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はじめに

　冠動脈に対する遺伝子治療について多くの研究が報

告がされるようになってきたが，いまだ臨床応用に

は至っていない。最近は，薬剤溶出型ステント（DES;

drug-eluting stent）が臨床応用され，各施設で盛んに使用

されているが，問題点がいくつか指摘されている。つ

まり亜急性の血栓形成に対する抗血小板剤の持続投

与，独特の再狭窄形態に対する施策，ステント留置位

置決めなどの問題点である。当然ながらDESは従来の

ステント（conventional stent）の再狭窄を解決するために

開発されたのではあるが，これらの新たな問題点をク

リアするべく，さらに第 2，3 世代のDESの開発が考え

られている。

　また，最近の再生医学，再生医療研究の目ざましい

進展により，難治性疾患に対する新しい戦略が立てら

れるようになってきた。特に，幹細胞や前駆細胞に代

表されるような細胞移植療法，核酸医薬や遺伝子薬を

用いた遺伝子治療は，循環器，特に脈管領域におい

て，血管新生を目的としたものが下肢虚血，虚血性心

疾患に対して臨床応用されるまで進展してきており，
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脈管学のトランスレーショナルリサーチ●総　　説●

今後もさまざまな検討がなされ，治療抵抗性虚血疾患

に対する新たな対策の一つとして患者さんたちに寄与

していくことが期待されている。ただし，それらの有

効な細胞や遺伝子を臓器へ到達させる方策は，再生医

療の中で大きなピットホール（pit hole）となっており，

開発が遅れているのが現状である。基本的には，直接

標的臓器に注入する方法かティシュエンジニアリング

（tissue enginieering）の手法を用いた不全臓器への移植の

2 種類が主体であった。

　心臓領域における局所投与の標的は，冠動脈および

心筋である。基本的に，冠動脈に対しては，再狭窄の

抑制を目的とし，心筋に対しては，血管新生および心

筋再生を目的としている。投与される細胞や遺伝子薬

をいかに効率よく，効果的に目的部位に取り込ませる

かが重要な課題であり，それらの細胞や遺伝子自身の

特徴と投与に用いられる経路である道具（device）の特

徴，工夫が臨床的には重要な点の一つである。いわゆ

る，局所到達（local delivery）性についてわれわれの自験

例を含めて総括させていただきたい。

遺伝子治療の種類と特徴

　現在，行われている遺伝子導入法は，ウイルスベク

ターを用いる方法（トランスダクション）と物理学的ま
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たは化学的な導入法（トランスフェクション法）に分け

