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要旨 

本研究では当研究室で開発されたミセル型核酸キャリアを用いた筋肉への高効率

な pDNAの導入法により筋萎縮軽減と神経伸長促進作用をもたらし、末梢神経損傷後

の早期機能回復が得られることを示した。しかしながら DNAを用いた遺伝子治療で

はホストゲノムへの挿入変異により重篤な副作用をもたらす可能性がある。この課題

を克服するため、ホストゲノムに挿入されない mRNAを用いての遺伝子治療に取り

組んだ。核酸として不安定とされる mRNAでも、ミセル化することで筋において 3

週間の遺伝子発現を得るとともに、末梢神経損傷後、pDNA を用いた場合よりも早期

の機能回復を得た。本研究により、mRNAによる筋肉をターゲットとした遺伝子治療

の可能性を示した。  
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1 高分子ミセルを用いた pDNA による坐骨神経損傷後の回復促進効果[1] 

1.1 序文 

 坐骨神経損傷 1.1.1 

下肢筋は坐骨神経、大腿神経、閉鎖神経に支配されており、坐骨神経およびその分

枝が、ハムストリングスおよび下腿以遠の筋を支配している。そのために、坐骨神経

麻痺では歩行が著しく障害され(あるいは歩行不能となり)、坐骨神経以外が支配する

筋群にも廃用を生じる。 

坐骨神経が断裂した場合には過誤支配を防ぐため、チューブを用いた神経再生誘導

が行われるようになった[2]。軸索断裂の場合には、神経内膜管は保持されているため

に自然回復が可能であり、断裂部位より遠位でワーラー変性が生じ、続いて正常環境

では 1日 1 mm のペースで軸索が再生する[3]。神経再生を促進するために、線維芽細

胞成長因子(fibroblast growth factor-2, FGF-2)[4]やグリア細胞株由来神経栄養因子(glial 

cell line-derived neurotrophic factor, GDNF)[5]、脳由来神経栄養因子 (brain-derived 

neurotrophic factor, BDNF)[6]、血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor, 

VEGF)[7], [8]などを用いた手法が開発されてきた。これらのように、末梢神経の回復

を可能とする治療法が開発されているが、損傷が近位であるほど治療期間が長期に亘

り、その間に廃用性筋萎縮や関節拘縮などの不可逆変化が生じ、最終的に完全な機能

回復が得られないことが少なくない。 
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 インスリン様成長因子 1 (insulin-like growth factor-1 IGF-1) 1.1.2 

末梢神経損傷後に完全な機能回復を得るためには、1)長期に亘る治療期間に生じう

る筋萎縮を防ぐこと、2)軸索伸長を促進し治療期間を短縮すること、の両者を満たす

ことが重要である。 

筋萎縮を防ぐ方法の１つとして、筋肥大を生じさせる成長因子を導入することが考

えられる。筋肥大を生じさせる成長因子として、sonic hedgehog (Shh)や IGF-1を用い

た例が報告されている[9]。IGF-1は筋原性制御因子の 1つであり、mammalian target of 

rapamycin (mTOR)や forkhead box protein O (FOXO)などを介して[10]、筋芽細胞の増殖

や分化、筋管の肥大に関わる因子であることが知られている[11]–[13]。また、軸索伸

長を促進するタンパクとしては前章に挙げたような種々の成長因子や栄養因子が知

られているが、IGF-1 も軸索伸長促進作用をもつことが知られている[14], [15]。 

したがって、筋肥大作用と軸索伸長促進作用の両者を有する IGF-1 を導入すること

により、末梢神経損傷後の治療期間中の筋萎縮を軽減するとともに、軸索の伸長を促

進し、治療期間を短くすることで、最終的な機能回復に寄与できると考えられる。 

 

 治療用成長因子の導入法－タンパク投与と遺伝子投与－ 1.1.3 

成長因子を導入する手段の 1つとして、タンパクの直接投与が挙げられる。しかし

ながら、タンパクの半減期は短い。例えば IGF-1 の場合には血清において、IGF-1 と
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結合するタンパクであるインスリン様成長因子結合タンパク 3 (insulin-like growth 

factor binding protein-3, IGFBP-3)と結合していない場合の半減期は 30分程度、結合し

ても 10 時間程度であるために[16], [17]、治療期間が長期に亘る場合には反復投与が

必要となり、患者負担や医療コストの増大をもたらす。 

これに対して、プラスミド DNA (pDNA)やメッセンジャーRNA (mRNA)などの核酸

を導入する遺伝子治療は治療用タンパクを持続的に発現させることができ、がんや単

一遺伝子疾患を始め、多くの慢性疾患を対象に治験が実施されている[18]。 

 

 核酸キャリア 1.1.4 

遺伝子治療を行うためには核酸キャリアが必要であるが、現在開発が進んでいる核

酸キャリアは、ウイルスベクターと非ウイルスベクターに大別される。ウイルス性ベ

クターは効率的なタンパク発現を示し、多くの報告がなされている[19], [20]。しかし

ながらウイルス性ベクターには安全性に大きな課題があり、アデノウイルスベクター

を用いた治験で死亡報告がなされているほか[21], [22]、X 連鎖重症複合免疫不全症

(X-linked severe combined immunodeficiency, X-SCID)の乳幼児に対するレトロウイルス

を用いた治験ではホストゲノムへの挿入変異による白血病発症例や死亡例が報告さ

れている[23]–[25]。 

非ウイルス性ベクターとしては、カチオン性の脂質やポリマーが広く用いられてい
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る。核酸は負に帯電しているため、カチオン性高分子と結合し、リポプレックスやポ

リプレックスと呼ばれる複合体を形成することで高い発現をもたらす[26]–[29]。しか

しながら、これらの手法では複合体を形成するときに用いられるカチオン性高分子が

細胞内のアニオン性高分子と相互作用してしまうために、毒性をもたらし[30], [31]、

in vitro環境下では高い発現を示すものの、in vivo環境下では十分な発現を示すに至っ

ていない。 

 

 非ウイルス性キャリアにおける遺伝子発現の効率化 1.1.5 

非ウイルス性キャリアを用いた遺伝子導入では in vivo 環境下において毒性を持ち

十分な発現を得られないという課題に対し、当研究室ではポリプレックスの表面を生

体適合性ポリマーであるポリエチレングリコール(polyethylene glycol, PEG)で覆うこ

とにより解決を試みた。PEGとポリカチオンが結合したブロックポリマーをアニオマ

ーである pDNA や mRNA などの核酸と混合すると、カチオマー部分とアニオマー部

分が静電相互作用して核酸が凝縮し、カチオマーに結合している PEG が凝縮体を覆

うミセル構造をとる(図 1)[32]–[34]。PEG のもつ立体反発効果により周囲の分子との

結合が阻害されるため、生体内における核酸の分解を回避するステルス効果を得るこ

とができ、in vivo 環境下において高い発現をもたらす[35]。 
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図 2 PEG-PAsp(DET)の構造と pHに応じた構造変化 

(A) PEG-PAsp(DET)はポリアスパラギン酸の側鎖にジエチレントリアミンを共有結合させた

PAsp(DET)に PEGが共有結合した構造を持つ。(B)DET部分は中性条件下では安定な構造をとるが、

酸性条件下ではプロトン化率が上昇する。 

 

 

図 1 ミセルの調製と構造 

PEG とポリカチオンからなるブロックポリマーと pDNA や mRNA などの核酸を混合すると、

核酸とポリカチオンが静電相互作用を起こし、凝縮した核酸を PEG が覆うミセルが形成される。 

PEG-PAsp(DET) 

核酸 ミセル 
ミセル化 

PEG

凝縮した核酸 
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導入核酸が機能するためには、細胞に至るまではミセルの形状を維持しながらも、

細胞内に到達した後はミセルが壊れ、核酸が放出される必要がある。このような機能

制御にはポリマーのカチオマー部分の構造が大きく関与しているが、ミセルが壊れた

後もカチオマーとして存在する分子では、細胞内において毒性を持つ可能性を残す。

当研究室では、カチオマーとして poly{N’-[N-(2-aminoethyl)-2-aminoethyl]aspartamide} 

(PAsp(DET))を用いることにより、低毒性かつ高効率な核酸導入を実現した[36], [37]。

PAsp(DET)は細胞内外の pH (細胞外:pH 7.4, 細胞内:pH 5.5)に応答して構造を変化させ

(図 2)、細胞外ではプロトン化率が低く、したがって正電荷の数が少ないため毒性も

弱いが、細胞内ではプロトン化率が上がり、エンドソームの膜を破壊することで核酸

が細胞内に広がるとともに[36]、PAsp(DET)は 37 °C 条件下で分解され、毒性がほとん

どない Asp(DET)モノマーになる[38]。これにより、高い核酸導入効率と、低毒性を実

現した[39]。 

 

