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論文内容の要旨

【目的】

CEA 産生癌に対し、 CEA 遺伝子プロモーターの制御下に単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ (HSV-TK) 遺

伝子を特異的に発現させガンシクロビル (GCV) 投与により癌細胞を死滅させる遺伝子治療モデルにおいて、従来の

アデノウイルスベクター (Ad.CEA-TK) 単独感染法では CEA プロモーター活性の低さゆえ充分な HSV-TK 遺伝子

の発現が得られず満足な治療効果を得るには至らなかった。本研究では、この問題点を克服するべく Cre/ loxP 系を応

用した Ad. 二重感染法を用い、この方法が単独感染法に比べより強力でかつ特異性を保った CEA 産生癌に対する治

療モデルとなりうるかを検討した。

【方法ならびに成績】

1 .非増殖型アデノウイルスベクター (Ad.) の作製

二重感染法用ベクターとして、CEA プロモーターの制御下に Cre リコンビナーゼを特異的に発現する Ad.CEA-Cre

と、これと同時感染した時、 Cre の作用により 2 つの loxP site に挟まれた neomycin 耐性遺伝子が外れて初めて強力

な CAG プロモーターからの HSV-TK 遺伝子あるいは LacZ 遺伝子の強発現が可能になる Ad.lox-TK および Ad.

lox-LacZ を COS-TPC 法を用いて作製した。また、従来の単独感染法用ベクターとして、 CEA プロモーターあるい

は CAG プロモーターの制御下に直接 HSV-TK 遺伝子を発現する Ad.CEA-TK および Ad.CAG-TK を同様の方法

にて作製した。ウイルスは CsCl 濃度勾配超遠心法にて精製し簡便法(斉藤ら)にて力価測定後、使用時まで-80
0

Cに

保管した。

2. 目的遺伝子発現を最大にする両ウイルスの至適感染比率の検討

この二重感染法において目的遺伝子の発現を最大にする両ウイルスの感染比を検討するため、 CEA 産生癌株 LoVo

およびび、 CEA 非産生癌株 A549 に Ad.CEA一Cαre と Ad.lox.“土占

lys臼at白e 中の βga討la武ctωos討id白as詑e 活性を測定した。 LoVo では感染比 1 1 の時に最大の La恥cZ 遺伝子の発現(げ7.1μunits/

cell)を得たのに対し、 A54ω9ではいずず、れの感染比においても La武cZ 遺伝子の発現はほとんど見られなかつた。
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3. 二重感染法による CEA 産生癌特異的 GCV 感受性の増強

Ad.CEA-Cre と Ad.lox-TK の二重感染 (total moi30) か Ad.CEA-TK あるいは Ad.CAG-TK の単独感染 (moi30)

を行った時の GCV 感受性を lC50 (細胞増殖を50%抑制するのに必要な GCV 濃度)を指標に検討 (MTT 法)したと

ころ、二重感染時の CEA 産生癌株 LoVo および VMRC-LCD の in vitro での GCV 感受性は、 Ad.CEA-TK 単独感染

時に比べそれぞれ8.4倍 (0.17μM) および3.3倍(1. 40μM) 増強し、これらは Ad.CAG-TK 単独感染時に匹敵する

ものであった。しかも、 CEA 非産生癌株 A549 の GCV 感受性には有意な変化はなく、特異性は保たれていた。

4. ln vivo における CEA 産生癌特異的抗腫場効果の増強

CEA 産生癌株 LoVo を Balb/c ヌードマウスの側腹部皮下に接種後腫蕩面積が20mm2 をこえた時点、で Ad. を腫場

内に接種 (5 X 108 pfu、計 3 回)し、 GCV (50 mg/kgx2/day) を 14 日間腹腔内投与した。 Ad.CEA-Cre と Ad.lox-TK

