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研究成果の概要（和文）：生体適合性に優れたナノミセル型遺伝子キャリアを用いたマウス骨格

筋へのハイドロダイナミクス投与により，1 ヶ月以上の持続的な遺伝子発現を得た．ナノミセ

ルへのコンドロイチン硫酸添加により，さらに組織傷害の少ない投与が可能であった．末梢神

経損傷モデルに対して，筋肥大効果のある IGF-1遺伝子を，コンドロイチン硫酸添加ナノミセ

ルを用いて投与し，運動・感覚機能の早期改善が得られた．本システムは外傷後の廃用性変化

を防止し，早期の機能改善を目指す治療戦略として有用である． 

 
研究成果の概要（英文）：Polyplex nanomicelle is an effective and biocompatible gene carrier. 
By hydrodynamic injection of nanomicelle into skeletal muscle of mice, a prolonged 
transgene expression was obtained for more than a month. The addition of chondroitin 
sulfate to the nanomicelle further reduced the tissue damage in the muscle. In model mice 
of peripheral nerve injury, the introduction of IGF-1 gene into the muscle using the 
nanomicelle accelerated the recovery of motor function and sensation of the paralyzed 
limb, through the processes of the muscular hypertrophy induced by IGF-1. This strategy 
is promising for avoiding disuse atrophy and the eventual early recovery of motor and 
sensory functions after severe trauma.  
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１．研究開始当初の背景 
 
神経損傷，難治性骨折などの重度外傷は，

長期間を要することが多い治療経過で，筋萎
縮，関節拘縮といった廃用性変化から非可逆

的な組織の器質化が生ずると，最終的な機能
回復の著しい障害となる．これを防止するた
めに運動療法が一般的に行われるが，外傷の
残存する部位では限界があり，筋および周囲
組織に対する薬理学的なアプローチを併用
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する必要性が考えられる．筋変性は昨今の分
子生物学的検討により分子・遺伝子レベルで
の病態機序解明が進み，IGF-1 の投与やプロ
テアーゼ阻害による筋萎縮防止の可能性が
示唆されている．重度外傷への適応では，長
期に渡る薬効の安定性，持続性が求められ，
遺伝子導入が有力な戦略のひとつとなる．  
 筋組織は従来より naked DNAを用いた遺伝
子導入のターゲットとして注目され，
Duchenne 型筋ジストロフィー症を初めとす
る筋組織そのものの治療目的のほか，DNA ワ
クチンのような，投与後の筋からの生理活性
物質の徐放を利用するシステムとして研究
されてきた．投与経路として，従来 DNA を直
接筋注し，エレクトロポレーションなどの物
理刺激を併用する手法が中心であったが，発
現の安定性，再現性に問題があり，十分な発
現を得るには組織傷害が大きくなる欠点が
あった． 
一方，筋注を上回る遺伝子発現を得る手法

として，四肢近位で駆血後 DNAを経静脈投与
し，一時的な組織内圧の上昇により効率よい
膜透過，細胞内輸送を実現するハイドロダイ
ナミクス法による手法が報告され，軽微かつ
一過性の組織傷害のみで効率よい遺伝子導
入が確認されている．  

本研究は，応募者らがこれまで独自に研究
開発を進めてきた非ウィルス性ナノミセル
型キャリアが，このハイドロダイナミクス法
による筋ターゲット遺伝子導入に最適な手
法であると着想したものである．廃用性障害
に陥りつつある筋への遺伝子投与法として，
キャリア設計・投与法の最適化を進め，重度
外傷後の筋および周囲組織に対する新しい
治療法への展開を試みる． 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は，動物モデルを用いて，ハ

イドロダイナミクス法による筋ターゲット
遺伝子導入手法の条件最適化，治療効果評価
を行い，外傷治療への展開を図ることである．
これまで廃用性変化の進行を見守るしかな
いことが多かった筋組織への積極的なアプ
ローチにより，最終的な運動機能の改善を目
標とする治療戦略の基礎的検討を行う．本研
究では正常動物への実験により，ナノミセル
型キャリアの設計・投与法最適化を進め，次
いで外傷モデル動物を用いた実験により，治
療用遺伝子の投与による筋・運動器への治療
効果を検討する．さらに筋への遺伝子導入で
は，周囲組織や血液中への発現タンパクの長
期徐放も期待されるため，筋からの導入遺伝
子の徐放およびその治療効果についても検
討する．これらの組合せによる，新しい視点
からの機能再建法の確立を目指す． 
 

