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略語一覧

Ad,adenoviralvector

Ad-Luc,adenoviralvectorexpressinfirefyluciferase

Ad-LacZ,adenoviralvectorexpressingEscherichiacoli(3-galactosidase

Ad-PPARy,adenoviralvectorexpressingmurinePPARy

:',BRL-49653(rosiglitazone)

CMV,cytomegalovirus

COX-2,cyclooxygenase-2

D_AI,diseaseactivityindex

DMEM,Dulbecco'smodifiedEagle'smedium

DSS,dextransodiumsulfate

EGFP,enhancedgreenfluorescentprotein

FBS,fetalbovineserum

GAPDH,glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase

GPDH,glycerol3-phosphatedehydrogenase

H&E,hematoxylinandeosin

HRP,horseradishperoxidase

IBD,inflammatoryboweldisease

ICAM-1,intercellularadhesionmolecule-1

1EC,intestinalepithelialcells

LPL,laminaproprialymphocytes

LU,lentiviralvector

LV-shRNA,lentiviralvectorexpressingshorthairpinRNA

MOI,multiplicityofinfection

PBS,phosphatebufferedsaline

PEC,peritonealexudatecells

pfu,plaque-formingunits

PPAR,peroxisomeproliferator-activatedreceptor

PPRE,peroxisomeproliferatorresponseelement

RTPCR,reverse-transcriptionpolymerasechainreaction

RNAi,RNAinterference

RXR,retinoidXreceptor

SDS-PAGE,sodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegelelectrophoresis

shRNA,shorthairpinRNA

SP,mononuclearcellsfromthespleen

TNFa,tumornecrosisfacto「oし
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緒論

PeroxisomeProliferator-ActivatedReceptor(....)は 、ペル オキシソーム誘 導作用

を持 っ化合 物 によって活1生化 され るタンパ クとしてマ ウス肝臓 のcDNAラ イブ ラ リー

か らクロー ニ ングされた リガ ン ド未 同定の核内受容体であった1。 その後の活発 な

cDNAク ローニ ングによって種 々の動物種お よび臓器か ら複数 のPPARサ ブタイプが同

定 され、哺 乳動物 におい てはa、 δ(ヒ トではNUCIと も呼ばれ る)、およびγの3種 類の

サブ タイ プの存在が 明 らか とな ってい る。a型 は主に肝臓や 心筋 、消化管に強い発現が

認 め られ 、δ型 は組 織特異性 が見 られず普遍的に発現 している。一方、γ型 には さらにγ1

型 とγ2型 の2種 類 のアイ ソフォー ムの存在が知 られてお り2、γ1型 は脂肪組織や免疫系

臓器、副 腎、小腸 、大腸 で強い発現 が確認 され、γ2型は脂肪細胞 で特異的な発 現が認

め られて い る3・4。また、 ヒ ト脂肪組織や大腸 では第3番 目の アイ ソフォー ム、γ3型の

mRNAが 存在 す るが、その翻訳産物 はγ1型 と同 じであることが知 られている(Fig.1)。こ

れ らPPARは 、レチ ノイ ン酸 レセ プター、甲状腺 ホルモン レセ プター、ビタミンDレ セ

PPA恥 叢,¥3 N財 靆靆鑢灘嬲 覊 目' '萋 創75
a廷}

PPAR型2段 勘
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一 ゆ 廴ipidMetab◎ 鋒sm
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-一 　 Inflammationllmmunefunction

Fig.1PeroxisomeProliferator-ActivatedReceptory(PPARY).
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プターな どの他 の核 内 レセプ ター と同様 に、9一シス レチ ノイ ン酸 を リガン ドとす るレチ

ノイ ドXレ セ プター(RXR)と ヘ テ ロダイマー を形成 し、標的遺伝子の特異的なDNA認

識 配列(PPRE)に 結合 し転 写 を調 節す る(Fig.1)。PPREを 有 し、実際に転写が調節 され る

遺伝 子 の多 くが脂質代謝 に関連す る分子 であったこ とからも、 当初、....の 主 な生理

的役割 は脂 肪細胞 の分化や糖代 謝調 節 であ ると考 え られていた。しか し、解析が進む に

つれPPARの リガ ン ド、標 的遺伝子 はそれ ぞれ 多様 であ り、生理的 ・病理 的機能 も極 め

て多様 な もので あることが分か ってきた。実際、PPARの 生体内にお ける分布 を見 て も、

発現 の強 さに差 はあるものの、前述 の組 織以外 に腎臓 や生殖組織 、中枢神経な ど広範 な

組織 に存在 しているこ とが明 らか とな っている5。 したがって、PPARが 担 う生理機 能

の うち、 これ までに解 明 され た部分は ご く一部 であるに過 ぎない と考 えられ る。

さて、現在 の 日本 では食事 の欧米化 や運動不足 などの生活環境に起因 した糖尿

病患者 が増加 の一途 をた どってい る。興 味深 い ことに、その増加 と相 関す るかの よ うに

炎症性腸 疾 患患者数 も増加 しつつ あ り、これ らの間になん らかの因果 関係 があるのでは

ないか と予想 されていた ものの詳細 は不明 であった。近年我々の研究 グループをは じめ

い くつか の研 究 グループが 、2型 糖尿病治療薬 チアゾ リジンジオ ン誘導体(TZD)の ター

ゲ ッ ト分子 で あ るPPARγ が炎症 を伴 う疾患 にお ける治療 ターゲ ッ トになる可能性 を示

して以来 、 これ らの疾患 の共通の原因遺伝 子 として のみな らず、 さま ざまな疾患 と

PPARγ との 関わ りが注 目されてい る6-10。我 々はこれ までに、マ ウス大腸炎モデル に対

してPPARγ リガ ン ドを予 防的に投与す るこ とで腸管 の炎症を抑制可能であるこ と、腸 管

の虚 血再灌 流障害 に対 してPPARγ リガ ン ドが予防効果 を示す ことを報告 してきたzlo。

一方
、同 じ動物モデル を用 いた検討 におい て、炎症反応が起 こった後の投与(治 療的投

与)で はPPARyリ ガ ン ドの有効性 は著 しく減弱 してい るか、あるいはその効果が ほ とん

ど確認 で きなかった10。 ま た、PPARyリ ガ ン ドの抗炎症作用は レセ プター を介 さない リ

ガ ン ド直接 の作用であ る とい う報告 も存在 し論議 を呼んでいる11。

そ こで本研 究の前半部 では、PPARyの 炎症性腸疾患に対す る有効性 を再度検証
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す る と共 に、炎症 惹起後 の腸管組織 にお けるPPARγ の変化 を解 析 した。その結果 、炎症

