ ト骨格筋

内に 直接注入 し
, そ の 遺伝子導入 効率を 比較 した .

レ ポ ー タ ー 遺伝子 と して 大腸菌 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 ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 遺伝子 , ある い は ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺伝 子を使用 した . 対照実験に お い て
, 骨格筋

で
,
各 レ ポ

ー

タ
ー

遺伝子の 発現が 認め られ
, 著者の 構築 した プ ラ ス ミ ドお よび 遺伝子導入 技術 は機 能 して い る こ と を 確 か め

た ･ プ ラ ス ミ ド D N A に 混和 した 種々 の 物質 の うち
,

グ リ コ サ ミ ノ グリ カ ソ 群 に お い て
! 高濃 度の ヘ パ リ ン に 有意な C A T 活

性の 減少を 認め た ･

ヘ パ リ ン と プ ラ ス ミ ド D N A ほ と もに 多価陰イ オ ン の 巨大分子で あり , 高濃度 の ヘ パ リ ン が D N A の 細胞

内取 り込み に お い て 競合 して い る可 能性 が考 え られ た . また 蛋白分解酵素の ト リプ シ ソ や D N A 分解酵素 の 混入 の な い プ ロ テ

ナ ー ゼ E
,
D N A 分子 に 静電気的に 結合する と 考え られ る ポ リーし リ ジ ン に よ り遺伝子 導入 は 強く阻害 され た .

K e y w o r d s dir e c t g e n e t r an Sf e r
,

n a k e d D N A
,
h e p a ri n

, gly c o s a m i n o gly c a n

1 9 9 0年 ,
W olff らは プ ラ ス ミ ド D N A を 単独で マ ウ ス 骨格筋

に 注入 する と
,

そ の プ ラ ス ミ ド D N A 上 の 遺伝子 がそ の 骨格筋

で 発現する こ とを 報告 した
l)

.
こ の 現象は

, 遺伝 子直 接導 入 法

と名付け られ , 主 と して ワ ク チ ン と して の 利用 を 目 的とす る研

究が 進め られ た
2 ト 6)

. ま た
▲

こ の 技術 を応用 して , 遺伝性筋疾患

の 遺伝子治療 の 可能性が 検討 され て きた
T ト 1 0)

. そ の 後 も , 精製

され た D N A そ の もの が
,

どの よ う に 生体の 骨格筋細胞 に 取 り

込 まれ , どの よ う に 核 ま で 運搬され る の か
▲

と い う機序解 明 の

努 力が 続 け られ て い るが
,

残念 な が ら 未だ 不 明 の ま ま で あ

る
11 ト 1g )

. 遺伝子直接導入 法は裸 の D N A が取 り込 まれ る こ と で

注 目 され たが
, 本 当に 裸 の ま ま D N A は取 り込 まれ る の か

, 蛋

白や 脂質な どを D N A 分子 に 付随させ た りす ると遺伝 子導 入 効

率 に 変化が 出て く る の で あろう か
,

ま た
, 骨格筋の D N A 取り

込み 機構は D N A 分子 を取 り込む た め に骨格筋に 本来備 わ っ て

い る の で あろ うか , な どの 疑問が ある .
こ れ らに 対 し

, 本研究

で ほ
, 精製さ れ た D N A が陰性荷電 を もつ 巨大分子で あ る点に

注 目 して
, 同様に陰性荷電 の 巨大分子で ある グ リ コ サ ミ ノ ダリ

カ ン が遺伝子 直接導 入 に お い て 遺伝 子導入 効率に 影響を 与え る

の か 否か を 中心 に
,

D N A 溶液に 骨格筋細胞基底膜機 能 を 修 飾

す る 可能性の ある物 質を加 え
,

そ の 影響 に つ い て 検討 した .