られる。トランスダクション法は，遺伝子導入効率は

よいものの，ウイルスによる感染の問題が指摘されて

いる。一方，トランスフェクション法では，導入した

い標的臓器へ直接もしくは血管を通じて投与される

が，組織内への拡散の問題により，治療効的には効率

が悪い。

　現在，血管に対する遺伝子治療の導入方法はレトロ

ウイルスベクター法，アデノウイルスベクター法，リ

ポソーム法，HVJ-リポソーム法，ハイドロゲル法が挙

げられる。

　レトロウイルスベクター法は，分裂細胞にはよく導

入できるが，非分裂細胞への導入は困難である。アデ

ノウイルスベクター法は，非分裂細胞への導入効率に

優れており，発現時間も比較的長いが，抗原性や炎症

などを引き起こしたり，全身臓器への導入が懸念され

る。リポソーム法は取り扱いの容易さには優れてお

り，特に電位を帯びたリポフェクチンを用いた検討が

多く報告されており，ウイルスベクターと比較して細

胞毒性の点で優れているが，導入効率があまり高くな

いのが難点である。HVJ-リポソーム法は，脂質の膜に

包み込み複合体を形成した後に不活化センダイウイル

ス（HJV）を加え，その融合能により直接細胞質に導入

するものである。ハイドロゲル法は，デタージェント

の一つであるハイドロゲルを付着させ，直接塗布する

方法であるが，導入効率が非常に低いことが問題点で

ある。

　そのほかに，遺伝子をドーナツ状にした「プラスミド

DNA」もよく使用される。プラスミドはもともと大腸

菌などの菌類に見られる，いわゆる「天然のベクター」

であり，これをまねしてベクターを作り，遺伝子治療

に用いている場合もある。

　いずれの導入方法にしろ，導入効率，細胞毒性など

の点で相違点があり，治療に適応させる場合に，どれ

が最も優れているかよりも，これらの利点と欠点を十

分に理解し，いかに標的細胞，標的臓器に導入するか

を考慮する必要がある。

核酸医薬

　遺伝子治療は，遺伝子そのものを導入する，いわゆ

る遺伝子治療と核酸医薬などで遺伝子発現を抑制する

方法とに大きく分けられる。核酸医薬は，RNAを標的

とするため，これまでに特効薬のなかったウイルス病

に対する特異性の高い治療薬としての期待が高く，

HIVを筆頭にさまざまなウイルスなどに対する抗ウイ

ルス剤が研究開発されている。ウイルス以外では癌（癌

遺伝子発現の抑制など），炎症（接着分子発現の抑制），

血管再狭窄（細胞周期関連遺伝子発現制御による血管平

滑筋増殖抑制）などに対して，実用化されようとしてい

る。核酸医薬には，アンチセンスオリゴヌクレオチ

ド，アンチセンスペプタイド核酸，リボザイム，デコ

イなどがある。

　アンチセンスオリゴは15～20塩基程度の短いオリゴ

を標的mRNAに相補的に分子設計を行い，細胞自身の

貪食作用により細胞内へ取り込まれ，主にmRNAから

タンパクへの翻訳を抑制し，加えてRNase Hの活性化

によりRNAを分解することによってもmRNAの発現を

抑制する（Fig. 1）。リボザイムは，RNAを酵素的に切断

Figure 1　Mechanisms of action
of antisense DNA.  Antisense DNA
(AS) is designed to hybridize to the
double-stranded DNA, the splice
junction of a pre-mRNA, or the
start codon (ATG), which inhibits
transcription, splicing, or transla-
tion respectively.  Antisense DNA
also stimulates RNase H activity
and degradates mRNA.
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するRNA核酸であり，人工的に設計し，特定遺伝子発

