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慶應 医 学 ・80(2):T85～T100,2003

学 位 論 文

Prostate-specific membrane antigen(PSMA)promoter/

enhancerを 用 い た組 織 特 異 的 自殺 遺 伝 子 治 療

慶應義塾大学医学部泌尿器科学教室

   (指導:村 井  勝教授)

   内 田   厚

(平成14年11月21日 受付)
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 米 国 に お け る統 計 に よ る と,前 立 腺 癌 は男 性 の全 悪 性

新 生 物 中,罹 患 率1位,死 亡 率2位 で あ る.近 年,本

邦 に お い て も前 立 腺 癌 は 著 明 な増 加 傾 向 に あ り1),黒 石

らに よ る と2015年 の 前 立 腺 癌 死 亡 数 は1995年 の2.93

倍 に増 加 す るで あ ろ う と予 測 され て い る2).

 前 立 腺 癌 患 者 に対 す る内 分 泌 療 法 はHugginsら が 報

告 して 以 来3),全 身 的 な 治療 法 と して広 く普 及 して い る.

しか し骨 転 移 を 伴 う前 立 腺 癌 にお いて は,治 療 開 始 後 平

均12ケ 月 か ら18ケ 月 で 内 分 泌 療 法 耐 性 が 出 現 し,最

終 的 に 癌 の増 殖 を制 御 す る こ と が 不 可 能 と な る4,5).し

たが って 前 立 腺 癌 の 長 期 予 後 を 改 善 す る方 法 と して,内

分 泌 療 法 にか わ る,も しく はそ れ に 併 用 す る新 たな 治 療

法 の開 発 が 求 め られ て い る.

 外 来 遺 伝 子 を 個 体 内 に導 入 発 現 させ る こ と に よ って 効

果 を発 揮 す る遺 伝 子 治 療 は,Clineら に よ り報 告 され て

以 来6)最 も注 目 さ れ る新 技 術 の一 つ で あ る.抗 真 菌 剤5-

fluorocytosine(5-FC)を,抗 腫 瘍 作 用 を 有 す る5-flu

orouracil(5-FU)に 変 換 す るcytosine deaminase

(CD)や,抗 ウ ィル ス 剤 で あ るgancyclovirを リ ン酸

化 物 に変 換 さ せ るthymidine kinase(TK)な ど,プ ロ

ドラ ッ グを代 謝 して傷 害 性 を誘 導 す る 自殺 遺 伝 子 治 療 は,

Mullen, Austin, Culverら に よ り1990年 代 前 半 に 相

次 い で報 告 され た7～9).こ れ ら の 自殺 遺 伝 子 治 療 で は,

遺 伝 子 が 導 入 され た 細 胞 の み で な く,周 囲 に 存 在 す る非

遺 伝 子 導 入 細 胞 に も殺 細 胞 効 果 が 認 め られ(bystander

効 果),遺 伝 子 導 入 効 率 の限 られ る癌 治 療 に 適 す る特 性

と考 え られ る.

 遺 伝 子 の 発 現 に は,RNA polymerase IIが 一 連 の転

写 因 子 の修 飾 を 受 け て,遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す るtran-

scription initiation siteに 結 合 す る必 要 が あ る.こ の

遺 伝 子 上 の 結 合 領 域 はpromoter配 列 と 呼 ば れ, pro-

moter配 列 以 外 に遺 伝 子 発 現 に 関 与 す る領 域 を転 写 調

節 領 域 と呼 ば れ る.遺 伝 子 の 転 写,翻 訳 は,1.関 与 す

る転 写 因 子 の 発 現 量 とDNA上 の結 合 配 列 の存 在,2.遺

伝 子 に結 合 して い る ピス トン蛋 白 な ど の結 合 状 態,3.転

写 調 節 領 域 の 塩 基 の メ チ ル 化,4.messenger RNAの

安 定 性,な ど 多 岐 の要 因 に よ って影 響 さ れ る.転 写 調 節

領 域 の うち,遺 伝 子 との位 置 関 係 や塩 基 配 列 の方 向 に依

存 せ ず に 正 の 転 写 活 性 を も っ 遺 伝 子 配 列 は,特 に

enhancerと 呼 ば れ る.真 核 生 物 の 多 くの遺 伝 子 は こ の

enhancer配 列 に よ って 細 胞 特 異 的 な 発 現 を規 定 され て

い る.cytomegarovirus(CMV)promoter/enhancer

は,多 くの 哺乳 動 物 の細 胞 内 で最 も強 力 な転 写 調 節 活 性

を持 っ が,肝 臓 内 の腫 瘍 に対 す る遺 伝 子 導 入 動 物 実 験 モ

デ ル で用 い られ,重 篤 な肝 障 害 が 生 じた こ とが 報 告 され

て い る'o,ii).癌 細 胞 特 異 的 に 外 来 遺 伝 子 を発 現 させ る方

法 と して腫 瘍 マ ー カ ー の発 現 調 節 機 構 を利 用 す る こ と は

副 作 用 を減 らす上 で極 あ て有 用 で あ る と考 え られ,結 腸

 本 論 文 はUchida A,0'Keefe DS, Bacich DJ, Molloy PL and Heston WD:In vivo suicide gene therapy model using a

newly discovered prostate-specific membrane antigen promoter/enhancer:apotential alternative approach to andro-

gen deprivation therapy. Urology 58:132-9,2001よ りElsevier Science, Inc.の 許 可 を 得 て 引 用 した.(⑥2001, Elisevier

Science, Inc.)ま た,本 論 文 はWiley-Liss, Inc.の 許 可 を 得 て(⑥2000, Wiley-Liss, Inc.),0'Keefe DS, Uchida A, Bacich DJ,

Watt FB, Martorana A, Molloy PL and Heston WD:Prostate-specific suicide gene therapy using the prostate-specific

membrane antigen promoter and enhancer. Prostate 45:149-157,2000の 一 部 を 転 載 し た.
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癌 に 対 してcarcinoembryonic antigen(CEA)12),肝

癌 に対 してalpha-fetoprotein(AFP)13),そ して前 立 腺

癌 に 対 し て もprostate specific antigen(PSA)の

promoter/enhancerを 用 い た 自殺 遺 伝 子 療 法 が 報 告 さ

れ て お り14～'6),一部 で す で に 臨床 試 験 が 行 わ れ て い る'7).

 Prostate-Specific Membrane Antigen(PSMA)は

前 立 腺 上 皮 細 胞 の 細 胞 膜 に 発 現 す る約100kDの 糖 蛋 白

で18),folate hydrolasel9), N-acetylated alpha-linked

acidic dipeptidase20)活 性 を持 つ.こ れ らの 活 性 は いず

れ も基 質 中 の グ ル タ ミン酸 残 基 を加 水 分 解 す る点 で共 通

で あ る.細 胞 膜 上 のPSMAに モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 が 結

合 す る こ と に よ りPSMA一 抗 体 複 合 体 は細 胞 内 に取 り

込 ま れ る こ とが 知 られ21),こ の現 象 はinternalizationと

呼 ば れ て い る.transferrin recepterは 鉄 の細 胞 内 輸 送

に 関 わ る膜 蛋 白 で,PSMAと54%の 相 同 性 を も ち18),

同 様 に抗 体 の結 合 でinternalizaionを お こす こ と か ら,

PSMAも 葉 酸,も し くは他 の 物 質 の 細 胞 内 輸 送 に 関 与

す る と考 え られ て い る22).現 在 臨床 的 に最 も有 用 な前 立

腺 腫 瘍 マ ー カ ー で あ るPSAは 前 立 腺 上 皮 が 産 生 す る分

泌 蛋 白 で あ り,ア ン ドロ ゲ ン存 在 下 で 分 泌 充 進 し,逆 に

内分 泌 療 法 下 で は抑 制 さ れ る23,24).そ の た め遺 伝 子 治 療

へ の 応 用 に 当 た っ て は,promoter/enhancer構 造 の 遺

伝 子 工 学 的 改 変 に よ り内分 泌 療 法 と の併 用 の試 みが な さ

れ て い る25,26).一方,PSMAは 前 立 腺 上 皮 細 胞 の構 造 蛋

白で あ り,内 分 泌 療 法 によ りむ しろ発 現 が 増 強 す る こ と

か ら27),将 来 の 臨 床 応 用 可 能 な前 立 腺 癌 マ ー カ ー と して

だ けで な く,治 療 にお け る分 子 標 的 と して有 望 で あ る28).