対象お よび方法

Ⅰ . プ ラ ス ミ ド構 築お よびプ ラス ミ ド D N A の 大量調整

p R c/ R S V プ ラ ス ミ ド(I n v itr o g e n
,
S a n D i e g o

,
U S A ) の ラ ウ

ス 肉膵 ウ イ ル ス 長 末端 反 復 配 列 (R o u s s a r c o m a vi r u s lo n g

t e r mi n al r e p e a t
,
R S V- L T R ) 由来の プ ロ モ

ー

タ
ー

下流に 大腸菌

β- ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β-g al a c t o sid a s e
, β- g al) 遺伝子, ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ( c hl o r a m p h e nic ol

a c e tylt r a n sf e r a s e
,
C A T ) 遺伝子 , ある い はホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー

ゼ(1 u cif e r a s e , l u c) 遺伝子 を挿入 し
,

レ ポ ー タ ー 遺伝子と して 使

用 した (図 1) . p R S V,β-g al ほ p S V-β-g al (P r o m e g a , M a di s o n .

U S A ) の β-g al 遺 伝 子 を 含 む Hi n d Ⅲ-B a m H I 断 片 を p R c/

R S V の H i n d 皿-N o tI 領域砿 挿入 し作成 した . p R S V- C A T は

p R c/ R S V の tii n d Ⅲ-N o tI 領域に p S V O- C A T (愛知県心 身障害

者 コ ロ ニ
ー

発達障害研究所 , 滝 沢剛 則博士 よ り供与) 由来の ク

ロ ラ ム フ ェ
ニ コ

ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 遺伝子を含む

Hi n d Ⅲd H p aI 断 片 を 挿 入 し 作 成 し た . ま た
, P R S V-l u c は

P G Vq B (東 洋 イ ン キ
, 東 京) の B glⅡ-H i n d 且【 領 域 に p R c/

R S V の R S V プ ロ モ
ー タ ー

を含む B g 川 - H i n d m 断片を挿入し

作成 した
20)

.

骨格筋 へ の 遺伝子 導入 に 使用 する D N A ほ
,
S a m b r o o k らの

方法に 従 い ア ル カ リーS D S 法 に て 抽 出後 ,
ポ リ エ チ レ ン グ リ

コ ー ル ( p oly et h yl e n e gly c ol
,
S i g m a

,
S t . L o ui s , U S A ) に て 精製し

た もの 使用 した
21)

.

Ⅱ . プラ ス ミ ド D N A の 骨格筋内注 入

生後2 週齢 の ウイ ス タ
ー

系 ラ ッ ト (平均体重 23 g) の 大腿部砿

皮膚切開を加 え
,
大腿四頭 筋を薦 出 した . D N A 溶液の 注入 は,

脳定位装置 ( 図2 ) に 固定 した28 ゲ ー ジ注射針 ( ミ サ ワ
,

東京)

を 用い て
, 露 出され た 大腿四 頭筋を 直接穿刺 して 行な っ た . 注

入 時間は30 秒 間と し
, 注入 後 , 皮膚を縫 合 した . 注入 3 日後 ,

平成 8 年 7 月1 6 日 受付, 平成 8 年 9 月2 6 日受理

A b b r e via ti o n s : β
-

g al , β瑠 ala ct o sid a s e ; C A T
,

C hl or a m p h e ni c ol a c e t ylt r a n s‡e r a s e ; 1 u c
,
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,
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,
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ラ ッ ト骨格筋遺伝 子直接導入 法と 多価陰イ オ ン

ラ ッ ト を断頭屠殺 し, 大腿四 頭筋 を切除 し,
こ れ を レ ポ ー タ ー

遺伝子の 発現量の 測定 に 使用 した ･ 注 入液 は
! 種々 の 濃度に 調

製 し た ヘ パ リ ン (h e p a r in
,
S i g m a) ,

へ パ ラ ソ 硫 酸 (h e p a r a n

s ulf a t e
,
S i g m a) ,

ス ラ ミ ン ( s u r a mi n s o d i u m
,

フ ナ コ シ
, 東

京) ,
デ ル マ タ ソ 硫酸 (d e r m a t a n s u lf a t e

,
S i g m a) ,

ヒ ア ル ロ ン 酸

(h y al u r o n a t e ,
S ig m a) ,

ポリ ーL- リ ジ ン (p ol y- L -1 y si n e
,
S ig m a) ,

ヒ

ス トソ (h is t o n e
,
Si g m a) ,

リポ フ ェ ク チ ン 試 薬 ( GI B C O B R L
,

G aith e r s b u r g ,
U S A ) ,

トリ プ シ ン (t r y p si n
,
S i g m a) ,

プ ロ テ ナ
ー

ゼE ( p r o t ei n a s e K
, 和光純薬, 大阪) !