３．研究の方法 
 
 本研究で用いるナノミセル型キャリアは，
独自開発したポリエチレングリコール（PEG）
とカチオン鎖を連結したブロック共重合体
を用い，これとプラスミド DNA（pDNA）を混
合させて形成されるナノミセル構造体であ
る．内核で凝縮された DNAの周囲を PEGによ
る外殻が取り囲む構造を取り，生体内安定性，
生体適合性に優れることが特長である．カチ
オン鎖として，PLL（ポリリシン）を用いた
もの，またはポリアスパラギン酸主鎖にジエ
チレントリアミン構造を側鎖として連結し
たポリカチオン（PAspDET）を用いた． 
骨格筋へのハイドロダイナミクス投与は，

マウス下肢を大腿の近位で駆血し，大伏在静
脈からキャリア溶液を緩徐に静注すること
によって行った（図 1）．駆血帯は静注後 5 分
で解除する．組織内の静水圧を一過性に増加
させ，細胞膜の透過性を亢進させて，キャリ
アの細胞内取り込みを促進させるメカニズ
ムである． 

図 1：ハイドロダイナミクス法 
 
投与した筋での遺伝子発現は，ルシフェラ

ーゼ遺伝子投与後の組織での発現定量，in 
vivo imaging system (IVIS)での観察，GFP
遺伝子を用いた組織学的観察によって行っ
た．さらに筋の組織傷害を組織学的評価，CPK
定量によって評価した． 
疾患モデルへの展開として，末梢神経損傷

モデルに対する IGF-1遺伝子の投与を行った． 
IGF-1 遺伝子発現プラスミド DNA を作成し，
ナノミセルに内包してハイドロダイナミク
ス投与を行った．神経損傷モデルとしては，
坐骨神経冷却損傷モデルを用いた，神経機能
解 析 と し て は ， 歩 行 機 能 の sciatic 
functional index（SFI）による解析，下肢
足底の知覚テスト（Paw pressure test）と
行った． 

また筋への遺伝子導入後の発現タンパク
の血中への徐放による治療効果を見るため
に，マウスへの膵臓がん（BxPC3）皮下移植
モデルを用い，血管新生を抑制する働きを持
つ sFlt-1 遺伝子の投与による腫瘍増殖抑制



 

 

を評価した．  
 
４．研究成果 
 
（1）ナノミセルによる筋ハイドロダイナミ
クス投与による遺伝子導入 
 
 PEG-PLL を用いたナノミセルにおりルシフ
ェラーゼ遺伝子を筋へ導入すると，図 2 のよ
うに，naked DNA 投与と比べ有意に高い遺伝
子発現が 1ヶ月以上持続した．このとき組織
中に取り込まれた pDNAを定量すると，naked 
DNA では投与後 5 日で当初投与量の 0.1％以
下まで DNAは分解されて消失する一方，ナノ
ミセルではその約 1000倍の量の pDNAが組織
中に残存していた． 
   

 
図 2：ハイドロダイナミクス法投与後の筋で

の遺伝子発現（ルシフェラーゼ） 
 
GFP 遺伝子投与後に，マウスの生きたまま

筋組織を細胞単位で観察することが可能な
in vivo 共焦点イメージングシステム（アメ
リカ ハーバード大学付属マサチューセッ
ツ総合病院 Yun 教授との共同研究）で観察す
ると，naked DNA では少数の筋線維に強い GFP
発現が見られる一方，ナノミセルでは多くの
筋線維に広く発現の見られることが明らか
となった(図 3)．一方明らかな筋の組織傷害
は見られなかった． 

 
図 3：GFP遺伝子投与後の筋組織ライブ 

イメージング 
  
本イメージングシステムを用いて，蛍光標

識した pDNA の細胞組織内分布を見ると，ナ
ノミセルでは投与後数日に渡って，ナノミセ
ルが徐々に核へ移行し，持続的な発現に繋が

っていることが分かった． 
 また筋ハイドロダイナミクス投与後の組
織傷害の指標として血中の CPK濃度を見ると，
naked DNA，ナノミセルとも，投与翌日には
CPK 濃度が一時上昇したが，その後数日でコ
ントロールレベルまで回復した．  
 
（2）コンドロイチン硫酸添加ナノミセルに
よる組織傷害性の軽減 
  
 コンドロイチン硫酸（CS）は天然の細胞外
マトリクスで，負電荷を持つ．ナノミセル溶
液に過剰の電荷量の CS を添加すると，ポリ
カチオン/pDNA/CS の三元コンプレックスが
形成される．遺伝子導入に用いると，コンプ
レックスの安定化効果により，発現の持続化
が観察された．さらにこの CS の重要な働き
として，効果的に生体内での組織傷害性や炎
症惹起を制御することが明らかとなった．培
養細胞に対する実験で，傷害された細胞膜の
みを透過する蛍光色素（YO-PRO1）を用いて，
遺伝子導入後の膜傷害性を評価すると，ナノ
ミセル溶液中に残存するフリーポリマーと
CS が結合して，フリーポリマーによる膜傷害
を効果的に抑制していることが分かった（図
4）． 