の二重感染群では、腫壌は 7 匹中 6 匹のマウスで完全退縮した。一方、 Ad.CEA-TK 単独接種群では腫蕩増大速度が

軽度抑制されるにとどまった。また観察期間中、特に副作用は認められなかった。

{総括】

Cre/ loxP 系を応用した Ad. 二重感染法の有効性が証明された。この方法は、以下の点で優れていると考えられる。

第一に、従来の単独感染法に比べ特異性を損なうことなく強い抗腫蕩効果を得ることができること。第二に、一般的

に低い細胞特異的プロモーターの活性を上げるために各々の特異的エンハンサー領域を解析しプロモーターの上流に

結合するといった煩雑な手聞をかけずに強力な CAG プロモーターからの安定した目的遺伝子の発現誘導が可能であ

り、種々のプロモーターに応用できることである。将来的には肺癌の癌性胸膜炎・消化器癌の癌性腹膜炎を治療対象

と想定しており、 Cre/ loxP 系を応用した Ad. 二重感染法はその治療法のーっとなりえると考えられる。

論文審査の結果の要旨

癌胎児性抗原 (CEA) は最も汎用される腫場マーカーの 1 つであるが、血清 CEA レベルの上昇する癌は、肺癌・胃

癌・大腸癌など我国の癌死亡原因の上位を占めるものばかりである。従って、 CEA 産生癌に対する新しい治療法の開

発は極めて有意義なことである。 CEA 産生癌に対し、 CEA 遺伝子プロモーターの制御下に単純ヘルペスウイルスチミ

ジンキナーゼ (HSV-TK) 遺伝子を特異的に発現させガンシクロビル (GCV) 投与により癌細胞を死滅させる遺伝子

治療において、従来のアデノウイルスベクター (Ad.CEA-TK) 単独感染法では CEA プロモーター活性の低さゆえ充

分な HSV-TK 遺伝子の発現が得られず満足な治療効果を得るには至らなかった。一方強力な CAG プロモーターを

用いた (Ad.CAG-TK) 場合、充分な HSV-TK 遺伝子の発現は得られるもののその非特異性ゆえ正常細胞への重篤な

副作用が問題となる。本研究では、このような両者の問題点を克服するべく Cre/ loxP 系を応用した。

CEA プロモーターの制御下に Cre リコンビナーゼ、を特異的に発現する Ad.CEA-Cre と、これと同時感染した時

Cre の作用により 2 つの loxP site に挟まれた stuffer 遺伝子が外れて初めて強力な CAG プロモーターからの HSV­

TK 遺伝子の強発現が可能になる Ad.lox-TK を作製した。 Ad.CEA-Cre と Ad.lox-TK の二重感染は、従来の Ad.

CEA-TK 単独感染に比べ GCV による CEA 産生癌に対する抗腫蕩効果をはるかに増強させた。しかもこの効果は

CEA 非産生細胞においては見られず、特異性は保たれていた。さらに zn vzvo においても特に副作用は見られなかっ

?こ一口

以上より、細胞特異的プロモーターを利用した遺伝子治療において Cre/loxP 系を応用した Ad. 二重感染法の有効

性が証明された。この方法は、以下の点で優れていると考えられる。第ーに、従来の単独感染法に比べ少ないウイル

ス投与量で特異性を損なうことなく強い抗腫蕩効果を得ることができるため、ウイルス毒性を軽減できる可能性があ

ること。第二に、一般的に低い細胞特異的プロモーターの活性を上げるために各々の特異的エンハンサー領域を解析

しプロモーターの上流に結合するといった煩雑な手間をかけずに強力な CAG プロモーターからの安定した目的遺伝

子の発現誘導が可能で、あり、種々のプロモーターに応用できることである。本法は、血清 CEA 高値を示す肺癌の癌性

胸膜炎・消化器癌の癌性腹膜炎への臨床応、用に向けた一歩進んだ新しい治療法である。

よって、本研究は、博士(医学)の学位授与に値するものと認める。
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