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研究成果の概要（和文）：mRNAを用いた、線条体アストロサイトからのドパミン作動性神経の直接分化誘導によ
るパーキンソン病治療の基盤構築を目指して、本研究は実施された。化学的手法ではキャリアとして高N/P比の
pAsp[DET]を用いて、アストロサイトへ高効率なmRNA導入が可能であること、物理的手法としてナノバブルを用
いたソノポレーションでキャリアフリーのmRNA導入が可能であること、さらに化学的手法と物理的手法を組み合
わせることで相乗的に遺伝子導入効果を向上させられることが明らかになった。本研究を通じてパーキンソン病
モデル動物の作成方法を含めた、再生治療研究の基盤が構築された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to establish the basis for treating Parkinson'
s disease by direct reprogramming dopaminergic neurons from striatal astrocytes using mRNA. It has 
been shown that the chemical method of pAsp[DET] with a high N/P ratio can be used for highly 
efficient mRNA transfection into astrocytes, and the physical method of sonoporation can be used for
 carrier-free mRNA transfection, and the combination of chemical and physical methods can improve 
the gene delivery efficien. Furthermore, the combination of chemical and physical methods can 
synergistically improve the gene delivery efficiency. These studies have laid the foundation for 
research on regenerative therapy, including methods for creating animal models of Parkinson's 
disease.

研究分野： 遺伝治療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として中枢神経系をはじめとする諸臓器への非ウイルスベクターによるmRNA導入技術に関する新た
な知見が得られた。これを通じて様々な疾患、特にパーキンソン病やアルツハイマー病などの中枢神経変性疾患
に対する新規の治療モダリティとして注目されるmRNA医薬の実用化に向けた研究の更なる促進が期待される。本
研究で、超音波を用いて、キャリア搭載遺伝子の導入を高められたこと、さらにこれまで不可能であったキャリ
アフリーのmRNAの細胞内送達を達成できたことの意義は大きく、キャリア由来の副作用の危険性などの一切ない
mRNA医薬の開発などのへの展開も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
孤発性パーキンソン病(PD)は黒質のドパミン作動性神経(DANs)の変性を主体とする進行性変

成疾患である。本邦には現在 15 万人以上の PD 患者が存在するとされており、発症頻度の高い神
経変性疾患である。加齢に伴って指数関数的に発症率が上昇することから、超高齢化社会を迎え
る今後、さらなる患者数の増加が見込まれる。その機能的予後はいまだ不良で、末期には完全臥
床で意思疎通不能となり、患者の多くは年単位の長期間に渡って経管栄養などによる全身管理
を強いられる。PD の機能的予後を改善する治療法として現在最も期待されているのが DANs の再
生治療である。iPS 細胞から分化誘導した DANs の移植研究が進められており、期待が寄せられ
ている(Kikuchi T et al. Nature. 2017; 548: 592)。また近年では線維芽細胞やアストロサイ
トから iPS 細胞を経ずに直接分化誘導によって誘導ドパミン作動性神経(iDANs)に分化させる因
子が見出されつつある。さらに PD モデルマウスの生体脳内にこれらの遺伝子をウイルスベクタ
ーにより導入し、iDANs の生体内直接分化誘導(In Vivo Direct Reprogramming)によってパーキ
ンソン症状を改善できることが報告されており、細胞を用いない遺伝子治療として期待される
(Rivetti di Val Cervo P, et al. Nat Biotechnol. 2017; 35: 444)。 
 mRNA はゲノム損傷の危険がなく、遺伝子治療への応用が期待されている。しかし mRNA を生体
内直接投与してもそのほとんどは細胞内へ取り込まれず酵素分解され、さらには TLRs(Toll 様
受容体)により認識され炎症反応を惹起してしまう。近年、遺伝子キャリアとして有機合成化学
的な手法によって作られる高分子化合物を用いて、中枢神経系をはじめとする諸臓器の細胞内
へ mRNA を送達する技術が開発されている。それらの技術を用いて、分化誘導因子の mRNA を細胞
内に送達し、その発現によって線維芽細胞やアストロサイトから iN 細胞を直接分化誘導できる
ことが報告され、PD モデル動物への治療応用も試みられている(Feng L, et al. Small. 2013; 
9: 1989)。 
 ウイルスベクターを用いない中枢神経系に対する遺伝子導入方法は化学的手法と物理的手法
に分けられる。 
 汎用される化学的手法として PEG 化したポリ-L-リジン(PEG-PLL)などのカチオン性ポリマー
によって pDNA の導入が可能である。またポリエチレングリコール-ポリアミノ酸ブロック共重
合体を基本設計とするナノミセル型の mRNA 搭載キャリアは高い mRNA 導入効率と安全性が確立
されており、分化誘導因子遺伝子の導入も可能である(Aini H, et al. Sci Rep. 2016; 6: 
18743)。しかし、これまでアストロサイトにおける mRNA 導入効率と pDNA との比較を行った研究
は存在しない。 
物理的手法として超音波造影剤などの気泡製剤と超音波照射を組み合わせて、薬物や遺伝子

