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［目的］ 
 先天性遺伝子欠損症、癌などの難治性疾患に対する治療法として、遺伝子治療が期

待されている。腹膜線維症や癌の腹膜播種など腹腔内組織の難治性疾患に対しても遺

伝子治療が有望であり、腹腔内組織への効率的かつ安全な遺伝子導入法の研究開発が

重要となる。ウイルスベクターは、遺伝子導入効率の面で有用であるものの、安全性

の問題がある。安全性の高いベクターとしてプラスミド DNA (pDNA) が挙げられる

が、pDNA の腹腔内投与における遺伝子導入効率は低く、将来的な臨床応用を考える

上で、より効率的かつ安全な遺伝子導入法の開発が望まれる。 
 本研究においては、組織選択性を高める目的で、組織表面に塗布する pDNA 含有軟

膏剤の開発を行い、さらに塗布操作による摩擦の影響を解析した。得られた情報を基

に研磨剤である炭酸カルシウムを用いた in vivo 遺伝子導入法を考案した。製剤学的特

性の向上を目的に新規炭酸カルシウム粒子の開発も行い、得られた炭酸カルシウム粒

子の製剤学的特性および有効性を評価した。さらに腹腔内組織全体への in vivo 遺伝子

導入に応用し、開発した炭酸カルシウム粒子の有効性および安全性を評価した。 
 
［方法］ 
In vivo 遺伝子導入：レポーター遺伝子として細胞内局在型ルシフェラーゼ、分泌型ル

シフェラーゼ、あるいは緑色蛍光タンパク質をコードした pDNA を用いた。ddY 系雄

性マウスまたは Wistar 系雄性ラットに対し、麻酔下、開腹してマイクロピペットによ

り pDNA を胃漿膜表面に滴下投与した。投与前後に薬匙により摩擦を加え、摩擦の影

響を解析した。pDNA 含有軟膏剤は薬匙を用いて塗布した。pDNA 含有炭酸カルシウ

ム懸濁剤の投与においては、開腹せず腹壁越しに胃漿膜表面または腹腔内へ針付きシ

リンジを用いて投与した。一定時間経過後、遺伝子導入効率を測定した。また、腹腔

内液中および血漿中の TNF-α濃度、LDH 活性を測定することで安全性を評価した。 
新規炭酸カルシウム粒子の合成：卵黄レシチンを溶解したジエチルエーテルに対し、

ボルテックスしながら炭酸ナトリウム水溶液と塩化カルシウム水溶液を順次混合す

ることで、新規炭酸カルシウム粒子を得た。 
 
［結果］ 
I. 摩擦による胃漿膜表面への遺伝子導入 
 胃漿膜表面での pDNA の滞留性および組織選択性の向上を目的にカルボキシメチ

ルセルロースナトリウム (CMC-Na) を軟膏基剤とした pDNA 含有軟膏剤を作製し、

ラットの胃漿膜表面に薬匙を用いて塗布したところ、組織選択性のみならず遺伝子発

現が顕著に増大した。遺伝子発現の増大メカニズムを解析したところ 1)、pDNA 溶液

を胃漿膜表面へ滴下後に薬匙で摩擦を加えることで、CMC-Na を含まない条件でも高

い遺伝子発現を示した。また、pDNA 溶液を滴下する前に摩擦を加えたときには遺伝

子発現が増大しなかったことから、摩擦を加える時点で細胞近傍に pDNA が存在する

必要があるものと推察された。 
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