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研究成果の概要（和文）：マウスにおける遺伝子VEGFに対するsiRNAの配列についてデザインの決定を行った。選択さ
れた配列の遺伝子をAAV type8ベクターのベクタープラスミドに挿入した。ライゲーション、トランスフォーメーショ
ンを行って、クローンの単離を行った。クローンのシークエンスを確認し、プラスミドを精製後、発現を培養細胞にて
確認後、AAV type8ベクターを作製した。次にAAV type8ベクターの発現を培養細胞にて確認後、ラージスケールにてベ
クターを作製し濃縮を行った。動物実験として脈絡膜新生血管モデルにおいて新生血管抑制効果を確認した。2014年度
にMolecular vision誌にアクセプトされた。

研究成果の概要（英文）：To assess the feasibility of a gene therapeutic approach to treating choroidal neo
vascularization (CNV), we generated an adeno-associated virus type 8 vector (AAV8) encoding a small interf
ering RNA (siRNA) targeting vascular endothelial growth factor (VEGF), and determined its ability to inhib
it angiogenesis. We made AAV8/SmVEGF-2.  We injected  AAV8/SmVEGF-2 or control vector (AAV8/GFP) into the 
subretinal space in C57BL/6 mice. The eyes were removed for flat mount analysis of CNV surface area. Subre
tinal delivery of AAV8/SmVEGF-2 significantly diminished CNV at the laser lesions, as compared to AAV8/GFP
  Using ELISA, we found that VEGF levels were reduced by approximately half in AAV8/SmVEGF-2 treated eyes.
 These results suggest that siRNA-VEGF can be expressed across the retina and that long-term suppression o
f CNV is possible through the use of stable AAV-mediated siRNA-VEGF expression.
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１．研究開始当初の背景 
 近年、加齢黄斑変性に対する治療は光力学
線療法(PDT)、VEGF に対する抗体医薬が臨床
に用いられ有用な成績を収めている。特に抗
VEGF 抗体は第一選択薬となっているが、VEGF
は脈絡膜毛細血管板などの正常網脈絡膜血
管の恒常性維持 (Saint-Geniez et al, Proc 
Natl Acad Sci, 2009)に必要であり、網膜神
経細胞の栄養因子 (Nishijima et al, Am J 
Pathol, 2007)としても働いているため、高
濃度の抗 VEGF 抗体の長期間の投与は正常組
織に負の影響を与える可能性がある。実際に
網膜血管が狭細化した報告(Papadopulou et 
al, Ophthalmology, 2009)や網膜中心静脈閉
塞症の網膜虚血性変化が悪化した報告 
(Pieramici et al, Ophthalmology, 2008)が
されている。そのため蛋白のレベルで投与す
れば現在のプロトコール通り月に１回の高
い濃度の抗体が必要になり、インプラントに
よるゆっくりとした放出方法か遺伝子治療
による安定した低濃度による遺伝子発現が
必要となる。 
 我々はこれまで新生血管を伴う眼疾患へ
の遺伝子治療研究を行ってきた。(Igarashi 
et al. Gene therapy 2003, Igarashi et al. 
Human gene therapy 2010)長期間の安定した
遺伝子発現、安全性などを考えると現在アデ
ノ随伴ウイルス(AAV)ベクターが最も適して
おり、実際人に対する遺伝子治療では AAV ベ
クターが使用されている。AAV ベクターはサ
ブタイプとして 1から 12 まで知られている
がタイプによる組織特異性があり、眼内組織
への導入効率は細胞種によっても大きく異
なる。我々は臨床的に使用されているタイプ
2と眼内への導入効率が高いと考えられてい
たタイプ 5と 8を網膜下へ投与し比較検討し
た所、タイプ 8が非常に導入効率が高いこと
が分かった。(Igarashi et al. Human gene 
therapy 2010) これにより高い導入効率に
よる遺伝子治療研究が可能である事を示し
た。 
  
２．研究の目的 
ｓｉＲＮＡ技術を用いた網脈絡膜新生血管
抑制を目的とした遺伝子治療研究 
 
３．研究の方法 
１，VEGFRNA の発現を抑制する siRNA を発現
する AAV type8 ベクターを構築した。 
① ターゲットとなる siRNA の選択 
 マウスにおける各遺伝子(VEGF)に対する
siRNA の配列について検討した。具体的には
各遺伝子を発現する培養細胞株に対する遺
伝子発現抑制について多種ある配列の中か
ら RNA レベルにて検討を行い、デザインの決
定を行った。 
 
② AAV type8 ベクターを構築 
 選択された配列の遺伝子を AAV type8 ベク
ターのベクタープラスミドに挿入した。ライ

ゲーション、トランスフォーメーションを行
って、クローンの単離を行った。クローンの
シークエンスを確認し、プラスミドを精製後、
発現を培養細胞にて確認後、AAV type8 ベク
ターを作製する。次に AAV type8 ベクターの
発現を培養細胞にて確認後、ラージスケール
にてベクターを作製し濃縮を行い、ウイルス
ベクターの力価を測定し、濃縮率を決定した。 
 
２，加齢性黄斑変性モデルに対してベクター
を投与し新生血管抑制効果を検討した。 
 
① レーザーモデルを作製 
 アルゴンレーザー照射を成人C57BLマウス
の網膜に行う。条件としては0.1秒、100μm、
100mW にて視神経乳頭周囲に４カ所レーザー
照射を行った。 
② AAV type8 ベクターの投与 
 網膜下へ投与を行った。 
 
③ 脈絡新生血管の評価 
 新生血管測定用には、生理食塩水で還流後
4%パラホルムアルデヒドで固定し、フルオレ
セイン標識のデキストランを還流し血管の
可視化を行った。眼球を摘出し固定液内で固
定を行う。眼球を前眼部と後眼部に分け、後
眼部を神経網膜と色素上皮細胞、脈絡膜、強
膜に分け、フラットマウントを作製した。蛍
光顕微鏡下にて新生血管の範囲を計測し、コ
ントロールのベクターとの比較を行った。 
 
④ 病理解析 
 生理食塩水で還流後 4%パラホルムアルデ
ヒドで固定し、眼球を摘出し固定を行った。
シュクロースで置換した後、眼球を前眼部と
後眼部に分け、凍結を行い、切片を作製した。 
 
⑤ RNA レベルでの解析 
 病理解析で調べる VEGF の発現がタンパク
のレベルと同様であるか、RNA のレベルでも
検討した。 
 
４．研究成果 
VEGF に対する siRNA を発現する type8AAV ベ
クターにより脈絡膜新生血管抑制を認めた。
網膜色素上皮における VEGF 発現低下を確認
した。2014 年度に Molecular vision 誌にア
クセプトされた。 
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