 坐骨神経損傷への IGF-1発現遺伝子導入による治療 1.1.6 

非ウイルス性キャリアによる遺伝子導入法の 1 つに、pDNA や mRNA を直接投与

する方法が挙げられる。核酸の直接投与においては導入効率を高めることが必須であ

り、そのためにエレクトロポレーション法[9], [40]やハイドロダイナミクス法[38], [41]

のような手法が開発されてきた。 
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局所投与においてはハイドロダイナミクス法が一過性かつ軽微な組織障害のみで

高い遺伝子導入を可能とすることを利用し、ハイドロダイナミクス法と当研究室で開

発されたミセルを合わせて用いることにより、より高い遺伝子導入効率をもつ導入法

が開発された[42]。 

さらに、筋肉へのハイドロダイナミクス法による遺伝子投与の際には、薬剤溶液を

PEG-PAsp(DET)中のアミノ基、pDNA中のリン酸基、コンドロイチン硫酸A (chondroitin 

sulfate A, CS)の硫酸基とカルボキシ基の和の比が 20:1:100 となるように調製したもの

が最も効率よく遺伝子を発現させることが報告されている[43]。ポリカチオンである

PAsp(DET)がポリアニオンである pDNAに対して過剰量に供給されているため、アニ

オンである CS を加える事によって細胞毒性を軽減させる効果がある。 

筋肉は効率よくタンパクを発現させるため、遺伝子治療における格好のターゲット

であり[20], [44], [45]、筋肉をターゲットとした IGF-1発現核酸を導入することは、末

梢神経損傷後に生じる筋萎縮と軸索伸長の両者への効果が期待され、完全な機能回復

を目的とした治療に有用な手法であると考えられる。 

 

1.2 方法 

 材料 1.2.1 

IGF-1 を発現する pDNA (InvivoGen)および β-ガラクトシダーゼ (β-galactosidase, 

β-gal)を発現する pDNA (Promega)を大腸菌株 DH5α (Takara)にて増やし、NucleoBond 
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Xtra EF (Macherey Nagel)にて精製した。pDNA 濃度は 260 nm における吸光度により決

定した。CS とストレプトゾトシンは Sigma Aldrich より購入した。イソフルランはア

ボットジャパンより購入した。RNeasy Fibrous Tissue Mini Kits (50), QuantiTect Reverse 

Transcription Kit はキアゲンより購入した。Cryofilm type IIC9, SCEM コンパウンドは

section-labより購入した。 

 

 動物 1.2.2 

Balb/c マウス 10-14 週齢を日本チャールズ・リバー株式会社より購入した。すべて

の動物実験は東京大学動物実験実施規則に基づき実施した。 

 

 薬剤の調製 1.2.3 

PEG-PAsp(DET)は当研究室所属であった共同研究者の石井武彦氏により合成、供与

された[35]。PEG の分子量は 12,000 で、1
H-NMR にて PAsp(DET)の重合度は 69 と同

定した。PEG-PAsp(DET)と pDNAを 10 mM の HEPES バッファー (pH 7.4)に別々に溶

かし、両者を混合してミセル溶液を調製した。混合されたミセル溶液に CS を加え、

PEG-PAsp(DET)中のアミノ基、pDNA 中のリン酸基、CS の硫酸基とカルボキシ基の

和の比が 20:1:100 となるように調製した。投与する溶液中の pDNA 濃度は 134 μg/mL

に統一した。ハイドロダイナミクス法により投与する直前に5 MのNaCl溶液を加え、
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血液の浸透圧の半分の濃度となるようにした。 

 

 ハイドロダイナミクス法による下肢骨格筋への薬剤投与 1.2.4 

下肢骨格筋へのハイドロダイナミクス法による薬剤投与は、当研究室での先行研究

と同じ方法によって行った[42], [43]。マウスを3%イソフルランにて吸入麻酔した後、

駆血帯により大腿近位部を圧迫し、一時的に静脈還流を阻害した。伏在大静脈遠位よ

り薬剤溶液 375 μLを 5秒で投与し、5分後に駆血帯を外した。 

 

 坐骨神経圧挫モデルの作成 1.2.5 

ハイドロダイナミクス法による遺伝子投与から 1時間後に、坐骨神経に凍結圧座モ

デル[46]を作成した。マウスを 3%イソフルランにて吸入麻酔した後、右下肢大転子付

近を切開、筋組織を傷つけないように坐骨神経を展開し、鉗子で神経を掴んだまま、

30秒間液体窒素にて冷やした鑷子により 30秒間圧迫する操作を 2回行った(図 3)。 

 

 

図 3 坐骨神経圧挫モデルマウスの作成 

坐骨神経圧挫モデルは、大転子付近を切開し、神経を鉗子で圧迫することにより作成した。 



 

15 

 

 リアルタイム PCR 1.2.6 

筋肉における IGF-1, myoD, myogenin の遺伝子発現を確かめるため、mRNAの発現を

リアルタイム PCR によって行った。ハイドロダイナミクス法による遺伝子投与の 7

日後にマウスを安楽死させ、大腿四頭筋と下腿三頭筋を摘出した。RNeasy Fibrous 

Tissue Mini Kits を用いて摘出した筋肉から mRNA を精製し、精製した mRNA を

QuantiTect Reverse Transcription Kit を用いて逆転写した後、ABI Prism 7500 Sequence 

Detectorによりリアルタイム PCR にかけた。各因子のプライマーについて、myoDと

myogeninについてはTaqman
®
 gene expression assaysを用いた (MyoD: Mm01203489_g1, 

myogenin: Mm00446195_g1)。IGF-1と β-actin は以下の配列のものを用いた。 

IGF-1  forward TGGATGCTCTTCAGTTCGTG 

reverse GTCTTGGGCATGTCAGTGTG 

β-actin forward AGATGTGGATCAGCAAGCAG 

reverse GCGCAAGTTAGGTTTTGTTCA 

すべての因子は β-アクチンをハウスキーピング遺伝子としてΔΔCt 法により評価

した。 

 

 



 

16 

 

 筋萎縮評価 1.2.7 

ハイドロダイナミクス法により薬剤を投与してから 7 日後に下腿三頭筋を摘出し、

筋重量を計測した。 

投与 7日後と 16日後に、Cryofilm type IIC9 を用いて凍結切片を作成した[47], [48]。

マウスを安楽死させ、下肢を切除した。切除した下肢は液体窒素で冷やしたイソペン

タンで凍らせた。凍らせた下肢を SCEM コンパウンド中に浸し、-100℃にて再度凍ら

せた。切片は CM3050S クリオスタット(ライカマイクロシステムズ)を用いて、膝蓋

骨から 10 mm の位置で大腿四頭筋の 10 μm 厚の切片を作成し、ヘマトキシリンおよ

びエオジンにて染色した。染色された切片から、筋繊維の断面積を Image J (National 

Institutes of Health)により計測した。 

 

 運動機能評価 1.2.8 

運動機能の回復を評価するため、walking track analysis を行った[49]。マウスの足を

インクに浸した後、4.5 cm 幅、35 cm 長の通路を暗室にて歩行させ、足跡を取得した。 

第1趾と第5趾の間隔を計測し、Toe Spread (TS)とし、第3趾と踵部の間隔をPrint length 

(PL)とした。TS と PLを用いて、以下の式に基づき、Sciatic Functional Index (SFI)を算

出した。 

SFI = 118.9
𝐸𝑇𝑆 − 𝑁𝑇𝑆

𝑁𝑇𝑆
− 51.2

𝐸𝑃𝐿 − 𝑁𝑃𝐿

𝑁𝑃𝐿
− 7.5 
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図 4 SFIの算出法 

マウスの足跡において、第 1 趾と第 5趾の間隔を示す TSと、第 3趾と踵部までの感覚を示す

PLを計測し、SFIを算出した。正常状態(N)のマウスでは力をかけることで TS が広く、PLは狭い

状態を保っているが、麻痺状態(E)では ES が狭く、PLが広くなる。 

 

EPL および ETS は疾患モデル側(experimental)の足に関する指標を示し、NPL およ

び NTS は健側(normal)に関する指標を示す。 

 

 糖尿病モデル 1.2.9 

糖尿病を惹起するため、ストレプトゾトシンを生理食塩水に溶かし、200 mg/kg 体

重 となるように腹腔内投与した。ストレプトゾトシンの投与 7 日後に、血中グルコ

ース濃度を Fuji DRI-CHEM slide GLU-WIII(富士フイルム)を用いて計測し、300 mg/dL

を超えるものを糖尿病マウスとして用いた[50]。 

 

