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研究成果の概要（和文）：ハイドロダイナミック遺伝子導入法は核酸溶液を圧負荷により注入し、遺伝子発現を得る方
法である。我々はその臨床応用に向けた系統的検証を行い、本助成では、より人に近い動物モデルとして、非ヒト霊長
類を対象としてその安全性、有用性を検証した。ヒヒの各区域肝静脈にカテーテルを挿入し、種々の注入圧、量、速度
などのパラメーターでマーカー遺伝子を導入した。その結果に基づく、最適なパラメーターで、hFIX発現遺伝子を導入
し、一時的にではあるが、治療域レベルの発現を認め、再治療効果、安全性も示唆された。引き続き、本結果に基づき
、遺伝子導入システム、長期遺伝子発現ベクターの開発、前臨床試験を準備中である。

研究成果の概要（英文）：Development of a safe and effective method for gene delivery is an essential step 
toward gene therapy. We have previously reported the effectiveness of image-guided liver-lobe specific hyd
rodynamic gene delivery. Here, we have assessed the efficiency and the safety of the procedure in non-huma
n primates in this study. The injection catheter was inserted in the lobular hepatic veins and the hydrody
namic injection of the marker plasmid DNA was performed with a various parameters including, injection pre
ssure, volume, flow rate, etc. Based on the results obtained, the optimum parameters were defined followed
 by the long-term gene expression study using the parameters injecting plasmid expressing human factor IX 
DNA. The efficiency and safety of the procedure have been confirmed and the development of the gene delive
ry system and the pre-clinical study are ongoing research programs.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ハイドロダイナミック遺伝子導入法と
遺伝子治療の現況 
遺伝子治療は小動物を中心とした多くの基
礎研究でその有効性が実証されているが、臨
床応用に向けて、安全で導入効率の良い遺伝
子送達方法の確立が重要である。臨床試験の
約7割で使用されているウイルスベクターで
は発癌性や免疫原性などの副作用が報告さ
れ、現時点で、安全で効率の高い導入法は確
立されていない。本研究で申請するハイドロ
ダイナミック遺伝子導入法(Hydrodynamic 
gene delivery, 以下 HGD)は、研究協力者で
あるピッツバーグ大学Liu教授らによって開
発され、小動物において in vivo での遺伝子
発現実験に頻用されている。その原理は、核
酸を含む溶液を圧負荷により血管内に注入
し、内皮細胞及び対象細胞膜の透過性を一時
的に亢進し細胞内に導入することによって
遺伝子発現を得ることである。その利点は肝
細胞への遺伝子導入効率がとくに高く、さら
に治療レベルに到達する遺伝子導入にウイ
ルスベクターやポリマーなどを必要としな
いことから、発癌性や免疫応答などの危険性
が低く、生物学的な安全性が高いことである。
申請者らはこの点に注目し、HGD を用いた新
規遺伝子治療法を確立するため、小動物から
大動物への系統的な検討を行ってきた。申請
者らのHGDによる再現性の高い遺伝子導入と
ユニークで着実な系統的検証は世界的にも
注目され、本申請における非ヒト霊長類での
研究は初めての試みであった。 
 
(2) ブタ、イヌに対する遺伝子治療効果の検
証 
HGD を安全にヒト遺伝子治療へ応用するため、
申請者らは血管造影下にバルーンカテーテ
ルをブタ及びイヌの区域肝静脈、大腿静脈に
挿入し HGD を施行し、大動物の肝、筋に安全
で効率的な標的領域特異的遺伝子導入が可
能であることをルシフェラーゼなどのマー
カー遺伝子を用いて短期的に検証し報告し
てきた。この検証から遺伝子溶液注入圧、量
などの安全で最適な HGD 条件を確認し、
alpha-1 antitrypsin 欠損症の原因遺伝子で
ある、human alpha-1 antitrypsin (hAAT)発
現プラスミドを肝臓に導入した結果、ブタ、
イヌともに血清 hAAT 濃度がその欠損症に対
する治療域レベル(0.5 mg/ml)に上昇し、免
疫組織化学的解析でもその発現蛋白が肝細
胞に特異的に確認され、遺伝子治療効果が期
待される。 
 
(3) サルを対象動物とする必要性 
申請者らはこれまでの研究でHGDによりブタ、
イヌの肝臓及び筋肉へ安全に効率的な長期
的遺伝子発現が可能であることを実証して
きた。本法をヒト疾患に対する遺伝子治療と
して安全に応用するための次のステップと
しては、現時点で考えうる最終的なヒトモデ