の進行 に ともない腸管組織 におけるPPARyの 発現 レベル が低 下す るこ とを明 らか に し

た。さらには、低下 してい るPPARγ レベル をPPARy発 現アデ ノ ウイル スベ クター を用い

て正 常に戻す ことによ り、病態の回復 を促 進す る こ とに成功 した。後半部で は、PPARγ

の生理的役割 をよ り詳細 に効率 よく解析 す るた めの技術 を確立す る ことを 目的 と し、新

たな遺伝子機 能解析法 として注 目され てい るRNAinterference(RNAi)を 用 いたPPARγ ノ

ックダ ウン法 を作成 した。

これ らの研 究成果 は、未だ決定的 な治療 法が存在 しない炎 症性腸疾患 に対す る

新たな治療 戦略 を提示す ると共 に、今後 のPPARγ 研 究 をは じめ とす る薬物 ターゲ ッ トと

して期待 され る生理活性 タンパ ク質の機 能解析 に応用 され 、新規薬 物治療法 の開発 につ

なが る有用 な基礎 的情報 を提供 し得 るもの と考 え、こ こに学位論 文 としてま とめた次第

である。
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本 論

1。PPARγ 発現アデ ノウイル スベ クター に よる炎症性腸 疾患 の遺伝 子治療

潰瘍性大腸炎や クロー ン病は、再燃 と緩解 を繰 り返す難治性 炎症性腸疾患 であ

り、厚生 労働省によ り特 定疾患 に指定 され てい る。両疾患 の形成 には、免疫 学的生体 防

御機構の破 綻、遺伝 的素 因、食生活 の変化 、あ るいは腸 内細菌 の 関与 な どが考 え られ て

い るが、未だ病因は特 定 されていない。 これ ま でに多 くの薬物療 法 が提 唱 されてお り、

厚 生労働 省難治性炎症性腸管障害調査研 究班 に よる治療指針案 で は、主 にサ ラゾスル フ

ァピ リジン、副腎皮質ステ ロイ ド剤 によ る緩解 導入法が示 されて いる12。しか しなが ら、

これ らの薬物 による治療 はその効果 に限界 が あ り、未だ決定的 な治療 法が ないのが現状

で ある13。

近年 、イ ンス リン非依存性糖尿 病治 療薬 である トログ リタゾン、ロジ グ リタゾ

ン、ピオ グ リタゾンな どのチアゾ リジンジオ ン誘導体 が、PPARγ を介 して潰瘍性 大腸炎

や ク ロー ン病をは じめ とす る炎症 性腸疾患 に効果 がある とい う報 告が相次 いだ6-10。

1999年 にペ ンシルベ ニア大学のGaryWuら の グループが、PPARγ の リガ ン ド投与が腸

管 の炎症 に対 して有効で あるこ とをマ ウスモ デルでは じめて報告 した6。 この後、我々

の グループがPPARyの 抗 炎症作用をPPARγ ノ ックア ウ トマ ウスお よび マ ウス大腸炎モ

デル を用いて証明 し ス10、次 いでAuwerxら のグループ も別 の腸炎モデル で リガ ン ドの

抗炎症作用 を報告 した9。その作用機序 は、リガ ン ドと結合 したPPARγ が主 と してNF-kB

経路 の活性化を抑制す ると考 えられてい る6-10。 これ に よ りTNF-aな どの炎症性サイ ト

カイン、ICAM-1やCOX-2な どの炎症 メデ ィエ ーター の発現 が抑制 され 、結果 として抗

炎症 作用 を示す と説明 されてい る。この よ うに、PPARγ の ノックア ウ トマ ウス を用いた

解 析な どか ら、腸管に存在す る多量のPPARγ は過剰 な炎症反 応 を起 こ さないた めの内因
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性 の抗炎症 系経路 と して働 いている可能性が示唆 され た(Fig.2A)。 しか しなが ら、我 々

と他 の グルー プに よる動物モデル を用 いた解析に よって、炎症惹 起後の リガン ド投与

(治療 的投 与)は 効果が非常に弱い ことが報告 されてい る6,9,10。これ らが何 に起 因す

るか は明 らかでは ないが、 レセプターの量が約半分に減少 してい ることが判って い る

PPARyヘ テ ロ欠損マ ウスでは炎症反応 の促進 が観察 された こ とか ら推測 して7・Io、最 も

可能性 が高 い原因 は内因性PPARγ レベル の減少ではないか と考 えた(Fig.2B)。 そ こで

本章 では、PPARγ をターゲ ッ トとした炎症 性腸疾患治療薬 開発 における問題点 を明 らか

にす る と共 に、新 しい治療戦略 を提示すべ く以下の検討 を行 った。

A Normalintestine

Stimulation

B Diseasedintestine

torycell

Activation

Fig. 2 Schematic illustrations of the role of PPARy in normal (A) and abnormal (B) intestines.

