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論文内容の要旨

【目的】

HV J -A VE liposome は従来の HVJ liposome の脂質組成を工夫し、組織浸透性を高めることにより m VIVO での

遺伝子導入効率を飛躍的に高めた anionic type liposome である。これを用いて lacZ 遺伝子の霊長類の大槽内、或い

は脳内に直接注入を行い、中枢神経での遺伝子導入効率を検討した。

【方法】

lacZ 遺伝子を封入した HVJ-A VE liposome (HV J-A VE-lacZ) 1 miを各 3 頭のニホンザル大槽内に注入した。 1

頭のニホンザルは、同様の手技で、 DNA を含まない HVJ -A VE liposome (HV J-A VE-empty) 1 mfを大槽内に注

入した。その他に 2 頭のニホンザルには、定位的に脳内に HVJ-A VE-lacZ を注入した。 7 日後に濯流固定し、中枢

神経を摘出し、脳各部位のスライスを X-gal 染色した。脳各部位の β-gal 陽性細胞をカウントし、遺伝子導入効

率を算出した。また、遺伝子導入された細胞種を調べるため、神経細胞のマーカーとして抗 neurofilament 抗体、

グリア細胞のマーカーとして抗 GFAP 抗体を用いて免疫染色を行った。

【成績】

HV J-AVE-lacZ を大槽内に注入したサルでは、中枢神経に広範に遺伝子導入が観察された。小脳歯状核、小脳虫

部、三文神経核、鍋牛神経核、動眼神経核、オリーブ核、海馬、顔面神経核では37.2-59.4%と特に高い導入効率が

観察された。尾状核、小脳皮質、被殻、前頭葉、頭頂葉、後頭葉では 0-9.5% と低い導入効率にとどまった。 HVJ­

AVE-lacZ を脳内へ注入したサルでは、注入ルートおよび注入部位に強L、遺伝子発現が観察された。遺伝子導入効率

は、注入部位から離れるに従い低下したが、 β-gal 陽性細胞は最大15凹離れた部位まで観察された。

β-gal 陽性細胞のうち、 90::!:6.0% は neurofilament 陽性であり、 GFAP 陽性細胞は観察されず、 HVJ-AVE

liposome の標的細胞は神経細胞であると考えられた。

【総括】

HV J-AVE liposome を用い、霊長類中枢神経への広範囲な遺伝子導入が可能であった。大槽内注入の場合、大槽

に距離的に近い脳幹周囲、側頭葉内側部、第四脳室周囲で高い遺伝子導入効率が観察された。脳内への直接注入では、

局所に高い遺伝子導入が観察され、脳実質内への HVJ -A VE liposome の拡散によると思われる遺伝子導入が注入部

位周囲に観察された。
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HV J-A VE liposomeはanionic type liposome で、組織浸透性にすぐれているため組織内部に拡散するように広が

り、広範囲に遺伝子導入がなされたものと考えられるo また神経細胞特異的に遺伝子発現が見られた理由として、

HV J envelope に発現している HN 蛋白が、脊椎動物のほとんどの細胞と結合可能であるということと、神経細胞内

にある hCMV major immediate-early promoter CHCMV-MIEP) が、 CMV promoter を持つ遺伝子の発現を促進

した可能性が考えられる。今後、この方法を応用した臨床的遺伝子治療法の開発が期待される。

論文審査の結果の要旨

従来用いられてきたベクターでは、広範囲な中枢神経への遺伝子導入には限界があった。そのため本研究では、新

たに開発された HVJ-A VE liposome を用いて霊長類中枢神経系への遺伝子導入を試みた。この HVJ-AVE

liposome は、 conventional HV J liposome の脂質組成を改良し、 m VIVO での遺伝子導入効率を飛躍的に高めたハイ

ブリッド型ベクターである。投与方法としてニホンザル大槽内注入、線条体直接注入を行い lacZ遺伝子をリポーター

として脳各部位の遺伝子導入効率を算出した。その結果、大槽内注入法では脳内に広範囲に遺伝子導入され、一方線

条体注入法では注入部位に限局した導入となることが明らかになり、その標的細胞は主として神経細胞であった。本

研究の結果は、困難とされてきた中枢神経系への広範囲な遺伝子導入の可能性を示し、様々な中枢神経疾患に対する

遺伝子治療の開発に大きく貢献すると考えられ、学位に値するものであると考える。
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