を送達する技術の開発が進められており、ソノポレーションと称される。特に近年は、直径 10µm
未満マイクロバブルよりもさらに微細な、直径 1nm 未満のナノバブルを用いた研究が進められ
ている。ソノポレーションの強みは身体局所に限定的に薬物や遺伝子を導入が可能な点で、パー
キンソン病の中脳-線条体病変への選択的な遺伝子導入などへの応用が期待できる。さらに化学
的遺伝子導入法と物理的遺伝子導入法を組み合わせることで、相乗的な遺伝子導入効果の向上
が期待できる。 
 
２．研究の目的 
 以上の学術的背景から、1) アストロサイトへの効率的な mRNA 送達方法の確立、2)アストロサ
イトからのドパミン作動性神経の直接分化誘導法の確立、3) 再生治療研究にむけたパーキンソ
ン病モデル動物の作成の 3 点を目的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの初代培養アストロサイトに対する遺伝子導入法の確立と直接分化誘導の試み: 生後
0 日の新生仔マウスから採取し、培養した初代培養アストロサイトに対し、ポリアミノ酸キャリ
アの pAsp[DET]、pAsp[TET]、pAsP[TEP]に搭載した Gluc(Gaussia luciferase) の pDNA および
mRNA を投与し、経時的に回収した上清と発光基質を反応させて、発光量（Relative Light Unit；
RLU）を測定して遺伝子導入能を評価した。同様の手法で複数の分化誘導因子 mRNA を導入し、72
時間後に固定し、蛍光免疫染色によって神経細胞への分化誘導の有無を評価した。 
 
(2)マウスの自然不死化アストロサイトに対する遺伝子導入の確立と直接分化誘導の試み:アス
トロサイト自然不死化株である C8-D1A に同様の手技でポリアミノ酸キャリアに搭載した Gluc 
mRNA を導入した。さらに初代培養アストロサイトと同様に分化誘導因子 mRNA を導入し、72 時間
後に固定し、蛍光免疫染色によって神経細胞への分化誘導の有無を評価した。 
 
(3)マウスの自然不死化アストロサイトに対する超音波とナノバブルを用いたキャリアフリー
pDNA および mRNA の導入: 申請者らの研究室で開発した Super High Speed Vibration Bubbling 
(SHiSViB)法を用いて、0.06%ヒト血清アルブミン/opti-ME を振とうし、C3F8 ガスを内封したナ



ノバブルを発生させた。C8-D1A を 2×104/well で播
種し、96 multi-well plate を、secNluc(secreted 
NanoLuc)をコードする pDNA もしくは Gluc mRNA を
溶解させた optiMEM ナノバブルで満たし、プレート
の底から周波数 1 MHz、Burst 比 10 Hz、1-5 W/cm2、 
Duty 比 50%、5-40 秒の超音波を照射した(図 1)。回
収した上清とそれぞれの発光基質と反応させて、そ
の RLU から遺伝子導入効率の比較を行った。 
 
(4)キャリア搭載遺伝子とソノポレーションの組み
合わせによる、導入促進効果の確認: PEG-PLL に搭
載した pDNA とナノバブルを混合し、C8-D1A 細胞株
に投与し、キャリアフリー遺伝子の場合と同様の方法で超音波照射を行った。 
 
