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要 約

目 的：Helios gene gunシステムを用いて，家兎角

膜内皮に金粒子に付着させた DNAを直接撃ち込み，遺

伝子導入の効果を観察することを目的とした．

対象と方法：金粒子に付着させた蛍光蛋白(GFP)遺

伝子を家兎の培養角膜内皮細胞へHelios gene gunシ

ステムを用いて導入した． では角膜片の内皮面

から GFP遺伝子を導入後，直ちに移植に供した．GFP

遺伝子の発現は蛍光顕微鏡を用いて観察した．さらに，

光学顕微鏡，走査電子顕微鏡による組織学的観察を行っ

た．

結 果：培養内皮細胞では，最適なヘリウム圧

psiで細胞障害なく，約 の導入効率があった．移植

片ではヘリウム圧 psiで，内皮細胞のみに GFPの

発現が観察された．組織学的観察では組織的傷害がな

く，撃ち込んだ金粒子が角膜内皮のみに入っていること

が確認された．

結 論：Gene gunは一度の撃ち込み操作で，同時に

多数の細胞に遺伝子を導入することができ，外来遺伝子

を発現させることができることから，角膜内皮細胞の修

復，疾患の治療の改善を目指したが，応用に至るまでに

はなお，技術的な問題の改善を必要とする．(日眼会誌

： ― ， )
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Abstract

：To examine the efficiency of particle-

mediated gene transfer into rabbit corneal endothe-

lium with a Helios gene gun system.

：Using gene gun, plasmid DNA coding
 

for green fluorescent protein(GFP)was transfer-

red into cultured rabbit endothelial cells and rabbit
 

corneal grafts from their endothelial site.Then the
 

transferred corneas were transplanted as auto-

grafts. The GFP expression was detected by fluor-

escence microscopy. Histological examination of
 

corneas was performed by light microscope and
 

scanning electron microscope.

：In cultured rabbit endothelial cells, the
 

transfection efficiency without damage to cells was
 

about under optimized helium pressure of

psi. In , the GFP expression was limited to
 

endothelial cells of the grafts at psi. The his-

tological findings from light and scanning electron
 

microscopy of the grafts showed no severe mechani-

cal damage in endothelial cells penetrated by gold
 

particles.

：The helios gene gun system success-

fully transferred genes into corneal endothelial
 

cells. However, further studies will be required to
 

obtain the stable results of the particle mediated
 

gene transfer into the endothelial cells of corneal
 

grafts for clinical practice.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi (J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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緒 言