 第11番 染 色 体 短 腕 に 位 置 す るPSMAの 遺 伝 子 構 造

は共 同 研 究 者 の0'Keefeら に よ り解 明 され た29).我 々 は

さ らにPSMA遺 伝 子 の 発 現 を制 御 す るenhancer領 域

をPSMA遺 伝 子 の第3イ ン トロ ン中 に 見 出 した.本 研

究 は,PSMA enhancerの 前 立腺 癌 細 胞 にお け る活 性,

お よ び 特 異 性 につ いて 検 証 す る と と も に,自 殺 遺 伝 子 治

療 モ デ ル を 用 い て 臨 床 応 用 へ の 可 能 性 に っ い て 検討 す る

事 を 目的 と した.

実験の方法

1. 細 胞 株 と細 胞 培 養

 ヒ ト乳 癌 細 胞 株MCF-7細 胞30),結 腸 癌 細 胞 株HCT8

細 胞31),前 立 腺 癌 細 胞 株LNCaP細 胞32)をAmerican

Type Culture Collection (ATCC Rockvill, MD,

USA)よ り 購 入 し た.こ れ ら の 細 胞 を2mMのL-

glutamine(Life Technologies Inc., Rockville, MD,

USA)と10%ウ シ 胎 児 血 清(HyClone Laboratories,

Inc., Logan, UT, USA)を 含 むRPMI 1640培 地(Life

Technologies Inc.)で5%CO、 下 で 培 養 し た.ヒ ト肺

癌 細 胞 株H157を 同 じ くATCCよ り購 入 し,2mM L一

promoter

rd Intron

第1図 PSMA enhancerのdeletion constructとFirefly luciferase発 現 プ ラ ス ミ ドの 構 造 。

 Firefly luciferaseの 転 写 は同 遺 伝 子 の上 流 に 組 み 込 ま れ たPSMA promoterお よ び下 流 に組 み

 込 ま れ たPSMA第3イ ン トロ ン由 来deletion constructに よ り調節 され る.

  :.



内田:PSMAエ ンハ ンサーを用いた遺伝子治 療

glutamine,1.5 g/l sodium bicarbonate,4.5 g/l glu-

tose,10mM HEPES(2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl]ethanesulfonic acid),1.O mM sodium

pyruvateと10%FBSを 混 じ たRPMI 1640に て 培 養

し た.LNCaP細 胞 の ホ ル モ ン不 応 性 サ ブ タ イ プ で あ る

C4-2細 胞33)をUroCor Laboratories(Oklahoma City,

OK, USA)よ り購 入 し, LNCaP細 胞 と 同 様 の 条 件 で 培

養 した.

2.PSMA enhancerのdeletion constructの 作 製

 PSMA遺 伝 子 配 列(Genebank accession number:

AFOO7544)の 上 流1064塩 基 配 列(-1244よ り :1

nts)をPSMA promoterと して, Firefly luciferase発

現 ベ ク ター で あ るpGL3-Basicプ ラ ス ミ ド(Promega,

Madison, WI, USA)に 組 み 込 ま れ たpGL3-B-PSM29)

を 以 下 の実 験 に用 い た(第1図).PSMA promoterの

cloningに お け るPCRに はgenomic DNA NAl944

(Coriell Cell Repositories, Camden, NJ, USA)を 鋳 型

と して用 い た.こ のDNAは ヒ ト染 色 体11pter-cenが

転 座 に よ りハ ム ス ター染 色 体 に挿 入 され た体 細 胞 ハ イ ブ

リッ ドで,ヒ ト染 色 体11qに 位 置 す るPSMAに 相 同性

の あ る遺 伝 子 配 列 を,PCR templateに 混 じな い た め に

使 わ れ た.次 に下 記 の ご と くBamHI siteを もつ 他 種 類

のprimerを 用 い て,領 域 の 異 な るPSMA enhancerの

deletion constructを 作 製 し た. PCR産 物 を 制 限 酵 素

BamHIに て処 理 し,先 のpGL3-B-PSMま た はpGL3-

promoter(Promega, SV40 promoterを 含 みenhan-

cerを 含 ま な い対 照 プ ラス ミ ド)のBamHI siteに 挿 入

した.PCRに は

S14704:5'CGCGGATCCGCCTTCTAAAATGAGTT

GGG3'をsense primerと し,

AS 15205:5'CGCGGATOOOAACATAGTGGAACC

ACGTC3'(501bps)

AS 15573:5'CGCGGATCCTGAGAAAAGATTGCC

AACGC3'(869 bps)

AS 15994:5'CGCGGATCCATTAGGTTCCAAAGG

AAGCC3'(1290 bps)

AS 16352:5'CGCGGATCCGGCTACTACATAAGT

ATAAGTC3'(1648 bps)

AS 16617:5'CGCGGATCCATGACACCAAAGCTT

TAGGG3'(1913bps)

をantisense primerと して 使 用 した(下 線 はprimer

中 に デ ザ イ ン され たBamHI site,括 弧 内 は増 幅 さ れ た

PCR産 物 の塩 基 数)

3.PSMA promoter/enhancerの 転 写 調 節 活 性 解 析

 24well plateに 各 細 胞 を24時 間 培 養 し,約50%

confluencyでLipofectamine PLUS Reagent(Life

technologies)を 用 い て 先 のdeletion constructを も

つ400ngの プ ラ ス ミ ドと,100 ngのpRLプ ラ ス ミ ド

(SV40 promoter, enhancerに よ りRenilla luciferase

を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド,Promega)と と も にOptimem

(Gibco BRL)培 地 下 で 遺 伝 子 導 入 し た.遺 伝 子 導 入 の

2日 後 に 細 胞 融 解 液 を 回 収 し,1uciferase assayま で

一20℃ で 凍 結 保 存 し た .luciferase活 性 の 定 量 に は

Dual Luciferase Kit(Promega)を 用 い た.対 照 プ ラ

ス ミ ド と し て,pGL3-Basic(promoterな し), pGL3-

Control(SV40 promoter/SV40 enhancer), pGL3-pr

omoter(SV40 promoterの み)を 用 い た.全 て の 条 件

で3つ の 異 な る サ ン プ ル を 作 り,Firefly luciferase活

性 測 定 値 をRenilla luciferase活 性 測 定 値 で 除 し た 値 を

遺 伝 子 導 入 効 率 補 正 後Firefly luciferase活 性 と し,3

サ ン プ ル の 平 均 を 計 算 して 各 条 件 間 で 比 較 し た.

4. 前 立 腺特 異 的CD遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の作 製

 真 核 生 物 の 翻 訳 開 始 シグ ナ ル を持 っ べ く改 変 され た大

腸 菌cytosine deaminase遺 伝 子cod A(Genebank ac・

cession number:S56903)を 持 っpCDフ 。ラス ミ ドか

ら,制 限 酵 素Xbalで 切 り出 した 改 変codA(以 下CD

遺 伝 子)を,XbaIで 消 化 してluciferase遺 伝 子 を 除去

したpGL3-B-PSM-Enh1648に 組 み 換 え た.こ の 際,

改 変CDを 発 現 す るべ きsense方 向,な らび にそ の 逆方

向(antisense)に サ ブ ク ロ ー ニ ング され た プ ラス ミ ド,

そ れ ぞ れpPSM/CD-sense, pPSM/CD-antisenseを 作

製 し,以 下 の実 験 に用 い た.