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ ( c oll a g e n-

a s e
,
S ig m a) ,

へ パ リ ナ
p ゼ (h e p a rin a s e

, S i g m a) の 各溶液に
,

プ ラ ス ミ ド D N A 2 0 p g を加 え ,
1 0 0 FLl の 浮遊液( N a C l O .9 % ) と

した .

Ⅲ . β-

g a l 組織化学染色

D N A (p R S V - B- g al ) 溶液注入 3 日後 ,
そ の 大腿四 頭筋 を切

し ,
ドラ イ ア イ ス に て 十分冷却 した ア セ ト ン 液 内で 急速凍結 を

行な っ た . そ の 凍結筋 か ら ,
ク ラ イ オ ス タ ッ トに て 20 J` m の 連

続切片を 作成 し
, β一

g al 紅織化学染色 を行 な っ た . 0 .2 5 % グル タ

ル ア ル デ ヒ ドを含む 100 m M リ ソ 酸緩衝 液 ( ph o s p h a t e-b uff e r
-

ed s alin e , P B S ) (p H 7 .4) で 4 ℃1 0分 間固定後 ,
氷上 で1 0 分間ず

つ P B S で 3 度 洗 い
,
室温 に て 自然 乾煉 した . 染色 は S a n e s

ら
22)

の 方法に 従い 行 な っ た . 各切片を ,
0 .5 m g/ m トトク ロ

･

ロ ー5 - ブ

ロ モー3 イ ン ドリ ル ーβ- D - ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (4 -

C hl o r o
-5 - b r o m o

-

3 -in d olyl-β｣ } g al a ct o p y r a n o sid e
,

Ⅹ-

g al
,

S ig m a),
2 m M M g C1 2 ,

0 .0 2 % N o nid e t P 40 (S ig m a), 5 m M フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム

[p o t a s si u m f e r ri c y a n id e
,
K ,F e ( C N)6] ,

5 m M フ ェ ロ シ ア ン 化 カ リ

ウ ム [p o t a s si u m f e r r o c y a n id e
,
K .F e (C N )6] を P B S に 溶解 した

反応液で
,
3 7 ℃17 時 間放置後, 滅菌蒸留水 で 洗い エ オ ジ ン で 対

比染色 し観察 した .

Ⅳ . C A T 活性測定

大腿四頭筋の 筋切 片に 溶媒 【25 m M T ris- H C l ( p H 7 .6) ,
2 m M

M g C1 2] 2 0 0 J1̀ を加え 超音波ホ モ ジナ イ ザ ー で 細胞 を破壊 , 続い

て液体窒素 お よび3 7 ℃恒 温槽 に よ る 凍結融 解を 3 回 反復 し
,

1 5 ,8 6 0 g ,
3 0 分速 心 し て 筋 上 清 を 分 離 し た . C A T 括 性 は

R o s e n th al
23)

の 方法 に 準 じて 測定 した . 得 られ た筋上 清 20 iLl に

8 0 pl の 基質液
,
0 .5 /上C i/ m l

14
C - ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ

ー

ル ( D -th r e o-

【dic h l o r o a c et y1 1T
14
C] c hl o r a m p h e n ic ol

,
ア マ シ ャ ム ジ ャ

パ ン
,

東京) ,
2 5 0 m M T ri s←H C l ( p H 7 .6) お よ び 1 m M ア セ チ ル C o A

M 1 3 0 ｢ 1g l n

(A)

581

(a c e th y トc o e n z y m e A
,
S ig m a) を 加え37 ℃60 分保温 した . 続い て

酢 酸 エ チ ル (半井 , 京 都) 50 恥1 を加 え 反応 を 停 止 さ せ た .

