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緒 言 

 
遺伝子治療法は、単回の遺伝子導入で長期的な効果が得られる点において優れた治療法である［1］。しかしながら、

体内に直接遺伝子を導入する in vivo 遺伝子治療法は、遺伝子機能の発現効率が低いことや発現期間の制御が困難であ

ること、さらには生体に対して遺伝子を直接導入することによる過剰な免疫応答の危険性など、臨床応用には未だ多く

の課題が残されている。こうした in vivo 遺伝子治療法における問題点を解決する方法として、生理活性物質をコード

する遺伝子を導入した細胞を生体に移植する治療法が注目されている［2］。この細胞移植による遺伝子治療法は、患者

の体内に遺伝子を直接導入する必要がなく、細胞を一度移植するだけで持続的に生理活性物質を放出できることから、

細胞を生理活性物質の放出プラットフォームとした効率的な疾患治療が可能である。これまでに、抗腫瘍活性を有する

インターフェロンベータ発現間葉系幹細胞を担癌マウスに移植することによるがん治療や、造血因子のエリスロポエチ

ン発現筋芽細胞を貧血マウスに移植することによる貧血治療の成功例などが報告されている［3，4］。しかしながら、

これらの治療効果は一時的であり、それぞれのタンパク質を投与するよりもわずかに長い期間作用する程度に過ぎない

ことが問題として指摘されている。その理由として、細胞移植による遺伝子治療法においては、大半の細胞が移植直後

に死滅することが挙げられる。したがって、疾患治療に必要な生理活性物質を長期的に患者へ供給するためには、移植

細胞において安定に遺伝子を発現させることと、生存率および生存期間を向上する必要があると考えられる。移植細胞

の生存期間の延長を目的とした数々の検討は国内外で試みられており、中でも細胞のカプセル化は極めて優れた方法で

あることが実証されている［5］。中でも、アルギン酸カプセルはアルギン酸のカルボキシル基にカルシウムイオンが結

合して形成される不溶性ポリマーを応用した構造体であり、調製時の操作が極めて簡便であるだけでなく、細胞や化合

物をカプセル内に安定に固定できる特徴を有する。そこで本研究では、安定に目的遺伝子を発現する細胞を樹立すると

ともに、細胞封入アルギン酸カプセルが生体内で長期的に生理活性物質を放出可能であることを実証することで、従来

の in vivo 遺伝子治療法と比較して安全性が高く、生体に移植した細胞が持続的に遺伝子機能を発現可能な遺伝子治療

システムの開発を試みた。 
 

方 法 

 
1． 細胞の培養 
マウス間葉系細胞C3H10T1/2細胞は賀川裕貴博士（前・京都薬科大学）より供与いただき、15 FBS、0.15炭酸

水素ナトリウム、100 units/ml ペニシリン、100 mg/ml ストレプトマイシン、2 mM L-グルタミンを添加したDMEM
培地で培養した。NanoLuc luciferase（Nluc）を安定発現するC3H10T1/2/Nluc細胞は、Lipofectamine 3000を用い

て、C3H10T1/2細胞にpEBMulti-Nlucプラスミドを遺伝子導入した後、1,500μg/mL G418で選択することにより樹

立した。C3H10T1/2/Nluc細胞はC3H10T1/2細胞と同様の条件で培養した。 
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2． 適切な強度を有するアルギン酸カプセルの調製 
Fluorescein isothiocyanate-dextran（FD）4を10 mg/mLとなるように水で溶解し、続いて0.25、0.5、1となる

ようにアルギン酸ナトリウム（MP Biomedicals 社）を溶解させることで FD4 含有アルギン酸ナトリウム溶液を調製

した。FD4含有アルギン酸ナトリウム溶液 10μLをピペットマンで採取し、1、2.5、5、10の塩化カルシウム溶液に

滴下することでFD4封入アルギン酸カプセルを作製した。その後、カプセルの形状を顕微鏡で確認した。 
3．様々な密度で細胞を封入したアルギン酸カプセルにおける経時的な細胞数の評価 

