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論文内容の要旨

近年の分子細胞生物学の著しい発展により，数多くの疾病の遺伝子レベルで‘の病因解析がなされつつあり，それら

の疾病に対して，遺伝子のレベルで根本から治療を行う遺伝子治療が現実味を帯びたものとなってきているo これは

薬物治療の観点からみれば，細胞の機能を遺伝子のレベルで付加・修復させることによって生理活性物質などを産生

させ，細胞による疾病の治療を行うという意味で，いうなれば Cell Therapy ともいうべき新しい概念による薬物治

療法の開発にもつながるものである。

しかしこのような治療法の開発には，細胞に傷害を及ぼすことなく，細胞内に自由に，効率よく遺伝子をはじめ

とする蛋白質，ペプチドなどの高分子物質を導入する技術を開発する必要がある o そこで本研究では，様々な物質を

効率よく細胞内に導入することができるベクターである一枚膜膜融合リポソームの開発を行った。膜融合リポソーム

はセンダイウイルスのエンベロープ蛋白質を膜表面に有したリポソームであり，センダイウイルスが細胞に感染する

際の細胞膜との融合能をそのまま付与した粒子である。

膜融合リポソームはセンダイウイルスとリポソームを370Cで反応させ，融合させることにより作製し，比重の差を

利用することにより両者の反応物から未反応のセンダイウイルスとリポソームを除き，膜融合リポソームを完全精製

した。精製した膜融合リポソームの平均粒子径は，センダイウイルス (332nm) とリポソーム (304nm) が 1 : 1 の

比で融合したと考えられる379nm であり，電子顕微鏡で観察すると，その膜表面にはセンダイウイルスのスパイク

蛋白質を有していた。単独では全く毒性を示さないが，一分子でも細胞質内に導入されれば細胞を死滅させることが

できるジフテリア毒素フラグメント A (DTA) の細胞毒性を指標にして膜融合リポソームの膜融合活性を検討したと

ころ，膜融合リポソームは様々な種，組織由来の細胞に対して，効率よく物質導入できることが明らかとなった。

さらに， DTA は細胞質内へ送達するための適切な delivery system が開発されれば，強力な抗癌剤となりうるも

のと考えられることから， DTA を封入した膜融合リポソームの癌治療への応用について検討を行った。その結果，

マウスの 8arcoma-180 (8-180) 腹水癌および固形癌の検討において， DTA 封入膜融合リポソームの投与によっ

て，顕著な腫蕩退縮効果が得られた。 DTA を封入した通常のリポソームや，空の膜融合リポソームの投与において

は全く抗腫蕩効果が得られないことから，膜融合リポソームは m VIVO の癌細胞に対しても融合能を示し， DTA を

細胞質内に導入したものと考えられた。

この様に，膜融合リポソームは細胞質内への物質導入のための優れたベクターと考えられたので，次にプラスミ y
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ド DNA を本リポソームに封入し，膜融合リポソームの遺伝子導入ベクターとしての性質，特徴について，現在非ウ