現を抑制することが可能である。リボザイムはmRNA

とハイブリッドし，RNA切断酵素活性により，一度切

断すると，さらに別のmRNAにハイブリッドし，切断

を繰り返す。リボザイム医薬は，アンチセンス核酸医

薬と異なり，標的核酸に結合するだけでなく，その核

酸の切断反応に伴う機能性医薬分子ということにな

る。デコイは「おとり」という意味で，転写調節因子に

結合する遺伝子の転写を阻害する。デコイDNAは転写

調節因子が本来結合する遺伝子に似ている二重核酸な

ので，転写調節因子をトラップし，プロモーター活性

が上昇しないことで以後の遺伝子発現を抑制する。リ

ボザイムやデコイの応用は，アンチセンスに若干の後

れをとっているものの，臨床試験の計画があり，リボ

ザイム医薬もアンチセンス医薬を追うような形で続々

と登場し，実現化されていくと思われる。

　核酸医薬を医薬品として使用する場合，薬剤として

直接体内へ導入する手法と，遺伝子治療として導入遺

伝子に目的のRNAを産生する情報を組み込むことによ

り，作用点に発現させる手法がある。アンチセンス核

酸の場合，前者をアンチセンスDNA法，後者をアンチ

センスRNA法と呼ぶ場合もあり，いずれも遺伝情報

の流れを阻害するもので，広い意味の遺伝子治療の一

領域に含まれる。ただし，核酸医薬の問題点は，遺伝

子そのものではなく，人工的に合成した短いDNAであ

るために，特異性の問題や，生体へ投与した場合の分

解などの問題が残っている。

核酸医薬による冠動脈形成術後の再狭窄抑制

　われわれは，以前より血管増殖性疾患に対する遺伝

子治療法を研究してきた。冠動脈新生内膜と同様に合

成型形質を示す高血圧自然発症ラット（SHR）由来の培

養血管平滑筋細胞（VSMC）を用いて，増殖関連分子を

同定してきた。冠動脈形成術（PTCA）後の再狭窄機転

である新生内膜の増殖に，TGF-�，PDGF-A鎖の発現異

常亢進が重要な役割を担っていると考えられた。特

に，PDGF-A鎖は血管障害後の新生内膜増殖の発現遺

伝子の一つで，合成型形質を示すVSMCでのみ発現す

ることが報告されており1, 2），正常な収縮型形質の

VSMCにおいては発現は認められないために，血管増

殖性疾患のよいターゲットである。

　そこで，われわれは，米国サンディエゴのIS IS

Pharmaceuticalと共同で100％核酸分解酵素に耐性な

MMI-linkage PDGF-A鎖アンチセンスオリゴを開発し

た3）。これを用いて，合成型VSMCの増殖抑制効果を確

認した後に，バルーン血管障害モデルの再狭窄に対す

る効果を検討し，約60％の抑制を認めた（Fig. 2）4）。再

狭窄機転に働く分子の一つだけの抑制という作用機序

から100％抑制することはできないが，十分な効果で

あったと考える。また，このアンチセンスをブタの冠

動脈形成術後再狭窄モデルに用いても，血小板抑制効

果と併せて新生内膜増殖抑制効果が認められた。

　さらに，PDGF-A鎖mRNAの二次構造を解析し，ルー

プ部分に存在するGUC配列に対するハンマーヘッド型

リボザイムを設計し，切断活性を確認した。また，切

断活性を持つ保存配列のみをRNAとし，さらに 3’末端

をphosphorothioate型に修飾，RNaseに耐性のキメラ型

リボザイムを分子設計した。このリボザイムは，SHR

由来VSMCの基礎増殖，PDGF-A鎖mRNA，およびタン

パク発現を濃度依存性に抑制した5）。さらに，ラットの

頸動脈バルーン傷害モデルへ局所投与したところ，同

様に有意な新生内膜形成抑制効果を確認した（Fig. 3）6）。

Figure 2　Effect of antisense oligodeoxynucleotide targeting
PDGF-A chain on the neointimal formation of rat carotid artery
after arterial injury.  p<0.05 between indicated culumn.
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用），および非下開胸下ではカテーテルを用いた心筋内

