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研究成果の概要：近年、虚血性心疾患に対して、血管新生因子を発現する遺伝子を投与するこ

とによって血管を再生させる血管新生遺伝子治療の研究が活発に行われている。しかしこれま

では治療遺伝子の発現部位や量を生体内で確認することができず、治療効果を正確に評価する

ことが困難であった。本研究では、治療遺伝子の発現を生体内で画像として捉える方法を確立

し、さらに幹細胞/前駆細胞の細胞移植治療における移植細胞の追跡への応用を試みた。 
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２００６年度 9,200,000 2,760,000 11,960,000 

２００７年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・放射線科学 
キーワード：画像診断学（含放射線診断学、核医学）、分子イメージング、レポーター遺伝子、 
      再生医療、遺伝子治療、循環器、虚血性心疾患、トランスレーショナルリサーチ 
 
１．研究開始当初の背景 
 虚血性心疾患は現代人にとって癌と並ぶ
脅威であり、特に難治性冠動脈疾患に対して、
人為的に血管再生を誘導して虚血心筋を救
済する血管再生治療法の確立が望まれてい
る。心筋血管再生治療法には、虚血心筋に対
して血管新生因子を持続的に補う血管新生
遺伝子治療と、幹細胞や前駆細胞を移植して
血管へと分化させる細胞移植治療があるが、
いずれにおいても小動物 ex-vivo実験とヒト
in-vivo 臨床試験の間を橋渡しするトランス
レーショナル研究(小動物 in-vivo実験)が欠

落し、生体内での十分なエビデンスが得られ
ていないことが大きな問題となっている。 
 我々の究極の目標は、核医学(分子イメー
ジング)の手法を活用しながら、小動物生体
内の生理的あるいは病的環境下における血
管再生のメカニズムの解明に寄与するとと
もに、ヒトにおいて十分なエビデンスに基づ
いた血管再生治療法の開発と実施に貢献す
ることである。 



２．研究の目的 
 本研究では、(1)小動物からヒトまで同一原
理で適用可能な新しい生体内遺伝子発現イ
メージングの手法の確立、(2)ラットを用いた
in-vivo 実験による現在日本で臨床試験が行
われている血管新生遺伝子治療法の検証、(3)
細胞移植治療における生体内移植細胞モニ
タリングへの応用を目的とし、そのために３
段階の実験を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 小動物からヒトまで同一原理で適用可能
な新しい生体内遺伝子発現イメージングの
手法の確立 
 測定の容易な蛋白を産生する遺伝子のこ
とをレポーター遺伝子と呼ぶが、本課題では、
ヒト由来の Na+/I-共輸送蛋白(hNIS)遺伝子を
レポーター遺伝子として、放射性ヨードや
99mTc をレポータープローブとして用いる 
(下図)。 

 まず、治療遺伝子として、肝細胞増殖因子
(HGF)をサブクローニングし、別々のサイト
メガロウィルス(CMV)プロモータで制御され
る HGF 治療遺伝子と hNIS レポーター遺伝子
を連結した遺伝子組換えアデノウィルス
(Ad-CMV-HGF-CMV-hNIS)を作成する。培養細
胞を用いた in vitro 実験として、Western 
blotting および 99mTc 集積試験を行い、NIS
発現量と HGF 発現量を評価するとともに、両
者が相関することを確認する。 
 この間、小動物用 SPECT/CT 装置を用いて
予備実験を行い、撮像条件の最適化を行う。 
 その後、Wistar ラット(10 週齢♂)に麻酔
をかけて開胸下に左冠動脈前下行枝を結紮
し、ラット心筋梗塞モデルを作製する。梗塞
周辺心筋に直接 Ad-CMV-HGF-CMV-hNISを注入
する。3〜5 日目に、99mTcO4

--SPECT により遺
伝子発現を、18FDG-PET により心筋糖代謝を、
99mTcO4

—tetrofosmin-SPECT により心筋血流を
評価する。 
 この実験を通じて、小動物用 SPECT/CT 装
置の撮像条件について検討するとともに、小
動物からヒトまで同一原理で適用可能な生
体内遺伝子発現イメージングの手法を確立

する。 
(2) ラットを用いたin-vivo実験による現在
日本で臨床試験が行われている血管新生遺
伝子治療法の検証 
 実験(1)と同様に、ラット心筋梗塞モデル
を 作 製 し 、 梗 塞 周 辺 心 筋 に
Ad-CMV-HGF-CMV-hNIS ま た は 陰 性 対 照
Ad-CMV-hNIS を注入する。翌日、7.0T 小動物
用 MRI 装置を用いてシネ MRI を撮像し、左室
拡張末期容積(EDV)および左室駆出率(EF)を
測定する。2 日目および 4 日目に、小動物用
SPECT/CT 装置を用いて、99mTcO4