5. 一 過 性 遺 伝 子 導 入 と細 胞 傷 害 性 試 験

 24well plateを 用 い て 各 細 胞 を24時 間 培 養 し,

pPSM/CD-sense, pPSM/CD-antisense,も しくはSV40

promoter/enhancerの 転 写 制 御 下 でﾟ一galactosidase

を 発 現 す るpSV一ﾟ一galプ ラ ス ミ ド(Promega)で,前

述 の ご と く遺 伝 子 導 入 を 行 った.遺 伝 子 導 入 の48時 間

後 か ら各 種 濃度 の5-FCを 細 胞 に暴 露 して3日 間培 養 し,

細 胞 傷 害 性 をMTS Assay(CellTiter 96●AQueous

Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega)

に て定 量 した34).同 様 に親 株 細 胞 に お け る5-FU,5-FC

の 感 受 性 を測 定 し,遺 伝 子 導 入 細 胞 と比 較 した.5-FC

の 暴 露 開 始 と同 時 にpSV一ﾟ一galプ ラ ス ミ ドに て 遺 伝 子

導 入 した細 胞 をin situ X-gal染 色 法 で 染 色 し,遺 伝 子

導 入 効 率 を計 測 した.
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6.in situ X-gal染 色 法

 24well plateに 培 養 さ れ た 細 胞 か ら培 養 液 を 払 拭 除

去 の 後,0.05%glutaralaldehyde(Sigma-Aldrich Co.,

St. Louis, Mi, USA)の10 mM phosphate buffer sa-

1ine(PBS)溶 液(PH 7.4)を 加 え,15分 間 室 温 に て

固 定 し た.固 定 液 を 吸 引 除 去 し,PBSを 各 ウ ェ ル に 添

加 して 室 温 で10分 間 の 撹 拝 洗 浄 し,こ れ を3回 繰 り返

した.そ の 後 にX-gal溶 液5mM ferricyanide(Sigma-

Aldrich Co.),5mM ferrocyanide(Sigma-Aldrich

Co.),2mM magnesium chrolide(Sigma-Aldrich Co.)

と,1mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indol一ﾟ一D-galacto-

pyranoside (X-gal) dimetyl sulfoxide (Sigma-

Aldrich Co.)溶 液 を24 well plateに 添 加 し,37℃ で

一 晩 反 応 さ せ た
.顕 微 鏡 下 で 少 な く と も1000個 の 細 胞

を 観 察 し,青 色 に 染 色 さ れ た 細 胞 を 陽 性 と し て そ の 比 率

を 計 算 し た.対 照 と し て 遺 伝 子 導 入 して い な い 細 胞,

pPSM/CD-senseプ ラ ス ミ ドで 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 を 同

様 の 方 法 で 処 理 し,非 特 異 的 染 色 の な い こ と を 確 認 し た.

7. 遺 伝 子 導 入 細 胞 のCD活 性 の定 量

 100mm培 養 皿 に てC4-2細 胞, H157細 胞 を24時

間前 培 養 し,前 述 と同 様 の 方 法 でpPSM/CD sense,も

し く はpPSM/CD-antisenseプ ラ ス ミ ドを 一 過 性 遺 伝

子 導 入 した.48時 間 後 に,細 胞 をtrypsin処 理 して 細

胞pelletと して 回 収 し,-20℃ で保 存 した.110ｵ1の

蒸 留 水 を 加 え て5回 の 凍 結 融 解 を 繰 り返 し細 胞 を 破 壊

した後,14000g,4℃,30分 の遠 心 分 離 で 上 清 を 回 収

した.こ の うち10ｵ1を 蛋 白定 量 に 用 い,残 る100ｵ1

を酵 素 活 性 定 量 に用 い た.蛋 白定 量 に はBCA Protein

Assay Reagent(Pierce, Rockford, IL, USA)を 用 い

た.3mM 5-FCを 含 む リ ン酸 緩 衝 液900ｵ1そ れ ぞ れ

100ｵ1の 細 胞 融解 液 を 混 じ,分 解 さ れ る5-FCの 濃 度

を 分 光 光 度 計 で 測 定 した.西 山 らの方 法35)に従 い,波 長

290nmお よ び250 nmの 吸 光 度A290, A250を 同 時

に 測 定 し て5-FC(mM)=0.119×A290-0.025 x

A255を 計 算 した.

 1mgの 細 胞 融 解 液 に よ り1分 あ た り に 分 解 さ れ る

5-FCの 量(nM)を も ってCD活 性1Uと 定 義 した.

後 述 の 安 定 遺 伝 子 導 入 細 胞 のCD酵 素 活 性 も同様 に測 定

した.

遺 伝 子 導 入 に 用 い た の ち,750ｵg/mlの 活 性G418

(Life Techno】ogies)を 含 ん だ 培 養 液 で3週 間 の培 養

を行 った.選 択 され た細 胞 の コ ロニ ー を ク ロー ニ ング し,

抽 出 したDNAを 用 い てPCRでCD遺 伝 子 の 存 在 を 確

認 した.さ らに選 択 され た細 胞 に つ い てCD酵 素 活 性 を

定 量 し,5-FCに 対 す る感 受性 を後 述 の方 法 で 測 定 した.

9. 安 定 遺 伝 子 導 入 細 胞 の5-FC細 胞 傷 害 試 験

 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 各 々9.0×103の 安 定 遺 伝子 導 入

細 胞 を,48well plateに24時 間 前 培 養 し,50%

confluencyの 細 胞 に対 して 異 な る濃 度 の5-FCの 暴 露

を3日 間継 続 した.MTS Assayを 用 いて 細 胞 数 を定 量

し,IC50を 算 出 した.

10.CD発 現 細 胞 の5TC暴 露 に よ るBystander効 果

の検 討

 24-well plate上 で, CD発 現 安 定 遺 伝 子 導 入C4-2

細 胞 を 親 株C4-2細 胞 に対 して0,20,40,60,80,

100%の 割 合 で 混 合 し,各 ウ ェ ル に 計2.5×104個 の 細

胞 数 と して24時 間 前 培 養 した 。500ｵMの5-FCを 含

む 培 地 で4日 間 培 養 した の ち,細 胞 数 をMTS assayに

て 定 量 してIC50を 測 定 した.対 照 の た め同 様 にCD非

発 現(antisense)安 定 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 を 親 株

C4-2細 胞 に混 合 して 同 じ条 件 で実 験 を行 った.

11. 培 地 を介 した 殺 細 胞効 果 の検 討

 1.2×105個 のCD発 現 安 定 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 を6

well plateに24時 間 培 養 し,0,500,ま た は1000ｵM

の5-FCを 混 じた培 養 液 に 交 換 して3日 間 培 養 を 続 け

た.培 養 液 を 回収 してtrypsin処 理 の の ち細 胞 を 回収 し,

trypan blue法 で 細 胞 数 を 計 測 した.回 収 した培 養 液 を

4℃ で 毎 分1500回 転 で5分 間 遠 心 し上 清 を 回 収 した.

回 収 した各 々 の 上 清250ｵ1を,あ らか じめ24時 間 培

養 した24well plate上 の培 養 液250ｵ1中 の2.5×104

個/wellの 親 株C4-2細 胞 に添 加 した.4日 間培 養後,

細 胞 数 をMTS assayに て定 量 した.対 照 の た め, CD

非 発 現(antisense)安 定 遺 伝 子 ≡導 入C4-2細 胞 を 同様

に用 い た.ま た同 時 に,回 収 した培 養 液 の か わ り に新鮮

な 培 養 液 を添 加 す る親 株C4-2細 胞 の対 照 実 験 も行 っ

た.

