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研究成果の概要：齧歯類の実験的脳虚血モデルを用い、脳虚血作製後の治療開始であっても、

可溶性 Flt-1 の遺伝子導入が血管透過性亢進の著明な阻害作用を示し、脳浮腫ならびに脳梗塞

を軽減することを明らかにした。また、国産の遺伝子導入ベクターであるセンダイウイルスベ

クターを用いた脳への遺伝子導入がアデノウイルスベクターと同様の有効性を示すことを認め

た。脳虚血部位における微小血管構築の破綻と血管透過性亢進に対する保護作用が期待され、

国産技術による臨床的な遺伝子治療の開発につながる成果が得られたと考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 高齢化社会を迎えてますます臨床的な重要性
を増している脳血管障害であるが、その後遺症
を軽減する画期的な治療法は未だ開発されて
いない。近年脳梗塞の形成過程における分子
機構・シグナル伝達が明らかになりつつあるが、
なかでも vascular endothelial growth factor 
(VEGF)は脳梗塞急性期の梗塞領域で発現が
亢進し、血管構築破綻との関与が示唆されつつ
ある。また、脳梗塞急性期に生じる脳浮腫はし
ばしば致死的な合併症となるが、VEGF は脳虚
血 6 時間後から発現して 24 時間後をピークとし、

7 日後まで発現すると報告され、血管内皮増殖
作用の他に、著明な血管透過性亢進作用を有
しており、脳浮腫を修飾している可能性がある。
VEGF 投与が脳浮腫と脳梗塞に対して保護効
果を示すとの報告 (Hayashi et al: J CBF Metab 
1998) がある一方で、血液脳関門の破綻を生じ
て両者を増悪させるとの報告 (Zhang et al: J 
Clin Invest 2000) もあり、脳梗塞急性期におけ
る VEGF の役割は未だ明らかではない。 
 申請者はこれまでに、脳梗塞に対する新規治
療法としての遺伝子治療の可能性を検討してき
ており、これまでの検討で、脳虚血後の導入で
あっても抗アポトーシス作用を有する midkine 
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(Takada et al: Gene Ther 2005) や広範な抗炎
症作用を有する interleukin-10 (Ooboshi et al: 
Circulation 2005) などの遺伝子導入が脳梗塞
を著明に縮小することを明らかとし、従来の薬物
療法に比較して、画期的な治療効果を発揮しう
ることを報告してきた。そこで本研究では、新た
な遺伝子導入ベクターを用いた遺伝子治療が、
重症脳梗塞の増悪において重要な役割を果た
しているとされる血管構築破綻を抑制し、そのシ
グナル伝達が治療標的となりうるか否かを明らか
とすることを目的とした。                           
 遺伝子治療における最も重要な因子は、遺伝
子導入ベクターである。これまでに各種のベクタ
ーが開発されているが、多くは海外で開発され、
特許も海外の施設が有するものを用いた研究が
大部分である。本研究では、これまで我々の施
設で用いてきたアデノウイルスベクターと、国産
ベクターであり細胞質型 RNA ベクターとしてそ
の発展が期待されているセンダイウイルス(SeV)
ベクターを用い(図１)、その導入が十分検討され 

    図１  センダイウイルスベクター 
 
ていない脳血管や脳組織を対象として臨床的な
有用性に関する検討を行い、国産技術による遺
伝子治療の開発を目指したものである。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究で新たに遺伝子導入に用いる SeV
ベクターは、従来のベクター と比べて、導入
効率が極めて高く（マウス肺では、数千倍~
数万倍）、ベクター投与量を少なくできる可能
性がある。また、短時間の細胞との接触で十
分量の遺伝子導入ができ、血管内皮細胞に
は 5 分以内での導入が可能とされている。し
かしながら、SeV ベクターが脳梗塞に対して応
用可能か否かは未だ十分検討されておらず、
本研究では我々の施設で従来用いてきたア

デノウイルスベクターとの比較を行うことで、指
摘投与法や導入効率、安全性に関する検討
を行った。 
 また、脳梗塞の病態における微小血管構築
の重要性ならびに治療標的としての意義を探
求するため、強力な vascular permeability 
factor でもある VEGF ならびにその下流シグ
ナルの阻害を遺伝子導入により行った。すな
わち 、 VEGF の拮抗因子 soluble Flt-1 
(sFlt-1)をベクターにより遺伝子導入し、血管
透過性ならびに脳浮腫、脳梗塞、神経機能を
解析するとともに、臨床に応用できる遺伝子
治療としての可能性を探求した。 sFlt-1 は
VEGF receptor 1 (Flt-1) の遊離型 splicing 
variant であり（図２）、それ自体は膜通過ドメイ
ンを有さず、VEGF との結合能を有することか
ら VEGF の特異的抑制作用を示す。 

  図２ soluble Flt-1 と VEGFR-1 の構造 
 
したがって、今回の研究では、脳梗塞に対す
る sFlt-1 遺伝子導入の治療効果とともに、脳
虚血における VEGF 受容体の下流シグナル
に関する新たな知見が得られると考えている。 
 