--SPECT によ
り遺伝子発現を、99mTcO4

-tetrofosmin-SPECT
により心筋血流を評価する。治療群と陰性対
照群の間で梗塞サイズと遺伝子発現量がほ
ぼ同じラットを選び出し、10 週間経過観察し
た上で、再度 MRI と SPECT/CT を実施する。
実験の最後には、安楽死により屠殺して心臓
を摘出し、細小動脈(α-SMA)おとび毛細血管
(CD31)を検出する免疫蛍光染色に供する。ま
た一部では、二光子蛍光顕微鏡を用いて、微
小血管の３次元構造を観察する。 
 この実験を通じて、in vivo ラット生体内
で治療遺伝子の導入・発現のエビデンスを確
認した上で治療効果を判定し、新しい HGF 血
管新生遺伝子治療法の検証を行う。 
(3) 細胞移植治療における生体内移植細胞モ
ニタリングへの応用 
 ラットから骨髄間葉系幹細胞を無菌的に
抽出・培養して、Ad-CMV-hNIS を導入する。
実験(2)と同様にラット心筋梗塞モデルを作
成し、hNIS 安定導入骨髄幹細胞を用いて細胞
治療を行う。その後、99mTcO4

--SPECT により生
体内遺伝子発現イメージングを繰り返し行
って移植細胞をモニタリングすることによ
って、移植細胞の遊走・生着のエビデンスを
確認した上で治療効果を判定する(下図)。 

 この実験を通じて、生体内移植細胞モニタ
リング法を確立し、幹細胞/前駆細胞が血管
再生に関わるメカニズムについて検討し、今
後の細胞治療(および cell-based gene 
therapy)の可能性について探る。



(2) ラットを用いたin-vivo実験による現在
日本で臨床試験が行われている血管新生遺
伝子治療法の検証 

４．研究成果 
(1) 小動物からヒトまで同一原理で適用可能
な新しい生体内遺伝子発現イメージングの
手法の確立  梗塞範囲の大きさは、HGF 血管新生遺伝子

治療を行った群でも陰性対照群でも、治療直
後から経過観察後にかけて明らかな差は見
られなかった。シネ MRI では、治療群でも陰
性対照群でも 10週間後に EDV も EF も増悪し
ていることが示されたが、治療群の方が増悪
の程度が弱い傾向が見られた。免疫蛍光染色
で染まる細小動脈の数も両者で差は見られ
なかったが、毛細血管の数は治療群で有意に
高かった。二光子蛍光顕微鏡では、治療群の
心臓の梗塞辺縁部でのみ、極めて細い不整な
血管の増生が見られた。以上のことから、HGF
遺伝子を単独で用いる血管新生遺伝子治療
では、赤血球が流れないような未熟な血管し
か新生できないということの直接的な証拠
が得られた。これによって、確かに毛細血管
は増生するが、心機能は改善しないという他
の結果も説明できる。これまで、基礎研究分
野では良好な結果が得られていたにもかか
わらず、臨床研究では有効性の確たる証拠が

得られ
なかっ
たが、
本研究
はその
ギャッ
プを埋
める有
力な情
報を提
供した
と考え
る。 

 Western blotting では、HGF と hNIS の発
現レベルがアデノウィルス濃度(MOI)の上昇
とともに増加し、互いに有意な相関を示した
(r=0.93)。99mTc 集積試験では、99mTc 集積が
MOI の上昇に応じて、非導入細胞と比べて最
大 582 倍まで増加し、遮断薬 KClO4によって
99mTc 集積も完全に阻害されることが示され
た。99mTcO4

- SPECT では、導入された遺伝子の
発現が局所トレーサ集積として明瞭に描出
され、その部位は、99mTcO4

-tetrofosmin-SPECT
による血流低下や 18FDG-PET による糖代謝障
害の領域の辺縁であることが確認できた(下
図)。従って、この hNIS レポーター遺伝子を
用いた新しい生体内遺伝子発現イメージン
グの手法は、治療遺伝子の発現を非侵襲的に
モニタリングすることによって HGF血管新生
遺伝子治療の有効性を評価するのに役立つ
と考えられた。 

(3) 細胞移植治療における生体内移植細胞モ
ニタリングへの応用 

 また、この間の小動物用 SPECT の撮像条件
についての検討を通じて副次的に得られた、
小動物用 SPECT特有の単孔および多孔のピン
ホールコリメータの使い分けのための原理
的指針についても、学会報告し論文投稿した。
コリメータの性能を、従来のように回転半径
の関数としてではなく、撮像視野の関数とし
て表し、独自の選択指針を提唱した(下図)。 

 ラットから骨髄間葉系幹細胞を無菌的に
抽出・培養したところ、およそ 8回の継代で
増殖能が明らかに落ちることが分かったた
め、Ad-CMV-hNIS を導入することが困難であ
ることが判明した。そこで hNIS を全身的に
発現するトランスジェニックマウスを作製
し、抽出した段階ですでに hNIS が導入され
ている骨髄間葉系幹細胞を得ようと試みた
が、全身的に Na+平衡状態が変化してしまう
ためか、残念ながら健康な胎仔を得ることが
できなかった。 
 本課題で研究を行った NISを用いた生体内
遺伝子発現イメージングは日本初であるが、
欧米からの報告も急増している。本研究課題
からも様々な派生的研究、発展的研究が見込
まれる。本研究成果を基盤として、さらなる
工夫や新たな切り口を加えて、国際的に互す
る研究へと繋げていきたいと考えている。 
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