 知覚機能評価 1.2.10 

後肢における坐骨神経損傷後の機能回復を評価するため、paw pressure test および

NTS 

NPL 

EPL 

ETS 
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アセトン試験を行った。Paw pressure test ではマウス後肢を木製のクリップで挟むこと

により一定圧をかけ、マウスが足を動かすまでの時間を計測した[51]。過剰な刺激を

避けるため、30 秒間反応が見られない場合は試験を中止し、30 秒を記録とした。ア

セトン試験ではマウスの後肢をアセトンに浸した後、速やかにマウスをケージ内に移

動させ、1分間に足を動かした回数をカウントした[52]。 

 

1.3 結果 

 IGF-1発現 pDNAによる末梢神経圧挫後の筋萎縮軽減効果 1.3.1 

薬剤投与および末梢神経圧挫の 7 日後に、下腿三頭筋および大腿四頭筋における

IGF-1 の mRNA の発現量をリアルタイム PCR により計測した。ミセル化した IGF-1

発現 pDNA を投与したマウスは、無投与のマウスと比較して大腿四頭筋で 37 倍の、

下腿三頭筋で 4倍の IGF-1のmRNAの発現が確認された(図 5 A, C)。IGF-1発現 pDNA

をミセル化せずに naked の状態のまま投与しても IGF-1 の発現の上昇はみられたが、

ミセル化した時に比べるとその発現レベルは低い。筋肉の増殖・分化において発現す

ることが知られている、筋原性制御因子である myogenin および myoD の発現につい

ても、ミセル化した IGF-1 発現 pDNA を投与したマウスは saline を投与したマウス、

および無投与群に対して有意に高い発現を示した(図 5 B, D)。また、予備実験により、

β-gal 発現 pDNA を投与したマウスの下腿三頭筋における IGF-1, myogenin, myoD の

発現量は salineを投与した場合とほぼ同程度であることが確認された。 
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A                                      B 

 

C                                      D 

 

図 5 薬剤投与 7日後における IGF-1, myogenin, myoDの発現 

IGF-1発現 pDNAをミセル化して投与した群、nakedのまま投与した群、salineを投与した群、

無投与群における大腿四頭筋(A, B)および下腿三頭筋(C, D)での IGF-1 (A, C), myogenin, myoD (B, 

D)の発現量を PCR により定量し、無投与群を基準としてデータは平均値＋標準誤差で示した。大

腿四頭筋は各群 n = 4、下腿三頭筋は各群 n = 5である。#P < 0.05 vs. saline、 †P < 0.05 vs. 無投与、

‡P < 0.05 vs. IGF-1 nakedを示す。 

 

IGF-1発現 pDNA の投与により、末梢神経圧挫後の筋萎縮が軽減されることを評価

するため、投与及び末梢神経圧挫の 7日後に両足の下腿三頭筋を摘出した。健側と比 
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図 6 薬剤投与および末梢神経圧挫７日後における下腿三頭筋の相対重量(患側/健側 %) 

両脚の下腿筋を摘出し、神経を圧挫した右足(患側)の筋肉重量の左足(健側)に対する重量比率を

算出した。データは平均値＋標準誤差(n = 5)を示す。#P < 0.05 vs. saline、†P < 0.05 vs. 無投与を

示す。 

 

較して、saline投与群および無投与群では 65%以下まで筋重量が減少していた。一方、

IGF-1発現 pDNA を naked のまま投与した群では 68%、ミセル化して投与した群では

80%の筋重量があり、筋萎縮が軽減されていることが確認された(図 6)。 

IGF-1発現 pDNAの投与による末梢神経圧挫後の筋萎縮の軽減効果を細胞レベルで

確認するため、坐骨神経圧挫および薬剤投与の 7日後に大腿四頭筋の垂直断面を取得

し、筋繊維の断面積を評価した(図 7、図 8)。IGF-1発現 pDNA をミセルで投与された

群では、それ以外の IGF-1 発現 pDNA を naked で投与された群、β-gal 発現 pDNA を

投与された群、および salineを投与された群と比較して、筋繊維断面積が有意に大き

かった。従って、ミセル化とハイドロダイナミクス法により効率的に導入された IGF-1

発現 pDNAは、筋原性制御因子の発現を向上させることにより、筋萎縮を軽減させた

と考えられる。  
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IGF - 1 ミセル            IGF - 1 naked 

 

 

 

 

 

      β- gal  ミセル            β- gal naked 

 

   

 

 

 

               saline 

図 7 薬剤投与および末梢神経圧挫 

7日後の組織切片 

大腿四頭筋の筋垂直断面の凍結切片

を 10μm厚で得た。Bar : 50μm 
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図 8 薬剤投与および末梢神経圧挫 7日後における筋繊維面積 

IGF-1をミセル化した群、nakedのまま投与した群、β-galをミセル化した群、nakedのまま投与

した群、salineを投与した群のそれぞれにおいて、大腿四頭筋の膝蓋骨から 10 mm 近位での筋の

垂直断面の切片から、筋繊維の平均面積を計測した。100以上の筋繊維の面積を算出し、データ

は平均値＋標準誤差を示す。*P < 0.05 vs. saline、 #P < 0.05 vs. β-gal (naked)、†P < 0.05 vs. β-gal (ミ

セル)、‡P < 0.05 vs. IGF-1 (naked)を示す。 

 

 運動機能の回復評価 1.3.2 

運動機能の評価を行うため、歩行解析を行い、SFIを算出した(図 9)。無処置のマウス

に対する予備実験における SFI値が-12.4±4.8 (n = 4)であったことから、SFI > -20を

正常とした。坐骨神経圧挫の 10 日後まではすべてのマウスで機能回復は見られなか

った。その後、IGF-1 発現 pDNAを投与されたマウスは他の群のマウスに比べて有意

に速い回復を示し、坐骨神経の圧挫 18 日後までにすべてのマウスが完全な回復を示

した。一方で、他の群のマウスでは 25 日後でも十分に回復しないマウスが存在した。 
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A                     B 

 

図 9 薬剤投与および坐骨神経圧挫後の運動機能回復の経過 

IGF-1をミセル化した群、nakedのまま投与した群、β-galをミセル化した群、nakedのまま投与

した群、salineを投与した群のそれぞれにおいて、SFIを算出した。各群 n = 6で、(A)平均値±標

準誤差を示す。(B) SFI > -20を示したマウスの数を示す。*P < 0.05 vs. saline、 #P < 0.05 vs. β-gal 

naked、†P < 0.05 vs. β-gal ミセル、‡P < 0.05 vs. IGF-1 nakedを示す。 

 

さらに、投与法の差による運動機能回復に及ぼす影響を評価するため、IGF-1 発現

pDNAを筋注した群との比較を行った(図 10)。ハイドロダイナミクス法により薬剤投

与を行った群では無投与群と比較して有意に速い回復を示したのに対し、筋注を行っ

た群の運動機能の回復は無投与群と同様の回復を示した。以上のことから、pDNAを

ミセル化してハイドロダイナミクス法により投与する手法は、治療上有用であること

が強く示唆される。 

また、一般に機能回復が遅れるとされる糖尿病モデルマウス[53], [54]において運動

機能回復の評価を行ったところ、神経損傷の 14 日後に IGF-1 をミセル化して投与し

た群のみが有意に速い回復をみせた(図 11)。 
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図 10 投与法による運動機能回復の差 

IGF-1 をミセル化し、ハイドロダイナミクス法によって投与した群、筋肉注射をした群、naked

のまま筋肉注射をした群、無投与群のそれぞれにおいて、SFI を算出した。データは平均値±標

準誤差(n = 5)を示す。*P < 0.05 vs. 無投与、 †P < 0.05 vs. ミセル 筋注、‡P < 0.05 vs. naked 筋注

を示す。 

 

  

 

図 11 糖尿病モデルマウスにおける末梢神経圧挫後の運動機能回復の経過 

糖尿病モデルマウスに薬剤投与と坐骨神経圧挫を行った後、運動機能の回復を SFI により評価

した。データは平均値±標準誤差(n = 5)を示す。*P < 0.05 vs. saline、†P < 0.05 vs. β-gal naked、‡

P < 0.05 vs. β-gal ミセルを示す。 
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 知覚の回復評価 1.3.3 

糖尿病モデルマウスにおいて知覚の回復評価を行うため、paw pressure test およびア

セトン試験を行った。機械刺激への応答を評価する paw pressure test では、IGF-1発現

pDNAをミセル化して投与したマウスは 2日後の時点で比較的応答時間が短く、その

後もこの群だけが短い応答時間を示し続け、その他の群は末梢神経損傷の 16 日後に

応答を示さなくなった(図 12)。さらに、温度応答を評価するアセトン試験では、IGF-1

発現 pDNAをミセル化して投与した群だけが早期の回復を示し、他の群では 22日後

に正常の反応まで回復した(図 13)。 

 

 

図 12 paw pressure testにおける反応時間 

糖尿病モデルマウスに薬剤投与と坐骨神経圧挫を行った後、圧迫に対する反応時間を計測した。

データは平均値+標準誤差(n = 5)を示す。#P < 0.05 vs. saline、 *P < 0.05 vs. β-gal naked、†P < 0.05 vs. 

