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研究成果の概要（和文）： 

骨髄由来平滑筋前駆細胞を標的とし超音波・遺伝子封入ナノバブル法を用いて、病的血管リモ

デリングに対する遺伝子治療効果を実験的に検討した。in vitro における遺伝子導入および発

現実験として、GFP 遺伝子をin vitro にて超音波遺伝子導入法により COS 細胞へ導入し、その

遺伝子発現を ELISA 法、蛍光顕微鏡下で確認した。また in vivo での効果・発現実験としてラ

ット頚動脈へ導入し、その遺伝子発現を蛍光顕微鏡下で確認した。今後、遺伝子封入ナノバブ

ルの作成および同方法による機能性遺伝子を用いた効果・発現実験を行う予定である。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

We investigated gene therapy for pathological vascular remodeling targeting bone 

marrow-derived smooth muscle progenitor cells. In vitro study, green fluorescent protein 

(GFP) gene was transferred to COS-7 cells using sonoporation and the expression was 

confirmed by Western blotting and fluorescence microscopy. In vivo study, GFP gene was 

transferred to rat carotid artery and the gene expression was confirmed by fluorescence 

microscopy. We will prepare nano-bubbles and evaluate the further effects using a 

functional gene. 
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１．研究開始当初の背景 

動脈硬化、血管形成術後再狭窄、バイパス

術後グラフト狭窄などの循環器領域におけ

る増殖性血管病変において、平滑筋細胞の過

剰な増殖を主体とした病的血管リモデリン

グが認められる。その病態に関する詳細は現

在のところ不明であり、有効な治療法は確立

していない。血管リモデリングは血行動態の

変化ないしは液性因子の作用に反応して生

じる血管構築の変化であり本来適応現象と

みなされるが、しばしば病的結果をもたらす。

従来、中膜平滑筋細胞が形質転換し内皮下へ

遊走し、増殖と細胞外基質産生によって病変

を形成し平滑筋に分化し増殖することが示

唆されている。したがって、病的血管リモデ

リングに対する治療戦略としては、骨髄由来

の平滑筋前駆細胞を標的とすべきであると

考えられる。 

一方、血管形成の分枝メカニズムに関する

研究において、アンギオポイエチン-1/チロ

シンキナーゼ型レセプターシステム(以下、

Ang-1/TIE2)が平滑筋細胞の分化・増殖に重

要な働きをしていることが示唆されている。

Ang-1 は分化初期の血管平滑筋細胞などから

産生され、傍分泌的に血管内皮細胞上に発現

する TIE2(tyrosine kinase with Ig and EGF 

homology domain 2)に結合する。その結果、

血管内皮細胞が活性化されPDGF, TGF-βなど

の増殖因子を産生し、これらのシグナルを介

して平滑筋が内皮細胞周囲に遊走すること

で未分化間葉細胞から分化し、正常な血管形

成が行われることが解明されている。これら

のことから、血管内皮細胞と血管平滑筋細胞

はそれぞれの分化・増殖・機能発現の過程に

おいて、前駆細胞の段階から相互作用を及ぼ

し合っていることが示唆される。従って、こ

れらの血管形成に関わる分子メカニズムを

応用し、本来適応現象であるはずの血管構築

の変化に異常を生じた病的血管リモデリン

グに対して、Ang-1 による血管内皮細胞に対

する初期の刺激を阻害することができれば、

平滑筋細胞の内皮細胞周囲への過剰な遊走

を阻止でき、その結果病的血管リモデリング

を制御することが可能であると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、上述の Ang-1/TIE2 システム

