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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、心不全発症メカニズムにおいて重要とされる低酸素応答システムを標的と
し、遺伝子工学的に作成した癌抑制遺伝子p53-Ig遺伝子およびHypoxia inducible factor-1(HIF-1)遺伝子を超音波遺
伝子導入法を用いて心筋細胞へ導入することで病的心筋リモデリングを制御することである。
in vitroにおける導入遺伝子の発現を確認し、in vivo実験にて既存のGFP遺伝子をマウス心へ導入し、その遺伝子発現
を蛍光顕微鏡下で確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed that regulation of pathologic cardiac remodeling 
targeting a hypoxia response system using a sonoporation.
We performed GFP gene delivery in vitro, and confirmed the gene expression in vivo.

研究分野： 心臓血管外科学全般
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

循環器疾患に対する治療は飛躍的な進歩

を遂げているが、心筋梗塞、弁膜疾患などの

多様な疾患の終末像である重症慢性心不全

はいまだに先進諸国における主要な死亡原

因のひとつである。内科治療が奏功しないほ

ど重症化した心不全に対しては、補助人工心

臓や心臓移植等の置換型治療が有効である

が、ドナー不足や免疫抑制、合併症など解決

すべき問題が多く、すべての重症心不全患者

に対する普遍的な治療法とは言い難い。一部

では遺伝子治療(補充療法、分化誘導療法、

分裂増殖誘導療法)・細胞移植による再生医

療などの研究も進んでいるが、導入遺伝子の

発現効率、移植細胞の定着・分化・誘導効率・

移植後の不整脈など問題点も少なくないこ

とから、今までとは全く異なる新しい治療法

の開発が期待されている。 

心不全は心臓がもつ内因性の適応能力が

破綻することによって顕在化する病態であ

る。さまざまな原因、例えば心筋梗塞や高血

圧によって心負荷が増大すると、代償反応と

しての心筋細胞肥大が引き起こされるが、そ

の負荷が改善されず持続すると適応的でな

い 病 的 心 筋 リ モ デ リ ン グ (maladaptive 

myocardial remodelling)が進行し心不全に

陥ることが知られている 1)。肥大心では個々

の心筋細胞の酸素消費が増えること、血管か

らの拡散距離が大きくなること、間質の線維

化によって酸素の拡散障害が生じることな

どから、局所的に虚血・低酸素が生じている。

最近の研究で、代償性心肥大の段階では心筋

細 胞 が低酸 素 状態に 陥 ること に よ り

HIF-1(hypoxia inducible factor-1)が活性

化し、さらにそれによって誘導される血管新

生因子 VEGF(vascular endothelial growth 

factor)の活性化を介して心臓での血管新生

が促進され心機能が維持される。しかし負荷

が持続し非代償期となると遷延する低酸素

状態により癌抑制遺伝子p53の活性化が起こ

り HIF-1 と結合することにより HIF-1 および

VEGF 活性が抑制され心機能が低下するとい

うことが明らかになった(Figure 1) 2)。p53

ノックアウトマウスの圧負荷モデルにおい

て、非代償期にも関わらず HIF-1 の活性化が

持続し VEGF の発現増加に伴う血管新生の亢

進が確認されており、その結果心筋肥大は進

行するが、心機能は維持されることが証明さ

れている 2)。以上より心不全治療のストラテ

ジーとしては、心不全の病態生理において重

要とされる上述の心筋細胞と血管内皮細胞

の細胞間ネットワークに着目し、低酸素応答

システムを標的とすべきである。つまり代償

期から非代償期に至る心筋細胞において、 

1) p53 と HIF-1 の結合を阻害すること、 

2) HIF-1 を高発現させ VEGF を誘導・活性化

すること、 

により血管新生の促進が得られ、心肥大か

ら心不全へ至る過程の病的心筋リモデリン

グを抑制することが可能ではないかと考え、

本研究を着想するに至った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、上述の心不全発症メカニズム

において重要とされる低酸素応答システム

を標的とし、遺伝子工学的に作成した p53-Ig

遺伝子を心筋細胞へ効率的に導入すること



で HIF-1 との結合を阻害し、同時に HIF-1 遺

伝子を導入し高発現させることで血管新生

を促進し、病的心筋リモデリングを制御する

ことを目的とする。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

伝子封入マイクロバブル法」を用いる。具体

的には、超音波造影剤に含まれるマイクロバ

ブルの内部へp53-Ig/HIF-1遺伝子を封入し、

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遺伝子導入を行う

(Fig.2)。さらに心筋細胞全体への導入効率

を高めるために、遺伝子封入ゼラチンハイド

ロゲル心膜シートを独自に開発する。つまり、

遺伝子を封入したマイクロバブルをゼラチ

ンハイドロゲルに混合し、シート状に加工す

ることで心膜シートを作成し心臓表面全体

を被覆する。ゼラチンハイドロゲルは生体吸

収性であり徐放性をもつことから、代償期か

ら非代償期に至る過程において心筋細胞内

へ安全かつ効率的な遺伝子導入が可能であ

ると考えられる。 
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３．研究の方法 

低酸素応答システムを標的とし、遺伝子

工学的に作成した p53-Ig 遺伝子および

HIF-1 遺伝子をゼラチンハイドロゲル心膜

シートへ封入し、超音波マイクロバブル法

を用いて心筋細胞へ効率的に導入すること

による病的心筋リモデリングの制御効果を

実験的に検討する。 

 