β-gal ミセル、‡P < 0.05 vs. IGF-1 nakedを示す。 
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図 13 アセトンテストにおける反応回数 

糖尿病モデルマウスに薬剤投与と坐骨神経圧挫を行った後、アセトンに対する反応時間を計測

した。データは平均値+標準誤差(n = 5)を示す。#P < 0.05 vs. saline、 *P < 0.05 vs. β-gal naked、†P 

< 0.05 vs. β-gal ミセル、‡P < 0.05 vs. IGF-1 nakedを示す。 

 

1.4 考察 

本研究により、末梢神経圧挫に対して IGF-1 発現 pDNA を投与することが治療法と

して有効であることが示された。IGF-1 は筋肥大因子として治療期間の末梢神経圧挫

後の筋萎縮を防ぐことに加えて、麻痺が生じている筋肉においてタンパクを発現させ

ることによって運動機能や知覚の早期回復をもたらした。 

肝臓へのハイドロダイナミクス法による遺伝子投与の際には、尾静脈から多量の溶

液を導入することにより、肝細胞の表面に孔が開くことによって核酸が導入されるこ

とが報告されている[55]。したがって、筋肉においても、血管内皮および筋細胞表面

に小孔が開くことで核酸が導入されたと考えられる。ミセルのサイズは 10 - 100 μm
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であり、肝臓への導入において報告されている小孔(10 μm 程度)に比較すると大きい。

このことから、ミセルを用いたハイドロダイナミクス法においてもエンドソームを形

成して細胞内に導入され、その後、PEG-PAsp(DET)の持つ特性である 1)pH 応答性の

細胞傷害能、2)生分解性により、投与遺伝子が効率よく導入され、かつポリマーは安

全に分解されたと考えられる。組織の違いから、筋肉ではより大きい孔が開き、エン

ドソームが形成されずにミセルのまま細胞質へと導入された可能性も考えられるが、

この場合においても、細胞までにミセルの形状を保つこと、および導入後に生分解性

をもたせることの 2点において、PEG-PAsp(DET)を用いることが有用であるといえる。 

IGF-1 発現 pDNA を導入した後の IGF-1 や myogenin の発現には、大腿四頭筋と下

腿三頭筋でその上昇の効果に差がある傾向が確認される(図 5)。これは、ハイドロダ

イナミクス法によって遺伝子を導入する際には静水圧がかかることが必要となるが、

導入溶液は駆血帯をおいた大腿側に多く溜まり、このために大腿では下腿にくらべよ

り高い圧力がかかり、より効率的に遺伝子が導入されたためであると考えられる。し

かしながら、いずれの筋においても saline 群や無投与群などと比較して IGF-1 や

myogenin などの遺伝子発現は優位に高くなっており、先行研究で確認されたようにミ

セルを用いたハイドロダイナミクス法による投与は筋肉注射に比べて広範囲に遺伝

子を導入できる、という利点があるといえる[38]。このことは効率よく遺伝子を発現

する筋肉をターゲットとした遺伝子治療を行う上で、より多くの細胞を用いることが



 

28 

 

できることを意味する。運動機能の回復の指標の 1つである SFIはマウスの足の指間

距離である toe spread を算出に用いるが、これは小さな筋肉によって支配されるパラ

メタであり、一部の筋肉だけでなく、広く遺伝子が導入されることが重要と言える。

さらに、当該の導入法は一時的かつ最小限な障害のみで遺伝子を導入できる。筋肉に

障害が生じるとクレアチンフォスホキナーゼ(CPK)値が高値となるが、数日後には

CPK値は正常値に戻ることが示されている[38], [56]。加えて、ミセル化し CS を添加

することにより、カチオンによる毒性を軽減することで遺伝子発現を高めることがで

きた[43]。また、IGF-1 発現 pDNAをミセル化して投与する際に、CS があるものとな

いものとで機能回復の差を評価したところ、CS の有無による機能回復の差は確認さ

れなかった。これらの特性により、IGF-1発現 pDNAをハイドロダイナミクス法によ

り投与することで、運動機能や知覚を早期回復させることができた(図 9、 図 12、 図

13)。 

IGF-1発現 pDNA を投与してわずか 2日後から知覚の回復が見られた。メカニズム

は不明であるが、IGF-1 は知覚の回復を促進することが報告されている[39-41]。導入

した IGF-1 発現 pDNA が発現、IGF-1 が分泌されることにより血中の IGF-1 濃度が上

昇し、坐骨神経の損傷部位に集積、治療効果をもたらした可能性がある。実際に、可

溶性血管内皮増殖因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)レセプター1(sFlt-1)を

発現する pDNAを筋に導入することにより血中 sFlt-1濃度を上昇させたことが報告さ
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れている[42]。別の可能性としては IGF-1 により筋萎縮が軽減されている筋肉による

神経への作用の可能性がある。これについては、トレッドミル運動の刺激によりシュ

ワン細胞の増殖の活性化を通じて、神経伸長を促進させたことが報告されている[57]。

知覚の早期回復に関するメカニズムは未解明であるが、知覚の早期回復は筋萎縮の軽

減と合わせて、予後の改善に寄与することは明らかである。 

本研究の限界として、ハイドロダイナミクス法による薬剤投与を行うと、坐骨神経

の圧挫モデルを作成した部位に神経にさらに二次的な影響がおよぶ懸念があるとと

もに、坐骨神経の圧挫モデルを先に作成した場合には投与した薬剤が漏出する可能性

が考えられたため、薬剤投与を行ってから坐骨神経を損傷させた。薬剤を投与してか

ら 1時間後に坐骨神経の圧迫を行っていることと、投与した pDNAは投与 7日後まで

次第に発現量が増加し、その後、一定量の発現が持続する、という発現プロファイル

[42]から、坐骨神経が損傷を受けてから pDNAを投与しても回復効果は得られると考

えられる。 

したがって、本研究は筋肉に遺伝子を導入し、坐骨神経損傷後に筋萎縮軽減と神経

伸長促進、さらには早期機能回復をもたらすことを示したと言える。 
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2 高分子ミセルを用いた mRNAによる坐骨神経損傷後の回復促進効果 

2.1 序文 

 mRNA を用いた遺伝子治療への期待 2.1.1 

核酸を用いた遺伝子治療において、pDNAを用いた場合には長期の治療効果の持続

が期待される一方で、ホストゲノムへの挿入が副作用をもたらす可能性があるという

実用上の困難を抱えている。具体例として、X-SCID の乳幼児に対するレトロウイル

スを用いた治験でのホストゲノムへの挿入変異による白血病発症例や死亡例がある

[23]–[25]。多くの再生医療が対象とする非致死的な疾患分野では、死亡の危険性を含

むものは実際の治療応用としては許容されない。したがって、再生医療においては

pDNAを遺伝子治療に用いることは事実上不可能である。 

これに対して mRNAはホストゲノムへの挿入がない。IGF-1をはじめとする成長因

子は癌を惹起する可能性があることが示唆されており[58], [59]、治療後にも高い発現

が続くことは望ましくない。このようなタンパクを発現する遺伝子として pDNAを用

いるとホストゲノムへの挿入の結果として半永久的な発現が生じる可能性があるが、

mRNA ではホストゲノムへの挿入がないために、治癒後には導入 mRNA が分解され

ることが期待される。 

また、pDNAを用いた場合には細胞に送達された pDNA はさらに核へと移行する必

要があるが、mRNAは細胞質で翻訳されるため核への移行が不必要で、投与後速やか
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な薬効が期待される。加えて、Anti-Reverse Cap Analog (ARCA)キャップ構造を付加す

ることにより、翻訳可能な RNA のみを合成することを可能とする手法が開発され、

mRNAの翻訳効率も著しく向上している[60]。さらに、非分裂細胞にも導入すること

が可能であるため、近年、より効率的な治療遺伝子として注目されている[61], [62]。 

 

