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研究成果の概要（和文）：ハイドロダイナミック遺伝子導入法は核酸溶液を圧負荷により注入し、遺伝子発現を
得る方法である。我々はその臨床応用に向けた系統的検証を行い、本助成では、より人に近い動物モデルとし
て、非ヒト霊長類を対象としてその安全性、有用性を検証した。ヒヒの各区域肝静脈にカテーテルを挿入し、
種々の注入圧、量、速度などのパラメーターでマーカー遺伝子を導入した。その結果に基づく、最適なパラメー
ターで、hFIX発現遺伝子を導入し、一時的にではあるが、治療域レベルの発現を認め、再治療効果、安全性も示
唆された。引き続き、本結果に基づき、遺伝子導入システム、長期遺伝子発現ベクターの開発、前臨床試験を準
備中である。

研究成果の概要（英文）：gene therapy. We have previously reported the effectiveness of image-guided 
liver-lobe specific hydrodynamic gene delivery. Here, we have assessed the efficiency and the safety
 of the procedure in non-human primates in this study. The injection catheter was inserted in the 
lobular hepatic veins and the hydrodynamic injection of the marker plasmid DNA was performed with a 
various parameters including, injection pressure, volume, flow rate, etc. Based on the results 
obtained, the optimum parameters were defined followed by the long-term gene expression study using 
the parameters injecting plasmid expressing human factor IX DNA. The efficiency and safety of the 
procedure have been confirmed and the development of the gene delivery system and the pre-clinical 
study are ongoing research programs.

研究分野：消化器病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
A) ハイドロダイナミック遺伝子導入法を遺
伝子治療に応用する背景・意義 
遺伝子治療は単回の治療で長期間の治療効
果を維持することから、細胞治療とともに医
学的に、また医療経済の観点からもその臨床
応用が期待されている。基礎的研究ではその
有効性が実証されている一方で、遺伝子治療
の臨床試験の約 7割において使用されている
ウイルスベクターでは発癌性や免疫原性に
よる致死的副作用が報告され、その普及には
改良すべき点が山積している。従って、遺伝
子治療をより多くの疾患へ臨床応用するた
めには、安全で効率の良い、誰もが、どのよ
うな患者にも再現できる遺伝子導入方法の
確立が重要かつ急務である。 
一方で、ハイドロダイナミック遺伝子導入法
（Hydrodynamic Gene Delivery, 以下 HGD）は、
物理的な圧力のみで遺伝子を血管から種々
の細胞に効率的に送り込む方法として 1999
年に Liu らによって報告されて以降、in vivo
での遺伝子導入法として応用されてきた。本
方法は、簡便で、治療レベルに到達する遺伝
子導入にウイルスベクターやポリマーなど
を必要としないことから、発癌性や免疫応答
などの危険性が低く、生物学的安全性が高い
ことが臨床応用に適していると考えられて
いる。申請者らはこれらの点に着目し、HGD
による新規遺伝子治療法を確立することを
目標として系統的な研究を行ってきた。 
 
B) HGDの臨床応用ヘ向けた有用性の検証 
申請者らは HGD を安全にヒト遺伝子治療へ
応用するため、小動物から大動物へ、と系統
的な検討を行ってきた。具体的には、ヒトを
はじめとする大動物に応用するため、臨床で
使用されている X 線透視下カテーテル操作
により、ブタ、イヌ、サルの肝臓、筋肉を対
象に肝静脈、大腿静脈から一定注入圧で HGD
を施行し、安全かつ領域特異的に遺伝子を導
入できることをルシフェラーゼなどのマー
カー遺伝子を用い実証し、報告した。これら
の結果は HGD が種々の臓器、動物種による
違いによらず有用であることを示唆し、ヒト
に近い組織学的構築を有するイヌやサル肝
臓に対する遺伝子導入の成功は HGD の臨床
応用の可能性を強く示唆するものであった。 
 
C) 新規 HGDシステムの開発 
一方で、遺伝子治療においては、治療効果、
安全性の再現性が重要であり、「誰もが、ど
のような患者さんにも」再現できる安全な
HGD システムの開発がその臨床応用に必須
ある。申請者らが着目した点は、それまでの
一定注入圧によるHGDの遺伝子導入効率が、
注入時の時間―対象領域内圧曲線に密接に
関連していることであった。そこで、申請者
らは、共同研究者である、本学 尾田教授（工

学博士）との医工連携により、注入モーター
力をコンピューター制御し、注入前に規定す
る時間―臓器内圧曲線を、異なる個体におい
ても再現できる小動物用 HGD システムを開
発し、ラットを用いてその有用性を報告した。
本システムの利点は安全で個体差の少ない、
再現性の高いHGDが可能であることである。
そのシステムを大動物へ、さらには臨床に応
用するためのハード面での改良を JST 
A-STEP FS探索タイプの支援により完成した。 
そこで本申請では、臨床応用可能なこの新規
HGDシステムの前臨床研究を行い、HGDに
よる遺伝子治療の学術的基盤を確立し、新規
遺伝子治療法を日本から発信するための重
要なステップであると位置づけた。 
 