8. 安 定 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ

 pPSM/CD-senseも し く はpPSM/CD-antisenseプ ラ

ス ミ ドを,Selectavecta-Neoプ ラ ス ミ ド(R&DSys-

tems, Minneapolis, MN, USA)と と も にC4-2細 胞 の

12. ヌ ー ドマ ウス皮 下 腫 瘍 モ デ ル に お け る遺 伝 子 導 入

前 立 腺 癌 細 胞 に対 す る5-FCの 抗 腫 瘍 効 果

 in vitroに てPSMA enhancer/promoterの 制 御 に よ

りCDを 発 現 す る遺 伝 子 導 入C4-2細 胞(CD sense),

  ..
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同 じ遺 伝 子発 現 調 節 配 列 を 持 ち なが らCD遺 伝 子 を ア ン

チ セ ンス方 向 に挿 入 さ れ て い るた め遺 伝 子 発 現 しな い遺

伝 子 導 入C4-2細 胞(CD antisense),お よ び 無 処 置 の

親 株C4-2細 胞 を そ れ ぞ れ33匹 ず つ,計99匹 の ヌ ー

ド マ ウ ス(BALB/c nu/nu, Charles-River Labora-

tories, Inc., Boston, MA, USA)に 移 植 した.移 植 に は

5.0×106個 の 細 胞 を0.5mlのmatrige1(Becton

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)に 混 じて 各 マ

ウス の 左 季 肋 部 皮 下 に 皮 下 注 射 す る方 法 で行 った.CD

antisense群 の う ち腫 瘍 の生 着 を 確 認 で き なか った1匹

を 実 験 か ら除 外 した.残 りの98匹 に対 して 腫 瘍 移 植7

日後 よ り以 下 の 治 療 を 行 った.す な わ ち,上 記 の3群

を 各 々5-FC投 与 群,生 理 食 塩 水 投 与 群 に分 け,第1群

と して 親 株C4-2細 胞 移 植,5-FC治 療 群(parental,

5-FC),第2群 と して親 株C4-2細 胞 移 植,生 理 食 塩 水

治 療 群(parental, saline),第3群 と してCD sense移

植,5-FC治 療 群(CD sense,5-FC),第4群 と して

CD sense移 植,生 理 食 塩 水 治 療 群(CD sense, saline),

第5群 と してCD antisense移 植,5-FC治 療 群(CD

antisense,5-FC),第6群 と してCD・antisense移 植,

生 理 食 塩 水 治 療 群(CD antisense, saline)の 計6群 を

設 け た.5-FC治 療 群 に は,0.5か ら0.75 mlの5-FC

生 理 食 塩 水 溶 液(24mg/ml)の1日2回 の腹 腔 内投 与

(600mg/kg)を21日 間 継 続 した.対 照 の生 食 治 療 群

に は マ ウ ス の 体 重 に あ わ せ て 同 様 に0.5mlか ら0.75

mlの 生 理 食 塩 水 を腹 腔 内 投 与 した.各 週 毎 に マ ウ ス の

体 重,腫 瘍 径 を 計 測 した.予 測 腫 瘍 重 量W(mg)は3

方 向 の 腫 瘍 直 径(長 径L,短 径M,厚 さN)(mm)か ら

 W=0.5xLxMxN

の 近 似 式 を用 い て 計 算 した.さ らに 治 療 開 始21日 後 に

腫 瘍 を 切 除 し,そ の 湿重 量 を計 測 した.治 療 の前 後 で眼

窩 静 脈 よ り採 血 し,ACTIVETM PSA Kit(Diagnostic

Systems Laboratories, Inc., Webster, TX, USA)を 用

いて 血 清PSA値 を 測 定 した.切 除 した 腫 瘍 を10%緩 衝

ホ ル マ リン,お よ び70%エ タ ノ ー ル で 固 定,パ ラ フ ィ

ン切 片 に包 埋 した.通 常 の ヘ マ トキ シ リンー エ オ ジ ン法

で 染 色 して 鏡 検 した.

13. 統 計 学 的分 析

 予 測 腫 瘍 重 量 と実 測 腫 瘍 質 重 量,お よ び血 清PSA値

は そ れ ぞ れ1次 回 帰 分 析 に て 相 関 性 を 検 討 した.腫 瘍

重 量 の 群 間 の 違 い は6群 か ら2群 を 選 ぶ す べ て の 組 み

合 わせ でMann-WhitneyのU検 定 を用 いて 行 った.こ

の 際 有 意 水 準 を5%と す る た め,Bonferroniの 方 法

に 基 づ い て個 々 の検 定 でp〈0.003(=0.05/、C,)を 有

意 と した.

結  果

1.PSMA promoter/enhancerの 転 写 調 節 活 性 解 析

 PSMA遺 伝 子 の 第3イ ン トロ ン中 の 塩 基 配 列 の 中 で,

最 も活 性 の 高 いenhancerを 同 定 す る た め, C4-2細 胞

とMCF-7細 胞 を 用 いてluciferase assayを 行 った(第

2図).前 立 腺 癌 細 胞 株 で あ るC4-2細 胞 で は, PSMA

promoterと 組 み 合 わ せ て 検 討 したdeletion construct

の うちantisese方 向 に挿 入 され た1.6 kb(AS 1648bps)

の 転 写 調 節 活 性 が 最 も強 く,PSMA promoter単 独 に

比 較 し て 約100倍 で,SV40 promoterとSV40 en-

hancerの 組 み合 わ せ(pGL3 Control)よ り約20倍 の

reporter活 性 で あ った(第2A図).さ ら にAS 1648

bpsはSV40 promoterと 組 み 合 わ せ た 場 合(SV40

promoter/PSMA enhancer)SV40 promoter単 独

(SV40 promoter only)に 比 して130倍 の活 性 増 強 が

認 め られ(data not shown), pGL3 Control(SV40

promoter/SV40 enhancer)よ り も29倍 活 性 が 高 か っ

た(第2B図).一 方, PSMA promoter/enhancerは

乳 癌 細 胞 株MCF-7細 胞 で は ほ とん ど転 写 調 節 活 性 を 持

たず,SV40 promoter/PSMA enhancerの 組 み 合 わ せ

で も同 様 で あ っ た.PSMAを 発 現 し な い肺 癌 細 胞 株H

157,結 腸 癌 細 胞 株HCT8で も 同 様 で, PSMA

enhancerの1648 bpsのdeletion constructとPSMA

promoterと の 組 み 合 わ せ に よ る転 写 調 節 活 性 はPGL3

Controlに 比 して そ れ ぞ れ0.8%,お よ び0.9%だ っ た

(第3図).PSMA promoter/enhancerは 前 立 腺 癌 細

胞 株LNCaPで はpGL3 Contro1(SV40 promoter/

SV40 enhancer)の8倍 のreporter活 性 を示 した.

2.一 過 性 遺 伝 子 導 入 細 胞 の5-FCに よ る殺 細 胞 効 果

 次 にPSMA promoter/enhancerの 制 御 下 で 自殺 遺

伝 子 で あ る大 腸 菌 由 来CDを 発 現 す るベ ク タ ーpPSM/

CD-sense,お よ び 同遺 伝 子 を反 対 方 向(anitisense)に

挿 入 し た 非 発 現 性 の 対 照 プ ラ ス ミ ドpPSM/CD-

antisenseを 各 細 胞 に 一 過 性 遺 伝 子 導 入 し,細 胞 傷 害 性

試 験 にて5-FCの 感 受 性 を調 べ た. pPSM/CD-senseプ

ラ ス ミ ドで遺 伝 子 導 入 され たC4-2細 胞 で はin situ X-

gal染 色 法 に よ り測 定 さ れ た遺 伝 子 導 入 効 率 が8%の 条

件 下 で,5-FCのIC,。 が200ｵMか ら300ｵMと な っ た

(第1表).一 方,非 遺 伝 子 導 入,ま た は対 照 プ ラス ミ

ドpPSM/CD-antisenseで 遺 伝 子 導 入 さ れ た 細 胞 で は

各 細 胞 と も に5-FCのIC,。 は10 mM以 上 で, C4-2細

  ..
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第2図 PSMA enhancer領 域 の 発 現 調 節 活 性 の 解 析. pGL3-Controlプ ラ ス ミ ド(SV40

