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Recombinant single-chain antibodies with various oligopeptide tails

              for targeted gene delivery.

(標的遺伝子導入 のための種々のペプチ ドテイル を付加 した組換 え一本鎖抗体)

鈴 木 正 崇

内容の要旨

 遺伝子治療 は従来完治 困難 と考 え られ ていた疾患 に対す る画期 的

な治療法 として期待 され、世界的 に臨床試 験が行 われてい る。 しか

し、現 在の遺伝子 治療 の技 術 は完 全 と言 えず 、特定の臓器 や細胞 を

標 的で きる遺伝 子導入技 術が必要 と考 え られ る。当研 究室で は数年

前 にモ ノク ロー ナル抗体(mAb)を 用い てEGF受 容 体 を過剰 生産 す

る扁 平上皮 癌 細胞 をター ゲテ ィ ングす る遺 伝子 導入 技術 「イ ムノ

ジー ン法 」を開発 した。本研 究で は さらに改 良を加 え新 たに組換 え

一本鎖抗 体(scFv)を 用 い た 「組換 えイ ム ノジー ン法 」を開発 し
、

扁 平上皮癌遺伝 子治療の可能 性を検討 した。

 抗EGF受 容体mAbB4G7のcDNAよ り作成 した一本 鎖抗体 遺伝子 に

正、負 電荷性ペ プチ ドテイル を付加 した8種 類 の組換 え一本鎖抗 体

遺 伝子 を作成 した。 これ らの組換 え一本鎖抗 体遺伝子(組 換 えイ ム

ノポー ター)を 大腸菌や酵 母 を用 い発現 を試 みた。大腸 菌発現系 に

おいて全 ての組換 えイム ノポー ター は発 現 した が、そ の多 くは不溶

性 画分 に存在 してい た。酵 母発現 系では負電 荷性 テイル を持つ組 換

えイ ムノポーターが効 率 よく培養 上清 に分 泌 され た。 さらに高塩濃

度 下で は培 地中への分泌 量が著 しく増加 した。 この条件 を用い て長

い負電荷 性テイル を持つ組 換 えイム ノポー ター(scFv-(D4S)5)の 大

量調製 を行 った。精製 した組 換 えイム ノポー ターは表 面が正 に帯 電

したDNA/PEI複 合体 に静電 的に相互 作用 し、イ ム ノジー ン複合体 を

形成 した。EGF受 容 体 を過剰発 現す る扁 平上皮癌 由来のA431細 胞 に

おいて、組 換 えイ ムノジーン(scFv1DNA!PEI複 合体)はmAbB4G7の

細 胞表面へ の結合 を濃度 依存 的に阻害 した。 この こ とか ら複合体 形

成 後 も一本 鎖抗 体 の抗原 特 異性 は保 たれ てい る と考 え られ た。in

vitroにおい てA431細 胞 に対す る組 換 えイ ム ノジー ンの遺伝 子導入効

率 をル シフェ ラーゼ レポー ター遺 伝子 を用いて測定 した。市販 の リ

ポフ ェクシ ョン試薬 と比較 した ところ、 ほぼ同等の導入効 率 を示 し

た。 また、DNA/PEI複 合 体に較 べ1000倍 高い 導入効 率を示 した。βガ

ラク トシダーゼ レポー ター遺伝子 を導入 し、X-gal染 色を行 った とこ

ろ、組 換 えイ ム ノジー ン処 理 した細胞 群の3～5%に 染 色が認 め ら

れ た。一方、 自殺型 治療遺伝 子のヘル ペス ウィル ス 由来 チ ミジンキ

ナーゼ遺伝子 を導入 した ところ、ガ ンシクロ ビルに対す る感受性 が

50%生 存 率 にお いて約250倍 高 くな り、A431細 胞 に対 す る殺 細胞効

果 が確認 された。

 組換 えイ ム ノポー ター は酵 母発 現系 で安 価 に大量 調製 可能 で あ

り、大 型動 物 モデ ルお よび大 量投 与 に対応 でき る。組 換 えイ ム ノ

ポーターを用いた抗体!DNA複 合体(イ ムノジーン)は 扁平上皮癌細

胞A431に 対 し高い特異性 と導入効 率を示 した。従 って、 「組換 えイ

ムノ ジー ン法 」によ る扁平 上皮癌 をターゲ ッ トした遺伝子 治療 の可

