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本論文の構成と目的 

 

脊髄損傷は，交通事故やスポーツ外傷などに伴って脊柱に強い外力が加わり，脊髄実質

が損傷する病態である．現在，日本には約 10 万人の患者がいるとされているが，若年層の

患者も多く，長年にわたる麻痺による日常生活の不自由と精神的負担を余儀なくされてい

る．しかし，神経組織の再生能は他の生体組織と比べて極めて低いことから，現在までに

脊髄損傷によって失われた機能を回復するための有効な治療法は確立されていない． 

期待される脊髄損傷の治療法の一つとして，遺伝子治療が近年注目を集めている．この

遺伝子治療の根幹技術となる遺伝子導入技術には，治療対象が中枢神経系の場合，特に高

い安全性，精密性，および時間的制御性が求められる．それに加えて，脊髄は管状の椎骨

で囲まれた神経組織であるため，生体深部まで治療遺伝子を導入できる技術が必要である． 

レーザを用いる遺伝子導入法は，エネルギーの空間的・時間的制御性が高いことに加え

て，光ファイバを用いることにより，臨床現場において操作性に富む経カテーテル的遺伝

子治療を実現できるといった特長を備えている．その中でも，固体材料へのパルスレーザ

照射によって発生するレーザ誘起応力波(laser-induced stress wave, LISW)を用いた遺伝子導

入法は，一度の適用で遺伝子導入できる細胞数が多く，かつ応力波が光よりも散乱が少な

く生体内を伝搬するため深部組織への適用が可能である． 

本研究は，LISW による遺伝子導入技術を用いた脊髄損傷の遺伝子治療を目的として行

われたものである．本論文は次の 6 章で構成されている． 

第 1 章は序論であり，最初に脊髄損傷に対する現行の治療法と，その一つとして高い治

療効果が有望視されている遺伝子治療について概説している．次いで，遺伝子治療の根幹

技術となる遺伝子導入法の研究動向と技術的課題を明確にした上で，本研究の目的と意義

を述べている． 

第 2 章では，LISW の発生および伝搬理論について述べた後，脊髄の模擬組織を用いて

行った LISW の伝搬特性計測の結果と考察を示している．脊髄への標的部位選択的な遺伝

子導入を達成するために必要な圧力伝搬特性が得られていることを明らかにしている． 

第 3 章では，ラットの健常脊髄を対象とした，LISW によるレポーター遺伝子の導入結

果について述べている．その遺伝子発現の特性から，発現効率のレーザパラメータ依存性，

発現部位の標的性，発現細胞種，さらに本遺伝子導入技術の安全性を評価している． 

第 4 章では，脊髄損傷モデルラットを対象にグリア瘢痕の形成を抑制する効果のある遺

伝子を導入し，その運動機能に関する評価をしている．グリア瘢痕は，脊髄損傷により活

性化されたグリア細胞が集積して形成され，神経軸索の伸長を阻害する．LISW による遺
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伝子導入技術を用い，グリア瘢痕形成の一端を担う中間径フィラメントタンパク質の発現

を抑制することで，下肢運動機能の改善効果が得られたことを実証している．中間径フィ

ラメントタンパク質発現の抑制効果に加え，組織学的な評価を行い，遺伝子治療後の運動

機能改善を多角的に検証している． 

第 5 章は，LISW による脊髄損傷の遺伝子治療技術を臨床現場に適用するための，光フ

ァイバを用いた経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発について述べている．先端部の

最大外径が 2.7 mm の遺伝子導入デバイスを作製し，遺伝子導入に必要な LISW の圧力特性

と遺伝子発現特性が得られていることを実証している． 

第 6 章は本研究の結論であり，本研究により得られた成果を総括するとともに，今後の

展望を述べている． 
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1.1 はじめに 

 

「成体哺乳類の中枢神経系は，自己再生・自己修復の能力を失っているため，一度損傷

を受けると二度と再生しない．この辛辣な宣告を覆すことができるとすれば，それは将来

の科学に他ならない．」これは，20 世紀初頭にスペインの神経解剖学者 Cajal (1906 年，神

経系の構造研究に対してノーベル生理学・医学賞を受賞)が，その著書“Degeneration and 

Regeneration of the Nervous System”の中に記した有名な言葉である[1]．損傷した中枢神経系

が再生しないという概念は，以後 70 年余りにわたり，科学者，医師のみならず一般人も含

めて“常識”として受け入れられてきた．しかし，ここ 30 年ほどの研究成果は，まさにこ

の通説を覆し，哺乳動物において機能学的な意義をもった中枢神経系の再生が可能である

ことを明らかにした．ここでの「再生」とは，神経軸索の再伸長と成熟神経細胞の分裂増

殖を意味している． 

中枢神経系の一つである脊髄の外傷性損傷においても，効果的に神経路を再生するため

の様々な治療法が研究されている．現在までに確立された治療技術はないものの，有望な

治療法の一つに遺伝子治療が挙げられる．この遺伝子治療の根幹技術となる遺伝子導入技

術には，再生能の乏しい神経組織を対象とすることから，他組織に比して特に高い安全性，

精密性，および時間的制御性が求められる．それに加えて，脊髄は管状の椎骨で囲まれた

神経組織であるために，生体深部まで治療遺伝子を導入できる技術が必要である．しかし，

これらの技術的課題を解決する手法はこれまでに実現されていない． 

本章では，本研究が目指す脊髄損傷の治療について，最初に最近の研究動向をまとめる．

そして，その治療法の一つの遺伝子治療について概説した後，遺伝子導入技術に関する研

究動向を述べる．ここで技術的な課題を明確にした上で，本論文で取り上げるレーザ誘起

応力波を用いた脊髄組織への遺伝子導入技術の位置づけを示し，最後に本研究の目的と意

義を示す． 

 

1.2 脊髄損傷 

 

脊髄損傷は，交通事故，高所転落，スポーツ外傷などに伴って脊柱(背骨)に強い外力(多

くは背側からの外力)が加わり，その中に存在する脊髄実質が損傷する病態である．脊髄が

損傷を受けると，損傷部より下位に存在する運動・知覚・自律神経系に麻痺を生ずるため，

損傷部位が脳に近い位置であるほど障害は重度となる．日本における外傷性脊髄損傷の発

生頻度は欧米とほぼ同等であり，毎年新たな受傷者はおよそ 5000 人(人口 100 万人あたり
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40.7 人[2])にのぼる．そして現在，日本には推定 10 万人の脊髄損傷患者がいるとされる．

日本における脊髄損傷の疫学データ[3-5]を見ると，受傷時年齢が 20 ~ 25 歳と 55 ~ 60 歳に

ピークのある二峰性の特徴がある(Fig. 1-1)．60 歳前後で受傷が多くなっている原因は，高

齢者が相対的に増加していることと，加齢に伴う脊椎管の狭窄が生じ，軽度の打撃でも比

較的簡単に脊髄損傷を起こしやすいことが挙げられる．若年層の受傷頻度が高いのは，他

国と同様で，交通事故，労働災害事故，およびスポーツ事故が若年者に多いためである．

米国脊髄損傷統計センター(National Spinal Cord Injury Statistical Center，NSCISC)のデータベ

ース[6]によれば，2011 年の米国の脊髄損傷受傷者全体の 49.9%は 16 歳から 30 歳の間であ

る(Fig. 1-2)．米国の場合，若年者にスポーツ事故，交通事故，および労働災害事故が特に

多く，さらに銃外傷による脊髄損傷も加わるためにこうした特徴が見られる．いずれにせ

よ脊髄損傷の受傷者は 20 代前半の若年層に多く，長年にわたる麻痺による日常生活の不自

由と精神的負担を余儀なくされている． 

脊髄損傷が起こると，損傷部の神経組織は直接挫傷によって出血性の壊死が生じる(一次

損傷)．さらに損傷部に生じた炎症がその周辺に波及し，一次損傷により壊死した組織の周

囲の細胞までもが壊死とアポトーシスで失われる(二次損傷)．やがて炎症の沈静化ととも

に，増殖および肥大化したアストロサイト(グリア)が瘢痕を形成し，その中心部は空洞状

となる(Fig. 1-3)．このように，損傷脊髄では様々な現象が時間の経過とともに生じている．

現在までに考えられている治療方法を次節 1.3 で説明する． 

 

1.3 脊髄損傷の治療方法 

 

脊髄損傷によって対麻痺(両下肢のみの運動麻痺)と四肢麻痺が起こるとの記述は，古代

エジプトのパピルス文書にまで遡る．人類が誕生して以来，その活動に伴って外傷性脊髄

損傷は不可避的に起こり続けており，その悲劇的な病状の救済は古くから人々の切実な関

心事であった．そのため，「哺乳動物の中枢神経系が再生するか」という問題に対し，長年

にわたり盛んに研究がなされてきた． 

中枢神経細胞には断裂した軸索を再び伸ばす能力がないという概念は，1981 年の Aguayo

らの実験[7]によって覆された．彼らは切断されたラット脊髄に末梢神経片を移植し，そこ

に中枢神経軸索が伸びてくることを，トレーサーの順行性標識(神経細胞体から標識し，終

末部への色素の輸送を観察)と逆行性標識(軸索末端から標識し，細胞体への色素の輸送を

観察)により確認した．それ以降，神経細胞を取り巻く環境を整えることで軸索は再生しう

るという考えが急速に広まった．1990 年に Schwab らが発表した論文の中で，中枢神経の
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髄鞘(ミエリン)とオリゴデントロサイトに神経突起の伸長を抑制する因子(後に Nogo と名

付けられたタンパク質)が存在し，その因子の抗体による中和化で軸索再生が導かれること

を報告し注目を集めた[8, 9]．再生不能説から再生可能説へのパラダイムシフトが起きたの

はこの時期である．特に 1996 年，米国科学誌 Science に脊髄再生の展望が掲載され，「ヒト

の脊髄損傷の効果的な再生治療の可能性は，もはや憶測ではなく現実的な目標になった」

と主張されたことはその象徴である[10]． 

 現在考えられている脊髄損傷の治療法は大きく 3つに分類される[11]．1つ目は神経保護，

2 つ目は細胞補充，3 つ目は軸索再生である(Fig. 1-4)．これらの治療法を補完する療法とし

ては，神経回路を再編するためのリハビリテーションがある．既に，脊髄損傷ラットとネ

コに対するトレッドミル機器を用いて，下肢運動機能の回復が見られたとする研究報告[12, 

13]，および脊髄損傷患者に対しても体重支持型の動力補助付きトレッドミルまたは持続的

な電気刺激により機能回復をもたらしたとする報告もされている[14, 15]．こうした受動的

な関節可動域訓練と機能的電気刺激(functional electrical stimulation，FES)は，脊髄損傷の集

学的治療(専門医別の縦割り治療ではなく各専門医が協力して治療する治療方針)の中で重

要な位置づけにある．次に，上記の 3 つの治療法を詳説する． 

 

1.3.1 神経保護 

 

脊髄の直接的な損傷に引き続いて起こる遅発性の炎症は，神経細胞のアポトーシス

(apoptosis，能動的細胞死)を誘起する．「神経保護」は，二次損傷に伴う神経細胞のアポト

ーシスを軽減するためにステロイド系の抗炎症薬を損傷後早期に大量投与する治療法が代

表であり，既に臨床応用されている[16]．その作用機序は必ずしも明らかではないが，一

般にはフリーラジカルによって引き起こされる脂質過酸化と，それに牽引された炎症反応

を抑制することでアポトーシスを防ぐと考えられている．しかし，その反面，副腎不全あ

るいは血糖上昇をはじめとする多くの深刻な副作用を生じることが知られている．ステロ

イド剤の投与以外にも，興奮性アミノ酸受容体の阻害剤や，アポトーシス細胞内における

シグナル伝達の阻害剤の投与などの研究が精力的に行われているが[17]，これらはまだ臨

床応用には至っていない．その理由として，薬物治療には不可避的な問題である，損傷脊

髄内における薬剤の動態制御の困難性とそれら薬剤の潜在的副作用が挙げられる． 

 

1.3.2 細胞補充 
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「細胞補充」は，失われた組織を補填するために神経細胞を移植，あるいは分化能を持

った神経幹細胞を損傷部に移植し分化制御する神経再生である．胚性幹細胞(embryonic 

stem cells，ES 細胞)と人工多能性幹細胞(induced pluripotent stem cells，iPS 細胞)の作製以来，

脊髄損傷を含めた中枢神経疾患に対する有望な治療法として，神経幹細胞の移植による再

生医学は大きな注目を集めている[18-21]．神経幹細胞は，自己複製能と多分化能の特徴を

併せ持つことが知られているため[22]，移植細胞を十分に確保できる利点がある．マウス

ES 細胞を用いて神経細胞へと誘導する方法はこれまで広く研究されており[23]，ES 細胞由

来の神経幹細胞と神経前駆細胞は期待を集める移植細胞源と言える．ES 細胞移植による脊

髄損傷への有効性については，これまでに 1999 年に McDonald らがマウス ES 細胞を胚様

体へと誘導し，ラット脊髄損傷モデルに移植し，良好な機能回復を報告している[24]．ま

た，2005 年に Keirstead らはヒト ES 細胞から高純度のオリゴデントロサイト前駆細胞へと

効率的に誘導し，それをラット脊髄損傷モデルに移植し，脱髄した軸索の再髄鞘化と後肢

機能改善を報告している[25]．しかし，ES 細胞の作製には不妊治療の余剰胚を用いるため，

倫理的な問題は避けられない．さらに，ES 細胞の場合，通常他人の細胞を移植する同種移

植となるため，免疫学的拒絶反応の問題，腫瘍化のリスクなど，解決しなければならない

問題は極めて多い．その点，iPS 細胞および成体幹細胞である神経堤細胞(ニューロンとグ

リアへの分化能力を保持する前駆細胞の一つ)は自家組織からの採取が可能であるため，安

全性が高く，倫理的・免疫学的問題を克服できる可能性は高い．2006 年，Yamanaka らが，

レトロウイルスを使ったマウス線維芽細胞への 4 種(Oct3/4，Sox2，Klf4，c-Myc)の遺伝子

導入による iPS 細胞作製[26]を発表して以降，脊髄損傷に対する iPS 細胞由来神経幹細胞移

植の共同研究を慶應義塾大学と京都大学が開始している．2010 年，Tsuji らは外傷性脊髄損

傷モデルマウスを対象として，損傷後亜急性期とされている 9 日目[27, 28]に胎児由来 iPS

細胞を移植し，コントロール群に比して有意な下肢運動機能改善を得た[29]．さらに，2011

年にはヒト iPS 細胞から分化誘導した神経幹細胞を免疫不全の脊髄損傷モデルマウスに移

植し，顕著な下肢運動機能改善の結果が得られている[30]．こうした幹細胞移植による脊

髄損傷治療研究が精力的に進められる一方で，幹細胞の分化制御をはじめ，調整方法の違

いによる移植後の性質変化(移植細胞による腫瘍化の問題は iPS 細胞研究でも多く指摘され

ている[31-34])，神経再生に必要となる移植細胞数，最適な移植時期が明らかになっていな

いことなど[35]，動物実験レベルでも未解決な課題が数多く残されているのが現状である． 

 

1.3.3 軸索再生 
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「軸索再生」は，神経細胞体の軸索伸長力を促進，またはその阻害因子を抑制すること

による神経軸索の再生を目的とする．近年の研究によれば，神経細胞自身は軸索再生能力

を保持しているにもかかわらず，軸索周囲の細胞が産生する軸索再生阻害因子がその再生

を妨げていることが明らかになっている(Fig. 1-5)．軸索再生の促進に必要な条件は，次の 3

つに分類できる． 

 

(1) 軸索断端周囲への神経成長因子および神経栄養因子の分布 

(2) 軸索伸長を阻害する生理活性物質の抑制 

(3) 神経軸索伸長に対する物理的障壁の低減 

 

(1)に関してこれまで報告されているのは，神経成長因子(nerve growth factor，NGF)[36, 37]，

脳由来神経栄養因子(brain-derived neurotrophic factor，BDNF)[38-40]，ニューロトロフィン

-3(neurotrophin-3，NT-3)[41, 42]，グリア細胞由来神経栄養因子 (glial cell line-derived 

neurotrophic factor，GDNF)[43, 44]，血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor，

VEGF) [45]，および肝細胞増殖因子(hepatocyte growth factor，HGF)[46]が挙げられる．また，

それらの因子の直接的な発現ではないが，神経成長因子受容体の下流に位置する軸索伸長

シグナルを活性化して軸索再生を促す研究事例[47]もある．BDNF と NT-3 は中枢神経に対

する活性が強いため，動物実験レベルにおいてこれら因子の局所投与だけでも軸索伸長が

促進されるが，持続的な神経再生の促進には，少なくとも数日から数週間以上の長期的な

神経成長因子および神経栄養因子の作用が必要となる． 

軸索伸長の障害物としてよく知られているのは，損傷により活性化されたグリアが集積

して形成されるグリア瘢痕(glial scar)である．グリア瘢痕の構成物には，軸索の先端(growth 

cone)に作用し成長を停止させる生理活性を持つ物質がある．これらを抑制する方法が(2)

である．神経突起の伸長抑制因子として最も注目されているのが 2000年に同定されたNogo

であり[48-50]，この生理活性を特異的抗体の投与によって中和することで軸索伸長が改善

されることが知られている[51]．現在までに，軸索周囲を取り巻くミエリンに発現してい

る Nogo[52]，MAG (myelin associated glycoprotein)[53-55]，OMgp (oligodendrocyte myelin 

glycoprotein)[56, 57]という 3 つの糖タンパク質が中枢神経の軸索再生を抑制することがわ

かっている． 

(3)の物理的障壁とはグリア瘢痕のことである．脊髄損傷後に発現する活性化アストロサ

イトによるグリア瘢痕形成が軸索伸長を阻害するということは 1980 年代から知られてい

る[58]．近年の研究成果により，グリア瘢痕を形成する細胞外基質のコンドロイチン硫酸
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プロテオグリカン(chondroitin sulfate proteoglycans，CSPG)，セマフォリン 3A などが同定さ

れ，その阻害による神経再生の報告が相次いでいる．その中でも，2002 年に Bradbury らが

CSPG のグリコサミノグリカン鎖を除去する酵素であるコンドロイチナーゼ ABC を，ラッ

ト脊髄損傷モデルの髄腔内に持続注入し，前肢由来の上行性軸索および下行性皮質脊髄路

の軸索再生が促進され，歩行運動機能が顕著に回復することを示したことは有名である

[59]．2004年には，Okanoらの研究グループが，グリア瘢痕形成に寄与する Interleukin-6 (IL-6)

の受容体に対する抗体を脊髄損傷モデルマウスに投与することで機能学的な回復が見られ

たと報告している[60]．さらに 2006 年には，同グループがセマフォリン 3A の阻害剤によ

る損傷脊髄の再生誘導を報告している[61]．一方，2003 年アストロサイトの細胞骨格タン

パク質であるグリア線維酸性タンパク質(glial fibrillary acidic protein，GFAP)と vimentin を欠

損したマウスで脊髄損傷後の神経再生が促進されたという報告があり，グリア瘢痕抑制の

別のアプローチとして注目を集めている[62]．2009 年には Desclaux らが，ニューロンとグ

リアの共培養中において GFAP と vimentin の発現を抑制する siRNA (small interfering RNA)

を活性化アストロサイトに導入し，神経突起の伸長が有意に促進できることを示した[63]．

さらに 2011 年には，Toyooka らにより，脊髄損傷モデルラットを対象に GFAP と vimentin

の発現を抑制する siRNA 溶液の注入で，脊髄損傷に起因する神経因性膀胱(神経性の損傷が

原因の膀胱機能障害)を防げることが報告されている[64]． 

こうした事例に見られるように，神経細胞の軸索伸長を促進，または軸索伸展の阻害因

子を抑制することは効果的な脊髄損傷治療につながる．ただし，上述したように，軸索再

生に効果を持つ因子を直接投与するだけでは組織内での拡散が限定的であり，持続的な効

果が望めないのが難点である．また，直接投与では部位標的性がなく，標的細胞以外の副

作用も懸念される．この問題を解決する有力な方法として，遺伝子導入によって安定で継

続的な特定因子の発現が可能であると考えられている[65, 66]．しかし，あらゆるタンパク

質またはサイトカインの発現遺伝子を用いた研究結果が報告されているものの[67]，脊髄

損傷後の外来遺伝子導入で機能学的な回復を得たという報告例[68-73]は全体数に比して極

めて少ない．その原因として，神経組織の脆弱性と血液脳脊髄液関門(血液と脳脊髄液の間

の物質交換を制御する機構)に代表される防御機能から，安全かつ効率的に，そして損傷部

位だけに治療目的の因子を発現させる技術が確立していないことが挙げられる． 

 

1.4 遺伝子治療と遺伝子導入技術 

 

遺伝子治療は，細胞内に外因性の遺伝子を導入し，疾患治癒に関わる遺伝子を補充，あ
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るいは導入遺伝子によって異常を来すタンパク質の発現を抑制する治療法である．脊髄損

傷を受傷後，神経細胞の軸索伸長を促進，または軸索再生の阻害因子を抑制するためにこ

の遺伝子治療を施せば効果的な脊髄損傷の治療が期待できる． 

正式に認可された世界初の遺伝子治療は，1990 年にアメリカ国立衛生研究所(National 

Institutes of Health，NIH)で行われた，ADA (adenosine deaminase)欠損症の 4 歳の患者に対す

るものであった．ADA 欠損症は，リンパ球に ADA と呼ばれる酵素がないために重症の免

疫不全を起こす病気で，感染症による致死率が極めて高い．当時は，患者から採取した末

梢血から T 細胞を単離して培養し，レトロウイルスを使って正常な ADA 遺伝子を T 細胞

内に導入し体内に戻す遺伝子治療を行った．この治療が高い効果をもたらしたことから，

以後，欠損・変異遺伝子だけでなく，免疫強化または異常細胞のアポトーシス誘導，細胞

増殖制御などを目的とした研究も進められ，治療対象となる疾患は年々増加している

[74](Fig. 1-6)．臨床試験の 64.7%はガンを対象としているが，心血管疾患，感染症，神経疾

患など，その対象となる疾患は多岐にわたっている．2011 年までに 1700 例を越える臨床

研究が世界で展開されており，日本単独では 19 例が実施されている[74]．遺伝子治療は特

に米国を中心に臨床研究が行われており，2011 年までの承認数は米国だけで 1100 例にも

及ぶ．しかし，世界全体の臨床試験のうち，遺伝子治療の毒性と安全性の評価である第 I

相研究が 60%を占め，治療効果の評価を含む第 II 相以降は少ない．その大きな理由は，遺

伝子治療に不可欠である，安全で高効率な細胞内への遺伝子導入技術が確立されていない

ためである．臨床試験の場合，特に高い安全性が求められることは言うまでもない． 

これまでに多くの遺伝子導入法が研究されており，ベクターと呼ばれる細胞内への外因

性遺伝子の運び屋として，ウイルスあるいはプラスミド DNA が用いられる．プラスミド

DNA はウイルスと比較すると免疫原性と病原性が低いので安全性は高いものの，それ単独

では導入効率が低い．それ故，細胞内に効率よく導入するための化学的修飾，および物理

エネルギーを利用した遺伝子導入法が開発されている[75-79] (Fig. 1-7)．遺伝子導入技術と

して，ウイルスベクター法，化学的手法，および物理的手法について以下に概説する． 

 

1.4.1 ウイルスベクター法 

 

ウイルスベクター法は，導入したい遺伝子をレトロウイルスやアデノウイルスなどのゲ

ノムに組み込み，その感染能力を利用して遺伝子導入を行う手法である[80-82]．細胞表面

に存在する特異的な受容体を介して細胞に感染するため，効率よく遺伝子を導入できる．

2012 年 6 月までに日本で承認された遺伝子治療の臨床研究は 30 例あるが，そのうちの 23



9 

例と最も使用されているのがこのウイルスベクター法である[83]．しかし，ウイルスベク

ターを用いた臨床試験においては，深刻な副作用が報告されている．1999 年，米国ペンシ

ルバニア大学の Wilson らのグループによって行われた，アデノウイルスベクターを用いた

OTC (ornithine transcarbamylase)欠損症に対する臨床研究において，18 歳の男性患者が心肺

肝不全によりベクター投与の 4 日後に死亡した[84, 85]．冠動脈内へのアデノウイルスベク

ター投与により IL-6 などのサイトカインが上昇し死亡に至った．患者の臓器を調べると，

マウスではほとんどが肝臓に集積していたアデノウイルスベクターが，肝臓だけではなく

リンパ節，脾臓，骨髄などの他臓器にも検出された．さらに，1999 年からフランス，続い

て イ ギ リ ス で 行 わ れ た X 連 鎖 重 症 複 合 免 疫 不 全 症 (X-linked severe combined 

immunodeficiency diseases, X-SCID)患者に対するレトロウイルスベクターを用いた遺伝子

治療でも重大な副作用が報告されている[86-89]．両国で治療を受けた患者 20 名のうち，フ

ランスで 4 名，イギリスで 1 名が T リンパ性白血病を発症し，1 名が死亡している．2002 年

に発症した 2 例では，患者の染色体中の原ガン遺伝子(LIM domain only-2，LMO-2)の近傍

にレトロウイルスが組み込まれ，その異常活性化がガン化を引き起こした[90]．ウイルス

ベクター法は，その高い導入効率から多くの臨床試験で用いられているが，安全性には大

きな問題が残っている．そのため，2000 年以降では，特にウイルスベクターと比較して大

量生産および品質維持が容易なプラスミドベクターを用いた遺伝子導入法が注目を集め

[91, 92]，急速に研究が進められている． 

 

1.4.2 化学的手法 

 

化学的手法として，リン酸カルシウム，カチオン性ポリマー，およびカチオン性脂質を

用いる方法が挙げられる[93-95]．どの方法も導入機序は同じで，負に帯電した核酸(DNA

または RNA)と，リン酸カルシウムあるいはカチオン性物質が正電荷をもつ複合体を形成

し，負に帯電している細胞膜に付着することで，細胞のエンドサイトーシス(貪食作用)に

よって遺伝子が細胞内に取り込まれるというものである．最も歴史が長いのはリン酸カル

シウム法であり，1973 年に Graham と van der Eb が提唱し[96]，その後 Wigler らが発展さ

せた[97]．核酸とリン酸カルシウムから形成された微細粒子を用いるが，リン酸カルシウ

ム粒子が凝集しやすいことおよび手技が複雑なことが欠点として挙げられる．カチオン性

ポリマー，およびカチオン性脂質を用いた遺伝子導入法は，それぞれ Wu らと Felgner らに

よって 1987 年に考案された[98, 99]．現在市販されているおよそ 60 種類の遺伝子導入試薬

の中で，半数以上がこのカチオン性試薬である[100]．カチオン性ポリマーの中では，導入
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効率の高さからポリエチレンイミン(polyethyleneimine，PEI)[101, 102]が核酸のキャリア(担

体)としてよく用いられている．一方，カチオン性脂質として最も広く用いられているのは

リポソームである．リポソームとは，生体の細胞膜を構成しているリン脂質が形成する人

工的な小胞である．リポソームを用いた遺伝子導入法はリポフェクションと呼ばれ，これ

を応用した導入試薬として，既に Lipofectin® (Invitrogen)，Lipofecamin® (Invitrogen)，

FuGENE® (Promega)などが製品化されている[103]． 

一般に，これら化学的手法の導入効率は核酸と正電荷型ベクターの混合比，複合体を取

り巻く溶液の pH 値，温度，細胞膜の状態などに大きく左右されることから[94]，培養細胞

での遺伝子導入には適しているが，細胞外環境を一定に維持するのが難しい生体組織内で

は，その効率が低く実用的でないと考えられている[104]．また，導入効率の細胞種依存性

が大きいこと，キャリアの生体内拡散による非標的細胞への導入による副作用の懸念，お

よびキャリアそのものの細胞毒性が指摘されている[100]． 

 

1.4.3 物理的手法 

 

近年，安全性の高さと取り扱いの簡便さから，キャリアを用いないプラスミド DNA の

直接導入(Naked DNA 法)が注目を集めている．2011 年までに世界で臨床応用されている遺

伝子治療のうち，アデノウイルス(23.2%)，レトロウイルス(20.3%)に次いで多いのが，この

Naked DNA 法(18.5%)である[74]．この方法が初めて報告されたのは 1990 年で，Wolff らは，

1 µg/ml のプラスミド DNA を 20%スクロースまたはリン酸緩衝生理食塩水とともにマウス

骨格筋に直接注入するだけで遺伝子発現を得た[105]．プラスミド DNA は培養細胞に接触

させてもほとんど取り込まれないが，生体組織の場合，骨格筋，心筋，皮膚，肝臓，およ

び甲状腺への直接注入によって遺伝子発現が得られている[106-112]．その導入機序は，組

織内細胞にプラスミド DNA に非特異的なレセプターが存在し，それに結合した遺伝子が

組織圧力によって細胞内に押し込まれると考えられている[113]．しかし，プラスミド DNA

の直接投与だけでは生体内の核酸分解酵素と単核食細胞系の働きにより導入効率は低く

[114, 115]，かつ適用可能な組織も限られるため，物理刺激または物理エネルギーの併用に

よる遺伝子導入効率の向上および発現を増強する試みが行われている[116-118]． 

これまでに報告された物理的手法として，マイクロインジェクション，遺伝子銃，エレ

クトロポレーション(電気穿孔法)，超音波遺伝子導入法(ソノポレーション)，レーザ直接照

射法，マグネトフェクション，およびハイドロダイナミクス法がある．Table 1-1 にそれぞ

れの遺伝子導入法の特徴をまとめた[78, 103, 117]．後述するように，これら物理的手法の中
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で，脊髄を対象とした遺伝子導入では 2002 年以降にエレクトロポレーション[119-121]，

2005 年以降に超音波遺伝子導入法[122, 123]を用いた研究成果が報告されている． 

 

1.4.3.1 エレクトロポレーション 

 

エレクトロポレーション(electroporation)は，高電圧パルスを用いて遺伝子を細胞内に導

入する方法である[124-126]．培養細胞の場合は細胞懸濁液に，生体組織の場合は導入標的

部位に電圧が印加するように電極を装着する．電極はニードル型，ピンセット(プレート)

型が一般的で，電極間隔は数 mm であるが，単一細胞を対象にキャピラリー型のエレクト

ロポレーション装置も知られている．生体組織を対象としたとき，典型的には 200 V/cm 以

上の電界をパルス幅 1 ~ 50 ms，周波数 1 Hz 程度で数秒間作用させる．物理的手法の中では

比較的歴史が長く，1982 年，Neumann らが培養マウス L 細胞を対象に遺伝子導入を初めて

報告した[127]．それ以来，皮膚，腎臓，肺，肝臓，骨格筋，心筋，脊髄，脳，角膜などの

多種の組織を対象とした遺伝子導入がこれまでに報告されている[116, 128-130]．エレクト

ロポレーションによる遺伝子導入の機序は次の通りである[131-134]．まず細胞を含む溶液

に電気パルスを印加すると細胞内外の膜電位差が変化し，負に帯電したプラスミド DNA

が細胞膜に集積する．そして一定の閾値(電圧またはパルス幅)を越えた電界が印加される

と，脂質二重層を破壊し，数十ミリ秒の間だけ直径 20 ~ 120 nm 程度の小孔が一時的に形成

され，周囲のプラスミド DNA が細胞内に取り込まれるというものである(Fig. 1-8)．1990

年，Chang らが，エレクトロポレーションによってヒト赤血球の細胞膜に形成された小孔

を電子顕微鏡で観察できたことを初めて報告している[135]． 

エレクトロポレーションによる遺伝子導入効率は，電圧，パルス幅，温度，細胞種，DNA

濃度などに依存する．例えば，ラット脊髄への遺伝子導入では電圧 200 V，パルス幅 50 ~ 75 

ms，5 パルスの条件が用いられている[119-121]．現在，Gene Pulser XcellTM (Bio-Rad)，ECM830 

(BTX)，NecleofectorTM (Amaza Biosystems)などの装置が市販されている．エレクトロポレー

ションは手技が簡便で，安価な装置では概ね数十万円からと比較的低コストではあるが，

熱発生による組織損傷や，生体内での電界の空間制御の困難さなどの問題点がある．2000

年に報告されたエレクトロポレーションによるラット脳室壁への遺伝子導入では，高電圧

の電気パルスで周辺神経組織の不可逆的な組織変性が生じてしまうため，神経再生治療に

は本方法が不向きであると報告されている[136]．また in vivo において，多くの場合は体内

に直接電極を差し込む必要があり侵襲的である．先に挙げたラット脊髄への遺伝子導入

[119-121]においても，電極カテーテルを髄腔内に挿入しており，容易に組織損傷を生じる
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恐れがあるため安全性に問題がある． 

 

1.4.3.2 超音波遺伝子導入法 

 

