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Gene　 therapy　 of　liver　 tumors　 with　 human　 liver-specific　 nanoparticles

　　　　　(ヒ ト肝 細胞 特異 的 ナ ノ粒 子 を用 い た肝 腫 瘍 に対 す る遺伝 子治療)

内容の饗旨

岩　崎

　 遺伝子治療は肝細胞癌(HCC)に 対する新たな治療法として期待

され、単純ヘルベスウィルスチミジンキナーゼ遺伝子(HSV-tkJと

ガンシクロビル(㏄V)を 用 いた自殺遺伝子法(HSV・tkJGCVシ ステ

ム)も その一つである。 しかし、治療遺伝子が標的細胞以外の細胞

で発現した場合に予期せぬ副作用を起こす可能性があるため、治療

遺伝子が正 しくその効果を発揮するためには、遺伝子を擦的細胞へ

特異的に送越す るベ クターが望 まれ る。肝細胞特異的ナ ノ粒 子

(HBsAgLナ ノ粒子)の 衷面には、　B型 肝炎ウィルスが肝細胞に感染

する際に必要なヒト肝細胞 レセプターを含むρ障S1領 域 が提示され

てfi　n.か つ ウィルスゲノムが完全に排除されている。前報でこのL

ナノ粒子がマウスモデルにおいてヒ ト肝組胞を特異的に認醸するこ

とを綴告 した.本 研究では、Lナ ノ粒子を治療遺伝子のベ クターとし

て用い、肝腫瘍に対するHSV・WGCVシ ステムの抗紐瘍効果をラット

モデルで検尉す ることを目的とした。

　遺伝子組換え酵母Sa㏄ ㎞yccs　 cerevisiaz　NI22R・ より分離精製 し

たHBsAgLナ ノ粒子を遺伝子ベクターとして用いた。　GFP発 現 プラス

ミドおよびHSV一 ヒkプラスミド、それぞれzougをLナ ノ粒子IOOHgと 混

合 し、エ レク トロポ レーション法にて封入 した。F3嘱 肘 ヌー ドラッ

ト皮下にヒト肝睡瘍培養細胞株NuE、 ヒ ト大腸癒培養細胞株Wのrを

移植 した。GFP発 現実験ではGFPプ ラス ミド封入Lナ ノ粒子をラット

に齢注後7日 目に皮下腫筋、殖、心臓、肺、肝臓、脾臓、腎臓、副

腎、腸管、骨格筋を簡出 し、桝脂固定後、蛍光顕微鏡および共焦点

レーザー顕微鏡にて各組織のGFP発 光 の有無を比較検討 した。自殺

遣伝子治療実験では腫瘍移植 日よリラットに持続的にGCVを 投 与

し、腫瘍移植 日か ら5日 目にHSV一電k封入Lナ ノ粒子を龍注 した。粒

子静注後2、4,7口 目に腫癌体積を測定 し、抗腫瘍効果を検肘 し

た。

　 GFP発 現 実験で摘出した皮下賦瘍(NuB、 　WiDr}、 肝 騨、脾臓、腎

臓の大きさと重量をコントロール群 と比較 したところ各組織の大き

さ、重量には差は認められなかった。GFP蛍 光 はNuE腫 砺のみに駆

めらr..,PBSを 静注したコン トロール鮮ではNuE腫 瘍を含むいずれの

組繊も蛍光を認めなかった。自殺遺伝子治療実験では、HSV-tk81入

Lナ ノ粒子陣注群のNuE鵬 の成長がコン トロール群に比べ有意に抑

制された一方、WiD【腫癌の成畏は粒子齢注群と、コン トロール群で

差が認められなかった。

　以上の結果よりLナ ノ粒子がヒト肝細胞を特異的に認臓 し、ヒ ト肝

腫瘍に対して安全な治療遺伝子ベクターにな りうる可能性が示され

た。

靖　士

論文審査の要旨

　本研究では、従来よn報 告してきた、遣伝子治療のベクターとし

てヒ ト肝細胞特異的Lナ ノ粒子の生体に対す る安全性、ならびに、

HSV鴫 を導入 したLナ ノ粒子 を作製 し、ヒ ト肝腫揚殊の皮下移植

ラッ トモデルにてヒト肝腫瘍に対する㏄Vの 抗腫瘍効果を実験的に

明らかにした。

　審査ではまず、酵母から産生されるLナ ノ粒子中の酵母由来のタン

パク質の漉入に対する安全性の砲認がなされた.酵 母の全可溶性タ

ンパク質の約40%がLナ ノ粒子のタンパク賀を構成 してfiり 、そのタ

ンパク質の安全性は、同様の産生過程をとっているB型 肝炎 ワクチ

ンがすでに市販されていることか ら高い安全性を砲保 していると考

えられ ると回答された。綬いてLナ ノ粒子のヒ ト肝細胞への結合様式

に対する質問がなされた。ヒ ト肝細胞への特異的結合郎位は粒子の

p噂1領 城に存在することまで明 らかになっている一方で、その結合

様式についてはまだ完全に解明されてお らず、今後の検討媒題 とさ

れた。HSV-rWGCVシ ステムのbystander　eltectによ る腫瑠組繊周囲の

正常肝細胞への影響や、未分化肝癌に対する本ベクターの認職能に

ついての質問がなされたが、このLナ ノ粒子には正常肝組織と癌紐織

を判別する能力はなく、腫瘍への特異性を向上させ るためにはAFP

等の腫瘍組織に特異的なプロモーターを導入する必要があると回答

された。リボソームやアデノウィルス等の遮伝子導入ベクターとの

比較において、遭伝子導入効率の商 さ、導入できる遺伝子の大きさ

が、最大40khま で確昭されている点、ウィルスDNAを 含 まず、生体

に対する安全性の喬さ、そ してヒ ト肝組織に対する筒い特異性や、

preSl領 域 の改変による組織再標的化が可能とい う点T,現 状で存在

する遣伝子ベクターに対する有利点が示 された。一方で、治療ベク

ターとして生体に用いた際には大量かっ複数回の投与を必要とされ

るため、宿主に対する免疫原性の克服が重要であると指摘 された。

B型 肝炎ワクチン接種者の中1こ生じるHBVエ スケープ変異体を今後L

ナ ノ粒子に導入する予定であり、実験を行っていると回答された。

　また今回はヒト肝睡癌に対する治療効果の検肘を したが、非腫瘍

性疾患に対する臨床応用の可能性について質問された。血友病等の

単一遺伝子欠損症に対する遺伝子補充療法や、インターフェロン遺

伝子を導入 した、マラリア、肝炎、肝硬変治療に応用が期待 される

と回答されたが、腫瘍移植モデルではなく、ヒト正常肝組織を移植

した動物爽験モデルでの検討が必要であるとのAFiBit;な された。

　以上のように、本研究は今後、粒子柵造の ヒト肝細胞に対する親

和性についての詳細な検討や、免疫原性の克服など検肘され るべき

覗題を残 しているものの、肝疾患に対す る新 しい治療遺伝子ベク

ターになりうる可能性を示 した点で有意竣な研究と評価された。
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