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論文内容の要旨

【目的】

最近，悪性グリオーマに対して， レトロウイルスを用いた遺伝子治療が提唱され，米国 NIH では臨床応用 (phase

1 )も開始されたと伝えられている。今回，正常分裂細胞を傷害することのない，より安全な遺伝子治療を目指す目

的で， レ卜ロウイルスベクターに組み込んだヘルペス単純ウイルスのチミジンキナーゼ (HTK) 遺伝子をグリオー

マ細胞でのみ特異的に発現させる系を開発しガンシクロビル (GCV) の投与によりクリオーマ細胞を選択的に傷

害する試みを行った。

【方法】

クリオーマ細胞で、特異的に発現する遺伝子プロモーターの候補として，グリア特異的遺伝子であるクリア線維性酸

性蛋白(GFAP)，ミエリン塩基性蛋白 (MBP)，そしてミエリンプロテオリピッド蛋白 (PLP) 遺伝子の各プロモー

ター領域を lacZ 遺伝子の上流に組み込んだレトロウイルスベクターを作製した。これら各レトロウイルスベクター

を， リン酸カルシウム法を用いてパッケージング細胞である Psi- 2 細胞に導入し 48時間培養後 G418を0.2mg/ml

となるように添加しネオマイシン耐性株を選択した。ウイルス活性の高い Psi-2 細胞クローンの培養上清をウイ

ルス粒子含有液として 8μg/mlのポリブレインとともにマウス培養クリオーマ細胞 (RSV-M) に加え，さらに48

時間培養後に X-gal による青色呈色反応を行い， ﾟ -galactosidase を検出することにより lacZ 遺伝子発現を検討

した。コントロールのベクターとして， lαcZ 遺伝子をモロニーマウス白血病ウイルス (MoMLV) の long termiｭ

nal repeat (LTR) で制御する BAG ベクターを用いた。次に， HTK 遺伝子を MBP プロモーターで制御するレト

ロウイルスベクターを作製し， このウイルスをグリオーマ細胞，線維芽細胞(NIH-3T3)，及びリンパ腫細胞 (A20-

2J) に感染させ， G418で HTK 遺伝子導入細胞を選択した。これら各選択細胞を 2 X 104 /well となるように96well

平底プレートにまき GCV を最終 0 ， 15, 30, 60, 125, 250, 500, 1000nM の各濃度になるよう加え， 72時間培養

を行った。細胞固定後，クリスタルバイオレットで染色を行い， 540nm の吸光度で GCV の細胞傷害性を評価した。
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【結果】

BAG レトロウイルスベクターは，上記 3 種の各培養細胞において20-30%の青色呈色細胞を認め，細胞特異性の

ない強いプロモーター活性を示した。一方，グリア特異的遺伝子プロモーターを組み込んだ各レ卜ロウイルスは，グ

リオーマ細胞に /acZ 遺伝子を発現させることがきてたのに対して，グルオーマ以外の各対照細胞においては /acZ

遺伝子をほとんど発現させなかった。また，グリオーマ細胞における /acZ 遺伝子の導入発現効率は， MBP プロモー

ターを用いた場合20-25%で， GFAP および PLP プロモーターを用いた場合より 5 -10倍強く， BAG ベクターの

LTR プロモーターと同等の強さを示した。そこで， HTK 遺伝子を MBP プロモーターで制御するレトルウイルス

を各培養細胞に感染させ，その GCV 感受性を調べた。線維芽細胞やリンパ腫細胞では90%以上の生存率を示す250

nM の GCV 濃度でもグリオーマ細胞の生存率は20%以下であり， HTK 遺伝子導入グリオーマ細胞のみが GCV に

対して強い感受性を示した。すなわち， MBP プロモーターで HTK 遺伝子を制御したレトロウイルスベクターを用

いることにより，正常分裂細胞に影響を与えない低濃度の GCV で，グリオーマ細胞を特異的にかっ効率よく傷害で

きるという安全な遺伝子治療の可能性が示唆された。

【総括】

グリア特異的プロモーターで HTK 遺伝子を制御するレトロウイルスベクターを各種培養細胞に導入し， GCV で

治療を行ったところ，グリオーマ細胞のみ特異的に傷害できることが示された。なかでも， MBP プロモーターを選

択することにより，殺細胞の効率と特異性を高めることが可能であり，悪性グリオーマに対するより安全で効果的な

遺伝子治療の可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，悪性グリオーマに対するレトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療に関する基礎的研究である。レト

ロウイルスベクターを用いて分裂細胞に殺細胞遺伝子を導入する手法は，正常分裂細胞の乏しい中枢神経系に発生す

る悪性グリオーマには適した方法といえる。ここではさらに， ミエリン塩基性蛋白 CMBP) 遺伝子のプロモーター

で殺細胞遺伝子を制御しグリオーマ細胞のみを特異的に傷害する系を開発した。本研究は，悪性グリオーマに対す

る安全で効率のよい遺伝子治療の開発に寄与し学位の授与に値すると考えられる。