 超音波を用いた遺伝子導入法は， Fechheimer らによって 1987 年初めて報告された[137]．

1990 年までに報告された研究事例[137-139]では，照射時間は数秒から数十分まで様々であ

るが，比較的高いパワー(~100 W)で低周波数(20 ~ 50 kHz)の超音波が用いられていたことか

ら，キャビテーションが遺伝子導入プロセスに寄与しているとされた[140]．液体中に縦波

を伝搬させると，波の進行方向に周期的な密度勾配が生じ高圧域と低圧域が発生する．液

中に溶解した微小気泡を核として，気泡が圧力の変動に伴い成長し，その後急速に圧壊す

る．この空洞現象をキャビテーションと呼ぶ．キャビテーションの発生は超音波の周波数

に依存し，その発生に必要な音波の最低強度は周波数の増大に伴って指数関数的に増大す

る．周波数は気泡を形成するための直接的な条件にはならないが，気泡の形成する音圧を

越えたときに，低周波数の方が負圧を長い間保って気泡が生成しやすい環境を維持するた

めである．気泡が圧壊するときに，エレクトロポレーションと同様に細胞膜に小孔が形成

され，細胞膜付近にある遺伝子が細胞内へ取り込まれる．キャビテーションは組織損傷も

誘起するが，周波数 20 ~ 50 kHz の低周波数の超音波では前述の理由によりキャビテーショ

ンを発生しやすく[141, 142]，遺伝子導入時の侵襲性が高いことが問題視されていた．一方，

1996 年，Kim らが周波数 1 ~ 3 MHz，強度 0.5 ~ 2.5 W/cm2 の超音波照射でも，細胞周囲の

プラスミド DNA 濃度を高めることで数%の導入効率は達成できることを示した[143]． 

超音波遺伝子導入法が特に注目を集めるようになったのは，導入効率を上げるために，

直径 1 ~ 10 µm のマイクロバブルでキャビテーションを発生させる方法が提案された 1998

年以降である[144-147]．さらにこれによって，超音波とマイクロバブルの標的化による低

侵襲性が達成されるようになった．キャビテーションが発生するとき，周囲に高速の液体

マイクロジェット流(最大速度はおよそ 700 m/s とされる)が発生して細胞膜に衝突し，小孔

を形成する(Fig. 1-9, 1-10) [148-152]．そのため，マイクロバブルのごく近傍でのみ効率的な

遺伝子導入が達成できるようになった．2011年にNejadらによるヒト単球系培養細胞(U937)

への超音波照射時(周波数 0.834 MHz，音圧(振幅) 0.07 ~ 0.12 MPa)の高速度カメラ撮影の実

験結果では，細胞膜に形成された小孔の開孔時間は約 20 ms であったとしている[153]． 

導入効率は超音波の強度，周波数，デューティ比(duty cycle)，照射時間，併用する超音

波造影剤の特性などに依存するが，他の物理的遺伝子導入法と比較して，導入効率のばら

つきが大きい．さらに，2005 年以降に報告がされた超音波遺伝子導入法によるラット脊髄
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への遺伝子導入では[122, 123]，遺伝子発現を得るためのマイクロバブルを使用することで，

マイクロバブルが分布する脊髄表層の髄膜細胞に遺伝子発現細胞が限局してしまうという

問題がある(Fig. 1-11)．脊髄損傷の遺伝子治療では，脊髄実質内での遺伝子発現が必要とな

るため，現状では本手法による遺伝子治療の実現は難しいと考えられる． 

 

1.5 レーザを用いた遺伝子導入技術 

 

 レーザを用いた遺伝子導入法は 1980 年代から報告された．空間制御性が高い，非接触で

の応用が可能，および光ファイバと組み合わせた経カテーテル的応用が可能である利点か

ら注目を集めている[154, 155]．最初の報告は 1984 年で，Tsukakoshi らが細胞膜のレーザア

ブレーションにより遺伝子を導入した[156]．その後，1980 年代はレーザを細胞に直接照射

する方法が主流であったが，生体深部への応用を視野に入れ，1990 年代以降は多様な方法

が報告されるようになった．Table 1-2 にこれまでに報告されているレーザおよび光を用い

た各種遺伝子導入法をまとめた[154]．その多くはレポーター遺伝子を対象としたものであ

る．レポーター遺伝子は，導入されて発現すると染色性，蛍光および化学発光を生じるタ

ンパク質を産生する遺伝子で，遺伝子導入の有無あるいはその発現量を調べるために用い

られるが，治療効果は持たない．代表的なものにルシフェラーゼ，β-ガラクトシダーゼ，

緑色蛍光タンパク質(green fluorescent protein，GFP)などをコードした遺伝子が挙げられる．

次に，レーザ直接照射法と，レーザで誘起される応力波を用いる方法を説明する． 

 

1.5.1 レーザ直接照射法 

 

集光したパルスレーザを細胞膜に照射し，アブレーションによって小孔を形成すること

で，細胞周囲に存在する外来遺伝子を拡散により細胞内に導入できる．1984 年，Tsukakoshi

らは，正常ラット腎臓細胞の細胞膜に顕微鏡下でQスイッチ・Nd:YAGレーザ(パルス幅5 ns)

の第 3 次高調波(波長 355 nm)を単一パルス照射することで，直径数 µm の小孔を形成し，

外来遺伝子の発現を得た[156]．エレクトロポレーションおよび超音波遺伝子導入法で確認

されている小孔と同様に，細胞膜の脂質二重層の性質から，形成された小孔は数秒で閉じ

ることが確認された．この単一細胞へのレーザ照射による遺伝子導入法は optoinjection と

も呼ばれる(Fig. 1-12)．特定の細胞に遺伝子を導入する方法としては，針でプラスミド DNA

を直接注入する方法(マイクロインジェクション)があるが，非接触で高速に導入できる

optoinjection は注目され，後にレーザパルス走査の高速化および光ピンセットの併用の方法
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が考案された[157-166]．光源に紫外域のレーザ光(波長 355 nm または 405 nm)と波長 488 nm

のアルゴンレーザが多く用いられたのは，波長が短くビーム径を小さく集光しやすいこと，

細胞の光吸収係数が高いことなどによる．ただし，波長 300 nm 以下になると核酸の光吸収

が高く DNA の光障害が問題となるため，その利用は避けられた． 

 2000 年代に入り超短パルスレーザを利用した細胞微細加工(ナノサージェリー)の研究が

盛んになると，遺伝子導入への応用研究も進められた．ナノ秒紫外レーザパルスよりも精

密にかつ照射周囲への影響を少なく導入できるのが利点である．最初の報告は，2002 年の

Tirlapur と König らによる[167]．彼らは，波長 800 nm，繰り返し周波数 80 MHz，ピーク光

強度 1012 W/cm2 のフェムト秒 Ti:sapphire レーザを用い，平均出力 50 ~ 100 mW のレーザ光

を高開口数(numerical aperture，NA)の対物レンズで細胞膜上に集光して 16 ms 照射すること

で，チャイニーズハムスター卵巣(Chinese hamster ovary, CHO)細胞の細胞膜に小孔を形成し

た．これにより，細胞機能に影響なく，GFP をコードしたプラスミド DNA を 100%の効率

で導入できたと報告している．このフェムト秒レーザを利用した単一細胞内への分子送達

法では，平均出力 50 ~ 225 mW の照射で，90%以上の細胞生存率を維持しつつ[167-172]，

蛍光色素，プラスミド DNA，およびメッセンジャーRNA の細胞内導入が実証されている

[173-176]．また，他にも，波長 1064 nm，パルス幅 17 ps の Nd:YAG レーザを用いた植物細

胞(タバコ BY-2 細胞)への蛍光色素(propidium iodide)およびレポーター遺伝子の導入が 2008

年に報告されている[177]． 

 複数の培養細胞を対象としたレーザ遺伝子導入法は，オプトポレーション(optoporation)

と呼ばれる(Fig. 1-12)．レーザ光を細胞培養液中の細胞から離れた位置に集光し，そこで生

じた光学的絶縁破壊(laser-induced optical breakdown)に続く衝撃波(laser-induced shock wave)

とキャビテーション(cavitation)によって遺伝子を導入する[178-181]．ここで，「衝撃波」は

圧力，密度，速度が急激に変化するような不連続面を指し，音速を越えて伝搬する弾性波

を表す．この方法では，単一パルス照射で複数の細胞内への分子送達が可能であるため，

optoinjection と比べて単位時間あたりに処理できる細胞数(スループット)が大幅に増大する．

しかし，音速を越えた衝撃波が細胞培養液中を伝搬するのは数十から数百 μm であり，細

胞膜のごく近傍にレーザ光を集光する必要がある．そのため，集光位置の近傍に存在する

細胞に容易にネクローシス(necrosis，壊死)を誘起し安全性に問題がある[182-184]．さらに，

パルス幅がナノ秒オーダーの場合には，照射部周囲への熱影響が生じ，細胞機能に影響を

与える問題もある． 

他にも近年では，色素およびナノ粒子を光吸収体として用い，細胞近傍のアブレーショ

ン，細胞膜の局所加熱[185-193]，および光化学的反応[194-201]を引き起こして細胞内分子
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送達に取り組む研究が相次いで報告されている．レーザの空間制御性の高さを活かし，い

ずれも培養細胞を対象として部位選択的，細胞選択的な遺伝子導入が実現されている． 

レーザ直接照射法を用いた in vivo における遺伝子導入は，2003 年に初めて報告された

[202]．Zeira らは，Ti:sapphire レーザ(波長 780 nm，パルス幅 200 fs，繰り返し周波数 76 MHz)

の出力ビームを 50 倍の NA = 0.5 の対物レンズで 1 µm 以下の径に集光し，倒立型顕微鏡下

でステージ上のマウスに照射した．ルシフェラーゼ発現遺伝子をコードしたプラスミド

DNA を脛骨上方の筋組織に注入し，同部位の皮下焦点深さ 2 mm でレーザ光を走査させな

がら照射した．照射範囲 95 µm × 95 µm，照射時間 5 秒の条件で，40 日以上にわたり高い

レベルのルシフェラーゼの発現が得られた．さらに，エリスロポエチン(赤血球生成促進因

子)をコードしたプラスミド DNA の導入を試みたところ，8 週間後においてヘマトクリッ

ト(血液中に占める赤血球の容積%)が約 2 割高くなったと報告した．さらに 2007 年，同グ

ループは B 型肝炎モデルマウスを対象にその抗原を発現するプラスミド DNA を同手法で

皮膚組織に導入し，7 ヶ月以上の高い免疫作用を得たと報告している[203]．また，2009 年

には本手法による遺伝子導入の効率を高めるため，ルシフェラーゼ発現遺伝子のマウス脛

骨筋への導入実験によって，最適なレーザ強度と照射時間の検討がなされている[204]． 

こうして，レーザ直接照射法による in vivo での遺伝子導入は細胞選択的に，かつ非接触

に組織障害なく導入できる利点がある一方で，その多くが顕微鏡下での操作を必要とする

ため簡便とは言い難く，さらに生体組織の光吸収，散乱特性の高さから遺伝子導入が可能

な部位がごく浅部(深くとも 1 ~ 2 mm 程度)の組織に限られてしまうといった問題がある

[205]．脊髄を遺伝子治療の対象としたとき，最終的な目標となるヒト脊髄の実質の太さは

約 10 ~ 15 mm である．運動機能を司る神経軸索は脊髄の腹側を走行しているため，脊髄損

傷後の運動機能改善を目標とすると組織深部(腹側)への遺伝子導入が必要とされるが，レ

ーザの直接照射では脊髄表面からの適用で組織深部まで遺伝子導入をすることは難しい． 

 

1.5.2 レーザ誘起応力波による遺伝子導入 

 

 より生体深部への適用が可能な方法としては，固体媒質にパルスレーザを照射したとき

に発生する応力波(Laser-induced stress wave，LISW，または Photomechanical wave，PMW)

を用いた遺伝子導入法がある[206-217]．1990 年以降，超音波遺伝子導入法の研究が進む一

方で，より高強度の音波(衝撃波)で遺伝子および薬剤導入の作用がないかを調べる研究も

進められた．固体媒質へのレーザパルス照射で発生する応力(stress)の伝搬は必ずしも超音

速とは限らないため，この場合の圧力伝搬は，「衝撃波(shock wave)」よりも広義の意味で
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の固体中の圧力伝搬を指す「応力波(stress wave)」という言葉を用いる．1992 年，Gambihler

らが衝撃波結石破砕装置で発生させた圧力をマウス白血病細胞に作用させることで細胞膜

の透過性が亢進すると報告した[218, 219]．それ以来，LISW でも同様の効果が得られるこ

とが多数報告されている[206-217, 220-238]． 

1995 年以降，米国 Harvard Medical School の Doukas らの研究グループは，LISW によっ

て数百 Da から数十 kDa までの低分子量薬剤を細胞内に導入できること，圧力上昇速度，

圧力積分値といった LISW の物理的特性が細胞膜透過性の亢進に寄与することなどを実験

的に示した(Fig. 1-13) [228, 230]．それらの報告によると，圧力上昇速度および圧力の時間

積分値が大きくなるに従い細胞内への外来分子輸送効率が上昇することを明らかにしてい

る．また，Lin らは Q スイッチ・ルビーレーザ(波長 694.3 nm，パルス幅 28 ns，レーザフル

エンス 53 J/cm2)をポリスチレン板に照射して LISW を発生させ，末梢血液細胞に 72 kDa の

FITC-デキストランを導入した．この研究の中で彼らは，LISW は細胞膜のみならず核膜の

透過性も亢進できることを明らかにした[237]．LISW による細胞内分子送達の機序は未だ

完全には明らかになっていないが，瞬間的な圧力の作用で，細胞膜を構成する脂質二重層

に“可逆的な”構造変化を起こすことが近年の研究で明らかになっている(Fig. 1-14) [239, 

240]．分子動力学シミュレーションとして，リン脂質である dipalmitoylphosphatidylcholine 

(DPPC)分子からなる細胞膜の周囲に水分子が存在する状態で，一定領域内に分子密度が高

くなったとき(圧力波パルスの作用時)を模擬し，脂質二重層の疎水部に水分子が導入され，

細胞膜を貫く孔構造が自発的に形成されることが示されている． 

細胞内への送達対象を遺伝子とした研究では，in vitro において 1995 年に Flotte らがサル

腎臓由来細胞に LacZ 発現遺伝子の導入[220]，また in vivo においては 2004 年に Ogura らが

ラット皮膚へのレポーター遺伝子の導入を最初に報告している(Fig. 1-15) [206]．その遺伝

子発現領域はレーザのスポット径とよく対応しており，皮膚組織に対して空間選択的に遺

伝子導入が可能であることが示された．また，Satoh らはカチオン性試薬(PEI)を併用する

ことでマウス脳を対象に LISW を用いて GFP 発現遺伝子の導入を報告した[208]．導入部位

として脳室壁，海馬(歯状回)のいずれにおいても発現が見られ，最大で約 3.5 mm の深度に

おいて遺伝子の発現を確認している．さらに 2007 年には，Terakawa らが臨床応用にも一部

用いられている肝細胞増殖因子(HGF)遺伝子を ex vivo においてラット移植皮膚に導入し，

移植後の新生血管生成が促進されたことを報告した[212, 213]．これは，LISW を用いた遺

伝子導入による最初の治療効果の実証である． 

上述のように，空間制御性の高さ，深部適用性，光ファイバ応用への期待など多くの利

点があることから，LISW を用いた遺伝子導入に関する研究は近年急速に広がりを見せて
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いる．しかし，動物を対象として in vivo で遺伝子導入が報告されている生体部位はラット

の皮膚[206, 213, 215, 216]，顔面筋[217]，マウス脳[208]に限定されている．遺伝子治療の研

究が盛んになるとともに，LISW を用いた遺伝子治療が対象とする疾患も，レーザの特性

を活かして経内視鏡的，空間選択的な遺伝子治療が求められる疾患を中心としてさらに拡

大すると考えられる． 

 

1.6 本研究の目的と論文の構成 

 

脊髄損傷の治療プロトコルの一つとして軸索再生が期待されるが，そのためには遺伝子

導入による持続的な神経栄養因子の発現あるいは軸索伸長阻害因子の抑制が必要となる．

上述した通り，現在種々の遺伝子導入法が研究されており，脊髄損傷に対する遺伝子治療

の研究成果もまた数多く報告されている．しかし，遺伝子導入効率，安全性の面では技術

的な問題が残されており，これらを解決する遺伝子導入法の確立が求められている．さら

に，遺伝子導入により産生されたタンパク質の生物活性が高い場合には，標的細胞以外の

遺伝子発現で副作用を引き起こす可能性がある．特に，中枢神経系の遺伝子治療において

は，健常組織に影響を与えない空間選択的な遺伝子発現が求められる．それに加えて，脊

髄は椎骨で形成された管腔内にある神経組織であるために，生体深部まで治療遺伝子を導

入できる技術が必要とされる． 

これらの技術的課題を解決するため，本研究ではレーザを用いた遺伝子導入技術に着目

した．レーザ光を使った遺伝子導入法は，エネルギーの空間的・時間的制御性が高いこと

に加え，光ファイバによる導光で臨床現場での操作性に富む経カテーテル的遺伝子治療を

実現できる潜在能力を備えている．中でも，LISW を用いた遺伝子導入法では一回の適用

で遺伝子導入できる細胞数が多く，かつ応力波が光よりも散乱が少なく生体内を伝搬する

ため，深部組織への適用が可能である．これは，生体深部に位置する脊髄の遺伝子治療に

とって魅力的な特性である． 

本研究の目的は，LISW を用いた脊髄損傷の遺伝子治療である．それを実現するために，

まず脊髄における LISW の伝搬特性を明らかにする．脊髄が生体深部に位置することを勘

案すると，LISW 適用時の伝搬特性の調査は必要不可欠である．次に，これまで実証例の

ない LISW による脊髄への遺伝子導入を，健常ラット脊髄を対象とした実験により実証し，

その遺伝子発現特性を調査する．ここで得られた特性に基づき，LISW による遺伝子導入

法を用いて脊髄内に治療遺伝子を導入し，脊髄損傷によって破断した神経軸索再生の促進

を試みる．さらにこの技術を臨床現場に適用する目的で，光ファイバを用いた経カテーテ
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ル的遺伝子導入デバイスの開発とその特性の評価を行う． 

本論文の構成図を Figure 1-16 に示す． 

第 2 章では，最初に LISW の発生および伝搬理論について述べる．そして，脊髄の模擬

組織を用いて行った LISW の伝搬特性計測の結果を示し，脊髄への標的部位選択的な遺伝

子導入を達成するために必要な圧力伝搬特性が得られていることを示す． 

第 3 章では，健常ラットの脊髄組織を対象に行った，LISW によるレポーター遺伝子の

導入結果について述べる．その遺伝子発現の特性から，発現効率のレーザパラメータ依存

性，発現部位の標的性，発現細胞種，さらに本遺伝子導入技術の安全性の評価を行う． 

第 4 章では，脊髄損傷モデルラットを対象に，グリア瘢痕の形成を抑制する遺伝子を導

入し，その運動機能の改善を評価する．グリア瘢痕形成の一端を担う中間径フィラメント

タンパク質の抑制効果に加え，組織学的な評価を行い，遺伝子治療後の運動機能改善を多

角的に検証した． 

第 5 章は，LISW による脊髄損傷の遺伝子治療を臨床現場に適用するための光ファイバ

を用いた経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発の成果について述べる． 

第 6 章は本研究の結論であり，得られた成果を総括するとともに，今後の展望を述べる． 

なお，本研究において実施した動物実験は，全て防衛医科大学校実験動物倫理委員会の

承認の下に実施された． 
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Table 1-1 Characteristics of physical gene delivery systems [78, 103, 117]. 

 

 

 

 

 

  

Methods Tissue Advantages Limitations

Microinjection Skin, muscle, liver, brain, heart, 
thyroid, tendons

Route of Gene Delivery

Intratissue Simplicity and safety
In vivo fastidious

Gene gun Skin, mucosaTopical High efficiency Poor penetration across 
tissues

Electroporation Skin, muscle, kidney, lung, liver, 
joints, heart, spleen, brain, spinal 
cord, eyes

Topical, intratissue High efficiency Invasive and limited working 
range

Sonoporation Muscle, liver, heart, brain, spinal 
cord, bone

Topical

Site-specific gene delivery Low efficiency

Direct laser 
irradiation

Skin, muscle High efficiency and spatial 
controllability

Limited tissue penetration

Magnetofection Topical High efficiency in vitro Low efficiency in vivo

Hydrodynamic 
delivery

Skin, muscle, liverSystemic, 
Intravascular

High efficiency and simplicity Translation to human body

Topical, systemic

Gastrointestinal tract, vasculature 
of ear, airway epithelium
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Table 1-2 Methods for gene transfection using a laser beam [154]. 

 

 
 

 

 

 

 

  

Materials and Methods Laser source Cells and Tissue Delivered genes References

Direct laser irradiation

Cultured cells
(in vitro)

Single cell

Hd:YAG laser
THG (532 nm) NRK, others Eco-bpt, others 156-160

CW diode laser (405 nm) CHO GFP, Antibiotic
resistant gene 166

Femtosecond
Ti:sapphire laser CHO，PtK2 GFP 167

Multiple cells Ho:YAG laser MatLu, UM-UC3,
LLC-PK1 GFP 241, 242

Tissue
In vivo

Nd:YAG laser
SHG (532 nm) Skin (rat) GFP 243

Femtosecond
Ti:sapphire laser Muscle (mouse) GFP, Luc, Lac Z,

mEpo 202

Ex vivo Ho:YAG laser Kidney (porcine) GFP 181

Laser-induced stress waves

Cultured cells
(in vitro) Multiple cells

Nd:YAG laser
SHG (532 nm) NIH3T3, others GFP 207, 210

Nd:YAG laser
(1064 nm)

Plant cells
(rice, others) siRNA 209

Tissue In vivo Nd:YAG laser
SHG (532 nm)

Skin (rat), 
Brain (mouse) GFP, Luc, Lac Z 206, 208

Dye-assisted laser optoporation Cultured cells
(in vitro) Single cell Argon ion laser (CW) NIH3T3, others GFP, CAT, Lac Z 163, 185

Particle-assisted laser optoporation Cultured cells
(in vitro) Multiple cells Femtosecond

Ti:sapphire laser NIH3T3, C166-GFP siRNA 189, 191

Photochemical internalisation

Cultured cells
(in vitro) Multiple cells CW diode lasers HCT116, others GFP 194

Tissue In vivo CW diode laser (689 nm) Conjunctiva (rat) Venus
(SEYFP-F46L) 197
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Fig. 1-1 Age distributions of the patients with spinal cord injury in Japan (from 1990 to 1992) [3]. 
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Fig. 1-2 Age distribution of the patients with spinal cord injury in the United States in 2011 [6]. 
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Fig. 1-3 Time-dependent changes in the pathogenic state of spinal cord injury. 
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Fig. 1-4 Therapeutic strategies for spinal cord injury [11]. 
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Fig. 1-5 Secondary damage after spinal cord injury and the inhibitory factors for axonal 

regeneration [244]. 
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Fig. 1-6 Indications addressed by gene therapy clinical trials which were performed from 1989 to 

2011 [74]. 

 

 

 

  

 Cancer diseases 64.7% (n=1155)
 Monogenic diseases 8.5% (n=151)
 Cardiovascular diseases 8.4% (n=150)
 Infectious diseases 8% (n=142)
 Neurological diseases 2% (n=36)
 Ocular diseases 1.5% (n=26)
 Inflammatory diseases 0.7% (n=13)
 Other diseases 1.2% (n=21)
 Gene marking 2.8% (n=50)
 Healthy volunteers 2.4% (n=42)
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Fig. 1-7 Overview of nonviral gene delivery technologies [75]. Various injection routes of plasmid 

DNA solution and enhancing strategies for the efficient uptake are outlined. 
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Fig. 1-8 Possible mechanism of gene transfection using electroporation [134]. (a) Before applying 

electric pulses, no natural permeabilization of DNA molecules on plasma membrane is observed. 

(b) During electric pulses application, DNA molecules undergo the electrophoretic migration to the 

plasma membrane and interact with the permeabilized membrane. (c) After electric pulses 

application, DNA translocation into the cytoplasm occurs several minutes after the electric pulses, 

and then plasmid DNA migrates into the cytoplasm. 
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Fig. 1-9 Scheme showing microbubble behavior in acoustic fields [151]. (a) Very low intensity 

ultrasound induces linear oscillation of the microbubble. (b) Low intensity ultrasound induces 

oscillation of the microbubble with a gradual increase in microbubble diameter until it reaches a 

resonant diameter, at which point stable oscillation occurs (filled black circles). (c) High intensity 

ultrasound causes a rapid increase in the diameter of the microbubble for a few cycles, which 

induces bubble disruption. 
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Fig. 1-10 Scheme showing the pore formation in the cell membrane by oscillating or disrupting 

microbubble [151]. (a) The pushing and pulling behavior (non-inertial cavitation) of the 

microbubble and (b) the collapse of microbubbles (inertial cavitation) cause rupture of the cell 

membrane creating pore allowing trans-membrane flux of fluid and macromolecules such as 

plasmid DNA and oligonucleotides (c). 
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Fig. 1-11 Local gene expression in intact rat spinal cords using ultrasound-enhanced microbubbles 

[122]. Typical example of transfected cells at 3 days after Venus gene transfer using 

ultrasound-mediated microbubbles. (a) Stereomicroscopic view of dorsal part of thoracic spinal cord. 

(b) Fluorescent stereomicroscopic images after ultrasound microbubbles-mediated gene transfer. (c) 

Magnified image of rectangular region shown in (b). (d) Fluorescent stereomicroscopic image after 

injecting naked plasmid DNA alone. Arrows mean a small amount of transfected cells by naked 

plasmid DNA alone. (e-h) Coronal sections of thoracic spinal cord: Fluorescent image (e) and HE 

staining (f) after addition of ultrasound and microbubbles, fluorescent image (g) and HE staining 

(h) after injection of naked plasmid DNA alone. Upper dotted line in (e) and (g) is the outer layer of 

the dura mater, and lower dotted line shows the surface of the parenchyma. The ultrasound 

conditions were as follows: intensity 0.4 W/cm2, frequency 1 MHz, exposure time 5 s, and duty cycle 

20%. (a–d: bar = 1 mm, e–h: bar = 200 μm) 
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Fig. 1-12 Two different modes of gene transfection using direct laser irradiation [184]. 

(a) Optoinjection occurs when a tightly focused laser beam punctures a hole in the membrane of a 

single cell. Each cell must be individually processed. (b) With optoporation, a high-energy laser 

beam focused on the culture substrate causes a mechanical damage for cells that kills all the cells in 

the proximity of the laser spot. At some distance from the laser spot, the cells are transfected. This 

method causes a great deal of cell death and different degrees of cell loading based on the distance 

from the laser spot. 
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Fig. 1-13 Experimental diagram of molecular delivery using LISWs in vitro [228]. The irradiant 

spot diameter was arbitrarily controlled by adjusting the sample stage. The laser pulse was totally 

absorbed by the target so that the cultured cells were not exposed to the laser irradiation. 
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Fig. 1-14 Self-organization process of a stable pore structure in a phospholipid bilayer which was 

stimulated by stress wave radiation for the membrane permeabilization [240]. Typical processes of 

the spontaneous pore formation were observed: (a) t = 0 ps, (b) t = 600 ps, and (c) t = 2000 ps. (d) 

Top view of the pore and only chains. (e, f) Side views of micelle-like and multi-pore structures, 

respectively. The headgroups of lipids are shown in yellow bars, the hydrophobic chains in orange 

bars, water molecules initially outside the bilayer are shown in red spheres, and the water molecules 

inserted are shown in blue spheres. The white bar in (a), (e), and (f) corresponds to 4 nm. 
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Fig. 1-15 Schematic of gene transfection using LISWs. Laser-induced plasma is confined by 

placing optically transparent material (polyethyleneterephthalate, PET) on a laser-absorbing target, 

resulting in an increase in the impulse of LISWs [246]. 
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Fig. 1-16 Flow chart of this dissertation. 
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レーザ誘起応力波の発生と生体内伝搬 
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2.1 はじめに 

 

LISW による遺伝子導入法は，レーザの高い空間制御性と光ファイバを用いた経カテー

テル的応用の潜在的能力を備えるので，脊髄損傷の遺伝子治療に有望な技術の一つと考え

られる．応力波による細胞内への分子送達の機序は完全には明らかになっていないが，圧

力波パルスの作用で細胞膜を構成する脂質二重層に“可逆的な”構造変化を起こすことが

最近の研究で明らかになっている[1, 2]．LISW は生体内を伝搬する粗密波であることから，

LISW の作用による脊髄組織の局所への遺伝子導入を達成するためには，その生体内伝搬

の物理的特性を知ることが重要となる．特に，脊髄は管状の椎骨(vertebra)で囲まれた神経

組織であり，椎骨の周囲は筋組織や脂肪などの軟組織が取り囲む構造になっているため

(Fig. 2-1) [3, 4]，応力波パルス印加時の伝搬特性の調査は必要不可欠である．脊髄への LISW

適用方法として，臨床で頻繁に用いられている椎弓切除術を施した後の適用，またはより

非侵襲な方法として椎骨を介しての適用が考えられる．本章では，まず LISW の発生機構

と生体内における LISW の伝搬理論を説明し，その後，この 2 通りの LISW の適用方法に

ついて，脊髄の音響特性を模擬したファントム中の伝搬特性について述べる． 

 

2.2 レーザ誘起応力波の物理 

 

 パルスレーザ光を固体材料に照射すると，材料内に応力波が発生する．その特性は，レ

ーザの波長，パルス幅，フルエンス，光強度，および固体材料の光学的・機械的特性に依

存する．レーザアブレーションのフルエンス閾値以下では，レーザエネルギーの吸収によ

って光侵達長内の一定体積が急激に熱膨張する．光侵達長は，光の減衰係数(吸収係数と散

乱係数の和)の逆数で定義される実効的な光の到達距離である．熱膨張は照射材料を構成す

る分子が電子励起状態から緩和する過程で発生した熱によって生じるが，照射レーザのパ

ルス幅 pよりも応力緩和時間 str が短いと，熱弾性過程による応力波(熱弾性波)パルスが発

生する[5, 6]． 

 

0
str

1
ca

p                         (2.1) 

 

ここで， a は吸収係数， 0c は媒質内の音速である．レーザフルエンスが材料のアブレーシ

ョン閾値を越えると，アブレーション飛散物による反力が発生する．さらにレーザフルエ
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ンスが高くなると材料表面において光学的絶縁破壊(laser-induced optical breakdown)が生じ，

プラズマの膨張に伴うより高圧の応力波が発生する．これらの応力波発生機構の境界は明

確でなく，実際には複数の機構が同時に働いているが，支配的機構は照射レーザ強度が大

きくなるにつれて熱弾性過程，アブレーションプルームの反力，およびプラズマ膨張と変

化する[7] (Fig. 2-2)．その変化とともに発生する圧力値は高くなる． 

短パルスレーザによる応力波の発生に関しては，1964 年の Carome らの報告以後[8]，現

在に至るまでにその圧力特性に関する広範な研究が進められている[9-14]．レーザパルスで

誘起される応力波と生体の相互作用として，1990 年代前半までは殺細胞効果または組織損

傷の報告が中心であった．しかし，1995 年以降，その殺傷閾値以下の圧力作用で細胞膜の

透過性亢進作用があることが相次いで報告された[10-20]．これまでの数多くの研究成果か

ら，ピーク圧力(peak pressure)，圧力上昇速度(stress gradient)，圧力積分値(impulse)の 3 つの

物理量が細胞膜透過性の亢進に寄与することが実験的に示されている[21-28]．本研究では，

これらの結果に基づき上記 3 つの物理量の増大に伴って遺伝子導入効率も上昇させること

ができると考え，最も効率的に高いピーク圧力と圧力上昇速度を得ることができるプラズ

マ膨張による機構が支配的となる応力波を用いることとした．固体材料表面に生じたプラ

ズマの膨張を透明材料で閉じ込めることで圧力積分値を大きくすることも可能である[29]．

例えば，Lee らの報告によれば，黒色ポリスチレン板(厚さ 1 mm)への Q スイッチ・ルビー

レーザ(パルス幅 28 ns)照射で発生させた応力波と，その黒色ポリスチレン板に透明プラス

チック板(厚さ~1 mm)を接着させ，プラズマ膨張を閉じ込めて発生させた応力波を比較する

と，プラズマ閉じ込めによって，より低いフルエンス(7 J/cm2 から 5 J/cm2)でも同等のピー

ク圧力の応力波を発生でき，さらに応力波の半値全幅(full width at half maximum, FWHM)が

110 ns から 490 ns まで約 4.5 倍に増大することを示している[29]．このとき，皮膚への薬剤

送達の侵達長もまた 50 m から 400 m まで 8 倍大きくなったと報告している．以下，本

研究で用いるレーザ誘起プラズマによる応力波を LISW と表記する． 

ここまで定性的に述べた，固体材料へのパルスレーザ照射で発生するプラズマの膨張に

伴う応力波(LISW)の発生機構を，Fabbro らによる 1 次元モデルを用いて説明する[30-32]．

Figure 2-3 において，上方から照射されたレーザエネルギーは上の透明層 (optically 

transparent material)を通過し，下の光吸収固体材料(laser-absorbing material)で吸収される．こ

のとき固体材料表面近くは加熱され，プラズマは透明材料により閉じ込められ，材料の境

界における内圧が増大する．時刻 t  において発生したプラズマの厚さ )(tL は， 
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L ( t ) u1 ( t ) u 2 ( t ) dt
0

t
                    (2.2) 

