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研究成果の概要（和文）：  
本研究で、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACI）を用いることによる遺伝子導入効果の

増強が明らかとなった。これらの遺伝子導入増強効果は局所注射だけでなく、局所外用でも認

められ、その効果も一過性であることが明らかとなった。しかし、成長因子遺伝子を用いた研

究で潰瘍縮小効果が認められなかったことから、遺伝子導入回数や成長因子の組合せなどの検

討が必要と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we demonstrated that HDAC inhibitors increased transient transgene 
expression. This effect was observed by not only local injection but also external use. 
However, an ulcer reduction effect was not observed in the study using the growth factor 
gene. For this result, it was thought that the examination of the gene introduction number 
of times and the combination of growth factors were necessary. 
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１． 研究開始当初の背景 

 糖尿病、膠原病、閉塞性動脈性硬化症な

どの血行障害を背景とした疾患では、外的刺

激などで容易に皮膚に潰瘍を形成する。これ

らの潰瘍は種々の治療に抵抗性であり、潰瘍

が長期に続くことより二次感染が続発する

場合もある。ゆえに、より効果的な潰瘍に対

する治療が切望されている。創傷治癒の過程

では様々な成長因子が重要な役割を果たし

ており、本邦ではヒト組換え型 fibroblast 
growth factor (FGF)が臨床応用されている。

しかし、製法の煩雑さや精製コストにより製

剤が極めて高価となり、使用が限定されてい

るのが実情である。一方、皮膚は局所投与あ

るいは外用など治療に関してアプローチし

やすい臓器であるため、遺伝子治療の格好の

ターゲットとなる。遺伝子を運ぶベクターは

容易に増幅可能であり、直接患部で成長因子
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を発現するため、低コストでかつ効果的な治

療が期待できる。実際に欧米では慢性潰瘍に

対して、hepatocyte growth factor (HGF)と
platelet-derived growth factor A (PDGF-A)
の遺伝子治療の治験が行われている。この際、