注入法，冠動脈内投与法が報告されている。それぞれ

に長所と短所があり，依然としてどの投与法が最適で

あるかは明確ではない。比較検討が困難で，コント

ロールを欠いている研究もあり，やはり今後の課題と

いえる。

　非開胸における投与法は，およそ 3 系統に分類され

る。冠動脈内注入法は，冠動脈血流に直接注入する方

法，もしくは標的灌流冠動脈閉塞を行う方法であり，

両者とも臨床的に検討され，ある程度の効果を上げて

いる10）。しかしながら，重症狭心症例，陳旧性心筋梗

塞合併例では，冠動脈が閉塞していることが想定され

るためにこの投与方法のみでは，すべての虚血性疾患

を網羅できない問題点がある。また，細胞に関しても

リボザイムは，標的分子に対する特異性が高いことも

大きな特徴であり，これらの結果を受けてヒトPDGF-

A鎖mRNAに対するリボザイムを分子設計し，今後臨

床応用を検討している。

遺伝子薬溶出型ステント
（G-DES: gene-drug-eluting stent）

　PCIにおける再狭窄のもう一つの問題点はリコイルで

あり，これまで紹介したような遺伝子薬では抑制する

ことは不可能で，機械的な内腔保持が必要である。

DESも同様の考えから生まれてきたものと考えられ，

免疫抑制剤や抗腫瘍剤を用いる代わりに遺伝子薬を使

用したものが遺伝子薬溶出型ステントと呼ばれ，第 2

世代のDESということになる。

　現在，繁用されているシロリムス塗布DESは細胞周

期を強制的に止めるため，ステント内新生内膜形成は

強力に抑制するが，内皮細胞化も抑制し，したがって

亜急性の血栓形成，ステントエッジの再狭窄の問題な

どがある7, 8）。核酸医薬の利点は，それぞれの問題点を

クリアするように設計できることで，実験系で明らかに

なった点，もしくはDESの欠点などを補えるように自由

に設計が可能である。当然ながら，遺伝子導入のため

の特殊なポリマーコーティングの技術も必要となる。

　われわれは，これまでの研究に加えて，遺伝子治療

用ステントのデザインを新たに設計し，特許化してい

る。このステントにPDGF-A鎖に対するアンチセンス

をある方法で塗布し，豚の冠動脈形成術後再狭窄モ

デルに留置し，IVUS解析において75％抑制した（Fig.

4）9）。この結果は，再狭窄は完全に抑えられないが，再

治療の確率をほぼ 0％に近いものにできる可能性を示

唆している。また，留置後の内視鏡所見においては，

ステント内に内膜が覆っていることが観察され，血栓

も抗血小板剤を併用しなくとも全く形成を見なかった

という結果であった。このように，シロリムス塗布

DESに比べPDGF-A鎖に対するアンチセンスは内皮化を

温存するため，臨床上有用であり，今後さらに検討を

重ねて臨床応用されることを期待している。

心臓再生医療（遺伝子治療，細胞療法）
としてのカテーテルによる局所投与法

　細胞や遺伝子治療の心臓への投与方法は，開胸下で

の直接注入法（単独投与および冠動脈バイパス術との併

Figure 3　Effect of chimeric DNA-RNA ribozyme against
PDGF A-chain on neointima formation in rat carotid artery af-
ter balloon injury.
A: Specimens were cross-sectioned at 3 mm and stained with
hematoxylin and eosin.
B: Intimal and medial cross-sectional areas of after balloon in-
jury and treatment with the ribozyme. p<0.05 vs. mismatch
ribozyme.
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実際に生着して，分化しているのか，血管新生がなさ

