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論文内容の要旨

【目的】生体への遺伝子導入法の開発、改良は、基礎的遺伝子機能解析のみならず遺伝子治療のためにも重要である。

生体への遺伝子導入法の中で最も単純なものは naked DNA 法(発現プラスミド DNA をそのまま生体に注射する)

である。プラスミド注射法と電気穿孔法の併用は筋肉内遺伝子導入効率の大幅な改善を認めることがこれまでの検討

から明らかになっている。そこで、今回に高効率の遺伝子導入法を開発する目的で、サイトカイン蛋白にイムノグロ

プリンの Fc 融合蛋白発現ベクターを開発し、その効果を検討した。また、プラスミドなどを大量のリンゲ、ル液など

と共にマウスに急速に静脈注射すると遺伝子が体細胞に導入されることが知られるようになった。そこでサイトカイ

ン発現遺伝子の急速静脈注射法による効果についても検討した。

【方法】①発現ベクターの作成:哨乳類の細胞で強い発現活性を持つ CAG プロモーター下に目的遺伝子(マウス IL-10、

IL-101Fc、ホタルルシフエラーゼ、 lacZ) を組み込むことにより pCAGGS-IL10、 pCAGGS-IL10/Fc、 pCAGGS-luc

及び pCAGGS-lacZ を作成した。②in vivo 電気穿孔法による融合サイトカイン発現の検討: 9 週齢の C57BL/6 の雄

性マウス及び 7 週齢の C3H店長J の雄性マウスを用い、麻酔下に、1.5μg/μl の pCAGGS-IL10、 pCAGGS-IL10IFc 

及び pCAGGS-luc を 33μl ずつ両側の前腔骨筋に注射し、同部位に針型電極を刺入し、 100V、 50ms の矩形パルス

を 6 回通電した。 pCAGGS-luc 導入 1 日後、筋肉のルシブエラーゼの活性を Luciferase Activity Assay 法にて測定し

た。 pCAGGS-IL10 、 pCAGGS-IL10/Fc は導入後、経時的に採血を行い、血清 IL-10 濃度を ELISA 法にて測定した。

発現サイトカインの確認のため、 pCAGGS、 pCAGGS-IL10 、 pCAGGS-IL10IFc 遺伝子を導入したマウスの血清を用

いて、 Western blot を行った。③ln VIVO 急速静脈注射法の検討:導入遺伝子発現部位の確認目的で、 pCAGGS-lacZ

50μg を乳酸リンゲル (0.1 ml/g 体重)と共に、 5 週齢の MCH-ICR マウス尾静脈より急速に(約 5 秒)注射し、遺

伝子導入 7 日後、肝臓を X-gal 染色した。また、種々の濃度の pCAGGS-IL10 を上記の方法にて ICR マウスに導入

後、経時的に採血を行い、血清 IL-10 濃度を ELISA 法にて測定した。

【成績】 1. in vivo 電気穿孔法による融合サイトカイン発現の検討: 1) pCAGGS-IL10 遺伝子導入したマウス血清
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中に、 Western blot にて 22kDa の IL-10 のバンドを検出した。 pCAGGS-IL10/Fc 導入マウスの血清の場合は、還元

状態では 48 kDa の単一なバンドを示し、非還元状態では 96 kDa にシフトした。このことから融合蛋白は血清中で

ホモダイマーを形成していることが示唆された。 2) C3H店長J マウスに IL-101Fc 遺伝子導入した場合、著明に IL-10

血中濃度を高め(ピーク値: 182.9:1:93.5 ng/ml vs 18.4士 13.4 ng/ml)、 IL-10 遺伝子導入の約 10・ 100 倍になった。

また、発現期間も延長した。しかし、 C57BL/6 マウスの場合 IL-10 の血中濃度は増加したが(ピーク値:4.9::!:O.6 ng/ml 

vs 0.7::!:O.3 ng/ml)、 C3H店長J マウスに比し発現量は低値であった。また、発現期間延長効果も認めなかった。 3)

