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研究成果の概要（和文）：本研究は、物理的非ウイルスベクターによる遺伝子治療の臨床応用を目指し、大型動物にお
ける効率的かつ再現性の高い局所的ハイドロダイナミック遺伝子導入のための新規導入システムの安全性確立を目的と
した。導入実験後のラット肝臓の形状を3D CADによるモデリング作業を経て、内部の血管も含むラット肝臓CADモデル
を作成した。FEモデルを作成し、有限要素応力解析システムを用いて解析した。その結果、FEモデルの形状変化が、実
験時の実際のラット肝臓の変形と定性的かつ定量的に一致したことから、肝臓内の応力状態の推定結果に基づき、適切
な薬液導入圧力を与えられる制御パラメーターの決定が可能となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research aimed at safety establishment of the new introduction system for the
 efficient local hydrodynamic gene therapy with high reproducibility in large animals, aiming at clinical 
application of the gene therapy by a physical non-viral vector. FE model reproducing the liver modificatio
n at the time of gene therapy was created, and it analyzed using the FEM system. As a result, elongation o
f the rat liver at the time of an experiment with an actual form change of FE model. The results brings su
itable fluid pressure based on the estimated result of a stress state in liver.
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子治療の臨床試験は 1980 年代後半よ

り開始された。中でもハイドロダイナミック
遺伝子導入法(HGD)は、in vivo で一回の手技
によりマウス肝細胞の約 40％に遺伝子を導
入することが可能な方法として 1999 年に報
告された。本法は、マウス尾静脈へ大量の生
理食塩水を短時間で注入することにより肝
組織内圧の急激な変化を誘導し、細胞膜に一
時的な微小孔を形成させ、核酸単体を含む
種々の物質を直接肝細胞内に導入すること
が可能である。HGD 法は、現時点で最も導
入効率の高い非ウイルスベクターであると
同時に、導入法に基づく発癌や免疫反応など
の生物学的な副作用を起こす可能性が極め
て少ない特徴を有する。 
一方、HGD 法では、大量の生理食塩水を

急速に静注することによる全身循環動態へ
の影響が甚大である。また、同法を大動物に
適用した際の安全性と効率性を兼ね備えた
遺伝子導入法が確立しておらず、未だ一般臨
床における治療選択肢として普及するに至
っていない。 
申請者と共同で研究を推進するグループ

は、ハイドロダイナミック伝子導入法の導入
効率を規定する因子の同定（Gene Ther 
(2007) 14; 129-137）、高い遺伝子導入効率を
確保するための条件解析（Mol Ther (2008) 
16; 1098-1104）、循環動態上の安全性を担保
する要件の解析（Mol Ther (2009) 17; 
491-499）、ならびにコンピュータ制御下薬物
送達システムの開発を系統的に展開してき
た。カテーテルを用いた局所的な HGD 法は
必要溶液量の減量に有効であるが、各臓器局
所が注入溶液に対して不測の排液路を提供
するため、注入量と注入時間を規定しても誘
導される物理的なインパクトが一定せず、遺
伝子導入効率の点で極めて再現性が低い。す
なわち、図 1 のように生理食塩水の注入速度
と注入部近傍の圧力増加の関係は、注入対象
や個体差の影響を受けることから、局所的な
HGD 法において高い導入効率とその再現性
を保障するためには、組織内圧をパラメータ
とする注入制御システムが必要となる。 

一方、申請者は図 2 に示す超音波 3 次元形
態計測とその結果に基づき、予め用意した標
準 CAD モデルを Free Form Deformation 法
を適用することで、生体を対象とした個体有
限要素(FE)モデルを作成する手法ならびに、
得られた FE モデルを利用して、生体内に作
用する力を数値シミュレーションで明らか
にする手法を提案し、義足ソケットや NPPV
用鼻マスクの最適形状決定に適用可能であ
ることを示した。 

 
 
２．研究の目的 
本研究は、大動物へ安全かつ効率的に遺伝

子を導入するための技術を GCP 準拠レベル
で確立することにより、新規遺伝子治療法開
発のための臨床試験前段階へと展開するた
めの要件を整えることを目的とする。臨床試
験へと展開するためには、介入行為全体が
GCP に準拠していることが求められており、
本研究では、遺伝子導入にコンピュータ制御
を適用することで、安全性と効率の担保を図
る極めて独創的な研究である。すなわち、他
の企業あるいは研究施設から同様の報告が
世界的に認められてない GCP 準拠レベルへ
と発展させる本研究は臨床応用を目指すた
めには欠くことのできないステップである。
具体的には、遺伝子導入の際に大量に静注す
る生理食塩水による循環動態への影響を最
小にとどめるためのアルゴリズム構築の一
環として、導入量と圧力の関係を個々の個体
について事前に知り、これを制御パラメータ
として考慮することが有効と考えられる。そ
こで、超音波エコーによる注入部位の事前観
察結果から、前出の制御パラメータの最適値
を求める手法の確立を目標とする。 
本研究では、申請者を含む研究グループが、

