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研究成果の概要（和文）：劇症肝炎、脳梗塞、心筋梗塞など様々な難治性疾患に過剰な細胞死が深く関わっている。遺
伝子治療を用いることで、細胞死を抑制する因子を生体へ持続的に供給することが可能である。従来、遺伝子治療では
DNAの導入が行われてきたが、本研究ではより安全性の高い方法であるメッセンジャーRNA (mRNA)導入を用いて、細胞
死を抑制する治療を行った。劇症肝炎モデルマウスを用いた実験で、mRNA導入がDNA導入と比べて高い治療効果を示し
たことから、本治療戦略の有効性が示された。

研究成果の概要（英文）：Excessive cell death is associated with various intractable diseases such as 
fulminant hepatitis, stroke, and myocardial infarction. Gene therapy is a promising approach to these 
diseases, because it can sustainably provide factors that prevent the cell death, in the body. Although 
DNA delivery is widely used in a field of gene therapy, we performed messenger RNA (mRNA) delivery to 
prevent cell death in a disease, in this study, because mRNA delivery can avoid some safety concerns that 
are associated with DNA delivery. In the treatment of mouse model of fulminant hepatitis, mRNA delivery 
showed enhanced effect compared to DNA delivery. This result demonstrated the feasibility of the 
mRNA-based strategy for preventing cell death in diseases.

研究分野：遺伝子治療

キーワード： mRNA導入　高分子ナノミセル　遺伝子治療　抗アポトーシス因子　劇症肝炎　ハイドロダイナミクス法
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１．研究開始当初の背景 
	
 劇症肝炎、脳梗塞、心筋梗塞、神経変性疾
患などアポトーシスの亢進が病態に深く関
わる疾患は多数存在するが、その多くで有効
な治療法が確立されていない。これらの疾患
に対して、抗アポトーシス因子の導入は優れ
た治療となりうる。さらに、これらの因子を
遺伝子の形で導入することで、持続的な効果
が期待される。 
	
 このような遺伝子治療では、従来、DNAの
導入が広く行われてきた。しかし、DNAはホ
スト細胞のゲノムに偶発的に挿入される危
険性がある。このようなゲノム挿入は、イン
テグラーゼ機能を持つウイルス性ベクター
を用いた場合だけではなく、ウイルスを用い
ない DNA 導入を行った場合でも、一定の確
率で観られる(Gene Ther 2004, 11, 711)。ゲノ
ム挿入は、挿入された遺伝子の制御不能な発
現上昇を引き起こす危険性がある。この危険
性は通常の遺伝子治療では問題にならない
が、抗アポトーシス因子を導入する場合、そ
の過剰発現はホスト細胞の癌化の原因とな
りうる。 
	
 そこで、ゲノム挿入の危険性の無いメッセ
ンジャーRNA (mRNA)の導入に着目した。
mRNA導入は安全性が高いだけでなく、タン
パク質発現に細胞核への移行が不要であり
非分裂細胞にも効率的に導入できるという
利点を持ち、近年注目を集めている(Nat Rev 
Drug Discov 2014, 13, 759)。一方で、mRNAに
は、生体内で速やかに酵素分解を受ける、免
疫原性が強いといった問題点があり、生体へ
の in vivo mRNA 導入に関する報告はほとん
どかった。これに対して、研究代表者らは以
前、生体適合性ポリマーであるポリエチレン
グリコール(PEG)に覆われた高分子ナノミセ
ルに mRNAを内包させることで、これらの問
題を回避し(図 1)、マウス・ラットの中枢神
経系に対して、投与に伴う炎症を抑えたまま、
効率的かつ持続的にタンパク質発現を得る
ことに成功した(PLoS One 2013, 8, e56220)。 
 
２．研究の目的 
	
 以上のような背景に基づいて、本研究では
ナノミセルを用いた in vivo mRNA 導入によ
り、アポトーシス関連疾患を治療することを
目的とした。ここでは、劇症肝炎を標的とし
た。本疾患は、主に肝炎ウイルス、薬剤、自
己免疫が原因で肝細胞機能が著しく低下し、
黄疸、出血傾向、精神症状といった肝不全症
状をきたす。成因に対する治療、及び肝庇護
療法が行われるが、致死率は高い。その病態
には、広範にわたる肝細胞のアポトーシスが
深く関わっており、アポトーシスの抑制は優
れた治療となりうる。 
	
 本研究では、まずナノミセルを用いて
mRNAをマウス肝臓へ導入し、mRNAからの
タンパク質発現効率や発現の分布に関して
詳細な解析を行った。ここでは、従来広く研
究が行われてきた DNA導入との比較も詳細 

図 1 高分子ナノミセル  
 
に行った。次に、劇症肝炎モデルマウスに対
して、抗アポトーシス因子 Bcl-2発現 mRNA
を導入し、その治療効果を評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) mRNAの作製 
	
 mRNA は、DNA の鋳型から MEGAscript 
translation kit (Invitrogen)を用いて in vitro転写
により作製した。 
 