角膜内皮細胞は正常なバリア機能によって維持される

水和作用，厚さ，透明性の維持に対する基本となる一層

の細胞として存在する ．ヒトを含む多くの哺乳類の角

膜内皮細胞はほとんど増殖能を持たず，加齢とともに細

胞数が減少する ．したがって，加齢や角膜疾患，眼内

手術操作による内皮細胞の減少は現状では防ぐことがで

きず，現在の臨床では角膜移植が不可逆性の角膜混濁に

対する唯一の治療法であり，角膜移植片(ドナー角膜)の

内皮細胞をできるだけ長く保持すること，移植後の拒絶

反応などの治療はなお重要な課題である．

最近の分子生物学の進歩によって，様々な疾患に対す

る遺伝子治療の研究が進み，遺伝子導入に関しても種々

な方法が試みられている．移植前に，ドナー角膜の修復

および免疫抑制操作が可能になれば，角膜内皮細胞の機

能不全による水疱性角膜症の予防に，また，拒絶反応の

制御が期待できる．角膜および角膜内皮への遺伝子導入

の試みはアデノウイルスベクターを用いる試みがなされ

ている ．しかし，癌化や感染の心配から，リポソー

ムのような非ウイルス性のベクターによる遺伝子導入の

試みがなされ，これらは安全で毒性も低いが，遺伝子導

入の効率が低い ．これを避ける試みとして，電気パ

ルスによって遺伝子を導入する試みもなされ ，実際

に遺伝子を導入して角膜の混濁を減少させることに成功

している ．

Gene gunシステムは，DNAをコーティングした金

粒子を高圧ヘリウムガスによって，ショットガン的に細

胞内に撃ち込む方法で，核内にDNAを直接導入するこ

とが可能であり，分裂しない細胞でも外来遺伝子を発現

させることができる．今まで，皮膚，肝臓，筋肉，神経

細胞など様々な臓器への遺伝子導入が報告 されて

いる．

本研究はHelios gene gunシステムを用いて，家兎角

膜内皮培養細胞に遺伝子の導入を行い，green fluor-

escent protein(GFP)遺伝子の発現を調べた．さらに，

家兎角膜移植片を作製し，内皮側から gene gunによっ

て遺伝子を導入後，直ちに角膜移植に供し，移植後の遺

伝子発現および障害の程度を調べ，ex vivoでの遺伝子

導入の可能性を検討した．

対 象 と 方 法

1．Gene gunシステム

遺伝子導入はプラスミドDNAを付着させた金粒子

を，直接細胞核内に高圧ヘリウムガス(100～1,000psi)

によってショットガン的に導入するHelious gene gun

システム(日本Bio-Rad社)を用いた．導入するDNA

を含む gene gun用カートリッジの作製はHelios gene
 

gunの操作マニュアルに従った．0.6μm金粒子25mg

に0.05M spermidine 50μlを加えてボルテックスミキ

サーで振盪し，3～5秒超音波洗浄機で洗浄する．5μg

のベクターを加えて，再び5秒間ボルテックスミキサー

で振盪する．振盪しながら1M CaClを 50μl加えて10

分間放置する．沈殿した金粒子をエタノール(99.5％)で

3回洗浄後，完全に脱水する．最後に0.001M poly-

vinylpyrrolidone(PVP)溶液で調整した金粒子を金粒子

コート用チューブに入れ，乾燥させる．1個のカートリ

ッジ当たり約0.5mgの金粒子，0.1μgのベクターを含

むように作製した．

2． での培養細胞への遺伝子導入

日本家兎の角膜から内皮細胞のみを取り出し，10％

ウシ血清(FCS)を加えたDulbeco’s modified Eagle’s
 

medium(DMEM)により培養を行い，実験には継代1

代目の細胞を使用した．遺伝子導入の発現を検討するた

めに，GFPをコードするpEGFP-C1ベクター(CLON-

TECH Lab. Inc.,CA,米国)をリポーター遺伝子として

用いた．35mmの培養シャーレに内皮細胞が80％に達

する状態の時，培養シャーレの培養液を取り除き，銃口

から細胞までの距離を1.5cmに保ち，ヘリウムガスを

100～200psiまで20psiずつ変化させて，培養内皮細胞

へ撃ち込み，直ちに培養液を加えて24時間以上培養後，

細胞に対するダメージおよびGFPの発現量を検討し

た．細胞に対するダメージは倒立位相差顕微鏡検査で細

胞の形態を観察し，細胞生体染色法(0.2％トリパンブ

ルー)で死細胞数を数えた．

3． での角膜内皮細胞への遺伝子導入

日本家兎を塩酸ケタミン(ケタラール )およびキシラ

ジン塩酸塩(セラクタール )筋肉内注射で麻酔し，7.5

mmトレパンで角膜移植片を作製した．移植片の内皮

面を上側になるようにシャーレに移し，ヘリウムガスの

物理的影響を考慮して，ヘリウム圧の衝撃防止用に内眼

手術保護剤として用いられている粘弾性物質ヒアルロン

酸ナトリウム溶液Healon (平均分子量190～390万)3

滴を内皮面にのせて，1.5cm距離で120，140，160psi

のヘリウム圧で撃ち込み，直ちに角膜片を180度回転し

て，10-0ナイロン糸で16針端々縫合後，飼育した．

4．蛍光顕微鏡による GFP遺伝子発現の観察

撃ち込みから1，3日間培養した内皮細胞を4％パラ

ホルムアルデヒドで固定後，蛍光顕微鏡を用いて内皮細

胞でのGFPの発現を観察した．一方，移植した角膜片

は移植72時間後に取り出し，同じく4％パラホルムア

ルデヒドで固定後，蛍光顕微鏡によりGFPの発現を観

察した．遺伝子導入の効率は蛍光顕微鏡を用い，200倍

率で中央部直径約6mm範囲の3か所の異なる部位で

全体細胞および蛍光が光る細胞を数え，導入率を算出し

た．

5． の実験における組織学的観察

移植72時間後の家兎を過剰ペントバルビタールナト
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リウム(ネンブタール )で処理後，眼球を摘出，角膜片