D) イヌにおける検証の必要性 
本研究を遂行し、HGDをヒト遺伝子治療に安
全に応用するためには、ヒトの肝臓と組織学
的に類似する肝組織を有する大動物を用い
た検討が必要不可欠である。イヌは実験動物
として汎用され、日本国内での入手が比較的
容易で、ヒト肝臓に類似した肝臓の組織学的
構築を有し、各種疾患モデルも入手可能であ
ることから、本研究の対象動物として最適で
ある。申請者らもイヌに HGD を施行した多
くの経験を有し、本研究の円滑な遂行に最適
な動物モデルである、と考えた。 
 
２．研究の目的 
HGDは、核酸溶液を対象臓器に注入し、高効
率の遺伝子発現を得る方法である。申請者ら
は HGD による遺伝子治療を確立することを
目標として動物への遺伝子導入実験を系統
的に行い、有用性を報告した。さらに、その
結果に基づき臨床応用可能な、導入効率の再
現性を担保する HGD システムを確立した。
そこで本研究は、HGDのヒトでの臨床試験に
向けたステップとして、臨床応用可能な上記
システムを用いた HGD の遺伝子治療法とし
ての効率、安全性、再現性を、イヌを対象動
物として、学術的に実証するための前臨床試
験と位置づけ、ヒト遺伝子発現プラスミドを
イヌ肝臓に導入し、長期遺伝子治療効果及び
安全性を確認し、臨床試験に向けた学術的基
盤を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(A) 申請者らが開発した、新規 HGD システ
ムの安全性、有用性、再現性をイヌを対象と
して検証する。 
体重 20 kg 前後の実験用雑種イヌ、5 頭に対
して新規 HGD システムにより、複数の時間
―内圧曲線のもとに、pCMV-Luc プラスミド
を導入し、遺伝子導入効率、再現性、安全性
を評価する。遺伝子導入 72 時間後に、体外
式エコー下に各区域から肝組織、5 サンプル
を肝生検によって、採取する。遺伝子導入効
率をルシフェラーゼ活性の定量と抗ルシフ
ェラーゼ抗体を用いた免疫染色による遺伝



子発現強度、発現領域により評価する。再現
性は同じ時間―内圧曲線による遺伝子発現
の個体間較差により評価する。安全性は遺伝
子注入中のカテーテル位置の X 線透視下で
のモニタリング、体外式超音波による標的区
域の膨張速度のリアルタイムな観察、生理学
的(注入時肝静脈圧、心電図、血圧、呼吸回数、
酸素飽和度等)、血液生化学的(肝酵素を含む
血液検査)、組織学的、免疫学的(サイトカイ
ン活性等)評価により総合的に検証した。これ
らの結果から HGDを臨床応用するための、
新規 HGDシステムの安全性、有用性が評価
できた。 
 
(B) (A)の結果に基づき、イヌに対してヒト遺
伝子発現プラスミドを導入し、新規 HGDシ
ステムを用いた遺伝子治療効果を検証する。 
上記イヌに対して、最適な時間―内圧曲線で、
新規システムを用いて hfIX 発現プラスミド
を、肝臓を対象臓器として導入し、長期遺伝
子発現効果、再現性、及び安全性を評価する。
導入効率、再現性はイヌ血中 hfIXを経時的に
ELISA法により評価し検証する。また観察期
間を通し(A)と同様に安全性の評価を行い、さ
らにはイヌの成長と発達から長期的な身体
への影響(食欲、体重変化などを含む理学的所
見、採血などによる晩発性臓器障害の評価等)
も厳重に解析する。経過観察中に必要が生じ
た場合は肝生検を施行し、臓器障害を検証す
る。なお、プラスミドは研究協力者である Liu
教授より供与される。 
これらの結果から新規 HGDシステムの臨床
応用に向けた、長期遺伝子発現効果、安全性
が確認された。 
 
(C) 臨床試験へ向けた HGD システムの改良、
準備 
上記の研究過程において、HGDシステムの臨
床応用に向け、改良すべき点を明らかにした。 
 
以上より新規 HGD システムの臨床応用に向
けた基礎的な検証が行われ、個体や対象臓器
による遺伝子導入効率の差異の少ない、「誰
もが、どのような患者さんにも」再現できる
安全な遺伝子治療の臨床試験に向けた学術
的基盤を確立することが可能となると考え
た。 
本研究により、HGD の臨床応用に向けたソ
フト、ハード面での方法論の確立がなされる
のみならず、再現性の高い、安全で効率的な
新規遺伝子治療システムを日本から世界へ
発信できる、と考えた。 
 