図 4：細胞膜傷害性の評価 
 

 この CS 添加ナノミセルを筋ハイドロダイ
ナミクス投与へ応用すると，投与 4時間後の
血中 CPKを有意に減少させることが確認され
た．CPK 漏出の原因となる膜傷害は一過性か
つ可逆性であることは（1）にても確認され
ていたが，さらにこの CS 添加システムでそ
の傷害性を最小限にすることができた． 
 
（3）坐骨神経損傷モデルに対する IGF-1 遺
伝子の投与 
 
 PEG-PAspDETを用いたナノミセルに CSを添
加したシステムを用いて，マウス坐骨神経損
傷モデルに対する IGF-1遺伝子投与を行った．
IGF-1 の筋への作用はまず筋肥大（萎縮防止）
効果が挙げられ，筋萎縮の分子メカニズムは
まだ全容は解明されていないが，IGF-1 シグ
ナルの減少によるユビキチン-プロテアソー



 

 

ム系の活性化によるタンパク分解の関与が
考えられている．IGF-1 投与による筋萎縮防
止が複数のモデル動物にて報告されている． 
IGF-1 投与後 7 日の摘出筋の重量計測を行う
と，無治療群では健側と比べ麻痺側で約 28％
の重量減少（萎縮）が見られた一方，ナノミ
セルで IGF-1投与した群では，約 12％の減少
に止まった（図 5）． 
 

図 5：神経損傷後 7 日での患肢/健肢重量比 
 
 これに伴う運動機能の早期改善を評価す
る目的で，歩行機能解析を行った．記録され
た足跡より SFI 算出すると，神経損傷後無治
療群では，約 3週で SFIはほぼ正常に回復す
るのに対し，ナノミセルによる IGF-1投与群
では，約 2週の時点での顕著な回復が見られ
た(図 6)． 

図 6：神経損傷後の歩行機能解析 
 

 一方，足底の機械刺激による知覚障害の評
価（Paw pressure test）では，無治療群お
よびコントロール遺伝子投与群では，やはり
約 3週で知覚改善が得られたが，ナノミセル
による IGF-1投与群では，驚くべきことに投
与後 4 日で改善傾向が見られ，2 週で完全に
正常に回復した（図 7）．IGF-1による直接の
神経軸索伸長への作用は文献的にも明らか
ではなく，この効果が神経知覚線維への
IGF-1（タンパク）の直接の効果か，筋肥大
による二次的な効果であるかは現時点では
不明で，今後の検討課題である． 
 
 

図 7：神経損傷後の知覚機能評価 
 
（4）がん増殖抑制 
 
 がんに対する抗血管新生療法として，
sFlt-1 遺伝子の投与を行った．これは VEGF
受容体 1 型の可溶部分タンパクで，これが血
管新生部位に多量に存在することにより，が
ん細胞から産生される VEGFがトラップされ，
血管新生阻害効果を得るものである．既に
sFlt-1 遺伝子を内包したナノミセルの全身
投与により，がんの増殖抑制効果の得られる
ことが確認されている． 
 同遺伝子発現 pDNA を PEG-PLL を用いたナ
ノミセルに内包し，筋ハイドロダイナミクス
投与すると，血清中での sFlt-1 タンパクが
持続的に検出されると共に，無治療群および
コントロール遺伝子投与群と比べ，有意なが
ん増殖抑制効果が得られた．腫瘍組織を血管
内皮特異的なマーカーである PECAM-1免疫染
色を行うと，陽性部位の割合が有意に減少し，
このがん増殖抑制が確かに新生血管阻害に
よるものであることが示唆された．Naked DNA
による投与との比較では，投与後 2 週程度ま
では同様の増殖抑制効果が観察されたが，そ
れ以後は徐々に腫瘍増殖が加速したのに対
し，ナノミセルではさらに増殖抑制効果が持
続した． 
 
 以上のように，ナノミセル型遺伝子キャリ
アを用いたハイドロダイナミクス法による
骨格筋への遺伝子導入の有用性・安全性が確
証された．特に CS添加ナノミセルによって，
筋への組織傷害を最小限にすることができ，
ナノミセルの生理的環境下での安定性を相
まって，安全かつ持続的な遺伝子発現が可能
となった．既に神経損傷モデルに対して，良
好な神経機能改善の促進効果が確認されて
いるが，現在さらに下肢虚血モデルに対する
治療用遺伝子投与による血管再生促進の評
価を始めている．これらの知見を総合して，
本手法の治療戦略としての可能性を吟味し，
大動物を用いた検証，さらに臨床への展開を
検討していく予定である． 
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