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研究成果の概要（和文）：我が国の急速な超高齢化と国民生活の欧米化に伴い、相まって発症する生活習慣病を
克服することは極めて重要である。その生活習慣病の一つである動脈硬化症が主原因で下肢の血管が狭窄した
り、また閉塞して起きる血流障害（閉塞性動脈硬化症・バージャー病等）、それに伴う歩行障害に対して　これ
まで主に侵襲性の高い治療（ステンド等）や外科手術（バイパス手術等）が実施されてきた。
本研究ではナノＤrug Ｄelivery Ｓystemsと核酸医薬品を組み合わせ、筋肉内に新生血管を誘導し、側副血行路
を形成することで血流障害を克服することを目的とし、この血管新生誘導機序を明らかにし、血管新生に向けた
技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：Due to an aging population and the increasingly westernized diet of Japanese
 people, it will be essential to combat the increasing incidence of associated lifestyle-related 
diseases such as atherosclerosis and type 2 diabetes. For example, it is well known that 
atherosclerosis produces narrowing of blood vessels in the leg, which may lead to severe symptoms 
including gangrene. For the medical treatment of impeded blood flow (e.g. arteriosclerosis 
obliterans, Buerger's disease) both drug treatment and/or invasive surgical interventions 
（stenting, bypass graft surgery, etc.）　are required.
Therefore, the aim of the present research project is to establish a novel non-invasive therapy for 
siRNA-induced vasculogenesis by the use of nano-size drug delivery systems, which is designed to 
stimulate the collateral circulation in compromised tissues. This technique will also be applicable 
in organ transplant and regenerative medicine.

研究分野：人間医工学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 RNA	干渉（RNAi：RNA	interference）とは

約 22 塩基対程度から成る二本鎖 RNA	（セン

ス鎖およびアンチセンス鎖による small	

interfering	RNA：siRNA）にて配列特異的に	

mRNA	を分解し、特定遺伝子の発現が選択的

に抑制される“ノックダウン”現象である。

ヒトゲノムの全塩基配列が明らかとなった

現在、塩基配列相補的に作用する siRNA は、

ほぼ全ての特定されている遺伝子に対して

設計可能で、さらにその標的遺伝子の発現抑

制効果は、他の核酸医薬品（デコイ、アンチ	

センス、miRNA 等）と比較し、約 10 万倍と高

く、そのため siRNA は今後、医薬品への技術

転用が強く待ち望まれている。	

しかし	今後、siRNA	を臨床応用する場合、	

[１]	off-target	効果の低減	

	 どのようにして	off-target	効果（siRNA

の配列の一部が、部分的に相同性（ホモロジ

ー）を有する標的遺伝子以外の遺伝子発現を

抑制してしまう交差反応）を低減させること

が可能なのか、	

[２]	法的規制のクリア	

	 いかに技術使用に伴う占有特許等の法的

制限および法的レギュレーションを克服す

るのか、	

[３]	低侵襲的薬物送達システムの確立	

	 どのような薬物送達法（Drug	Delivery	

System：DDS）を用いて有効量の siRNA を局

所へ送達させることが可能なのか、	

等が、今後、直ちに克服および解決すべき重

要な課題である。	

	 我々は、これまでにナノバブルに超音波を

照射し、生じた緩衝波にて外来物質（薬物、

遺伝子ベクターおよび核酸	等）を宿主細胞

内へ無侵襲的に導入する、ソノポレーション

法（音響穿孔法）と呼ばれる新規 DDS 技法を

確立した。また我々は、バイオベンチャーや

試薬会社と共に開発した血管新生を誘導す

る siRNA を用いることで、上記の[１]および

[２]の課題を克服することが可能ではない

かと考えた。さらにソノポレーション法と最

新アルゴリズムによる siRNA	技術とを組み

合わせることでこれまでに無いまったく新

しい低侵襲性な末梢血流障害の治療法を確

立することが可能であると考えた（課題[３]