ル動物として非ヒト霊長類における検証が
不可欠である。申請者らが対象動物として選
択したサルは各臓器の組織学的構築、機能が
ヒトに近似し、多くの外科手術や薬物開発に
おいて最終ヒトモデル動物として汎用され
ており、さらに、米国では 1992 年、ピッツ
バーグ大学、Starzl 博士が重症肝不全患者に
対してサル肝臓を異種移植し、成功している。
このことはサルを対象動物とすることによ
り HGD をヒトに安全に応用するための条件、
全身、臓器へ与える影響を検証できることを
示唆した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒト遺伝子治療への応用に向け
たステップとして、非ヒト霊長類を対象動物
として、効率的な遺伝子導入条件と安全性を
重点的に検証し、その結果に基づき、血友病
Bに対する治療遺伝子、hFIX 発現プラスミド
をヒヒ肝臓に導入し、長期遺伝子治療効果及
び安全性を確認することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 非ヒト霊長類の肝臓に対して注入圧、量、
速度、標的領域などの注入各パラメーターと
遺伝子導入効率及び安全性を短期的に検討
した。 
ヒヒの頚静脈からバルーンカテーテルをX線
透視イメージ下に各肝静脈に挿入し、バルー
ンでの一時閉塞下に設定した各パラメータ
ー下（注入速度、注入圧、注入量）でプラス
ミド DNA 溶液を注入した。具体的には体重
20kgのヒヒ(4頭)の肝臓の各区域肝静脈を標
的としてルシフェラーゼ発現プラスミド DNA
を各パラメーターで注入し、遺伝子導入効率
と安全性を検証した。遺伝子導入 72 時間後
に 1cm3大の肝組織を各区域から 10 サンプル
以上回収し、遺伝子導入効率をルシフェラー
ゼ活性の定量と抗ルシフェラーゼ抗体を用
いた免疫染色による遺伝子発現強度、発現領
域により評価した。安全性は遺伝子注入中の
カテーテル位置のX線透視下でのモニタリン
グ、体外式超音波による標的区域の膨張速度
のリアルタイムな観察、生理学的、血液生化
学的、組織学的、免疫学的評価によって総合
的に検証した。 
 
(2) (1)の結果に基づき、非ヒト霊長類に対
して hFIX 発現遺伝子を導入し、HGD による長
期遺伝子発現を経時的に観察した。 
体重 20 kg のヒヒ、4頭に対して(1)で決定し
たパラメーターでヒト凝固因子 IX 番(hFIX)
発現プラスミドを導入し、長期遺伝子発現及
び安全性を評価した。導入効率はサル血中
hFIX 濃度を経時的に ELISA 法により評価し、
また観察期間を通し、安全性の評価を行い、
サルの成長と発達から長期的な身体への影
響も厳重に解析した。 
 



(3) HGD による再治療効果、安全性の検証。 
前年度から継続してHGDによる長期遺伝子発
現、安全性(晩発性臓器障害等)を検証し、サ
ル血中 hFIX 濃度が前値レベルに低下した時
点で、(2)の結果に基づき、再遺伝子導入を
行い、その効果と安全性を評価した。 
 
４．研究成果 
本研究助成基金助成金による助成によって、
以下の研究成果が得られた。 
(1) 非ヒト霊長類の肝臓に対する適切な遺
伝子注入パラメーターの設定と遺伝子導入
効率の検証：体重 20kg 前後のヒヒ 4 頭を対
象動物として、血管造影手技により右外側、
右内側、左内側、左外側肝静脈に遺伝子注入
用バルーンカテーテルを挿入し、設定した注
入圧、量、速度などの各パラメーター下で、
ルシフェラーゼ発現プラスミドを遺伝子導
入し、その導入効率、区域特異性を検証した。
この結果、注入圧 100 psi、注入速度 20 
ml/secで対象区域肝容量の2.5倍容量のプラ
スミドを注入した場合に、検証したパラメー
ターの組み合わせの中で最も高い 1.0E+06 
RLU/mg of Protein レベルのルシフェラーゼ
活性を認めた。回収した肝組織に対する抗ル
シフェラーゼ抗体を使用した免疫染色では、
対象肝区域特異的に 6%の陽性細胞を認め、こ
れまでのブタ、イヌを対象動物とした研究と
同様の結果であった。 
安全性の検証：上記パラメーターでの遺伝子
注入中の体外式超音波による標的区域の膨
張速度のリアルタイムな観察、生理学的(肝
静脈圧、心電図、血圧、呼吸回数、等)、血
液生化学的、組織学的な検討を行い、注入後
に一時的な肝酵素の上昇を認めたほかは、明
らかな異常所見を認めなかった。 
以上の結果から、ヒヒ肝臓に対する安全で最
適な遺伝子導入パラメーターが設定され、非
ヒト霊長類でハイドロダイナミック遺伝子
導入法が安全、かつ効率的に応用可能である
ことが示唆された。 
 
(2)非ヒト霊長類の肝臓に対する長期遺伝子
治療効果の検証：確立した最適な遺伝子注入
パラメーター下で hFIX 発現プラスミドをヒ
ヒ 4頭を対象動物として、血管造影手技によ
り右外、右内、左内、左外側肝静脈に遺伝子
注入用バルーンカテーテルを用いて、遺伝子
導入した。導入効率を血漿中 hFIX 濃度、hFIX
凝固活性で評価した。注入後14日で血漿hFIX
濃度は 10�ng/ml に、凝固活性は 40-50%に上
昇し、血友病に対する治療域を 3-4 ヶ月維持
した。明らかな副作用を認めず、動物の成長
にも異常を認めなかった。 
 
(3) 非ヒト霊長類に対するハイドロダイナ
ミック遺伝子導入法(HGD)の再治療効果の検

証:hFIX 発現プラスミドを導入したのちに、
その発現、活性上昇を確認したヒヒ 4頭にお
いて、その発現が前値に復した後に、全頭に
対して、最適なパラメーターで再治療を行っ
た。その結果、初回治療と同レベルの発現を
確認した。 
以上の結果から、最適化された遺伝子導入パ
ラメーター下での肝臓特異的なハイドロダ
イナミック遺伝子導入によって、個体差の少
ない、再現性の高い遺伝子治療が大動物で初
めて実証できた。 
さらには、臨床研究に向けたハイドロダイナ
ミック遺伝子導入システムの確立のための
民間企業との共同研究チームを確立するこ
とができ、今後も個体や対象臓器による遺伝
子導入効率の差異を減じ、「誰もが、どのよ
うな患者さんにも」再現できる安全な遺伝子
治療システムの確立に向けて、研究を継続す
る予定である。 
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