C3H10T1/2/Nluc 細胞を1×10２、1×10３、1×10４、1×10５ cells/capsuleとなるように1アルギン酸ナトリウム

溶液で懸濁し、それぞれ 10μL を 10塩化カルシウム溶液に滴下することでカプセル化した。作製した細胞封入アル

ギン酸カプセルを細胞培養プレートで培養し、培地を2日ごとに交換した。培地交換の際に、回収した培養上清中のル

シフェラーゼ活性を測定することで、細胞の生存率を評価した。 
4．DiI標識C3H10T1/2細胞封入アルギン酸カプセルの凍結切片作製 

C3H10T1/2細胞を10μMの赤色蛍光色素DiIで標識した。DiI標識C3H10T1/2細胞を5×10３ cells/capsuleとな

るように上記と同様の方法でアルギン酸カプセルに封入した。得られた細胞封入カプセルを包埋容器に移し、Tissue-
Tek O.C.T. Compound を流し込んだ後、液体窒素を用いて凍結させた。その後、クライオスタットを用いて凍結切片

を作製し、蛍光顕微鏡を用いてDiI標識C3H10T1/2細胞由来の赤色蛍光を観察した。 
5．マウスに移植した細胞封入アルギン酸カプセルにおける細胞の生存率評価 

C3H10T1/2/Nluc 細胞を 5×10４ cells/capsule となるようにアルギン酸カプセルに封入し、10 個のカプセルを 
C3H/He マウスの腹腔内に移植した。対照群として、C3H10T1/2/Nluc 細胞懸濁液を 5×10５ cells/100μL となるよ

うに腹腔内に投与した。その後、経日的に血中ルシフェラーゼ活性を測定した。動物実験は東京理科大学薬学部の動物

実験実施規程に則ってプロトコルを作成し、動物実験委員会によって承認を受けて実施した。 
6．統計処理 
実験結果は、Student's t-testにより有意差検定を行い、p値が0.05未満を統計学的に有意であるとした。 

 
結 果 

 

1． アルギン酸カプセルの形状 
様々な濃度のアルギン酸ナトリウムおよび塩化カルシウムで FD4 封入アルギン酸カプセルを作製したところ、それ

ぞれの濃度の上昇に伴い明瞭な形状のアルギン酸カプセルが得られた（図1）。そこで、細胞をカプセル内に安定に封入

するために、最も高い強度のカプセルが得られた1アルギン酸ナトリウム溶液および10塩化カルシウム溶液の条件

を選択した。 
2． 様々な細胞密度で封入したアルギン酸カプセルにおける細胞数の変化 

1×10２および 1×10３ cells/capsule で封入した場合、C3H10T1/2/Nluc 細胞由来のルシフェラーゼ活性は培養開始

から約 7 日間まで時間の経過とともにやや増大する傾向が見られ、その後一定のルシフェラーゼ活性を示した。一方、

1×10４および 1×10５ cells/capsule で封入したC3H10T1/2/Nluc 細胞由来のルシフェラーゼ活性は時間の経過ととも

に減少し、その後一定のルシフェラーゼ活性を示した。いずれの場合も、最終的には1×10３～1×10４ cells/capsuleに
相当するルシフェラーゼ活性が維持された（図2）。 
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図 1．様々な濃度のアルギン酸ナトリウム溶液および塩化カルシウム溶液で調製した FD4 含有

アルギン酸カプセルの形状 
0.25、0.5、1のアルギン酸ナトリウム溶液および1、2.5、5、10の塩化カルシウム溶液で調製した

アルギン酸カプセルの形状。カプセル内にはFD4を内包した。スケールバーは500μm。 
 

 
図2．様々な細胞数でアルギン酸カプセルに封入したC3H10T1/2/Nluc 細胞のルシフェラーゼ活性の経時変化 

C3H10T1/2/Nluc 細胞を 1×10２、1×10３、1×10４、1×10５ cells/capsule となるようにアルギン酸カプセルに封入

した。2日おきに培地交換を行い、回収した培養上清中のルシフェラーゼ活性を経時的に測定した。 
〇：1×10２ cells/capsule、●：1×10３ cells/capsule、□：1×10４ cells/capsule、■：1×10５ cells/capsule。 
実験結果は4サンプルの平均（±SD）で示した。 
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3．アルギン酸カプセル封入細胞の凍結切片 
DiI 標識C3H10T1/2 細胞を 5×10３ cells/capsule となるようにアルギン酸カプセルに封入し、凍結切片を作製した

