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研究成果の概要（和文）： 
本研究は D1NLS/CDK4 遺伝子を、AAV9 をベクターとして正常ラット・ハムスター
及びラット心筋梗塞モデル、拡張型心筋症ハムスター心筋へ導入、心筋細胞増殖を行

うモデルであったが、D1NLS/CDK4遺伝子を AAV9の plasmidへ導入する段階及び
D1NLS/CDK4 遺伝子を導入した AAV9 を増幅する過程で、D1NLS/CDK4 遺伝子を
組み込んだ後 AAV9 plasmid及び AAV9自体の、D1NLS/CDK4の発現が十分には確
認できなかった。遺伝子サイズの問題が大きいと思われるが、その他の理由としては

今回選択した promoter が心筋での発現には適していなかったことも可能性として考
えられる。組み込んだ後の in vitroでの発現実験において確認が取れなかったため、
このままの状態で AAV9への組み込むことは困難と判断した。 
そのため D1NLS/CDK4遺伝子を含んだ plasmidを直接正常ラットの尾静脈より注入
(n=5)、ラット心筋での D1NLS/CDK4遺伝子の発現を調べたが、発現は認められなか
った。 
現在、promoterを変えた(CMV promoter) D1NLS/CDK4 plasmidを作成中であり、
発現が確認できた時点でAAV9の増幅をおこなう予定である。他の promoter(CMV等)
および遺伝子(lacZ等)では、AAV9 ベクターで in vitro、in vivoでも問題なく発現し
ていることは確認済みであるため、CMV と D1NLS/CDK4 の相性の問題がクリアで
きれば、導入実験は可能であると考えている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study was planned to introduce AAV9-D1NLS/CDK4 to healthy rat and hamster 
heart, rat infracted heart and DCM hamster to amplify matured myocardium. At the 
step of introduce D1NLS/CDK4 gene to AAV9 plasmid and after amplifying plasmid, 
expression of D1NLS/CDK4 gene expression was not detected. This result was because 
of size of D1NLS/CDK4 gene and it seemed to be difficult to introduce D1NLS/CDK4 
gene to AAV9.  
After the difficulty was revealed, the plasmid including D1NLS/CDK4 gene was 
injected to rat through rat tail vein (n=5), and expression of D1NLS/CDK4 gene was 

研究種目：若手研究（Ｂ） 

研究期間：2008～2009 

課題番号：20790981 

研究課題名（和文） 不全心機能改善を目的としたＡＡＶ９－Ｄ１ＮＬＳ／ＣＤＫ４による心

筋細胞増殖誘導 

研究課題名（英文） Introduction of AAV9-D1NLS/CDK4 to failure heart to amplify 
matured myocardium 

 
研究代表者 

宮城 直人（MIYAGI NAOTO） 

東京医科歯科大学・医学部附属病院・助教 

 研究者番号：40463913 



examined in rat heart, but the expression was not detected. 
Now change of promoter has been tried to clear the mismatch between D1NLS/CDK4 
gene and AAV9 vector. 
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１．研究開始当初の背景 
重症虚血性心疾患や拡張型心筋症など、末

期心不全に対する治療として、遺伝子治療

は将来、臨床応用可能な治療として期待さ

れている。心筋細胞に対する遺伝子導入を

担う vector として、adenovirus が基礎研
究及び臨床治験で広く用いられているが、

その一方、adenovirus自体の病原性による
副作用の報告、またその免疫原性によって

遺伝子の発現が 2週間以内で消退してしま
う欠点を認めている。その欠点を補い、発

現期間の延長を期待できる vector として、
adeno-associated virus(AAV)が発見され、
更にその plasmidの改変により、心筋細胞
に親和性の高い serotype の開発も進んで
いる。 
申請者が以前行なった研究で、ラットの心

移植モデルを用い、移植心への AAV1,2,5
の移植心への遺伝子導入効率を比較検討し

た。3種の serotypeのうちでは AAV1が最
も心筋親和性が高く、また、少なくとも 3
ヶ月間は遺伝子発現を確認することができ

た。しかし導入効率は未だ不十分であるた

め、本研究では、心筋親和性の高い AAV9
を用いることを計画した。今回の共同実験

者であるUniversity of Pittsburgh School 
of Medicine, Department of Molecular 
Genetics and Biochemistry の Dr.Nakai
のグループは、マウスの尾静脈より