1 5 ,8 6 0 g ,
5 分遠心 し酢酸 エ チ ル 層 (上 層) を 回 収 し

, 遠心 エ バ

ボ レ イ ク
ー

V C-9 6 (太陽
,
東京) で蒸発乾固 した . 2 恥1 の 酢酸 エ

チ ル を 加 え ,
シ リ カ ゲル 薄 層 プ レ

ー ト ( M E R C K
,

A r t . 5 73 5
,

D a r m s t a d t
,
G e r m a n y) に ス ポ ッ ト後95 : 5 比の ク ロ ロ ホ ル ム ･

メ タ ノ ー ル 混合液を 溶媒 と して ク ロ マ トチ ャ ン バ ー 内で 展開 し

た . プ レ ー

ト を取出 し風乾 し
,_ イ メ

ー

ジプ レ ー

トB A S - m ( 富士

写真 フ ィ ル ム
, 神奈川) に て24 時間露光 した後 ,

ラ ジ オ イ メ ー

ジ ア ナ ラ イ ザ ー B A l O O (富士 写真 フ イ ル ム ) に よ り ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ ー ル の ア セ チ ル 化率を測 定 した .

Ⅴ . ル シ フ ェ ラ
ー ゼ活性測定

凍結筋切片を氷上 で径 1 m m 程 度に 細切 し
,
4 0 /JI ピ ッ カ ジ ー

ン 緩衝液 (東洋 イ ン キ) , 1 0 p g/ mi ロ イ ペ プ チ ソ (1 e u p e pti n ,

Si g m a) お よび 1 m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ
ニ ル フ ル オ ラ イ

ド(p h e n yl rn e th yls ulf o n y = 1 u o rid e
,
P M S F

,
S ig m a) 2 0 0Ftl を溶解

液 と して
, 氷上 で10 分間静置 した . 軽く 均等 混 合 し た 後 ,

1 5
,
8 6 0 g ,

2 0 分速心 して筋上清を 分離 した .
ル シ フ ェ ラ

ー ゼ 活性

は ル ミ ノ メ ー

タ
ー ( ル ー

マ ッ ト L B 9 5 01 ,
ベ ル ト

ー ル ドジ ャ
バ

ソ
, 東京) を 用 い て 測定 した .

ピ ッ カ ジ ー

ン 発光基質液(東洋イ

ン キ) 10 0 FLl に 2 0 pl の 筋上 清を混和 し
, 相対的発光量(r el a ti v e

li g h t u n it
,
R L U ) を30 秒間測定 した .

Ⅵ ∴統計学的検討

本稿 に 示 す C A T 括性 お よび ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 活性値ほ ,

い ず

れ も異な る筋肉に 別 々 に プ ラ ス ミ ド D N A を注入 した平均値で

あ る . 同 一 バ
ッ チの プ ラ ス ミ ドを 注入 後,

C A T 活性 も しく ほ

ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性を 測定 し
, 異な る条件下 で の 発現量 を比較

した .

得 られ た 成績ほ ,

一

元 配置分散分析法を用 い
,

コ ン ト ロ
ー ル

群 お よ び 各 群間 の 組 み 合 わ せ に つ い て ,
D u n n e t 法 お よ び

T u k e y 法 で 解析 した . 危険率 5 % 以下 を 有意と 判定 した .

成 摸

Ⅰ . β - g al 組織化学染色像 ( 図 3 )

著者の 作成 した ラ ッ ト骨格筋 へ の 遺伝子直接導入 系が磯能 し

て い るか 知る 目的 で
,

プ ラ ス ミ ド住 人 3 日 目 の 骨格筋 の Ⅹ-g al

染色 の 結果を 図 3 に 示 した . 陰性 対照 で は β-g al 陽性細胞 ほ 認

(C)
Fig ･ 1 ･ S c h e m ati c p r e s e n t ati o n of th e r e p o rt e r pl a s mi d s . ( A ) p R S V せ g al

, (B) p R S V - C A T
, ( C) p R S V -l u c . o ri

,
O ri gi n o f

r e plic a ti o n ; A m p
r

, β-1 a c t a m a s e g e n e ; L a c Z
, E s c h e ri c hi a c oli β-g al a c t o sid a s e g e n e ; B G A p oly A

,
b o vi n e g r o w th h o r rn O n e p Oly

a d diti o n al sig n aLl ; M 1 3 0 rigi n
,

M 1 3 b a c t e ri o p h a g e o ri gi n ; S V e a rly p ,
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め られ な か っ た が
,

プ ラ ス ミ ドを注 入 した 骨格筋 で ほ青く染色

され た β一g a l 陽性細胞 が穿刺領域を越 えて 広く散在性 に 認め ら

れ た .