論文審査の要旨

 遺伝子治療 は従来完 治困難 と考え られ ていた疾患 に対 す る画期的

な治療法 として期待 されて いるが、現在 の遺伝 子治療 の技 術は完全

と言 えず 、特 定の臓器や 細胞 を標 的で きる遺伝 子導入技術 が必要 と

考え られ る。本研 究 では生体 内のターゲテ ィ ング可能 な遺 伝子導入

法 を目指 した、 ヒ ト上皮 増殖因子(EGF)受 容体 のエ ン ドサイ トー

シス を利用 した遺伝 子導入 「イ ム ノジー ン」法の開発 について報告

され た。抗EGF受 容 体モ ノク ロー ナル 抗体B4G7のcDNAよ り作製 し

た一本鎖抗 体遺伝子 に正、負電荷性 ペプチ ドテイル を付加 した組換

え一本鎖抗 体遺伝子 を作製 した。 これ らの組 換 え一本鎖抗 体遺伝子

(組換 えイム ノポー ター)を 大腸 菌、酵母 を用い て発 現 を試み た。

先 ず、酵母発 現系 を用 いて長 い負 電荷性テ イル を持つ組換 えイ ムノ

ポー ター の 大 量調 製 を行 っ た。組 換 えイ ム ノ ポー ター と遺 伝 子

DNA、 ポ リエ チ レンイ ミンを混合す るこ とに よって、組換 えイム ノ

ジー ンが形 成 され る。 この組換 えイ ムノジー ンは細胞表 面のEGF受

容 体 に特 異的 に結 合す るこ とが示 された。EGF受 容 体 を過剰発 現す

る扁平上皮癌 細胞 に対 し、組換 えイム ノジー ンは リポ フェク シ ョン

法 とほぼ同等 の導入効 率 を示 した。また、ヘルペ ス ウィル ス由来チ

ミジ ンキナーゼ遺伝子 を導入 し、ガ ンシク ロビルで処理 した結果 、

著 しい殺細胞 効果 が認 め られ た。す なわ ち組換 えイム ノポー ター を

用 いた 「組換 えイ ムノジー ン」法 はターゲ ッテ ィ ング可能 な新 しい

遺伝子 導入 法であ ることが示 された。

 審査 に際 して は、モ ノ クローナ ル抗体 のFab断 片 を用 いたFabイ ム

ノジー ン との比較 、組 換えイ ム ノジー ンに よる遺伝子 導入効率 、ま

た臨床応 用への可能性 に関 して質疑がな され、抗体のFab断 片 に較べ
一本 鎖抗体はやや抗原結合力 が劣るが

、Fabイ ム ノポー ター調製時 の

よ うに化学 的結合 を用い ない為 、大量調製 が簡便で ある ことが説 明

された。組換 えイ ムノジー ンの遺伝 子導入効 率は リポフェク シ ョン

法 と同程度 であ るものの ウィル スベ クター法 よ り低 い との指摘が な

された。 これ に対 し、組換 えイ ムノジー ンは積 極的 に細胞 質か ら核
へ移行す る機 構 を持 たない ので、エ ン ドソームの膜透過活 性 を持 つ

分子や、核移行 を促進す る分子 を付加 して導入効率 を高め る予定 で

あ るとの解 答が な された。組換 えイム ノジー ンの抗原性 に関 して、

マ ウス 由来 の一本鎖抗 体 を利用 した もの は人体への投 与には不適 当

だが、一本鎖抗 体の ヒ ト型 化がす で に済 んでお り、 これ を用い るこ

とに よ り免疫 応答 を回避可能 であ るこ とが述べ られ た。 また生体 内

での非特異的 遺伝子導 入 を抑 える為にペ プチ ドテイル部分 の改変 を

行 い、マ ウスで検討 してい る との説 明がな され た。最 後に、臨床応

用 に向 けて生 体内 の組 換 えイ ムノジー ンに対 す る免疫応答 の検討、

器 官培養 での研 究を行 うべ きであ ろ うとの助言がな された。

 以上、本研究 は さ らに検 討す べき点が残 されて いるが、一本鎖抗

体 を用 いた遺 伝 子導 入 シス テ ム 「組 換 えイ ム ノジー ン」法 を確 立

し、扁 平上皮癌 に対す る遺伝子治 療の可能 性 を示 した ことな ど、有

意義 な研究 である と評価 された。
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