動物での有用性を確認してきた高圧ガスに
よる注入システムの問題点を解決し、Good 
Clinical Practice（GCP）に準拠した導入機
を開発する。同様の報告は他に見当たらず、
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人体断面画像に基づく3次元標準モデル

超音波計測による

個人形態計測

写像技術(FFD)を駆使して個人モデルに変形

FEモデル作製

応力解析等のシミュレーション

応力分布評価

CAMデータ作成

医用デバイス等の製作

OK

NG

医用デバイス等の
モデル形状修正

模擬手術支援製品
の製作

医用デバイス等のモデリング

Fig.1 注入速度と圧力変化の関係 

Fig.2 生体モデリング手法 



本研究の新規性は極めて高い一方で、同グル
ープは、すでに局所的なハイドロダイナミッ
ク遺伝子導入により、大型動物で肝臓の広範
囲に効率よく遺伝子導入を達成している他、
肝臓のみならず筋肉や腎臓などへも薬物を
送達することを報告しており、本計画の実現
性は極めて高い。したがって本研究の成果は、
様々な臓器の実質細胞へ直接薬物を送達す
るという、全く新しい概念の治療法開拓へと
繋がる。さらに同グループは、ハイドロダイ
ナミック遺伝子導入によって、核酸以外の
様々な物質を細胞内へ送達することが可能
であることも報告してきた。すなわち、送達
可能な物質は荷電、サイズ、分子構造など、
全く化学的に異なる物質のみならず、赤血球
や血小板など、細胞内小器官と呼べるような
巨大な構造体まで、多岐にわたっている。し
たがって本研究の成果は、遺伝子治療領域の
みならず、薬物送達システムの新規開発とい
うイノベーションの創出へと応用されるこ
とが強く期待されている。 

  
本研究の各段階を遂行することにより、

GCP に準拠し、臨床使用が可能な遺伝子導入
機に要求される制御パラメータが明確とな
る。よって、図 3 に示す現有試作機で解決す
べき圧力目標プロファイルからの差を、減少
させることが可能となる。すなわち、ヒトに
近い体格と肝臓の組織学的な構築を有する
ブタ等の大型動物に対しても遺伝子導入効
率が高い局所的な HGD 法を安全に適用可能
な電動モーターの推力を備えることで、注入
溶液に対して開放系であってもシグモイド
型の時間－脈管内圧曲線を高精度に再現す
るための制御パラメータを事前に評価可能
とするシステムと相互補完し、非ヒト霊長類
に実用可能な注入システムが完成する。さら
には、ヒトに近似の体格を有するもヒトの肝
臓に比較して非常に線維成分が多いブタの
肝臓を対象とした場合の注入パラメータと、
ヒトの肝臓に類似するイヌの肝臓を対象と
した場合の注入パラメータを比較すること
により、ヒトに類似する肝組織構築を有する
非ヒト霊長類における至適な注入パラメー
タを類推することが可能となり、非ヒト霊長

類を用いた注入条件の決定に際して、必要と
なる動物の数を減らすことが可能となる。 
以上より本研究は、HGD 法による肝臓を

対象とした遺伝子治療の臨床応用、ひいては
遺伝子治療全体の臨床適応を格段に促進さ
せるものと期待されている。 
 
３．研究の方法 
ハイドロダイナミック遺伝子導入法の臨

床試験に使用可能な Good Clinical Practice
（GCP）に準拠する遺伝子導入機の試作機を
用い、大動物における肝臓への局所的なハイ
ドロダイナミック遺伝子導入の効果と安全
性確保に向けた検証を行う。この際、導入シ
ステムの最適制御をおこなうための制御パ
ラメータを、有限要素解析に基づいて、予め
明らかにする手法を検討する。 
研究の推進に当たり、現有機器である有限

要素応力解析システム(ABAQUS)、3D スキャナ
ー(VIVID910)を効率的に駆使するともに、申
請者は、新潟大学医歯学総合研究科に所属し
大動物における血管造影下ハイドロダイナ
ミック遺伝子導入に関して世界で最も多く
の経験を有している研究者グループと連携
して本研究を推進する。 
 注入装置ならびに同装置の最適制御決定
のプロセスについては申請者が担当する一
方で、ハイドロダイナミック遺伝子導入法開
発に従事する連携研究者から助言、協力を得
ることが可能であり、本研究の実現性・優位
性は非常に高い。 
 