 
３．研究の方法 
 
 脳虚血の作製には、当研究室で開発したク
リプトンレーザー照射による血栓性中大脳動
脈閉塞モデル（Stroke 1996）を用いた（図３）。   

図３ 血栓性中大脳動脈閉塞モデル 
 
本モデルは局所での血栓形成を利用するた 
め、臨床的な脳梗塞の病態に類似し、かつ、
再現性の良い梗塞巣の作製が可能であり、臨
床応用を念頭に置いた in vivo モデルでの遺
伝子治療の有効性を検討しうる。 
 近年遺伝子導入による虚血性神経細胞障
害の有効性が基礎実験で示されつつあるが、
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あらかじめ遺伝子が導入された状態で脳虚血
保護効果を検討したものが多く、脳虚血発症
後に開始された遺伝子導入によって脳梗塞
への治療効果を示した成績は少ない。本研究
では、脳虚血負荷後に治療効果が期待される
遺伝子を導入し、臨床応用の可能性を検討し
た。これまでの検討に基づき(Kumai Y et al, 
JCBFM 2004; Ooboshi H et al, Circulation 
2005)、脳虚血作製後 90 分の時点で、側脳室
内に遺伝子導入ベクターを投与し、脳室壁に
導入遺伝子を発現することで、治療効果を検
討した。 
  我々はすでに sFlt-1 遺伝子を組み込んだ
アデノウイルスベクターを作製しており、まずこ
のベクターを用いて脳虚血作製後にsFlt-1遺
伝子を脳室内に導入し、sFlt-1遺伝子導入の
治療効果を検討した。 
 VEGF は浮腫誘発因子として知られ、脳虚
血組織においては血液脳関門の破綻による
組織障害作用が報告されているとともに、脳
虚血後早期に認められる単球/マクロファージ
の浸潤に関与している可能性が示唆されてい
る。本研究ではVEGF受容体の下流シグナル
の活性化を分子生物学的手法を用いて明ら
かとし、focal adhesion kinase などの血管構築
や血管透過性に関与するとされる因子の動態
と治療標的としての意義を探求した。また、懸
念される血管新生に及ぼす影響を分子生物
学的ならびに免疫組織学的手法を用いて解
析した。 
 本研究で用いる SeV ベクターに関しては、
ディナベック社において標識遺伝子であるβ
ガラクトシダーゼならびに sFlt-1 を組み込ん
だベクターを調整した。アデノウイルスベクタ
ーと本ベクターを用いて、脳室内投与による
遺伝子導入の有効性・安全性に関する基礎
的検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
sFlt-1 遺伝子導入による血管透過性亢進抑
制効果 
 アデノウイルスベクターに VEGF 受容体の 
natural splicing variant である sFlt-1 を組み
込み、脳虚血後 90 分の時点でベクターを側
脳室内に投与して脳室壁に遺伝子導入を行
うと、虚血組織の血管における VEGF 受容体
の下流シグナル focal adhesion kinase (FAK)
のリン酸化が著明に抑制された（図４）。 

   図４ Focal adhesion kinase のリン酸化 
 

また、虚血１日後の脳浮腫および脳梗塞容積
の有意な縮小効果が認められた (図５)。この
脳梗塞の縮小効果は虚血 7 日後においても
持続していた。 

 
  図５  脳浮腫および脳梗塞への効果 
      TTC 染色による評価 
 
また、脳虚血１日後および７日後の梗塞巣へ
の単球・マクロファージの浸潤は有意に抑制
された（図６）。 

  図６ 梗塞巣への炎症細胞浸潤 
 
一方、sFlt-1 の過剰発現は導入 7日後でも認
められたが、同時期における血管新生に対す
る抑制作用は認められなかった（図７）。 

  図７ 血管新生への影響 
     vWF と Ki67 の二重染色による評価 
 
 さらに、脳梗塞急性期における血管透過性
の亢進に対する効果を Evans Blue を用いた
漏出現象で評価すると、脳虚血 1日後の血液



脳関門の破綻は、sFlt-1 導入により著明に
（70％）軽減した（図８）。 
 

   図８  血管透過性軽減効果 
 
 今回の検討から 、 VEGF シ グナルが
neurovascular protection の重要な機構である
ことが判明したが、種々のシグナルが脳梗塞
における血管透過性の亢進に関与しており、
今後さらに微小血管構築の障害に関与する
分子機構の検討が必要である。 
 次に、SeV ベクターの脳梗塞に対する有用
性を検討するために、標識遺伝子（βガラクト
シダーゼ）および sFlt-1 を SeV ベクターに組
み込んで脳室内に投与し、発現様式を検討し
た。遺伝子導入１日後の標識遺伝子の発現
は、脳室壁に良好に認められた（図９）。 

 
  図９  SeV による脳室壁への遺伝子導入 
 
また、導入遺伝子発現の時間経過を ELISA
方によって脳脊髄液中の sFlt-1 量で検討す
ると、発現のピークはアデノウイルスベクター
では１日後であるのに対し、SeV では導入４日
後にかけてさらに上昇し、１週間後にも発現が
維持されており、脳虚血急性期の治療への応

用に適していることが示唆された（図１０）。 
 

 
 図１０  SeV による sFlt-1 の遺伝子導入 
 
 
  今回、国産ベクターであり細胞質型RNAベ

クターとしてその発展が期待されているSeVベ

クターを用い、脳内に遺伝子導入を行うと、脳

室壁および脳脊髄液中に良好な導入を示し、

脳梗塞に対する遺伝子治療ベクターとしての

有用性が示された。今後さらに血管系を介し

た遺伝子導入やex vivo導入による細胞療法な

どの有効性を検討することで、脳虚血部位に

おけるneurovascular unit、すなわち微小血管

構築の破綻と血管透過性亢進に対する治療

の有用性が明らかとなり、国産技術による臨床

的な遺伝子治療の可能性を追求できると考え
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