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Currently,viral vectors are widely used for gene delivery,but there are problems associated with
 

safety and limited targeting characteristics.As a nonviral method,we have demonstrated success-

ful gene transfer by the use of laser-induced stress wave(LISW)both in vitro and in vivo.This
 

paper reviews the principle,setup and characteristics of the LISW-based gene delivery.
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遺伝子治療は，遺伝病ばかりでなく，悪性腫瘍，循環器

病，感染症などさまざまな難病に適用できる夢の治療法と

して注目されているが，これまで期待ほどの成果は上がっ

ていない．その大きな原因のひとつに，標的部位に安全か

つ高効率に遺伝子を導入する技術が確立されていないこと

があげられる．現在最も広く用いられている遺伝子導入法

はウイルスの感染力を利用する方法であるが，安全性が確

立されておらず，臨床応用が進んでいない．そのため，非

ウイルス遺伝子導入法としてさまざまな化学的，物理的導

入法の開発が進められている．物理的導入法としては高電

圧パルス，超音波，遺伝子銃を用いる方法などがあるが，

安全性，導入効率，選択性のいずれにおいても高い性能が

得られる方法は，いまだ存在しない．

レーザーは，空間制御性が高いこと，非接触での応用が

可能なこと，生体安全性が高いことなどの理由により，遺

伝子導入への応用が注目されてきた．これまでに報告され

ているレーザーを用いた遺伝子導入法を表1にまとめ

た ．本稿では，著者らが研究を進めているレーザー誘

起応力波を用いた遺伝子導入法について紹介したい．

1. レーザー誘起応力波を用いた遺伝子導入

1.1 レーザー誘起応力波による薬剤輸送

固体媒質にパルスレーザー光を照射すると，その強度に

応じたさまざまな過程により音波が放出される．強度が十

分に高いと媒質はプラズマ化し，その膨張に伴いレーザー

誘起応力波 (laser-induced stress wave:LISW)と呼ばれ

る強いパルス状の音波が発生する．図1(a)，(b)にそれぞ

れ，LISW 発生の概念図と典型的な圧力波形を示した．レ

ーザー照射ターゲット (吸収材)の上に透明層を設ける

と，プラズマが閉じ込められ，高い圧力のLISW が得られ

る．このLISW を細胞ないし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となる．LISW による薬剤輸送 (ド

ラッグデリバリー)に関しては，Harvard Medical School

の Doukasらのグループが包括的な研究を進め，多くの成

果が報告されている ．しかしながら，遺伝子などの巨

大分子の細胞内輸送には成功していなかった．著者らは，

実験条件の最適化などにより，培養細胞およびラット皮膚

を対象にLISW を用いた遺伝子導入に成功した．以下，そ

の概要について紹介する．

1.2 レーザー誘起応力波による培養細胞への遺伝子導入

細胞を培養したウェルの底部裏面にターゲット (黒色ゴ

ムと透明ポリエチレンテレフタレートの二層構造)を接着

した．ウェル内の培地を緑色蛍光タンパク (enhanced
 

green fluorescent protein:EGFP)をコードしたプラスミ

ドDNA懸濁液 (温度37°Cないし43°C)に置換後，Qスイ

ッチNd:YAGレーザーの第二高調波(波長532nm，パル

ス幅6ns)を上記ターゲットに照射してLISW を発生さ

せた．LISW と相互作用した細胞はウェル底面より剥離す
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るが，これを回収して再培養し，24時間後にEGFPの発

現 (緑色の蛍光)を蛍光顕微鏡により観察した．マウス線

維芽細胞 (NIH3T3)の顕微鏡画像と遺伝子導入効率をそ

れぞれ図2，図3に示す．図3より，LISW の適用により

37°Cにおいて2.3%の導入効率が得られ，導入効率は細

胞の加温(43°C)により約2.5倍上昇することがわかった．

導入メカニズムの詳細は未解明であるが，加温による導入

効率の上昇は，細胞膜の流動性の増大が寄与しているもの

と考えられる．

1.3 レーザー誘起応力波による生体組織への遺伝子導入

ラット背部の皮膚 (真皮)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，その上にターゲット

を接触させレーザーを照射した．ターゲットとレーザーは

上記の培養細胞による実験に用いたものと同様である．単

一パルス照射でルシフェラーゼ遺伝子の導入を試みたとこ

ろ，ルシフェラーゼ遺伝子の発現レベルが照射フルエンス

の増大に伴い上昇することが確認された (最大フルエンス
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表 1 レーザーを用いた各種遺伝子導入法．