 遺伝子治療に mRNA を用いる際の課題と手法の開発意義 2.1.2 

一方、mRNA は非常に不安定であり、また mRNA 自身が免疫原性を持つため、遺

伝子治療に用いることは難しいとされてきた[63], [64] 。この課題に対して、当研究

室で開発された、PEG-PAsp(DET)を用いたミセル化の手法を用いることにより、免疫

応答を軽減して mRNA をターゲット部位まで送達し、治療に応用することが可能で

あることが示唆されている[65], [66]。 

筋肉をターゲットに mRNA を安定させて導入することができれば、pDNA を導入

した時と同様に、筋肉において合成されたタンパクが分泌されることが期待できる。

同時に、pDNAのもつホストゲノムへの挿入の危険性を回避し、投与後速やかな薬効

が期待でき、かつ治療後には導入 mRNAが分解されることが期待される。すなわち、

導入遺伝子を長期に発現させることができ、かつ pDNAのもつ、ホストゲノムへの挿

入や核への移行を必要とするといった実用上の困難を克服しつつ、効率的な治療法と

なる可能性を持つ。したがって、非致死の疾患である末梢神経損傷の治療に IGF-1発
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現 mRNA を導入する治療法の可能性を示すことは、遺伝子治療を実現するために重

要な知見となると言える。 

 

2.2 方法 

 材料 2.2.1 

T7 プロモーターを含む pSP73 ベクター(Promega)にタンパクを発現する断片を挿入

し、in vitro 転写法によって mRNA を作成した[65] 。タンパクを発現する断片は、

Photinus pyralis 由来ルシフェラーゼ(Luc2)を含む pGL4 ベクター(Promega)を制限酵素

XbaI (Takara)および HindIII (Takara)により処理したもの、Aequorea coerulescens 由来

green fluorescent protein (AcGFP)を含む pSP73 ベクター(クロンテック)、IGF-1を含む

pBLASTベクター(Invivogen)を制限酵素 SalI (Takara)およびHpaI (Takara)により処理し

たものを用いた。タンパクを発現する断片と、脱リン酸化を行った pSP73 ベクターの

ライゲーションは Ligation high ver.2 (TOYOBO)にて行い、大腸菌株 One Shot
®
 Stbl3 コ

ンピテントセル(Invitrogen)にて増やした後、NucleoBond Xtra EF (Macherey Nagel)にて

精製した。得られた pDNA を制限酵素 BsmBI (BioLabs)でリニアライズし、T4 DNA 

polymerase (Takara)により末端平滑化を行い、mRNA合成のテンプレートとした。 

in vitro転写法は、ARCAキャップ構造を付加する mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra 

Kit (Ambion)を用いて行った。作成した mRNAは QIAquick PCR purification kit (Qiagen)
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を用いて精製し、Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)でAgilent RNA 6000 Nano Assay

を使用してサイズと純度を評価した。mRNA濃度は 260 nm における吸光度により決

定した。CS は Sigma Aldrich より購入した。イソフルランはアボットジャパンより購

入した。RNeasy Fibrous Tissue Mini Kits (50)、QuantiTect Reverse Transcription Kit は

Qiagenより購入した。Cryofilm type IIC9、SCEM コンパウンドは section-labより購入

した。 

 

 動物 2.2.2 

Balb/c マウス 8-9 週齢を日本チャールズ・リバー株式会社より購入した。すべての

動物実験は東京大学動物実験委員会の承認(承認番号 P11-076)を受け、東京大学動物実

験実施規則に基づき実施した。 

 

 薬剤の調製と投与 2.2.3 

1章と同様に、PEG-PAsp(DET)は当研究室所属であった石井武彦氏により合成[35]、

供与された。PEG の分子量が 12,000 および分子量 42,000 のものを用いて、それぞれ

1
H-NMR にて PAsp(DET)の重合度を同定した。ミセル溶液の調製および投与は 1章と

同様に、PEG-PAsp(DET)と核酸、CS を用いて調製した核酸濃度は 134 μg/mL の溶液

をハイドロダイナミクス法によって投与した。 
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 坐骨神経圧挫モデルの作成 2.2.4 

1 章と同様に、ハイドロダイナミクス法による遺伝子投与から 1 時間後に、坐骨神

経に凍結圧挫モデル[46]を作成した。 

 

 IVIS 2.2.5 

D-luciferin(住商ファーマインターナショナル)を 150 mg/kg 腹腔内投与した後、

IVIS
TM

 Imaging System (Xenogen)にて観察・定量した。 

 

 リアルタイム PCR 2.2.6 

筋肉内における IGF-1、myoD、myogenin、myomaker、Luciferase および Interleukin-6 

(IL-6)の遺伝子発現を確かめるため、mRNAの発現をリアルタイム PCR によって行っ

た。Myomaker は筋芽細胞の融合と筋肉の形成において発現する、筋再生に重要な因

子である[67], [68]。ハイドロダイナミクス法による遺伝子投与の 3日後および 7日後

に、マウスを安楽死させ、下腿三頭筋を摘出した。mRNA の精製および PCR は 1 章

と同じ手法で行った。各因子のプライマーについて、myoD、myogenin 、IL-6につい

ては Taqman
®
 gene expression assays を用いた(MyoD: Mm01203489_g1, myogenin: 

Mm00446195_g1, IL-6: Mm00446190_m1) 。 IGF-1 と glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)、myomaker、Luciferaseは以下の配列のものを用いた。 
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IGF-1  forward TGGATGCTCTTCAGTTCGTG 

reverse GTCTTGGGCATGTCAGTGTG 

GAPDH forward GGATGCAGGGATGATGTTCT 

reverse TGCACCACCAACTGCTTAG 

myomaker forward ATCGCTACCAAGAGGCGTT 

         reverse CACAGCACAGACAAACCAGG 

Luciferase forward CAAGCTATTCTCGCTGCACA 

         reverse TCTTACCGGTGTCCAAGTCC 

すべての因子はGAPDHをハウスキーピング遺伝子としてΔΔCt法により評価した。 

 

 共焦点顕微鏡による導入 mRNAの分布観察 2.2.7 

GFP 発現 mRNA をミセル化しハイドロダイナミクス法によって導入したマウスに

おいて、投与の 3 日後に、生体内共焦点顕微鏡で GFP の発現の分布を確認した。撮

影の直前にHoechst 33342 (Lonza Group Ltd.)およびエバンスブルーをそれぞれ 5 mg/kg, 

2.5 mg/kg 静脈内投与することで、核および血管を染色した。共焦点顕微鏡は Nikon 

A1R 共焦点顕微鏡と正立顕微鏡 ECLIPSE FN1(Nikon)を組みあわせたシステムにて

Nikon Plan Apo 対物レンズx, NA 0.75)を用いて撮像した。 
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 筋萎縮評価 2.2.8 

1 章と同様に、ハイドロダイナミクス法により薬剤を投与してから 7 日後に下腿三

頭筋を摘出し、筋重量を計測した。切片は踵から 6 mm の位置で下腿三頭筋の 10 μm

厚の切片を作成し、ヘマトキシリンおよびエオジンにて染色した。染色された切片か

ら、筋繊維の断面積を Image J により計測した。 

 

 運動機能評価 2.2.9 

運動機能の回復評価は Catwalk (Noldus)を用いて行った[69]。Catwalkは walking track 

analysis を機械上で計測できるようにしたものであり、自然歩行の解析ができる。紙

面上の実験に加えて、圧力や歩行の様子を示す動画などを得ることができ、損傷の回

復評価に用いられている[70], [71]。Catwalk により得られる指標の 1 つである duty 

cycleは stand time (足を地につけている時間)/stand time + swing time (足を地につけて

いる時間＋足を動かしている時間)により算出され、痛みの評価に用いられている[72], 

[73]。Catwalk を用いて walking track analysis と同様に SFIを求めるとともに、足跡デ

ータから回復の経過をステージ 2)踵落とし歩行群：踵のみをついて歩行しているマウ

ス、ステージ 3) 末端麻痺群：末端まで回復ができておらず第 1 趾と第 5 趾に力が入

らないために踵も検出されるマウス、ステージ 4)正常歩行：指先の検出がされ、かつ

踵が検出されないマウスとして、段階評価した。 
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2.3 結果 

 PEG鎖長とコンドロイチン硫酸の有無によるmRNA発現効率の変化 2.3.1 

mRNA導入における遺伝子担体としてミセルが有効であることを示すため、Luc発

現 mRNA を導入し、IVIS によって発現を確認した(図 14)。mRNA を naked のまま投

与した群や市販されている遺伝子導入薬である PEIや PAsp(DET)のような、PEGを持

たないホモポリマーによって導入した場合、投与後すぐの段階ではごくわずかではあ

るが発現が確認された。しかしながら、その発現はホモポリマーでは 3日後には確認

できなくなり、naked で投与した場合では 1週後には発現が確認できなかった。 

 

 

図 14 Luc発現遺伝子投与後の遺伝子発現のキャリア間比較 

ルシフェラーゼ発現 mRNA を投与して 1、3、7、10、14日後における各薬剤投与群の相対発光

量を示した。データは平均値±標準誤差(n = 4)を示す。PAsp(DET) 42-56によりミセル化し、さら

にコンドロイチン硫酸を加えて投与した群では有意に高い発現を示し続けた。$P < 0.05 vs. 

