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Development　 of　Gene　 Vectors　 For　 Pinpoint　 Targeting　 To　 Human　 Hepatocytes

　　　　　　　　　　 by　Cationically　 Modified　 Polymer　 Complexes

　　　　　　　 (MPCポ リマー によるヒ ト肝細胞特異的な遺伝子ベ クターの開発)

内容の要旨

千　葉

　 HBs抗 原 と遺 伝 子 と を 結 合 さ せ た 生 体 適 合 性 を有 す るCsliooicelly

MPC　 polymttを 用 い て 、 ヒ ト肝 細 胞 に 対 して 特 興 的 に 発 現 す るgene

delivery　systemを 朋登 す る こ と を 目的 と した。

　 1,生 体 適 合 性 を 有 した2・melhacryloyloxyelhyl　 phospharylcholine

(MPC〕 と、 遺 伝 子 に 結 合 可 能 なC血on　 unitで あ るN,N-

dimelhylmtincethyl　 methazrylate(DMAEMA)と.蛋 白 質 のNH2基 と

zス テ ル 結 合 し 特 異 性 を 持 た せ る こ と を 可 能 に さ せ るP'

nitrophenylcarba'ryloxyeihyl　 methacrylaze(NPMA)と がpolymor結 合 し

た 化 合 物 〔PMDN)をVectorの 骨 格 と して 用 い た 。 ま ずPMDNに 細 胞

特 異性 を 持 た せ る 目的 でHBS抗 原 を 結 合 させ たPMDN・HBsを 作 製 し

た 。 さ ら に そ のPMDN-HBsに 遣 伝 子 発 現 を確 認 す る 目的 で 蛍光 物 質

を発 現 す るGFPのcDNA、 ま た は 生 体 内 で 血 管 新 生 鋤 制 作 用 を有 す る

sFlt・LのcDNAを そ れ ぞ れ 結 合 さ せ たPMDN　 wmplex(sF7t-1ま た は

GFPIPMDN・HBs)を 作 製 した。2.前 記PMDN　 wmplexを 用 い て 、

肝 癌細 胞 株HepG2、 大 腸 癌 細 胞 株Wのrを そ れ ぞitnansfectiwさ せ 、

sFlt・1発果 最 とGFP発 現 を 検 肘 した。3,　 HepG2とWiD[の 皮 下担 癌 マ

ウ スモ デ ル を作 製 し 、 それ らに 前'dZPMDN　 complexを 経 静 脈 内投 与 し

各 組 織 中 のsFlt。1発 現 且 とGFP発 現 量 を検 肘 した 。4.前 記3.の 皮

下担 癌 マ ウ スモ デ ル に 同 様 の 賦 薬 を経 酵 脈 内 投 与 した 際 の 主 要 組 織

重 量 ・肝 機 能 障 宙 の 有 無 。主 要 組織 の病 理 組 繊 学 的 所 見 に つ い て そ

れ ぞれ棚 した。

　 HepG2にsFlr-1ま た はGFP/PMDN-HBsをtrnnsfectinnさ せ た 群 で 有 意

にsFltd発 現 が 高 値 で あ り、GFP発 色 も認 め た 。 さ らにHepG2皮 下 担

痛 マ ウス にsFlt-7あ るい は(iFP/PMDN-HBsを 静 脈 内 投 与 した群 で有 意

にsFll-1の 発 現 が 高 値 で あ っ た 。 ま たPMDN　 complexを 投 与 した マ ウ

ス で は 主 要 組織 重 量 の 変 化 、肝 機 能 障害 、病 理 組 織 学 的 所 見 にお い

て 異 常 は認 め られ な か っ た。

　 HB5抗 原 を 結 合 させ たPMBN　 w皿plncは111　 VlhO、　i"vivoに お い て肝

細 胞 癌 に 対 して特 異 的 に遺 伝 子 を 発 翼 させ る こ とが 可 能 で あ り、新

しい遺 伝 子 治 療 のVeaorと な りうる 可 能性 が 示唆 され た。

斉　一

論文蕃査の要旨

　V鱈Clorの骨 椿 と して 生 体 適 舎 性 を有 したz・methacryloyloxyethyl

phosphorylcholine(MPC)お よび、遺伝 子 に結合 可鮨なCadon　 witで

あ るN,N-dimethylamincethyl　methacrylate{DMAEMA)と 、蛋 白質の

NH2基 と エ ス テ ル 結 合 し 特 異 性 を 維 持 す るp-

nitrophenylcarbonylaayelhyl　methncrylare(NPMA)と がpolymn結 合 し

た化 合 物(ρ01y　MPCeo-DMAEMA-co-NPMA(PMDN))を 用 い た。

本 研究 では、組 織特 異性 を もたせ るた めに上毘 のPMDNにFIBS.抗 原

と、腫 瘍の新生血管増殖 に関与 しているVEGF　 Receptorの 阻會作用を

有す る可溶性VEGF受 容 体遺伝子(sF-t・且plasmid》 とを結合 させ、組

繊特 異性 ・安全 性 を併せ 持 った遺伝子delivery　sンslemについ て検討 を

行 った。

　 審査 では、まずPMDNに よ る遺伝子 導入効率 について質疑 がな さ

れ た。PMDNに よ る遺伝 子導入 効率は他 の遺伝子Vectorで あ るVvus

vecarやLiposomeに 比敏 して低笹であ る理由につ いて質問が あ り、そ

の原因 としてはPMDNとHBs抗 原 との結合率 の問題 やPlazmidを 結合

させ た複合体の粒 子径の問 題、さ らにはPlasmidのpromote【 の問題な

どが想定 され るが、明砲に 究明はな され ていない との脱 明がな され

た。 ただ しVectorの骨格 であるMPC　 polymerは 生体適合性 に優れ てお

り安 定状 態の大 量生麿 が可億で ある点 で他 のVectorに 比較 して有利

であ る と共に、組 織特畏的 な遺伝子発現 が可能で ある ことか ら肝細

胞躯の遣 伝子 治療 だけでな く蛋 白欠損疾 患に対す る治療へ の可能性

が示唆 されている と回答 された,

　 また、PMDNの マ ウスにお ける薬理 学的体 内動態 について質疑が

な され た。PMDNに}{B9抗 原 が結合 した複合 体の 静脈内投 与に よる

免疫応答や投 与後 の体内分布 について質 問があ り、それ らにつ いて

は いま だ明確 に は解明 され て いな い との説明 が な され た。 しか し

PMDNの 骨格で あるMPC　 polymcrは 血管 グラフ トな どに臨床応用 され

てお り免疫応 答が 非zsに 低い こ とが報告 され てお り、また 体内分布

につい ては今後の検討課題 である との回答がな された。

　 以 上のよ うに本研 究には今後検 討す べ き課題 が残 され てはい るも

のの 、PMDNは 組織特畏性 を有 し遺伝子 をpin・pointに運搬でき る可能

性 を示 し、癌 や代謝性疾 患 に対す る新 しい遺 伝子治療(安 全で 効率

的 な腫痛細胞 の増 殖抑制、腫瘍 細胞 のア ポ トー シス誘 導、抗腫 瘍免

疫 増強 な ど)のVectorと な り うる点 で、意義の あ る研 究で ある と評

価 され た。
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