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Anti-angiogenic　 effect　 of　an　insertional　 fusion　 protein　 ofhuman　 basic　 fibroblast

　　　　　　　　　　　　　　　 growth　 factor　 and　 ribonuclease-1

　　　　　　　　　 (ド メイ ン内挿 入 融合 蛋 白質 によ る血 管新 生阻 害効果 の 検討)

林　田 哲

内容の要旨

　近年分子標的療法が提唱 され、国内外で積極的に研究 ・推進され

ているが、中でもbasic　fibroblaat　growth　factor(bFGF}を 含む血管新

生促進因子が標的分子として注 目を集めている。我々は遺伝子融合

によりbFGF遺 伝子をヒ ト膵由来ribonucleasel(RNaze])遺 伝 子内部

に揮入することによn,新 しい融合蛋白質:CL・RFN89を 作製 した。

RNase]は 細 胞質内へ取 り込まれることで初めて殺細胞効果を発揮す

るが、細胞質内ではRNnse　inhibitor(RDに よ り強力な抑制効果を受

けることが知 られている。CL・RFN69{3R1結 合 部位にbFGFが 挿入さ

れ、立体構造的にその結合を阻害するため、酵素比でzoos倍のRI濃 度

中においても約85%の 活性 を保ち、同時にFGF受 容体陽性細胞に対

し殺細胞効果を示すことが碗認された。今回我々はこの融合蛋白質

が血管新生に及ぼす影響を検討 した。

　血管内皮細胞が有す るFGF受 容 体への結合特異性を確隠するた

め、蛍光色素物質によりCL-RFN89を 標 識 し、　human　 umbilical　vein

endothelial　cell(HUVI…C)とIS分 間共培養し、洗浄 した。これらを蛍

光顕微鏡にて観寮 したところCL-RFN89に よる細胞の蛍光が観察され

たが、過剰量のbFGFをCL-RFN89と 同時に添加 した群 では認められ

なかった。これは過剰量のbFGFfttg細胞膜上のFGF受 容 体を占拠し、

競0的 にCレRFN89の 結合を阻害 したと考えられた。次にin　vibaで の

血管新生阻害効果を観察するために、HUVECを コラーゲンゲルで挟

み込んで培養 し、3次 元的に管腔形成を生 じさせた。その際培養液

中にCLRFN89を 各濃度で添加した。48時 間後に得られた管腔の長さ

を測定したところ、これらはCL・RFN89に よ り濃度依存性に阻會さ

れ、2μMの 濃度においてControl群に対し約43%の 管腔形成を認める

のみであった。

　 さらに、膜フィルターで両面を覆ったチャンバーを作製 し、内部

にヒ ト扁平上皮癌由来細胞=A431を 挿入して、マウス背部皮下に移

植 した。5日 後これを切除 し、皮下に形成された新生血管を観察し

た。その際にCL-RFN89を チ ャンバー内へ同時に添加 したところ、腫

瘍のみの群では、3㎜ 以上の新生血馳 平均4.体 認 めたが、2ｵM

のCL-RFN89を 添加 した群でld、 平均0.8本窩めるのみであった。

　 これらの結果により、CL-RFN89は 特異的にFGF受 容体を介 して血

管内皮細胞へ結合すると考えられ、さらJLfrr　v7tro,　Ih　YIVOの系でとも

に血管新生阻宙効果が確認された。今後の研究の進捗により、FGF

受容体への特異性を有する血管新生阻害剤 として期待されると考え

られた。

諭文審査の蔓旨

　分子標的治療の実現には、標的分子を発現する細胞への特異的結

合と同時に、その細胞の細胞死を何らかのメカニズムで騰導す るこ

とが必要である。これらを両立するため、本研究では細胞質内で殺

細胞効果を発揮す るribonuclease一](以下RNase-qのRN購inhibitor

(以下w)結 合部位に、basic　fibroblast　growth　factor(以 下bFGF)が

遺伝子組換えf一より挿入 された。この挿入融合法により、FGF受 容

体への結含能力を持たせると同時に、細胞質内でのRIの 結合を阻害

し、RNase・1の 活性を維持することによって、　FGF受 容体発現細胞に

対 し、高い殺細胞効果が観察された。また、この新 しい挿入灘合蛋

白質"CL-RFN89"に よるFGF受 容体への特異的結合、及びin　vitro　in

vPooにお ける血管新生阻害効果について検証がなされた。

　審査では、まず精製された挿入融合蛋白質の立体構造が、正常に

巻き戻されていることが確認されたかが問われた。 これに対 し、直

接立体構造の確隠は実現されていないものの、本研究に先立ち挿入

融合蛋白質のRNase一巳活性が確認され、また本研究によhFGF受 容 体

への特異的結合が確認されたため、機能的な面から立体槽造の再構

築がなされている可能性が高い と回答された。またRNa鷲 一1蛋白にシ

ステイン残基を導入 し、そのジスルフィ ド結合による、立体構造安

定化が図 られている、と脱明 され た。次に、醜YlhOに お けるCレ

RFN89に よ るヒト瞬帯血管内皮細胞増殖抑制効果、及び3次 元培養

法における血管新生抑制効果を調べた両実験において、RNase-1の み

の添加群をコン トロールとして実施すぺきではなかったかとの指摘

があり、論文には記載されてはいないが、RNaze一且のみの添加群も検

証され、これによる増殖抑制及び血管新生阻害効果は臨められな

かった、と回答 された。また、腫瘍形成初期の、血管新生を未だ伴

わない腫瘍への対応 にっいて質問があ り、FGF?受 容 体を発現する腫

瘍であれば、CL-RFN89に よる直接的な増殖拗制効果が期待できると

回答された。これに関連 し、腫瘍周囲血管が未成熟である状態や、

また血管新生阻害剤 によ り、腫瘍血管新生が抑制 された状態での

d[ug　delive【yがどの様になされるべきかとの問題について、これらは

血管新生阻害剤における恒衛的な問題ながら、今後解決する必要性

がある、との指摘がなされた。

　以上のように、本研究はさらに検討 されるべき課題を残 している

が、 ドメイン内挿入融合蛋自質CL・RFN89がFGF受 容 体に特異的に結

合し、また血管新生阻害効果を示すことを明らかに したことで、将

来的に分子標的治療の一侯補になり得 る可能性を示唆した点で有意

義であると評価された。
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