PEG-PAsp(DET) 42-56、PEG-PAsp(DET) 12-72、PAsp(DET) 57、#P < 0.05 vs. PEG-PAsp(DET) 12-72、

PAsp(DET) 57、PEI、naked、 saline、PEI、naked、†P < 0.05 vs. PAsp(DET) 57、PEI、naked を示す。 
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一方、PEG-PAsp(DET)を用いてミセル化して導入した場合には、PEGの鎖長によら

ず、2週間の発現が確認された。さらに、PEGの分子量が 42,000 となる PEG-PAsp(DET)

では、投与 1日後、3日後、7日後において、他の PEG-PAsp(DET)12-72やホモポリマ

ーを用いた場合や naked のまま投与した群と比較して、有意に高い発現を示した。さ

らに、コンドロイチン硫酸を加えて mRNA を導入すると、mRNA の発現量が増加す

るだけでなく、発現期間が長期化し、投与 3週後でも発現を確認することが可能であ

ることが示された(図 15)。また、5 週後には発現は確認されなかった。これらから、

mRNA を筋肉に対して導入するミセルは、PEG 鎖長が 42,000 のポリマーを用いてコ

ンドロイチン硫酸を加えて作成することとした。 

 

 

図 15  21日後における PEG-PAsp(DET) 42-56 CS群の発光 

ルシフェラーゼ発現 mRNA を投与から 21 日後においても、PEG-PAsp(DET)42-56 と CS を用い

て mRNA を導入したマウスでは発光が確認された。 
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 ミセル化による導入 mRNAの残存量の定量 2.3.2 

ミセル化により導入した mRNA が保護されていることを確認するため、Luc 発現

mRNAを投与した後、下腿三頭筋を摘出し、残存 mRNA量を PCRにより定量した(図

16)。投与 10 分後における mRNA の残存量は、ミセル化して投与した場合には PEI

や naked で投与した時と比較して有意に多いことが確認された。さらに、naked の状

態で投与した場合では 1日後には検出できなかったのに対して、PEG-PAsp(DET)によ

ってミセル化して投与した場合には 7 日後でも mRNA が残っていることが確認され

た(ミセルで投与した場合の 10 分後と比較して 2.2±1.4%)。これにより、ミセル化す

ることによってmRNAが体内の酵素による分解から保護されていることが示された。 

 

図 16 Luc発現 mRNA投与後の mRNA残存量の定量 

Luc発現mRNAを投与して 10分後および 1日後におけるmRNA残存量を定量 PCRによって定

量した。データは投与 10分後の naked投与群における残存量を 100%とし、平均値±標準誤差(n=4)

を示す。PAsp(DET) 42-56によりミセル化し、さらにコンドロイチン硫酸を加えて投与した群では

有意に高い量の mRNA が定量された。#P < 0.05 vs. PEI、$P < 0.05 vs. nakedを示す。 
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 IGF-1発現 mRNAの導入による筋制御因子の発現上昇 2.3.3 

IGF-1発現 mRNAを導入してから 3日後、7日後における筋制御因子の mRNA量を

PCR によって定量した(図 17)。3日後において、mRNAをミセル化して投与した群で

は IGF-1、myomaker、myoD がコントロール群よりも有意に高い発現を示した。

myogenin についても、有意差はでなかったが、mRNA量が多い傾向を示した。IGF-1

発現mRNAを nakedのまま投与した群でもmyomakerは無投与群よりも有意に高い発

現を示したが、他の因子については無投与群とほぼ同等であった。IGF-1 発現 pDNA

を投与した群では、IGF-1 と myomaker については無投与群よりも有意に高い発現を

示したが、myogenin や myoDといった、筋肥大に関与する因子については無投与群と

の間に有意差は見られなかった。7 日後においては、IGF-1発現 mRNAをミセルによ

って投与した群では IGF-1、myomaker、myogenin、myoD のすべての因子が無投与群

や saline投与群と比較して有意に高い発現を示した。mRNAを naked で投与した群や

pDNAをミセルで投与した群では、saline投与群や無投与群と比較して myomaker の発

現が有意に高い値を示した。 

 

 ハイドロダイナミクス法による薬剤投与と炎症 2.3.4 

mRNA を投与した際の免疫応答を評価するため、IL-6 を定量 PCR によって定量し

た。mRNA を naked で投与した群では、IL-6 の発現量が有意に多いことが示された。 
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投与 3日後                 投与 7日後 

図 17薬剤投与後における筋制御因子の発現 

薬剤投与後の下腿三頭筋での IGF-1、myomaker、myogenin、myoD の発現量を定量 PCR により

定量し、saline投与群を基準としてデータは平均値＋標準誤差(n = 4)で示した。#P < 0.05 vs. mRNA 

naked、$P < 0.05 vs. pDNA ミセル、†P < 0.05 vs. saline、‡P < 0.05 vs. 無投与を示す。 

 

 (図 18)。組織切片においても、mRNAを nakedで投与した群にのみ炎症が生じて

いる様子が確認された(図 19)。これらにより、mRNAをミセル化して投与することに

より、免疫応答を緩和することができたことが示された。 

 

 ハイドロダイナミクス法により導入された遺伝子の発現分布 2.3.5 

ハイドロダイナミクス法により導入された mRNAが広く分布し発現することを確

認するため、GFP 発現 mRNAを導入して生体内共焦点顕微鏡で観察した。核が筋繊

維の辺縁部に位置するとともに、血管が筋繊維を覆い、筋繊維の内部において GFP

が発現していることが確認された(図 20)。 
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図 18 mRNA投与 3日後における IL-6の定量 

mRNA の投与 3 日後に下肢筋を摘出し、IL-6 の mRNA 量を定量した。データは平

均値+標準誤差(n = 4)を示す。#P < 0.05 vs. mRNA micelle、$P < 0.05 vs. controlを示す。 

 

 

図 19 mRNAを naked にて投与および末梢神経圧挫 7日後の下腿三頭筋の組織切片 

IGF-1発現 mRNA を nakedで投与したマウスでは、炎症を起こしている様子が確認された。 

Bar: 100 μm 
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図 20 筋組織における GFPの分布 

GFP 発現 mRNA をミセル化して投与した 3日後に生体内共焦点顕微鏡を用いて GFP の分布を

観察した。(a)merge, (b)Hoest 33342による核染色,(c) GFP, (d) エバンスブルーによる血管染色を示

す。 

  

(a) (b) 

(c) (d) 
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 IGF-1発現 mRNAの導入の筋重量への影響 2.3.6 

IGF-1発現 mRNAを導入することにより、末梢神経圧挫後の筋萎縮が軽減されるこ

とを示すため、薬剤投与および神経圧挫の 7日後に下腿三頭筋を摘出し、筋重量を計

測するとともに、垂直断面の組織切片をとり、筋繊維の断面積を評価した。 

筋重量を計測すると、IGF-1 発現 mRNAをミセル化して投与した群では IGF-1発現

mRNAを投与した群や saline投与群と比較して有意に萎縮が軽減されていることが確

認された。また、IGF-1発現 pDNAを投与した時と比較すると、有意差は得られなか

ったが、筋重量比に差がある傾向が見られる(図 21)。 

 

 

図 21末梢神経圧挫 7日後における下腿三頭筋の筋重量比(患側/健側%) 

IGF-1発現 mRNA をミセル化して投与した群、nakedのまま投与した群、IGF-1発現 pDNAをミ

セル化して投与した群、salineを投与した群において、坐骨神経圧挫の 7日後に右脚(患側)および

左脚(健側)の下腿三頭筋を摘出し、重量を計測した。データは平均値＋標準誤差(n = 4)を示す。#P 

< 0.05 vs. mRNA naked 群、 $P < 0.05 vs. saline 群を示す。 
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末梢神経圧挫後の筋萎縮の軽減効果を細胞レベルで確認するため、坐骨神経圧挫お