実験材料および実験方法

【試 薬 】

PPARγ 特 異 的 リガ ン ド、 ロジ グ リタ ゾ ン(BRL-49653)はSmithKlineGlaxoInc.よ

り供 与 して 頂 い た。 特 に 記載 す る もの以 外 は、分 子生 物 学 研 究 用 グ レー ド、研 究 用 特級

グ レー ドま た は そ れ に準 じる試 薬 を使 用 した。 ま た 、FBSは 全 て 、56℃ 、30分 間 の 非
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働 化 処理 を行 った もの を使 用 した

【ア デ ノ ウイ ル スベ ク ター の 構 築 】

HEK293細 胞 、 シ ャ トル プ ラ ス ミ ドpHMCMV614お よびベ クタ ー プ ラス ミ ド

pAdHMI5-RGD15は 水 口裕 之 先 生(国 立 医 薬 品食 品衛 生 研 究所 遺 伝 子 細 胞 医 薬 部)よ り

供 与 して頂 い た。HEK293細 胞 は 、10%FBSお よび 抗 生 物 質 を含 むDMEM(Sigma)で 培

養 した。

CMVpromoterの 制 御 下 で マ ウスPPARylを 発 現 す るア デ ノ ウイル スベ クタ ー

の 作製 は、Mizuguchiら が 報 告 したinvitroラ イ ゲー シ ョン 法 に準 じて行 っ た14-16。XbaI

とNotIsiteを 含 むPrimer(sense:5'-GCTCTAGAGCAAATTACCATGGTTGACACA

GAGATGCC-3',antisense:5'-TTTCCTTTTGCGGCCGCCTAATACAAGTCCTTG

TAGATC-3')を 用 い 、腸 管 組 織 由来cDNAラ イ ブ ラ リー を テ ンプ レー トにPCRを 行 う

こ とで、 マ ウスPPARγ1-cDNAを 含 む1.4-kbの フ ラ グ メ ン トを増 幅 した。 増 幅 した フ

ラ グ メ ン トをXbal1NotIで 処 理 後 、pHMCMV614のXbal-Notlsiteに 挿 入 し、

pHMCMV6-PPARγ1を 作製 した 。FiberのHIル ー プ を コー ドす る遺 伝 子 配 列 部 分 にRGD

モ チ ー フ に対応 す るオ リゴ ヌ ク レオチ ドを 挿 入 した5型 ア デ ノ ウイ ル ス ゲ ノ ム(E1/E3

遺 伝 子 を欠 損)を 含 むpAdHM15-RGDIsとpHMCMV6-PPARylを 、それ ぞれ1-Ceul/PI-SceI

で 処 理 した後 にinvitroラ イ ゲー シ ョン を行 い 、pAdHM15-RGD-CMVPPARylを 作 製 し

た 。 作 製 したpAdHM15-RGD-CMVPPARy1をPacIで 処 理 した 後HEK293細 胞 に トラ ン

ス フ ェ クシ ョンす る こ とで 、PPARyI発 現 カ セ ッ トを有 す る組 換 えア デ ノ ウイ ル スベ ク

ター(Ad-PPARγ)を 作 製 した。Ad-PPARyは 、 常 法 に従 い塩 化 セ シ ウム の密 度 勾 配 遠 心 後

Tris/HCI(pH7.5)bufferで 透 析 し精 製 ・濃 縮 を行 い、使 用 す るま で一80°Cで 保 存 した。 な

お 、透 析 に用 い たTris/HCI(pH7.5)bufferに は、RGDフ ァイ バ ー型Adの 凝 集 を抑 え る

目的 で 、BSA(1%)を 添加 した もの を使 用 した 。 組 換 えAdの 感 染 力 価 測 定 は 、Kanegae

らが 報告 した 測 定 法 に 準拠 して 行 っ た17。 ま た 、Escherichiacoli(3-galactosidaseあ るい は
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fireflyluciferase発 現 カ セ ッ トを有 す る同様 の組 換 えAdを 作 製 し、 コン トロー ル と して

使 用 した。 な お 、 本 検 討 で使 用 した組 換 えAd(Ad)は 、特 に記 載 が な い 限 りRGDフ ァ

イ バ ー 型Adを 意 味す る。

【TNF-aお よびLPSで 刺 激 した細 胞 にお け るアデ ノ ウイ ル スベ ク ター の感 染 効 率 】

EL4な らび にRAW264細 胞 はそれ ぞれ 理研 ジ ー ンバ ン ク と東 大加 齢 医学 研 究

所 よ り供 与 して頂 い た。EL4細 胞 は10%FBSお よび 抗 生 物 質 を加 えたRPMII640培 地

に て 、RAW264細 胞 は10%FBSお よび抗 生 物 質 を加 え たDMEM(Sigma)で 培 養 した。

それ ぞ れ の細 胞 を2ng!mlのTNFα(Gibco)、1ｵg/mlのLPS(Sigma)あ るい は そ れ らの組

み合 わ せ に よ り24時 間刺 激 した後 、RGDフ ァイ バ ー ミュー タ ン ト型 ア デ ノ ウイル ス ベ

ク ター あ る い は 従 来型 ア デ ノ ウイ ル スベ クター を感 染 させ た(40MOI)。 そ の24時 間 後

に 細 胞 を 回 収 し、luciferaseassay(Promega)を 行 っ た。

【DSS誘 導 腸 炎 モ デ ル マ ウス の作 製 と治 療 効 果 の検 討 】

日本 ク レア あ る い は 日本SLCよ り購 入 したspecificpathogen-free(SPF)グ レー ド

のC57BL/6J雄 マ ウス を使 用 し、8週 齡(体 重:20-25g)の 時 点 で 、2.5%(wt/vol)のDSS

(MW叫0,000、ICNBiomedicals)を 含 む飲 料 水 を 自由摂 取 させ る こ とに よ り腸 炎 を誘 発 し

た 。 この腸 炎 モ デ ル マ ウス は、DSS投 与 開始 後4日 以 内 にIBD様 症 状 を示 し、 お よそ

7日 後 に 多 くの個 体 が死 亡す る10,18。 治療 実 験Protocol1で は 、DSSの 投 与 を 開始 した

日をDayOと し、Day8ま でDSSを 与 え続 けた 。

こ の腸 炎 モ デル マ ウス を使 用 してPPARy遺 伝 子 導 入 の治 療 効 果 を検 討 す るた

め に 、 以 下 の よ うな4つ の 実験 群 を設 定 し評 価 を行 っ た。

1)DSS-control:DSSに よ り腸 炎 を誘 発 し、治 療 を行 わ な い群

2)Ad-LacZ+vehicle:コ ン トロー ル のAdと してAd-LacZを 投 与 し、PPARγ 特 異 的 リガ

ン ドを投 与 す る群
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3)Ad-PPARγ+vehicle:Ad-PPARyの み を投 与す る群