 promoter+enhancer)の 遺 伝 子 導 入 に よ るluciferase活 性 を100%と し た と き の, PSMA

 enhancer領 域 の 各 欠 失 変 異DNA断 端 の 発 現 調 節 活 性(遺 伝 子 導 入 効 率 を 補 正 し たluciferase

 活 性)を 示 した.(棒 グ ラ フ の 値 は平 均 値,エ ラ ーバ ー は 標 準 偏 差.)enhancerがluciferase遺

 伝 子 と同 方 向 に挿 入 さ れ た もの を"S",反 対方 向 に挿 入 され た もの を"AS"と 記 した.(a)前 立

 腺 癌C4-2細 胞 で は, PSMA promoter,も し くは(b)SV40 promoterにPSMA enhancerを

 加 え た 場 合,最 大300倍 ま で のreporter活 性 増 加 が 認 め られ, pGL3-Controlの20倍 に 相 当 し

 た.そ れ に対 して(c)(d)MCF-7細 胞 で は明 らか な活 性 変 化 は認 あ られ な か った.こ の 結 果 よ

 りPSMA enhancerのAS 1648 bpsの 塩 基 配 列 を 最 大 の 発 現 調 節 活 性 部 位 と 同 定 し た.

 (O'Keefe DS, et al. Prostate 45:149-157,2000の 第3図 を許 可 を 得 て 転 載)
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第3図 Iuciferase assayに よ る,各 種 細 胞 株 中 に お け る

 PSMA promoter/enhancer(AS 1648bps)の 活 性.

 pGL3-Basic(promoterな し), pGL3-Promoter(SV40

 promoterの み)とpGL3-Control(SV40 promoter/

 SV40 enhancer)を 対 照 と して 用 い, pGL3-Controlの

 活 性 を100%と し た 時 の 他 群 の 値 を 示 し た.PSMA

 promoter/PSMA enhancer(AS 1648bps)は 前 立 腺 癌

 由 来 のLNCaP, C4-2細 胞 で はSV40 promoter/SV40

 enhancerに 比 して そ れ ぞ れ8,20倍 の 活 性 を有 す る一

 方,MCF-7(乳 癌 由 来), HCT8(大 腸 癌 由 来), Hl57

 (肺 癌 由来)細 胞 で は,そ れ ぞ れ0.5%,0。9%,0.8%で

 あ った.(Uchida A, et a1. Urology 58:132-139,2001

 の第1図 を許 可 を得 て 転 載)
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第1表 各細胞にお ける5-FU,5-FCの 感受性 の比較
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Sa 5‐FUC

ell line           PSM

     ・・igi・ 。nhance, expressi・n (ｵM)
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5-FU,5-FCに 対 す る各 細 胞 の感 受 性 は ほ ぼ同 様 で あ った.し か し, pPSM/CD-senseプ ラ ス ミ ドが 遺伝 子導 入 さ れ た時, C4-

2,LNCaP細 胞 で は5-FCに 対 す る感 受 性 が そ れぞ れ50倍,10倍 に増 強 した。 そ の 際 の遺 伝 子 導入 効 率 はそ れ ぞ れ8%,5%

と,低 値 で あ っ た.一 方 非 前 立 腺 癌 由 来 の 細 胞 で は,pPSM/CD-senseプ ラス ミ ドが 遺 伝 子 導 入 され た場 合 に も5-FCに 対 す

る感 受 性 に は変 化 を認 め られ なか っ た.(O'Keefe DS, et al. Prostate 45:149-157,2000の 第1表 を 許可 を得 て 転載)

胞 に お いて は,CD発 現 プ ラ ス ミ ドの 導 入 に よ り5-FC

に対 して50か ら75倍 程 度 の 感 受 性 の増 強 が 得 られ た.

このconstructはPSMAを 発 現 しな いH157, HCT8,

MCF-7細 胞 で は5-FCへ の感 受 性 に ほ とん ど影 響 を与

え なか っ た.

3.安 定 遺 伝子 導 入 細 胞 の ク ロ ー ニ ング とCD酵 素 活性,

5-FCに よ る殺 細 胞 効 果

 pPSM/CD-senseとSelectaVecta-Neoプ ラ ス ミ ドで

安 定 遺 伝 子 導 入 したC4-2細 胞 を 選択 培 地 を 用 いて 選 択

し,3っ の 異 な った クmン を 得 た.そ れ ぞ れ の ク ロー

ンか らDNAを 抽 出 し, PC Rに て す べ て の ク ロ ー ンで

CD遺 伝 子 陽 性 が確 認 され た.各 ク ロ ー ンで のCD酵 素

活 性 を定 量 した と こ ろ,3つ の ク ロ ー ンで ほ ぼ 等 し く

 0.4Uの 活 性 が 認 め られ た.続 い て5-FCに 対 す る感

受 性 を調 べ る た め5-FCに よ る細 胞 傷 害 試 験 を行 った.

3つ の ク ロ ー ン は い ず れ も250か ら300ｵMと,同 様

のIC,。 を 示 し た. こ れ ら の 実 験 で 対 照 と し て

pPSM/CD-senseの 代 わ り にpPSM/CD-antisenseを 用

い て 安 定 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 を 選 択 し,少 な く と も3

っ の ク ロー ンを得 た.こ れ らの ク ロ ー ンはす べ てCD遺

伝 子 を鋳 型 と し たPCRで 陽 性 で あ っ た が,5-FCの

IC,。は親 株C4-2細 胞 と同 様 に10 mM以 上 で あ り,

遺 伝 子 導 入 に よ る5-FCに 対 す る感 受 性 の増 強 は認 め ら

れ な か っ た. こ の よ う に し てPSMA promoter/

enhancerの 制 御 下 でCDを 発 現 す る安 定 遺 伝 子 導 入C

4-2細 胞,お よ び そ の対 照 と して のCD非 発 現 性 のC4-

2細 胞 が 得 られ た.こ れ らの うち1ク ロー ンず っ を用 い

て 以下 の実 験 を行 った.

4.CD発 現細胞の5-FC暴 露によるBystander効 果

の検討

 CD発 現細胞に共存する非発現細胞に対する5-FCの

増殖抑制効果を確認 した(第4図).非 遺伝子導入細胞

に対 しては増殖抑制効果が認められない濃度である500

ｵMの5-FCをpPSM/CD-senseに よる安定遺伝子導入

C4-2細 胞(CD発 現C4-2細 胞)に 暴露すると,細 胞

増殖は17%に 抑制 された.同 じ条件でCD発 現c4-a

細胞を親株細胞 と混合培養 した.前 者を全体に対 して

10%,20%,40%,60%,80%の 割合で混合 し500

ｵM5-FCに 暴露す ると親株細胞100%(遺 伝子導入細

胞0%)に 比 してそれぞれ89%,57%,38%,28%,

21%の 増殖抑制効果が認め られた.い ずれの条件でも

遺伝子導入細胞の割合 と同等,な いしはより多 くの細胞

増殖抑制効果が見 られた一方,pPSM CD-antisense遺

伝子導入細胞 と親株細胞を混 じることによって行 った同

様の実験では,5-FCに よる増殖抑制効果は認められな

か った.5-FCを 含まない培養条件ではこれら3者 の細

胞数に違 いは見られなか った.以 上より,CD発 現細胞

の5-FCへ の暴露によって,混 合培養 した親株細胞,す

なわちCD非 発現細胞にも増殖抑制効果が現れることが

確認された.