1)注入局所脈管内圧プロファイル制御装置

の改良：肝臓を対象とした HGD 法における
理想的な加圧プロファイルは、マウスにお
いて確立されている尾静脈からのHGD時に
肝臓で生成される加圧プロファイルに類
似したものと推測される。したがって制御
装置には、局所注入の対象領域のボリュー
ムが不明で、かつ予測不能の注入溶液量が
対象領域から漏出するという条件下であ
っても、全身的な HGD 時に生成される圧力
プロファイルを注入局所に再現可能であ
ることが要求される。現有の試作機は、カ
テーテル内に挿入された圧力センサから
の出力値に基づき、制御回路により電動ア
クチュエータを的確に駆動し、臨床使用さ
れる耐圧シリンジ、既存の耐圧チューブ等
を介して局所注入を実現している。これを、
体重 60kg の 1%に相当する 600ml を許容最
大注入量と仮定し、臨床応用を鑑みて大型
動物に対応可能な150ml耐圧シリンジを用
いる装置に改良する。 

2)注入部形態計測装置の試作と3次元力学的
シミュレーション：注入対象となる臓器を
形態計測可能な環境を構築する。さらに、
本装置を用いた外部からの圧迫荷重に対
する変形挙動観察の他に、注入部位組織切
片を力学的に評価する。NPPV 鼻マスク最適
形状に関する研究で得られた知見を発
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Fig.3 時間‐脈管内曲線の一例 



展・応用することで、血管を含む 3次元モ
デリングを行い、これに前出の圧迫荷重が
作用した際の変形挙動監察結果と数値シ
ミュレーション結果を比較し、解析モデル
の妥当性を評価する。続いて、前述の装置
により注入された際の臓器の損傷程度を
評価するとともに、モデルを用いた解析結
果を比較検討することで、生体への負荷が
最小かつ効果が最大となる注入速度を求
める。一方、これまでの検討から、犬肝臓
を対象とした局所的なHGDにより核酸単独
を効率的に肝細胞内へ導入するためには、
注入開始後 5 秒から 10 秒程度の間に脈管
内圧が100mmHgから 150mmHg上昇する必要
があると推察される。よって、脈管内圧力
を再現するよう、ポンプ注入速度を階段状
に上昇させることが必要である。この間、
注入速度、注入溶液量、脈管内圧をモニタ
ーし、圧力補正に要する制御パラメータの
各定数を設定するために、注入速度と圧力
変化の関係を予測可能な数値シミュレー
ション環境を構築する。 

3)圧力履歴の再現性評価：HGD 原法は用手的
な急速静注を適用しており、その結果、定
量注入である。これに対し高圧ガスをエネ
ルギー源とした定圧注入による HGD では、
当然のことながら異なる圧力履歴が生成
される。いかなる内圧プロファイルが局所
的なHGDにおいて対容量的に導入効率の点
で優れているのかを明らかにするために、
改良する導入システムを用いて、両者の圧
力履歴の再現し、ラット等を対象として生
理食塩水で希釈されたヨード造影剤を注
入し、透視下に溶液の広がりに関して画像
学的な評価を行なうとともに、数値シミュ
レーションと併せて評価する。 

4)最適な圧力履歴の検討：肝臓は肝静脈と門
脈という2系統の独立した低圧系を有して
おり、豊富な脈管間交通と相俟って、注入
溶液が容易に対象領域外へ漏出する。一方、
肝静脈、下大静脈と門脈を一時的であって
も同時に閉塞した場合、全身循環動態に与
える影響は無視し得ない。下大静脈への漏
出は、注入カテーテルおよびバルーンの閉
塞位置が移動と、静脈径の拡大による閉塞
効果の減少が推察される。よって、注入初
期から急速注入を行うことは不利と考え
られるため、複数のシグモイド波形内圧プ
ロファイルに関して、注入溶液量と全身循
環動態への影響を評価し、数値シミュレー
ションと併せて、必要な内圧上昇を得るの
に最も循環動態への影響が少ない圧力履
歴を選別・検討し、導入システムの最適制
御パラメータの導出手法を確立する。 

 
４．研究成果 
 肝臓の断面画像データを基づいて、医療用
CAD システム (Mimics)を利用して表面形状
モデルを作成した。モデルを作成する必要条
件として、スライス幅を 0.5mm、1 ピクセル

の値を 0.031mm に設定した。 

  Fig.4 肝臓 FE モデル 
 
図 4は、作成した肝臓および血管の 3次元

FE モデルを示す。作成したモデルは、数値解
析ソフトウェア(Abaqus)プリプロセッサを
用いてメッシュを作成した。肝臓モデルの要
素総数は 75,340、節点の総数は 159,450 であ
り、一方、血管モデル要素総数は 108,302、
節点の総数は 24,153 である。ここで両モデ
ルの要素形状は 4面体として、要素特性とし
てソリッドを設定し、均質モデルとして解析
を行った。 