4)Ad-PPARγ+ligand:Ad-PPARγ を投 与 し、PPARγ 特異 的 リガ ン ドを投 与 す る群 。

Ad-PPARγ とAd-LacZは 、それ ぞ れ の ウイ ル ス ベ ク ター をPBSに 懸濁 し、Day4とDay6

に 一 回 当た り25×10gpfuの ベ ク ター(2.5×108pfuin300ｵlofPBS)を 腹 腔 内 に 投 与 した。

..,.特 異 的 リガ ン ド
、 ロジ グ リタゾ ンは蒸 留水 に溶 解 し(3mg!ml)、Day4か らDay7

ま で 、デ ィス ポ ー ザ ブ ル ・フ ィーデ ィ ン グ ニー ドル(FUCH【GAMI)を 用 い経 口投 与(30r30

mg・kg1・d-1)し た 。治 療 実 験Protocol2で は 、8日 間DSS投 与 した 後 に 、通 常 の飼 育 に

使 用 す る飲 料 水 に変 更 し、Dayl4ま で経 過 を観 察 した。

【細 胞 の 回 収 】

マ ウス腹 腔 を4mlのPBSで2回 洗浄 し、洗 浄 液 中に 存在 す る細 胞 を 回 収 しPEC

と して使 用 した。LPLお よびIECは 、腸 管 組 織 の酵 素分 散 とパ ー コー ル 処 理 に よ り回 収

した19,20。バ イ エル 板 を 除去 した 小腸 を切 り開 き、0.5mMEDTA/2%FBS含 有RPMII640

培 地 で37℃ 、15分 間穏 や か に攪 拌 した 後 、RPMIl640培 地 中 で激 し く攪 拌 し、 培 地 中

の 細 胞 を 回収 した 。そ の後 、2%FBS含 有RPMII640培 地 中で37℃ 、15分 間 、1mMEDTA

入 りPBS中 で 室 温 、20分 間 、順 次 上清 中の 細胞 を回収 しな が ら残 渣 を穏 や か に 攪 拌 し

た 。 得 られ た 残 渣 を37℃ 、攪 拌 条 件 下 で コ ラゲ ナー ゼTypeIV(Sigma)処 理 す る こ とで

細 胞 を分 散 させ た。 これ らの 細胞 をPercoll(AmershamPharmaciaBiotech)の 不 連 続 密 度

勾 配(25%、40%、75%)に 重 層 し、遠 心 操 作(2000rpm、20℃ 、20分 間)を 行 い 、40%

と75%の 間 に存 在 す る細 胞 をLPL、25%と40%の 間 に存 在 す る細 胞 をIECと して 使 用

した 。 ま た 、脾 臓 を取 り出 した 後 にナ イ ロ ン メ ッシュ を用 い て細 胞 を分 散 させ 、ACK

Buffer(0.15MNH4C1,0.01MKHCO3,0.01mMNa2EDTA,pH7.2-7.4;For1L:8.29gNH4C1,

1.OgKHCO3,37.2mgNa2EDTA,adjustpHto7.2-7.4withNaOHorHCI,toavolumeoflLof

H20)を 脾 臓1個 当 た り0.8ml加 え氷 上 で2分 イ ンキ ュベ ー トし、赤 血 球 を 除 去 した細 胞

群 をSPと して使 用 した 。
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【導入 遺 伝 子 の 分 布 特 性 評 価 】

Adを 腸 炎 モ デ ル マ ウス に腹 腔 投 与 した場 合 の 各組 織 にお け る導 入 遺 伝 子 量 は 、

Ad-Lucを 用 い て評 価 した 。DSS投 与 後4日 目にAd-Lucを2.5×10gpfu(2.5×108pfuin300

ｵlofPBS)腹 腔 投 与 し、 そ の48時 間 後 に腸 管 組 織 な らび に脾 臓 か ら細 胞 を単離 し、

luciferaseassay(Promega)を 行 った 。 な お 、 腸 炎 モ デ ル マ ウスで のAdの 投 与経 路 に 関 す

る予 備 検討 の結 果 、Adを 用 いた 腸 管 組 織 へ の遺 伝 子 導 入 は 、腹 腔 投 与 が最 も効 率 よ く、

再 現 性 の あ る結 果 が 得 られ た。経 直 腸 投 与 は 、絶 食 条 件 下 にお い て も個 体 に よ って糞 便

の残 存 量 が 大 き く異 な るた め、個 体 ご と の遺 伝 子 導 入 量 の ば らつ きが 大 き く本 検 討 に不

適 当 で あ っ た。 ま た 、 開腹 した 後 に腸 管 に直 接Adを 注入 す る方 法 も考 え られ た が 、実

際 に検 討 した結 果 、激 しい 炎 症 な らび に体 重 減 少 を伴 う著 しい 衰 弱 が認 め られ るDSS

誘 発 腸 炎 モ デル マ ウス に適 用 す る こ と は不 可 能 で あ っ た。

[WesternBlotAnalysis]

液 体 窒 素 中で 冷却 した クー ル ミル(Tokken)を 用 い て破 砕 した組 織 サ ンプル は 、

proteaseinhibitorsを 添加 したlysisbuffer(400mMTris-HC1,1MNaCl,10%Triton,100mM

NaZEDTA,adjustpHto7.4)中 で 可 溶 化 し、遠 心 操 作 に よ り不 溶 成 分 を 除 去 した。4-40μg

の タ ンパ ク質 を含 む 可 溶 化 サ ンプ ル をSDS-PAGEに て 分 離 後 、polyvinylideneFluoride

(PVDF)メ ン ブ レ ン(MILLIPORE)に 転 写 した 。PPARγ 、GAPDHの 検 出 に は 、 それ ぞ れ

anti-PPARymousemonoclonalantibody(sc-7273;SantaCruzBiotechnology,adilutionfactor

of1:200),anti-GAPDHrabbitpolyclonalantibody(2275-PC-1;Trevigen,adilutionfactorof

1:3000)お よ びHRP-linkedhorseanti-mouselgG(#7076;cellsignaling,adilutionfactorof

1:16000),HRP-linkedgoatanti-rabbitIgG(#7074;CellSignaling,adilutionfactorof1:16000)