成長因子の発現は一過性であることが望ま

しく、また生体への影響を考慮するとウイル

スベクターは使用できないため、リポ製剤に

よる遺伝子導入が選択されている。このため

細胞への遺伝子導入の効率が悪く、発現の低

下によって十分な治療効果は得られていな

い。 
核の中では染色体 DNA はヒストンという

コア蛋白に巻かれた形で存在するが、このヒ

ストンがアセチル化されると、蛋白の構造が

変化して転写因子が作用しやすくなり、遺伝

子の発現が増強する。しかし、アセチル化は

ヒストン脱アセチル化酵素によって速やか

に解除されるため、遺伝子発現の増強は持続

し得ない。このヒストン脱アセチル化酵素の

阻害剤（HDACI）に着目した研究が近年相

次いでいる。本研究によって明らかになる新

しい遺伝子導入法は難治性潰瘍患者の QOL
を著しく改善させるだけでなく、皮膚悪性腫

瘍や悪性腫瘍の皮膚転移例にサイトカイン

遺伝子を導入するなど他の遺伝子治療にも

応用が期待できる。 
 
２． 研究の目的 

血行障害を背景とする皮膚潰瘍は治療に

抵抗性で長期化する。本研究の目的は、これ

ら難治性潰瘍に対して効果的な治療を可能

とする遺伝子導入法の開発である。HDACI
を遺伝子導入時に投与し、遺伝子導入効果の

増強を確認し、その条件設定を行う。さらに

明らかとなった遺伝子導入法を用いて、最も

治療効果のある遺伝子（成長因子など）を決

定して条件設定を行う。以上の結果から、

HDACI を用いた難治性潰瘍への臨床応用を

目指すことが目的である。また、この経皮的

な遺伝子導入法は難治性潰瘍の治療のみな

らず、皮膚悪性腫瘍や悪性腫瘍の皮膚転移例

にサイトカイン遺伝子を導入するなど他の

遺伝子治療にも応用ができるため、安全性が

高く効率的で経済的な遺伝子治療の発展へ

とつながることが期待される。 
 
３． 研究の方法 
本研究では難治性潰瘍モデルラットを用い

て潰瘍を形成し、遺伝子導入して潰瘍治癒状

態を分子生物学的検索、免疫学的検索を行う。

糖尿病は創傷治癒が遅延し難治性潰瘍をつ

くりやすいことから、糖尿病のモデルラット

を実験動物として使用する。 
（予備実験）：in vitro（ヒト培養線維芽細胞）

に お け る HDACI の 外 来 遺 伝 子 （ β

-galacsidase；β-gal）発現増強の確認。 
ヒト培養線維芽細胞に対して、β-gal 遺伝子

を組み込んだベクターを作成し HDACI
（FK228,CHAP31,TSA-1）投与と同時に遺

伝子導入剤（リポ製剤）で導入する。24～72
時間後に real time PCR,RT-PCR により、

RNA レベルで、アッセイキットを用いたβ

-gal 活性測定により蛋白レベルで確認する。 
（１）計画-１：in vivo（局所注射）における

HDACI の外来遺伝子（β-gal）発現増強の検

討 
ａ）麻酔下でラット背部に皮膚欠損を作成し、

β-gal 遺伝子を組み込んだベクターを作成し

HDACI（FK228）投与と同時に遺伝子導入

剤（リポ製剤）で導入する。24～72 時間後、

一週間後にラット背部より皮膚生検を行う。

これにより、HDACI による外来遺伝子増強

を real time PCR,RT-PCR により、RNA レ

ベルで、アッセイキットを用いたβ-gal 活性

測定により蛋白レベルで確認し、さらに抗β

-gal 抗体を用いた免疫組織化学法によりβ

-gal 発現細胞と発現範囲を観察する。 
ｂ）これらを半減期の異なる HDACI
（CHAP31,TSA-1）についても検討し、β

-gal の発現がもっとも増強される HDACI の
種類とその至適濃度を決定する。 
 
（２）計画-２：in vivo（局所外用）における

HDACI の外来遺伝子(β-gal)発現増強の検

討。 
研究計画-1 の局所注射を局所外用にして同

様に検討する。 
 
（３）計画-３：局所注射による成長因子遺伝

子発現増強と創傷治癒促進効果の検討。 
ａ）計画-1 の外来遺伝子（β-gal）を HGF, 
PDGF あ る い は 、 Insulin-like growth 
factor(IGF-1)遺伝子に変えて行う。 
ｂ）潰瘍の大きさ（縱×横）を経時的に計測

し縮小率に差があるかどうかを検討する。  
（４）計画-４：局所外用による成長因子遺伝

子発現増強と創傷治癒促進効果の検討。 
計画-３の局所注射を局所外用にして同様に

検討する。 
計画-５：臨床応用への検討。 
計画１～４によって得られた条件において

臨床応用を検討する。 
 
４．研究成果 
（予備実験）：in vitro（ヒト培養線維芽細胞）



 

 

に お け る HDACI の 外 来 遺 伝 子 （ β

-galactosidase；β-gal）発現増強の確認。 
予備実験としてヒト培養線維芽細胞への

HDACI(FK228, CHAP31, TSA-1)の外来遺

伝子（β-galacsidase；β-gal）発現増強の検

討を行った。各 HDACI とも HDACI を用い

ないコントロールに比して、8 倍から 13 倍ま

での発現増強を確認した。（図：アッセイキ

ットによるβ-galactosidase 活性測定） 

 
 