Ⅰ . 種 々 の ゲ ル コ サ ミ ノダ リ カン の遺伝子発項量 へ の 影響

1 .

ヘ パ リ ン の 阻害 作用(図 4)

D N A と 同様 に 巨大分子で あり陰性荷電を持ち う る グ リ コ サ

ミ ノ ダ リ カ ン に 注目 し,
ヘ パ リ ン お よ びそ の 対照 と して 陰性荷

電の 乏 しい ヒ ア ル ロ ン 酸を選択 し
, そ の 阻害効果 の 濃度依存性

を検 討した . 各々 1 0 J堰 か ら 10 0 p g ま での 6 つ の 濃度 群 に 分

け
,

D N A 溶液 に 加 えて 筋注 した . ヒ ア ル ロ ン 酸に は遺 伝 子導

入 効率 に 阻害効果は認 め られ な か っ たが
,
1 0 /唱 の ヘ パ リ ン 群
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に お い て
,

コ ン ト ロ ー ル 群と比較 して遺伝 子導入 効率 に 対す る

有意の 阻害が 認め られ た .

2 .
ヘ パ リ ン 以外の グ ル コ サ ミ ノ ダリ カ ン の 影響 ( 図 5 )

さ ら に ヘ パ リ ン 以外 の グリ コ サ ミ ノ ダリ カ ン で ある へ パ ラ ン

硫酸 !
デ ル マ タ ン 硫酸 ,

ヒ ア ル ロ ン 酸や 低 分子の ヘ パ リ ン 類似

化 合物 であ るス ラ ミ ン に つ い て p R S V -lu c を利用 して 遺伝子発

現 畳の 比較を 試み た が
, 明 らか な 遺伝子導入 効率の 阻害は 認め

られ な か っ た .

Ⅲ . 多価陽イ オ ン の影響 (図 6 )

D N A と静電気的 に 結合す る こ とが 予想 され る 多価陽 イ オ ン

の ポ リーし リ ジ ン を D N A 溶液 に 加 え て 筋注 した場合 に お い て
,

遺伝子導入 阻害 が認 め ら れた ( 図 7 ) . 陽性荷電を 持 っ た 遺伝子

導 入試薬で ある リ ポ フ ェ ク チ ン 試薬に も 中等度の 阻害傾向が 認

め られ た .

Ⅳ . 糞自 分解酵素の 影響 (図 8)

蛋白分解酵 素の ト リ プ シ ン お よ び D N A 分解酵素の 混入 の な

い プ ロ テ ナ ー ゼ K に お い て も遺伝子 導入 効率に 対する 著明な 阻

害 が認め られ た . こ れ に 対 し
,

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ に 明らか な遺伝子

導入 効率の 阻害作用は 認 め られなか っ た .

考 察 ･

著者ほ
, 骨格筋 へ の 遺伝子直接導 入 に お い て

, 高濃度 の ヘ パ

リ ン お よ び ポ リーし リ ジ ン
, 蛋白分解酵素を プ ラ ス ミ ド D N A と

ともに マ ウ ス 骨格筋に 注入 す ると , 有意に 遺伝子導 入効率 の 低

下が 認め られ る こ と を見出 した . 低濃度の ヘ パ リ ン お よ び他の

グリ コ サ ミ ノ グ リ カ ン に ほ 明 らか な 遺伝 子導入 効率の 低下ほ認

め られ なか っ た ･ 蓑 1 は 遺伝子直接 導入法 に よ る遺伝子導入実

験に お い て
, 遺伝子導入 阻害作 用 が 報告 され て い る溶質および

物質 の 一

覧表 で あ る . こ の う ち ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン ほ
,

D N A 聞入 剤 (i n t e r c al a ti n g d r u g) と し て D N A と 結 合 し
,

D N A 合成 を 阻害す る こ と が知 られ て い るが
24)

, 著者 の 見出 した

ポ リーし リ ジ ン の 持 つ 阻害作用 はそ の 陽性荷電 に よ り D N A と

結合す る こ と で 生ず ると 考え られ た .

一

方 ,

ヘ パ リ ン が阻害国

子と な る の は
,

ヘ パ リ ン の 有す る陰性荷電が D N A の 細胞内取

り込み を ほ じめ とす る遺伝子直 接導 入過程 で , D N A と 競合す

る 可能性を 考慮 して い る .