を用 い た。HRPの 検 出 に はECL-pluskit(Amersham)お よびHyperfilmECL(Amersham)を

用 い た。な お 、PPARγ を検 出す る際 に使 用 した 抗 体 はγ1型 お よびγ2型 の 両 アイ ソフ ォ ー

ム を認 識 す る。 多 くの場 合2本 のバ ン ドが観 察 され て い るが 、上 方 のバ ン ドはγ2型 、
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下 方 の バ ン ドが γ1型 ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る と 考 え られ る21。

【腸 炎 の 評 価 】

DSSを 投 与 後 、 体 重 減 少 、 肉 眼 的 所 見 、 腸 管 か ら の 出 血 に 基 づ い て 腸 炎 の 評 価

を 行 っ た 。DAIは 、 下 記 の 項 目 に つ い て 二 重 盲 検 的 に 数 値 化 し、各 群 で の 平 均 値 を 算 出

し た 。便 潜 血 は 、糞 便 懸 濁 液(1mg!mlinH20)を 遠 心 後 、上 清 を 回 収 し、HemoccultSENSA●

(BeckmanCoulter)に て 評 価 し た22,23。

Table.1Scoringofdiseaseactivityindex.

ScoreWeightLossStoolConsistencyOccult/GrossRectalBleeding

ONoneNormalNormal

11-5%

25-10%LoosestoolsHemoccult+

310-20%

4>20%DiarrheaGrossbleeding

[HistologicAnalysisandImmunohistochemicalStaining]

取 り だ し た 腸 管 組 織 を 常 法 に 基 づ き パ ラ フ ィ ン 包 埋 後 、 組 織 切 片(3ｵm)を 作 製

し 、H&E染 色 を 行 っ た 。 ま た 、anti-ICAM-1、anti-COX-2polyclonalantibody(SantaCruz

Biotechnology)を 用 い て 免 疫 染 色 を 行 い 、 腸 管 組 織 に お け るICAM-1とCOX-2の 発 現 量

を 評 価 した7。 抗 体 の 検 出 は 、vectastainABCkit(VectorLaboratories)、3,

3'-diaminobenzidinesubstratekit(VectorLaboratories)を 使 用 し た 。

【半 定 量 的RTPCR(forPPARy-mRNA)】

組 織 よ り回 収 し た 細 胞 か らTri-Reagent(Sigma)を 用 い てtotalRNAを 回 収 した 。

First-strandcDNAは 、1ｵgのtotalRNA、randomhexamers(lnvitrogen)、 お よ びSuperScript

IIRNaseHReverseTranscriptase(lnvitrogen)を 使 用 し 、 添 付 の プ ロ トコル に 従 い 生 成 した 。
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そ の 反 応 液 を 、 マ ウ スPPARγ1と γ2に 共 通 なprimerpair(5'-AGTCTGTGGGGATAA

AGCAT3'and5'-GTGATTTGTCCGTTGTCTTT3')と 共 に18SrRNAを 内 部 標 準 と し

て 使 用 可 能 なClassicl8Sprimerset(Ambion)を 使 用 し 、TaqDNApolymerase(Sigma)に て

増 幅 し た24。 な お 本 検 討 で 解 析 を 行 っ た サ ン プ ル の 場 合 、18Sprimer:Competimer比 は2:

8が 最 適 で あ っ た 。 増 幅 後 の サ ン プ ル は 、2%agarosege1(0.5×Tris-borate-EDTAbuffer)

中 で 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 にethidiumbromide染 色 に よ り可 視 化 し、digitalcameraで 画 像

を 取 得 した 。

【定 量 的RTPCR(forcytokine-mRNA)】

TNF一 αお よ びIL-10発 現 量 の 定 量 は 、TagManRT-PCRsystemを 用 い て 行 っ た 。

そ れ ぞ れTagManUniversalPCRMastermix、primer/probeforquantitationofmurineGAPDH、

TNF-a、IL10(AppliedBiosystems)を 使 用 して サ ン プ ル を 調 製 し た 後 、ABIPrism7700

SequenceDetectionSystem(AppliedBiosystems)を 用 い て 増 幅 、 検 出 を 行 っ た 。 各 サ ン プ

ル 問 のRNA抽 出 効 率 な らび にcDNA増 幅 効 率 の 補 正 に は 、GAPDHmRNAの 値 を 用 い

た 。

【High-densityoligonucleotidearray解 析 】

正 常 マ ウ ス お よ びDSS誘 発 腸 炎 モ デ ル マ ウス(Day1あ る い はDay4)の 大 腸 か ら 、

TotalRNAを 回 収 した 。1ｵgのpolyadenylatedRNAか らT7-basedamplificationmethodを

用 い て お よ そ100ｵgのcDNAを 生 成 し、High-densityoligonucleotidearray(GeneChip;U74,

Affymetrix)に ハ イ ブ リダ イ ズ した25。 な お 、各 群 か ら3サ ン プ ル 作 製 し、解 析 を 行 っ た 。

そ れ ぞ れ のarrayの か ら得 られ た 値 を 、AffymetrixGeneChipversion3.3software、intron

やreversesequencesに ハ イ ブ リダ イ ズ して しま う適 当 で な いprobeparesとprobesetsを

除 外 す る た め のclassABCmaskfileを 用 い て 解 析 を 行 っ た 。

Array解 析 結 果 を 検 証 す る た め に 、過 去 に 報 告 さ れ た 方 法 に 基 づ い て 、real-time
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quantitativeRTPCRを 行 っ た26。RNAeasykit(Qiagen)を 用 い てmRNAを 調 製 し、MMLV

reversetranscriptaseを 使 用 してcDNAを 生 成 した 。spectrophotometerDU640(BECKMAN

COULTER)を 使 用 して260nmお よ び280nmの 吸 光 度 を 測 定 し 、生 成 したcDNAの 収 量

と 純 度 を 確 認 した 。 こ れ ら のcDNAサ ン プ ル を テ ン プ レ ー トに 、PrimerExpresssoftware

(AppliedBiosystems)を 使 用 して 設 計 した 特 異 的primersets(Table.2)、SYBRGreenPCR

kit(AppliedBiosystems)を 用 い てPCRを 行 っ た 。な お 、quantitativePCR解 析 に はABIPrism

7700SequenceDetectionSystem(AppliedBiosystems)を 用 い た 。

Table2.PrimersetsforquantitativePCR.