方 法 対 象 様 式 光 源(波長) 導入メカニズム 文 献

直接照射 培養細胞(in vitro) 単一細胞処理 Nd:YAGレーザー第三高調波

(355 nm)

細胞膜小孔形成 1-4)

フェムト秒Ti:Sapphireレーザー

(800 nm)

細胞膜小孔形成

(非線形吸収)
5)

同時多細胞処理 Ho:YAGレーザー(2100 nm) キャビテーション 6-8)

生体組織 生体内(in vivo) フェムト秒Ti:Sapphireレーザー

(780 nm)

加熱(非線形吸収) 9)

Nd:YAGレーザー第二高調波

(532 nm)

加熱，光音響効果 10)

生体外(ex vivo) Ho:YAGレーザー(2100 nm) キャビテーション 7)

レーザー誘起応力波 培養細胞(in vitro) 同時多細胞処理 Nd:YA

像 (

ーザー第二高調波

(532 nm)

細胞膜の変形・変性 11)

生体組織 生体内(in vivo) Nd:YAGレーザー第二高調波

(532 nm)

細胞膜の変形・変性 12)

図 1 レーザー誘起応力波 (LISW)の発生法 (a)と典型

的な圧力波形 (b)．

図2 LISW により緑色蛍光タンパク (EGFP)遺伝子の導

入を試みたマウス線維芽細胞の蛍光画像 (a)と微分干渉画

種条

b) ．(a)において，EGFP遺伝子が発現している細胞

が蛍光を発している．レーザーフルエンス1.7 J/cm，温度

43°C．スケールバーは100μmを表す．

図3 各

芽細

件下 (レーザー誘起応力波 (LISW）適用の有

無および温度の違い)におけるマウス線維

子の

胞への緑色

蛍光タンパク (EGFP)遺伝

．

差導入効率 ．誤

偏

棒は標準

を差 す表

学光



1.9J/cm)．図4は，フルエンス1.9J/cm において照射

パルス数を変化させた場合のルシフェラーゼ遺伝子の発現

レベルを示している．3パルスの照射により，照射なし

(プラスミド注入のみ)の場合と比較して2桁以上高い発

現レベルが得られた．図5(a)，(b)はそれぞれ，EGFP遺

伝子を導入した皮膚表面，およびβガラクトシダーゼ遺伝

子を導入した皮膚断面の遺伝子発現分布を示す組織画像で

ある．遺伝子は，同図(a)よりレーザー照射スポットに一

致した直径3mmの領域のみに発現していること，また同

図(b)より，表皮細胞のみに発現していることがわかる．

すなわち，LISW の適応により，部位選択的，組織選択的

な遺伝子導入が可能であることが示された．

以上，LISW を用いた遺伝子導入について紹介した．研

究はまだ基礎的な段階にあるが，使用しているレーザー条

件 (最大フルエンス1.9J/cm)は光ファイバー伝送の可

能な範囲にあり，カテーテルを用いた遺伝子導入システム

の実現が期待される．
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図4 LISW によるラット皮膚へのルシフェラーゼ遺伝子の導

入．遺伝子発現レベルの照射レーザーパルス数依存性 ．レー

ザーフルエンス1.9 J/cm．誤差棒は標準偏差を表す．(p＜

0.05, p＜0.001)

図 5 LISW により遺伝子導入を行ったラット皮膚の遺伝

子発現分布 ．(a)皮膚上方より観測した緑色蛍光タンパ

ク (EGFP)遺伝子の発現分布．(b)皮膚断面におけるβガ

ラクトシダーゼ遺伝子の発現分布．(a)より遺伝子が照射

レーザービーム径に一致した領域に選択的に発現している

ことが，また (b)より表皮に選択的に発現していることが

わかる．レーザーフルエンス1.9 J/cm，照射レーザーパル

ス数3．
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