よび薬剤投与の 7日後に下腿三頭筋の垂直断面を取得し、筋繊維の断面積を評価した

(図 22、図 23)。IGF-1 発現 mRNA をミセルで投与された群では、それ以外の IGF-1

発現 mRNAを naked で投与された群、IGF-1 発現 pDNAを投与された群、および saline

を投与された群と比較して、筋繊維断面積が有意に大きかった。従って、ミセル化と

ハイドロダイナミクス法により効率的に導入された IGF-1 発現 mRNA は、筋原性制

御因子の発現を向上させることにより、筋萎縮を軽減させた、と考えられる。 

mRNA ミセル 

pDNA ミセル 

 

mRNA naked 

 

saline 

図 22 末梢神経圧挫 7日後の下腿三頭筋の組織切片 

IGF-1発現 mRNA をミセル化して投与した群、nakedのまま投与した群、IGF-1発現 pDNAをミ

セル化して投与した群、salineを投与した群において、坐骨神経圧挫の 7日後の下腿三頭筋の垂直

断面の凍結切片を得た。Bar: 100 μm 
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図 23 末梢神経圧挫 7日後の下腿三頭筋の筋繊維断面積 

IGF-1発現 mRNA をミセル化して投与した群、nakedのまま投与した群、IGF-1発現 pDNAをミ

セル化して投与した群、salineを投与した群において、坐骨神経圧挫の 7日後に下腿三頭筋を摘出

し、筋繊維の断面積を計測した。データは平均値＋標準誤差(n = 4)で示した。#P < 0.05 vs. pDNA

ミセル群、 $P < 0.05 vs. saline投与群、&P < 0.05 vs. mRNA naked群を示す。 

 

 IGF-1発現 mRNAによる運動機能回復評価 2.3.7 

Catwalk を用いて運動機能の回復評価を行った。坐骨神経圧挫の 10日後まではすべ

てのマウスで機能回復は見られなかった。その後、IGF-1 発現 mRNAを投与されたマ

ウスは他の群のマウスに比べて有意に速い回復を示した(図 24)。 

さらに、Catwalk によって得られる指標の 1つである duty cycle について評価を行っ

た。坐骨神経圧挫の 10日後に IGF-1 発現 mRNAをミセル化して投与した群では Luc

発現 mRNAを投与した群に対して有意に高い値を示している(図 25)。Duty cycle は足

を地面につけている時間を、足を地面につけている時間と足を浮かせている時間の和

で割った値であることから、この値が正常値よりも小さいことは知覚異常であること
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を意味する。したがって、IGF-1発現 mRNA を投与することにより、知覚を早期に回

復させたと言える。 

 

図 24末梢神経圧挫後の運動機能回復の経過 

IGF-1発現 mRNAをミセル化した群、IGF-1発現 pDNAを投与した群、Luc発現 mRNAをミセ

ル化して投与した群のそれぞれにおいて、SFIを算出した。データは平均値±標準誤差(n = 8)を示

す。#P < 0.05 vs. IGF-1 pDNA 群、 $P < 0.05 vs. Luc mRNA群を示す。 

 

図 25末梢神経圧挫後の患肢における duty cycle値の評価 

IGF-1発現 mRNAをミセル化した群、IGF-1発現 pDNAを投与した群、Luc発現 mRNAをミセ

ル化して投与した群のそれぞれにおいて、duty cycle 値(=standing time/(standing time + swing time))

を得た。データは平均値±標準誤差(n = 8)を示す。$P < 0.05 vs. Luc mRNA群を示す。 
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また、得られた足跡により、坐骨神経損傷後のマウスは 1)パタパタ歩行、2)踵落と

し歩行、3) 末端麻痺、4)正常歩行の 4段階を経て回復する様子が確認された。末梢神

経に損傷が生じると、まずは力を加えられない状態となるが、これは圧に応じた皮膚

の色の変化を検出する Catwalk では検出することが難しいが、回復が進むにつれて、

図 26(左)のように、踵に力がかかるように歩くようになる様子が確認された。この時

点では足の爪先の感覚はないか、あるいはあっても力を加える事ができないため、踵

のみが検出される。機能の回復が進むと、つま先に力を入れることができるようにな

るが、それが十分ではない段階では図 26(中)のようになる。この段階では、足を接地

するときに踵に荷重をかけるが、蹴りだしにおいて十分な力がかけられない。さらに

回復が進むと、図 26(右)のように、足を接地する瞬間に最大圧を示し、その後ほぼ一

定の圧力のまま蹴りだす。これは、マウスの正常歩行では常に第 1趾と第 5趾に力を

入れ、四指基底部とで体を支えているためである。末梢神経圧挫後の回復の経過にお

いて、それぞれの段階にいるマウスの数をカウントし、正常回復を示した日をそのマ

ウスのスコアとした(図 27)。IGF-1 発現 mRNA を投与した群では Luc 発現 mRNA を

投与した群に比べて 10日後から 21日後まで、継続してより回復状態が良いことを示

している。また、IGF-1 発現 pDNA を用いた場合でも、10 日後や 21 日後では Luc 発

現 mRNA投与群よりもより回復状態が良いことを示した。 
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踵落とし         末端麻痺             正常歩行 

図 26 Catwalkを用いた足跡パターンからの回復経過分析 

末梢神経圧挫後、運動機能が回復する過程を Catwalk により同定した。上部は歩行しているマ

ウスの様子を、下部はマウスの足にかかっている圧力を時間軸で示したもので、上から順に右前

肢、右後肢、左前肢、左後肢を示す。 

 

 

図 27 末梢神経圧挫後の薬剤投与マウスにおける回復の経過 

IGF-1発現 mRNAをミセル化した群、IGF-1発現 pDNAを投与した群、Luc発現 mRNAをミセ

ル化して投与した群のそれぞれにおいて、回復の stageを決定した。データは平均値±標準誤差(n 

= 8)を示す。$P < 0.05 vs. Luc mRNA群を示す。 
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2.4 考察 

当研究室で開発された筋への pDNA の導入法を mRNA に応用、改良することによ

り、高効率かつ長期の発現を得られる骨格筋への mRNAの導入法を確立した。 

PEGの分子量が 12,000のものと 42,000のものでは 42,000を用いてミセル化した時

のほうが mRNA の発現量が増加することが示された(図 14)。これは、PEG 鎖長が長

いものを用いた時のほうが、1 つの mRNA あたりの PEG の分子量が増加し、PEG の

密度が増加することによって mRNA を保護する機能が高められたためであると考え

られる[74]。さらに、CS を加える事によって発現の長期化を可能とした。これは、ミ

セル化の際には正電荷を帯びたポリマーを等電点よりも過剰になるように加えてい

るが、この過剰なポリマーが細胞毒性をもつ可能性があるのに対して、CS により電

荷バランスを取り、過剰なポリマーによる毒性を抑えたことによる効果であると考え

られる[43]。細胞毒性が抑えられたことは、mRNA を naked で投与した場合に見られ

た炎症がミセル化することにより緩和されたことから確認される(図 18、 図 19)。

mRNA の導入において、naked 核酸の発現を上昇させるハイドロダイナミクス法単独

では投与後 3 日しか発現が確認できなかったが[41]、投与法の最適化を行うことによ

り、3週間後でも発現が確認できた(図 15)。これは、筋肉においては mRNAの分解に

寄与する polyA binding protein 1 の発現が他の臓器に比べて少ないためであると考え

られる。しかしながら、polyA binding protein 1 は筋の再生時にはその発現が上昇する
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ことが知られており、遺伝子の導入時にはいかなる手法を用いても何らかの形で筋に

傷害を及ぼすこと、および本研究においてミセルで mRNA を投与した場合でもその

残存量が投与 1 日後に急激に減少したことが示されていることから、polyA binding 

protein 1 の発現が高い間、ミセルによって mRNAを分解から保護したことが長期の発

現につながった、と考えられる。このように、ミセルによって長期の発現が得られる

という知見は、不安定であることが薬剤として利用する上での課題であった mRNA

による遺伝子導入を考える上で、重要であると言える。 

ハイドロダイナミクス法を用いて薬剤を投与したマウスの下肢筋肉において、筋の

再生において膜に発現する myomaker が[67] 高い発現を示したことは、ハイドロダイ

ナミクス法は一時的かつ軽微ではあるが、筋障害を生じさせるためであると考えられ

る(図 17、図 19)。また、mRNA をミセル化して投与した場合に、3 日後においては

myoD の発現は有意に高かったが myogenin の発現は高い傾向があるのにとどまった

ものが、7 日後ではどちらも有意に高い発現を示した(図 17)。これは、筋の増殖、分

化においては、myoD が myogenin に先行して発現するためであると考えられる[75], 

[76]。IGF-1発現 pDNAをミセル化して導入した場合と比較しても、IGF-1発現 mRNA

を投与した群は投与 7日後には IGF-1や myoDが有意に高い発現を示した。 

また、ハイドロダイナミクス法を用いて mRNA を導入した際には、核を辺縁部に

持つ筋細胞の内部で GFP の発現が確認され、筋細胞を覆う血管では GFP の発現はほ
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ぼ確認されなかった(図 20)。このことから、本研究で用いた投与法による mRNA 導