5.培 地 を 介 した 殺 細 胞 効 果 の 検 討

 上 記 のbystander効 果 に っ い て,培 養 液 を 介 して 増

殖 抑 制 効 果 が 伝 達 され るか を検 討 した.CD発 現C4-2

細 胞 に500μM,ま た は1000μMの5-FCを3日 間 暴

露 し,trypan blue法 で 細 胞 数 を 計 測 した結 果, CD安

定 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 数 は5-FCを 含 ま な い培 養 液 中

に 比 して そ れ ぞ れ6%,8%で あ った.こ れ らの 培 養 液

上 清 を 回 収 し,5-FCを 含 ま な い等 量 の新 鮮 な培 地 に て
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第4図 CD発 現 細胞 と,共 存す る非発現細胞 に対する5-FCの 増 殖抑制効果(bystander効 果).

 非遺伝子導入C4-2細 胞 には増殖 抑制効果 のない500ｵMの5-FCをpPSM/CD-senseプ ラス ミ

 ドによる安定遺 伝 子導入C4-2細 胞(CD発 現C4-2細 胞)に 暴露す ると,細 胞増殖 は17%に 抑

 制 され た。CD発 現C4-2細 胞 と親株C4-2細 胞 を20%,40%,60%,80%の 割合で混合 し500

 ｵM5-FCを 投与す ると親株細胞100%(遺 伝子導入細胞0%)に 比 してそれぞれ57%,38%,

 28%,21%の 増殖 抑制効果が認 め られ た.い ずれの条 件で も遺伝 子導入細 胞の割合よ りも多 くの

 細胞増殖抑制効果が見 られた一方,pPSM/CD・antisense遺 伝子 導入細胞(CD非 発現C4-2細 胞)

 と親株細胞 を混 じることによ って行 った同様の実験 では,5-FCに よる増 殖抑制効果 は認 め られ

 なか った.

24時 間 前 培 養 され た親 株C4-2細 胞 に4日 間 暴 露 を 続

け る と(5-FCを 含 ま な い培 養 液 に比 して)そ れ ぞ れ10

%,6%に 細 胞 増 殖 が 抑 制 さ れ た(第5図),対 照 と し

て新 鮮 培 養 液 を 加 え た親 株 細 胞 と,5-FCを 含 ま な い条

件 でCD遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 を培 養 した 後 回 収 した 上

清 と を加 え た親 株 細 胞 の 増 殖 を 観 察 した が,そ れ らに は

増 殖 抑 制 効 果 は なか っ た.ま た比 較 の た め行 ったCD非

発 現(antisense)C4-2細 胞 の 培 養 後 の5-FCを 混 じた

培 養 液 上 清 に は,同 様 に親 株 細 胞 の 増 殖 抑 制 効 果 は認 め

られ なか った,

6.ヌ ー ドマ ウ ス移 植 遺 伝 子 導 入C4-2細 胞 に 対 す る5-

FCに よ る抗 腫 瘍 効 果

 ヌ ー ドマ ウ ス に移 植 され たCD発 現C4-2細 胞 に 対 す

る5-FCの 抗 腫 瘍 効 果 を 検 討 した.計98匹 の ヌ ー ドマ

ウ スの う ち,6匹(第1群 の1匹,第2群 の3匹,第5

群 の1匹,第6群 の1匹)は 外 傷 に よ る死 亡,も し く

は衰 弱 の た め 実 験 か ら除 外 され た 。観 察期 間 中 の各 群 ご

との 予測 腫 瘍 重量 は第6図 の よ う に推 移 した.第1,3,

5群 に は1回600mg/kgを1日2回,計21日 間 腹 腔

内 投 与 し,第2,4,6群 に は同 じ容 量 の生 理 食 塩 水

(マ ウ ス体 重1gあ た り0.025 ml)の 腹腔 内 注 射 を行 っ

た.実 験 終 了 時,腫 瘍 径3方 向 の 計 測 に よ る腫 瘍 予 測

重 量 と実 測 重 量 を一 次 回 帰 法 に よ り比 較 し,回 帰 式 は

 Y=1.03*X+322,r=0.954(Y:実 測 腫 瘍 重 量

(mg), X:予 測腫 瘍重 量(mg)r:相 関 係 数)で あ った.

各 群 に お け る実 測 腫 瘍 重 量 の 分 布 は第7図 の通 りで あ っ

た.第3群(sense,5-FC)の 実 測 腫 瘍 重 量 は他 群 と比

して 有 意 に小 さ か った(p〈0.0001).

 腫 瘍 マ ー カ ー で あ る血 清PSAは 第3群(sense,5-

FC)で は治 療 前 の 平 均 濃 度4.6 ng/mlか ら治 療 後0.4

ng/mlと 減 少 した.一 方,他 の す べ て の群 で は治 療 後

PSA値 は 上昇 した(第2表).治 療 後,第3群(sense,

5-FC)のPSA値 は他 の ど の群 と比 して も有 意 に低 か っ

た(pく0.003).治 療 後 のPSA値 と腫 瘍 実 測 質 重 量 と

の 一 次 回 帰 分 析 に よ り,Y=0.12X-22, r=0.93(Y:

血 清PSA値(ng/ml), X:腫 瘍 重 量(mg), r:相 関 係

数)の 回 帰 式 が 得 られ,両 者 の 高 い 相 関 性 が 示 され た

(第8図).

7. 組 織 学 的 検 討

 切 除 した腫 瘍 の 肉 眼 的 観 察 で は300mg以 上 の 腫 瘍

は 出 血 に よ る 赤 色 調 の 外 観 で あ った.第3群(sense,

5-FC)の 腫 瘍 は い ず れ も 白色 調 で,出 血 は 認 め られ な

か っ た(第9図(a)).ヘ マ トキ シ リン エオ ジ ン染 色 に

よ る病 理 組 織 学 的検 査 で は 第3群 の 腫 瘍 内 に癌 細 胞 は
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Medium-Transduced Cytotoxicity on Parental C4-2 Cells

Medium from C4-2 Cells Transfected with pPSM/CD-Sense

 5-FC=OmM           O.5 mM 1.OmM

酒 鉢

、∴  ・

Medium from C4-2 Cells Transfected with pPSM/CD-Antisense

  5-FC=OmM           O.5 mM 1.OmM

第5図 培地 を介 した殺細胞 効果の検討 6well plateて500ｵM,1000ｵMの5-FCをCD発 現

 C4-2細 胞 に暴露 したところ通常 の培地に比へてそれぞれ6%,8%に 細 胞増殖 か抑 制 された こ

 の培地 を回収 して遠心 し,等 量の培地て前培養 された親 株C4-2細 胞 に暴露 して3日 間培 養を続

 けた 5-FC儂 度500ｵM由 来,1000ｵM由 来の培地 を加 えたC4-2細 胞 は,5-FCを 含まな い

 培地 を加え たC4-2に 比 してそれ ぞれ10%,6%に 細 胞増 殖か抑制 された 一方,対 昭 としてCD

 非発現C4-2細 胞(CD antlsense)を 同様 の条件て培 養 したか,5-FC農 度500ｵM,1000ｵM

 由来 の培 地 ともに細胞増 殖抑 制効果 は認 め られづ,こ の培地 卜盾を親 株C4-2細 胞 に加 えて も細

 胞数 は5-FC濃 度0ｵM由 来の培地 と比 して同等てあ り,明 らかな細胞増殖抑制は認め られなか っ

 t一

著 明 に 減 少 し,硝F変 けか 見 られ た.(第9図(c)).