れているのかは不明な点も多い。次に，カテーテルに

よる経左室腔心筋内注入法であるが，最近，非常に注

目を浴びており，遺伝子治療や細胞療法においても臨

床応用における効果が報告された11）。1990年代前に

レーザー血管再建術の際にも用いられた心筋の壁運動

と残存心筋を同時に描出可能なmappingシステムである

NOGAシステムを用いることにより，標的心筋内に比

較的安全に注入することが可能である。この投与法の

一番の問題点は，高価なシステムが必要であり，どの

施設においても施行できるわけではないことと時間を

要することである。現段階では，限られた施設でのみ

（PMLRを施行していた施設が中心）となり，恩恵を受

けられる患者数も限られてしまう。

　われわれは，このような研究報告を受け，基本的に

どの施設でも特殊な装置や技術を要しない方法で，患

者さんが最も受け入れやすいと考えられるような方法

を模索した。投与法については，低侵襲で，簡便で，

施行時間が短く，合併症も少なく，血管造影施設があ

れば施行可能なものが望ましいと考えられる。PCIや

CABGが日常行われている施設は，全国に多数存在

し，その技術があれば施行可能な方法が再生医療の普

及を加速させることは明白である。そこで，われわれ

はこれらの条件を満たす経冠静脈細胞投与を行うべく

カテーテルの開発を考えた。これに対しNEDO（新エネ

ルギー開発機構）の助成を得て，新たな投与カテーテル

（注入冠静脈カテーテル）の作成を試みた。この薬物お

よび細胞注入冠静脈カテーテルは，特殊な装置を必要

とせず，どの医療機関でも施行でき，すぐにでも臨床

応用可能である。

臨床応用前の実験的検討

　心臓の再生医療に用いられる細胞はさまざまで，幹

細胞では特に間葉系幹細胞，前駆細胞では内皮前駆細

胞の研究が進められている。その中で，われわれは，

実験系における投与細胞としては，自己細胞を用いる

ことのできる移植法であることが望ましいために単核

球細胞を選択した。単核球細胞は，骨髄血由来，末梢

血由来に分けられるが，骨髄血の方がより多くの幹細

胞を有すると考えられること，さらに骨髄移植自体が

確立された技術と経験があることも大きな要因であ

る。さらに，分離装置が閉鎖回路で可能なことは，清

潔操作が簡便で，それらの装置が全国の施設に普及し

ていることも理由の一つである。

　最初に，発症より 2 週後の前壁心筋梗塞である陳旧

性心筋梗塞モデルにおいて，骨髄血を採取し，分離装

置を用いて約400mlから109個の単核球細胞として分離

後，冠静脈逆行性注入カテーテルを用いて細胞移植療

法を行った。その結果，心筋梗塞に陥った心筋細胞の

周辺領域で血管新生と考えられる細小血管経（直径10～

60�m）の血管数の増加が確認された（Fig. 5）。また，投

与時の細胞に蛍光染色を施しておくと，それらの一部

は蛍光陽性細胞として観察され，投与した細胞が分化

したと考えられる結果であった。さらに，血管新生の

Figure 4　Percentage of in-stent
stenosis in porcine coronary artery
implanted with hydrogel coating
stents without or with antisense
oligodeoxynucleotide targeting
PDGF A-chain.  p<0.05 vs. control.
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効果としての慢性期の心機能改善，心筋酸素消費量の

改善，心負荷の改善が認められた。さらに急性心筋梗

塞モデルに対しても同様の効果があることを検討し

た。発症より 6 時間後に骨髄血単核球細胞移植を行う

のであるが，陳旧性心筋梗塞モデルと比較して，慢性

期の心機能，心筋酸素消費量，心負荷についてより大

きな改善が認められた（Fig. 6）。これは，虚血に陥って

いる心筋量の相違がもたらした結果である。細胞移植

療法が急性期にしろ，慢性期にしても有効性があるこ

とを示すが，再生される組織が心筋ではなく，新生血

管であることも影響しており，瘢痕化してしまっては

血管新生をしても，その効果は十分得られず，対象疾

患として回復可能な虚血心筋を有することが条件とな

ると考えられた12）。

　その一方で，臨床では急性期に骨髄血を採取するこ

とは，貧血に陥ることが危惧され，危険であるために

前もって骨髄血を保存しておく手法を考案した。これ

は，現在，血液バンクなどで用いられている冷凍保存

を使用する方法で，われわれの検討でも冷凍保存され

た細胞は十分に同様の効果が認められた。これも，疾

患に陥る以前に自己骨髄血を保存しておくことを全例

に施行することは困難を極めるが，一度，虚血性心疾

Figure 5　The number and density of micro-vessels in the
infarcted ares of heart from porcines with acute or old myocar-
dial infarction (AMI or OMI) after bone marrow implantation
(BMI).
A: The number of �-SM actin–positive micro-vessels of at the
sections 5-mm above the occlusive site. The size of micro-
vessels were classified under 100, 100–300, and over 300 �m.
B: Myocardial micro-vessel area (cm2) in the sections of 10-
mm under the occlusive site.  *p<0.05 vs. each controls.

Figure 6　Changes in cardiac
function after bone marrow cell
implantation (BMI) before and
after creation of myocardial
infarction in acute myocardial
infarction (AMI) group or old
myocardial infarction (OMI)
group, and after BMI in each
groups.  Several parameters of
LV, endodiastolic pressure
(EDP), endodiastolic volume
(EDV), and ejection flaction
(EF) were evaluated using the
conductance method.  Data are
the mean�SD.  *p<0.05 vs.
each controls.