 

と表される．ここで， iu はプラズマの膨張速度であり，添え字 i = 1, 2 はそれぞれ透明材料

と固体材料を表す．このとき，レーザ生成プラズマがさらにレーザエネルギーを吸収する

ことでその内部エネルギーは増大する．この過程はフェムト秒レーザでは生じない．プラ

ズマによるレーザの吸収過程は逆制動放射，すなわちレーザによるプラズマ中の電子のエ

ネルギー吸収(加速)であるため，その吸収係数は以下の式で表される[33-35]． 

 

dttI

dtttIcnme e

)(

)()(

1 2
0

2

Plasma                  (2.3) 

 

ここで， e は電子の電荷， は電子とイオンの衝突時間，m は電子の質量， 0 は真空の誘

電率， c は光速， n はプラズマの屈折率， はレーザの角周波数， I はレーザ光強度， t は

時間， e は電子密度を表す．プラズマ周波数 0
2 meep を用いれば，プラズマの誘電

率を として，
2

0
2 1 pn の関係を持つ．(2.3)式から，ある一定時間で光強度が

一定となる矩形のレーザパルス( 0)( ItI )であれば，プラズマによるレーザの吸収は電子密

度 e に依存することがわかる．電子密度 e は次のようなレート方程式で表される[14]． 

 

2
recdiffaval

mp
eee

ee

dt
d

dt
d

               (2.4) 

 

ここで，右辺第 1 項は多光子吸収による光電離，第 2 項はアバランシェ電離，第 3 項は電

子の拡散，第 4 項は電子の再結合を示す． はそれぞれの割合を示す係数である． 

光吸収体の表面付近で発生したプラズマの膨張速度は次式で表される． 

 

i i i i iP V u Z u                           (2.5) 

 

ここで，P は応力波の圧力， は媒質の密度，V は応力波の伝搬速度，Z は音響インピー

ダンスを表す．上の透明層が理想気体(プラズマ膨張型)のときには， 
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1
2i

i

PV                            (2.6) 

 

が成り立つ．ここで， は定圧モル比熱と定積モル比熱の比である．(2.2)式，(2.5)式，(2.6)

式より時刻 t における固体材料表面での応力波の圧力 ( )P t は， 

 
2( )( ) dL tP t K

dt
                         (2.7) 

 

となる．ここで， 0( 1) / 8K ， 1 2 1 2 1 2
0 1 22 / 1/ 1/ である．また，上の透明層が固

体材料(プラズマ閉じ込め型)のときには，音響インピーダンス i i iZ V は一定と仮定する

ことができるので，(2.2)式と(2.5)式から次式が得られる． 

 

( )( )
2
Z dL tP t

dt
                          (2.8) 

 

ここで， 21 112 ZZZ である． 

 固体材料およびプラズマに吸収されたレーザエネルギーは，プラズマ膨張と内部エネル

ギーの増加に使われる．微小時間 t の間にプラズマの厚さは L だけ増加し，レーザエネ

ルギー ( )I t tにより単位面積に与えられるエネルギーは，内部エネルギー )(tEi (単位体積あ

たりのエネルギー)の増加 ( )iE t L と圧力のした仕事 ( )P t Lに分配される． 

 

dt
LtEd

dt
dLtPtI i )(

)()(                      (2.9) 

 

内部エネルギー )(tEi が熱エネルギー )(tET に変化する割合を とすれば， )1( は気体の

イオン化に使われる．理想気体では，圧力P と熱エネルギー TE の間に 

 

)(
3
2)(

3
2)( tEtEtP iT                      (2.10) 
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の関係が成り立つ．この式から(2.9)式は次式のようになる． 

 

)()(
2
3)()()( tLtP

dt
d

dt
tdLtPtI                  (2.11) 

 

レーザパルスをレーザ強度 0I ，パルス幅 の方形波，プラズマの厚さを 0)0(L と仮定する

と，パルスレーザ照射間の圧力は一定となる．よって，(2.7)式と(2.11)式を用いると，プラ

ズマ膨張型の場合には，圧力P とプラズマの厚さ Lは 

 
2 / 3

1/ 3 2 / 3
0

2
2 3

P K I                     (2.12) 

1/ 2 1/ 2( )L P K                        (2.13) 

 

と表される．これより，発生する LISW の圧力はレーザ光強度の 2/3 乗に比例することが

わかる．一方，(2.8)式と(2.11)式を用いると，プラズマ閉じ込め型の場合には 

 
1/ 2

1/ 2 1/ 2
02 3

P Z I                     (2.14) 

1( ) 2L Z P                        (2.15) 

 

と表される．したがって，発生する LISW の圧力はレーザ強度の 1/2 乗に比例する．また，

時刻 t においてレーザ照射が終了し，プラズマが断熱変化で冷却するとき， t におけ

る圧力は以下の式で表される． 

 

( )( ) ( )
( )

LP t P
L t                        (2.16) 

 

この式はプラズマ膨張型，プラズマ閉じ込め型のいずれにも適用できる．よって，プラズ

マを閉じ込めることで )(tL の増大が制限され，プラズマ膨張型に比べてレーザ照射後の圧

力も高くなる． 
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2.3 レーザ誘起応力波の伝搬 

 

応力(stress)は，荷重によって固体内部に作用する単位面積あたりの力で定義される．単

位面積あたりの力であるため，広義には圧力の一種である．LISW を生体に作用させたと

き，生体内の媒質粒子は時間的に変動し，その変動は生体組織中を伝搬する．このとき媒

質粒子の振動方向と振動の伝搬方向は一致しているため，それは音波(acoustic wave)と同様

に縦波である．媒質の粗密が時間的に移動するので，LISW 自体の伝搬速度は媒質粒子の

振動速度とは異なる．以下の式で示す圧力 p は，媒質中の粗密，すなわち圧力が上下する

分の実効値を指しており[36]，粒子速度u と圧力 p の比が音響インピーダンス /Z p uに相

当する． 

LISW の伝搬は，媒質粒子の振動状態が伝わっていくことであるため，振動のエネルギ

ーが伝搬していることになる．そこで，媒質中において LISW の伝搬方向と垂直な面を単

位面積あたり，単位時間あたりに通過するエネルギー量を応力波の強さ acI として， 

 

00

2

ac c
pI                             (2.17) 

 

と表すことができる．ここで， 0 は媒質の密度， 0c は媒質内の音速である．また，波源か

ら単位時間あたりに放射される応力波の全エネルギー量を acP とし，微小波源から全ての方

向に対して一様に応力波が拡散(球面波として伝搬)するのであれば，波源からの距離を r と

して 

 

2
ac

ac 4 r
PI                           (2.18) 

 

と表すこともできる．(2.17)式と(2.18)式から，応力波のエネルギーE は 

 
2

2

0 0

4 rE p dt
c                          (2.19) 

 

と表せる[37]． 

有限の面積(波源)に加えられた外力により生じた応力波は，音波と同様に平面波として
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伝搬した後で fzz を境に球面波状に伝搬する[10] (Fig. 2-4)．波源を 0z とした場合，

fzz は near field (Fresnel zone)， fzz は far field (Fraunhofer zone)である．波源の直径をD，

波長を ac ，周波数を acf としたとき， acD 2 が満たされるならば，波源から near field と

far field の境までの距離 fz は， 

 

0

22

44 c
fDDz ac

ac
f                         (2.20) 

 

と表される．これより，平面波として伝搬する距離は周波数 acf に応じて変化することがわ

かる．また，Figure 2-4 に示すように，球面波の幾何学的な拡散角 [rad]は 

 

fz
D

2
arcsin                          (2.21) 

 

と表される． 

応力波の伝搬とともに圧力が減衰していく原因として，上述の幾何学的な「拡散」(距離

減衰)の他に，媒質の粒子運動に対する粘性による「吸収減衰」と媒質の音響的な不均一性

による「散乱減衰」がある．一般に，生体中の応力波の圧力 p は，媒質の散乱減衰と吸収

減衰によって 

 

0( ) exp( )p z p z                         (2.22) 

 

と表せる[38]．ここで， 0p は圧力の発生初期値， は減衰係数， z は発生源からの伝搬距

離を表す．媒質が音響的に均一で散乱減衰が無視できる場合には， は吸収係数と同一と

見なせる．具体的には，皮膚，筋肉といった生体軟組織では，実験的に MHz 帯の周波数範

囲で吸収が周波数 f に比例する( 0 f )と仮定されることが多く，その係数 0 の値は 0.3 

~ 2 dB/cm/MHz となる[39]． 

 

2.4 レーザ誘起応力波の伝搬特性計測 

 

2.4.1 レーザ誘起応力波の発生 
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 LISW の発生に用いるレーザおよび固体材料について述べる．Vogel らの解析によると，

パルス幅がピコ秒オーダー以下のレーザを固体材料に照射した場合ではアバランシェ電離

が時間的に追従できず，ナノ秒レーザを固体材料に照射した場合と比べて電子密度は低く

なる[40-42]．そのため，(2.3)式と(2.4)式からレーザエネルギーを効率的にプラズマに吸収

させるためにはナノ秒レーザの利用が適している．一方，Mulholland らの報告によれば，

細胞膜の透過性を亢進するためには LISW の圧力上昇時間を短くすることが有効である

[21]．Zweig らにより，LISW の立ち上がり時間は，レーザ照射固体材料中の光侵達長が短

い方が短くなることが実験的に確かめられている[43]．このため，使用するレーザの吸収

係数が大きい固体材料を選ぶ必要がある．これらに加え，効率的に LISW を固体材料から

生体内へと伝搬させるためには，固体材料と生体の音響インピーダンスをほぼ同じにし，

両者の界面における反射を抑える必要がある．生体軟組織の音響インピーダンスは水のそ

れとほぼ一致し，約 1.5×106 Ns/m3 である[38]．この点を踏まえ，本研究では固体材料とし

て音響インピーダンス 1.5×106 Ns/m3 [38]の黒色天然ゴムを使用した．波長 500 ~ 900 nm の

白色光を用いてこの黒色天然ゴムの吸収係数を計測すると，計測波長範囲内で光侵達長 5 

µm 以下，すなわち吸収係数 = 2000 cm-1 以上と大きいことから，この波長域でナノ秒パル

ス発振が可能な Q スイッチ・Nd:YAG レーザの第 2 高調波(波長 532 nm)を選定した． 

以上に基づき，実験では光吸収体として厚さ 0.5 mm の黒色天然ゴム板を使用した．また，

より高圧力で半値全幅の長い LISW を発生させるため，同ゴム板にプラズマ閉じ込め用の

透明ポリエチレンテレフタレート(厚さ 1.0 mm)をアクリル樹脂用接着剤で接着した(Fig. 

2-5 (a))．以下これら 2 層構造の光吸収体を「ターゲット」と表記する．そして，Q スイッ

チ・Nd:YAG レーザ(Brilliant b，Quantel)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス幅 6 ns)を平凸レ

ンズ(f = 200 mm)で集光し，透明材料側からターゲットに照射することでプラズマ閉じ込め

型の LISW を発生させた．これに対し，透明材料を用いず，レーザ光を空気中で直接光吸

収体に照射するとプラズマ膨張型の LISW が発生する．Figure 2-5 (b)に示すように，ターゲ

ットの黒色天然ゴムとポリエチレンテレフタレートは 1 パルスのレーザ照射で剥離し，2

パルス目以降ではプラズマ閉じ込め効果が減少するため，ターゲットは 1 パルス毎に交換

し，圧力特性の再現性が高い LISW を発生させた． 

 

2.4.2 レーザ誘起プラズマの計測 

 

2.2 節で述べた通り，本研究ではプラズマ膨張を伴う，高圧力で圧力上昇速度の高い LISW

を遺伝子導入に用いる．そこで，レーザ誘起プラズマの発生を検証するため以下の実験を
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行った．Figure 2-6 にプラズマを観測するための実験装置図を示す．透明材料は用いず，空

気中で波長 532 nm，パルス幅 6 ns の Q スイッチ・Nd:YAG レーザ光を黒色天然ゴム(厚さ

0.5 mm)に照射した際のプラズマ発光を，高速ゲートシャッター内臓の CCD カメラ

(C10054-22，浜松ホトニクス)で撮影した．ゲート時間は 6 ns とし，パルス遅延器(DG535，

東京インスツルメンツ)を用いてレーザ照射からゲートまでの時間を遅延させ，経時的なプ

ラズマ発光の変化を撮影した．このとき，ターゲット上で反射した波長 532 nm の光を遮断

するため，検出部前方にホログラフィックノッチフィルタを設置した．また，ポリクロメ

ータ(PMA-11，浜松ホトニクス)を用いて波長 300 ~ 800 nm における発光スペクトルを計測

した．ポリクロメータの露光時間は 1 μs とし，レーザ照射直後の発光を検出した．照射レ

ーザスポット径は全て 3 mm で一定とした． 

 

2.4.3 レーザ誘起応力波の圧力測定 

 

Figure 2-7 に LISW の圧力時間特性を測定するための実験装置図を示す．最初に，ハイド

ロフォンの検出面に超音波ゼリー(Echo Jelly，アロカ)を介して上述のターゲットを設置し，

透明材料側よりレーザを照射して LISW を発生させた(Fig. 2-7 (a))．ハイドロフォン

(HNR-1000，Onda)の圧電素子はチタン酸ジルコン酸鉛(lead zirconium titanate，PZT)で，素

子部直径は 1.0 mm である．このハイドロフォンの応答周波数(±6 dB)は 0.2 ~ 10 MHz，指向

角(-6 dB at 5 MHz)は 15°である．ターゲットの黒色ゴム表面におけるレーザスポット径は

3 mm とした．次に，脊髄内における LISW の伝搬特性を調べるため，脊髄の音響特性を模

擬した厚さの異なるファントム(2，4，6 mm)を，ターゲットとハイドロフォンの間に挿入

して LISW の圧力時間特性を計測した(Fig. 2-7 (b))．ここで用いた脊髄ファントムは，超音

波診断あるいは衝撃波結石破砕の研究で軟組織ファントムとして用いられるポリアクリル

アミドゲル(polyacrylamide gel，水分含有量 70%)[44]である．このゲルの音響インピーダン

スや音波の減衰係数などの音響特性と弾性特性は，脊髄とほぼ同等であることが実験的に

確かめられている[44-47]．例えば，音速は実際の脊髄組織(37.2℃)とファントム(20℃)でそ

れぞれ 1542 ± 3.3 m/s と 1605 ± 15 m/s，密度は 1038 kg/m3 と 1073 ± 10 kg/m3 である[44, 45]．

弾性波に対する周波数特性は，周波数 1 ~ 10 MHz の範囲の減衰係数が脊髄とファントムで

どちらも 0.1 ~ 1 dB/cm である[46, 48-50]．同様に，脊髄に対する椎骨を介しての LISW 適用

を模擬するため，摘出したラット椎骨(厚さ 2 ~ 3 mm)を用いてその伝搬前後の LISW の圧

力波形を計測した(Fig. 2-7 (c))．ここで用いた椎骨は，第 3 章で述べる遺伝子導入実験で用

いた Sprague-Dawleyラット(日本エスエルシー，メス，体重 140 ~ 260 g)の第 10 胸椎である．
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ハイドロフォンの出力信号は帯域 1 GHz のオシロスコープ(TDS680B，Tektronix)を用いて

記録した．圧力計測は各計測で 3 回ずつ行い，LISW の圧力特性の指標となるピーク圧力，

圧力上昇速度，圧力積分値の平均値±標準偏差を求めた．ここで，ピーク圧力の 10%から

90%に圧力値が変化するまでの時間を立ち上がり時間(rise time)とし，その間の圧力上昇分

を立ち上がり時間で割った値を圧力上昇速度とした．圧力積分値 pI は，次式で示す通り，

正の圧力が持続する時間(duration of the first positive cycle, t )の積算圧力で定義される[22, 

28]． 

 

dttpI
t

p 0
)(                        (2.23) 

 

また，計測した LISW の周波数成分を解析するため，MATLAB (The MathWorks Inc.)を用い

て圧力時間波形のフーリエ変換を行った． 

 

2.4.4 レーザ誘起応力波伝搬の可視化 

 

 脊髄実質の太さは，ヒトの場合は約 10 ~ 15 mm，ラットの場合でもおよそ 3 ~ 4 mm であ

る．脊髄表面から LISW を適用した場合，部位選択的な遺伝子発現を得るためには，標的

部位に対して一定の指向性を有しながら伝搬することが重要となる．そこで，光学的可視

化法の一つであるシャドウグラフ法を用いて脊髄内における LISW の伝搬を可視化した．

シャドウグラフ法(shadowgraphy)は，流体の密度変化すなわち屈折率変化による光の明暗を

観察する方法である．観測する流体が 10 zz にあると仮定して，その流体の密度 が x ，

y 方向に変化する場合， z 軸上の点光源( 0z )から投射された光は流体の密度変化によっ

て屈折する．このとき，同じく z 軸上( 1zz )に設置されたスクリーン上(撮像面)での明る

さの変化 I は 
 

2 2

2 2I
x y                         (2.24) 

 

となり，媒体密度の二次微分と比例関係にある[51]．この関係式から，シャドウグラフ法

による可視化で密度勾配の変化に比例したコントラストが得られることがわかる．また，

媒質中における圧力伝搬を考えると，圧力と密度が断熱的に変化する場合，圧力の変化量
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pは密度変化 の関数として 

 

2

0 02
Bp A                      (2.25) 

 

と表される[38]．ここで，第 1 項の係数 Aは，一定質量の体積変化に対する圧力変化を表す

体積弾性率であり，媒質中の音速 0c と密度 0によって 2
00cA と与えられる．第 2 項は，

媒質中でおよそ 1 気圧( 105 Pa)を越える音圧を考える上で必要となる非線形現象を表す項

である．(2.24)式と(2.25)式から，LISW の可視化によって現れるコントラストは圧力変化に

依存することがわかる． 

LISW 伝搬の可視化実験の装置図を Figure 2-8 に示す．ここで脊髄ファントムには 25℃の

純水(音響インピーダンス 1.5×106 Ns/m3 [41])，椎骨ファントムにはアクリル樹脂製の円形

チューブ(音響インピーダンス 2 ~ 3×106 Ns/m3 [41])を用いた．椎骨の音響インピーダンス

は約 2.5×106 Ns/m3 であることから[44]，このファントムは応力波の伝搬(反射)特性を調べ

る上では適切と判断できる．LISW の波面を十分なコントラストで可視化するため，第 3

章の遺伝子導入実験で対象とするラット脊髄の約 2 倍のスケールで脊髄の構造を模擬した．

アクリル樹脂チューブの内径は 14 mm，外径は 18 mm，その一部に穴を開け，ターゲット

を設置して脊髄ファントム(純水)に LISW を伝搬させた(Fig. 2-8 (a))．LISW は，Q スイッチ・

Nd:YAG レーザ(HOYA Continuum，Surelite I)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス幅 6 ns)を平

凸レンズ(f = 200 mm)で集光し，透明材料側からターゲットに照射することで発生させた．

レーザフルエンスは 0.3 J/cm2，照射レーザスポット径は 6 mm とした．照明用の光源には，

ローダミン 6GにQスイッチ・Nd:YAGレーザ(Brilliant b，Quantel)の第 2高調波(波長 532 nm，

パルス幅 6 ns)を平凸レンズ(f = 20 mm)で集光照射して発生させた点光源を用いた．点光源

からの光を平凸レンズ(f = 150 mm)によって平行光にした後，脊髄ファントムと椎骨ファン

トムからなる脊髄モデルを設置した外寸法 10 cm×10 cm×10 cm (壁厚 2 mm)のアクリル製

水槽内を透過させ，さらに平凸レンズ(f = 150 mm)で集光し，CCD カメラ(XC-7500，Sony)

にて撮影した．パルス遅延器(DG535，東京インスツルメンツ)によって LISW 発生のための

レーザと照明用レーザにパルス遅延を発生させることで，LISW が伝搬する様子を 2 s 間

隔で撮影した(Fig. 2-8 (b))． 

 

2.5 実験結果 
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2.5.1 レーザ誘起プラズマ 

 

レーザ誘起プラズマの発光はフルエンス 0.3 J/cm2 以上で観察された．フルエンス 0.3 

J/cm2 のとき，プラズマ発光の経時変化を撮影した結果を Figure 2-9 に示す．レーザ照射か

らおよそ 25 ns 後まで，プラズマの発光強度の増大が確認された．その強度の減少は増大

時に比べると緩やかに進み，レーザ照射から 240 s 後に発光はほぼ消失していた．このと

きのプラズマ発光スペクトルを Figure 2-10 に示す．波長 405 nm，587 nm，617 nm，765 nm，

767 nm 付近にそれぞれ O (II)，S (IV)，O (IV)，O (IV)，S (IV)由来[52]と考えられる発光ス

ペクトルが観測された．このうち酸素原子由来のスペクトルは，黒色天然ゴムの組成物が

イオン化することで生成された自由電子が，周囲の原子および分子と衝突してイオン化す

るのに必要なエネルギーを有している，あるいは，光電界によって加速されてそのエネル

ギーに達することで，空気中の酸素がイオン化されたためだと考えられる．また，黒色天

然ゴムは加硫プロセスにおいて硫黄が加えられているため，硫黄由来の原子発光スペクト

ルが得られたと考えられる． 

 

2.5.2 レーザ誘起応力波の圧力測定 

 

Figure 2-11 はレーザフルエンスと発生した LISW のピーク圧力の関係を示したものであ

る．計算値は，プラズマ膨張型とプラズマ閉じ込め型でそれぞれ(2.12)式と(2.14)式に基づ

き算出した．ここでは，空気の密度 1 = 1.3 kg/m3，天然ゴムの密度 2 = 970 kg/m3，天然ゴ

ムの音響インピーダンス 1Z = 1.5×106 Ns/m3，ポリエチレンテレフタレートの音響インピー

ダンス 2Z = 1.8×106 Ns/m3，熱エネルギーへの変換率 = 0.2，二原子分子のモル比熱比 = 

1.4 を用いた[30-32, 38, 53]．プラズマ膨張型の場合，実験で得られたピーク圧力と計算値

はよく一致しているが，プラズマ閉じ込め型では実験値が計算値の 1/3 ~ 1/8 倍になった．

これは，本実験で用いたターゲットの天然ゴムとポリエチレンテレフタレートが 1 パルス

のレーザ照射で剥離してしまうことから，プラズマ閉じ込め効果が計算で仮定した状態ほ

ど完全ではないためと考えられる．また，ターゲットの天然ゴムはプラズマ膨張による応

力によって変形するため，媒質の圧縮が計算モデルで想定しているよりも実際の実験では

弱くなることが影響している可能性も考えられる． 

以下の実験では，プラズマ閉じ込め型の LISW を用いた．レーザフルエンスが 0.3 J/cm2

と 0.9 J/cm2 のときの，厚さ 0，2，4，6 mm の脊髄ファントム(ポリアクリルアミドゲル)を
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伝搬させて測定した LISW の圧力時間波形をそれぞれ Figure 2-12 と Figure 2-13 に示す．伝

搬距離 0 mm はターゲットの直下(ファントムなし)で計測した圧力時間波形である．ターゲ

ットにおいて発生した直後であるこの LISW の波形(Fig. 2-12 (a)，Fig. 2-13 (a))を見ると，

生成したレーザ誘起プラズマが急激に膨張したときに生じる鋭い圧力上昇が見られる．レ

ーザフルエンス 0.3 J/cm2と 0.9 J/cm2でそれぞれ立ち上がり時間の平均は 53 ns と 40 ns であ

り，その後に続く正圧の持続時間は平均 583 ns と 747 ns であった．正負の圧力が一定の周

期で繰り返される超音波とは異なり，LISW は正圧主体の弾性波パルスであることがわか

る．遺伝子導入法として使用される超音波のピーク圧力，周波数，作用時間はそれぞれ 1 

MPa 未満，1 ~ 5 MHz，数分間であり，LISW が超音波とは大きく異なる圧力特性を有する

ことがわかる．LISW の正圧は，レーザ照射によりプラズマ状態となった黒色天然ゴムの

内圧を表していると考えられ，このとき生じた気体が時間の経過とともに収縮し，それに

応じて圧力も減衰したと考えられる． 

Table 2-1 と Figure 2-14 および Figure 2-15 に，LISW の脊髄ファントム内伝搬に伴う圧力

特性の変化をまとめた．伝搬距離に伴うピーク圧力の減衰は，幾何学的な拡散減衰(伝搬距

離に応じた拡がり減衰)と媒質による散乱および吸収減衰(物質と応力波の相互作用による

減衰)を考えると，(2.18)式と(2.22)式から次式で近似される． 

 

ddPP )exp(0                       (2.26) 

 

ここで， 0P はターゲット直下におけるピーク圧力， d は伝搬距離， は媒質の減衰係数で

ある．脊髄ファントム(ポリアクリルアミドゲル)の，周波数 1 ~ 10 MHz の弾性波に対する

減衰係数は  = 0.1 ~ 1 dB/cm であるとの報告があり[46, 48-50]，仮に = 1 dB/cm とした場

合でも，レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 と 0.9 J/cm2 のときそれぞれ = 0.30， = 0.34 と求め

られる(1 Neper/cm = 8.686 dB/cm，Neper は無次元で計算時にはこれを用いた)．ここでは，

Table 2-1 に示した実測値と(2.26)式から，最小二乗法(Microsoft Excel のソルバーを使用)に

よって係数 を求めた． 

ラット椎骨を伝搬させて測定した LISW の圧力時間波形を Figure 2-16 に示す．椎骨の伝

搬前後における圧力特性の平均値の変化は Table 2-2 にまとめた．ここで，ターゲット直下

の圧力特性は，Figure 2-12 (a)と Figure 2-13 (a)で示した伝搬距離 0 mm のときの圧力時間波

形より求めた．椎骨を伝搬させたことで LISW のエネルギーの吸収，散乱，反射などが生

じ，ピーク圧力，圧力積分値，および圧力上昇速度が減少していることがわかる．例とし

てピーク圧力の平均値に着目すると，椎骨の伝搬後には，レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 と
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0.9 J/cm2 のときでそれぞれ 6.5%，11.3%にまで減少していた． 

Figure 2-12，Figure 2-13，Figure 2-16 に示した LISW の圧力時間波形をフーリエ変換した

結果を Figure 2-17 に示す．ターゲット直下で計測した LISW の周波数成分を見ると，LISW

は低周波数成分(特に数 MHz 以内)を主とする広帯域の周波数成分を含むことがわかる．ハ

イドロフォンからの電気信号のベースラインを同様にフーリエ変換した結果から，おおよ

そ- 50 dB 以下の信号は圧力波形に寄与しないノイズと判断できる．レーザフルエンスが 0.3 

J/cm2 のとき，椎骨を伝搬した後の LISW ではほとんど有効な周波数成分が見られない．レ

ーザフルエンスが 0.9 J/cm2 のときの，ターゲット直下と椎骨伝搬後で計測した圧力波形の

周波数分布を比較すると，椎骨伝搬後では特に 5 ~ 10 MHz の高周波数成分が減少している

ことがわかる．ただし，ハイドロフォンの応答周波数(0.2 ~ 10 MHz)の範囲外における周波

数成分が検出されているかは不明である．フルエンスによって椎骨伝搬前後で周波数特性

の変化に違いが見られる理由は，レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 のときは圧力値が小さく，

ノイズによって周波数成分の分布が広がり，相対的に各周波数の強度が小さくなっている

ためと考えられる．(2.20)式と(2.21)式からは，周波数が高い成分ほどその拡散角が小さく，

指向性よく生体内を伝搬すると考えられる．にもかかわらず高周波数成分の減衰が大きく

なっているのは，(2.22)式で示したように，椎骨の伝搬において散乱，吸収によるエネルギ

ーの減少が脊髄ファントム(ポリアクリルアミドゲル)の伝搬よりも大きくなっているため

と考えられる． 

 

2.5.3 レーザ誘起応力波伝搬の可視化 

 

 脊髄の構造を模擬して LISW の波面を経時的に観測した結果を Figure 2-18 に示す．環状

の影は椎骨を模擬したアクリル樹脂製の円筒チューブ断面であり，その上部で発生した

LISW が，脊髄ファントムとして用いた純水の中を伝搬していく様子がわかる．画像のコ

ントラストがあるところに圧力変化が存在し，波面の先端が圧力の立ち上がりに相当する．

照射レーザスポット径 6 mm でターゲットから発生した LISW が，平面状の波面をほぼ保

ったままで内径 14 mm の脊髄ファントム内を伝搬していることがわかる．ターゲット下面

から LISW の尖頭部分までの距離を画像(Fig. 2-18 (a)-(d))から計測し，プロットしたものを

Figure 2-19 に示す．これより，LISW の伝搬速度は 1450 m/s と求めることができる．これ

は，25℃の水中における音速 1497 m/s [38]と近い値である．また，この平面状の波面は椎

骨ファントムで一部が反射されて，その曲率に従って集束している様子が確認された(Fig. 