CMV-AAV9-LacZを静脈注射すると、ウイ
ルス量の増加に伴って心筋への LacZ 導入
効率が上がること、また 3× 10e11 
vg/mouse以上で、ほぼ 100％の心筋細胞に
LacZ 遺伝子を導入できるという、今まで
に無い結果をを示した。 
Dr. Nakaiとの共同研究として行なった今
回の予備実験では、ラットの心移植モデル

を用い、移植心に AAV9を用いて LacZ遺
伝子を導入した。ドナー心を摘出後、

CMV-AAV-LacZ を混入した 4℃の心筋保
護液で、摘出心を 20 分灌流し、その後レ
シピエントの腹部に移植した。10日後と 3
ヶ月後に移植心を摘出し、LacZ の発現を
観察すると、非生理的な(ポンプによる還流、
4℃)条件にも関わらず、10e13 vg/ml のウ
イルス量で、最大 71.74％の導入効率を得



ることができた。更に導入効率、ELISAに
よる -galactosidaseの定量測定でも、ウイ
ルス量増加に伴ってそれぞれ増加すること

が示された。本研究では、AAV9 を用い導
入効率を上げると共に治療遺伝子の導入を

検討している。今回の共同研究者である東

京医科歯科大学難治疾患研究所遺伝生化学

分野の北嶋教授・安達らは、これまでに

adenovirus を用い心筋に核移行シグナル
を付加した細胞周期促進因子サイクリン

D1（D1NLS）とサイクリン依存性リン酸
化キナーゼ 4(CDK4)を導入、心筋細胞の
増殖誘導に成功、更に分化後の心筋も収縮

能を持つことを示した。線維芽細胞をはじ

めとする増殖細胞では通常、Cyclin D1と
CDK4はタンパク質翻訳後、核内へ移行し、
網膜芽細胞腫遺伝子蛋白のリン酸化を介し

て細胞周期の G1～S 期を進行させ増殖す
るが、生後の終末分化心筋細胞では Cyclin 
D1 が核内に発現しないため細胞増殖は起
こらない。そこで北嶋・安達らは Cyclin D1
の変異体を作成(D1NLS)、これと CDK４
を adenovirus を用いて培養心筋細胞へ感
染させたところ、導入 5日後に 3倍に増え
た。またラットの心筋梗塞モデルにおいて、

梗塞巣周囲に adenovirus- D1NLS/CDK4
を筋肉注射することで、心筋組織内（in 
vivo）心筋細胞を分裂誘導させることがで
き、梗塞巣の心筋壁の壁厚を増大させ、収

縮能を改善すること、心筋梗塞後心不全を

予防するという画期的な結果を示し（論文

投稿中）、細胞周期促進因子サイクリン D1
（D1NLS）と CDK4 の今後の心不全治療
への応用の可能性が示唆された。しかしア

デノウイルスを用いることに関して、（１）

感染効率が 5％と低いこと、（２）発現期間
は２週間と短いこと、（３）gene delivery
の方法も開胸して局所的に筋注する方法は、

拡張型心筋症など心筋梗塞以外の心疾患に

対しては十分な治療効果が得られない可能

性が考えられること、が課題として挙げら

れる。そこで本研究課題では、上記に記し

たように AAV9の発現期間が長いこと、尾
静脈からの投与で心筋細胞への導入効率が

高いことに注目し、D1NLS/CDK4 発現
AAV9 を作成し、ラット心筋梗塞モデル・
拡張型心筋症モデルを用いて、筋肉注射と

尾静脈から導入することによる心筋細胞へ

の導入効率、増殖促進能、心機能の改善効

果をアデノウイルスベクターと比較解析す

ることを目的とする。 
 
 
２．研究の目的 
本実験の目的は、adenovirusの免疫原性を
克服し、より長期に導入遺伝子が発現し続

けられるようにvectorとしてAAV9を用い、
更に治療遺伝子として D1NLS/CDK4 を
AAV9 を用いて導入し、心筋細胞の分化を
促進、不全心の心機能を長期にわたって改

