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研究成果の概要（和文）：脊髄組織特異的な体外イメージング技術の開発や安全性の高い新規分子治療法（遺伝子治療
法およびペプチド療法）の開発を目指して、脊髄特異的結合ペプチドの同定を行った。その結果、我々は脊髄組織特異
的に標識する２種類のペプチド(7アミノ酸からなる）を同定した。そのペプチドを用いてイメージングの検討を行った
が、残念ながら、感度の問題で期待する結果は得られなかったが、組織のターゲッティングには成功し、短鎖の遺伝子
を脊髄組織まで効率よく輸送することが可能であった。そのため、この技術は、神経難病治療へ十分応用可能であると
考えられ、新規分子治療法への今後の発展性が期待された。

研究成果の概要（英文）：Engineering the new strategy of imaging or molecular therapy for spinal cord, we i
nvestigated to identify the specific peptides to bind with spinal cord. At last, we identified two kinds o
f peptides, which had high affinity with spinal cord. Next, we tried the examination for the imaging of sp
inal cord with using the peptides. Unfortunately, we couldn't success to establish the new imaging method 
with the peptides because the sensitivities had some problems. However, we succeeded the targeting to spin
al cord with the peptides, which could effectively deliver the small oligonucleotides to spinal cord. This
 strategy has high potential to realize the new molecular therapy for non-curable neurological disease, wh
ich is expected to be arranged to more suitable condition for the neurodegenerative diseases.
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１．研究開始当初の背景 
神経難病に苦しむ患者は数多く、そのほとん
どは難治性で、確立された治療法が存在しな
い。そのため治療法の開発は急務であり、世
界中の研究者が日々、新規治療法開発に取り
組んでいる。その中でも、近年、再生医療や
遺伝子治療が大変注目を浴びているが、安全
性や実用性の面で、まだまだ解決しなければ
ならない問題点は多い。そこで、我々は遺伝
子治療に“組織特異性”を組み込むことに着目
した。目的臓器や細胞のみに治療を施してや
ることが可能となれば、副作用を最小限に抑
えられるとともに、効率よく治療効果が得ら
れることが予想され、安全性や有効性の飛躍
的な向上が期待できると考えたからである。
我々は現在までに神経細胞特異的に結合す
るペプチドを見つけ、その同定したペプチド
配列を用いて安全で副作用の少ない遺伝子
治療ベクターの開発に成功した。 
 そこで、今回、我々は、脊髄特異的結合ペ
プチドの新規同定を行い、脊髄神経細胞の特
異的ターゲッティングを実現し、それらを用
いた組織特異的な体外イメージング技術の
開発や安全性の高い組織特異的な新規分子
治療法（遺伝子治療法およびペプチド療法）
の開発を行い、神経難病の病勢把握のための
画像診断や新規治療法の臨床応用への新た
な可能性を提唱することを目的とし、これら
の検討を行うことに至った。 
 
２．研究の目的 
動物実験において、脊髄神経細胞に特異的に
結合するペプチドを同定することにより、細
胞特異的なターゲッティングを実現し、体外
イメージング技術の開発および新規分子治
療（ペプチド治療、遺伝子治療法）の開発に
応用することにより、神経難病への新たな診
断技術および治療技術の新しい方向性を確
立する。 
 
３．研究の方法 
（１）脊髄神経細胞特異的ターゲッティング
ペプチドの同定 
M13ファージ（繊維状ファージ）の親和性決
定に関わっているとされる先端部の７つの
アミノ酸配列をランダムに発現するように
改良されたファージライブラリー（C7C 
Phage library (NEB))のうち 1012個のファー
ジを C57/BLマウスに静脈注射し、５分後に
経心臓的に脱血および洗浄を行い、脊髄を採
取。重さを量り、培養液にてホモゲナイズ後、
大腸菌と混和にて感染させたのち、LB Agar 
と混合、プレーティングにて、ファージのプ
ラークを得て、ファージのタイターをチェッ
クし、脊髄単位重量あたりのファージ数を求
める（バイオパンニング）。その後、十分量
のファージを増幅させ、再度 1012個のファー
ジを新たな wild type マウスに投与し、以下
同じ過程を三回繰り返す。そこで、回を重ね
るごとにより、脊髄より回収できるファージ

数が増加し、より親和性の高い、ペプチド配
列が得られる。三回のバイオパンニング後、
再度ファージ溶液をマウスに投与し、脊髄を
取り出した後、２０マイクロー５０マイクロ
メートルほどの厚さの切片より、前角細胞を
レーザーキャプチャーし、得られた組織を大
腸菌に感染させ、ファージをリカバーする。
そこで得られたファージをひとつずつ遺伝
子シークエンス行い、同配列の頻度の高いも
のから数個を候補の特異的ペプチドとする。
また、候補として同定された脊髄神経細胞特
異的標識ペプチド（７アミノ酸配列）を合成
し、蛍光色素やビオチンで標識。それをマウ
スに経静脈的に投与し、組織学的に蛍光強度
を評価およびペルオキシゾーム-アビジンに
てビオチン化ペプチドと結合させ、DAB 発
色にて染色性を定量することにより個々の
ペプチドの親和性を評価する。また、標識細
胞の種類や特徴を十分把握し、治療や画像検
査へ応用可能かを評価、決定する。 
 