４．研究成果 
平成２６―２８年度の本研究助成基金助成
金によって、以下の研究成果が得られた。 
（概要） 
申請者らのこれまでの系統的な基礎データ
を基に、HGDの臨床応用に向けた安全性、有
効性を、新規 HGD システムにより、前臨床

研究として検証した。安全性は、超音波によ
る標的区域の観察、注入時肝静脈圧、心電図、
酸素飽和度等の生理学的、肝酵素を含む血液
生化学的、組織学的、サイトカイン活性等の
免疫学的評価により総合的に確認する。遺伝
子導入の有効性はレポーター遺伝子により
発現効率、臓器内での発現分布を検証した上
で、ヒト血友病の治療遺伝子(human factor IX, 
hfIX)を導入し、その長期遺伝子発現効果、再
現性を検証し、HGD が臨床応用可能である
ことを学術的に明らかにした。 
 
(1) 本システムと申請者らが開発してきたバ
ルーンカテーテル挿入による肝臓区域特異
的な HGD法を組み合わせ、体重 20 kg前後の
イヌに対して新規 HGD システムにより、複
数の時間―内圧曲線のもとに、HGDを行った。 
臨床応用を念頭におき、生理学的、血液生化
学的、組織学的な安全性の評価を行った。各
肝区域特異的に遺伝子を導入することが可
能で、心臓を含む他臓器への生理学的な影響
を認めず、血液生化学的な検討でも一時的な
肝酵素の上昇を認めるのみで、長期的な対象
動物の健康状態にも異常所見を認めなかっ
た。組織学的には注入直後の肝類洞構造の拡
張を認め、ラットを用いた血流測定でも、同
様の所見が得られた。さらに血漿サイトカイ
ンの検討においても、炎症性サイトカインの
上昇を認めず、血管壁の伸張時に上昇すると
されるミオカインの上昇を認めたことから、
本遺伝子導入システムとカテーテルを用い
た、肝区域特異的な遺伝子導入法の影響は注
入部位特異的、一過性、可逆的であり、方法
論の安全性が示唆された。 
遺伝子発現効率の検証では、pCMV-Luc など
のマーカー遺伝子発現プラスミド導入後に、
区域特異的で効率的な遺伝子発現を、活性の
測定、免疫染色などにより実証し、論文発表
した。 
 
(2) 本システムと申請者らが開発してきたバ
ルーンカテーテル挿入による肝臓区域特異
的な HGD のコンビネーションによる新規遺
伝子治療の前臨床試験に向けて、その領域特
異的な遺伝子導入の評価による生物学的な
安全性の評価を行った。 
具体的には、遺伝子注入時の肝臓の変化をエ
コー、腹腔鏡下での肉眼的観察、X線造影に
よる血管の構造の変化の解析などを行い、領
域特異性を検証した。さらに、エコー下、腹
腔鏡下での肝生検により、遺伝子発現領域を
詳細に検証することによって、区域特異的な
遺伝子導入と、その発現を、免疫染色、ルシ
フェラーゼの活性などで確認した。プラスミ
ドの分布を臓器ごとに検証することによっ
て、肝臓特異的な遺伝子導入を長期的に観察
し、以上から、新規 HGD システムとカテー
テルを用いた、肝区域特異的な遺伝子導入法
の区域特異的遺伝子発現の安全性、有効性が
示唆された。 



 
(3) 以上の成果に基づき、新規 HGDシステム
とバルーンカテーテル挿入による肝臓区域
特異的な HGD のコンビネーションによる
hfIX遺伝子導入の長期発現性、機能評価、生
物学的な安全性の評価を行った。 
具体的には、実験用雑種イヌに対して、最適
な時間-内圧曲線で新規 HGDシステムによる
hfIX発現プラスミドの肝臓特異的 HGDを行
い、イヌ血中 hfIX濃度、凝固活性の変化、組
織学的な検証を行った。その結果、イヌを対
象として、新規システムにより hFIX 発現プ
ラスミドの HGDを行った場合、30日以上に
わたり血友病Bに対する治療域の遺伝子発現、
凝固活性の上昇が確認され、遺伝子治療効果
が示された。 
 
(4) 以上の結果に基づき、米国ノースカロラ
イナ大学、ジョージア大学との国際共同研究
によりイヌ血友病の HGD による遺伝子治療
を開始することが可能となった。 
 
また、上記の検討の過程で、研究協力者の尾
田教授の協力を得て、29年度に予定していた
システムの改良を同時に行うことができた。 
上記の円滑な研究進捗状況と当初、平成 29
年度に計画していたシステムの改良を先行
することができたことから、HGDを臨床に応
用するための段階的な検証の次のステップ
として、疾患治療への有効性の検証が必要で
あると考えた。 
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