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博士論文の要旨                                

 【背景・目的】 

さまざまな慢性肝疾患の進行に伴い、肝臓内に線維組織が徐々に蓄積し、最終的には肝硬変の状態に至る。

現在、ウイルス性肝炎等の原疾患に対する治療は進歩しているが、肝線維化に対する治療法・予防法は、

エビデンスが確立されておらず、臨床応用には至っていない。遺伝子治療による肝線維化治療については、

これまでに多くの基礎研究がなされ、細胞外マトリックスの産生と蓄積および肝星細胞の機能の調節を介

して、抗線維化効果を発現させられることが示唆されている。 

申請者らはこれまで、安全に効率よく様々な臓器へ選択的に遺伝子導入を行う方法論としてハイドロダイ

ナミック遺伝子導入法（Hydrodynamic Gene Delivery, HGD）について研究してきた。この手法はウイルス

ベクター等の遺伝子運搬物質を用いず、DNA 溶液を水圧によって細胞に遺伝子導入する方法で、生物学的

な長期安全性が高い。さらに血管内カテーテル操作を融合することにより、臓器選択的な遺伝子導入が可

能であり、申請者らは肝疾患の遺伝子治療への応用に向けて、肝臓選択的な遺伝子導入法を研究してきた。

一方で、線維組織が蓄積した肝組織ではHGDの遺伝子導入効率が低下することが示唆されてきた。そこで、

本研究では、肝線維化モデルラットを用いて、慢性肝障害による線維組織の蓄積がHGDの遺伝子導入効率

に与える影響を検証することを目的とした。また、HGD による肝臓への導入によって肝線維化予防効果を

報告した、matrix metalloproteinase13(MMP13)遺伝子を導入し、肝線維化の治療を行ったのちに、HGDの

遺伝子導入効率が改善するかどうか、検証を行った。 

【方法・結果】 

肝線維化モデルラットは胆管結紮法により作製した。胆管結紮後、経時的に肝組織を採取し、Sirius red

染色画像の解析により肝線維組織量を定量的に評価し線維化の進行を検証した結果、胆管結紮群では線維

組織量は正常ラット群と比して有意に高く、肝臓の各葉間で線維化の程度に差は認めなかった。 

 肝線維化がHGD効率に与える影響を検証するため、胆管結紮の9週後のラットにpCMV-Luc DNA溶液(5 ug 

/ ml, 体重の5%量)をHGDにて導入した。導入の4時間後にラットを犠牲死させ、肝組織を採取した。遺



伝子発現量はluciferase assayにより定量的に評価し、線維組織量はSirius red染色画像の解析により

評価した。個体ごとの遺伝子発現量と肝線維組織量を解析した結果、それらには負の相関が認められ、線

維組織の蓄積は直接的にHGD効率を低下させることが示された。 

胆管結紮後の線維組織量と遺伝子導入効率の経時的変化を、胆管結紮群と、胆管結紮に加えてMMP13導入

を行った群で比較した。胆管結紮群では経時的に線維組織量が増加し、遺伝子導入効率も同様に低下した。

一方で、MMP13導入群では、線維組織量の増加が制御され同時に遺伝子導入効率も回復した。 

 MMP13 導入による抗線維化効果を検証するため、血液生化学検査を胆管結紮から 10 週に渡り施行した。

10週後の生化学検査結果では、ヒアルロン酸とタイプⅣコラーゲン濃度がMMP13導入群では胆管結紮群に

比して有意に低値であった。またアルブミン濃度がMMP13導入群では非治療群に比して有意に高値で、肝

機能の改善が示唆された。 

【考察】 

今回の申請者らの研究で、肝線維化の進展によりHGDの効率が低下することが、学術的に証明された。同

時に、MMP13遺伝子導入による抗線維化治療を行う事で、線維化の進行を抑制することが可能であり、HGD

の遺伝子導入効率は改善することが示された。血液生化学検査の結果からは、治療によるアルブミン合成

能の改善が認められ、MMP13 導入による線維組織の分解は、同時に蛋白合成能の改善をもたらすことが示

唆された。臨床的には、線維化の進展する可能性のある肝疾患において、早期に抗線維化治療を開始すべ

きであることが示唆された。すでに線維化が進行した肝臓に発生した肝癌などの遺伝子治療を念頭に置い

た場合、HGD 効率をさらに改善するための、線維組織量に応じた流量・流速・注入圧などの最適なパラメ

ータの決定や線維組織量を減らすための薬物療法との融合などが、さらなる研究課題である。 

 

 

審査結果の要旨 

慢性肝疾患の進行に伴い、肝臓内に線維組織が徐々に蓄積し、最終的には肝硬変の状態に至る。現在、

ウイルス性肝炎等の原疾患に対する治療は進歩しているが、肝線維化に対する治療法・予防法は、エビデ

ンスが確立されておらず、臨床応用には至っていない。 

申請者らはこれまで、安全に効率よく様々な臓器へ選択的に遺伝子導入を行う方法論としてハイドロダ

イナミック遺伝子導入法（Hydrodynamic Gene Delivery, HGD）について研究してきた。今回、申請者

は肝線維化モデルラットを用いて慢性肝障害による線維組織の蓄積がHGDの遺伝子導入効率に与える影

響を検証した。次に、ラット胆管結紮後、線維化が起こる前にHGDによりmatrix metalloproteinase13 

(MMP13) 遺伝子を導入し、MMP13 による肝線維化抑制効果を検証した。さらに、ラット胆管結紮後

MMP13 導入群において、HGD の遺伝子導入効率が改善するかどうかの検証を行った。その結果、肝線

維化の進展によりHGDの効率が低下すること、MMP13遺伝子導入により線維化の進行が抑制されるこ

と、そしてMMP13遺伝子導入による抗線維化治療によりHGDの遺伝子導入効率が改善されることを明

らかにした。 

本論文は、基礎的知見としてMMP13導入による線維組織の分解は同時に蛋白合成能の改善をもたらす

ことを、臨床的には線維化の進展する可能性のある肝疾患において早期に抗線維化治療を開始すべきであ

ることを示唆しており、博士論文としての価値を認める。 

 

 