2-18 (f))． 
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2.6 考察 

 

脊髄は椎骨の内部にある神経組織であり，その周囲は筋組織を中心とした軟組織が取り

囲んでいる(Fig. 2-1)．脊髄に対して LISW を適用する際には，(i)椎弓切除をした上での直

接適用，または，(ii)椎骨を介しての間接適用の 2 通りが考えられる．これらの脊髄に対す

る LISW の適用方法を考慮に入れ，LISW の伝搬に伴う圧力減衰について考察する． 

 

2.6.1 脊髄実質に対する LISW 直接適用の検討 

 

生体内における応力波の伝搬では，「媒質の散乱・吸収」と「幾何学的な拡がり」によっ

てそのエネルギーが減衰する．脊髄ファントム(ポリアクリルアミドゲル)を用いて計測し

た LISW の伝搬距離に伴う圧力減衰は，2.5.2 項で述べた計算に基づけば，(2.26)式において

レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 と 0.9 J/cm2 のときでそれぞれ = 0.30， = 0.34 であった．一

方，応力波のエネルギーの時間的な散逸(媒質の吸収，散乱)がないと仮定したとき( acP ：

一定)には，空間的な拡がりによってのみ圧力は減衰する．このとき，(2.17)式と(2.18)式か

ら，応力源が点源のときに圧力は伝搬距離に反比例して減衰する．すなわち，(2.26)式にお

いて = 1 である．以上のように，伝搬媒質による吸収，散乱がないと仮定したときでさえ

も = 1 であることを勘案すると，実験で得られた LISW の圧力減衰は非常に小さくなって

いることがわかる． 

これは，単純には平面波源によって幾何学的な拡がりが抑えられているためと考えられ

る．実際，シャドウグラフ法による LISW の波面の可視化結果から，その伝搬に伴う拡が

りが小さく指向性よく生体内を伝搬していることがわかる(Fig. 2-18)．さらに，Figure 2-17

に示す周波数成分解析の結果からわかるように，LISW が生体内で指向性よく伝搬する数

MHz 以上の高周波数成分を含むこともその一因であると考えられる(ただし，高周波数成分

の場合，媒質による吸収，散乱減衰は大きい)．(2.20)式によると，直径 3 mm の波源から周

波数 1 ~ 10 MHz の応力波(Fig. 2-17 を参照して仮定)が伝搬すると，平面波としての伝搬距

離 fz は 1.6 ~ 16 mm となる．この計算において，LISW の伝搬速度は 2.5.3 項の可視化結果

から実測値 1450 m/s を用いた．先にも述べたが，脊髄実質の太さは，ヒトの場合は約 10 ~ 

15 mm，ラットの場合で約 3 ~ 4 mm である．こうして，レーザスポット径 3 mm で発生さ

せた LISW を直接適用した場合には，脊髄の深さ方向に対して指向性よく伝搬し，脊髄深

部への部位選択的な作用ができると考えられる． 
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点波源発生の研究事例が多いものの[37, 54-58]，水中でレーザを集光させたときの光学的

絶縁破壊または微小爆薬によって発生させた応力波でも，発生源を面状にすれば応力波伝

搬の高指向性が得られると考えられる．ただし，例えば水中レーザブレークダウンに見ら

れる焦点ごく近傍(~ 500 μm [37])の圧力伝搬では
2P d の関係が知られており[37, 54, 55]，

発生したプラズマの膨張が超音速から音速に減衰する過程で，衝撃波とそれに伴うキャビ

テーションが発生する(非線形現象)．キャビテーションは微小気泡の圧壊現象であり，容

易に組織損傷を誘起する恐れがある．本実験では，光吸収体として厚さ 0.5 mm の黒色天然

ゴムを用いたこと，圧力計測実験で立ち上がり時間の急峻化が見られないこと(Table 2-1)，

さらにシャドウグラフ法による LISW 伝搬の可視化実験の結果(Fig. 2-18と Fig. 2-19)からキ

ャビテーションおよび超音速の伝搬が確認されていないことから，脊髄組織内ではそのよ

うな非線形現象は生じていないと考えられる． 

平面波源の LISW 発生によって，指向性よく脊髄組織に応力波を空間選択的に作用させ

ることが可能である一方，安全性の観点では椎骨における LISW の反射を考慮する必要が

ある．脊髄ファントムと椎骨ファントムのように，音響インピーダンスの違いが大きいと

ころでは応力波の反射が起こる．Figure 2-18 で示した伝搬形状の可視化結果からも LISW

の一部が反射する様子がわかった．こうした圧力波パルスのエネルギーの集束は，生体深

部で副作用(組織損傷)を招く恐れがあるため注意が必要である．しかし，詳細は第 3 章で

述べるが，本実験において，遺伝子発現が効率的に得られるレーザパラメータでの LISW

適用による組織損傷と運動機能の低下は観察されておらず，遺伝子導入条件で反射波によ

る影響はないと推察される．これは，脊髄組織を取り囲む椎骨の形状が，実際の動物では

より複雑で単純な円筒にならないためと考えられる． 

 

2.6.2 椎骨を介した脊髄への LISW 間接適用の検討 

 

 Table 2-1 と Figure 2-14 および Figure 2-15 で示したように，椎骨を介して計測した LISW

の圧力特性を見るとピーク圧力，圧力積分値，圧力上昇速度が全て 20%未満まで減衰して

いることがわかる．Figure 2-17 に示した LISW の周波数成分解析の結果からは，圧力上昇

速度と正の相関がある高周波数成分の減衰が低周波数成分と比べて大きくなっていること

がわかる．これは，(2.22)式に示すように媒質の吸収ないし散乱による減衰が高い周波数ほ

ど大きくなることが原因と考えられる． 

脊髄に対して椎骨を介して LISW を適用する場合は，椎骨内でのこれらの圧力特性の減

衰を考慮してレーザパラメータを選ぶ必要がある．第 3 章で詳細を述べるが，健常ラット
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脊髄への遺伝子導入実験では，ピーク圧力が 44 MPa となるレーザフルエンス 0.3 J/cm2 の

LISW を脊髄組織に直接適用したときに効率的な遺伝子導入が達成されている．レーザフ

ルエンス 0.3 J/cm2 の場合には，椎骨伝搬後でピーク圧力は 2.9 MPa にまで減衰している

(Table 2-2)．この圧力減衰率(- 93.5%)を考慮すると，椎骨上から LISW を適用して椎骨下で

44 MPa のピーク圧力を達成するためには，レーザフルエンス 4.6 J/cm2 で LISW を発生する

必要があることになる．一方で，本実験では観察されなかったものの，圧力減衰率を考え

ると椎骨によるエネルギーの吸収，散乱が大きく，骨組織の損傷(破砕)が懸念される．さ

らに，椎骨を介して LISW を脊髄実質に作用させる際には，椎骨と脊髄実質の音響インピ

ーダンスの違い(音響インピーダンスはそれぞれ 2.5×106 Ns/m3 [44]と 1.5×106 Ns/m3 [41])

から，LISW の反射が大きくなることも予想される．ヒトの場合には，生体組織が大きい

ことからより高エネルギーの LISW 照射が必要と考えられるが，照射フルエンスに限度が

ある．これらのことから，椎骨を完全に残した状態での LISW 適用は実用上難しく，最低

でも椎骨の一部を切削した上で先述の圧力減衰特性を考慮し，椎骨を介して LISW を適用

することが実用的と考えられる． 

 

2.7 まとめ 

 

 本章では，脊髄を模擬したモデルを用いて LISW の伝搬特性を調べた．脊髄ファントム

内での伝搬特性計測から，椎弓切除をした上での直接適用では，面波源で発生させた LISW

は指向性よく脊髄内を伝搬し，部位選択的に圧力が作用できることを示した．脊髄に対し

て椎骨を介して LISW を適用する場合は，椎骨内での吸収と散乱によるエネルギー減衰を

考慮してレーザパラメータを選ぶ必要があるが，そのパラメータ選定時に必要な圧力の減

衰特性を提示した．ただし，得られた減衰特性からは，椎骨の一部を切削した上で椎骨を

介して LISW を適用することが実用的と考えられた．椎弓切除をしない場合でも，レーザ

の利点を活かせば椎骨の一部だけを開窓して経カテーテル的に LISW を適用する方法も考

えられる．次章では，本章で計測した伝搬特性を基に，未だ実証例のない LISW を用いた

健常ラット脊髄への部位選択的遺伝子導入およびその遺伝子発現特性を調査した実験につ

いて述べる． 
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Table 2-1 Pressure characteristics of LISWs as a function of propagation distance 

(means ± SD, n = 3). Laser spot diameter on the target was 3 mm. 

 

 

 

 

  

Propagation distance (mm) 0 2 4 6

Peak pressure (MPa) 44.3 ± 1.5 25.9 ± 1.5 24.5 ± 0.8 18.0 ± 0.5

Impulse (Pa・s) 8.4 ± 1.1 3.1 ± 0.5 2.7 ± 0.2 1.9 ± 0.0

Stress gradient (MPa/ns) 0.80 ± 0.12 0.54 ± 0.09 0.35 ± 0.05 0.24 ± 0.06

Duration of the first positive cycle (ns) 583 ± 6 270 ± 36 237 ± 6 207 ± 6

Propagation distance (mm) 0 2 4 6

Peak pressure (MPa) 130.7 ± 6.3 100.4 ± 2.2 55.1 ± 1.8 37.2 ± 1.0

Impulse (Pa・s) 30.4 ± 3.1 14.6 ± 0.6 8.4 ± 0.2 5.1 ± 0.1

Stress gradient (MPa/ns) 2.86 ± 0.39 1.61 ± 0.05 1.00 ±0.25 0.67 ± 0.05

Duration of the first positive cycle (ns) 747 ± 215 380 ± 66 337 ± 15 287 ± 6

(a)  Laser fluence 0.3 J/cm2

(b)  Laser fluence 0.9 J/cm2
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Table 2-2 Pressure characteristics of LISWs before and after propagation through the rat vertebra 

(means ± SD, n = 3). Laser spot diameter on the target was 3 mm. 

 

 
 

 

  

Measurement position Under the laser target After propagation through 
the vertebra 

Peak pressure (MPa) 44.3 ± 1.5 2.9 ± 0.4

Impulse (Pa・s) 8.4 ± 1.1 0.5 ± 0.1

Stress gradient (MPa/ns) 0.80 ± 0.12 0.01 ± 0.00

Duration of the first positive cycle (ns) 583 ± 6 173 ± 47

(a)  Laser fluence 0.3 J/cm2

(b)  Laser fluence 0.9 J/cm2

Measurement position Under the laser target After propagation through 
the vertebra 

Peak pressure (MPa) 130.7 ± 6.3 14.8 ± 2.1

Impulse (Pa・s) 30.4 ± 3.1 2.8 ± 0.3

Stress gradient (MPa/ns) 2.86 ± 0.39 0.06 ± 0.02

Duration of the first positive cycle (ns) 747 ± 215 230 ± 20
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Fig. 2-1 Anatomical structures of the spinal cord and the surrounding components [3, 4]. (a) The 

spinal cord within the vertebral column and (b) the cross-sectional anatomy and spinal nerves. 
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Fig. 2-2 Generation of laser-induced pressure waves. 
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Fig. 2-3 Geometry of the target assembly in confined laser ablation [30]. 
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Fig. 2-4 Propagation of acoustic wave [10]. 
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Fig. 2-5 Photographs of the laser target (a 5-mm black natural rubber disk bonded with a PET sheet). 

(a) Before laser irradiation and (b) after irradiation with a single shot of Q-switched Nd:YAG laser 

at a fluence of 0.3 J/cm2 with a 3-mm spot diameter. A space created in the boundary is observed. 
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Fig. 2-6 Diagram of the experimental setup for imaging laser-induced plasma and optical emissions. 

 

 

 

 

 

  



89 

 

 

Fig. 2-7 (a) Experimental setup for measurement of temporal pressure profiles of LISWs. The 

generated pressures of LISWs were measured under (b) spinal tissue phantoms of different 

thicknesses and (c) an excised rat vertebra. 
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Fig. 2-8 Experimental setup for visualization of LISW propagation through a spinal cord phantom. 
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Fig. 2-9 Photographs of laser-induced plasma. A pulse from the Q-switched Nd:YAG laser was 

impinged on a black natural rubber piece in air. 
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Fig. 2-10 Spectra of the time-integrated optical emission of plasma induced by laser ablation of a 

black natural rubber. A notch filter was used to block the scattered 532-nm laser light. 
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Fig. 2-11 Dependence of peak pressure of LISWs generated on laser fluence. 
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Fig. 2-12 Temporal pressure profiles of LISWs before and after propagation through the spinal 

phantoms at a laser fluence of 0.3 J/cm2 with a 3-mm spot diameter. The thicknesses of the 

polyacrylamide gels were (a) 0 mm, (b) 2 mm, (c) 4 mm, and (d) 6 mm. 
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Fig. 2-13 Temporal pressure profiles of LISWs before and after propagation through the spinal 

phantoms at a laser fluence of 0.9 J/cm2 with a 3-mm spot diameter. The thicknesses of the 

polyacrylamide gels were (a) 0 mm, (b) 2 mm, (c) 4 mm, and (d) 6 mm. 
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Fig. 2-14 Pressure characteristics of LISWs at a laser fluence of 0.3 J/cm2 with a 3-mm spot 

diameter as a function of propagation distance (means ± SD, n = 3). 

 

 

  

0

10

20

30

40

50

-1 0 1 2 3 4 5 6 7

0

2

4

6

8

10

-1 0 1 2 3 4 5 6 7

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

-1 0 1 2 3 4 5 6 7

0
100
200
300
400
500
600
700

-1 0 1 2 3 4 5 6 7

Propagation distance (mm)

(a)

P
ea

k 
pr

es
su

re
 (M

Pa
)

Propagation distance (mm)

(b)

Im
pu

ls
e 

(P
a・

s)

Propagation distance (mm)

(c)

St
re

ss
 g

ra
di

en
t (

M
P

a/
ns

)

Propagation distance (mm)

(d)

D
ur

at
io

n 
of

 th
e 

fir
st

 
po

si
tiv

e 
cy

cl
e 

(n
s)



97 

 

 

 

 

 

Fig. 2-15 Pressure characteristics of LISWs at a laser fluence of 0.9 J/cm2 with a 3-mm spot 

diameter as a function of propagation distance (means ± SD, n = 3). 
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Fig. 2-16 Pressure profiles of the LISWs before and after propagation through the rat vertebra at a 

laser fluence of (a) 0.3 J/cm2 and (b) 0.9 J/cm2 with a 3-mm spot diameter. The thickness of the 

vertebra was approximately 2.5 mm. 
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Fig. 2-17 Frequency spectrum of LISWs before and after propagation through the rat vertebra at a 

laser fluence of (a) 0.3 J/cm2 and (b) 0.9 J/cm2 with a 3-mm spot diameter. 
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Fig. 2-18 Shadowgraphs of LISWs propagating through a spinal cord phantom. 
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Fig. 2-19 Propagation distances from the bottom of the target as a function of time, which were 

measured from the shadowgraphs of LISWs (Fig. 2-18). 
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第 3 章 

 

レーザ誘起応力波による健常ラット脊髄への 

部位選択的遺伝子導入 
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3.1 はじめに 

 

脊髄損傷が起こると，軸索の離断によって神経シグナルの伝達が阻害される．近年の研

究によれば，もともと白質に多く存在するミエリン由来タンパク質(Nogo-A)やミエリン関

連糖タンパク質(MAG)，または軸索周囲の細胞が産生するグリア瘢痕形成因子が軸索再生

を阻害し，神経再生を妨げていることがわかっている[1-6]．そのため，損傷脊髄内のアス

トロサイトに対してグリア瘢痕形成に寄与するタンパク質の生成を抑制する因子を発現さ

せることができれば効果的な神経再生が期待できる[11-14]．現在までにウイルスを用いた

方法をはじめ，様々な遺伝子導入法が研究されているが，特に中枢神経系の遺伝子治療で

は，健常組織に影響のない，損傷部位およびその周辺における部位選択的な遺伝子発現が

求められる．それに加えて，脊髄は管状の椎骨で囲まれた神経組織であるために，生体深

部まで治療遺伝子を導入できる技術が必要である． 

LISW による遺伝子導入技術は，レーザの空間制御性と応力波が備える深部侵達性から，

部位選択的な脊髄損傷の遺伝子治療を実現するための有効な手段となり得る．しかし，こ

れまでに報告されている LISW を用いた in vivo での遺伝子導入対象は，ラットの皮膚，顔

面筋，およびマウス脳に限られ[15-20]，脊髄組織への遺伝子導入は未だ実証されていない．

一般に，神経組織の脆弱性と血液脳脊髄液関門に代表される防御機能から，中枢神経系に

対する遺伝子導入は困難である[7]．LISW を用いたマウス脳への遺伝子導入でも，プラス

ミド DNA をカチオン性試薬により化学的修飾して細胞内取り込みと核内への移行を促進

している[16]． 

本章では，最初に中枢神経系の構成細胞を概説し，続いてそれら細胞の膜透過性亢進に

寄与する LISW の力学的作用を説明する．次に，第 2 章で述べた LISW の圧力伝搬特性に

基づき，健常ラット脊髄に対してプラスミド DNA を注入後，LISW を直接適用して標的部

位選択的な脊髄への遺伝子導入が可能であるかを実験により調査した．これにより，LISW

適用によって得られる遺伝子発現特性，ならびに脊髄の機能に対する LISW の影響を評価

して本遺伝子導入法の安全性を検討する． 

 

3.2 中枢神経系の構成 

 

 脊椎動物において，中枢神経系は脳と脊髄を指す．神経系の構成細胞は，感覚・統合・

運動などの情報処理を基盤とした神経機能を直接担うニューロン(neuron, 神経細胞)と，ニ

ューロンを保護しその恒常性を維持することで間接的に神経機能を担うグリア(glial cell, 
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神経膠細胞)とに大別される．ヒトの脳には 100 億から 500 億個のニューロンがあるとされ

ているが，グリアの数はその 2 倍から 5 倍もあると言われている[21]．ニューロンとグリ

アはそれぞれ単独では神経機能を果たすことはできず，発生・分化・機能発現の各段階に

おいて相補的に作用している． 

 Figure 3-1 に示すように，ニューロンは神経回路形成と神経情報伝達に適するよう高度に

分化した形態を有している[22]．樹状突起(dendrite)は神経情報の入力部となる領域で，他の

ニューロンの軸索からのシグナルを受け取る役割を担う．そのため，樹状突起棘と呼ばれ

る突出構造で表面積を増やし，多くの情報を得るのに適した構造を持つ．細胞体(neuronal 

cell body)は，核と核周囲部からなる．核周囲部は，タンパク質合成と分解に関わる細胞内

小器官が多数集まっている．細胞体の特徴として，遊離または粗面小胞体に結合した多量

のリボソームが存在していることが挙げられる．リボソームは，DNA を転写した mRNA 

(messenger RNA)を基にタンパク質の生成が行われる場である．軸索(axon)は，樹状突起と

比べると細く長い細胞突起である．次第に先が細くなる樹状突起とは異なり，その径は全

長に渡って一定で，神経信号を電気パルスとして伝導する．そのため，軸索の破断は神経

路が担っている感覚機能，運動機能の喪失につながる．軸索はタンパク質合成を行う小器

官を有さないため，必要とするタンパク質と酵素は細胞体からの軸索輸送に頼らざるを得

ない．軸索の起始部は初節と呼ばれ，活動電位が最初に発生する部位である．活動電位は，

細胞内外のイオン移動で生じる膜電位の一瞬の変動であり，それは神経情報の伝達のため

に軸索に沿って波動状に移動する．終末部(terminal)は，軸索の途中に形成される膨らみで

あり，活動電位が終末部に到達すると電位依存性 Ca2+チャネル(細胞膜に存在して受動的に

イオンを透過させる膜貫通タンパク質)が活性化し，神経伝達物質の放出が起こる．ニュー

ロンの細胞骨格は，神経細線維と呼ばれる微小管(microtubule)，ニューロフィラメント

(neurofilament)，ミクロフィラメント(microfilament)の 3 要素からなり，これらが細胞の形を

決める主因子となっている． 

 中枢神経系のグリアには，4 種のグリアが存在する(Fig. 3-2)[23]．オリゴデントロサイト

(oligodendrocyte, 希突起膠細胞)は，終末分岐以外の軸索を被覆するミエリン(myelin, 髄鞘)

を形成するグリアである．ミエリンは約 70%の脂質と約 30%のタンパク質からなり，電気

的な絶縁効果を示す．神経信号を電気インパルスとして伝導する軸索はこのミエリンで囲

われており，生体中では銀白色の様相を呈すが，ミエリンが取り巻かれていない細胞体で

は鈍い灰色に見える．このことから，脳と脊髄で軸索が走行している部位は白質(white 

matter)，ミエリンのない細胞体が集まる部位は灰白質(gray matter)と呼ばれる[21]．これら

の部位の位置関係を示すため，脊髄の構造を Figure 3-3 に示す[24]．脊髄実質の太さは，ヒ
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トの場合は約 10 ~ 15 mm，ラットの場合はおよそ 3 ~ 4 mmである．アストロサイト(astrocyte, 

星状膠細胞)は，その名の通り多極性の形態をとる場合が多く，ニューロンを機械的に支持

する働きと局所的なニューロンの活動に伴い上昇する細胞外の K+イオンを緩衝する働き

を有する．その特徴の一つは，細胞骨格タンパク質としてグリア線維酸性タンパク質(glial 

fibrillary acidic protein，GFAP)を大量に有していることである．このアストロサイトは，構

造と機能によって原形質性と繊維性の 2 タイプに分類される[25]．原形質性アストロサイ

トは，細胞体と密接して灰白質に存在し，小さな枝分かれの多い短い突起を持っている．

その密接性から，細胞の種類としては衛星細胞(satellite cell)とも見なされ，ニューロンの代

謝の媒介体として機能する．繊維性アストロサイトは主に白質の神経線維間に認められる．

いくつかの細くて長い滑らかな突起が細胞体から起こるが，これらの突起はほとんど枝分

かれしない．繊維性アストロサイトは損傷した組織を修復するために機能し，この過程は

瘢痕形成を引き起こすと考えられている．上衣細胞(ependiomocyte)は，脳脊髄液で満たさ

れる脳室および脊髄の中心管(central canal)の内壁を構成するグリアで，単一層を形成する

立方状あるいは円柱状の細胞である．ミクログリア(microglia, 小膠細胞)は，グリアの中で

最も小さく，全グリア中では約 10%を占めている．末端が針状で短くて枝分かれする少数

の突起を有し，ニューロンに損傷および変性が起きたときに活性化され貪食機能を果たす． 

他の細胞と同様，中枢神経系に存在する以上の全ての細胞(ヒトの場合，概ね直径 10 ~ 20 

µm 程度)も，リン脂質とタンパク質を主成分とする厚さ約 5 ~ 8 nm の細胞膜に包まれてい

る[21]．さらに，一つの細胞内には核膜と呼ばれる脂質二重膜で囲まれた一つの核が存在

し，その内部に遺伝子の実体である DNA が含まれる．遺伝子治療では，特定のタンパク

質を発現する遺伝子を外部からこの核内まで導入しなければならず，細胞膜と核膜という

2つの障壁を透過させる必要がある．遺伝子治療に用いられる一般的なプラスミドDNAは，

幅はおよそ 2 nm，全長は数 µm，分子量は数 MDa の巨大分子(1 Da = 1.661×10-24 g)であり，

その大きさだけを考えても細胞周囲に存在しているだけの状態では，細胞内および核内へ

の移行は困難である． 

 

3.3 LISW の物理特性と細胞への力学的作用 

 

 超音波の集束から衝撃波管，微小爆薬，LISW に至るまで，圧力パルスの発生には様々

な方法がある．低圧力パルスであれば細胞膜の透過性亢進作用が顕著であり，高圧力パル

スでは細胞障害作用が支配的である[26-33]．それらの作用が生ずる圧力の閾値に関しては

多くの報告があるが，細胞膜の透過性亢進作用があるのは，典型的にはピーク圧力が 10 
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MPa から 100 MPa，圧力パルス幅がナノ秒からマイクロ秒の応力波パルスとされている[34]．

細胞膜の透過性亢進と物理的な膜損傷の 2 つの作用を引き起こす機序としては，応力波の

作用による細胞膜の相対的変位，せん断歪み，圧縮破壊，引張り荷重などが考えられる[34]．

これらのどれもが細胞膜の物質透過特性に影響を与える可能性があるものの，最も単純に

は細胞膜を構成する脂質二重層の相対的変位と細胞膜全体のせん断歪みが主な原因と考え

られている．細胞膜が，瞬間的な圧力作用による変位とせん断歪みで可逆的構造変化を起

こすことは，分子動態シミュレーションを用いた研究でも明らかになっている[35-38]． 

 生体組織を構成する物質は多様である．ここでは簡単のため，生体を非粘性の液体と見

なすことで，瞬間的な圧力(impulsive pressure)が作用したときに生じる細胞膜の変位と歪み

について考える．この仮定は，血管内液と脳脊髄液の主成分が液体としての水であり，細

胞内と細胞間における存在も含めると，生体重量の約 60 ~ 70%が水で構成されていること

に基づくものである．「液体」は，外力に対して変形し，流動する流体であるため，圧縮性

の有無にかかわらず次の流体の運動方程式(Euler’s equation)で記述される[39]． 

 

p
tDt

D  grad1Fvvv
                  (3.1) 

 

ここで， v は流れ場の速度，F は流体の単位質量あたりに働く力(外力)， は流体の密度，

p は圧力を表す．速度ポテンシャル を  gradv と定義し，非圧縮性流体として密度 が

一定で，かつ，F が空間的に変化しない(渦なし)と仮定すると，(3.1)式は速度ポテンシャル

を使って次式に書き換えることができる． 
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                     (3.2) 

 

重力のような外力のポテンシャルエネルギー はないものとし， z 軸方向のみの一次元の

変化( dtdzv )で表すと(3.2)式は次のようになる． 
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2

2

tFv
t

p
                      (3.3) 

 

位置 z に存在する静止した流体中に有限の圧力パルスが作用したとき，その瞬間的な圧力



107 

は(3.3)式を用いて次式のように表せる． 

 

ttt
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静止した流体としているため，時刻 0t において速度ポテンシャル は有限値であるが

速度 v はゼロとなる．また，ここでは定常的に流体に働く外力は存在せず，圧力発生にも

寄与がないため，外力 )(tF は無視できる．よって，瞬間的な圧力 は速度ポテンシャルと

密度のみで記述される． 

 

                             (3.5) 

 

Figure 3-4 に生体モデルの模式図を示す．以下，(3.14)式まで Kodama らの用いた流体力

学的解析を基に，瞬間的な圧力が作用した時の細胞膜(細胞内外の境界部)の変位について

説明する．細胞とその周囲の媒質(ともに液体)の密度をそれぞれ c， f とし，細胞の体積

分率を としたとき，モデル全体の平均密度 m は次式で表される[29]． 

 

fcm )1(                         (3.6) 

 

z 軸方向に瞬間的な圧力 が作用した瞬間，細胞内外の媒質は一体と見なされ，それぞれ

速度 c0v ， f0v で移動する．よって，(3.5)式と速度ポテンシャルの式(  gradv )から， 

 

 gradf0fc0c vv                        (3.7) 

 

となる．また，速度ポテンシャル によって誘起される速度を，細胞内と細胞外でそれぞ

れ cv ， fv とすると，体積分率はそれぞれ ，1 であるため， 

 

 radcc gv ，  grad)1(ff v               (3.8) 

 

で表される．(3.7)式と(3.8)式から，速度に関して次式が求められる． 

 

c0c vv ， f0f )1( vv                       (3.9) 



108 

 

こうして細胞とそれを取り囲む液体の間に生じる相対的な流速は次式で表せる． 

 

t

t
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vvw

00
cf
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cf

                     (3.10) 

 

ここで， t は微小時間， p はその微小時間内における圧力の時間平均値である．細胞外か

ら細胞内に伝搬する瞬間的な圧力の伝搬速度を mU としたとき， tzUm となることから，

細胞内外の密度比 fc を用いて，(3.10)式は次式で表すことができる． 

 

11111
mmU

pw               (3.11) 

 

(2.23)式より，正圧が持続する間( t )の積算で定義される圧力積分値 pI を用いれば， 

 

t
I
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t

p pt

0
)(1

                    (3.12) 

 

で表される．また，伝搬速度 mU は Tait の式を用いて， 

 

m
m

)( BpnU                         (3.13) 

 

となることが知られている．これは実験的に求められた関係式であり，20℃の水中では，n

とB はそれぞれ 7.15，3.047×108 Pa と報告されている[40]．よって，細胞を含む非粘性の

液体に対して，瞬間的な圧力が作用したときに生じる相対的変位 )( twd (relative 

displacement)は次式によって記述される． 
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             (3.14) 

 

一方， Lokhandwalla らの力学的解析[41, 42]と Sundaram らの実験的検証[34]では，瞬間

的な圧力の伝搬(応力波)によって生じる細胞の表面積の歪みを調査している．応力波が作

用する前の細胞表面積を Aとして，その変化(面歪み AA )は 

 

mmUz
p

                        (3.15) 

 

と表せる[34]．ここで， は応力波の作用時間を表す．空間的に応力波が作用する距離を

z ，伝搬速度 mU が一定であるとしたとき，(3.15)式は次式のように書き換えられる． 
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                  (3.16) 

 

このとき，空間的な圧力上昇は圧力上昇速度と等価となり，歪み はピーク圧力に比例し

て増加することがわかる． 

以上のように，生体に LISW を作用させたときに，細胞膜の変位は圧力積分値に比例し，

細胞全体としての歪みはピーク圧力(伝搬速度が一定の場合は圧力上昇速度と等価)に比例

すると考えられる．よって，細胞膜の変位と細胞全体としての歪みが影響を与えると考え

られる，細胞膜の透過性亢進と物理的な膜損傷の 2 つの作用を引き起こす因子は，流体力

学的に圧力積分値，ピーク圧力，および圧力上昇速度と考えられる．次の遺伝子導入実験

においてもこれらの圧力特性と遺伝子導発現量または組織損傷の関係を調査していく． 

 

3.4 健常ラット脊髄へのレポーター遺伝子導入実験 

 

3.4.1 プラスミド DNA 

 

プラスミド DNA は，細胞内に内在する染色体とは別に自律的に複製される DNA 分子

である．遺伝子導入技術の有効性と遺伝子発現特性の調査には，これにレポーター遺伝子
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をコードして用いられる[43, 44]．レポーター遺伝子が細胞中の核内で，その転写と翻訳の

過程を経ると特定のタンパク質が発現し，それが染色性，蛍光，および化学発光を生じる．

プラスミド DNA には直鎖状または環状のものが用いられる．一般に環状プラスミド DNA

の方が細胞へ取り込まれやすく，細胞内での安定性が高く，遺伝子発現効率が高くなる[45, 

46]．そこで，本実験ではベクターとして環状のプラスミド DNA を用いた． 

遺伝子発現の空間分布を観察するためには，緑色蛍光タンパク質の変異体である EGFP 

(enhanced green fluorescent protein)を発現する遺伝子をコードしたプラスミドDNAを用いた

(Fig. 3-5 (a))[47]．GFP はオワンクラゲに由来する分子量が約 27 kDa の蛍光タンパク質であ

り[48]，生体内の細胞および培養細胞での遺伝子発現のレポーター分子として広く用いら

れている．蛍光観察を行う際に他の基質を必要とせず，励起光のみで強い蛍光が得られる．

2008 年には，この GFP の発見および分離精製で Shimomura らがノーベル化学賞を受賞し

ているが[49]，野生型 GFP は生体内での構造安定性が低いため，細胞生物学の領域では改

変型 GFP が使用されることが多い．そこで，本実験は励起波長 480 nm 付近の光で 507 nm

近辺の緑色蛍光を発する EGFP を発現するレポーター遺伝子を用いることとした(pEGFP，

Clontech)．一方，遺伝子発現レベルを定量的に評価するためには，ルシフェラーゼ(luciferase)

を発現する遺伝子を組み込んだプラスミド DNA を用いた．ルシフェラーゼ発現遺伝子

(Promega)は，Figure 3-5 (b)で示す通り pcDNA (Invitrogen)に SV プロモーターが挿入された

ものである[50]．ルシフェラーゼ発現遺伝子が細胞内に導入されて，転写と翻訳が行われ

ると発光酵素のルシフェラーゼが生成される．発光基質のルシフェリンは，ルシフェラー

ゼと Mg2+を触媒として ATP と酸化反応をして酸化ルシフェリンとなる．この酸化ルシフェ

リンは励起状態であり，基底状態に遷移する際に波長 560 nm の光を発するため，ルミノメ

ータを用いてこの発光量を測定することで定量的な遺伝子発現レベルが得られる．また，

遺伝子発現レベルのベースラインを計測するため，コントロールベクター(control vector)と

呼ばれる，レポーター遺伝子をコードしていないプラスミド DNA を用いた． 

プラスミド DNA を細胞内に取り込めるコンピテント細胞(competent cells，形質転換受容

性細胞)として大腸菌を用い，以上のプラスミド DNA それぞれについて，Qiagen Plasmid 

Giga Kit (Qiagen Inc.)を用いて DNA を増幅した．アルカリライシス法にて精製後，TE バッ

ファーを用いてプラスミド DNA の濃度を 2.0 µg/µl に調整した． 

 

3.4.2 レーザ誘起応力波の適用 

 

 脊髄に対する LISW の適用方法は，臨床でよく用いられる椎弓切除術を施した後の適用，
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またはより非侵襲な椎骨を介しての間接適用が考えられる．第 2 章で述べた脊髄ファント

ム内での伝搬特性計測によれば，直接適用の場合には，面波源の LISW は指向性よく脊髄

内を伝搬するため標的部位選択的に圧力を作用させることができる．また，ラット椎骨を

介した LISW の適用における圧力減衰率が大きいこと(伝搬前後のピーク圧力は 6.5%にま

で減衰)を考えると，複数回の LISW 適用時には骨組織の損傷も懸念される．そのため，本

実験では Figure 3-6 (a)に示すように，椎弓切除をした上で直接 LISW を脊髄に対して適用

した． 

遺伝子導入対象として，Sprague-Dawley ラット(日本エスエルシー，メス，体重 140 ~ 260 

g)を用いた．ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，第 10 胸椎の椎弓

切除を施し，胸髄硬膜を露出させた．そして固定台を用いて，胸髄硬膜を露出したラット

および 27 ゲージの注射針を装着したマイクロシリンジの位置を固定した．マイクロシリン

ジは，ラット前頭面に対して垂直な方向から，下位の脊髄が走行する方向に対して 10°傾

斜させ，正中からの左に距離 1 mm，硬膜からの深さ 2 mm の脊髄実質(灰白質)に刺入し，

プラスミド DNA 溶液(Sham 群の場合は生理食塩水)を 10 µl 注入した．健常ラット脊髄であ

ることから，髄内への直接投与による組織損傷は少ないと考えて本投与法を選択した．ま

た，注入部位を白質でなく灰白質としたのは，白質に多く存在する軸索損傷を防ぐ目的と，

より広範囲にプラスミド DNA 溶液を拡散させる目的からである．注入速度は，髄内の液

圧(動圧)が過度に上昇するのを防ぐために 5 µl/min 未満とした．LISW の発生方法は第 2 章

で述べた実験と同様で，プラスミド DNA 溶液を注入した胸髄の硬膜上にターゲットを設

置し，Q スイッチ・Nd:YAG レーザ(Brilliant b，Quantel)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス

幅 6 ns)を平凸レンズ(f = 200 mm)で集光してターゲットに照射した(Fig. 3-6 (b))．このとき，

ターゲットから発生した LISW を効率的に伝搬させるため，黒色天然ゴムと胸髄硬膜の間

には音響結合剤として超音波ゼリー(Echo Jelly，アロカ)を塗布した．第 2 章で述べた実験

において測定した LISW の圧力特性と遺伝子発現特性の関係を調べるために，レーザの照

射条件は伝搬特性計測実験と同じ照射スポット径 3 mm，フルエンス 0.3 J/cm2 または 0.9 

J/cm2 とした．第 2 章で述べた実験と同様に，ターゲットの黒色天然ゴムとポリエチレンテ

レフタレートは 1 パルスのレーザ照射で剥離し，2 パルス目以降ではプラズマ閉じ込め効

果が減少するため，ターゲットは 1 パルス毎に交換し，圧力特性の再現性が高い LISW を

発生させた．そのため，LISW のパルス間隔はおよそ 10 秒であった． 

 