1) p53 遺伝子の精製・p53-Ig 遺伝子の構築

およびHIF-1遺伝子の精製 （松野担当） 

cDNAよりp53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 p53 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、p53-Ig 遺伝子を構築する。同様にして

cDNA より HIF-1 遺伝子を精製し、PCR 法を用

いて HIF-1 遺伝子を増幅する。 

 

2) in vitro における遺伝子導入および導

入遺伝子発現の確認 

p53 遺伝子および HIF-1 遺伝子の下流に

蛍光タンパク質である GFP(green 

fluorescent protein)遺伝子を挿入し構築

した p53-GFP 遺伝子および HIF-1-GFP 遺伝

子を作製する。既存の超音波遺伝子導入装

置を用いてin vitroにて 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。同時に GFP 遺伝子発現量の定

量化(Western blot analysis)および経時的

変化を検討する。 

 

3) 遺伝子封入マイクロバブルの作製・至

適導入条件の設定 



上記にて精製・増幅した p53-GFP 遺伝子

および HIF-1-GFP 遺伝子を、マイクロバブ

ル内へ封入する。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、 

a) バブル破壊に必要な超音波照射量、 

b) 単位バブルあたりの封入遺伝子量、 

につき検討し、それぞれの遺伝子導入・発

現効率を比較検討することで至適導入条件

を決定する。 

 

4) 遺伝子封入ゼラチンハイドロゲル心

膜シートの作成 

上記にて作成した p53-GFP 遺伝子および

HIF-1-GFP 遺伝子を生体吸収性ゼラチンハ

イドロゲルに混合し、シート状に加工する

1)。 

混合するゼラチン含有量、シートの厚さ

を変え徐放時間の検討を行う。これまでに

報告されているマウス圧負荷心不全モデル

では、圧負荷後 2 週間は代償期であり、以

後非代償期となることが証明されているた

め 2)、2週間以上の徐放効果がられるように、

ゼラチン含有量およびシート厚に関する徐

放性の至適条件を検討する。 

 

5) in vivo における遺伝子導入および導

入遺伝子発現の確認 

マウスを全身麻酔導入後、胸骨正中切開ア

プローチで心臓に達し上記にて作成した遺

伝子封入ゼラチンハイドロゲル心膜シート

を心臓表面へ被覆した後、超音波照射によ

り遺伝子導入を行う。 

a) 遺伝子導入後 3 日、7日、14 日、28

日目に心臓を摘出し、蛍光顕微鏡下

で GFP 遺伝子発現を確認する。同時

に遺伝子発現量の定量化および経時

的変化を検討する。 

b) 混合するゼラチン含有量、シートの

厚さを変え徐放時間の至適条件の検

討を行う。 

 

6) マウス圧負荷心不全モデルの作成  

マウス(8-week-old male C57BL/6 mice)

を用いて、腕頭動脈と左総頚動脈の間を26G 

径で縮窄することで圧負荷心不全モデルを

作成する。下記文献の TAC(transvers aorta 

constriction) モデルを参孝にする 3)。 

 

7) in vivo における遺伝子封入ゼラチン

ハイドロゲル心膜シートを用いた超

音波マイクロバブル法の有効性に関

する検討 

上記で作成したマウス圧負荷心不全モデル

において、①遺伝子導入群と②遺伝子非導

入群の 2 群に分け、摘出心における下記評

価項目につき比較検討を行う。導入遺伝子

は、上述で作成した p53-Ig 遺伝子および

HIF-1 遺伝子を用いる。 

 

【評価項目】 

・心重量比(HW/BW; mg/g)、 

・左室壁厚(LVPW; mm)、 

・心収縮力(FS; %)、 

・血管数(vessel/cardiomyocyte)、 

・心筋線維化；Azan 染色、 

・p53, HIF-1, VEGF 発現の定量；Western 

blot analysis 

 

４．研究成果 

初めに in vivo における遺伝子導入および

導入遺伝子発現の確認を行い、続いて in 

vitro 実験にて確認した既存の GFP 遺伝子を

マウス心へ超音波遺伝子導入法を用いて導

入し、その遺伝子発現を蛍光顕微鏡下で確認

した。 



現在、機能性遺伝子の作成およびその遺伝

子発現効果につき検討中である。また今後、

遺伝子導入効率を上げるために遺伝子封入

心膜シートの作成を試み、実験的検討を行う

必要がある。 
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