結果、カプセル内に細胞由来の赤色蛍光が点在する様子が観察された（図3）。 

 
図3．DiI 標識 C3H10T1/2 細胞封入アルギン酸カプセルの凍結切片画像 

DiI 標識 C3H10T1/2 細胞を5×10３ cells/capsuleとなるようにアルギン酸カプセルに 
封入した。切片の観察には蛍光顕微鏡を用いた。スケールバーは 500μm。 

 
4．マウスに移植したC3H10T1/2/Nluc細胞封入アルギン酸カプセルの細胞生存率 

Hanks 液で懸濁したC3H10T1/2/Nluc 細胞を腹腔内に投与後のマウスの血中ルシフェラーゼ活性は、時間の経過と

ともに減少した。一方、C3H10T1/2/Nluc細胞を封入したアルギン酸カプセルをマウスの腹腔内に投与後のマウスの血

中のルシフェラーゼ活性は移植後から12日間ほぼ一定の値を示し、移植から4日目以降は懸濁細胞と比較して有意に

高い血中ルシフェラーゼ活性を示した（図4）。 
 

 

図4．C3H10T1/2/Nluc 細胞封入アルギン酸カプセルを移植したマウスの血中ルシフェラーゼ活性の経時変化 
C3H10T1/2/Nluc 細胞を 5×10４ cells/capsule となるように封入した 10 個のアルギン酸カプセルと 5×10５ cells/100μL
のC3H10T1/2/Nluc 細胞をC3H/He マウスの腹腔内にそれぞれ投与し、経時的にマウスの血中ルシフェラーゼ活性を測定

した。〇：C3H10T1/2/Nluc 細胞封入アルギン酸カプセル、●：懸濁C3H10T1/2/Nluc 細胞。実験結果は4匹のマウスの

平均（±SD）で示した。*p < 0.05（懸濁C3H10T1/2/Nluc 細胞との比較）。 
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考 察 

 
本研究では、Nluc遺伝子を安定に発現させたC3H10T1/2/Nluc細胞を樹立し、細胞の封入に最適なアルギン酸カプ

セルの調製法を確立することで、マウスに移植後、細胞からタンパク質を安定かつ持続的に産生するシステムを開発し

た。アルギン酸カプセルの強度は、使用するアルギン酸ナトリウムの分子量やマンヌロン酸とグルロン酸の組成比によ

っても大きく異なり、本研究で利用したMP Biomedicals 社以外の会社で販売されているアルギン酸ナトリウムでは、

得られるカプセルの強度が異なることを明らかにしている。したがって、再現性の高い細胞カプセル化を実現するため

には、アルギン酸カプセルの強度とアルギン酸ナトリウムの純度や分子量、粘度等の物性値との相関を明らかにする必

要がある。また、アルギン酸カプセルに封入した細胞由来のルシフェラーゼ活性が培養時間とともに一定値に収束した

ことから、カプセルに封入可能な細胞数はカプセルのサイズにより規定されることが推察された。図 3 の結果におい

て、収束細胞数に近いと想定される5×10３ cells/capsuleで封入した細胞の周りには十分な空間が残されていることか

ら、カプセル内において十分な空間を細胞に提供することが適切な細胞数の維持に重要であると考えられる。また、カ

プセル化細胞を移植したマウスでは、移植後 12 日までほぼ一定の血中ルシフェラーゼ活性が得られたことから、本カ

プセル技術は細胞介在型遺伝子治療に対して極めて有用な技術であることが示唆された。今後、細胞介在型遺伝子治療

の臨床応用に向けた取り組みを試みる予定である。 
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