これ に 対 し他 群 て は 低 分 化 型前 、Z腺腺 癌 の典 型 的 な問 質

の 増 生,腫 瘍 内 出 血 な と の 組 織 像 か 観 察 さ れ た(第9

図(b))

考 察

 PSMAは 前7腺1皮 の 細 胞 膜 に 発 現 す る糖 蛋 白 て46)

前 立 腺 癌 て 過 剰 発 現 し て い る こ と か 知 ら れ て い る,

Israel1ら に よ りPSMAのmRNAの 塩 基 配 列 か解 明 さ

れIS), O'Keefeら に よ り19個 の イ ン トロ ン,20個 の エ

ク ソ ン構 造 か らな る,約20kbの 領 域 にわ た るPSMA

遺 伝 子 の 全 構 造 か1二流12kbの 領 域 のpromoter配 列

と と もに解 明 さ れ た29)今 回,PSMA遺 伝 アの 第3イ

ン トロ ン巾 に 前 ウ腺 癌 細 胞 特 異的 なenhancer活 性 の 存

吾 す る こ とか 見 出 され た か,Wattら は さ ら に ア ン トロ

ケ ン firトて は この 店 性 か3か ら6倍 に 増 加 す る こ と

を示 しだ7).現 在 前 、T腺マ ー カ ー と して 広 く臨床 て用 い

ら れ て い るprostatac acld phosphatase(PAP)や

PSAのenhancerは ア ン ト ロ ケ ン不 呑 トて 抑 制 さ れ

Z4N 34).さ ら に前 立 腺 癌 に お け るPSA, PAPの 発 現 は

正 常 前 立腺1皮 に比 し て低 いno),一 方, PSMAの 発 現

か 男 性 ホ ウモ ンの遭 断 に よ り増 幅 さ れ る事 か実 験 的 に27)

証 明 され,分 化 度 の 低 い前 立 腺癌 に強 い発 現 か 見 られ る

傾 向 に あ る こ とか 報 告 さ れ て い るan.こ の よ うな こ とか

らPSMAは 内分 泌 療 法 下て も有 用 な 前 、1腺特 異 的 な分

了 標 的 とな り得 る.Wattら に よ る とLNCaP, LAPC-

4,PC-3, DU145な と の 前 立 腺 癌 細 胞 株 に お け る

PSMA enhancerの 活 性 は, PSMA蛋 白 の 発 現 レヘ ル

に相 関 し,PSMA enhancerとPSMA promoterを 組
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第6図 ヌー ドマウス皮下移植 後の各群 における,腫 瘍径 か ら計算 された予測腫瘍重量.各 群 の点

 とエラーバ ーはそれぞれ平均値,標 準 誤差を示す.治 療開始前 は各 群で平均腫瘍重量 に差 は見 ら

 れ なか った。治 療開始後,第3群 では平 均腫瘍重量 の減少 が認 め られたが,他 群 では増加 し第3

 群 との間 に有意差 を認 あた(p<0.003).(Uchida A, et al. Urology 58:132-139,2001の 第2

 図 を許可を得て転載)
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第7図 実 験 終 了 時 の 各 群 に お け る実 測 腫 瘍 重 量.各 群 のboxは50%の デ ー タを 含 む 範 囲,

 whiskerは75%を 含 む 範 囲(interquartile range(IQR))を, box中 の線 は平 均 値 を示 す.第1

 か ら第6群 ま で の 群 の 腫 瘍 重 量 の 中 央 値 は そ れ ぞ れ 第1群760mg,第2群956 mg,第3群

 154mg,第4群428 mg,第5群278 mg,第6群278 mgで,第3群(sense,5-FC)の 腫 瘍

 は 他 の ど の群 よ り も有 意 に 小 さか った(p<0.0001).Uchida A, et al. Urology 58:132-139,

 2001の 第3図 を許 可 を得 て転 載
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第2表 ヌー ドマ ウス皮下腫瘍 モデルの各 群におけ る治療前後の血 清PSA濃 度

血清PSA濃 度(ng/ml)

Day O Day 21

Group l

Group 2

Group 3

Group 4

Group 5

Group 6

parental,5-FC

parental, saline

sense,5-FC

sense, saline

antisense,5-FC

antisense, saline

3.4±2.9

3.2±1.8

4.6±2.4

5.2±3.8

4.8±2.0

4.6±3.4

70.3±12.7

85.0±54.0

0.4±0.4

25.3±25.9

30.6±46.0

10.4±14.2

                          (mean±SD)

治 療 前 の各 群 の平 均 血 清PSA濃 度 は ほ ぼ 同 様 で あ った(3.2 ng/mlか ら5.2 ng/ml).治 療 後,血 清PSA

濃 度 は 第3群 で の み 低 下 し,第3群 とそ の 他 の 群 の 比 較 に お い て 有 意 な 差 が 認 め られ た(p<0.003).

(Uchida A, et al. Urology 58:132-139,2001の 第1表 を 許 可 を 得 て 転 載)

Linear Regression Analysis

Tumor weight vs Serum PSA Concentration
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第8図 摘 出 され た腫瘍の湿重量(X)と 宿主動物 の血清PSA(Y)値 の関係.一 次回帰 分析 によ

 り,Y=0.12X-22,(相 関係数0.93)の 回帰式が得 られた.

み 合 わ せ た 場 合,PSMAを 発 現 しな い 細 胞 株 で は活 性

は確 認 さ れ な か った.そ の一 方 でPSMA enhancerが

別 の 前 立 腺 特 異 的promoterと して 知 られ るProbasin

promoterと 組 み 合 わ さ れ た 場 合 に は,胎 児 腎 細 胞 由来

HEK293細 胞 で,低 い が 無 視 で き な い 活 性 が 見 ら れ

た37).今 回 の 我 々 の 検 討 で は,PSMA enhancerは

SV40 promoterと 組 み 合 わ せ て も組 織 特 異 性 を 保 っ こ

とが 示 唆 され た が,未 だ 十 分 な 細 胞種 で検 証 さ れ て い な

い た め,CD遺 伝 子 治 療 に お け る細 胞 傷 害 性 実 験 に は

PSMA enhancerとPSMA promoterを 組 み 合 わ せ て

用 い た.

 PSMAの 細 胞 内 ドメ イ ンを 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 で あ る7E1136)を 用 い た研 究 に よ る と, PSMAの 発

現 は前 立 腺 に比 して 非 常 に弱 いな が ら,腎,十 二 指 腸,

唾 液 腺,脳 組 織 の 一 部 に 認 め られ て い る27,42).近 年,

PSMAに 相 同 性 を持 つ蛋 白 と してN-acetylated alpha一
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第9図 (a)=摘 出腫 瘍 の 肉 眼所 見 E段,中 段,ド 段 の2列 ず っ は そ れ ぞ れ 第1群(parental,5-

 FC),第3群(sense,5-FC),第4群(antlsense,5-FC)の 腫 瘍.第3群(sense,5-FC)の

 腫 瘍 は全 て 白色 調 で,出 血 は認 め られ なか った.そ れ に対 し他 群 の腫 瘍 の 多 く は,出 血 に伴 って

 赤 色 を 畢 して い た.(b),(c)=摘 出腫 瘍 の 顕 微 鏡 所 見,HE染 色,弱 拡 大(×4),強 拡 大 像(×

 400).左 下(b),右 下(c)は それ ぞ れ第1群(parental,5-FC),第3群(sense,5-FC)の

 中央 値 の重 量 を 示 した腫 瘍.第3群 の腫 瘍 は ほ とん ど エ オ ジ ン好 性 の 非 細 胞 性 成 分 に置 換 さ れ て

 い た.そ れ に対 し他 群 で は低 分 化 型 線 癌 の組 織 像 と して 出血 壊 死,線 維 増 生 な どの 所 見 が 認 め ら

 れ た.(Uchida A, et al. Urology 58.132-139,2001の 第4図 を 許 可 を得 て 転載)

linked acidic dipeptidase II (NAALADaseII)と

NAALADase Lな ど が 発 見 さ れ, PSMA遺 伝 子 と の 塩

基 配 列 の 相 同 性 は そ れ ぞ れ81%,54%と 報 告 さ れ て い

る4d). reverse transcription-polymerase chain reac-

tion(RT-PCR),あ る い は ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト に よ る 解

析 で は,NAALADasellは 精 巣,卵 巣,脾 臓 な ど,

NAALADase Lは1』 二 指 腸,脾 臓,精 巣 な ど で 発 現 す

る と 考 え ら れ るaai,こ れ ら の 蛋 白 に はPSMAと 共 通 の

細 胞 内 ド メ イ ン は 見 ら れ ず,7E11と の 交 差 反 応 性 は な

い と 考 え ら れ る が,細 胞 外 ドメ イ ン を 認 識 す る 多 く の

PSMAの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と こ れ ら の 蛋 白 と の 交 差

反 応 性 は 明 らか で な い.ま た,PSMA enhancerが これ

らの 蛋 白 の 発現 に 関 わ って い るか も今 の と ころ不 明 で あ

る.よ っ て,将 来PSMA enhancerを 用 い て 遺 伝 子 治

療 を 実 用 化 す る 際 に は,前 立 腺 以 外 の 臓 器 でPSMA

enhancerが どの 程 度 の活 性 を 有 す るか,さ ら に詳 細 に

検 討 す る必要 が あ ろ う.