(5)パーキンソン病モデルマウスの作成：8 週齢の雌の C57BL/6 マウスを吸入麻酔下脳定位固定
装置に固定した。頭部を除毛し、正中線で皮膚切開した。ブレグマから右方 1.2 mm、後方 1.2 
mm の頭蓋骨を穿頭し、穿頭孔から垂直に針を刺入し、4.8 mm 深部の線条体へ穿刺した。3.75µg/µL
に溶解した 6-OHDA を 5 分かけて 1µL 注入した。処置から 48 時間飼育後に屠殺し、パラフィン
包埋し、脳病理切片を作成した。抗 TH 抗体を用いて免疫染色した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス初代培養アストロサイトを回収して、培
養した。蛍光免疫染色にて、GFAP を高発現してい
る細胞が得られた。このマウス初代培養アストロ
サイトに対し、レポータアッセイで高効率に遺伝
子導入を行えるキャリアの探索を行った。高分子
ポリマーキャリア、特に pAsp[DET]を用いて、高効
率な pDNA と mRNA の導入が可能であることが明ら
かになった。(図 2)この結果をもとに分化誘導因
子として pAsp[DET]に LMX1A、ASCL1、BRN2 の mRNA
を混載して投与し、アストロサイトからドパミン
作動性神経への分化誘導を試みた。72 時間後に固
定し、抗 TH 抗体、抗 HuC/D抗体で染色したが、明らかな神経細胞への分化は確認できなかった。 
 
(2)アストロサイト不死化細胞株である、C8-D1A
株に対し、同様に Gluc mRNA の導入を行った。
pAsp[DET]で N/P 比の上昇に従って、高効率な遺
伝子導入が確認された(図 3)。このことから、キ
ャリア搭載した遺伝子をアストロサイトに投与
する場合、高 N/P 比の pAsp[DET]が適しているこ
とが明らかになった。初代培養と同様に LMX1A、
ASCL1、NR4A2、PITX3 の mRNA を用いて、アストロ
サイトからパミン作動性神経への分化誘導を試
みたが、やはり明らかな神経細胞への分化は確認
できなかった。 
 

(3)SHiSViB 法で高濃度ナノバブルを

発生させた。同法によりおおむね直径

200-400nm で濃度 9×108/mL 前後のナ

ノバブルを安定的に発生させること

が可能であった(図 4)。このナノバブ

ルとキャリアフリーの 200ng の

secNluc pDNA もしくは Gluc mRNA を

混合し、C8-D1A を培養した Well に添

加した。超音波照射によって遺伝子を

導入したところ、照射時間依存的ある

いは照射強度依存的に遺伝子導入が

可能であることが分かった(図 5)。 



 

(4) PEG-PLL に搭載し secNluc pDNA を

ナノバブルとともに C8-D1A に投与し、

超音波照射と組み合わせて導入した。

超音波照射を行わない場合と比較し

て、導入効率が 4.2 倍に向上した(図

6)。化学的遺伝子導入法と物理的遺伝

子導入法を組み合わせることで、遺伝

子の導入効率を向上させることが可能

なことが明らかになった。 

 

(5)パーキンソン病モデルマウスの確立 
片側線条体に 6-OHDAを注入されたマウスの脳病理切

片にて、線条体におけるドパミン作動性神経の脱落を
生じており、片側パーキンソン病モデルマウスの作成
方法が確立された(図 7)。 

 

  

以上の結果から、化学的手法ではキャリアとして高

N/P 比の pAsp[DET]を用いて、アストロサイトへ高効率

な mRNA 導入が可能であること、物理的手法としてナノバ

ブルを用いたソノポレーションでキャリアフリーの mRNA

導入が可能であること、さらに化学的手法と物理的手法を

組み合わせることで相乗的に遺伝子導入効果を向上させ

られることが明らかになった。今回の研究では分化誘導因

子 mRNA を用いたアストロサイトからドパミン作動性神経

の直接分化誘導の実現までは至らなかったものの、パーキ

ンソン病モデル動物の作成方法を含めた、再生治療研究の

基盤の構築という目的が達成された。 
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