イルスベクターとして広く用いられているカチオニックリポソームのリポフェクチンと比較検討を行った。プラスミッ

ド DNA 封入膜融合リポソームはカチオニックリポソーム・ DNA 複合体と比較し，高い遺伝子発現効率，短時間で

の遺伝子導入，遺伝子導入時に細胞傷害性を全く伴わないといった特徴を示した。また，膜融合リポソームによる遺

伝子導入は，血清存在下においても導入効率減少等の影響を受けず，これらの性質を反映して， マウスの 8-180腹

水癌に対する直接の m VIVO 遺伝子導入では，膜融合リポソームはカチオニックリポソームと比較し. 1000倍以上の

高い効率を示した。

以上の結果より，膜融合リポソームは特に m VIVO 遺伝子治療のための優れたベクターであると考えられたことか

ら， ヒト腫蕩壊死因子αCTümor necrosis factor 一 α;TNF-α) 遺伝子を用いた固形癌に対する in vivo 遺伝子

治療についての検討を行った。癌に対する遺伝子治療は労力，費用，簡便さなど全ての点から. in vivo 直接遺伝子

導入による方法が望ましいことは自明の理であるが. in vivo 遺伝子治療において抗腫蕩効果が期待できるベクター

やシステムの開発が非常に困難なため，将来的重要研究課題となっている o そこで本研究では， ヒト TNF-α 遺伝

子を封入した膜融合リポソームを腫蕩支配動脈に投与し，腫蕩組織上流の血管や腫蕩血管にTNF 一 α を産生させる

ことによって，腫痩増殖の抑制を期待するという戦略のもとで実験を行った。 8-180細胞をマウスの footpad に移

植し. TNF一 α遺伝子封入膜融合リポソームを腫蕩支配動脈である大腿動脈に投与した。その結果，投与部位の動

脈血管，および 8-180腫虜組織に TNF-α の発現が認められ. 8-180の増殖は顕著に抑制された。この腫蕩増殖抑

制効果は，抗 TNF-α 中和抗体の投与によって消失すること，ルシフエラーゼ遺伝子を封入した膜融合リポソーム

の投与によっては全く抗腫虜効果が認められないことから，確かに m VIVO で導入し，発現されたヒト TNF一 α によ

り 8-180の退縮が得られたものと考えられた。さらに. TNF一 α は 8-180 細胞に対する直接の細胞傷害作用は示さ

ないこと，抗マウス CD4. CD8 抗体の投与によって TNF 一 α 遺伝子導入による抗腫蕩効果が完全に消失したこと

から，腫蕩の退縮には宿主のT細胞の働きが重要な役割を果たしていることが明らかとなった。腫蕩細胞のみならず

腫虜血管内皮細胞をもターゲットとしうる本アプローチは，固形癌に対する ln VIVO 遺伝子治療に対して全く新しい

方法論を提示できたものと思われ，今後の癌遺伝子治療に一つの指針を与えるものと考えられた。

以上，効率の良い細胞内への物質運搬体である膜融合リポソームを開発し，蛋白質や遺伝子導入ベクターとしての

有用性を明らかとした。

論文審査の結果の要旨

近年，遺伝子治療を初めとして，細胞機能を人工的に修飾することによって新たな機能性細胞を創り出し，それを

疾病治療に応用しようとする試みが精力的に行われ. 21世紀における新しい治療法として注目されている O

この目的のためには，細胞になんら傷害をおよぼす事なく，細胞内に遺伝子を始めとする種々生理活性物質を自由

に，効率よく導入する技術を開発する必要があるo 現在使用されているウイルスベクターは遺伝子しか細胞内導入で

きないうえ，カチオニック・リポソームは導入効率や細胞障害性の点などで問題を残している o

そこで著者は，センダイウイルスが膜融合により自身の遺伝子を細胞内に導入し，感染を成立させていることに着

目し， リポソームにセンダイウイルスの膜融合能を付与することによって， リポソーム封入物質を効率よく細胞内に

送達でき得ると考え，種々の検討を行うことにより以下の結果を得た。

1 )センダイウイルスと一枚膜リポソームを融合させることにより，センダイウイルスのエンベロープ蛋白質を膜表

面に持った膜融合リポソームを作製し，その完全精製に成功した。

2 )ジフテリア毒素フラグメント A をマーカーとして利用した検討により，膜融合リポソームは in vitro および ln

vivo の細胞に安全に，効率よく封入物質を導入できることを明らかにした。

3) プラスミッド DNA を封入した膜融合リポソームは，非ウイルスベクターとして広く用いられているカチオニッ

ク・リポソームのリポフェクチ只と比較して. 1000倍以上の効率で細胞内に遺伝子導入できることを示した。本事

実は，膜融合リポソームが ln VIVO 遺伝子治療のための優れたベクターであることを示している。
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4) 固形癌に対する遺伝子治療として， ヒト腫蕩壊死因子 (TNF-α) の遺伝子を膜融合リポソームを用いて腫場

組織上流の血管内皮細胞および腫虜血管内皮細胞に導入し，産生されたヒト TNF 一 α によって著しい抗腫療効果

が得られるという新しい戦略を提示した。

以上の成果は， 21世紀における新しい治療法として注目されている Gene Therapy さらには Cell Therapy の分野

における画期的な方法論を提示しており，博士(薬学)の学位を授与するにふさわしいものと考える。
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