(2) 高分子ナノミセルの作製 
	
 PEG とポリカチオンのブロック共重合体
と mRNA を混合することで、表面に PEG、
中心部分に凝縮した mRNA を持つナノミセ
ルを作製した(図 1)。ブロック共重合体のポ
リカチオン部分には、生分解作用のため毒性
が 低 い PAsp(DET) ポ リ マ ー を 用 い た
(Biomaterials 2010, 31, 3707)。 
 
(3) 肝臓へのナノミセルの投与 
	
 ハイドロダイナミクス法を用いてマウス
肝臓へナノミセルを導入した。この方法は、
多量の核酸溶液を尾静脈より急速に投与す
ることで、静水圧の上昇を利用して肝臓に対
して効率的な核酸導入を行うものである
(Gene Ther 1999, 6, 1258)。ここでは、マウス
体重の約 8%にあたる 1.8 mlのナノミセル溶
液を 5秒間で注射した。なお、この手法は現
在臨床応用に向けた検討がなされており、大
動物への導入、及び臨床試験の報告もある
(Cancer Gene Ther 2008, 15, 225)。 
 
(4) 劇症肝炎モデルの作製 
	
 Fas リガンドである Jo2 を腹腔内投与する
ことで肝細胞にアポトーシスを惹起した。こ
れは、劇症肝炎モデルとして広く用いられて
いる方法である。非致死モデルでは 5 µg、致
死モデルでは 10 µgの Jo2を投与した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝臓への GFP発現 mRNAの導入 
	
 mRNA の導入はハイドロダイナミクス法
により行ったが、この方法では静水圧の上昇
を利用して肝臓へ効率的に核酸を取り込ま
せることが出来る。この方法は従来プラスミ
ド DNA (pDNA)の肝臓への導入に汎用されて
いたが、その際、pDNA単体(naked pDNA)の
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投与でも非常に効率的なタンパク質発現が
得られている。そこで、mRNA導入の場合も
ナノミセルを用いた導入の他、mRNA 単体
(naked mRNA)の導入も試みた。 
	
 まず、レポーター遺伝子として GFPを選択
し、肝臓における mRNAからのタンパク質発
現の解析を行った。GFP 発現 mRNA をナノ
ミセルに内包して投与したところ、共焦点顕
微鏡を用いた観察で肝組織中のほぼすべて
の細胞に均一な GFP発現が観られた(図 2)。
次に、GFP発現 pDNAを naked及びナノミセ
ルの形で投与した。すると、一部の細胞に強
い発現を示したものの、他の多くの細胞では
全く発現が観られなかった。また、GFP発現
naked mRNAを投与した際は、ほとんど発現
が検出されなかったが、この点については次
章 4. (2)で詳しく述べる。 
	
 続いて、肝組織中の GFPタンパク質の総量
を ELISA 法にて定量したところ、mRNA と
pDNAはほぼ同程度の発現量を示した(図 3)。
すなわち、mRNA導入と pDNA導入ではタン
パク質発現の総量は同程度であるものの、そ
の発現の分布において大きく異なることが
明らかとなった。 
 
(2) mRNA導入におけるナノミセルの機能 
	
 pDNA導入の場合は、naked pDNAと pDNA
内包ナノミセルは、ほぼ同程度の GFP発現量
を示した一方で、mRNA 導入の場合は naked
の形ではほとんど GFP 発現は得られなかっ
た(図 2, 3)。 
	
 この原因について検証するため、肝臓へ到
達した mRNA の量を定量 PCR 法にて評価し
た。この方法では、両プライマー間の配列が
分解を受けていない mRNA しか検出されな
いので、生体内での mRNAの酵素分解を評価
できる。すると、ナノミセルを投与した群で、
naked mRNA を投与した群と比べ、100 倍以
上の mRNA 量が検出された(図 4)。一方、
pDNA を用いて同様の実験を行ったところ、
naked pDNAでも pDNA内包ナノミセルと同
程度の値を示した。pDNA と比較して酵素分
解を受けやすい mRNAの導入には、ナノミセ
ルなどの適切なキャリアが必要であること
が強く示唆された。 
	
 また、ナノミセルにおけるタンパク質発現
効率を、市販の遺伝子導入試薬と比較した。
ナノミセルでは、カチオン性ポリマーlinear 
polyethyleneimine (LPEI)やカチオン性脂質
lipofectamine を用いた場合と比べて、マウス
肝臓に対して有意に高い mRNA 導入効率を
示した。この原因として、ナノミセルは生体
適合性が高く投与後の炎症反応が軽減され
たこと、更に生体内で凝集せず安定に存在で
きたことが挙げられる。 
 
(3) 投与したmRNA及び pDNAの細胞内分布 
	
 図 2に示すように、mRNAと pDNAでは発
現の分布が大きく異なる。この原因に関して、
mRNAは細胞質内でタンパク質を発現する 

図 2 肝組織中の GFP発現の分布	
 投与 24
時間後に共焦点顕微鏡にて観察。緑: GFP、青: 
細胞核、スケールバー: 100 µm 

図 3 肝組織中の GFP発現量	
 投与 24時間
後に ELISA法にて定量。N=4. 