3.4.3 遺伝子発現の評価 
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 EGFP 発現遺伝子の導入実験では，遺伝子導入から 48 時間後，ペントバルビタール 50 

mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝溶液(200 ml)によ

る灌流固定を行った．この遺伝子発現の評価時間は，脊髄に対する電気パルスあるいは超

音波を用いた物理的遺伝子導入法の先行研究を参考に決定した[51-55]．灌流固定後，椎弓

切除部分(遺伝子導入の標的部位である第 10胸椎下)の組織を中心に長さ約 10 mmの脊髄を

切り出し，灌流固定時と同じ組織固定液で後固定を約 16 時間行った．20%スクロース入り

のリン酸緩衝生理食塩水(4℃)で洗浄した後，液体窒素を用いて OCT (optimal cutting 

temperature)コンパウンド(4583，Tissue-Tek)中に組織を包埋し，ミクロトームにて一定の厚

さ 10 µm で薄切した(矢状断)．EGFP の発現(蛍光)は，蛍光顕微鏡(Axiovert 200，Carl Zeiss)

を用い，波長 465 ~ 505 nm で励起し，波長 515 ~ 565 nm のバンドパスフィルタを挿入して

観察した．レーザの各照射条件でラット 4 匹を対象に実験を行った． 

脊髄の白質(軸索が多く存在する部位)，灰白質(神経細胞体が集まっている部位)における

EGFP の発現量を半定量的に評価するため，それぞれの部位で緑色蛍光画像の任意の 400

×400 ピクセルの関心領域(region of interest，ROI)から，EGFP 由来と考えられる特定の強

度以上のピクセル数をカウントした．照射レーザの各条件，部位ごとの同ピクセル数に関

してクラスカル・ウォリス(Kruskal-Wallis)検定による比較を行い，多重比較にはシェッフ

ェ(Scheffe)の方法を用いた．P < 0.05 を統計学的に有意であるとした．この結果に基づき，

脊髄への効率的遺伝子導入が可能な LISW のレーザパラメータ(フルエンスとパルス数)を

決定した．次に，ルシフェラーゼ発現遺伝子の導入実験にはこれらレーザパラメータを用

いた． 

 ルシフェラーゼ発現遺伝子の導入実験では，最初に導入 48 時間後の遺伝子発現レベルの

部位選択性を調査し，続いて遺伝子発現レベルの経時的変化を調査した．遺伝子発現レベ

ルの定量評価にはルシフェラーゼアッセイキット(E1500，Promega)を用いた．髄節単位の

遺伝子発現分布について調べるため，ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻

酔下に，椎弓切除部分(遺伝子導入の標的部位である第 10 胸椎)の上下それぞれ 2 椎弓 (第

8，9，11，12 胸椎)を切除し，それら椎弓下にある脊髄組織を切り出し，髄節ごとに 1.5 ml

チューブに入れ分けた．このチューブにそれぞれ細胞溶解液 500 µl を入れて脊髄を浸し，

剪刀によって細かく切断，均一化した．同サンプルを遠心(150×100 rpm，15 分)した後，上

澄み 20 µl を 5 ml ラウンドチューブに移し，100 µl のルシフェリンを滴下した．攪拌後，

ルミノメータにてルシフェラーゼ活性を測定した(単位は relative light units (RLU))．ルシフ

ェラーゼ活性として一般的に用いられる 10 秒間[44, 56]の化学発光量を，ルミノメータに

より計測して積算した値をルシフェラーゼ活性値とした．切り出した組織の大きさにばら
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つきがあることから，タンパク質濃度計測キット(500-0116，BioRad)を用いて胸髄節ごとの

タンパク質量を求め，単位タンパク質量あたりのルシフェラーゼ活性(RLU/mg protein)を算

出した． 

次に，遺伝子発現レベルの経時的変化を調べるため，遺伝子導入前(0 日目)，遺伝子導入

から 1 日後，2 日後，5 日後，および 10 日後の単位タンパク質量あたりのルシフェラーゼ

活性を求めた．この実験では，LISW を適用した胸髄と上下 1 胸椎の髄節(第 9 ~ 11 胸髄)

におけるルシフェラーゼ活性，およびタンパク質量を合算して単位タンパク質量あたりの

ルシフェラーゼ活性を算出した．ここで，上下 1 胸髄を合算する理由については，実験結

果の項で述べる．プラスミド DNA 注入のみ(Control 群)と LISW 適用群の 2 条件につきラッ

ト 5 ~ 10 匹を対象に実験を行い，データの統計解析を行った．各日ごとの 2 条件につきマ

ン・ホイットニー(Mann-Whitney)検定を行い，P < 0.05 を統計学的に有意であるとした． 

 

3.4.4 遺伝子発現細胞の同定 

 

 遺伝子発現細胞の同定には，細胞に存在する特異抗原(タンパク質)を酵素反応により検

出する免疫染色が一般に用いられる．先述した EGFP 発現遺伝子の導入実験において，作

製した組織スライスにこの免疫染色を施すことで蛍光タンパク質が発現した細胞の同定が

可能である．そこで，ニューロンの細胞体の同定として，神経細胞核の特異的な抗原を染

色する NeuN (Neuronal nuclei)染色を，アストロサイト(グリア)の同定には GFAP 染色を用い

た．3.4.3 項で作製した EGFP を発現している凍結スライスに対し，NeuN 染色と GFAP 染

色でそれぞれ抗 NeuN・マウスモノクローナル抗体(希釈率 1:1000，MAB377，Chemicon)，

抗 GFA・ウサギポリクローナル抗体(希釈率 1:3，N1506，Dako)を一次抗体として用いた．

二次抗体には，前者は Rhodamine 標識抗マウス IgG (希釈率 1:100，AP181R，Chemicon)，

後者は TRITC (Tetramethyl-rhodamine-isothiocyanate)標識抗ウサギ IgG (希釈率 1:40，R0156，

Dako)を用いた．インキュベーションの時間は一次抗体が室温 25℃で 2 時間，二次抗体が

室温 25℃で 1 時間(NeuN 染色)ないし 2 時間(GFAP 染色)である．Rhodamine と TRITC は蛍

光分子であり，波長 540 nm 付近の励起光で波長 580 nm 近辺の橙色の蛍光を発する．組織

スライスの封入には，蛍光染色用マウンティングメディウム(S3023，Dako)を用いた．蛍光

顕微鏡(Axiovert 200，Carl Zeiss)による観察で，緑色蛍光を発する EGFP と赤色蛍光を発す

る NeuN，GFAP の蛍光画像をそれぞれ重ね合わせて遺伝子発現細胞を同定した．赤色蛍光

分子の蛍光は，波長 534 ~ 558 nm で励起し，波長 590 nm 以上の透過フィルタを挿入して観

察した． 
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3.4.5 運動機能評価 

 

脊髄に対する LISW の安全性を調査するため，実験動物の運動機能の評価方法として汎

用的に用いられている Basso-Beattie-Bresnahan (BBB)スコアによる評価を行った[57, 58]．こ

れは，オープンフィールドで実験動物を歩行させ，複数の観察者がその下肢の動きを見て

運動機能を 0 点から 21 点までの点数で評価する方法である(Table 3-1)．全く下肢に動きが

見られないときを 0 点とし，健常な動きを 21 点とする． 

 EGFP 発現遺伝子の導入実験において，LISW の適用(遺伝子導入)から 24 時間後に 45 cm

×90 cm のオープンフィールドで 3 分間，歩行の様子を観察した．左右の下肢でそれぞれ

BBB スコアによる運動機能評価を行い，その平均スコアを算出した．EGFP 発現遺伝子の

導入実験に合わせたレーザの各条件(フルエンスとパルス数が(i) 0.3 J/cm2，3 パルス，(ii) 0.3 

J/cm2，10 パルス，および(iii) 0.9 J/cm2，1 パルスの 3 条件)と，プラスミド DNA 注入のみ

(Control)，生理食塩水注入のみ(Sham)を含めた 5 条件でラット 4 ~ 6 匹を対象に実験を行っ

た．各条件間でクラスカル・ウォリス(Kruskal-Wallis)検定による比較を行い，多重比較に

は Sham 群を対照群としたスティール(Steel)の方法を用いた．P < 0.05 を統計学的に有意で

あるとした． 

 

3.5 実験結果 

 

3.5.1 EGFP 発現遺伝子の導入 

 

 レーザパラメータ(フルエンスとパルス数)を変化させたときの EGFP 発現遺伝子の導入

実験結果(LISW の適用から 48 時間後)を Figure 3-7 に示す．頭部を画像左側，背部を画像上

側とした矢状断面のラット脊髄組織であり，緑色の蛍光が EGFP の発現を示す．蛍光画像

の上方が白質，下方が灰白質であり，破線はその境界を示している．生理食塩水を注入し

たのみ(Sham)の群では，同じ強度の励起光で緑色蛍光は見られなかった．(b)は灰白質を中

心とする脊髄実質内にプラスミド DNA を注入したのみで，LISW を適用していない場合の

蛍光画像である．(c)，(d)，および(e)はプラスミド DNA の注入後に LISW を適用したとき

の蛍光画像であり，レーザフルエンスとパルス数がそれぞれ(c)0.3 J/cm2，3 パルス，(d)0.3 

J/cm2，10 パルス，および(e)0.9 J/cm2，1 パルスである．第 2 章で述べた圧力計測実験から，

脊髄表層(胸髄硬膜)に作用するピーク圧力はレーザフルエンスが 0.3 J/cm2，0.9 J/cm2 のとき，
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それぞれ約 44 MPa，131 MPa であった．LISW 適用の有無にかかわらず，灰白質では EGFP

の発現が観察される．これは，プラスミド DNA 溶液を灰白質内に直接注入しているため

と考えられ，注射針による細胞内への注入および貪食細胞(ミクログリアとマクロファー

ジ)によるプラスミド DNA の貪食過程で EGFP が産生しているものと考えられる． 

Figure 3-7 の蛍光画像において，プラスミド DNA 注入のみのラット脊髄の蛍光画像と比

較して，LISW 適用時には白質部分の EGFP 発現が多くなっているように見える．白質と灰

白質それぞれにおける EGFP の発現量を緑色蛍光ピクセル数として半定量化した結果を

Figure 3-8に示す．プラスミドDNA注入のみの群と比較すると，レーザフルエンス0.3 J/cm2， 

3 パルスの LISW 適用群で，白質における緑色蛍光ピクセル数(遺伝子発現)が有意に高くな

っていることがわかる．一方，灰白質における緑色蛍光ピクセル数に統計学的な有意差は

なかった．ただ，この蛍光画像解析からは遺伝子発現が得られている細胞種は不明であり，

細胞レベルでの発現評価については後述する(3.5.3 項を参照)． 

 Figure 3-8 に示すグラフでレーザパラメータによる遺伝子発現の違いを比較すると，白質，

および灰白質のいずれにおいても，フルエンス 0.3 J/cm2，10 パルスの LISW を適用した場

合に，遺伝子発現レベルが最も高いことがわかる．フルエンス 0.3 J/cm2 を 3 パルス適用し

た群とフルエンス 0.9 J/cm2 を 1 パルス適用した群では，灰白質の緑色蛍光ピクセル数では

前者，白質では後者が高い値を示すが，その合算値に大きな差は見られなかった． 

 

3.5.2 ルシフェラーゼ発現遺伝子の導入 

 

 LISW の適用から 48 時間後に計測した，胸髄節ごとの単位タンパク質量あたりのルシフ

ェラーゼ活性を Figure 3-9 に示す．コントロールベクターはルシフェラーゼを発現する遺

伝子が組み込まれていないプラスミド DNA であり，その注入によるルシフェラーゼ活性

値は遺伝子発現レベルのベースライン(バックグラウンド)を示す．適用した LISW のレーザ

パラメータは，EGFP 発現遺伝子の導入実験結果で最も高い遺伝子発現が得られたフルエ

ンス 0.3 J/cm2，10 パルスの条件である．プラスミド DNA を注入後に LISW を適用したの

は第 10 胸椎下の脊髄(Th 10)であり，その部位ではプラスミド DNA 注入のみでも一定の遺

伝子発現レベルが得られている(コントロールベクター注入群に比して約 6.1 倍)．一方

LISW 適用群では，Th 10 においてプラスミド DNA 注入のみに対して有意に高い遺伝子発

現レベルを示していることがわかる(プラスミド DNA 注入のみの群に比して約 18 倍)．Th 

10 前後における遺伝子発現レベルは，Th 9，Th 11 のいずれにおいても，プラスミド注入

のみに比べて高い遺伝子発現レベルが得られており，特に脳脊髄液の流れの下流に位置す



116 

る Th 11 では平均値で約 20 倍も高くなっている．これは，発現したルシフェラーゼが脳脊

髄液中に流出するためと考えられる．血清に比べると脳脊髄液中のタンパク質濃度は 10%

程度であるが，脳脊髄液が代謝物を取り除く機能を備えることから[23]，遺伝子導入によ

る産生タンパク質が流れる可能性は十分にあり得る．脳脊髄液は，脳内で産生された後，

小脳延髄槽(頭部後方に位置)から脊髄の背側に存在するクモ膜下腔に向かって下方に流れ，

脊髄の腹側面に沿って脳の底部まで上昇する[23]．プラスミド DNA の注入と LISW の適用

はいずれも脊髄の背側(後索部)から行っているため，下流への流れが主体となり，下位の

胸髄(Th 11)で特に高いタンパク質発現レベルを示したと推察される． 

 経時的な遺伝子発現レベルの変化を Figure 3-10 に示す．ここでは上記の結果から，LISW

を適用した胸髄の前後にも髄液の流れの影響と考えられる発現タンパク質が観測されたこ

とを勘案し，Th 9 ~ Th 11 における単位タンパク質量あたりのルシフェラーゼ活性を合算し

て示した．遺伝子導入前の遺伝子発現レベルは，いずれの処置も施していない状態で計測

したものである．プラスミド DNA 注入のみの群でも，注入から 1 日後には高い遺伝子発

現レベルを示しているが，5 日後までに遺伝子導入前と同レベルまで低下している．これ

は，先述の EGFP 発現遺伝子の導入実験と同様に，注射針による細胞内注入と，ミクログ

リアあるいはマクロファージによるプラスミド DNA の貪食過程で発現したルシフェラー

ゼが，注入後早期に存在するためと考えられる．プラスミド DNA 注入のみの群と比較す

ると，LISW 適用群では遺伝子導入から 2 日後および 5 日後に，有意に高い遺伝子発現レ

ベルを示した．上述のとおり，1 日後では LISW の効果が小さいのではなく，実質内への

プラスミド注入による貪食細胞での発現からバックグラウンドとしての発現レベルが高い

ために統計学的有意差が見られないと考えられる．10 日後の遺伝子発現レベルは遺伝子導

入前と同等で，LISW 適用の有無にかかわらず導入前と 10 日目の遺伝子発現レベルの間に

統計学的有意差はなかった． 

 

3.5.3 遺伝子発現細胞の同定 

 

蛍光免疫染色による遺伝子発現細胞の同定の実験結果を Figure 3-11 に示す．Figure 3-7

と同様，緑色蛍光は EGFP の発現を示している．ニューロンの細胞体の存在は NeuN (神経

細胞核に特異的に存在するタンパク質)を標識する赤色蛍光分子から，また，グリアの一つ

であるアストロサイトの存在は GFAP を標識する赤色蛍光分子から確認できる．これらの

蛍光画像は，遺伝子導入によって発現した EGFP の緑色蛍光と，NeuN または GFAP を標識

した赤色蛍光を重ね合わせたもので，緑色と赤色が重なったときに呈する黄色の部分が遺
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伝子発現した部位を示す． 

 Figure 3-11 (a)の NeuN 染色の結果からは，蛍光の重なりは確認されなかった．このこと

はニューロンの細胞体に対して遺伝子導入がなされてないことを示している．これは，ニ

ューロンを取り囲む免疫系の働きによって外来遺伝子は分解され，核内までの移行が起こ

らずに，ニューロンの細胞体での遺伝子発現が得られなかったためと考えられる．一方，

Figure 3-11 (b)と(c)に示す GFAP 染色からは一部で蛍光の重なりが確認された．これは，3.5.1

項で示した LISW の適用による EGFP の発現が，アストロサイトで生じていることを示す

結果である． 

 

3.5.4 運動機能評価 

 

 LISW の適用から 24 時間後の，BBB スコアによる運動機能評価の結果を Figure 3-12 に示

す．比較として行った生理食塩水注入のみ(Sham)，プラスミド DNA 注入のみ(Control)の平

均スコアは，それぞれ 20.9 と 20.3 であり，健常時のスコアである 21 点とほぼ同じである

ことから，椎弓切除と髄腔内投与による運動機能への影響はないと言える．これに対して，

EGFP 発現遺伝子の導入実験で用いたレーザ照射条件で LISW を適用した 3 群については，

フルエンス 0.9 J/cm2で発生させた LISW を 1 パルス適用した群において対照群(Sham)に対

して有意に運動機能が低下した(平均スコア 12.6)．フルエンス 0.3 J/cm2 を 3 パルス適用し

た群，または 10 パルス適用した群では運動機能の低下は見られなかった．それぞれの平均

スコアは 20.0，20.1 であった． 

 

3.6 考察 

 

3.6.1 LISW の物理特性と細胞への力学的作用 

 

 第 2 章で述べた通り，脊髄表面に作用させた LISW は組織内を伝搬する．このとき，圧

力波パルスのエネルギーは媒質の散乱，吸収，および幾何学的な拡散によって減衰するが，

細胞スケールで見たときには，伝搬過程において生じる細胞への力学的作用(構成分子の変

位や細胞全体の歪みなど)が細胞膜の分子透過性を亢進すると考えられている[29]． 

Table 2-1 に示した LISW の物理特性に基づき，LISW が作用した時の細胞膜(細胞内外の

境界部)の変位を(3.14)式から計算した結果を Figure 3-13 に示す．(3.14)式から，細胞膜の変

位は圧力積分値に比例し，瞬間的な圧力が伝搬する流体中の細胞の体積分率 の関数とな
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る．ここで，細胞とそれを取り囲む液体の密度比 )( mc は 1.1 とし[59]，媒質全体の平

均密度 m は水の密度 1.0×103 kg/m3 を用いた．LISW の伝搬速度 mU は，第 2 章の圧力特性

計測で得られた値から，(3.12)式と(3.13)式を用いて mU を算出した．例えば，レーザフルエ

ンス 0.3 J/cm2 (ターゲット直下)の圧力特性から pI = 8.4 Pa・s，t = 583 ns を用いて mU = 1511 

m/sと計算される．Figure 3-13を見ると，細胞膜の相対的変位は 53.0 のとき最小となり，

0 または 1に近づくにつれてその値は増加する．瞬間的な圧力が誘起する速度ポテ

ンシャル によって流速が変化するが，(3.5)式と(3.10)式から，細胞内外の密度比 の値に

よっては，細胞内外で流速差( fc vvw )が生じずに変位も生じなくなる．これが 53.0

のときに特異点が見られる理由である．ただし，実際には流体の粘性および密度の空間的

不均一性があるため，特異点が生じる，すなわち流速差がなくなる可能性は少ないと考え

られる．中枢神経系の一つである脳における細胞の体積分率は，健常状態では 8.0 程度

であることが知られている[60-63]．細胞膜の変位量を概算するため，Figure 3-13 において

8.0 のときを考えると，レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 の場合，細胞膜の変位量 d は脊髄

ファントムの伝搬距離 0 mm，2 mm，4 mm，および 6 mm で，それぞれ 3.2 µm，1.2 µm，

1.0 µm，0.7 µm であった．一方，レーザフルエンスが 0.9 J/cm2 の場合には同じ伝搬距離で

それぞれ 11.0 µm，5.3 µm，3.1 µm，1.9 µm であった．応力波の作用で生じる細胞の歪み

は，(3.15)式によればピーク圧力に比例するため，レーザフルエンス 0.3 J/cm2 (ターゲット

直下でのピーク圧力は 44 MPa)に比べて 0.9 J/cm2の場合(同位置でのピーク圧力は 131 MPa)

には，脊髄表層部分(後索)に存在する細胞に約 3 倍の歪みが生じていると見積もれる．フ

ルエンス 0.9 J/cm2のときには，1 パルスの適用でも運動機能の低下が見られているため(Fig. 

3-12)，これら細胞膜の変位 d と細胞全体の歪み が神経細胞の損傷閾値を越えていたと推

察される．レーザフルエンス 0.3 J/cm2 の場合には機能学的な損傷が見られずに遺伝子発現

が得られていることから，細胞膜透過性の亢進に必要とされ，かつ細胞障害を引き起こさ

ない細胞膜の変位量 d と歪み は d = 0.7 ~ 3.2 µm， = 0.02 であると考えられる．ここで歪

みの値は，(3.16)式を用いて p= 44 MPa， m = 1.0×103 kg/m3， mU = 1500 m/s として算出し

た．培養細胞と生体組織において細胞を取り囲む環境は大きく異なるものの，in vitro 実験

では，Kodama らおよび Sundaram らのそれぞれの検証した結果で， d > 1 µm または

03.001.0 の範囲で細胞膜透過性の亢進が起きているとしている[29, 34]．より複雑な生

体モデルでの検討が必要と考えられるが，細胞の膜透過性亢進を引き起こすとされる細胞

膜のおおよその変位と歪みが，本遺伝子導入実験で達成されていると推察される． 

レーザフルエンスおよびパルス数と遺伝子発現特性の関係(Fig. 3-8)の結果を見ると，パ

ルス依存性があることがわかる．LISW による遺伝子導入法では，in vitro と in vivo によら
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ず他の報告でも同様に遺伝子発現レベルのパルス数依存性が見られている[15, 32]．(3.10)

式によれば，瞬間的な圧力の作用は液体中に流速を生じる．例えば，レーザフルエンスが

0.3 J/cm2 (ターゲット直下)の圧力特性( pI = 8.4 Pa・s， t = 583 ns)から，(3.12)式と(3.13)式を

用いて p = 14.4 MPa， mU = 1511 m/s と計算され，先程と同様の仮定をすれば = 1.1， 8.0

のときに流速w = 5.4 m/s となる．細胞の周囲がプラスミド溶液であるとすれば，LISW の

力学的作用で生じた相対的変位 d と細胞に起きる面歪み によって細胞膜の透過性が上が

り，プラスミド溶液は流速w = 5.4 m/s で変動することがわかる．そのため，Figure 3-8 に示

した通り 3 パルスよりも 10 パルスの LISW 適用時に遺伝子発現量が増えているのは，細胞

膜の透過性亢進性が上がった状態でプラスミド DNA 溶液が流速wで移動して細胞内に取

り込まれている可能性が考えられる．1 細胞あたりの導入遺伝子数は，ある一定数でその

発現が飽和するものの，レーザフルエンス 0.3 J/cm2 のときにはパルス数依存的に導入量と

それに伴う発現量が増えていると推察される． 

 

3.6.2 遺伝子発現部位と遺伝子発現細胞 

 

Figure 3-8 の結果から，LISW による脊髄への遺伝子導入では，神経軸索が伸張する白質

において，より高い EGFP の発現レベルが観察された．一方，Figure 3-11 に示した発現細

胞の同定実験からはアストロサイトの細胞骨格となる GFAP の蛍光染色と EGFP の蛍光に

は重なる部分が観察された．白質の神経軸索間には繊維性のアストロサイトが存在するこ

とを考えると，白質に存在するこの繊維性アストロサイトに対して EGFP 発現遺伝子が導

入されていると考えられる．さらに，Figure 3-11 に示した NeuN 染色の結果では，ニュー

ロンの細胞体に対しては遺伝子導入が達成されていないことがわかった．超音波とマイク

ロバブルを用いた中枢神経系への遺伝子導入でも，遺伝子発現が得られた細胞はニューロ

ンではなくグリアであるといった報告がある[54, 55, 64]．これら物理的手法による脊髄へ

の遺伝子導入実験に見られる細胞選択性について考察する．近年，体外衝撃波結石破砕術

(extracorporeal shock wave lithotripsy，ESWL)に用いられる衝撃波が脊髄に照射されたときの

副作用を調査した研究結果がいくつか報告されている[65-67]．Karatas らによれば，健常ラ

ット脊髄に 2000 パルスの衝撃波(臨床で用いられる ESWL と同等との記述はあるが圧力特

性は不明)を照射したとき，灰白質に存在するニューロンの細胞体の形態は正常であっても，

白質に存在する軸索の原形質では，ミトコンドリアの膨張，および一部の軸索に至っては

脱落が観察されたと報告している[66]．この実験結果から，ニューロンとグリアでは機械

的特性が異なり，それにより遺伝子導入特性に違いが生じている可能性がある．より具体



120 

的には，先述した生体組織への力学的作用(変位と歪み)に対して，細胞とその構成物ごと

の脆弱性が異なることから発現細胞の選択性が生じている可能性が考えられる． 

以上の発現特性を他の遺伝子導入法と比較する．超音波法による健常ラット脊髄への遺

伝子導入では，プラスミド DNA 溶液の注入による髄膜の損傷と超音波による組織損傷が

同時に起きるのを防ぐため，プラスミド DNA 溶液の注入は腰椎切除部位に，超音波照射

は胸椎切除部分から行っている[54, 55]．遺伝子発現部位を見ると，キャビテーションを発

生させるためのマイクロバブルを使用することから，マイクロバブルが分布する脊髄表層

の髄膜細胞(グリアの一種)に遺伝子発現細胞が限局してしまっている．LISW を用いた遺伝

子導入では，プラスミド DNA を髄内注射しているものの，Figure 3-11 にあるように脊髄実

質内に存在するグリアの一つであるアストロサイトでの遺伝子発現が認められる．脊髄損

傷の遺伝子治療では，脊髄実質内での遺伝子発現が必要となるため，本方法では超音波マ

イクロバブル法よりも有効な遺伝子発現特性が得られていると言える．一方，ウイルスベ

クター法では，安全性の観点からは臨床への応用は難しいが，脊髄への遺伝子導入におい

てニューロンの細胞体での遺伝子発現が報告されている[68-74]．先述した通り，免疫反応

系と血液脳脊髄液関門の防御機能により，プラスミドベクターを用いて脊髄内のニューロ

ンの細胞体で遺伝子発現を得るのは特に難しいとされている[7]．ニューロンの細胞体での

遺伝子発現を LISW による遺伝子導入法で実現するための一つの方法としては，化学的手

法との併用が考えられる．これまでに報告されている LISW を用いたマウス脳への遺伝子

導入では，細胞内への取り込みを促進するためにカチオン性試薬(polyethyleneimine)でプラ

スミド DNA を修飾することで，脳室壁および海馬歯状回の神経細胞(細胞種は不明)に対し

て EGFP 発現遺伝子を導入している [16]．また，ポリエチレングリコール修飾の

polyethyleneimine を用いて(化学的手法単独)，ラット脊髄を対象にプラスミドベクターによ

るニューロンおよびグリアへの遺伝子導入が組織の広範囲に得られているとの報告もある

[75]．試薬の細胞毒性や生体内での動態制御の困難性といった問題があるものの，化学的

手法はウイルスベクターに比べると安全であるため，LISW との併用で非侵襲に脊髄内の

ニューロンへの遺伝子の取り込みを促進できる可能性が考えられる． 

 

3.6.3 レーザ誘起応力波の安全性 

 

 プラスミドベクターを用いる物理的遺伝子導入法は，ウイルスベクターに比べると安全

性が高いとされるが[76]，物理エネルギーの負荷による組織損傷が生じる可能性がある．

例えば，電気パルスによるラット脳室壁への遺伝子導入においては，高電圧の電気パルス
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で神経組織の変性が生じてしまうため，神経再生の治療には不向きであると報告されてい

る[77]．また，健常ラット脊髄への遺伝子導入において電極カテーテルを髄腔内に挿入し

ている報告事例がある[51-53]．神経変性および損傷は観察されていないが，電極の挿入自

体が侵襲的であるので，組織損傷を生じる恐れがある． 

 脊髄に対する LISW の適用では，レーザフルエンスが 0.3 J/cm2 のときには 10 パルスの適

用でも運動機能の低下は見られなかった(Fig. 3-12)．第 2 章の圧力計測実験の結果で示した

ように，このとき脊髄表層に作用するピーク圧力は約 44 MPa (440 気圧)である(Fig. 2-12)．

極めて高い圧力が脊髄に作用しているにもかかわらず運動機能の低下が生じていないのは，

その圧力の作用時間が 1 µs 未満と非常に短い時間であるためと考えられる．仮に，数十

MPa もの圧力がより長時間作用すると，(3.14)式より圧力積分値 pI の増加で細胞形状を保て

ないほどに細胞の変位 d が増加してしまう．また，生体組織は一般に引っ張り応力よりも

圧縮応力に対して強靭であり[78]，LISW は圧縮性で正圧主体であることから，侵襲性が低

いと考えられる．さらに，本研究で用いた LISW による遺伝子導入法では，簡便かつ短時

間に遺伝子導入が可能であることから，身体的負担も軽いと言える． 

 

3.6.4 遺伝子発現特性と脊髄損傷治療 

 

現在までに考えられている脊髄損傷の遺伝子治療の一つとして，脊髄損傷後に神経軸索

の伸長を阻害するグリア瘢痕の形成に寄与する，アストロサイトの細胞骨格タンパク質(中

間径フィラメントタンパク質)を抑制し，軸索伸張を間接的に助勢する治療プロセスが考え

られる[79-83]．特に，軸索が伸張する白質に存在するアストロサイトに対して，その細胞

骨格タンパク質となる GFAP と vimentin の産生を抑制できれば，効果的な神経再生が期待

できる．このようなタンパク質の発現抑制には，近年の研究によれば RNA 干渉(RNA 

interference, RNAi)が有効とされている[84-87]．RNA 干渉とは，細胞内に導入した siRNA 

(small interfering RNA)と呼ばれる 2 本鎖 RNA によって配列特異的な遺伝子発現抑制，すな

わちタンパク質産生を抑制する現象を指す．LISW による遺伝子導入法を用いて，GFAP と

vimentin の発現遺伝子に対する siRNA をアストロサイトに導入することで，グリア瘢痕の

形成が抑制され，軸索の伸張を促進できる可能性があると考えられる． 

Figure 3-10 に示した遺伝子発現レベルの経日変化から，上記の脊髄損傷の治療プロセス

を考察する．脊髄が損傷すると，TNF-αや IL-6 などの炎症性サイトカインの産生によって

ミクログリアが活性化する[83, 88-91]．損傷 24 時間以内でミクログリアは肥大化，2 ~ 3 日

後には細胞分裂を起こし，その数は健常時の 2 倍以上に増加する[89]．TNF-α の誘導によ
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りアストロサイトも活性化されるが，数日間はニューロンの保護や血液脳脊髄液関門の修

復などに寄与して神経機能再生の一端を担う[90]．脊髄損傷から 24 ~ 48 時間後以降，炎症

の鎮静化とともに，こうした活性化グリアで産生された中間径フィラメントタンパク質に

よるグリア瘢痕の形成が開始される[82, 90]．Figure 3-10 で示した通り，本研究で得られた

LISW による遺伝子導入のタンパク質発現日数は，遺伝子導入から 5 日までは高いレベル

で発現が見られ，中間径フィラメントタンパク質の産生が始まる損傷後数日以内に遺伝子

導入を施せばグリア瘢痕の抑制に十分寄与できると考えられる． 

最後に遺伝子発現の部位選択性について考察する．脳あるいは脊髄といった中枢神経系

の遺伝子治療では，健常組織に影響のない部位選択的な遺伝子発現が強く求められる．そ

れは，健常組織での副作用をできるだけ減らすためである．ウイルスを用いた脊髄への遺

伝子導入では，ウイルスが有する生物活性の高さから脊髄内で広範に遺伝子発現してしま

うので，発現部位の標的化が難しい[68-74]．さらに，免疫反応が強く生じる恐れもあるの

で[92, 93]，脊髄損傷の遺伝子治療には不向きである．第 2 章の伝搬特性計測に基づき，本

章では Figure 3-9 に示した通り，面波源(直径 3 mm)で発生させた LISW を太さ 3 ~ 4 mm の

ラット脊髄実質に直接適用することで指向性よく圧力を作用させ，髄節レベルでの遺伝子

発現位置の制御が可能であることを実証した．これはラット脊髄において，遺伝子治療を

望む髄節だけにタンパク質発現を実現できることを示す結果である．ヒトの場合，脊髄は

太さ 10 ~ 15 mm であるため，脊髄表面から LISW を適用した場合，部位選択的な遺伝子発

現を得るためには，標的部位に対して一定の指向性を有しながら伝搬することが重要とな

る．第 2 章で示した LISW の伝搬特性計測からは，面波源で発生した LISW の圧力減衰は

相対的に小さくなり，より深部への圧力伝搬が可能であると考えられるだろう． 

 

3.7 まとめ 

 

 本章では，第 2 章で計測した伝搬特性に基づき，これまで報告事例のない LISW を用い

た健常ラット脊髄への標的部位選択的な遺伝子導入を実証した．脊髄への遺伝子導入を達

成するための LISW の圧力特性を明らかにし，機能学的な損傷の評価から，安全でかつ細

胞膜の透過性亢進作用を備えた，低フルエンスで多パルスの LISW(フルエンス 0.3 J/cm2，

10 パルス)による遺伝子導入が適していることを示した．さらに胸髄節ごとの遺伝子発現レ

ベルの評価により，部位選択的な脊髄への遺伝子導入が可能であることを示し，その高い

レベルでの発現が 5 日間まで維持されることを示した．発現細胞の同定実験からは，ニュ

ーロンの細胞体への遺伝子導入は達成されていないものの，アストロサイトでの遺伝子発



123 

現が得られていることがわかった．これらの発現特性から，グリア瘢痕形成の一端を担う

中間径フィラメントタンパク質の発現を抑制する遺伝子をアストロサイトに導入すること

によって，脊髄損傷の遺伝子治療につながる可能性があることを考察した． 
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Table 3-1 The 21-point Basso, Beattie, and Bresnahan locomotor rating scale and operational 

definitions of categories and attributes [57, 58]. 