を標的とし、遺伝子工学的に作成した

TIE2-Ig 遺伝子を傷害血管局所へ効率的に導

入することで病的血管リモデリングを制御

することを目的とする。 

動脈硬化、血管形成術後再狭窄、バイパス

術後グラフト狭窄などの平滑筋細胞の増殖

を主体とした病的血管リモデリングは、骨髄

細胞が流血中に前駆細胞として動員された

のち傷害血管に遊走・定着し、平滑筋に分化

し過剰に増殖することによって生じると考

えられている。この内皮細胞への遊走前段階

で、血管形成の分子メカニズムに重要である

とされる Ang-1/TIE2 システムを標的として

病的な血管リモデリングを制御することに

この研究の特色がある。 

本研究の独創的な点は、血管内皮細胞に対

する独自に開発しようとする遺伝子デリバ

リーシステムにある。つまり近年のナノテク

ノロジーを応用し、細胞レベルの精度で遺伝

子導入を“狙い撃ち”できるナノバブルを使

用する。具体的には、超音波造影剤に含まれ

るナノバブルの内部へTIE2-Ig遺伝子を封入



し、超音波のもつキャビテーション作用によ

りバブルを破壊することで血管内腔から血

管内皮細胞へ効率的に遺伝子導入を行うこ

とにある。この超音波・遺伝子封入マイクロ

バブル法により血管内皮細胞へTIE2-Ig遺伝

子を効率良く導入し、流血中の骨髄由来平滑

筋前駆細胞から産生されるAng-1を競合的に

阻害することで平滑筋前駆細胞の血管内皮

細胞周囲への遊走を阻止し、病的な血管リモ

デリングの制御が確立される。また、この超

音波・遺伝子封入ナノバブル法は、超音波装

置として血管内超音波カテーテルを用いる

ことにより、診断用超音波で血管内腔を観察

した後にカテーテル先端からターゲットと

なる組織に局所選択的にバブルを集積させ、

治療用超音波エネルギーに変換することで

バブルを破壊し、その部位で遺伝子導入が行

える。 

 

 

３．研究の方法 

遺伝子導入法としては、以前より当教室に

て行っている非ウイルスベクター法を応用

し発展させた「超音波・遺伝子封入ナノバブ

ル法」を用いる。具体的には、超音波造影剤

に含まれるナノバブルの内部へTIE2-Ig遺伝

子を封入したものを目的部位へリリースし、

超音波のキャビテーション作用によりバブ

ルを破壊することで血管内腔から血管内皮

細胞へ効率的に遺伝子導入を行う。遺伝子導

入された血管内皮細胞がその部位で TIE2-Ig

タンパクを高発現・高分泌させることで、骨

髄由来の平滑筋前駆細胞から産生される

Ang-1 を競合的に阻害し、病的血管リモデリ

ングを制御できるか否かを検討する。 

 

1) in vitro に お け る GFP(green 

fluorescent protein)遺伝子導入およ

び導入遺伝子発現の確認 

in vitro にて超音波遺伝子導入法を用いて

COS 細胞へ導入し、その遺伝子発現をELISA

法、蛍光顕微鏡下で確認する。 

 

2) TIE2-Ig 遺伝子の構築 

cDNA より TIE2 の細胞外ドメイン領域を有

する遺伝子を精製し、PCR 法を用いて TIE2

遺伝子を増幅する。その後、免疫グロブリ

ン Fc 領域を有するクローニングベクター

内へ挿入し、TIE2-Ig 遺伝子を構築する。

また同時に、遺伝子発現とそのパターンを

検討するために、TIE2遺伝子の下流に蛍光

タンパク質である GFP 遺伝子を挿入し構築

した TIE2-GFP遺伝子を作製する。 

 

3) TIE2-Ig 遺伝子封入ナノバブルの作製 

ナノバブル内へ TIE2-Ig 遺伝子を封入する。

この際、バブルの殻の素材としてポリマー

を用いて膜の厚みを変えた数種類のバブル

を作製し、それぞれの遺伝子導入効率につ

いて比較検討する。 

 

4) in vitro における遺伝子導入および導

入遺伝子発現の確認 

2)で構築した TIE2-Ig, TIE2-GFP 遺伝子を

in vitro にて超音波・遺伝子封入ナノバブ

ル法により COS 細胞へ導入し、その遺伝子

発現を ELISA 法、蛍光顕微鏡下で確認する。

同時に導入遺伝子の発現量および発現期間

についての検討を行う。GFP 遺伝子発現量



の定量化および経時的変化を確認する。 

 

5) in vivoにおけるGFP遺伝子導入および

導入遺伝子発現の確認 

in vivo における遺伝子導入および発現実

験として、GFP 遺伝子を超音波遺伝子導入

法によりラット頚動脈へ導入し、その遺伝

子発現を ELISA 法、蛍光顕微鏡下で確認す

る。 

 

6) in vivoにおける超音波・遺伝子封入ナ

ノバブル法の有効性に関する検討 

ラット大腿動脈よりルシフェラーゼ遺伝子

を封入した超音波造影剤を注入し、その後下

肢へ超音波照射を行うことで、血管内皮細胞

への遺伝子導入を行う。その発現量をルシフ

ェラーゼ活性を測定することで確認し、in 

vivo における至適条件設定に関し検討する。

同様の検討をラット冠動脈においても行う。 

 

４． 研究成果 

1) in vitro に お け る GFP(green 

fluorescence protein)遺伝子導入およ

び導入遺伝子発現の確認 

in vitro にて超音波遺伝子導入法を用いて

COS 細胞へ導入し、その遺伝子発現をELISA

法、蛍光顕微鏡下で確認した。 

 

2) in vivoにおけるGFP遺伝子導入および

導入遺伝子発現の確認 

in vivo における遺伝子導入および発現実

験として、GFP 遺伝子を超音波遺伝子導入

法によりラット頚動脈へ導入した。その遺

伝子発現を蛍光顕微鏡下で確認した。 

今後、遺伝子封入ナノバブルの作成および

同方法による機能性遺伝子を用いた効果・

発現実験を行う予定である。 
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