善させることである。 
本実験のゴールは、 
１．AAV9-D1NLS/CDK4 を正常ラット、
ハムスター心筋に導入した場合、どのよう

な変化がおこるか(長期間 D1NLS/CDK4
が発現し続けた場合、心筋は増殖し続け、

肥大心様に心機能を障害してしまう恐れが

あるか。また、静脈注射、筋肉注射等の導

入方法の違いも関係するか)。 
２．拡張型心筋症ハムスターモデルにおい

て、により心機能を長期改善できるか。 
３ ． ラ ッ ト 心 筋 梗 塞 モ デ ル に

AAV9-D1NLS/CDK4 を導入し、梗塞巣の
縮小、心機能の改善を示すことができるか。

以上 3点を明らかにすることである。 
 
 
 



３．研究の方法 
実験 1 
正常ラット・ハムスターへ、10e12vg の
AAV9-D1NLS/CDK4を静脈注射、10日後、
1ヵ月後、3ヵ月後、6ヵ月後の心機能を評
価する。3ヵ月後(n=6)、6ヵ月後(n=6)に犠
牲死せしめ、組織学的に心筋増殖の有無、

壁肥厚の有無などを評価する。 
同様に、正常ラット・ハムスターを手術的

に開胸、心筋へ直接 2× 10e11vg の
AAV9-D1NLS/CDK4 を 5 箇所注射し上記
タイムスケジュールで評価する。 
実験 2 
ハムスター拡張型心筋症モデルに、

AAV9-D1NLS/CDK4を静脈注射、10日後、
1ヵ月後、3ヵ月後、6ヵ月後の心機能を評
価する。3ヵ月後(n=6)、6ヵ月後(n=6)に犠
牲死せしめ、組織学的に心筋増殖の有無、

壁肥厚の有無などを評価する。 
実験 3 
手術的にラット心の左前下行枝を結紮、心

筋梗塞領域を作成後、左前下行枝の灌流域

へ 2×10e11vgの AAV9-D1NLS/CDK4を
5 箇所注射し上記タイムスケジュールで評
価する。 
 
４．研究成果 

本研究は D1NLS/CDK4遺伝子を、AAV9
をベクターとして正常ラット・ハムスタ

ー及びラット心筋梗塞モデル、拡張型心

筋症ハムスター心筋へ導入、心筋細胞増

殖 を 行 う モ デ ル で あ っ た が 、

D1NLS/CDK4 遺 伝 子 を AAV9 の

plasmid へ 導 入 す る 段 階 及 び

D1NLS/CDK4 遺伝子を導入した AAV9
を増幅する過程で、D1NLS/CDK4 遺伝
子を組み込んだ後 AAV9 plasmid 及び
AAV9 自体の、D1NLS/CDK4 の発現が
十分には確認できなかった。遺伝子サイ

ズの問題が大きいと思われるが、その他

の理由としては今回選択した promoter
が心筋での発現には適していなかったこ

とも可能性として考えられる。組み込ん

だ後の in vitroでの発現実験において確
認が取れなかったため、このままの状態

で AAV9への組み込むことは困難と判断
した。 
そのため D1NLS/CDK4遺伝子を含んだ
plasmid を直接正常ラットの尾静脈より
注 入 (n=5) 、 ラ ッ ト 心 筋 で の

D1NLS/CDK4 遺伝子の発現を調べたが、
発現は認められなかった。 
現 在 、 promoter を 変 え た (CMV 
promoter) D1NLS/CDK4 plasmid を作
成中であり、発現が確認できた時点で
AAV9 の増幅をおこなう予定である。他
の promoter(CMV等)および遺伝子(lacZ
等)では、AAV9 ベクターで in vitro、in 
vivoでも問題なく発現していることは確
認 済 み で あ る た め 、 CMV と
D1NLS/CDK4 の相性の問題がクリアで
きれば、導入実験は可能であると考えて
いる。 
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