を2.5％グルタールアルデヒドで固定し，パラフィン包

埋した．切片をヘマトキシリン・エオジン(HE)染色を

行い，光学顕微鏡で観察し，ヘリウム圧の変化により角

膜内に入る金粒子の深さ，角膜組織の物理的傷害の程度

を検査した．さらに，固定した角膜片をアルコールで脱

水後，臨界点乾燥，金蒸着し，走査顕微鏡(SEM)で観

察を行い，内皮細胞の傷害の度合いを調べた．

結 果

1． の実験におけるヘリウムガス圧による

細胞への障害度と遺伝子導入効率

ヘリウムガス圧を100～200psiまで20psiずつ調節

して培養細胞に撃ち込み，細胞への障害の程度と遺伝子

導入効率をみた結果，撃ち込みのガス圧を上昇させるに

つれて，細胞に対する障害は増大した(図1)．生体染色

による細胞の観察では，100，120psiではほぼ正常と同

様にトリパンブルーに染まった死細胞はみられなかった

(図1，2A)が，140psiでは約4％の死細胞が観察され

た(図1，2B)．160psiでは中央部の細胞が散乱し始め，

70％を超える死細胞が観察された．さらに180psiを超

えると，ほぼ100％に達する物理的悪影響がみられた

(図1，2C)．

遺伝子導入の対照群としてGFPを付着してない金粒

子を100，120，140psiで導入した細胞では，蛍光が光

る細胞はみられなかった(データは示さず)．GFPを導

入した細胞の観察では，培養1日後，3日後ともに，

角膜内皮細胞への遺伝子導入・魯他

図 2 での角膜内皮培養細胞におけるヘリウムガス圧に対するとトリパンブルー生体染色による

死細胞の観察．

Ａ：100psi，細胞の障害はほとんどみられない．Ｂ：140psi，細胞の障害がみられる．Ｃ：180psi，中

央部の細胞はほとんど破壊される．バーは100μm

図 1 ヘリウムガス圧と細胞へ障害および遺伝子導入効

率．

横軸はヘリウムガス圧(psi)，縦軸は生体染色による

死細胞の率と蛍光蛋白(GFP)発現細胞の率を示す．

：死細胞 ：導入された細胞
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100psiではGFPの発現がみられなかった(図3A)が，

120，140psiでは中央部6mm範囲の細胞内で蛍光が鮮

やかに核内を含めた細胞全体に広がる細胞がみられた

(図3B，C)．120psiでは約7％，140psiでは約11％

の導入効率であった(図1)．160psi以後は細胞に対す

る物理的悪影響が大きいため，導入効率を算出すること

ができなかった．

2． での遺伝子発現

遺伝子撃ち込み後に移植した角膜片は72時間後には

ほとんど透明になった．手持ち細隙灯顕微鏡検査では顕

著な傷害や感染症はみられなかった．取り出した強角膜

片には，培養細胞と同様な蛍光パターンを示す内皮細胞

が観察された．Healon をのせた角膜内皮にヘリウム

圧140psiで撃ちこんだ角膜片中央部では最高4％の細

胞への遺伝子導入がみられた(図4A)．角膜内での内皮

図 3 角膜内皮培養細胞における GFP遺伝子発現．

Ａ：100psi，導入3日後．細胞へのGFPの発現はみられない．Ｂ：120psi，Ｃ：140psi：ともに細胞内に

蛍光が核内を含めて細胞全体に広がるGFPの発現がみられる．バーは25μm

図 4 での遺伝子発現．

Healon をのせた家兎角膜内皮に遺伝子を撃ち込み，移植後72時間経過後の角膜内皮でのGFPの発現．

Ａ：140psi，左下は拡大したもの．Ｂ：160psi．バーは50μm
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細胞が完全な平面でないこと，安全性のために内皮面に

