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Prostate-Specific Membrane Antigen(PSMA)Promoter/Enhancerを 用 い た

                組 織 特 異 的 自殺 遺 伝 子 治 療

内 田 厚

内容の要旨

 前立腺 特異 膜抗 原(以 下PSMA)は 前 立腺 上皮 細胞 に発 現 す る

30kDの 膜蛋 白で前立腺癌細胞 で過剰 発現 してい る。現在 臨床 で広 く

用 い られ る前立腺 特異抗 原(以 下PSA)と 異 な り、PSMAの 発現は抗

アン ドロゲ ン療法 下で減弱せ ずむ しろ増 強す るこ とか ら、PSMAは

前立腺癌 治療 の上 で魅力的 な標 的 とな り得 る。著者 らは先 にPSMA

遺伝子 の第3イ ン トロン中に正の転写調節活性 の存在す るこ とを発

見 した。本研 究では、 この転 写調節領域が前立腺癌 細胞 中で強力か

つ特異 的に遺伝 子 を発現 し、 自殺 遺伝子で ある大腸 菌由来 シ トシン

デ アミナーゼ(以 下CD)を 用い た前立腺癌 の遺伝子治療 モデルで有

用であ るかを検討 した。

 PSMA遺 伝子第3イ ン トロンの2kb領 域か ら、異な る長 さのDNA断

片 をPCR法 で作製 し、 ルシフェラーゼ発現 プラス ミ ドに組み込んだ。

前立腺癌(LNCaP、 C4-2細 胞)及 び、非前立腺癌細 胞(MCF-7乳 癌

細胞,Hl57肺 癌細胞, HCT8結 腸 癌細胞)に 遺伝子導入 して 、ルシ

フェラーゼア ッセイ によ り転写活 性 を定量 した。最 大の活性 を有 す

る塩基配列 をPSMAプ ロモー ター と組み合 わせ て、 CD発 現 プラス ミ

ドに組み込 んだ。 これ を上記 の癌細胞株 に遺伝子 導入 し、 プロ ドラ

ッグであ る5一フルオロ シ トシン(以 下5-FC)に 対す る感受性 を殺細

胞 試験 で定 量 した。 さらに同プラス ミ ドをC4-2細 胞 に遺伝子 導入 し、

ヌー ドマ ウス に皮下移植 して(n=16)、600mg/kgの5-FCを21日 間腹

腔内投与す るこ とに よ り腫 瘍縮小効 果 を観 察 した。対 照 と して生食

投 与群を設 け、 さらに非CD発 現 プラス ミ ド導入C4-2細 胞移植群 、親

C4-2細 胞移植群 も同様 の条件で観察 し、腫瘍重量、宿 主動物の血清

PSA値 、腫瘍組織所 見を比較 した。

 ルシフェ ラーゼア ッセイ による、最大の活性 を もつ1.6kb領 域 をエ

ンハ ンサ ー配 列 と して同定 した。 このエ ンハ ンサ ー はPSMAプ ロモ

ーターのみ と比べ て約100倍 に転写 を増強 し、活性 は前立腺癌細胞特

異 的で あ った。in vitroでの5-FCの 殺細胞効 果 は前立腺 癌細胞 へ の

PSMAプ ロモー ター、エ ンハ ンサ ー転 写調節下CD発 現 プ ラス ミ ド導

入 に より特異 的 に生 じた。特 にC4-2細 胞 では、10%未 満 の遺伝 子導

入効率で50%増 殖 阻止濃度が300ｵM以 下 とな り、5-FCの 生理 的濃度

に まで感 受性の増強が見 られた。ヌ ー ドマウスの皮下腫瘍 モデル に

おい ては、同プ ラス ミ ド導入C4-2細 胞 移植群 に5-FCを 腹腔 内投与す

ることにより腫瘍 が著明に縮小 した。

 以 上か ら、PSMAエ ンハ ンサ ーが前立腺 特異的 な遺伝子発 現に有

用 である ことを示 し、将来 の前立腺 癌遺伝子 治療 への応用 の可能性