 
(continued on the following page) 

No observable hindlimb (HL) movement

Slight movement of one or two joints, usually the hip and/or knee

Extensive movement of one joint or extensive movement of one joint and slight movement

of one other joint

Extensive movement of two joints

Slight movement of all three joints of the HL

Slight movement of two joints and extensive movement of the third

Extensive movement of two joints and slight movement of the third

Extensive movement of all three joints of the HL

Sweeping with no weight support or plantar placement of the paw with no weight support

Plantar placement of the paw with weight support in stance only (i.e., when stationary) or

occasional, frequent, or consistent weight-supported dorsal stepping and no plantar

stepping

Occasional weight-supported plantar steps; no forelimb (FL)-HL coordination

Frequent to consistent weight-supported plantar steps and no FL-HL coordination

Frequent to consistent weight-supported plantar steps and occasional FL-HL coordination

Frequent to consistent weight-supported plantar steps and frequent FL-HL coordination

Consistent weight-supported plantar steps, consistent FL-HL coordination, and predominant

paw position during locomotion is rotated (internally or externally) when it makes initial

contact with the surface as well as just before it is lifted off at the end of stance; or

frequent plantar stepping, consistent FL-HL coordination, and occasional dorsal stepping

Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination and no toe clearance or

occasional toe clearance during forward limb advancement; predominant paw position is

parallel to the body at initial contact

Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait and toe clearance

occurs frequently during forward limb advancement; predominant paw position is parallel

at initial contact and rotated at lift off

Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait and toe clearance

occurs frequently during forward limb advancement; predominant paw position is parallel

at initial contact and lift off

Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait and toe clearance

occurs consistently during forward limb advancement; predominant paw position is

parallel at initial contact and rotated at lift off

0
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Table 3-1 (continuted) 

 

 
 

 

  

Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait, toe clearance

occurs consistently during forward limb advancement, predominant paw position is

parallel at initial contact and lift off, and tail is down part or all of the time

Consistent plantar stepping and consistent coordinated gait, consistent toe clearance,

predominant paw position is parallel at initial contact and lift off, and trunk instability; tail

consistently up

Consistent plantar stepping and coordinated gait, consistent toe clearance, predominant

paw position is parallel throughout stance, and consistent trunk stability; tail consistently up

19

20

21

Definitions

Slight: partial joint movement through less than half the range of joint motion

Extensive: movement through more than half of the range of joint motion

Sweeping: rhythmic movement of HL in which all three joints are extended, and then fully flex and

extend again; animal is usually sidelying and plantar surface of paw may or may not contact the

ground; no weight support across the HL is evident

No weight support: no contraction of the extensor muscles of the HL during plantar placement of

the paw; or no elevation of the hindquarter

Weight support: contraction of the extensor muscles of the HL during plantar placement of the

paw, or elevation of the hindquarter

Plantar stepping: the paw is in plantar contact with weight support and then the HL is advanced

forward and plantar contact with weight support is reestablished

Dorsal stepping: weight is supported through the dorsal surface of the paw at some point in the

step cycle

FL-HL coordination: for every FL step a HL step is taken and the HLs alternate

Occasional: less than or equal to half; ≤50%

Frequent: more than half but not always; 51-94%

Consistent: nearly always or always; 95-100%

Trunk instability: lateral weight shifts that cause waddling from side to side or a partial collapse of

the trunk
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Fig. 3-1 Schematic representation of a neuron. (a) The axon conducts information from the cell 

body to different targets. (b) Components of the neuron, including the cell membrane, nucleus, 

nuclear membrane, nucleolus, and the organelles are present in the cytoplasm of the neuron [23]. 
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Fig. 3-2 Different types of glial cells. The astrocytes provide support for the neurons, a barrier 

against the spread of the transmitters from synapses, and insulation to prevent electrical activity of 

one neuron from affecting the activity of a neighboring neuron [23]. 
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Fig. 3-3 Structure of the spinal cord [24]. 
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Fig. 3-4 Models of a relative displacement induced by impulsive pressure, . 

(a) Schematic of biological tissue which the pressure waves propagate through. 

(b)-(e) Generation processes of the relative displacement. 
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Fig. 3-5 Schematic representation of plasmid DNA. (a) Plasmid DNA encoding EGFP and (b) 

plasmid DNA encoding firefly luciferase. 
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Fig. 3-6 Configuration for gene transfer into the rat spinal cord by use of LISW. 
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Fig. 3-7 Expression of EGFP gene in the rat spinal cord at 48 h after LISW-based gene transfer 

under the four different treatment conditions: (b) plasmid DNA injection alone; (c), (d), (e) LISW 

application after plasmid injection. (c) 0.3 J/cm2 × 3 pulses, (d) 0.3 J/cm2 × 10 pulses, and (e) 0.9 

J/cm2 × 1 pulse. Broken lines indicate the boundary between the white (upper) and the gray (lower) 

matters. Scale bars indicate 200 μm. 
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Fig. 3-8 Number of pixels showing green fluorescence in the EGFP expression images of rat spinal 

cords under the four different treatment conditions: (a) plasmid DNA injection alone; (b), (c), (d) 

LISW application after plasmid injection. (b) 0.3 J/cm2 × 3 pulses, (c) 0.3 J/cm2 × 10 pulses, and (d) 

0.9 J/cm2 × 1 pulse. Values are expressed as means + S.E.M (n = 4). ** depicts P < 0.01 versus 

plasmid injection alone. 
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Fig. 3-9 Levels of luciferase gene expressions for each thoracic (Th) spinal segment under the three 

different treatment conditions: control vector injection alone, plasmid DNA injection alone and 

LISW application after plasmid DNA injection. Control vector or plasmid DNA was injected into 

the spinal cord segment under the tenth thoracic vertebra, to which LISWs were applied. Results are 

expressed as means + S.E.M (n = 5). ** depicts P < 0.01. 
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Fig. 3-10 Time courses of luciferase gene expressions integrated for the 9th, 10th, and 11th thoracic 

spinal segments for the plasmid injection alone group and the LISW application group. The 

luciferase activity before treatment is also shown for comparison. Values are expressed as means 

+S.E.M (n = 5 - 10). * depicts P < 0.05. 
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Fig. 3-11 Immunochemical identification of cell types in the rat spinal cord, to which EGFP gene 

was delivered by LISWs. (a) NeuN staining (red) showing cell bodies of neurons, (b) and (c) GFAP 

staining (red) showing astrocytes. Green fluorescent shows expression of EGFP gene showed green 

fluorescent, and therefore transfected cells look yellow (arrow heads). 

The scale bars indicate (a) and (b) 50 μm, and (c) 10 μm. 
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Fig. 3-12 Results of functional evaluation based on BBB scoring at 24 h after EGFP gene transfer 

under the same four treatment conditions as those shown in Figs. 3-7 and 3-8. Values are expressed 

as means + S.E.M (n = 4 - 6). * depicts P < 0.05 versus plasmid injection alone. 
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Fig. 3-13 Relationship between the cellular volume fraction and relative displacement for different 

impulse values, pI , given in Table 2-1. (a) Laser fluence 0.3 J/cm2, (b) 0.9 J/cm2. 
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第 4 章 

 

レーザ誘起応力波を用いた siRNA 導入による 

脊髄損傷モデルラットの運動機能改善 
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4.1 はじめに 

 

外傷性の脊髄損傷の病態は，脊髄が直接的外力で損傷を受けることに加え，その数日以

内には炎症性細胞の浸潤や虚血などにより周囲の細胞までもが壊死とアポトーシスに陥る．

脊髄損傷後のグリアの反応(活性化)として，損傷部位に対するアストロサイト，ミクログ

リア，オリゴデンドロサイト前駆細胞，および髄膜細胞の遊走が報告されている[1-3]．損

傷によって活性化されたアストロサイト(reactive astrocyte)には，細胞自体の肥大化，コン

ドロイチン硫酸プロテオグリカン，エフリンなどの細胞外基質の放出が見られる[4-7]．こ

れらの反応は損傷部位を隔離し，炎症反応と損傷の影響を受けていない周辺細胞の壊死を

最小限に抑えようとする神経保護効果がある[8, 9]．しかし，その神経細胞保護のために過

剰に集積した活性化アストロサイトは，損傷後数週間のうちに，組織内にグリア瘢痕と呼

ばれる神経軸索伸長の生理的，および物理的な障壁を形成する．そして，損傷の中心部は

組織が空洞化した状態となってしまう．損傷に反応して内在性の神経幹細胞が増殖するこ

とも明らかになっている．これらはニューロンへは全く分化せず，全てアストロサイトへ

分化してグリア瘢痕の形成に寄与していることが報告されている[10]．中枢神経系の自己

再生能は，他の生体組織に比べて極めて低いため，損傷から数週間経っても再構築されな

かった神経路を回復させるのは非常に困難である．こうして，再生されなかった中枢神経

路が担う運動機能と感覚機能は慢性的に障害を負うこととなる[11-14]． 

以上の背景から，神経軸索の伸長を阻害するグリア瘢痕の形成を抑制できれば，神経路

の構築ならびに運動機能と感覚機能の改善が期待できる．実際，グリア瘢痕形成に寄与す

る活性化アストロサイトの細胞骨格タンパク質(GFAP と vimentin)が欠損したノックアウト

マウスでは，脊髄切断後の神経再生が野生型(遺伝子をノックアウトしていない)マウスに

比べて有意に促進されたという報告が 2003 年に初めてなされている[15]．ごく最近では，

2011 年に Toyooka らが脊髄損傷モデルラットを対象に GFAP と vimentin の発現を抑制する

siRNA 溶液を切開した硬膜下に滴下し，脊髄損傷に起因する膀胱機能の異常を有意に抑制

できることを報告している[16]．彼らは，側索に走行する軸索の再生が膀胱機能の改善に

寄与したとしているものの，一方で，より広範に神経路の再構築が必要となる運動機能の

改善は得られなかった．その主な原因は，過剰発現タンパク質の発現を抑制するための

siRNA の導入が，空間的に限定的であったことが考えられる．運動機能を司る神経路は脊

髄の腹側(前索側)を走行しており，運動機能の改善効果を得るためには，siRNA 導入によ

るグリア瘢痕抑制を生体深部で達成する必要がある．本研究では，この技術的課題の解決

に，LISW による遺伝子導入法が有用であると考えた． 
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 第 2 章と第 3 章で述べた LISW を用いたラット健常脊髄へのレポーター遺伝子導入に関

して得られた知見は，以下のようにまとめられる． 

 

(1) 安全かつ高効率な遺伝子導入が達成された LISW のレーザパラメータは，フルエンス

0.3 J/cm2，スポット径 3 mm，10 パルスであった．このとき脊髄表面に作用するピー

ク圧力は 44 MPa であった． 

(2) 脊髄ファントムを用いた LISW の伝搬特性計測実験から，一定の指向性をもってラッ

ト脊髄中(太さ 3 ~ 4 mm)を LISW が伝搬していると考えられた． 

(3) 遺伝子発現部位の標的性に関して，髄節レベル(長さ~ 5 mm)での遺伝子導入部位の制

御が可能であった． 

(4) 発現細胞種の調査では，白質にある線維性アストロサイトに遺伝子発現が得られてい

ることがわかった． 

(5) 遺伝子発現日数について，遺伝子導入から 5 日まで顕著に発現が見られた． 

 

これらの特性のうち，脊髄損傷受傷後に活性化したアストロサイトに対して，中間径フ

ィラメントタンパク質の発現を抑制する siRNA を導入し，運動機能改善を達成するには，

(2)と(4)の特性は特に重要である．その理由は，運動機能の神経路が走行する前索側でグリ

ア瘢痕の低減が期待できるからである．一方，第 3 章では健常ラットの脊髄を対象とした

のに対し，損傷脊髄への LISW 適用では，(3)の標的性は重要であるが，(1)で示すレーザパ

ラメータが必ずしも安全とは限らない．さらに，第 3 章では細胞の核内への取り込みが必

要となるプラスミド DNA の導入と遺伝子の発現を達成したのに対し，siRNA 分子は細胞

質への取り込み(導入)だけでタンパク質産生の抑制効果がある．これは，細胞質内のメッ

センジャーRNA に対して，導入した siRNA が配列特異的に結合して発現抑制効果を生じる

ためである．(5)に関しては，siRNA 導入の場合，損傷直後からグリア瘢痕が形成され始め

るまでの持続的なタンパク質発現抑制効果が必要となるため，導入後の siRNA 分子の動態

を確認しなければならない． 

 本章では，以上の検討項目を勘案しながら，脊髄損傷モデルラットを対象として GFAP

と vimentin の発現を抑制する siRNA 溶液を髄腔内に注入後，硬膜上から LISW を直接適用

し，運動機能改善効果が得られるか検討した実験について述べる． 

 

4.2 実験方法 
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4.2.1 ラット脊髄損傷モデル 

 

実験動物の疾患モデルは，その治療法の研究開発にとって欠かすことのできないもので

ある．ラットの脊髄損傷モデルは，1985 年に Wrathall らのグループによって考案された

[17-19]．ラットの脊髄上に硬膜(dura mater)を残した状態で 10 g のおもりを自由落下させる

もので，臨床で見られる外傷性の脊髄損傷によく似た生理学的，かつ組織学的病態を引き

起こすことができる．また，脊髄損傷後に観察される機能学的障害に関しても再現性が高

く，現在まで広く用いられている脊髄損傷モデルであるので，本実験においても採用した． 

Sprague-Dawley ラット(日本エスエルシー，メス，体重 180 ~ 270 g)を用い，ペントバル

ビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，第 10 胸椎を椎弓切除し，胸髄硬膜を露

出させた．Figure 4-1 に示すように，外傷性脊髄損傷の作製装置として一般的に用いられて

いる New York University (NYU) impactor を使用し，第 9 胸椎および第 11 胸椎の棘突起を固

定後，10 g のおもりを高さ 25 mm より露出胸随へ垂直落下させ，脊髄実質に挫傷性外傷を

作製した．これらの手技の最中および麻酔が覚醒するまで，保温パッドを用いて体温を 37℃

に管理した．脊髄損傷後に生じる膀胱機能障害(神経因性膀胱)を防ぐため，損傷作製翌日

より自律性排尿が可能となるまで腹部の用手圧迫排尿を行った． 

 

4.2.2 レーザ誘起応力波 

 

LISW の発生方法は，第 2 章と第 3 章で述べた実験と同様である．光吸収体としての黒

色天然ゴム板(厚さ 0.5 mm)にレーザ生成プラズマの閉じ込め用の透明ポリエチレンテレフ

タレート(厚さ 1.0 mm)を接着したターゲットに対して，透明材料側から Q スイッチ・

Nd:YAG レーザ(Brilliant b，Quantel)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス幅 6 ns)を平凸レンズ

(f = 200 mm)で集光して照射した．このときの照射スポット径は 3 mm で一定とした． 

 

4.2.3 損傷脊髄に対する LISW 適用の安全性の調査 

 

第 3 章では，健常な脊髄組織に対して LISW を適用することの安全性を調査するため， 

Basso-Beattie-Bresnahan (BBB)スコアによる運動機能評価を行った[20, 21]．その結果，フル

エンス 0.3 J/cm2 のときは，10 パルスの適用でも運動機能の低下は見られなかったが，フル

エンス 0.9 J/cm2 のときには，1 パルスの適用でも運動機能の低下が見られた． 

一般に物理学的遺伝子導入法では，その物理エネルギーにより組織損傷を引き起こす危
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険性があるため，ここではまず脊髄損傷モデルラットに対する LISW 適用により，機能学

的な損傷が生じないか調査した．上記脊髄損傷モデルを作製後，露出胸髄の硬膜上にフル

エンス 0.3 J/cm2，10 パルスで LISW を適用した．このとき，ターゲットから発生した LISW

を効率的に伝搬させるため，黒色天然ゴムと胸髄硬膜の間には音響結合剤として超音波ゼ

リー(Echo Jelly，アロカ)を塗布した．LISW 適用から 7 日後，14 日後，21 日後に，第 3 章

で述べた BBB スコアによる運動機能評価を行った[20, 21]．脊髄損傷のみの群(Control)と

LISW 適用群(LISW application)の 2 群につき，それぞれラット 4 匹ずつを対象に実験を行っ

てデータの統計解析を行った．実験日ごとに 2 群の BBB スコアにつきマン・ホイットニー

(Mann-Whitney)検定を行い，P < 0.05 を統計学的に有意であるとした． 

 

4.2.4 損傷脊髄への siRNA 導入 

 

前章で述べた LISW によるラット健常脊髄へのレポーター遺伝子の導入実験では，アス

トロサイトにおいて遺伝子発現が観察されている．しかし，外傷を負わせていることと導

入遺伝子が異なることから，損傷脊髄に対しても標的とするアストロサイトに導入遺伝子

(siRNA)が取り込まれるか確認する必要がある．そこで，ラット脊髄損傷モデルに対して蛍

光分子の Alexa Fluor 488 により標識されたレポーターsiRNA (5’-UUC UCC GAA CGU GUC 

ACG UdT dT-3’(sense) and 5’-ACG UGA CAC GUU CGG AGA AdT dT-3’(antisense), Qiagen 

Inc.)の導入実験を行った．siRNA 分子単体では，生体内のリボヌクレアーゼによって数時

間内に分解されてしまうため，それを防ぐためにアテロコラーゲン(1390，Koken)を用いて

siRNA 分子を修飾した[22-26]．生理的条件下において，アテロコラーゲンは正電荷，siRNA

分子は負電荷を帯びるため，その両者は静電気的に結合し複合体を形成する．この状態で

siRNA は生体内の酵素による分解を免れ，組織内に拡散することができる．さらには，負

電荷を帯びる細胞膜と結合しやすくなる．脊髄損傷を作製後，31 ゲージの注射針を装着し

たマイクロシリンジを用いて，露出したラット胸髄の髄腔内の 3 ~ 5 箇所に siRNA 溶液(最

終濃度 10 μM)を合計 50 μl 注入した．実質内への直接注射をしなかったのは，損傷が拡大

してしまうのを防ぐためである．注入速度は，髄腔内の液圧が過度に上昇するのを防ぐた

めに 5 µl/min 未満とした．siRNA 溶液を注入した胸髄の硬膜上からフルエンス 0.3 J/cm2，

10 パルスの LISW を適用した(Fig. 4-2)．先述の実験と同様に，LISW を効率的に伝搬させ

るため，黒色天然ゴムと胸髄硬膜の間に超音波ゼリー(Echo Jelly，アロカ)を塗布した．実

験は，対照群として脊髄損傷のみの群(SCI 群，SCI group)，損傷後に siRNA 溶液を注入し

た群(siRNA 群，SCI + siRNA group)，および siRNA 溶液注入後に LISW を適用した群(LISW
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群，SCI + siRNA + LISW group)の 3 条件で行った． 

中間径フィラメントタンパク質遺伝子の抑制実験には，GFAP と vimentin それぞれの発

現を抑制する siRNA の混合溶液を使用した．siRNA は配列特異的な遺伝子発現抑制が可能

であり，標的とする配列によってその抑制量が変化する[16, 27-31]．そのため，所望のタン

パク質抑制効果を得るためには配列の選択が重要となるが，本実験ではこれまで in vitro，

in vivo の実験でラット脊髄損傷後の中間径フィラメントタンパク質の発現抑制が報告され

ている siRNA を使用した[16]．GFAP (NM_017009)を標的とする siRNA (5’-CGA GUC CUU 

GGA GAG GCA AdT dT-3’ (sense) and 5’-UUG CCU CUC CAA GGA CUC GdT dT-3’ 

(antisense))と vimentin (NM_031140)を標的とする siRNA (5’-UGC UUC UCU GGC ACG UCU 

UdT dT-3’ (sense) and 5’-AAG ACG UGC CAG AGA AGC AdT dT-3’ (antisense))はどちらも

Qiagen 社より購入した．Menet らの報告[15]によれば，GFAP と vimentin のいずれかのみを

欠損したノックアウトマウスでは神経線維の密度は有意に上がらず，GFAP と vimentin を

ともに欠損したノックアウトマウスでは脊髄損傷後の神経再生が促進されている[32-35]．

このことから，GFAP または vimentin 発現遺伝子に対する siRNA を等量で混ぜた siRNA 溶

液を最終濃度 10 μM に調整して用いた．蛍光標識 siRNA の導入実験と同様の手順で，アテ

ロコラーゲンによる siRNA 分子の修飾後，脊髄損傷モデルラットの髄腔内に siRNA 溶液を

50 μl 注入し，硬膜上から LISW を適用した．実験条件は，脊髄損傷のみの群(SCI 群，SCI 

group)，損傷後に siRNA 溶液を注入した群(siRNA 群，siRNA group)，および siRNA 溶液注

入後に LISW を適用した群(LISW 群，LISW group)の 3 条件とした． 

 

4.2.5 蛍光標識 siRNA の分布評価 

 

蛍光分子で標識されたレポーターsiRNA の導入実験では，脊髄損傷および siRNA 導入か

ら 5 日後のラットに対し，ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に 4%

パラホルムアルデヒドリン酸緩衝溶液(200 ml)による灌流固定を行った．灌流固定後，直達

損傷部位を中心に長さ約 10 mm の脊髄を切り出し，灌流固定時と同じ組織固定液で後固定

を約 16 時間行った．20%スクロース入りのリン酸緩衝生理食塩水(4℃)で洗浄した後，液体

窒素を用いて OCT (optimal cutting temperature)コンパウンド(4583，Tissue-Tek)中に組織を包

埋し，ミクロトームを用いて厚さ 10 µm の矢状断切片を作製した．蛍光標識 siRNA の蛍光

は，蛍光顕微鏡(Axiovert 200，Carl Zeiss)を用いて観察した．siRNA 分子に結合している Alexa 

Fluor 488 の蛍光は，波長 465 ~ 505 nm で励起し，波長 515 ~ 565 nm のバンドパスフィルタ

を挿入して観察した．損傷脊髄内の蛍光標識 siRNA 分布を半定量的に評価するため，SCI
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群，siRNA 注入群，および LISW 適用群の 3 群で，取得した蛍光画像において標識 siRNA

由来と考えられる特定の強度以上の緑色蛍光を示すピクセル数を深さ方向に分解してカウ

ントした．各条件でラット 3 匹を対象に実験を行い，それぞれのラットで損傷中心部の画

像を 3 枚ずつ取得し，1 枚あたり任意の 3 本の蛍光強度分布を計測した． 

また，蛍光標識 siRNA のアストロサイトへの取り込みを確認するため，先述の通り作製

した凍結切片に対して GFAP の蛍光免疫染色を行った．抗 GFA・ウサギポリクローナル抗

体(希釈率 1:3，N1506，Dako)を一次抗体，TRITC (tetramethyl-rhodamine-isothiocyanate)標識

抗ウサギ IgG (希釈率 1:40，R0156，Dako)を二次抗体として用いた．インキュベーションの

時間は一次抗体が室温 25℃で 2 時間，二次抗体が室温 25℃で 2 時間である．組織スライス

の封入には，蛍光染色用マウンティングメディウム(S3023，Dako)を用いた．蛍光顕微鏡

(Axiovert 200，Carl Zeiss)による観察で，緑色蛍光を発するレポーターsiRNA と赤色蛍光を

発する GFAP の蛍光画像を重ね合わせて，siRNA 分子のアストロサイト内への取り込みに

ついて評価した．TRITC の蛍光は，波長 534 ~ 558 nm で励起し，波長 590 nm 以上の透過

フィルタを挿入して観察した． 

 

4.2.6 中間径フィラメントタンパク質の発現評価 

 

 脊髄損傷後の中間径フィラメント質の発現量を定量化するため，ウエスタンブロッティ

ング(Western blotting)によるタンパク質定量を行った．脊髄損傷から 5 日後のラットに対し，

ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，直達損傷部位を中心に長さ約

10 mm の脊髄を切り出し，直ちに液体窒素に入れて組織を凍結させた．タンパク質発現の

基準として，椎弓切除をしたが損傷を与えない群(Sham 群)でも同様に，椎弓切除から 5 日

後に脊髄を取り出した．RIPA バッファー(8990, Thermo Scientific)中で組織を均質化

(homogenization)し，タンパク質濃度計測キット(500-0112, Biorad)を用いてバッファー中の

タンパク質濃度を計測した．全てのサンプルでタンパク質濃度が 0.5 mg/ml となるようにバ

ッファー量を調整した後，SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動でタンパク質を分離し

た．これを，ウエスタンブロッティングを用いて膜に転写し，GFAP または vimentin に対

する抗体でそのタンパク質の存在を検出した．ここで用いた抗体は，抗 GFA・ウサギポリ

クローナル抗体(希釈率 1:1000，ROI003，コスモバイオ)と抗 vimentin・マウスモノクロー

ナル抗体(希釈率 1:1000，sc-6260，Santa Cruz Biotechnology Inc.)である．また，内在性タン

パク質として GAPDH の量も同時に計測した．この内在性タンパク質は，取り出した組織

内の全タンパク質量を示す指標となる．一次抗体には，抗 GAPDH・マウスモノクローナ
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ル抗体(希釈率 1:1000，sc-32233，Santa Cruz Biotechnology Inc.)を用いた．二次抗体として，

ペルオキシダーゼ (horseradish peroxidase, HRP)標識の抗体を用い，化学発光検出器

(LAS-3000，富士フィルム)と化学発光検出試薬(ECL reagent，GE Healthcare)によってタンパ

ク質の存在を示すバンド(黒い線)の写真を取得した．ウエスタンブロッティングで得られ

るバンドを定量解析するための画像解析ソフト(Image J)を用いて，SCI 群，siRNA 群，およ

び LISW 群の 3 群において，それぞれ Sham 群と比べたタンパク質量の増減を定量化した．

データの統計解析には 1 元配置分散分析(analysis of variance，ANOVA)を行い，事後検定と

して Tukey 法を用いた．P 値が 0.05 より小さいときに統計学的有意差があると判断した． 

 

4.2.7 組織学的評価 

 

中間径フィラメントタンパク質遺伝子に対する siRNA の導入実験において，脊髄組織内

での同タンパク質遺伝子の発現分布およびグリア瘢痕形成を調査するため，それぞれ組織

切片の免疫染色およびヘマトキシリン・エオシン(Hematoxylin and Eosin, HE)染色を行った．

脊髄損傷から 5 日後および 21 日後のラットに対し，4.2.4 項で述べた手順と同様に凍結組

織切片(厚さ 10 µm，矢状面と横断面)を作製した．免疫染色では，最初に 3%過酸化水素水

で内因性ペルオキシターゼを不活化した後，GFAP 染色では抗 GFA・ウサギポリクローナ

ル抗体(希釈率 1:3，N1506，Dako)を，vimentin 染色では抗 vimentin・マウスモノクローナ

ル抗体(希釈率 1:10，sc-6260，Santa Cruz Biotechnology Inc.)を一次抗体として 4℃で約 16 時

間インキュベーションを行った．リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後，室温で 30 分間，HRP

標識ストレプトアビジンでインキュベーションし， 3,3- ジアミノベンジジン

(diaminobenzidine)を基質として陽性のタンパク質発現を検出した． 

脊髄損傷後の組織内における空洞(神経組織の脱落部分)の形成を評価するため，損傷 21

日後の組織切片(矢状断)について HE 染色画像から空洞断面積の定量化を行った．直達損傷

部中心の HE 染色画像について，ラット 1 匹あたり任意の 3 枚の写真の空洞部分の面積を

画像解析ソフト(Adobe Photoshop 7.0)により評価した．データの統計解析には 1 元配置分散

分析を行い，事後検定として Tukey 法を用いた．P < 0.05 を統計学的に有意であるとした． 

 

4.2.8 運動機能評価 

 

ラットの運動機能を経時的に評価するため，第 3 章で述べた実験と同様に，BBB スコア

による運動機能評価を行った[20, 21]．中間径フィラメントタンパク質に対する siRNA の導
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入実験において，脊髄損傷モデルの作製および LISW の適用から 1 日後，3 日後，5 日後，

7 日後，10 日後，14 日後，および 21 日後に運動機能の評価を行った．BBB スコアの経時

的変化を示すデータに対して 2元配置分散分析を行い，事後検定としてTukey法を用いた．

P 値が 0.05 より小さいときに統計学的有意差があると判断した． 

 

4.3 実験結果 

 

4.3.1 損傷脊髄に対する LISW 適用の安全性の調査 

 

Table 4-1 に，脊髄損傷モデルラットに対する LISW 適用(フルエンス 0.3 J/cm2，10 パルス)

で機能学的な損傷を与えることがないかを調査した実験の結果を示す．脊髄損傷のみの群

と LISW 適用群の間で，損傷 7 日後，14 日後，21 日後の BBB スコアに統計学的に有意な

差は見られなかった．これより，ラットの損傷脊髄に対するフルエンス 0.3 J/cm2，10 パル

スの LISW 適用では，下肢運動機能の低下を引き起こすことはないことがわかった． 

 

4.3.2 損傷脊髄内における siRNA 分布 

 

損傷から 5 日後の脊髄内における蛍光標識 siRNA 導入の実験結果を Figure 4-3 に示す．

頭部を画像左側，背部を画像上側とした矢状断面のラット脊髄組織であり，レポーター

siRNA は緑色の蛍光を呈する．SCI 群(Fig. 4-3 (a))で観測される蛍光は，蛍光標識 siRNA が

注入されていないため自家蛍光であり背景光(バックグラウンド)を表す．siRNA 溶液は損

傷直後に脊髄とそれを囲む硬膜の間の髄腔内に投与されており，脊髄表面部分から髄腔内

を拡散する．しかし，siRNA 群で siRNA 由来の蛍光が観測されたのは組織浅部だけであっ

た(Fig. 4-3 (b))．一方，LISW 群では蛍光標識 siRNA が損傷脊髄内に広く分布している様子

が観察された(Fig. 4-3 (c))．GFAP の蛍光免疫染色の結果(Fig. 4-3 (d), (e), (f))は，脊髄損傷後

に活性化するアストロサイトの発現(赤色蛍光)を示しており，条件によらず損傷部位(写真

の中央部)の周辺に集積している様子が観察された．脊髄表面からおよそ 1.5 mm の深さに

おける，LISW 群の脊髄の蛍光標識 siRNA の分布と GFAP の蛍光免疫染色，およびそれら

の重ね合わせ画像を Figure 4-4 に示す．緑色蛍光で示す siRNA と赤色蛍光で示す GFAP の

重なり(黄色部)が見られることから，アストロサイトに siRNA 分子が導入されていること

を示している． 

Figure 4-5 は，特定の強度以上の緑色蛍光を示すピクセル数の深さ分布を示している．こ
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こで，SCI群で観測されている緑色蛍光を示す 6,000 ~ 10,000 のピクセルは自家蛍光を示す．

siRNA 群では，深さ 0 ~ 300 μm に siRNA 由来の蛍光が多く見られたが，深さ 300 ~ 600 μm，

600 ~ 900 μm，900 ~ 1,200 μm，1,200 ~ 1,500 μm と組織が深くなるにつれて急速に蛍光強度

が減衰している．それに比して，LISW 群では深さ 1,200 ~ 1,500 μm でも高い強度でレポー

ターsiRNA の蛍光が観察できている．このとき，背景光の蛍光強度を差し引くと，siRNA

群の約 3.5 倍のピクセル数であった． 

 

4.3.3 中間径フィラメントタンパク質の発現特性 

 