Fig.5 HGD 法による注入液の導入 
 

図 5 に示す様に、HGD 法を適用した肝臓内
では、カテーテルから注入される加圧注入液
により、血管壁ならびに肝細胞壁に微細な孔
が生ずる。注入液は、この孔を通じて細胞内
に浸入する。このような状態を厳密にシミュ
レーション解析するためには、流体力学なら
びに弾・塑性力学のそれぞれの観点で計算モ
デルを構築する必要がある。しかしながら、
本研究では解析に必要とする解析時間やコ
ストを削減するために、解析の簡単化を図っ
た。すなわち、熱応力解析において、熱膨張
係数と温度を変更することで、対象となる部
位の変形（膨張）を任意に決定できる。そこ
で、本研究では、注入液を血管に導入するこ
とによる血管の変形を、血管の温度上昇によ
る熱膨張として考えた。一方、注入液の浸透
による肝細胞の変形は、血管に近いほど、薬
液浸透の影響は大きい一方で、距離が大きく
なるほど、その影響は小さくなる。これを、
熱伝導の考え方に置き換えれば、個々の肝細
胞に到達する熱変化が大きい血管近傍の膨



張大きく、距離に応じて、その影響は小さく
なり、距離による影響については、熱伝導率
に依存する。 
そこで、本研究では熱応力解析問題として、

肝臓の挙動をシミュレーション可能な環境
を構築するとともに、このために血管を含む
肝臓モデルを作成した。ここで、モデルの精
度を考慮し、肝臓および血管モデルをそれぞ
れ個々に作成した後、両者の位置を合わせて
一体化することとした。 
一方、解析に際しては、図 6のように肝臓

モデルの内面と血管表面を密着するととも
に、同図に示す肝臓の領域に対して、三軸方
向について節点の変位を拘束する境界条件
を設定した。 
 

Fig.6 境界条件 
 
 本研究では、熱応力解析に基づき HGD 法に
よる肝臓内圧力履歴をシミュレーション可
能とするために、要素の物性値として、ヤン
グ率、ポアソン比、熱膨張係数、伝導率、比
熱、密度のそれぞれの材料物性値を設定する
必要がある。ここで、ヤング率、ポアソン比、
比熱および密度については、文献値に基づく
値をそれぞれ設定した。一方、熱膨張係数お
よび熱伝導率については、実際の HGD 法を施
した肝臓を対象として、応力履歴と変形状態
を実験的手法で明らかにし、得られた結果と
同等の変形履歴が得られる値を、それぞれ設
定することとした。 
 図 7 に、ラットを対象として行った実験で
得られた注入時の圧力履歴を示す。この結果、
実験直前と直後の肝臓表面の任意２点間の
ひずみ量は約 19%であった。 

Fig.7 圧力履歴 
 

  
Table 1 物性値 

 
この様にして得られた実験結果と同等な

解析結果が得られる熱膨脹係数、熱伝導率に
ついて、検討を行った結果、表 1のように物
性値をそれぞれ設定することで、同等の結果
が得られることが判った。ここで、肝臓表面
の前出実験結果を得た位置でのひずみ量は
18.4％であり、ほぼ同等の結果が得られた。
また、大型動物を対象とした HGD 法適用の際
に、治療効果が最も期待されるシグモイド状
圧力曲線で注入液を導入すると効果が一番
高いことを考慮し、解析を行う際の設定パラ
メータの一つである温度についても、検討を
進めた結果、図 8に示すように実験時と同等
のシグモイド曲線を得ることができた。 

Fig.8 圧力履歴 
 

 
Fig.9 Mises 応力分布 

 
ここで図 9 は、薬液導入圧力が、最大値、

すなわち 4kPa となる際の解析結果の一例と
して、肝臓表面の Mises 応力分布を示してい
る。図より、血管およびその周辺領域に作用
する応力は大きいことが判る。 
これらのことから、本研究で作成した肝臓

の解析モデルを駆使することで、HGD 適用時
における肝臓内の応力分布を事前に知るこ
とが可能となり，注入機の圧力履歴を決定す
る上で，貴重なデータを提供することが可能

組織 ポアソ
ン比 

比熱 
[J/kg・k] 

熱伝導率 
[W/m・k] 

熱膨脹係数 
[1/k] 

肝臓 0.5 3300 0.03 0.0215 
血管 0.5 3300 0.03 0.0215 

圧力[pa] 
 解析値 
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Time[s] 

Time[s] 

圧
力
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であると考えられる． 
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