を示唆 された。

論文審査の要旨

 内分泌療法 抵抗性 の前立腺 癌 に対 し新 たな治療が模 索 されてい る

が、遺伝子 治療 はその有力 な候補の一つ であ る。癌 に対 する遺伝子

治療 では多 くの場合 、標 的臓 器への選択 的な遺伝子導 入、 も しくは

選択 的な遺 伝子発現が望 まれる。後者 の手段 と して、組織特 異的エ

ンハ ンサー を用 い ることが有用 で ある。そ こで本研 究 ではPSMA遺

伝子 の転写 調節領域 を探索 し、組織特異性 、前立腺癌 の 自殺 遺伝子

治療への応用 の可能性が検討 された。

 その結果、PSMA遺 伝 子第3イ ン トロン中 に見出 され たPSMAエ ン

ハ ンサ ーは、前 立腺癌LNCaP細 胞 とそのア ン ドロゲ ン非依 存性株で

あ るC4-2細 胞で活性 を有 するが、3つ の非 前立腺 癌細胞 では活性 を

持 たない ことが示 され た。 また 、in vitroお よびin vivoに おい て、

PSMAエ ンハ ンサーの制御下 で発 現す る大腸 菌 由来シ トシンデア ミ

ナーゼ(CD)の 遺伝 子導入 によ り、PSMA発 現細胞 で5-FCの 殺細 胞

効果が発揮 される ことが示 された。

 審査 にお いては、組織特異性 を解明す るため、 よ り多 くの細胞 で

エ ンハ ンサ ー活 性 を検討すべ きと指摘 された。 これ に対 し、免 疫組

織 染色 、その他の解析 結果 による とPSMAは 前立腺 に多 く発現 する

一方、十二指腸 、腎、唾液腺 、脳 、癌の新生血 管な どで も発現 が認

め られ る ことか ら、PSMAエ ンハ ンサ ーが これ らの組織 中で活 性 を

持つか さらに詳細に検討 する ことが今後 の課題 であ ると回答 された。

続いてin VﾎVOの実験 においては安定遺伝子 導入細胞 が使 われてお り、

臨床 的 な遺伝子 導入の条件 との違 いが指摘 された。 これ に対 し、現

状 では前立腺癌細胞 への リボソーム を用い た一 過性遺伝子導入 は効

率が低いた め、アデ ノウイルスな ど他 のベ クター を試みてい る事 が

回答 された。

 本 実験 モ デル に お け る非 遺 伝 子 導入 細胞 に対 す る殺 細 胞 効 果

(bystander効果)の 有無 とその機 序 について質 問が あった。これに対

し、今 回の実験 で細胞 傷害性が細胞培 養液 を介 して伝 搬す るこ とが

証 明 され、CD遺 伝子療法 のbystander効果は細胞 間の接着 を必要 とし

ない とい う、 これまでの報告 を裏付 ける結果であ った と回答 された。

 また前 立腺 癌の化学療法 における5-FUの 意義 についての質問が あ

った。概 して前立腺癌 の抗癌剤 に対 す る感受性 は低 いが、5-FUの 低

濃度 持続投 与 は高濃度 一過 性投与 と異 な った制癌効果 を有す ること

が近年 に明 らかにな り、CD遺 伝子治療 でも、5-FUの 感受性 を修飾す

る方法、す なわち放射線、 インターフェロンな どの併用療法 によ り、

さ らに治療効果 の向上 を期待で きると回答 された。

 以上 の ように、本研究 では さらに改善 すべ き点が ある ものの、前

立腺癌 の遺伝子 治療 にお いてPSMAエ ンハ ンサ ーを用い た手法 が有

用 な選択肢 になることを示 した点で意義があ ると評価 された。
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