（１）計画-１：in vivo（局所注射）における

HDACI の外来遺伝子（β-gal）発現増強の検

討。 
皮膚欠損を人工的に作成した糖尿病モデル

ラットに、マーカー（β-gal）を有するベク

ターをその周囲に遺伝子導入剤とともに皮

下注射した（Ｃ群）。もう一群には導入の際

HDAIC（FK228）を一緒に投与し（Ｈ群）、

β-gal 発現量を real time PCR、RT-PCR に

より比較した。両群とも m-RNA 量は導入後

24 時間後にピークとなり以後は減弱した。Ｈ

群ではＣ群の 10 倍の RNA 発現を認め、

HDACI が外来遺伝子を増強することが

RNA レベルで確認された。遺伝子導入され

たラット組織のアッセイキットを用いたβ

-gal 定量においてもＨ群はＣ群の約 8 倍であ

り、蛋白としての発現増強も確認された。尚

この増強は 72 時間にピークがみられ１週間

後まで持続した。抗β-gal 抗体を用いた免疫

組織化学による解析では、発現細胞は主に真

皮上層の線維芽細胞であった。次に半減期の

異なる２つの HDACI(CHAP31,TSA-1)につ

いて同様の実験を行い、FK228 と発現増強に

差があるかどうか検討したが、増強程度は同

様で有意差はみられなかった（図：β-gal ア
ッセイキットによる活性解析）。さらに、

HDACI の至適濃度設定の検討において、高

濃度で細胞障害性による刺激反応を誘発し

た。 
 
（２）計画-２：in vivo（局所外用）における

HDACI の外来遺伝子(β-gal)発現増強の検

討。 
次に計画-１と同様に皮膚欠損を作成したラ

ットに、β-gal ベクターと遺伝子導入剤を皮

下注射ではなく直接欠損部に塗布し前記と

同様の実験を行った。m-RNA 量は両群とも

24 時間後にピークとなり以後は減弱した。Ｈ

群ではＣ群の６倍の RNA 発現を認めた。ア

ッセイキットによる蛋白としての発現解析

も４倍であり単純塗布においても HDAIC は

外来遺伝子を増強することが RNA レベルで

確認された。抗β-gal 抗体を用いた免疫組織

化学による解析でも同様で、発現細胞は主に

真皮上層の線維芽細胞であった。またこの実

験でも各 HDACI 間で差は認められなかった。 
 
（３）計画-３：PDGF と IGF-1 の HDACI
による発現増強はβ-gal に比して低く、RNA
レベルで３倍、蛋白レベルでは２倍程度であ

った。ラットの皮膚欠損は時間とともに収縮

し最終的に治癒したが、遺伝子導入の有無、

HDACI の種類でその期間に差は認められな

かった。その効果については、本邦で行われ

ているヒト組換え型 fibroblast growth 
factor に対して優位な縮小効果を見いだせな

かった。 
 
（４）計画-４：局所外用においても計画-3
の結果と同様に導入遺伝子、HDACI の有無

でその期間に差は認められなかった。 
 
（５）結語：本研究により、ヒストン脱アセ

チル化酵素阻害剤を用いることにより、遺伝

子導入効果の増強が確認された。局所注射に

よる外来遺伝子発現増強は RNA レベルで約

10 倍、蛋白レベルで約 8 倍であった。局所外

用においても RNA レベルで 6 倍、蛋白レベ

ルで 4 倍となった。効果の持続性も RNA レ

ベルで 24 時間後、蛋白レベルで 72 時間後に

ピークを迎えて以後減少し、増強効果が一過

性であることを証明した。しかし、成長因子

（PDGF, IGF-1）遺伝子導入の増強効果は

RNA レベルでも蛋白レベルでも確認された

ものの、β-gal 遺伝子導入に比して半分と低

かった。さらに、潰瘍の縮小効果についても、

用いた HDACI、成長因子の有無や種類にお

いて差を認めなかった。これら導入遺伝子の

増強効果は認められるものの、潰瘍の縮小効

果が認められなかった結果は、HDACI の至

適濃度の検討が不十分であった可能性や、用

いた成長因子を組み込んだベクターの問題、

もしくは単独の成長因子では不十分であっ

た可能性が考えられる。本研究で、HDACI
は低い濃度では充分な遺伝子導入の増強効



 

 

果を発揮できないが、高い濃度では細胞障害

性を示し、その至適濃度の決定は非常に難し

かった。HDACI は選択的に癌細胞のみにア

ポトーシスを誘導するとされているが、その

機序は解明されていない。今回の細胞障害性

が HDACI の正常細胞に対するアポトーシス

誘導によるものかは不明だが、高い濃度や長

期の使用には適さないことは明らかである。

今回の研究で HDACI の遺伝子導入増強効果

が一過性であることが明らかになったが、潰

瘍縮小効果は低いため、HDACI による複数

回の遺伝子導入、もしくは複数の成長因子を

組み合わせて用いるなどの検討が必要と考

えられる。 
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