骨格筋 に よ る純粋な D N A の 取 り込 み 発現機構は 不 明で ある

が
,

2 通 りの 可 能性が 指摘され て い る . 第
→

に 直接穿刺に よ り

筋紬胸膜 , 吸合に よ っ て ほ核膜 が破壊 され D N A の 侵入路が形

成 され ると い う 説で ある
15)

. 第二 に 肝臓 ▲ 脾臓
,
皮膚,

肺
,
脳な

どの 他組織に 比 し
, 骨 格筋で 純粋な D N A の 取込 み お よびそ の

発現が 優れ て い るの は
▲ 骨 格筋 の 構造的特徴に 由来す るとする

説 で ある . すな わ ち
,

多核細胞 , 筋小胞休お よ び細胞外液を含

み筋細胞深く 侵入 して い る横細管系 の 存在が
,
D N A の 取り込

み に 重要な 役割 を 果たす と考 え られ て い る
1)1 飢

. 著者が XⅣg al 染

色 で
,

そ の 陽性細胞 の 分布 を観察 した 結果か らは , 直接穿刺に

よ る筋膜破壌機序 で は 説明 が困難 と考え られ た .

骨格 掛 こ特傲的 な輸送系 に 着 目 し て
, 遺伝 子 直接導入 法の 発

見 者 で あ る W olff ら
1 6)

は 陽イ オ ンー金複 合体 ∫
ポ リーL- リ ジ ンー

テ キ サ ス ー レ
ッ ド複合体,

リ ポ フ ェ ク チ ンーD N A 複 合体が
,

マ ウ

ス 骨格 筋の 外膜 を通過 でき な い こ とを 示 し, 陽性荷電脂質複合

体に よ る 生体 で の プ ラ ス ミ ド D N A の 遺伝子 直接導入 は 不 可能

と報告 して い る . また 陰性荷電を 有する 純粋 な D N A ほ外膜を

越え て 小裔や 横細管系 に 侵入 可 能 で ある こ と を示 して い る . L′

か し 同 じく 陰 性 荷 電を 有する ポ リ ー グル タ メ イ ト 金複合体は

極く少量 しか 外膜 を越え る こ と が で きな い こ と も示 され て お

り
,

これ よ り純粋 な D N A ほ 他の 多価陰イ オ ン に ほ な い 固有の

性賀を有す る と考 えらキて い る ･ 彼 らは ポ ト サ イ ト シ ス と呼

ばれる 1 00 0 ～ 2 0 0 0 D a 以下 の 分子 の 取 り込み磯構
25)

を想定して,

プ ラ ス ミ ド D N A の 取 り込 みを 説明 L よう と 試み て い る . プラ
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ス ミ ド D N A が 環状構造を とれ ば , 最 小径 で 2 n m x 4 n m と な

り ,
ポ ト サ イ ト ーシ ス の 経路を 通 っ て D N A が 侵入 する こ とは

充分可能と され るが
, 果た して D N A に 特異的な 取 り込 み機構

が存在する かほ 依然不 明 の ま ま で ある .

一 方 ,
著者 の 実験で 阻害活性が 認め られ た ヘ パ リ ン に つ い て

は ,
R y s e r ら

26)
が 培養細胞系 に お い て

, 低効率な が ら特異 的な

受容体を 介 した エ ン ドサ イ ト ー シ ス で 細胞内に 取 り込ま れ る こ

とを示 して い る .
ヘ パ リ ン の 生体で の 取 り込み ほ証明 され て い

ない が
, 仮に こ の 取 り込み機構が 骨格筋 に 存在す る とすれ ば

,

ヘ パ リ ン と プ ラ ス ミ ド D N A は とも に 多価陰イ オ ン の 巨大分子

であり , 高濃度の ヘ パ リ ン が D N A の 細胞内取 り込み に お い て

競合 してい る可能性 が考 え られ る . こ の 場合 ∫ 阻害様式 に は い

くつ か の 可 能性 が考 え られ るが
, 第

一

に 外膜 レ ベ ル で の 競合,

第二 に D N A と 同 じく ヘ パ リ ン 分子 も外膜を 通過 で きるの で あ

れば
,
小窟 レ ベ ル で の 競 合の 可 能 性 に も考慮 が 必 要 と 思わ れ

る . さ らに B u s c h ら
2T)