の克服に向けて）。	

	 これまで国内外において	これまで	『ソノ

ポレーション法』と『核酸医薬 siRNA』を組

み合わせた研究報告はほとんど無い。	

	 近年、転写因子である低酸素誘導因子

（hypoxia	inducible	factor：HIF）のサブ

タイプの一つ、HIF-2αの新たな制御因子と

して Int6 が同定された。Int6 はマウス乳が

ん発症ウイルスの標的遺伝子産物として発

がんや血管新生に重要な役割を果たし、

HIF-2αと結合してプロテアソームによる分

解を誘導する。一方、Int6 が存在しない場合

には HIF-2αは、局所の酸素濃度とは無関係

に	hypoxia-related	element（HRE：低酸素

関連因子）に対して特異的に作用し、

Angiopoetin	1、VEGF、bFGF	等の血管新生関

連因子群の転写促進を誘導し、微小血管が新

生される（Chen	et	al.,	2007）。すなわち、

Int6	は正常血管新生のマスタースイッチの

一つであり、Int6	を特異的にノックダウン

する siRNA を投与することで Int6 の発現レ

ベルを著しく低減させ、その結果、主に HIF-2

αが	HRE	に作用することで最終的には血管

新生関連因子の転写促進を引き起こすこと

で新生血管を誘導•産生することが可能では

ないかと考えた。	

	 また生活習慣病および喫煙習慣	等に起因

し、近年、国内で増加している末梢血管の狭

窄や閉塞を伴い、間歇性跛行を有する末梢動

脈疾患および未だ原因不明の血栓性閉塞性

動脈炎（ビュルガー病）の新たな治療法の確

立が急務であると考えられる。現在、既に同

疾患に対してステントによる侵襲的血管内

治療やウイルスベクターを用いた遺伝子治

療が臨床では行われているが、より簡便かつ

コンベンショナルな新規治療法の開発が強

く望まれている。	

	

２．研究の目的	

	 本研究は『血管新生に深く関与する低酸素

誘 導 因 子 （ HIF-2 α :	 Hypoxia-Induced	

Factor-2α）を特異的に抑制する制御因子

（Int6）』を siRNA の分子標的とし、これま

でに無い全く新しい設計理論に基づいて作

成された核酸医薬、『新型 siRNA』を作成す

ることを第一の研究目的とした。次に『新型

siRNA』を本『ハイブリッド型ナノバブル』

中に封入し、『ソノポレーション法』にて健

常マウスの下肢前脛骨筋に対して低侵襲的

に導入し、標的分子である『Int6』のノック



ダウン効果を遺伝子レベルで経時的に観察

することを第二の研究目的とした。さらに虚

血下肢マウスを作成し、その虚血病態が完成

後、虚血下肢筋組織に対して低侵襲的に

siRNA 導入し、下肢の機能的回復を指標とし

て新規 siRNA の薬理学的作用を観察すること

を第三の研究目的とした。	

	

３．研究の方法	

	 まず微小血管を新生・誘導する siRNA をハ

イブリッド型ナノバブル中に内包させ、体液

中でも本 siRNA が分解され難いハイブリッ

ド型ナノバブルを開発・作成した。次に最も

効果的に siRNA の導入効率を得るため、

LaminA/C タンパク質の発現抑制作用を有す

る siRNA をハイブリッド型ナノバブル中に内

包させ、遺伝子レベルでその発現状態を

real-time	PCR 法にて検証した（コントロー

ル実験）。さらに微小血管を新生・誘導する

siRNA を３種類、設計・作成した。これらの

siRNA をソノポレーション法にて低侵襲的

に健常マウス下肢筋組織内へ導入し（単独も

しくは混合状態で）、血管新生誘導因子およ

び Int6 の発現レベルについて経時的に遺伝

子レベルにて real-time	PCR 法を用い、検証

を行った。さらに下肢虚血モデルマウスの作

成を行った。	

	

４．研究成果	

	 本研究にて下記の主な成果が得られた。	

(1)ソノポレーション法を用い、下肢前脛骨

筋に対して導入するハイブリッド型ナノバ

ブルの開発・完成	

	 キャビテーション気泡の動特性を解明す

るにはキャビテーション気泡の粒径分布と

減衰特性スペクトルの情報が不可欠である。

まず水槽実験から超音波照射後のナノバブ

ルの粒径分布を粒度分布測定装置で測定し、

次に気泡の音響減衰スペクトルをパルスレ

シーバーにて測定した。また破壊時の圧力情

報を高周波帯域用ハイドロフォンで測定し、

離散フーリエ変換（FFT）解析を行った。さ

らに粒径分布、音響減衰スペクトルおよび

FFT 解析を基に Keller-Miksis の気泡モデル

からキャビテーション気泡の動特性を求め、

ハイブリット型ナノバブルを開発・作成した。	

図１にその概略図を示した。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図１	 ハイブリット型ナノバブルの概略図	