Gene5'-Forward3'-Reverse

MouseDNAforreglllgammaproteinAATCACTGATATAAATATTAAAAATATTGGAACCTTGACsT

HaptoglofiinGGA(πCACCACCGGGGCCACAG(躍GG㎜ ℃CCCACGTA

MajorurinaryproteinsCCTGGCCTCTGACAAAAGAGCCAAATATATI'ICAGTGCAC

Matrixnaetalioproteinase3GGAGATGCTCACTTTGACGAACTGGGTACATCAGAGCTTC

Pancreatic-associatedproteinCATGGTGAAGAGAACAGGAAACGGTCTAAGGCAGTAGATG

E.ipopolysaeeharide-bindingproteinCCI'GAACITI'PCCATCACAGAGACCACTG`1`TCTAAGGAGC

MatrixmetalioQroteinase13TGCATATGAACATCCATCCCACACGTGGTTCTCAGAGAAG

Ly-6alloantigenCAATCI"1'TGCTTACCCAfiCTCCATGGTCCAGGTGCfGCCT

Fnterferon-inducibleGTPaseTGGAGACI'CTGAAGAAAAGCCAAACAACTCCTGAATAT

GR◎ ユo筮◎o暮e筑eGAAGACA(iACTG(TCI'(}ATG'ITAAATATTAAT(iTAAAATA

RABSC,memberRASonwgenefamilyCGATCGGCTGACTATATTGACTGACTCCGAGCTGGGAGAGA

Calciumchannel,voltage-dependent,TGAGCGCsAlfiGAC,"1'{'TGAAGATCCCCTTTGCTGTAA'PGT

alpha2icleltasubunitl

V-mafCTGCTTGTCAGCACCGTGGGCCTGTGTACACACAGGAAC

tun-BoncogeneAACAGGCAAACAGAAGCCCAAGATATAAGTAAAACAACTG

Interferon-inducedpr◎ セe圭践w圭thGAAATCAAGGAGATG(TTGATGGTAGA1`AGGCI'TGTCi"CG

tetratricopeptide

MajorhistocompatibilitpcomplexIllAGGAGAAAAGGAGGGGGCCTCCCAGCCGT'GI'CTTCCCAG'F

HistacompatibilitqclassIIantigenAGACTCAAAITTCACCCCAGCTGACTGACTFGCTATTTCT'G

Interferon-inducibleproteinGGTCCCAGCAGCACAGTGATCTTCGTGACTI'GTI'CCGCTG

AquaparindGTATGACTAGAGGACAGCACTATATCCATTATAGGCITi'1'

Chemokine(C-C)receptor2AGCCAACAGGTGGACCTGTCTTTCCACTGTGGATGGGAGG

MatrixmetalloprofeinaseTGATATCAGCAT`TI°TGGCCCTACGTTTTCT'1'CTTCTCCTT

Interferon-gammaCAGACAGCACTCGAATGTGTAGGTATACTTTATT'CATATG

【統 計 学 的解 析 】

全 ての結 果 は 、mean±standarderrorofthemeanと して表 記 した。統 計 学 的 なサ

ン プル 間 の比 較 は 、Studentt-test、 あ る い は一 元 配 置 分 散 分 析 を行 っ た後 にScheffe's

methodに よ り評 価 した。
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結果と考察

1-1. PPARy発 現 レベル と炎症性腸疾患

炎症 を伴 う腸管 組織

にお ける内因性PPARγ レベル

を検討す るた めに、炎症性腸

疾患 のモデル と して汎用 され

て い るデ キス トラ ン(DSS)誘

発腸 炎マ ウスを用い 、正 常マ

ウス と、DSSに よ り腸 炎 を誘

発 したマ ウスの大腸 にお ける

PPARγ 発現 レベ ル をWestern

blot法 で比較 した。その結 果、

DSS誘 発腸炎 マウスの腸管組

織 で内因性PPARγ の発現レベ

ル が低 下していることを確 認 し

Fig.3DeterminationofPPARylevelsbywesternblotanalysis

(A)AdecreaseofendogenousPPARyexpressioninthecolon8
daysafterreceivingDSS.(B)Thetime-courseofchangesin

endogenousPPARylevelsinLPL.PEC,IECandSPduring

DSS-inducedcolitis.Isolatedcellsfromthreemicepergroupin

duplicatewerepooledandthesamplespreparedasdescribedin

Methods.LPL,intestinallaminaproprialymphocytes:PEC,

peritonealeYUdatecells;IEC,intestinalepithelialcells:SP,splenic
mononuclearcells.

た(Fig.3A)。 さ らには、腸管組織 か ら回収 した粘膜 固有層 リンパ球(LPL)、 腸 管上皮細

胞(IEC)お よび腸管 の周 囲 に存在 してい る腹腔細胞(PEC)で のPPARγ 発 現 レベル を解 析

した結果 、LPLとPECに おいて炎症反応 の進行 に伴 う著 しいPPARγ 発現 レベル の減少

が認 め られ た(Fig.3B,LPLandPEC)。 一方、IECな らび に遠隔 の免疫臓器 である脾臓 か

ら回収 した リンパ 球(SP)で は、PPARγ 発現 レベ ル に顕 著 な変 化 は認 め られ な か った

(Fig.3B,IECandSP)。LPLお よびPECに おいて特異的 にPPARγ レベル の減少 が認 め られ

たが、これ らは共 に、T細 胞 、B細 胞、マ クロファー ジを多 く含 む細胞分画 であ るた め、

炎症反応 とPPAPγ の関わ りを考察す る上で興味深 い結果 である。そ こで、さ らに詳細 に
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PPARγ の減少 が認 め られ る細胞種 お よび部位 を同定す るために、Magneticcellseparation