のせたHealon の定量ができないことから，その再現

性は低かった．160psiで撃ちこんだ角膜片でもGFPの

導入がみみられたが，細胞への障害が考えられる異常な

細胞内の蛍光蛋白の局在が観察された(図4B)．

ヘリウムガスの圧力の変化による角膜内に入る金粒子

の深さを検討するために行った光学顕微鏡での組織学的

観察では，Healon なしのヘリウム圧120psiでは角膜

内皮傷害がみられた(図5A)．ヘリウム圧120psiで，

Healon をのせた角膜内皮には金粒子が入っていな

かった(図5B)．ヘリウム圧140psiでは，金粒子が内

皮に局在して入った(図5C)．しかし，ヘリウム圧160

psiを超える場合，内皮細胞の傷害がみられ(図5D)，

蛍光顕微鏡で観察した細胞内での異常なGFPの局在を

示す内皮細胞への障害を確かめた．走査電子顕微鏡によ

る観察では角膜内皮細胞に入っていると思われる金粒

子，細胞膜を貫通せずに膜に付いている金粒子がみられ

た(図6)．また，細胞に障害を与えると考えられる凝集

した金粒子もみられた．
考 按

我々は gene gunシステムを用いて内皮細胞への遺伝

子導入を試みた．Gene gunシステムは細胞や組織に直

図 5 光学顕微鏡での組織学的観察．

角膜の組織切片によるガスの圧力と金粒子の有無，金粒子の深さの観察．Ａ：120psi(Healon なし)．

Ｂ：120psi(Healon あり)．Ａ，Ｂともに金粒子は観察されない．Ｃ：140psi(Healon あり)，内皮細

胞の傷害がみられず，金粒子(矢印)が内皮に局在している．Ｄ：160psi(Healonあり)．内皮の障害がみら

れる．(＊)は不適応なガス圧力で内皮細胞を破壊され，露出したDescemet膜を示す．バーは50μm

図 6 走査電子顕微鏡による観察．

角膜内皮細胞層を走査電子顕微鏡で観察したもの．矢印

は金粒子．バーは5μm
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接金粒子を撃ち込んで，遺伝子を導入することから，導