185March 25, 2005

横山真一郎　ほか 2 名

患に罹患すると再発が多いことは周知の事実であり，

危険因子を多数有するhigh risk groupに対して限定的に

保存することや，欧米諸国のような個人バンクも可能

性を秘めている。

　さらに，細胞にHVJ-Eを用いてVEGF遺伝子を導入

し，その細胞を運びや（transporter）とし，目的局所での

遺伝子発現細胞としての機能を持たせるべく，同様の

投与方法で実験検討している。投与後のhVEGFの発現

が確認され，血管新生効果として，病理学的には架橋

形成，血管形成が認められた。こちらに関しても十分

な血管新生効果を得ている。今後，この投与法を用い

た遺伝子治療も検討予定であり，細胞ばかりでなく遺

伝子薬においても局所投与方法として期待できる。

　ただし，投与される細胞や遺伝子薬はそれぞれの特

徴を持っていることから，ただ注入すればよいわけで

はなく，冠静脈経路の最適の条件はそれぞれに特有の

投与方法（投与の仕方，投与時間，標的臓器の状況，圧

のコントロールなど）があることが判明しており，今後

も十分な検討をした後に臨床応用に向かうべきである。

ピロール・イミダゾールポリアミドによる
遺伝子治療

　最近，抗生物質であるデュオカルマイシンAとディ

スタマイシンが二重鎖DNAに結合することをヒント

に，ピロール・イミダゾールポリアミドが二重鎖DNA

のマイナーグループ塩基特異的に認識し，遺伝子発現

を抑制することが発見された12）。ピロール・イミダ

ゾールポリアミドは，核酸分解酵素で分解されず，特

異性も高いために新たな遺伝子治療薬となる可能性を

考え，血管増殖性疾患における効果を検討している。

　腹腔内投与および経口投与を行い，ピロール・イミ

ダゾールポリアミドの臓器取り込みを検討したとこ

ろ，心臓，動脈，腎臓，肝臓への集積が確認された。

経口投与可能な遺伝子薬として期待できる結果であ

り，今後創薬に向けて開発研究を行っている。

おわりに

臨床応用における遺伝子治療，再生医療の
位置付けについて

　これまで述べてきた遺伝子治療，再生医療は，依然

として既存の治療法の補助，代替療法として考えられ

てきたが，他の治療法と決して相対するものではな

く，これからさらに完成度は上がり，今後進歩してい

けば，非常に強力な治療戦略をわれわれは手に入れら

れると考える。現段階では，今までの治療法を否定す

るような，いわゆる単独治療としての遺伝子，再生医

療は，行われるべきではない。治療抵抗性に対するbail

outは全く話が異なるが，患者側の疾患単位を考慮し，

年齢，背景，基礎疾患などをも含めた患者ニーズに対

応するような治療戦略の一つとして期待できる。この

ことは，現在盛んに叫ばれているテーラーメード医療

として受け入れられる可能性が十分にあると思われ

る。どれが一番優れているかも重要ではあるが，われ

われも今後検討を重ねながら，他施設や他国の報告も

十分吟味して，どのようなものが一番合致するのかを

考慮し，患者ニーズにあう医療を目指していくべきと

考えている。個人の一生涯を通して，心血管病の治療

が新たな展開をみることは間違いないと考えている。
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Novel therapeutic strategies such as gene and cell therapies are going to be applied to treat severe diseases that
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for the in-stent restenosis of coronary artery as a second-generation DES.  In the trials of gene and cell therapies for

severe ischemic heart disease and heart failure, development of safe and easy strategies are required to ensure the delivery

of genes and cells into the heart.  We address the above-mentioned issues using our recent studies.
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