	

(2)	LaminA/Cタンパク質の発現抑制作用を有

する siRNA を用いて本実験系のノックダウン

効果の検証	

siRNA 導入条件を設定するため、生体内に

ユビキタスに存在する LaminA/C タンパク

質をコードする LaminA/C 遺伝子を特異的

に抑制する siRNA を作成した。本 siRNA を

『ハイブリッド型ナノバブル』中に封入し、

『ソノポレーション法』にてマウス前脛骨

筋に導入した。一定時間後（１、３、６、

９、１２、２４、４８および７２時間後）

に PBS のみの結果（コントロール）と比較

し、前脛骨筋を摘出し、前脛骨筋における

LaminA/C 遺伝子のノックダウン効果を

real-time	PCR 法にて遺伝子レベルで量的

に解析した。その結果、投与後、２４時間

後において全ての濃度の siRNA 投与にて

LaminA/C遺伝子の発現が減弱しており、『ソ

ノポレーション法』による siRNA 導入条件

を決定した（図２）。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

図２	 LaminA/C 遺伝子発現の抑制効率	

	

(3)各 siRNA（♯1、♯2 および♯3）単独投与

による Int6 ノックダウン効果の検証	

Int6 を特異的に抑制する３種類の siRNA

（♯1、♯2 および♯3）を合成・作成し、各々

の siRNA をマウス前脛骨筋に単独導入後、

Int6 の抑制効果を遺伝子レベルでの量的

発現を計測した（図３）。	



①	 ♯1 投与時	

	

	

	

	

	

	

	

	

②	 ♯2 投与時	

	

	

	

	

	

	

	

	

③	 ♯3 投与時	

	

	

	

	

	

	

	

	

全ての種類の siRNA 投与後、２４時間後に

おいて Int6 の発現レベルは減弱していた。

特に♯2の抑制効果が高かった。	

	

(4)３種類の siRNA を混合した条件での Int6

ノックダウン効果の検証	

３種類の siRNA（♯1、♯2 および♯3）を混

合させ、３種類の siRNA が共存した条件下

で同様にマウス前脛骨筋に導入し、Int6 の

抑制効果を遺伝子レベルでの量的発現の抑

制率を計測した（図４）。	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

また同様に HIF-2αの抑制効果を遺伝子レベ

ルでの量的発現の抑制率を計測した（図５）。	

	

	

	

	

	

	

	

	

３種類のsiRNAを50	nM投与時、24時間後、

HIF-2αの発現率が約50％に半減していた。	

	

(5)下肢虚血モデルマウスの作成	

Kochi	T	et	al.(2013)らの報告に基づき、下

肢虚血モデルマウスを作成し、下肢虚血状態

を作り出すことに成功した。	

	

	 我々が提案しているソノポレーション法を

用いた血管新生作用を有する siRNA 導入療法

は既存の治療法に比べて		

①	宿主に対して低侵襲性である点、②	宿主の

免疫性に関わらず何度でも繰り返し投与可能で

ある点、③	ステントのように留置禁忌部位が無

い、④	副作用がほとんど無い、という多くの優

れた臨床的な特性を有すると考えられる。	

	 さらに近年、臓器移植法が改正され、『臓

器移植』という概念そのものも国民意識に深

く浸透し、国民生活においても広く認知される

ようになってきた。また『iPS細胞を用いた様々

な国家的規模の再生医学研究プロジェクト』も

展開しており、自己細胞を利用した再生医療

も臨床実用化段階まで進んできた。一方で『臓

器移植』や『再生医療』も最終的には高度な

侵襲性の高い外科的処置を伴い、患者に対し

てどれだけ外科的侵襲を軽減出来るかが、先駆

的な医療技術の質が成功を左右する。我々が提

案している本手法は微小血管の新生誘導にて

栄養血行路が創成されるという観点から創

傷治癒過程での大幅な治療期間の短縮が期

待され、『臓器移植』および『再生医学』の

外科的療法において極めて有効な補助的療法

（アジュバント療法）としても臨床医学へ技

術転用が可能であり、国民に対して低侵襲的

医療を提供する波及効果をもたらすと考え

られる。今後、本研究内容・課題をさらに加

速化させ、原著英文論文にまとめる計画である。	
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