systemを 用いた各種細胞 の単離、腸管組織切 片上で のPPARγ に対す る免 疫染色 を試 みた

が、考察に値す る結果 は得 られ なかった(datanotshown)。 前者の揚 合 は、抗体 の組 み合

わせ、精製方法な どい くっかの手法 を試 みたが、残念 なが ら十分な純度の細胞 を単離す

る事ができず検討す る ことがで きなか った。後者 に関 しては、腸管組織上 での免疫 染色

結果 には顕著な差 が認 め られ なかった が、この結果 は他の グループ の過去 の報告 と一致

してい る6,9。 この一見矛 盾 した結果 は、おそ らくinsituで の免疫染色結果 と、ア ク リ

ル ア ミ ドゲル 中で分 子 量 の異 な るタ ンパ ク質 を 分 離 濃 縮 ・検 出す る こ とが可 能 な

Westernblot法 の検 出感度 の差で ある と考 えるが詳 細 は不 明である。

次に、炎症反応 の進行 に伴 うPPARyタ ンパ クの著 しい減 少が認 め られたLPL

お よびPECで の、PPARγ 一mRNAレ ベ ル を評価 した。 興 味深 い ことに、 タンパ ク レベル

の減少 とは異な り、PPARγ一mRNAレ ベル に変化は認 め られ なか った(Fig.4)。この結果 は、

炎症組織 に存在す る細胞 では正常組 織 と同様 にPPARγ 一mRNAの 転 写は活1生化 され てい

るにもかかわ らず 、タンパ ク質へ の翻訳 の段階 あるいはPPARγ タンパ ク質の分解過程 に

お いてが何 らかの調節 を受けてい るこ とを示 してい る。最 近、interferon一γが脂肪細胞 に

お いてubiquitin-proteasomesystemを 活 性化 し、PPARγ タ ンパ クの分解 を促進す る とい う

報告 がな された21。Interferon一γをは じめ とす る様 々なサイ トカイ ンが炎症反応 と密接 な

関係 があることは明 らかであ り、炎症性腸疾患 にお いて もinterferon-yが 重 要な役割 を示

す こ とが 数 多 く報 告

されてい る2729。 後述

す るよ うに、本研究 の

中で行ったGenechip

解析 にお いて もDSS

腸 炎 モ デル マ ウス の

LPL PEC SP

^Ibr

 M  I  4  6  1  4  6  I  4  6

 4.•^•  18S 

 PPARv

Fig.4DeterminationofPPARy-mRNAlevelsbysemiquantitativeRT-PCR

analysis.Isolatedcellsfromthreemicepergroupinduplicatewerepooledand

thesamplespreparedasdescribedinMethods.N,Normal;4,4daysafterDSS

administration;6,6daysafterDSSadministration;LPL,intestinallamina

proprialymphocytes;PEC,peritonealexudatecells;SP,splenicmononuclear

cells.

一15一



腸管組織 で はinterferon一γに よって誘導 され る多 くの遺伝子群 の発現増強が認 め られた。

したが って、脂肪細胞 で観 察 されたPPARyタ ンパ クの分解促進 が、炎 症組織 に存在す る

細胞群 で同様 に引 き起 こ されてい る可能性は高い。

以上 の よ うに、これ らの腸炎モデルマ ウス解析 の結果 は、炎症惹起後 のPPARγ

レベル の減 少 が リガ ン ド投与効果 の減弱につ なが る可能性 を示 してい る。実際に、内因

性PPARγ レベ ルの減少 が ヒ トの腸炎患者 で認 め られた とい う事例 が報告 された こ とか

らも、内因性 のPPARγ の量 的変化が炎症反応 の惹起、な らび に悪化 に関与 してい る可

能性が示唆 され た30。

1-2.炎 症性 腸疾患 に対す るPPAR溌 現 アデ ノウイルスベ クター の治療効果

2001年 にGaryWuら の グループは、PPARγ の リガン ドで ある ロジグ リタゾン

投 与が潰瘍1生大腸炎 に有効 で あるい うヒ トで のオー プン トライ アル 試験結果 を報 告 し

ている31。 しか しなが ら、 この報告では約半数(54%)の 症例 で有効性 が認 め られ た とさ

れてい るが 、他 の薬剤 と併 用 された結果であ るため リガ ン ド単独 の効果 を判定す る こと

は困難 で あ る。また、前述 の よ うに動物モデル を用 いた解析結果 な らびに ヒ トの炎症腸

管の解 析結 果 は、炎症 が起 こってか らの....リ ガン ド単独 投 与 にはその効果 に限界

が ある可能 性 を示 してい る。さらには、PPARγ リガン ドの抗炎症 作用は レセプター を介

さない リガ ン ド直接 の作用で あるとい う報告 も存在 し、....を 炎症性腸疾患 治療 薬 の

ターゲ ッ トとす ることに否定的な考 えもあった11。 そ こで、減 少 したPPARγ を正常 レ

ベル に回復 させ る こと、 な らびにその治療効 果 を検討す るこ とを 目的 とし、腸管 へ の

....遺 伝 子 デ リバ リー を試 みた。
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1-2-1.PPARγ 発現 アデ ノウイルスベ クター の構築 とその特性

炎症腸管組

織への遺伝子導入に

は、現存の遺伝子導

入用ベクターの中で

生体に適用 した場合

に最 も効率よく遺伝

子導入可能なベクタ

ーのひとつであるア

デノウイルスベクタ

A

6

盆

婁
ヨ
窪黛

x

診
彝
翕

鬱
謹
婁

箋
」

　:31

il

10

瓏

τ緊甑 薫 や 鱗 や

しFS鵬 属 や 手

肇㈱ 霧

葉o雛5

蒙翻

橘

繧
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TNFa曽 や 卿 ÷

瀛 鱒 ÷ や

Fig.5Thetransductionefficacy

ofluciferasegeneinRAW264

cells(A)orEL4cells(B)byRGD

fiber-mutantadenovirusvector

(closedcolumn)orconventional

adenovirusvector(opencolumn).