図 4 肝組織中の EGFP 発現 mRNA の量	
 
投与 10分後に定量 PCR法で評価。N=5. 
 
のに対して、pDNA ではタンパク質発現に細
胞核への移行が必要であるといった違いが
想定された。この点を調べるために、Cy5 で
蛍光標識した mRNA 及び pDNA を肝臓へ投
与した後、肝組織切片を作製し、Cy5 シグナ
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ルの細胞内分布を共焦点顕微鏡にて観察し
た。すると、mRNA、pDNA 共にほぼすべて
の細胞の細胞質内へ取り込まれていること
が観察された(図 5)。一方で、mRNAや pDNA
の細胞核への移行は一部の細胞でしか観ら
れなかった。従って、核移行が必要な pDNA
導入では、その過程が障害となり、一部の細
胞にしか GFP 発現が得られなかったのに対
して、細胞質で発現する mRNAでは、すべて
の細胞に GFP 発現が得られたものと想定さ
れた。 
	
 図 2 のような GFP の発現分布の違いは、
培養細胞へ mRNA 及び pDNA を導入した際
にも観られた。このように、mRNA導入では、
標的細胞に均一にタンパク質発現を得られ
るという、従来の DNA 導入には無い特長を
持つことが明らかとなった。 
 
(4) 劇症肝炎モデルマウスへの Bcl-2 発現
mRNAの導入 
	
 劇症肝炎モデルマウスに対して、抗アポト
ーシス因子 Bcl-2発現mRNAを用いた治療を
行った。まず、非致死モデルを用い、肝組織
中のアポトーシス細胞の観察を行った。非致
死量の Jo2の腹腔内投与により肝細胞にアポ
トーシスを惹起し、15分後にナノミセルを用
いて、Bcl-2 発現 mRNA を投与した。その 4
時間後に肝組織切片を作製し、TUNEL 法に
よりアポトーシス細胞を染色した。すると、
mRNAを投与することで、生理食塩水を投与
したコントロールと比べて、肝臓におけるア
ポトーシスが有意に軽減されていることが
分かった(図 6)。一方で、naked pDNAを用い
て同様の治療を行ったところ、有意なアポト
ーシスの抑制効果は観られなかった。 
	
 最後に、致死性モデルを用いて、生存率の
評価を行った。致死量の Jo2を腹腔内投与し
た 15分後に、ナノミセルを用いて Bcl-2発現
mRNAを投与し、その後マウスの生存期間を
評価した。すると、生理食塩水を投与した群
と比べて、生存期間が向上する傾向が観られ
た(図 7)。以上のように、ナノミセルを用い
た Bcl-2発現 mRNAの導入により、劇症肝炎
モデルマウスに対して治療効果を示すこと
が出来た。 
 
(6) 遺伝子治療における mRNA 導入の DNA
導入に対する利点 
	
 図 3 に示すように、mRNA導入と DNA導
入でタンパク質発現効率がほぼ同程度であ
るのにも関わらず、図 6に示すように、劇症
肝炎治療において mRNA 導入により pDNA
導入と比べて高い抗アポトーシス効果が得
られた。この原因として、図 2に示すような
mRNA導入と pDNA導入の発現分布の違いが
想定される(図 2)。すなわち、mRNA ではほ
ぼすべての細胞に Bcl-2 が発現し、抗アポト
ーシス効果が得られたのに対して、pDNA で
は多くの細胞に Bcl-2 発現が得られなかった
ため、治療効果が得られなかったことが強く 

図 5 肝組織中の Cy5 標識 mRNA、pDNA
の分布	
 投与 30 分後に共焦点顕微鏡にて観
察。赤: Cy5標識 mRNA、pDNA、青: 細胞核、
スケールバー: 20 µm	
 矢頭は mRNA、pDNA
の取り込みがほとんど観られない細胞核。 

図 6 肝組織中の全細胞に対するアポトー
シス細胞の割合	
 N=6. 

図 7 劇症肝炎モデルマウスの生存率  
N=8. 
 
示唆される。 
	
 この点は、他の遺伝子治療においても重要
である。分泌型の治療因子を発現する遺伝子
を導入する際は、タンパク質導入が得られる
細胞が標的細胞の一部であっても、その細胞
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が治療因子を分泌することで、周囲の細胞に
治療効果を及ぼすことが出来る。従って、こ
の場合、DNA 導入でも良い効果が得られる。
一方で、Bcl-2 の様な細胞内で作用する因子
を導入する際は、しばしばすべての細胞への
導入が必要となる。このような場合、均一な
発現を誘導できる mRNA導入が必要となる。 
	
 以上のように、本研究ではナノミセルを用
いた Bcl-2発現 mRNAの導入により、劇症肝
炎モデルマウスに対して治療効果を得るこ
とに成功した。本システムは致死率の高い当
疾患に対して画期的な治療となることが期
待される。更に、同様の戦略は、他の様々な
アポトーシス関連疾患にも応用できる。 
	
 以上の内容は、現在国際誌へ投稿中である。 
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