C3H店長J マウスに pCAGGS-luc 遺伝子を導入すると、 C57BL/6 マウスに比し、約 10 f音のルシアエラーゼ活性を認

め、マウスの strain 間で遺伝子発現の差異が認められた。 2. in vivo 急速静脈注射法の検討: pCAGGS-IacZ 50μg 

の急速静脈投与後 7 日の肝臓を X-gal 染色したところ、マウス肝全体に LacZ 発現を認め、高率に遺伝子導入する事

が確認された。 pCAGGS-IL10 10μg の遺伝子導入では、導入 1 日後で血清 IL10 濃度は 28.3 :1: 4.4 μg/ml のピーク値

に達し、 2 週間後でも約 0.3::!:O.3μg/ml の濃度を保っていた (Control (注射前) : 19:1: 7 pg/ml)。発現プラスミド

量の検討では、 pCAGGS-IL10 を 50μg 導入させた場合に、 50.8::!: 12.1μg/ml のピークに達した。以上から、プラス

ミド、急速静脈投与法により、肝における持続的な導入遺伝子の発現と、高濃度の血中サイトカインを保ちうることが

確認された。

{総指1 1. 生体における Fc 融合サイトカイン遺伝子導入法は、血中サイトカイン発現の上昇、維持に有効である

が、効果判定の際には、マウス系統間で、遺伝子発現に差異があることを考慮する必要がある。 2. プラスミド急速静

脈注射法は、効率良く遺伝子導入可能で、サイトカイン遺伝子を発現させた場合、血中濃度が数十 μg/ml の order に

上昇することを認めた。本研究は全て非修飾プラスミド DNA を用いるため、特殊な設備が必要でなく、抗原性や感

染の可能性もなく、反復施行も可能である。この手法を活用すれば、遺伝子機能を in vivo で広くスクリーニングす

るための有効な方法になると思われる。

論文審査の結果の要旨

.. 
生体への遺伝子導入法の開発、改良は、基礎的遺伝子機能解析のみならず遺伝子治療のためにも重要である。生体

への遺伝子導入法の中で最も単純なものは naked DNA 法である。プラスミド注射法と電気穿孔法の併用は筋肉内遺

伝子導入効率の大幅な改善を認めることが、これまでの検討から明らかになっている。本研究では、高効率の遺伝子

発現法を開発する目的で、サイトカイン蛋白と免疫グロプリンの Fc との融合蛋自発現ベクターを開発し、その効果

を検討した。また、プラスミドなどを大量のリンゲル液などと共にマウスに急速に静注すると肝細胞に導入されるこ

とが知られるようになった。そこでサイトカイン発現遺伝子の急速静脈注射法による効果についても検討した。

電気穿孔法による融合サイトカイン発現の検討: pCAGGS-IL10IFc 遺伝子導入したマウス血清では、 Western blot 

の結果から融合蛋白は血清中でホモダイマーを形成していることが示唆された。 C3H圧IeJ マウスに IL-101Fc 遺伝子

導入した場合、著明に IL-10 血中濃度を高め、 IL-10 遺伝子導入の約 10-100 倍になった。発現期間も延長した。

C57BL/6 マウスの場合 IL-10 の血中濃度は増加したが、 C3H/HeJ マウスに比し発現量は低値であった。発現期間延

長効果も認めなかった。 C3H店長J マウスに pCAGGS-Iuc を導入すると、 C57BL/6 マウスに比し、約 10 倍のルシフ

エラーゼ活性を認め、マウスの strain 間で遺伝子発現の差異が認められた。急速静注法の検討: pCAGGS-1acZ 50 

μg の急速静脈投与により、マウス肝全体に LacZ 発現を認め、高率に遺伝子導入される事が確認された。

pCAGGS-ILI0 遺伝子導入により極めて高濃度の血中 IL-10 を保つことができた。

生体における Fc 融合サイトカイン遺伝子導入法は、血中サイトカイン発現の上昇、維持に有効であるが、効果判

定の際には、マウス系統間で遺伝子発現に差異があることを考慮する必要があることを示唆し、プラスミド急速静脈

注射法は、効率良く遺伝子導入可能で、サイトカイン遺伝子を発現させた場合、血中濃度が数十 μg/ml の order に上

昇することを認めた。本研究は全て非修飾フ。ラスミド DNA を用いるため、特殊な設備が必要でなく、抗原性や感染

の可能性もなく、反復施行も可能である。この手法は、遺伝子機能を in vivo で広く解析するスクリーニングとして

も有効であり、学位に値する研究であると考えられる。

- 308 ー