 前 立 腺 癌 細 胞 株C4-2はLNCaP細 胞 よ り作 られ た

sublmeで あ り93),腫 瘍 マ ー カ ー で あ るPSA, PSMA

を 発 現 し,男 性 ホ ル モ ン非 依 存 性 に増 殖 す るた め鞠,ホ

ル モ ン療 法耐 性 前 立 腺 癌 の適 切 な モ デ ル と考 え られ て い

る.Ruokonenら が 指 摘 す る よ う に,リ ボ ソ ー ム を 用
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い たLNCaP細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 は 困 難 で あ り45),

in vivoに お い てin situβ 一galactosidase assayでLNC

aP, C4-2細 胞 の遺 伝 子 導 入 効 率 を検 討 した我 々 の結 果

も同 様 で あ った.そ の た め本 研 究 で は動 物 実 験 にお いて,

最 終 的 に安 定 遺 伝 子 導 入 さ れ たC4-2細 胞 を用 い た.一

般 に安 定 遺 伝 子 導 入 細 胞 で は導 入遺 伝 子 の発 現 は導 入 さ

れ た部 位 で の ク ロマ チ ンの立 体構 造,ヌ ク レオ ソー ムの

構 造,周 囲 の メ チ ル化 の状 態 な どに依 存 す る.し か しな

が ら導 入 遺 伝 子 の十 分 な発 現 に はpromoter/enhancer

の活 性 が 必 要 不 可 欠 で あ る.in vitroに お け る安 定 遺 伝

子 導 入C4-2細 胞 は,一 過 性 遺 伝 子 導 入 と ほ ぼ 同 様 の

300μM以 下 のIC,。 を 示 した.こ の数 値 は,抗 真 菌 剤 と

して5-FCの 通 常 使 用 量 で 得 られ る ヒ ト血 中 濃 度(500

ｵM)46)に 比 し て低 い値 で あ っ た.こ れ らの 結 果 か ら,

in vitroと 同様 の遺 伝 子 導 入 効 率 が 得 られ れ ば,臨 床 に

お い て もCDの 腫 瘍 内 発 現 と そ れ に続 く通 常 投 与 量 の

5-FC投 与 に よ り十 分 な 治 療 的 効 果 を 期 待 で き る.

 5-FCはCDに よ って5-FUに 変 換 され,標 的 細 胞 内

で5-fluorouridine 5'-triphosphtateと な り,リ ボ核 酸

(RNA)の 合 成 の 際 に取 り込 まれ てRNAの 機 能 を阻 害

す る一 方,5-fluoro-2'-deoxyuridine-5'-monophos-

phateに 変 換 さ れ る こ とで デ オ キ シ リボ核 酸(DNA)

の 合 成 の 課 程 でthymidylate synthetaseに 対 して 拮 抗

的 に働 き,細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を 発 揮 す る.5-FU代 謝 の

基 礎 的 研 究 の 成 果 か ら,前 立 腺 癌 患 者 に 対 す る5-FU

の低 用 量 持 続 投 与 と放 射 線,あ るい は イ ン ター フ ェ ロ ン

の併 用 に よ る5-FUの 感 受 性 増 強 効 果 が報 告 され47・48),

5-FUの 臨 床 的 意 義 が 見 直 さ れ て い る.ま たKanaiら

は,uraci1をuridine monophosphate(UMP)に 変 換

す る 大 腸 菌 由 来uracil phosphoribosyltransferase

(UPRP)遺 伝 子 を 癌 細 胞 内 に 導 入 す る こ と に よ り,5-

FUに 対 す る感 受 性 が 増 強 され る こ とを示 した49).さ ら

にErbら はUPRPとCDの 融 合 遺 伝 子 を 導 入 す る実 験

モ デ ル で,5-FCの 殺 細 胞 効 果 の増 強 に成 功 した50).こ

の よ うに5-FUの 代 謝 を 修 飾 す る他 治 療 との 併 用 に よ

りCD自 殺 遺 伝子 治 療 の さ らな る改良 が 進 め られて い る.

 今 回 の 我 々 の 検 討 で は,in vitroに お い てPSMA

enhancerが 前 立 腺 癌 特 異 的 に 自殺 遺 伝 子 の効 果 を 発 揮

させ た.ま た,ヌ ー ドマ ウ ス を用 い たC4-2細 胞 皮 下 腫

瘍 モ デ ルで も同 様 に,前 立 腺 癌9苦 明 な縮 小 効 果 が 認 め

られ ・ 宿 主 動 物 の血 清PSA恒,組 織 学 的 検 討 に よ り治

療 効 果 が 確 認 さ れ た.よ っ て 今 回 検 証 し たPSMA

promoter/enhancerは,前 立 腺 特 異 的 な 遺 伝 子 治 療 に

有 用 で あ る こ とが 示 され た.最 近 の報 告 で は,PSMA

は通 常 の血 管 に発 現 しな炉 もの の,癌 の新 生 血 管 に発 現

していることが免疫組織化学的に確認されている42,51～53).

PSMA enhancerが 腫瘍血管内でも活性を有するならば,

他の悪性腫瘍の新生血管を標的とした遺伝子治療にも応

用される可能性がある.ま たPSMAの 生理的機能を理

解する事は,普 遍的な癌の増殖,特 に血管新生の機序を

解明する上で重要である.PSMAを 用いた組織特異的

な癌治療の臨床応用 に向けて,enhancerと 転写因子を

はじあとした核蛋白との関連,PSMAの 発現調節機構

の解明などが今後の研究課題である.

総  括

 PSMA enhancerの 前 立 腺 癌 細 胞 にお け る活性,お よ

び特 異 性 を検 証 し,自 殺 遺 伝 子 治 療 モ デ ル を 用 い て 臨床

応 用 へ の可 能 性 を検 討 し,以 下 の結 果 を得 た.

 1.PSMA enhancerと して,強 力 な遺 伝 子 転 写 活 性

を持 っ1.6kbの 領 域 をPSMA遺 伝 子 第3イ ン トロ ン中

に見 出 した.こ のenhancerの 活 性 は前 立 腺 由来 細 胞 特

異 的 で あ った.

 2.PSMA promoter/enhancerの 転 写 調 節 下 にCD

を 発 現 させ るプ ラス ミ ドを 用 いて 種 々 の癌 細 胞 に遺 伝 子

導 入 した.低 濃 度 の5-FCの 暴 露 に よ り前 立 腺 癌 細 胞 株

に特 異 的 な殺 細 胞 効 果 が 認 め られ た .

 3.ヌ ー ドマ ウ ス に移 植 さ れ たCD遺 伝 子 導 入C4-2

細 胞 に対 して,5-FCに よ る腫 瘍 縮 小 効 果 が 得 られ た こ

と か らPSMA promoter/enhancerはin vivoで も転 写

活 性 を有 す る こ とが 確 認 さ れ た.

 こ れ らの 結 果 か らPSMA promoter/enhancerは 前

立 腺 癌 を 標 的 と した遺 伝 子 治 療 の た め に有 用 で あ り,将

来 の 臨床 応 用 の 可 能 性 を示 す もの で あ る.
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