損傷作製から 5 日後の脊髄組織切片を HE 染色および免疫染色(GFAP，vimentin)した結果

を Figure 4-6 に示す．画像の中心部が外傷を加えた部分である．Figure 4-3 と同様に，頭部

を画像左側，背部を画像上側とした矢状断面の脊髄組織画像である．HE 染色は，組織構造

の全体像と形態学的な変化を把握するためのもので，細胞核と細胞質がそれぞれ青紫色と

ピンク色に染色される．GFAP，vimentin の免疫染色では，それぞれのタンパク質が発現し

た部分が褐色を呈する．Figure 4-6 を見ると，条件によらず外傷直達部分の周囲で中間径フ

ィラメントタンパク質が多く発現していた．褐色領域を比較すると，LISW 適用群では

GFAP と vimentin の両方で損傷中心部分の発現が少なくなっていた． 

この発現量を定量的に評価するために行ったウエスタンブロッティングの結果を Figure 

4-7 (GFAP)と Figure 4-8 (vimentin)に示す．SCI 群の損傷 5 日後の中間径フィラメントタンパ

ク質は，GFAP，vimentin ともにその発現量が著しく増大していることが観察された(Sham

群に比して平均値でそれぞれ 4.9 倍，1.9 倍)．そして，siRNA 群でも両タンパク質の産生抑

制効果が見られたが，LISW 群における発現抑制効果はより顕著であった(GFAP，vimentin

ともに SCI 群に対して P < 0.05)．この結果は，損傷後に発現上昇が見られる中間径フィラ

メントタンパク質を，LISW を用いた siRNA 導入によって効率良く抑制できていることを

示している． 

 

4.3.4 損傷脊髄におけるグリア瘢痕と空洞形成 

 

 脊髄損傷モデル作製から 21 日後の組織画像を Figure 4-9，Figure 4-10，Figure 4-11，およ

び Figure 4-12 に示す．Figure 4-9 は頭部を左側，背部を上側とした損傷中心部の矢状断画像

で，HE 染色と GFAP および vimentin の免疫染色の結果を表す．Figure 4-10 から Figure 4-12

は横断面の組織画像で，損傷中心部とその前後における切片を HE 染色および免疫染色し
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た結果である．挫傷中心部には空洞が形成され，その周囲にはグリア瘢痕が形成されてい

る．このグリア瘢痕形成に寄与する活性化アストロサイトの細胞骨格タンパク質である

GFAP と vimentin は，空洞の周囲に強く発現していることがわかる．HE 染色の結果から空

洞断面積を 3 群で比較すると，Figure 4-13 に示すように LISW 適用群の脊髄組織の空洞の

大きさが，他の 2 群に比して顕著に減少していることが観察された(SCI群に対して P < 0.01，

siRNA 群に対して P < 0.05)．これは，LISW を用いた siRNA 導入により GFAP と vimentin

の発現が抑制されたことでグリア瘢痕の形成が低減され，自発性の軸索伸長を助勢し，組

織の欠落(空洞)が縮小したと考えられる． 

 

4.3.5 運動機能スコアの経時変化 

 

 Figure 4-14 に運動機能評価の結果を示す．Figure 4-14 (c)に示した運動機能スコアの経時

変化を見ると，全条件で損傷後の運動機能は徐々に回復していき，脊髄損傷作製から約 2

週間後には BBB スコアはほぼ変化しない状態となった．損傷 5 日後以降は，LISW 群にお

いて他の 2 群に対して有意に高いスコアが得られた．損傷から 5 日後の平均スコアは，SCI

群，siRNA 群，LISW 群でそれぞれ 3.3，4.4，6.0 であった．BBB スコアの 3 点と 6 点の差

は，可動する関節の数と動きの大きさ(関節角度)に違いを表している (Fig. 4-14 (a), (b))．ま

た，3 週間後の平均スコアは，SCI 群，siRNA 群，LISW 群のそれぞれで 11.3，11.5，13.4

であった．11 点と 13 点では前肢と後肢に協調運動が観察されるかどうかという重要な違

いがある． 

 

4.4 考察 

 

4.4.1 損傷脊髄に対する LISW 適用の安全性 

 

 脊髄損傷に対する遺伝子治療の臨床応用を考えたとき，遺伝子導入効率の高さも重要で

あるが，最も重要視すべきは安全性である．このことは，健常組織に影響のない標的部位

選択的な遺伝子発現が可能か否かに密接に関係する．現在臨床で最も広く用いられている

のはウイルスベクターであるが，ウイルスが有する生物活性の高さから脊髄内で広範に遺

伝子発現してしまうだけでなく，免疫反応を惹起してしまうという問題がある[36-42]．外

傷性脊髄損傷の受傷時に免疫反応が過剰に生じると，二次損傷を拡大してしまう恐れがあ

る．一方，物理学的手法による脊髄損傷の遺伝子治療においては，使用する物理エネルギ
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ーによる組織損傷を引き起こす危険性がある[43-46]．例えば，超音波とマイクロバブルを

用いたラット損傷脊髄へのレポーター遺伝子導入においては，直径 5 mm の発振器(プロー

ブ)から発生させた周波数 1 MHz，デューティ比 20%の超音波を，強度 1 W/cm2 以上で適用

したとき，下肢運動機能の低下を来たした事例が報告されている(照射時間と評価日数は不

明)[47]．上述したように，LISW を用いた本研究においては，脊髄損傷部位に対しレーザ

フルエンス 0.3 J/cm2，スポット径 3 mm，10 パルスの条件における LISW の適用で，適用

から 21 日後まで脊髄損傷モデルラットの運動機能の低下は観察されなかった(Table 4-1)．

これは第 3 章でも述べた通り，LISW の作用時間が短いこと(1 µs 未満)，生体への侵襲性が

低い圧縮性の圧力であること等によるものと考えられる．これらは本遺伝子導入技術の安

全性を示す結果と言える． 

 

4.4.2 LISW の伝搬特性と蛍光標識 siRNA の導入 

 

LISW によるラット脊髄損傷部位への蛍光標識 siRNA の導入実験では，組織深さ 1,200 ~ 

1,500 μm でもレポーターsiRNA 由来の蛍光が明瞭に観察できた(Fig. 4-5)．また，GFAP の蛍

光免疫染色の結果からは，そこに位置するアストロサイトへの siRNA 分子の取り込みが確

認された(Fig. 4-4)．ラット脊髄表面から約 1.5 mm には，運動ニューロンの神経細胞体が存

在する前角(灰白質)，神経軸索が走行する側索および前索(白質)が存在し，いずれの部位も

下肢運動機能に関わる神経路が走行している[48]．本研究の治療プロトコルにおいて，運

動機能回復の鍵となるのは運動神経路を阻害するグリア瘢痕の低減であり，その運動神経

路が存在する部位でアストロサイトに siRNA 導入が確認できた意義は大きい． 

本実験では，siRNA 溶液を髄腔内に投与し，硬膜上からレーザフルエンス 0.3 J/cm2，ス

ポット径 3 mm の条件で発生させた LISW を適用した．siRNA 分子は，生体内のリボヌク

レアーゼによる分解を防ぐためにアテロコラーゲンで修飾されており，これによって

siRNA 溶液は髄腔内で拡散し，数日から一週間は体内で安定に存在できると考えられる[22, 

23]．特にアストロサイト内の GFAP，vimentin を含む中間径フィラメントタンパク質は代

謝回転(turnover)が遅く，いずれのタンパク質も，細胞に存在する全タンパク質量の比で 60%

は半減期 8 日間で代謝し新たなタンパク質が生成されているとの報告がある[49]．siRNA

分子が分解されずに安定に維持できれば，そのタンパク質生成に関わる遺伝子発現抑制が

可能であるため，本研究の治療プロトコルにとっては必要な特性である．しかし，髄腔内

投与で拡散した siRNA 分子が効率的に脊髄の実質内の細胞で取り込まれることはない．生

体内を拡散させた薬剤および遺伝子が細胞内に取り込まれるのは，細胞のエンドサイトー
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シスだけである．第 2 章で述べた脊髄ファントム(ポリアクリルアミドゲル)を用いた実験

では，レーザフルエンス 0.3 J/cm2のとき，ターゲット直下(ファントムなし)および厚さ 2 mm

のファントムの伝搬で，LISW のピーク圧力はそれぞれ 44 MPa と 26 MPa であった．その

ため，アストロサイトへの siRNA 導入が確認された深さ約 1.5 mm の位置では，ピーク圧

力およそ 30 ~ 35 MPa の LISW が作用していると見積もれる．導入対象は異なるが，ラット

皮膚およびマウス脳を対象とした遺伝子導入では，ピーク圧力がいずれも 25 MPa 以上の

LISW 適用(3 パルス)で顕著な遺伝子導入が確認されている[50, 51]．生体部位が異なり一概

には言えないが，本実験で適用した LISW の圧力特性が，損傷脊髄を対象とした遺伝子導

入に必要とされる特性を備えていたと考えられる．そして，Figure 4-3 と Figure 4-5 に示し

たように，脊髄の腹側(前索側)にわたって蛍光標識 siRNA の導入が確認されたのは，硬膜

上からの適用でも LISW が一定の指向性をもって効率的に伝搬したことを示している． 

 

4.4.3 損傷脊髄への治療用 siRNA の導入と運動機能の改善 

 

SCI 群では Figure 4-6 に示した免疫染色の結果から，脊髄損傷モデル作製から 5 日後には

損傷部位の周辺を中心に中間径フィラメントタンパク質の発現が見られ，Figure 4-7 と

Figure 4-8 の結果からは GFAP と vimentin の両方でその発現量が増大していることがわかる．

上述したように，活性化アストロサイトは損傷部位に集積するため，グリア瘢痕抑制には

中間径フィラメントタンパク質に対する siRNA を損傷部位選択的に導入する必要がある．

LISW 群では，蛍光標識 siRNA の導入実験の結果(Figure 4-4)から直達損傷部のアストロサ

イトへの導入が確認されているため，中間径フィラメントタンパク質に対する siRNA もま

た同様にその部位のアストロサイトに導入され，顕著な発現抑制が達成されたと考えられ

る(Fig. 4-7 および Fig. 4-8)．そのため，Figure 4-9 から Figure 4-12 に示した損傷 21 日後の組

織画像でグリア瘢痕の低減が見られたのは，期待通りにグリア瘢痕の形成に関わる中間径

フィラメントタンパク質の発現が抑制されたことが寄与したものである． 

Figure 4-14 に示した運動機能評価の結果では，脊髄損傷の 5 日後以降に，LISW 群におい

て他の 2 群に対して有意に高いスコアが得られた．本実験で用いた外傷性の脊髄損傷モデ

ルでは，運動機能スコアと残存あるいは再形成された神経軸索の本数(おおよそ白質部分の

容積と考えられる)，および組織空洞の大きさに相関があることが知られている[52-55]．

Figure 4-13 に示したように，損傷 21 日後の HE 染色画像において LISW 群の組織空洞の大

きさが他の 2 群に比して顕著に減少していることが観察されている．生体深部に位置する

脊髄の腹側には，皮質脊髄路および前角といった下肢運動機能に関わる神経路が走行して
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いるため，この成果は，LISW によって脊髄深部のアストロサイトに siRNA を導入できた

ことが大きな要因だと考えられる．すなわち，グリア瘢痕の縮小によって再形成される神

経軸索が増加し，結果的に運動機能が改善したと考えられる． 

 

4.5 まとめ 

 

本章では，LISW による遺伝子導入法を用いて，ラット脊髄損傷モデルを対象に，神経

軸索伸長の阻害に関わる中間径フィラメントタンパク質遺伝子の発現を抑制する siRNA を

導入し，損傷後の運動機能改善が得られたことを示した．蛍光標識 siRNA の導入実験から，

LISW の適用により損傷脊髄の深部に存在する活性化アストロサイトへの導入が達成され

ていることが示された．さらに，中間径フィラメントタンパク質遺伝子に対する siRNA を

導入した実験では，LISW を適用したラットにおいて，有意な組織空洞の縮減と運動機能

スコアの向上が見られた．これはグリア瘢痕の形成に関わる中間径フィラメントタンパク

質が siRNA 導入によって抑制されたためと考えられた．以上の結果は，LISW による遺伝

子導入技術で，損傷部位選択的かつ深部への遺伝子導入が実現できたことで得られた成果

である． 

ヒトの脊髄の太さはラットの脊髄のおよそ 3 ~ 5 倍の 10 ~ 15 mm であるため，臨床応用

のためにはより広い範囲での部位選択的遺伝子導入が求められる．第 3 章で示した健常ラ

ット脊髄へのレポーター遺伝子の導入実験では，スポット径 3 mm の LISW 適用によって

髄節レベル(長さ~ 5 mm)での遺伝子導入部位の制御が可能であった．これは，第 2章のLISW

の伝搬特性計測実験で示したように，一定の指向性をもってラット脊髄中(太さ 3 ~ 4 mm)

を LISW が伝搬しているためと考えられた．この特性から，臨床応用時には，レーザの照

射スポット径の拡大または複数回の適用により，さらに広範囲での標的部位選択的な遺伝

子導入が可能であると考えられる．また，レーザが有する出力の制御性と空間制御性に基

づけば，臨床適用時に必要な，より精密な LISW のパラメータ選定が可能である．一方で，

臨床現場においては，高い操作性を実現するため，経カテーテル的遺伝子導入技術が必要

になることが想定される．次章では，光ファイバを用いた経カテーテル的遺伝子導入デバ

イスの開発について述べる． 
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Table 4-1 Motor functional scores on the basis of an open-field test using BBB scale for the two 

groups: Control (SCI alone) and LISW application (SCI followed by application of 10 pulses of 

LISW generated at a laser fluence of 0.3 J/cm2). Scores are expressed as means ± S.E.M (n = 4, 

each group). No significant differences were observed between the two groups. 

 

 

 

 

 

  

Days after SCI 7 14 21

Control 6.4 ± 1.1 9.3 ± 1.6 11.4 ± 1.6

LISW application 7.0± 1.1 8.6 ± 1.6 10.4 ± 1.7
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Fig. 4-1 NYU impactor equipment for production of spinal cord trauma. 
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Fig. 4-2 Experimental arrangement for LISW-mediated siRNA delivery into rat injured spinal cord. 

After laminectomy exposing a tenth dorsal vertebra followed by making a spinal contusion, the 

solution of siRNA was intrathecally injected around the lesion, to which LISWs were applied. 
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Fig. 4-3 Distributions of fluorescence-labeled siRNA (a, c, e) and GFAP expression (b, d, f) in 

sagittal sections of injured spinal cords at 5 days after trauma for the three groups: (i) SCI (a, b), (ii) 

SCI + siRNA (c, d), and (iii) SCI + siRNA + LISW (e, f). The enclosed area with the white lines in 

(e) and (f) are enlarged in the following figures (Fig. 4-4). The scale bars indicate 500 μm. 

 

 

 

  



170 

 
 

Fig. 4-4 Distributions of fluorescence-labeled siRNA (a) and GFAP expression (b) in sagittal 

sections of injured spinal cords at 5 days after trauma for the LISW application group (SCI + siRNA 

+ LISW). The merged image (c) shows evident incorporation of siRNA into GFAP-positive 

astrocytes. The scale bars indicate 50 μm. 
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Fig. 4-5 Depth dependence of fluorescence intensity from the fluorescence-labeled siRNA in 

injured spinal cords. Values are expressed as means ± S.E.M (n = 9, each group). The total number 

of pixels showing green fluorescence in the SCI alone group (SCI) indicates the level of 

background autofluorescence. 
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Fig. 4-6 Immunohistological images (HE: a, d, g; GFAP: b, e, h; vimentin: c, f, i) of longitudinal 

sections of injured spinal cords at 5 days after trauma for the three groups: (i) SCI group (a, b, c), 

(ii) siRNA group (d, e, f), and (iii) LISW group (g, h, i). The scale bars indicate 500 μm. 
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Fig. 4-7 Results of western blot analysis of GFAP expressions in 10-mm longitudinal spinal tissue 

segments centered on the injury site at 5 days after SCI. Results of the relative densities are 

expressed as means + S.E.M (n = 4, each group). * depicts P < 0.05. 
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Fig. 4-8 Results of western blot analysis of vimentin expressions in 10-mm longitudinal spinal 

tissue segments centered on the injury site at 5 days after SCI. Results of the relative densities are 

expressed as means + S.E.M (n = 4, each group). * depicts P < 0.05. 
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Fig. 4-9 Immunohistological images (HE: a, d, g; GFAP: b, e, h; vimentin: c, f, i) of longitudinal 

sections of injured spinal cords at 21 days after trauma for the three groups: (i) SCI group (a, b, c), 

(ii) siRNA group (d, e, f), and (iii) LISW group (g, h, i). The scale bars indicate 500 μm. 
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Fig. 4-10 Histological images (HE staining) of axial sections at 21 days after injury for the three 

groups: (i) SCI group (a, b, c), (ii) siRNA group (d, e, f), and (iii) LISW group (g, h, i).The sections 

are located at the lesion epicenter (b, e, h) and at 3 mm cranial (a, d, g) and caudal (c, f, i) to the 

epicenter. The scale bars indicate 500 μm. 
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Fig. 4-11 Immunohistological images (GFAP) of axial sections at three weeks after injury for the 

three groups: (i) SCI group (a, b, c), (ii) siRNA group (d, e, f), and (iii) LISW group (g, h, i).The 

sections are located at the lesion epicenter (b, e, h) and at 3 mm cranial (a, d, g) and caudal (c, f, i) 

to the epicenter. The scale bars indicate 500 μm. 
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Fig. 4-12 Immunohistological images (GFAP) of axial sections at three weeks after injury for the 

three groups: (i) SCI group (a, b, c), (ii) siRNA group (d, e, f), and (iii) LISW group (g, h, i).The 

sections are located at the lesion epicenter (b, e, h) and at 3 mm cranial (a, d, g) and caudal (c, f, i) 

to the epicenter. The scale bars indicate 500 μm. 
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Fig. 4-13 Results of quantitative analysis of the area of cavitary lesions in the spinal cords on the 

basis of histological images (Fig. 4-9). Values are expressed as means ± S.E.M (n = 9, each group). 

The spinal cords of the LISW group showed comparatively smaller glial scars and the cavitation 

area was significantly reduced compared with those of the SCI group (**P < 0.01) and the siRNA 

group (*P < 0.05). 
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Fig. 4-14 Evaluation of motor functions in the hind limbs on the basis of an open-field test using 

BBB scale. (a) A rat in the SCI alone group showed a severe hindlimb paralysis at 5 days after 

operation, almost dragging his hindlimb (arrow). In contrast, a rat of the LISW group showed 

relatively extensive movements of all three joints of the hind limbs at the same day point (arrow). 

(b) BBB scores at different time points after SCI. Values are expressed as means ± S.E.M (n = 12, 

each group). Asterisks mean significant differences compared with the values in the other two 

groups (*P < 0.05). 
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第 5 章 

 

光ファイバ式遺伝子導入デバイスの開発とその特性評価 
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5.1 はじめに 

 

 内視鏡的あるいは経カテーテル的遺伝子導入技術の開発は，遺伝子治療学に残された重

要課題の一つである．遺伝子治療の根幹技術となる遺伝子導入法にレーザを用いる利点と

して，光ファイバと組み合わせた経カテーテル的応用が可能であることが挙げられる．レ

ーザ光の直接照射による細胞への遺伝子導入では，光ファイバで伝送したフェムト秒レー

ザパルスを培養細胞に照射し，レポーター遺伝子の発現が得られることが複数報告されて

いる[1-3]．例えば，2008 年，Tsampoula らはフッ化水素とフッ化アンモニウムの混合溶液

を使った化学エッチング法[4]によってファイバ端面を円錐レンズ状に加工し，導光したレ

ーザを細胞膜上に集光することでチャイニーズハムスター卵巣細胞へのレポーター遺伝子

の導入を行っている[1]．2010 年には，同グループの Ma らが，紫外線硬化ポリマーのマイ

クロレンズを端面に取り付けた光ファイバと，その周囲にプラスミド DNA 溶液を拡散さ

せるマイクロ流体ノズルを組み合わせたプローブ型装置で，より高効率な遺伝子導入がで

きることを報告している[2]．さらに，2011 年，ファイバ端面にその端面を底面とする円錐

レンズをアレイ状に配置することで焦点位置が複数になり，広範囲における選択部位の培

養細胞に対してレポーター遺伝子導入が達成できることを示している[3]．以上は最近報告

された光ファイバを用いた遺伝子導入の研究事例であるが，導入対象はいずれも培養細胞

であるため，in vivo で応用する場合の装置の操作性と遺伝子導入部位の選択性は不明であ

る． 

 LISW による遺伝子導入法では，一回の適用で遺伝子導入できる細胞数が多く，かつ応

力波が光よりも高効率に生体内を伝搬するため，in vivo において深部組織への適用が可能

である．第 3 章と第 4 章では，LISW による遺伝子導入法を用いて，健常ラット脊髄での

レポーター遺伝子の発現と脊髄損傷モデルラットの遺伝子治療効果を実証し，本遺伝子導

入技術の有用性を示した．今後，本方法を臨床現場で用いる際，高い操作性を実現するた

めに経カテーテル的遺伝子導入技術が必要になることが想定される．現在，脊椎内視鏡下

手術をはじめとする脊椎・脊髄疾患の低侵襲外科手術が広く知られており，柔軟に治療部

位を制御できる経カテーテル的遺伝子導入デバイスは，脊髄損傷の遺伝子治療でも必要に

なると考えられる．本章では，まず LISW 発生に必要なナノ秒パルスレーザの光ファイバ

伝送について述べた後，経カテーテル的遺伝子導入デバイスの作製とそれを用いて発生さ

せた LISW の圧力特性を評価する．そして，ラットの皮膚と脊髄を対象としてレポーター

遺伝子の導入実験を行い，その発現特性を評価し，経カテーテル的遺伝子導入デバイスと

しての有用性を検討する． 
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5.2 ナノ秒パルスレーザの光ファイバ伝送 

 

ナノ秒パルスレーザの光導波には，多関節ミラー方式と光ファイバを利用するものがあ

る．ファイバ材料に対する光吸収率が大きい波長のレーザ(例えば石英と CO2 レーザ光の組

み合わせ)や，高強度のために非線形光学の問題がなければ，より柔軟な操作が可能な光フ

ァイバ方式が医療応用として多く用いられている[5]．最近では撮像用光ファイバもしくは

超小型撮像素子，照明用光ファイバとともに，治療・診断のためのレーザ照射用光ファイ

バを備えた細径内視鏡の開発が進んでいる．そこで，光ファイバ伝送されたレーザ光によ

って LISW を発生させれば遺伝子導入への応用が可能であり，この方式は臨床現場への適

応性も高いと考えられる． 

LISW による遺伝子導入法を経カテーテル的に応用するためには，高出力(MW オーダー)

のナノ秒パルスレーザの光ファイバ伝送が必要となる．しかし，ピークパワーが数 MW 以

上のパルス光を石英ガラスファイバに入射すると，非線形光学効果の自己集束および多光

子吸収によりファイバのコアが損傷するため，高出力ナノ秒パルスレーザの光伝送は容易

でない[6-10]．例えば Sano らは，レンズアレイによって分割したレーザビームを異なる焦

点でファイバ内に入射する光学系を用いて，コア径 0.6 mm の SI 型マルチモード石英ファ

イバに対し，入射エネルギー27.9 mJ/pulse の Q スイッチ・Nd:YAG レーザの第 2 高調波(波

長 532 nm，パルス幅 5 ns，繰り返し周波数 10 Hz)を伝送できることを報告している[11-13]．

また，石英ファイバではないが，Miyagi らの研究グループでは，内径 l mm，長さ l m の環

状オレフィンポリマー(cyclic olefin polymer，COP)を内装した中空ファイバにより，パルス

エネルギー75 mJ，パルス幅 13 ns (ピークパワー約 6 MW に相当)の Nd:YAG レーザ基本波

(1.06 μm)を，ファイバの損傷なく伝送できたと報告している[14-16]． 

LISW を用いた遺伝子導入においては，プラズマ発生に必要なエネルギーを伝送した上

で，そのプラズマ膨張を空間的に閉じ込めることで高圧力を発生できる(2.5.2 項を参照)．

そこで，本実験では特殊な光学系を用いなくとも，ターゲットの選定によって遺伝子導入

を達成しうる圧力特性が得られると考え，光通信用の石英ファイバを用い，ナノ秒パルス

レーザ光を安定伝送できる最大強度および出射角について調べた．以下の実験ではステッ

プインデックス(step index，SI)型のファイバを用いた．理由は，グレーデッドインデックス

(graded index，GI)型では一般的にコア材料にゲルマニウムを添加しており，純粋石英の SI

型の方が耐光強度が高いためである[17]． 
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5.2.1 実験方法 

 

 Figure 5-1 に実験構成図を示す．光源には Q スイッチ・Nd:YAG レーザ(HOYA Continuum，

Surelite I)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス幅 6 ns)を用いた．レーザ光の伝送に用いるフ

ァイバには，長さ 1 m の SI 型マルチモード石英ファイバ(コア径 1 mm，コーティング径 1.4 

mm，開口数 0.39，FT-1.0-UMT，THORLABS)を用いた．この光ファイバは，経カテーテル

的応用を目的とするため，ナノ秒レーザ光を伝送可能で，コア径ができるだけ細く曲げ強

度の高いものを選定した．さらに入射光エネルギーの結合損失を小さくするため，ファイ

バの開口数は大きく，焦点距離の長いレンズ(f = 400 mm)を併せて選定した．レーザからの

出射光を f = 400 mm の平凸レンズで集光した場合，レーザエネルギーが 50 mJ を越えても

空中での光学的絶縁破壊は生じなかった．ファイバ内での集光を避けるため，レーザパル

スを焦点より後方の位置(平凸レンズから光ファイバ端面までの距離は約 45 cm)において

光ファイバに結合した．入射パルスエネルギーは可変アッテネータを用いて変化させた．

各入射パルスエネルギーにおいて 5 パルス平均の出射パルスエネルギーを 3 回ずつ測定し

た．計測はファイバが直線状の場合(Fig. 5-1 (a))と曲げ角度 270°(曲率半径 12 ~ 15 cm) (Fig. 

5-1 (b))の場合の 2 通りで行った．また，伝送レーザ光の出射角を計測するため，ファイバ

端から距離 0，2，4，6，8，10，12，14 mm の位置に，出射軸に対して垂直面になるよう

バーンペーパー(Polaroid 667)を配置し，レーザのビームパターンを取得した(ファイバは直

線状)． 

 

5.2.2 結果と考察 

 

 光ファイバを直線状または曲げて配置したときの入出力エネルギー特性を Figure 5-2 に

示す．入射パルスエネルギーが約 15 mJ まで，ファイバの破損と出力エネルギーの低下は

見られなかった．ファイバが直線状の場合，入射エネルギーに対する出射エネルギーの割

合(伝送効率)は 84.5%から 88.7%であり，平均値は 86.7%であった．一方，曲げ角度 270°(曲

率半径 12 ~ 15 cm)の場合，伝送効率は 82.9%から 86.1%であり，平均値は 84.7%であった．

曲げた場合の伝送効率の若干の低下は，放射損失(コアとクラッドとの境界面への光の入射

角が変化し，臨界角以上の光が放射することにより生ずる損失)によるものと考えられる．

曲げ状態の場合，入射パルスエネルギーを 17.1 mJ としたときに 1 パルスで入射端面より

数 cm 内部でファイバの破損が生じ，2 パルス目以降の出射エネルギーは次第に減弱した．

このとき伝送効率は 77.3%まで低下した． 
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 本実験で用いた光ファイバのコア径は 1 mm であり，レーザの入射エネルギーが 17.1 mJ

のとき入射端面のレーザ強度は 0.36 GW/cm2である(ピークパワーは 2.85 MW)．光ファイ

バの損傷が入射端から 2 ~ 3 cm 内部(コア内)に見られたのは，入射光がコア内部で自己集

束し，レーザ強度が入射端面の強度よりも大きくなったためと考えられる．安定なエネル

ギー伝送には 17.1 mJ 未満のパルスレーザエネルギーで入射する必要があることがわかっ

た．しかし，損傷閾値はファイバ端面の傷や汚れなどによって変化するため，より低いパ

ルスエネルギーを用いることが望ましい． 

 Figure 5-3 に，ファイバ端からの出射されたレーザ(平均エネルギーは 3.7 mJ)のビームパ

ターンとそれより求めたビーム直径の出射端からの距離依存性を示す．ファイバ端面から

出射直後(0 mm)のビーム直径はコア径と同じ 1 mm であったが，10 mm でビーム直径は 2 

mm であった．グラフの直線は一次関数で近似したものである．例えばファイバ端から出

射されたパルスエネルギーが 10 mJ の場合，スポット径 1 mm (ファイバ端面)でフルエンス

1.3 J/cm2，スポット径 2 mm (ファイバ端からの距離 10 mm)でフルエンス 0.3 J/cm2 となる． 

 

5.3 光ファイバ式遺伝子導入デバイスの開発と特性評価 

 

LISW による遺伝子導入法を，光ファイバを用いて経カテーテル的に応用するためには，

光ファイバの先端に光吸収体を配置する必要がある．光ファイバの先端で応力波を発生す

る方法としては，ファイバ端に光吸収体を付着させる方法がこれまでに報告されている．

Nose らは，石英ファイバ(外径 1 mm)を用いて伝送した波長 1064 nm の Q スイッチ・Nd:YAG

レーザ光(パルス幅 12 ns)を出射端面に付着させたアルミニウム粒子に吸収させることで数

百 MPa の圧力が発生できることを報告している[18]．また，Ho:YAG レーザ光(波長 2.1 μm，

パルス幅 350 μs)の水に対する吸収率が高いことを利用して，そのレーザ照射で発生する気

泡を駆動源とする液体ジェット流および応力波の発生装置(光ファイバ式デバイス)が開発

されている[19-27]．血栓破砕および組織切開への応用として，東北大学病院を中心に神経

膠腫，脳内出血をはじめとする臨床応用が行われている．しかし，プラズマ発生は伴わず，

発生する応力波は水のアブレーションによって発生する気泡の膨張力によるため，得られ

る圧力は本研究の目的である遺伝子導入が達成しうる特性として十分ではない．例えば，

ファイバ端からの出射レーザパルスのエネルギーが 400 mJ 以上でも，ピーク圧力は数百

kPa 程度と低い[26]．そのため，アブレーションによって発生する気泡の出射口を小さくす

ることで高い圧力を得る工夫がなされている[27]．本実験では，5.2 項で述べた，光ファイ

バを用いて伝送されたナノ秒レーザ光を用いて，LISW を発生するデバイスを次の通り作
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製した． 

 

5.3.1 実験方法 

 

 パイレックス細管の一端に光吸収体を熱収縮チューブで固定し，同細管の他端よりファ

イバを挿入する構造のデバイスを作製した(Fig. 5-4)．光吸収体としては，第 2 章で述べた

のと同じ，厚さ 0.5 mm の黒色天然ゴム板を使用した．同ゴム板にプラズマ閉じ込め用の透

明ポリエチレンテレフタレート(PET，厚さ 1.0 mm)をアクリル樹脂用接着剤で接着した．

Figure 5-4 (b)と(c)に示すように，PET シート(PET disk)の有無にかかわらず，先端部の最大

外径は 2.7 mm である．このサイズは一般消化器内視鏡のルーメンに適用可能な太さ(< 3 

mm)である．このデバイスを用いて発生させた LISW を以下，光ファイバ式 LISW と呼ぶ． 

 光ファイバ式 LISW の発生方法は，5.2.1 項と同様に，Q スイッチ・Nd:YAG レーザ(HOYA 

Continuum，Surelite I)の第 2 高調波(波長 532 nm，パルス幅 6 ns)を，平凸レンズ(f = 400 mm)

を用いて SI 型マルチモード石英ファイバ(コア径 1 mm，コーティング径 1.4 mm，開口数

0.39，FT-1.0-UMT，THORLABS)に結合し，出射端に上述のデバイスを取り付けた．このと

きの光ファイバの長さは 1 m，曲げ角度 270°(曲率半径 12 ~ 15 cm)とした． 

光ファイバ式 LISW の圧力時間特性の測定方法は，2.4.3 項で述べたのと同様である．ハ

イドロフォンの検出面に超音波ゼリー(Echo Jelly，アロカ)を介して上述のデバイスのター

ゲット(ゴム板)下面を接触させ，ファイバ伝送されたパルスレーザ光を照射して LISW を発

生させた．黒色ゴム表面におけるレーザスポット径は 1 mm とした．光ファイバの損傷閾

値(パルスエネルギー約 17 mJ)より十分低く，光吸収体表面でのレーザ生成プラズマを引き

起こせる条件(2.5.1項よりフルエンス 0.3 J/cm2以上)として，フルエンス 0.5 J/cm2と 1.0 J/cm2 

(パルスエネルギーはそれぞれ 3.9 mJ と 7.9 mJ)を選定した．また，同一ターゲットへの繰

り返しレーザ照射で圧力特性がどう変化するかを調査するため，同一ターゲットを用い，1，

2，5，10 パルス目の LISW の圧力時間特性を測定した．本計測においてパルスとパルスの

時間間隔は約 15 秒としたが，短縮可能である．2.4.3 項と同様に，LISW の圧力特性の指標

となるピーク圧力，圧力上昇速度，圧力積分値を求めた． 

次に，2.4.4 項と同様にシャドウグラフ法を用いて，光ファイバ式 LISW の波面の可視化

を行った．実験装置図を Figure 5-5 に示す．皮膚，筋肉，脊髄などの軟組織の音響ファン

トムとして 25℃の純水(音響インピーダンス 1.5×106 Ns/m3 [28])を用いた．照明用の光源に

は，ローダミン 6G に Q スイッチ・Nd:YAG レーザ(Brilliant b，Quantel)の第 2 高調波(波長

532 nm，パルス幅 6 ns)を平凸レンズ(f = 20 mm)で集光照射して発生させた点光源を用いた．
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点光源からの光を平凸レンズ(f = 150 mm)によって平行光にした後，外寸法 10 cm×10 cm×