入は主に筋細胞をターゲットとしていると考えられる。 

導入遺伝子としての mRNA は pDNA と比較して核への移行や分裂を必要としない

ため発現までのプロセスが短く、導入後から速やかに機能すると考えられる。この結

果として、筋萎縮を軽減したほか(図 21、 図 23)、末梢神経圧挫モデルマウスに対し

て mRNA を導入した場合に、pDNA に比較して運動機能で有意差のある早期の回復

が得られた(図 24)。Duty cycle の値から、IGF-1発現 mRNAは IGF-1発現 pDNAより

も早期の回復を示唆しているほか(図 26)、Catwalk において末梢神経損傷後の回復経

過を評価したところ、IGF-1発現 mRNAを導入した場合には IGF-1 発現 pDNAを用い

て導入した場合よりも常により良い回復傾向にあることが示された(図 27)。回復経過

では、IGF-1発現 pDNAを用いた群では投与 12日後、14 日後に Luc発現 mRNAを用

いた群と有意差がなく、IGF-1発現 mRNAに比べて回復が遅れている。これは、mRNA

を用いると、pDNA よりも早期の回復が得られることを示唆している。 

IGF-1 発現 mRNA をミセル化して投与した場合には 35 日後には発現が確認されな

くなっており、IGF-1 が恒常的に発現することによって副作用をもたらす、という危

険性も低いと考えられる。筋萎縮軽減、運動機能回復、知覚回復のいずれも早期から

効果が得られていることから、治療に必要なタンパク発現も得られているものと考え

られる。したがって、本研究で用いた mRNA を用いた遺伝子導入法は、早期から、
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治療期間のみ必要な遺伝子発現を得ることができる手法となりうることを示したと

言える。 
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3 全体考察 

本研究では、核酸を用いた遺伝子治療の可能性を示した。pDNA、mRNAのいずれ

の核酸を用いても、坐骨神経圧挫モデルにおける運動機能および知覚の回復促進効果

が得られた。 

坐骨神経損傷後において、大腿四頭筋では筋が萎縮するにあたり、大小不同が確認

されるとともに、筋繊維の間隔が広くなっている様子が確認された(図 7)。下腿三頭

筋では群萎縮を起こしている様子が確認された (図 19)。これは、坐骨神経は下腿の

筋肉を支配しており[77]、坐骨神経損傷後に生じる筋萎縮は、大腿四頭筋では廃用性

筋萎縮、下腿三頭筋においては脱神経性筋萎縮が生じているためであると考えられる。

廃用性筋萎縮を生じた筋では IGF-1 の発現が減少するのに対し[78]、神経原性筋萎縮

である脊髄性筋萎縮症や筋萎縮性側索硬化症において、筋肉内における IGF-1の発現

については特に変化がないことが報告されている[79], [80]。従って、大腿四頭筋と下

腿三頭筋において IGF-1や myogenin, myoD の発現に差が見られた(図 5)のは、ハイド

ロダイナミクス法による投与において部位によって圧力差が生じたためだけでなく、

筋萎縮のメカニズムの違いにより saline投与群や無投与群における遺伝子発現に差が

生じていたことも 1つの要因であると考えられる。 

筋繊維断面積の比較ではmRNAを用いた場合のほうが pDNAを用いた場合よりも

筋萎縮がより軽減されていることが確認された。SFI を用いた運動機能回復では、
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IGF-1 発現 pDNA をミセル化して投与した場合には、β-gal 発現 pDNA や Luc 発現

mRNAをミセル化して投与した群よりも速い回復を示している。IGF-1発現 pDNA よ

りも早い運動機能回復を示した IGF-1 発現 mRNA は、最も早い機能回復を実現した

と言える。Catwalk により得られる動画の解析でも、mRNA による治療群は早い機能

回復を示した。Duty cycle の指標を用いることで、IGF-1 発現 mRNAをミセル化して

投与した場合には、プラセボである Luc 発現 mRNA を投与した場合と比較して有意

に早期に知覚の回復を示した。IGF-1 発現 pDNAを投与しても早期に回復する傾向は

あるが、それよりも早い回復を示す傾向があることから、mRNAによる遺伝子治療が

pDNAを用いた遺伝子治療に比べて早期に薬効をもたらすことができると言える。末

梢神経損傷後に mRNA を投与したマウスが pDNA を投与したマウスよりも早期の回

復を示したのは、治療に用いた pDNAがタンパクに翻訳されるまでには核への移行や

mRNAへの転写、そして翻訳と多くの段階を経る必要があるのに対して、mRNAを投

与した場合にはそのまま翻訳され、早期からタンパク発現が得られたためであると考

えられる。 

また、pDNA を導入した場合には投与後 4 週にわたる遺伝子発現が確認され、投

与後 2 週から 4 週にかけては発現がほとんど減少しない傾向がみられているが[42]、

本研究においては半減期が短いとされる mRNA を用いて 3 週にわたる発現を確認し

たものの、5 週後には発現が得られなくなっていた。このことは、pDNA を用いた遺
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伝子治療ではホストゲノムへのランダムな挿入があり、副作用をもたらす危険性があ

る一方で、不安定で遺伝子治療の薬剤として用いるには不向きとされてきた mRNA

でも長期の薬効を期待することができる上、治療後に発現が生じることがないことを

示唆している。 

IGF-1タンパクは 1 mgあたり 4万円程度で購入可能であるが、実際に治療に使用

する場合には複数回の投与を必要とする。タンパク医薬は mg単位での投与を必要と

するため、治療期間が 3 週であったとして、IGF-1 BP3 と結合した際の半減期が 10

時間程度であることを考慮し、1日 2 回、2 mg投与を行うとすると、その薬剤費用は

336万円にのぼる。投与した IGF-1が IGF-1 BP3 と結合する前に分解されてしまう可

能性を考慮すると、その薬剤費用はさらに高価となる。一方、ARCA Cap 構造を有す

る mRNA 1 mgを作成するためにかかる費用は 35万円程度である。また、ロシアにお

いて認可されている遺伝子治療用の pDNA である Neovasculgen (VEGF を発現する

pDNA)は筋肉に導入することを目的としているが、おおよそ 2 mg が投与されている

[81]。本研究の予備実験において、導入核酸として mRNAを導入した場合のタンパク

発現は、同質量の pDNA を導入した場合よりも高いことが確認されたことや、

Neovasculgen を末梢神経損傷に対して 1.2 mg 投与する治験が行われようとしている

ことなどから、末梢神経損傷に対しても本研究のような IGF-1 発現 mRNA を導入す

る際には 1 mg程度の mRNAで治療可能であると考えられる。マウス同様 3週程度の
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発現が得られるとすると、投与は 1回で、ミセル作成に必要なポリマーは 100 円/mg

程度、コンドロイチン硫酸は 10円/mg未満であることから、その薬剤費用は 40万円

程度となる。また、mRNAは酵素反応によって作成することが可能であるため、実際

に薬剤として使用されることとなり、大量に作成する場合にはさらなるコストダウン

が見込まれる。このように、核酸を用いた遺伝子治療は、タンパク投与に比べて投与

回数が少なく、患者負担や医療コストを下げることができるが、pDNAを用いた場合

にはホストゲノムへの挿入による、死亡を含めた重大な副作用をもたらす危険性を含

んでいた。これに対して本研究で用いた mRNA の投与法は、pDNA を用いた場合と

同様に薬剤の投与回数を減らすことができるだけでなく、pDNAの持つ問題であった

ホストゲノムへの挿入の問題を解決し、かつ pDNAを用いた場合と比較して早期から

の治療効果を得ることができることが示された。特に、遺伝子治療に mRNA を用い

て 3週間もの発現を示した研究は他になく、mRNAを用いても十分長期な治療効果が

得られることを示した本研究は mRNA を用いた遺伝子治療を実現するにあたり重要

である。 

核酸として pDNA を用い血中の sFlt-1を増加させた報告[42]のように、効率よくタ

ンパクを発現する筋をターゲットとしてmRNAを導入すると、本研究による知見は、

末梢神経損傷のみならず、他の疾患の治療法にもなりうる。従って、本研究は遺伝子

治療の実現に向けて、重要な知見を示したものといえる。 
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