ほ H e L a 細胞や 平滑筋細胞に お い て

胞外の ヘ パ リ ン が ヘ パ リ ン 結合蛋白 を介 して 細胞内に取 り込ま

れ∴核 へ 運 ばれ て F o s-J u n 二 量体と結 合 し
一

部の 遺伝 子群 の 発

現を制御す る と報告 して い る .
こ の 様 な系 が骨格筋細胞 に も存

在するとすれ ば ,
D N A と ヘ パ リ ン の 競合ほ 細胞 内 レ ベ ル

, 場

合に よ っ て ほ核内 レ ベ ル ま で 及 ぶ 可 能 性 も あ る .
ヘ パ リ ン と

D N A の 間に 見 られ る競合関係が他 の 多価陰イ オ ン の へ パ ラ ン

硫酸,
デ ル マ タ ン 硫酸 ,

ヒ ア ル ロ ン 酸 ,
ス ラ ミ ソ に も存在す る

可能性も示 唆され るが
, 著者 の 実験 で 有意差が見 られ なか っ た

こと は
, 仮に D N A と ヘ パ リ ン の 競合機構が ある と すれ ば

, そ

の 競合は ある程度 の 特異性を保持 して い る こ と を示 して い る と

思わ れ る . これ に つ い て は
,
M o c z a r ら

28)
が ラ ッ ト の 横紋筋肉腫

細胞に ヘ パ リ ン が結合する性質が あ る こ と か ら
, 横紋筋肉腫細

胞膜か ら ヘ パ リ ン
,

へ パ ラ ン 硫酸 ,
デ ル マ タ ン 硫酸 に 結合する

19 K D a を 主 体とす る蛋白を 検出 して い る , 著 者が 見出 し た結

果の う ち
,

ト リ プ シ ン およ び プ ロ テ ナ ー ゼ E が 著明 な遺伝 子導

入阻害作用 を 持 つ の も, 骨格筋細胞 に お い て も同様 の ヘ パ リ ン

な どの 多価陰イ オ ン を結合する蛋白が
, 筋膜又 は細胞外 に 存在

し
,
D N A の 細胞内取 り込み に 重要な 役割を 果た し て い る こ と

を示唆 して い るの か も しれ ない .

結 論

1 . 遺伝子 直接導入 法に よ り
,
骨格筋の D N A 取 り込 み機構

に 対する 阻害因 子の 研究を行な っ た . 多価 陰イ オ ン
, 多価陽イ

オ ン 両者に 外来遺伝子導入阻害作用 を 認め た .
ヘ パ リ ン と プ ラ

ス ミ ド D N A は とも に 多価陰イ オ ン の 巨大分 子で あり
, 高濃度

の ヘ パ リ ン が D N A の 細胞内取 り込み 系や 輸送系 に おい て 競合

して い る可能性が 考 え られ た .

2 . ポ リーL- リ ジ ン お よ び高濃度 ヒ ス ト ン を は じ め 陽性荷電

を有する脂質に お い て も導入 が阻害 され る こ と よ り ,
D N A の

骨格筋 へ の 導入 に は
, そ の 陰性荷電が 重要と 考え られ た .

3 . 蛋白分解酵素 の ト リ プ シ ン お よ び D N A 分解酵素の 混入

の ない プ ロ テ ナ
ー ゼ 附 こ強い 導 入阻害 が認め られ た こ と よ り ,

遺伝子導入 の 阻害 は蛋白分解酵 素に 混入 す る D N A 分解酵素に

よ る D N A の 分解が そ の 主 因とは 考え られ ず, 筋の D N A 取 り

込みに 筋摸 ,
ま た は細胞外の 蛋白質 が重要な 役割を 果た して い

る ことが予想 された .

4 . 以上 骨格筋肉内 へ の D N A 取 り込 み の 機序 ほ 明 ら か と

なっ て い な い もの の
, 骨格筋細胞の 表 面に も 巨大な 多価陰イ オ
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ン の 分子 を結合 させ る機構が存在する仮説を 提示 した .
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