10 cm (壁厚 2 mm)のアクリル製水槽内を透過させ，さらに平凸レンズ(f = 150 mm)で集光し，

高速度カメラ(FASTCAM SA3 model 120K-M2，フォトロン)で撮影した．パルス遅延器

(DG535，東京インスツルメンツ)を用い，LISW 発生のためのレーザと照明用レーザに 3 s

のパルス遅延を発生させ，光ファイバ式 LISW の波面の形状を撮影した． 

 

5.3.2 結果と考察 

 

Figure 5-6 に光ファイバ式 LISW の圧力時間波形を示す．(a)は PET シートなし，フルエ

ンス 1.0 J/cm2 で発生させた光ファイバ式 LISW の 1，2，5，10 パルス目の圧力時間波形で

ある．(b)と(c)は PET シートありで，それぞれフルエンス 0.5 J/cm2 と 1.0 J/cm2 で発生させ

た光ファイバ式 LISW の 1，2，5，10 パルス目の圧力時間波形である．ピーク圧力，圧力

上昇速度，および圧力積分値のパルス数依存性を Figure 5-7 に示す．PET シートなしの場

合(フルエンス 1.0 J/cm2)，ピーク圧力は 1 パルス目 14.9 MPa，10 パルス目 6.9 MPa であり，

圧力積分値は 1 パルス目 0.83 Pa・s，10 パルス目 0.33 Pa・s であった．後述の PET シート

ありの場合と比べると，複数パルス照射時の圧力の低下は小さい．しかし 1 パルス目でも

ピーク圧力は 15 MPa 程度と低い値であった．これは，ファイバ端面とターゲットのゴムシ

ートを接着，あるいはファイバ端面によるゴムの押圧をしていないことから，プラズマ閉

じ込め効果を果たさず，ピーク圧力が小さくなっていると考えられる．PET シートありの

場合，フルエンス 1.0 J/cm2 のとき，ピーク圧力は 1 パルス目 48.5 MPa，10 パルス目 8.6 MPa

であった．この減少は 2 パルス目以降ではレーザターゲットの黒色ゴムと PET シートが剥

離してプラズマ閉じ込め効果が減弱するためと考えらえる．LISW による遺伝子導入法で

は，第 3 章でも述べたように，ピーク圧力，圧力の時間積分値，圧力上昇速度が遺伝子導

入効率に関与する[29-36]．これらの圧力特性のパルス依存性を見ると，ピーク圧力に比べ

て圧力の時間積分値は緩やかに減少していくことがわかる．圧力積分値は 1 パルス目 5.3 

Pa・s，10 パルス目 2.5 Pa・s であった．そのため，複数パルス照射でも遺伝子導入に寄与

する可能性が考えられる．この結果に基づき，次項の遺伝子導入実験では，10 パルスまで

の光ファイバ式 LISW の適用を 1 セッションとして，ターゲットを交換することとした． 

Figure 5-8 に光ファイバ式 LISW の波面を可視化した画像を示す．幾何的な拡がりを伴っ

ているものの，ターゲット直下では明瞭な波面が観察され，一定の指向性を有しながら伝

搬していることがわかった．これより，第 2 章と第 3 章で述べたことと同様に，光ファイ

バ式 LISW も，生体深部に対して部位選択的に作用させることができると考えられる．し
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かし，コア径(スポット径)が小さいほど LISW の拡がり減衰は大きくなるため，遺伝子導入

の目標深度によってはスポット径をより広く設定する必要がある． 

 

5.4 光ファイバ式遺伝子導入デバイスを用いた遺伝子導入実験 

 

5.4.1 実験方法 

 

5.3 節で述べたデバイスを用いて，遺伝子導入のテストベッド(test tissue)としてラット皮

膚を対象にレポーター遺伝子の導入実験を行い，光ファイバ式 LISW による遺伝子導入の

発現特性を評価した．次に，脊髄への標的遺伝子導入が可能であるかを調べるため，健常

ラット脊髄を対象に光ファイバ式 LISW によるレポーター遺伝子の導入実験を行った． 

 

5.4.1.1 ラット皮膚への遺伝子導入実験 

 

 光ファイバ式 LISW による遺伝子導入の発現特性を評価するため，ラット皮膚を対象に

ルシフェラーゼもしくはEGFP発現遺伝子をコードしたプラスミドDNAの導入実験を行っ

た．ここで用いたプラスミド DNA の詳細は 3.4.1 項で述べた通りである．遺伝子導入対象

として Sprague-Dawley ラット(日本エスエルシー，オス，体重 330 ~ 380 g)を用いた．麻酔

としてペントバルビタール 50 mg/kg を腹腔内投与し，背部を剃毛，除毛した．27 ゲージの

注射針を装着したマイクロシリンジを用いて，プラスミド DNA 溶液を皮内に注入した．

このときルシフェラーゼと EGFP 発現遺伝子の濃度と注入量はそれぞれ 1.0 µg/µl，10 µl，

および 2.0 µg/µl，20 µl とした．その上部に，5.3.1 項で述べたデバイスを用いて光ファイバ

式 LISW を適用した(Fig. 5-9)．このとき，黒色天然ゴム下面と皮膚表面の間には音響結合

剤として超音波ゼリー(Echo Jelly，アロカ)を塗布した．レーザフルエンスは 1.0 J/cm2 で一

定とし，10 パルスの照射(1 セッション)ごとにターゲットを交換した． 

ルシフェラーゼ発現遺伝子の導入実験では，光ファイバ式 LISW を，(i)PET シートなし，

3 セッション，(ii)PET シートあり，1 セッション，(iii)PET シートあり，3 セッションの 3

条件で適用した．これらの 3 条件は，PET シートの有無およびセッション数での発現レベ

ルの違いを調査するために選定した．遺伝子発現レベルの定量評価には，ルシフェラーゼ

アッセイキット(E1500，Promega)を用いた．遺伝子導入から 24 時間後，直径 5 mm の生検

トレパンにより皮膚組織を採取し，あらかじめ 1.5 ml チューブに用意された 1000 µl の細

胞溶解液に浸し，剪刀によって細かく切断，均一化した．この遺伝子発現の評価時間(24
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時間後)は，これまで報告されている LISW を用いた皮膚組織への遺伝子導入実験の結果に

基づき決定した[33, 36, 37]．同サンプルを遠心(150×100 rpm，15 分)した後，上澄み 20 µl

を 5 ml ラウンドチューブに移し，100 µl のルシフェリンを滴下した．攪拌後，ルミノメー

タにて，10 秒間の化学発光量をルシフェラーゼ活性として測定した．プラスミド DNA 注

入のみ(Control 群)と上述した 3 条件の光ファイバ式 LISW 適用群の計 4 条件につき，それ

ぞれラット 8 匹を対象に実験を行った．データはクラスカル・ウォリス(Kruskal-Wallis)検

定による比較を行い，多重比較にはシェッフェ(Scheffe)の方法を用いた．P < 0.05 を統計学

的に有意であるとした． 

EGFP 発現遺伝子の導入実験では，上述のプラスミド DNA 溶液の注入部位に，レーザフ

ルエンス 1.0 J/cm2，PET シートあり，3 セッションの光ファイバ式 LISW を 1 箇所または 2

箇所適用した．遺伝子導入から 24 時間後，ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与に

よる麻酔下に，直径 8 mm の生検トレパンを用いて皮膚組織を採取した．自家蛍光を発す

る角質をテープストリッピングにより剥離し，4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝溶液中

で約 16 時間組織固定を行った．固定後，蛍光顕微鏡(Axiovert 200，Carl Zeiss)を用いて，皮

膚上面より波長 465 ~ 505 nm で励起し，波長 515 ~ 565 nm のバンドパスフィルタを挿入し

て EGFP の蛍光分布を観察した． 

 

5.4.1.2 健常ラット脊髄への遺伝子導入実験 

 

 Sprague-Dawley ラット(日本エスエルシー，メス，体重 240 ~ 280 g)を対象に，光ファイ

バ式 LISW による健常ラット脊髄への遺伝子導入実験を行った．ペントバルビタール 50 

mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，第 10 胸椎の椎弓切除を施し，胸髄硬膜を露出させた．

固定台を用いて，胸髄硬膜を露出したラットおよび 27 ゲージの注射針を装着したマイクロ

シリンジを固定した．マイクロシリンジは，ラット前頭面に対して垂直な方向から，下位

の脊髄が走行する方向に対して 10°傾斜させ，正中からの左に距離 1 mm，硬膜からの深

さ 2 mm の脊髄実質に刺入し，EGFP 発現遺伝子のプラスミド DNA 溶液(濃度 5.0 µg/µl)を

10 µl 注入した．注入速度は，髄内の液圧(動圧)が過度に上昇するのを防ぐために 5 µl/min

未満とした．光ファイバ式 LISW の適用方法は先述のラット皮膚の場合と同様とし，プラ

スミド DNA 溶液を注入した胸髄の硬膜上に光ファイバ式 LISW (レーザフルエンス 1.0 

J/cm2，PET シートあり，3 セッション)を適用した． 

遺伝子導入から 48 時間後，ペントバルビタール 50 mg/kg の腹腔内投与による麻酔下に，

4%パラホルムアルデヒドリン酸緩衝溶液(200 ml)による灌流固定を行った．灌流固定後，



190 

椎弓切除部分(遺伝子導入の標的部位である第 10胸椎下)の組織を中心に長さ約 10 mmの脊

髄を切り出し，灌流固定時と同じ組織固定液で後固定を約 16 時間行った．固定後，ラット

皮膚の場合と同様に，EGFP の蛍光分布を観察した． 

 

5.4.2 結果と考察 

 

 ラット皮膚へのルシフェラーゼ発現遺伝子の導入実験の結果を Figure 5-10 に示す．PET

シートなし，3 セッションのときのルシフェラーゼ活性は，非適用群(プラスミド DNA 注

入のみでレーザ照射なし)のときと比べて約 11.7 倍増大していることがわかった(P < 0.05)． 

PET シートありの場合，1 セッションのときのルシフェラーゼ活性は非適用群に対して統

計学的な有意差がなかったものの，3 セッション適用時には，非適用群に比して約 20.9 倍

のルシフェラーゼ活性が得られた(P < 0.01)．5.3.2 項で述べた結果より，PET シートなしと

ありでは，ピーク圧力は 1 パルス目にそれぞれ 14.9 MPa と 48.5 MPa であった．よって，

ピーク圧力が小さい PET シートなしの場合でも，3 セッション適用すれば，1 セッション

の PET ありの場合よりも高いルシフェラーゼ活性が得られていることがわかる．遺伝子発

現効率がレーザパルス数に依存することは，3.6.1 項の健常ラット脊髄に対する EGFP 発現

遺伝子の導入実験でも観察されていた．同様に，LISW による遺伝子導入法では，in vitro，

in vivo によらず他の報告でも同様に遺伝子発現レベルのパルス数依存性が報告されている

[23, 24, 26]．これは，3.6.1 項の考察で述べたのと同様に，先発の LISW 適用で細胞膜の透

過性亢進性が上がった状態で，後発の LISW によってプラスミド DNA 溶液に流速が生じて

細胞内に取り込まれるプラスミド DNA の数が多くなるためと考えられる．この点は，今

後詳細な検討が必要である．以下の EGFP 発現遺伝子の導入実験では，上述の結果に基づ

き，最も高いルシフェラーゼ活性が得られた PET シートあり，3 セッションの光ファイバ

式 LISW を適用している． 

Figure 5-11 にラット皮膚における EGFP の発現分布を示す．皮膚表面を直上から見たと

きの写真であり，緑色蛍光が EGFP の発現を示している．光ファイバ式 LISW の適用部位

が 1 箇所の場合(Fig. 5-11 (a))と 2 箇所の場合(Fig. 5-11 (b))で，遺伝子発現部位はどちらも

LISW を適用した直径約 1 mm の円形の領域内に限定されていた．これは，Figure 5-9 の波

面の可視化実験結果でも示した通り，面波源(直径 1 mm)で発生させた光ファイバ式 LISW

が一定の指向性を有しながら圧力を作用させることができたためと考えられる．Figure 5-11 

(b)では，およそ 1 mm 程度離れた 2 点でそれぞれ緑色蛍光が観察され，遺伝子導入部位を

精密に制御できていることを示した．生体組織を対象として，約 1 mm の間隔で遺伝子発



191 

現部位を選択的に得られる遺伝子導入技術は，著者の知る限りで現在までに報告されてい

ない．これより，本方法を用いることで今までの in vivo 遺伝子導入技術にない部位選択的

な遺伝子導入が可能であることがわかった． 

Figure 5-12 に健常ラット脊髄における EGFP の発現分布を示す．背景光の蛍光強度が高

いものの，光ファイバ式 LISW を適用した部位(おおよそ破線で囲まれた部位)の中で EGFP

由来の緑色蛍光が観察された．EGFP の発現は，LISW 適用部位の周辺にも点在して見られ

た．これは，遺伝子導入から 48 時間の間に起きた細胞移動，または 3.5.2 項で述べたのと

同様に，発現した EGFP が脳脊髄液中に流出しているためと考えられる．脊髄を対象とし

た遺伝子導入の報告の中で，部位選択的な遺伝子発現が得られているのは超音波を用いた

方法である[38, 39]．マイクロバブルを併用した超音波法によるラット脊髄へのレポーター

遺伝子の導入実験では，直径 5 mm のプローブを直接脊髄に接触させ，照射部位周辺の髄

膜細胞での遺伝子発現を得ている[38]．本実験で用いた光ファイバ式遺伝子導入デバイス

の最大外径は 2.7 mm (LISW の発生源は直径 1 mm)であり，部位選択性に加え，従来技術で

は実現されていない細径化された遺伝子導入装置と言える．実用上，このサイズは一般消

化器内視鏡のルーメンに適用可能な太さであり，他の内視鏡イメージング装置との組み合

わせとしても応用できる潜在的能力がある． 

第 4 章で述べた脊髄損傷モデルラットの遺伝子治療では，スポット径が 3 mm，フルエン

スが 0.3 J/cm2 (パルスエネルギー21 mJ)の LISW をラットの脊髄に適用した．LISW の発生

スポット径は，ファイバ端からターゲットまでの距離を変化させることで調節できるが，

遺伝子導入に必要とされる圧力特性を得るためには伝送可能なパルスエネルギーが高い方

が望ましい．仮に，ヒト脊髄(実質の太さは 10 ~ 15mm)への適用を想定してスポット径が 5 

mm，フルエンスが 0.3 J/cm2 の LISW をファイバ出射端付近で発生させる場合，伝送するパ

ルスエネルギーは 59 mJ となる．本実験で用いた光ファイバの伝送特性からは，このパル

スエネルギーを伝送することは難しく，ナノ秒レーザパルスのファイバ伝送技術の改善(こ

れまでの研究例は 5.2 項を参照)が臨床応用に向けて必要となると考えられる． 

 

5.5 まとめ 

 

LISW を用いた遺伝子導入法では，光ファイバを用いた経カテーテル的または内視鏡的

な遺伝子治療への応用が期待される．本章では，LISW を発生させるための最大外径 2.7 mm

のプローブ型デバイスを作製し，光ファイバ式 LISW によるレポーター遺伝子の導入を試

み，遺伝子導入デバイスとしての有用性について検討した．その結果，遺伝子導入の達成
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に必要とされる圧力特性，および遺伝子発現部位の標的性が得られることがわかった．遺

伝子導入効率と操作性を上げるために，光ファイバの伝送エネルギーを上げること(例えば

中空ファイバの利用など)，プローブの交換を簡単にする工夫等が今後は必要であるが，遺

伝子導入デバイスとしての有効性は示せたと言える．現在，脊椎内視鏡下手術をはじめと

する脊椎および脊髄の疾患の低侵襲外科手術が一般的になり始め，柔軟に治療部位を制御

できる経カテーテル的遺伝子導入デバイスは，脊髄損傷の遺伝子治療でも必要になること

が想定される．そのため，本章で述べた経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発は，LISW

による遺伝子導入法を用いた脊髄損傷の遺伝子治療の臨床現場における実現に向けた

breakthrough である． 
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Fig. 5-1 Experimental arrangement for the measurement of optical transmittance in the quartz fiber. 
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Fig. 5-2 Dependence of the transmitted laser energy and on the incident laser energy for (a) straight 

and (b) 270 degree bent waveguide conditions. 

 

  



199 

 

 

 

 

Fig. 5-3 Spot diameter of the laser pulse beams transmitted through straight waveguides in the fiber. 

(a) Ablation patterns taken on a photosensitized paper (b) Spot diameters as a function of distance 

from the fiber tip. 
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Fig. 5-4 (a) Experimental setup for the fiber-based LISW generation. Configuration of the 

fiber-based LISW generators: (b) without a PET disk and (c) with a PET disk. 
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Fig. 5-5 Diagram of the experimental setup for visualization of the fiber-based LISW propagation 

through water. 
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Fig. 5-6 Temporal pressure profiles of the fiber-based LISWs. 
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Fig. 5-7 Pressure characteristics of the fiber-based LISWs as a function of propagation distance. 
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Fig. 5-8 Shadowgraph of the fiber-based LISW propagating through water at 3 µs after laser 

irradiation. 

 

 

 

  



205 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-9 (a) Photograph of gene transfer system mediated by the optical fiber-based LISW. 

(b) Experimental configuration of the gene transfection. 
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Fig. 5-10 Luciferase activities in rat skins at 24 hours after application of fiber-based LISWs; a laser 

target was exchanged every 10 laser pulses for efficient confinement of laser-induced plasma. 

Values are expressed as means + standard error (n = 8). *P < 0.05, ** P < 0.01. 
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Fig. 5-11 Distribution of EGFP gene expression at 24 h after application of three sessions of LISWs. 

After plasmid injection, LISWs were applied to (a) one site and (b) two sites with the fiber tip. 
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Fig. 5-12 Distribution of EGFP gene expression at 48 h after application of three sessions of LISWs. 

(a) Stereomicroscopic view of dorsal part of thoracic spinal cord and (b) fluorescent 

stereomicroscopic image after LISW application. The dashed circle (1 mm diameter) indicates the 

LISW application area. 
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6.1 はじめに 

 

 現在，日本には約 10 万人の脊髄損傷患者がいるとされているが，その中には若年層も多

く，長年にわたる麻痺による日常生活の不自由さと精神的な負担に苦しんでいる．神経組

織の再生能は他の生体組織と比べて極めて低いことから，現在までに脊髄損傷によって失

われた機能を回復するための有効な治療法は確立されていないが，神経再生に関する近年

の数多くの研究成果によれば，この脊髄損傷の治療法として遺伝子治療が有望視されてい

る．ごく最近の報告では，神経軸索の伸長を阻害するグリア瘢痕の形成に関わる中間径フ

ィラメントタンパク質の発現を抑制する siRNA を損傷脊髄のグリアに導入することで，破

断した神経軸索を再生できることが示されている．しかし，より広範に神経路の再構築が

必要となる運動機能改善を得ることは難しく，遺伝子治療の根幹技術となる遺伝子導入法

には未だ技術的な課題がある．具体的には，治療対象が中枢神経系であるため，特に高い

安全性，精密性，および時間的制御性が求められるが，これらの要求を満たす遺伝子導入

技術は確立していない．さらに，脊髄は管状の椎骨で囲まれた神経組織であるために，同

技術には生体深部への適用性も必要とされる． 

本研究では，LISW による遺伝子導入技術に着目し，脊髄損傷後の運動機能改善を目的

に研究を行った．レーザを用いる遺伝子導入法は，エネルギーの空間的・時間的制御性が

高いことに加えて，光ファイバを用いることにより，操作性に富む経カテーテル的遺伝子

治療を実現できるといった潜在能力を備えている．その中でも，固体材料へのパルスレー

ザ照射によって発生する応力波(LISW)を用いた遺伝子導入法は，一回の適用で遺伝子導入

できる細胞数が多く，かつ応力波は光よりも高効率に生体内を伝搬するため，深部組織へ

の適用が可能である．LISW による遺伝子導入法を用いて脊髄損傷の遺伝子治療を実現す

るため，最初に脊髄における LISW の伝搬特性を明らかにした．次に，これまで実証例の

ない LISW による脊髄への遺伝子導入を，健常ラット脊髄を対象とした実験により実証し，

その遺伝子発現特性を調査した．ここで得られた特性に基づき，LISW による遺伝子導入

法を用いて脊髄内に治療用遺伝子を導入し，脊髄損傷によって破断した神経軸索再生の促

進を試みた．LISW によって，神経軸索の伸長を阻害するグリア瘢痕の形成の一端を担う

中間径フィラメントタンパク質遺伝子に対する siRNA をアストロサイトに導入し，下肢運

動機能の改善を実証した．さらに本技術を臨床現場で応用する目的で，光ファイバを用い

た経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発とその特性の評価を行った． 

以下に，本研究で得られた成果について各章ごとにまとめ，最後に総括する． 
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6.2 レーザ誘起応力波の発生と生体内伝搬(第 2 章) 

 

第 2 章では，まず LISW の発生機構と生体内における LISW の伝搬理論について述べた．

LISWは粗密波であることから，LISWによる脊髄組織の局所への遺伝子導入するためには，

その生体内伝搬の物理的特性を知ることが重要である．脊髄への LISW 適用方法は，臨床

で頻繁に用いられている椎弓切除術を施した後の適用，および椎骨を介しての適用の 2 通

りが考えられる．そこで，脊髄の音響特性を模擬したファントムを用いて，LISW 伝搬時

の圧力特性の減衰特性と空間的拡がりを調査した．その結果，椎弓切除をした上での適用

では，面波源で発生させた LISW は指向性よく脊髄内を伝搬し，部位選択的に圧力が作用

できることを示した．一方，椎骨を介して LISW を適用する場合は，椎骨内でのエネルギ

ー減衰を考慮してレーザパラメータを選ぶ必要があり，そのパラメータ選定時に必要とな

る圧力の減衰特性を提示した．得られた減衰特性(厚さ 2 ~ 3 mm のラット椎骨の伝搬でピ

ーク圧力は 6.5%にまで減衰)からは，椎骨の一部を切削した上で椎骨を介して LISW を適用

することが実用的と考えられた． 

 

6.3 レーザ誘起応力波による健常ラット脊髄への部位選択的遺伝子導入(第 3 章) 

 

LISW による遺伝子導入技術は，レーザの高い空間制御性と応力波が備える深部侵達性

から，部位選択的な脊髄損傷の遺伝子治療を実現するための有効な手段となり得る．しか

し，これまでに報告されている LISW を用いた in vivo での遺伝子導入対象は，ラットの皮

膚，顔面筋，およびマウス脳に限られており，脊髄組織への遺伝子導入は実証されていな

かった．そこで第 3 章では，健常ラット脊髄を対象に，プラスミド DNA を注入後，LISW

を適用し，標的部位選択的に遺伝子導入が可能であるかを調査した．最初に中枢神経系の

構成細胞を概説し，続いてそれら細胞の膜透過性亢進に寄与する LISW の力学的作用を説

明した．そして，第 2 章で述べた LISW の圧力伝搬特性の結果と併せて，脊髄への遺伝子

導入を達成するための LISW の圧力特性を明らかにし，機能学的な損傷の評価から，安全

に細胞膜の透過性を亢進しうる，低フルエンス(0.3 J/cm2)，多パルス(10 パルス)の LISW が

適していることを示した．さらに，胸髄節ごとの遺伝子発現レベルの評価により，部位選

択的な脊髄への遺伝子導入が可能であることを示し，高いレベルでの発現が導入から 5 日

後まで維持されることを示した． 

 

6.4 レーザ誘起応力波を用いた siRNA 導入による脊髄損傷モデルラットの運動機能改善
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(第 4 章) 

 

第 4 章では，脊髄損傷モデルラットを対象に LISW による遺伝子導入を行い，損傷後に

見られる運動機能障害が有意に軽減されることを示した．外傷性の脊髄損傷後，炎症反応

によって活性化したアストロサイトは損傷部に集積し，未損傷のニューロンとグリアが壊

死するのを防ぐためにグリア瘢痕を形成する．このとき神経保護効果を越えて過剰に集積

したアストロサイトはグリア瘢痕の拡大に寄与し，神経軸索伸長の生理的，および物理的

障壁を増大させている．そのため，LISW による遺伝子導入法を用いて，損傷部のアスト

ロサイトに対してその細胞骨格タンパク質となる中間径フィラメントタンパク質(GFAP，

vimentin)の発現を抑制する siRNA を導入し，瘢痕形成を抑えて神経路の再構成(神経再生)

を試みた．損傷脊髄内の siRNA 分子の分布を調べるために行った蛍光標識 siRNA の導入実

験から，LISW の適用により損傷脊髄の深部に存在する活性化アストロサイトへの導入が

達成されていることが示された．そして，中間径フィラメントタンパク質に対する siRNA

を導入した実験では，LISW を適用したラットにおいて，有意な組織空洞の縮減と下肢運

動機能スコアの向上が見られた．すなわち，LISW による遺伝子導入技術で，損傷部位選

択的に活性化アストロサイトに対して治療用 siRNA の導入が実現できたことで得られた結

果と言える． 

 

6.5 光ファイバ式遺伝子導入デバイスの開発とその特性評価(第 5 章) 

 

第 3 章と第 4 章では，LISW による遺伝子導入法を用いて，健常ラット脊髄でのレポー

ター遺伝子の発現と脊髄損傷モデルラットの遺伝子治療効果を実証し，本遺伝子導入の有

効性を示した．今後，本方法を臨床現場で用いる際，高い操作性を実現するために経カテ

ーテル的遺伝子導入技術が必要になることが想定される．そこで第 5 章では，経カテーテ

ル的遺伝子導入デバイスの開発とその特性の評価を行った．LISW を発生させるために最

外径 2.7 mm のプローブ型デバイスを作製し，光ファイバ式 LISW によるレポーター遺伝子

の導入を試み，その性能を評価した．その結果，遺伝子導入の達成に必要とされる圧力特

性，および遺伝子発現部位の標的性が得られることがわかった．現在，脊椎内視鏡下手術

をはじめとする脊椎と脊髄の疾患の低侵襲外科手術が一般的になり始め，柔軟に治療部位

を制御できる経カテーテル的遺伝子導入デバイスは，脊髄損傷の遺伝子治療でも必要にな

ることが想定される．そのため，本章で述べた経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発

は，LISW による遺伝子導入法を用いた脊髄損傷の遺伝子治療を臨床現場で実現するため
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の breakthrough である． 

 

6.6 総括 

 

本研究は，LISW による遺伝子導入技術を用いた脊髄損傷の遺伝子治療を目的として行

われた．脊髄の模擬組織を用いて行った LISW の伝搬特性計測から，脊髄への標的部位選

択的な遺伝子導入を達成するために必要な圧力伝搬特性が得られていることを明らかにし

た．次に，ラットの健常脊髄を対象に LISW によるレポーター遺伝子の導入を実証し，発

現部位の標的性と運動機能評価から本遺伝子導入技術の安全性を示した．これらの特性を

基に，脊髄損傷モデルラットを対象に LISW による siRNA 導入を行い，損傷後に見られる

運動機能障害が有意に軽減されることを示した．これは，RNA 干渉技術を用いた中間径フ

ィラメントタンパク質の発現抑制による初めての運動機能改善の報告である．さらに，光

ファイバを用いた経カテーテル的遺伝子導入デバイスの開発によって，LISW を用いた脊

髄損傷の遺伝子治療の臨床現場での応用可能性を示した．まとめると，LISW による遺伝

子導入法が，脊髄損傷の遺伝子治療を行う上で必要となる遺伝子導入効率，部位標的性，

安全性，および臨床適用の可能性があることを明らかにした． 

 

6.7 展望 

 

遺伝子治療が有望視されているのは，脊髄損傷にとどまらない．高齢社会を迎えたこと

で増えるとされているアルツハイマー病とパーキンソン病，さらに筋萎縮性側索硬化症や

脊髄小脳変性症などの難治性神経疾患に対する治療法として，遺伝子治療が期待されてい

る．LISW による遺伝子導入法は，レーザの高い空間制御性および経カテーテル的応用の

適合性に加えて，深部組織への適用も可能である．再生能の乏しい神経組織を対象とした

とき，遺伝子治療の根幹技術となる遺伝子導入法には，特に高い安全性，精密性，および

時間的制御性が求められるため，本遺伝子導入法は上述の神経疾患治療に適した方法と言

える．また，難聴の原因となる有毛細胞の機能障害の回復に遺伝子治療が有用であること

が近年明らかにされているが，有毛細胞の存在する蝸牛は内耳に位置し，できる限り細径

の遺伝子導入デバイスが必要となる．こうした空間的に治療が難しい生体部位に対して，

光ファイバ式 LISW による内視鏡的および経カテーテル的遺伝子導入が実現できると考え

られる．今後，分子生物学の進展とともに，多くの疾患について遺伝子治療の効果が期待

される．それとともに，遺伝子導入技術に対する技術的な要求も高まることが予測される
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が，以上の特長から，LISW を用いた遺伝子導入法に向けられる期待も大きくなると考え

られる． 

レーザの医療応用としては，生体組織の蛍光，吸収，散乱特性などを利用した多くの診

断技術が知られている．例えば，ガン診断において，病変部と正常部の分子レベルでの内

包量の差異に由来した自家蛍光の違いによって病変部を診断する方法が知られている(蛍

光分光診断)．また，それら病変部と正常部の組織・細胞レベルでの主要な差異として挙げ

られるのは，細胞の形態，分布状態などの変化である．そのため，照射光の散乱状態に変

化が生じ，それを捉えることで病変部を診断する技術(光散乱分光)も知られている．さら

に，内因性物質の吸収スペクトルの違いを利用すれば，短パルスレーザを照射したときに

発生する熱弾性波を時間分解的に検出することで，内因性物質の空間分布を知ることがで

きる(光音響トモグラフィー)．これらは，レーザを使った生体診断技術のごく一例である

が，いずれもファイバによる導光で病変部の診断または内因性物質の検出が可能である．

そのため，LISW による経カテーテル的遺伝子導入デバイスと，同一のファイバあるいは

同一のカテーテルを通じて装置を一体に組み合わせることが可能である．こうした診断・

治療一体型の医療装置は，診療時間の短縮と医療の高効率化を可能にする次世代医療技術

として注目を集めており，医工学の分野において実用化が進められている構想である(治療

(therapy)と診断(diagnostics)の合成した造語としてセラノスティクス(theranostics)と呼ばれ

ている)．レーザを用いた診断・治療一体型医療装置として，本遺伝子導入技術を組み合わ

せて用いれば，例えば光で診断された腫瘍部位に対して LISW による遺伝子導入を行い，

病変部を治療するような医療技術が期待できるであろう．これによって，遺伝子治療が必

要な生体部位を確認しながら，同時に遺伝子導入を行えるようになり，全診療時間は大き

く減らせるとともに治療成果の向上が望める． 

 一方で，LISW による遺伝子導入技術をヒト疾患に適用する際の課題もある．これまで

の研究では，深さ 1.5 cm の生体組織へのレポーター遺伝子導入が可能であることが示され

ているが，ヒトへの適用時には健常部位への副作用を防ぐために，より深部で，かつ空間

選択的な遺伝子治療が必要とされる．例えば，パーキンソン病のように脳の特定部位を治

療対象とする場合，あるいは，肺，肝臓，および膵臓などの体内深部の特定箇所にできた

ガンを治療する場合が挙げられる．その際，標的部位で必要な圧力特性を得るために，高

フルエンスで発生させた LISW を体表からの適用する方法が考えられるが，生体浅部にお

ける組織損傷が副作用として問題となる．そこで，生体深部において応力波を集束させる

ために複数波源または音響レンズを用いる方法，または，経針的に生体深部まで LISW を

伝搬させる方法などが考えられる．本研究で示した経カテーテル的応用に加え，上述のよ
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うな LISW の集束および伝搬方法の工夫が今後達成されれば，本技術を用いた遺伝子治療

の対象となる疾患はより一層拡大するであろう． 
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