入操作が簡単かつ迅速である．また，細胞の種類を問わ

ず，in vivo，in vitroでの導入が可能である．さらに，

必要とするDNAサイズ，量を問わず一度にたくさんの

細胞に撃ち込める．Gene gunを用いての研究は，皮

膚 ，肝臓 ，脳，神経細胞 ，口腔粘膜 など多数の

細胞，臓器に遺伝子を導入した報告がある．さらに，

Tanelianら は角膜上皮にリポーター遺伝子を導入し

て発現し，Shiraishiら は keratin12のプロモターを

角膜，結膜，皮膚などに導入して角膜のみに効果的に遺

伝子を導入できたことを報告している．

遺伝子導入法は簡便で，かつその発現が目的とする臓

器もしくは細胞に限定できるものが理想的である．角膜

内皮細胞においても今までに様々な方法での遺伝子導入

が試みられている．アデノウイルスなどウイルスベク

ターを用いての実験では ex vivoでの角膜内皮への遺伝

子導入，発現に成功したが ，上皮細胞，実質細胞への

導入もみられ，目的の内皮のみに限られなかった．In
 

vivoでの導入も内皮以外に，虹彩や強膜など，他の組

織にも僅かだが導入遺伝子の発現がみられた ．安全性

の高いリポソームなどは導入効果があまり期待できず，

相対的に遺伝子発現レベルが低い などの問題がある．

我々は gene gun導入法で短時間，1回のショットで家

兎の培養角膜内皮細胞，角膜片の内皮細胞に直接遺伝子

を導入できた．角膜片は ex vivoの実験においては，内

皮細胞が外界に十分に暴露されるため，遺伝子導入操作

が容易であり，観察しながら遺伝子を直接撃ち込むこと

ができる利点もある．もし，これが安全かつ一定の結果

を得ることができれば，先天角膜内皮疾患もしくは傷害

を受けた角膜内皮を修復するauto-graft遺伝子導入実

験モデル作製の可能性を秘めるものであるが，いかなる

方法であれ，一層の内皮細胞への遺伝子導入は極めて困

難であり，実用にはかなりの改良が必要と思われる．

Gene gunは金粒子を高圧ヘリウムガスによってシ

ョットガン的に細胞内へ撃ち込む方法をとるため，目的

の組織によってガス圧を決めることが重要である．アガ

ロースゲルおよび組織での撃ち込みの圧力と金粒子の貫

通の深さは対数曲線を示す関係があり ，角膜上皮では

低いガス圧では遺伝子導入はみられず，逆に250psiを

超えるガス圧では組織の障害が生じた ．同様に，本研

究では培養内皮細胞への遺伝子導入は1.5cm距離で，

120psi以下のガス圧では細胞障害がみられなかったが，

140psiからは細胞に傷害が生じるのが確認された(図

1)．遺伝子導入した角膜移植片の組織学的観察において

もガス圧が120psiを超えると細胞に傷害が生じ，その

物理的影響に対する対策が必要であった．この点の改良

として，細胞に直接撃つのではなく，間にクッションに

なるものをおいて撃ち込むと障害を防ぐことができる．

Tanelianら は parafilmを使用し，角膜上皮を保護し

た結果，傷害なく角膜上皮への遺伝子導入ができること

を報告している．Loら は nylon meshを利用して弱

い神経細胞への導入に成功している．我々は内眼手術に

使う粘弾性物質Healon をのせて内皮細胞を保護して

撃ち込んだ結果，光学顕微鏡検査で示したように安全に

細胞内に入った金粒子が確認できた(図5C)．走査顕微

鏡では金粒子が細胞表面に残っていると思われるもの，

半分貫通したものや，1つの細胞に幾つもの金粒子が固

まって入った部分も観察され，細胞に何らかの傷害が生

じた所見がみられた．これは，遺伝子銃用の弾の作製が

難しく金粒子を金粒子コート用チューブに均一に付着で

きなかったことなどが原因であると思われる．角膜上皮

導入において0.6μm金粒子は目的の圧力で角膜上皮の

みに発現されたが，1.0，1.6μmの金粒子はBowman

膜または実質前層まで入っていた ．このことからも金

粒子の大きさが貫通力や障害と関係があると考えられ

る．今回の実験では直径0.6μm金粒子を用いたが，ガ

ス圧による高い貫通力と凝集した金粒子が一緒に1つの

細胞に入った場合，一層である内皮細胞への障害は大き

いと考えられた．細胞や組織への障害を小さくするため

には現在市販されている最小の0.6μm金粒子より，さ

らに小さい金粒子を使うことにより，障害を減少させる

ことができると考えられた．

本研究はヒト生体内では増殖能を持たない角膜内皮細

胞に修復性を持たせるように遺伝子を導入することを目

的に挑戦したもので，障害なく，かつ安全に導入できる

条件を重要目的として導入効率を検討した．ヘリウムガ

ス圧100psiでは細胞障害がなかったが，細胞への遺伝

子導入がみられず，140psiでは11％の導入率を得た

が，細胞への障害がみられた．120psiは細胞障害がほ

とんどなく，培養細胞への遺伝子導入ができる最適ガス

圧であった．培養細胞では7％の導入効率があり，

Shillitoeら の口腔癌細胞での7％の遺伝子導入効果

と同様な結果を示した．また，Healon をのせた角膜

片にヘリウムガス圧140psiで撃ち込んだ ex vivoでの

遺伝子導入は最大4％の導入結果が得られ，脳組織で

の2％の結果 より高かったが，その再現性は低かっ

た．これは角膜片が湾曲であり，内皮面にのせたHe-

alon が中央部に流れること，移植手術操作が何らかの

内皮細胞に障害を与え，導入効果が落ちる可能性，また

1個のカートリッジに均一に金粒子をつけることが困難

で，金粒子が細胞内に多量に入っているにもかかわら

ず，角膜移植後のGFPの発現が，それほどでもないの

は金粒子に遺伝子が上手くコーティングされていないな

どの技術的な問題が考えられる．

眼科領域での遺伝子治療はまだ歴史が浅く，実験的要

素を含んでいる．遺伝子導入効率と遺伝子発現レベルが

低いなどにより，有効性が確認されたものはまだほとん

どない．本研究の gene gunを用いた内皮細胞への遺伝
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子導入は新しい角度からの治療法を開拓することを目指

す点で，将来的には画期的な医療技術になるものと予想

されるが，臨床の応用までは今後の研究が望まれる．
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