（２）脊髄神経細胞特異的ペプチドのイメー
ジングへの応用) 
同定した脊髄神経細胞特異的ペプチドを合
成し、蛍光色素で標識後、疾患モデルマウス
に経静脈的に投与。生体のままで、経時的に、
体外イメージング装置で蛍光強度を評価し、
行動学的検査のデータや実際の組織切片で
の残存ニューロンとの相関性を比較検討し、
検査技術としての有用性を評価するととも
に、症状や病期の分類への応用について検討
する。 
 
（３）脊髄神経細胞特異的ペプチドの分子治
療への応用) 
同定した脊髄神経細胞特異的ペプチドに疾
患抑制的に働く small oligo を結合させ、
SOD1トランスジェニックマウス（ALSモデ
ルマウス）に投与し、運動機能障害を効率よ
く抑制できるか否かを検討する。また、行動
学、組織学および生化学的検討も同時に行う。 
 
４．研究成果 
（１）脊髄特異的ターゲッティングペプチド
の同定 
脊髄前角細胞特異的結合ペプチドを同定す
るために、ランダムファージライブラリー
（C7C Phage library (NEB)) のファージ
1012個を用いて、in vivo ファージディスプ
レイを行った。C57/BL マウスにファージラ
イブラリーを注射し、脊髄組織を回収するバ
イオパンニングを 5回繰り返し、結合力の高
いファージのシークエンスを検索すると伴
に、脳、脊髄、心臓、肝臓、腎臓を取り出し、
結合頻度について検討を行った。 

[結果 1] in vivoファージパンニングを 5回
繰り返すことにより、1 回目のライブラリー
投与に比べ、2～5回目で、回収されるファー
ジ量は漸増し、5回目終了で 1回目の約 1000
倍の量のファージが回収された。 



[結果 2] 5 回で得られたファージの組織結
合部に相当する遺伝子をシークエンスする
ことにより、2 つの親和性の高い配列候補が
同定された。配列 Aは、全体の約 66%で、配
列 Bは、全体の 26%で認められ、いずれも高
頻度に存在することが示された。 

[結果3] 配列AおよびBを含むファージを
増幅させ、単一のファージの 1012個をそれぞ
れ、マウスに注射し、脳、脊髄、心臓、肝臓、
腎臓を取り出して、ライブラリーに対する親
和性の変化を検討したところ、配列 A、配列
Bでは、単位重量あたり、脊髄組織で最も高
い親和性を示し、ライブラリーに比し、1000
から 10000倍の高親和性を示した。他臓器に
ついては、配列Ａでライブラリーと同程度、
配列Ｂでは、ライブラリーの数倍から 10 倍
程度の親和性を認めたが、脊髄に対する親和
性には、遠く及ばなかった。 
以上より、現在までに、脊髄組織特異的結合
ペプチド 2つを同定した。 
 
（２）マウス脊髄組織へのイメージングの応
用 
 感度の問題より、蛍光標識ではなく、同定
した脊髄ペプチドを酸化鉄で標識し、尾静脈
より経静脈的に投与を行い MRI にて撮影す
る方針に変更した。同定したペプチドを酸化
鉄で標識することは可能であったが、MRI
にて信号を検出するためには、やはり感度の
問題があり、全身投与では、更に大量のペプ
チドが必要であり、感度を増幅させるような
工夫が必要であり、当初の計画の様に、イメ
ージングへの応用としては、検討の余地を残
した。 
 
（３）モデル動物への治療検討 
 同定した脊髄組織に対する標的アミノ酸
配列 Aおよび配列 B（７アミノ酸＋両端にシ
ステイン残基）を外部委託にて合成依頼。そ
の C端側に９つのアルギニンを付加し、N端
には標識のために FITCラベルとした。配列
AまたはBを含むペプチドのみを尾静脈より
注射し、脊髄組織での局在の検討を行った。
結果として、合成ペプチドは、いずれも脊髄
全体へと分布しており、脊髄組織内の細胞単
位というよりは、組織としての標的化に応用
できると考えられた。そこで、我々は、筋萎
縮性側索硬化症のモデル動物である SOD1
（G93A)マウスにて、異常 SOD1の発現を抑
制することによる遺伝子治療を試みること
とした。現在までに、SOD1蛋白のノックダ
ウン効果が報告されている siRNA-SOD1 の
オリゴを外部委託により合成。そのオリゴと
ペプチドを結合させ、SOD1（G93A)マウス
に投与を行った。週１回または３回投与にて
検討を行ったところ、脊髄組織内で変異型
SOD1蛋白の発現抑制を認めた。運動機能障
害の進展についても若干の遅延効果を認め
る傾向にあり、今後の更なる検討が期待され
た。 
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