Macrophage-likeRAW264cells

orEL4Tlymphomacellswere

stimulatedwiththeindicated

stimulantfor24hours,andthe

cellswereinfectedwith

adenovirusvectorsata

multiplicityofinfectionof40.24

hourslater,cellswereharvested

andperformed正uciferasereporter

assay.

一 を使用 した。アデ ノ ウイル スベ クター は分裂期 ・静止期 の両細胞 に対 して効率 よ く遺

伝子 導入 す るこ とが可能 であ り、さ らには導入 され た外来遺伝子 がゲ ノムDNAに 組 み

込 まれ な いた め安全性 も高い32。 は じめに、炎症 に伴 う内因性PPARyの 著 しい減少 が認

め られ た細 胞 群 が リンパ 球集 団であ った ことか ら、TNFα あるいはLPSで 刺激 した

RAW264細 胞(マ ウス腹腔マ ク ロフ ァー ジ様 細胞株)とEL4細 胞(マ ウス胸 腺腫細 胞株)

に対す るアデ ノウイル スベ クターの遺伝子導入効率 を確認 した。なお、現在広 く使 用 さ

れて いる従来型 のEl/E3欠 損5型 アデ ノウイル スベ クターに加 え、 よ り広範 囲の細胞

群 に遺伝 子 を導入で きるよ うにアデ ノ ウイル スベ クターの ファイバー部分にRGDモ チ

ー フを導 入 した、 ファイバー ミュー タン ト型RGDア デ ノ ウイル スベ クター につい て検

討 を行 った14-16。 そ の結果 、RGDア デ ノウイル スベ クターは、いずれの細胞おいて も

従 来型 に比 べて優れ た遺伝子導入効率 を示 した(Fig.5)。そ こで、フ ァイバー ミュー タン

ト型RGDア デ ノウイル スベ クター(以 下、Adと 略す)のEl欠 損領域 にPPARγ 発現 カセ

ッ トをイ ン ビ トロライ ゲー シ ョン法 にて挿 入 し、PPARγ 発現 アデ ノウイル スベ クター

(Ad-PPARγ)を 作製 した(Fig.6A)。 作製 したAd-PPARγ は感染細胞内で効率 よくPPARyを
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発 現 可 能 で あ る こ とをWesternblot法 にて確 認 した(Fig.6B)。

B 。ノ 〆岬

轗嬲,蘿 ・←PPAFtY

Fig.6Recombinantadenovirusvectors.(A)Diagramofconstruction

ofE1/E3-deletedAdvectorexpressingPPARy.ITR,invertedterminal

repeat:CMV,cytomegalovirusimmediate-earlypromoter/enhancer:

P(A),bovinegrowthhormonepolyadenylationsignal.(B)

DemonstrationofmurinePPARysynthesisfromAd-PPARyvector

usingwesternblotanalysisoftheCOS-7celllinetransfectedwith

Ad-....

1-2-2.DSS誘 発腸 炎モデ ル にお け るPPARy発 現アデ ノウイル スベ クターの治療効果

DSS誘 発腸炎モ デルマ ウスは、ヒ トの潰瘍性 大腸炎や クロー ン病 と比較的類似

した炎症性腸疾患モデル 動物 であ り再 現性 の良 い結果 が得 られ ることか ら、炎症性腸疾

患の研究 に広 く用 い られ て いる。DSS誘 発腸炎 モデル は、これ まで我々や他の グルー プ

が報告 してい るとお り、DSSを 含 む(2.5%)飲 料水 をマ ウス に 自由摂取 させ るこ とに よ り

作製 した。 このモデル で はDSS投 与4日 後 に炎症が ピー クに達 し、血便 ・下痢 を伴 う

激 しい衰 弱 によ り8日 後 までに80%近 くのマ ウスが死 亡す る10,33。Ad-PPARγ は、腸 管

に著 しい炎 症が認 め られ る時期、す なわ ちDSS投 与 開始後4日 目と6日 目に投与 した
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A
Protocol.1

groupl
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group3

group4

DSS-control

Ad-LacZ+Ligand

Ad-PPARy+Vehicle

Ad-PPARy+Ligand

Ad-PPARyorAd-LacZ一 冂
Liyard(30my%ky;dayi

25%DSSwater

畢
DAI

RT-PCR

畢

B
Protocol.2 group1:Ad-LacZ+Ligand

group2:Ad-PPARy+Ligand

Ad-PPARyorAd-LacZ一 冂
Llgand(30mg/kg/day)

一
DayQQQQ●QOQ●Q1011121314
( 2.590DSSwater x Tapwater )

↓
Survivalanalysis

Fig.7Designfortheinterventionstudies.㎞thefirstprotoco夏(A),d血kingwatercontaining

DSSwasadministeredfromdayOto8andmiceweresacrificedatday8.Inthesecond

protocol(B),DSSwaterwaschangedtousualtapwateratday8.Ad-PPARyorAd-LacZwas

administeredbyi皿traperitoneal軻ectiononday4andonday6(blackarrows).....-specific

ligand,BRL-49653,wassuspendedindistilledwaterandadministeredorallyfromday4today

7(grayarrows).

A LPし PEC B

m
m

も
戻

ミ

ヨ

izOOOOO

GAPDH嫡 ■■)剣■1レ噸■■慶 ● ●

111111

㎜
.1111/

㎜
㎜
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Fig.8AdministrationofAddu血gDSS-inducedcolitis.(A)TherestorationofPPARγfbllowillg

administrationofAd-PPARyduringDSS-inducedcolitis.(B)Luciferaseactivityfollowingintraperitoneal

administrationofAd-Luc.SP,splenicmononuclearcells;PEC,peritonealexudatecells;LPL,intestinal

laminaproprialymphocytes.Resultsareexpressedasmean(SEM)fromeachgroup(n=4-7)andrepresent

an血crcaseinenzymeactivity(relativelightunits(RLU)11x106cells)comparedtothesamecellular

populationsfromuntreatedcontrolmice.

(Fig.7A)。PPARγ 特 異 的 リガ ン ドで あ、る ロジ グ リタ ゾ ンは 、4日 目以 降7日 目ま で1日1

回経 口投与 した。Ad-PPARγ をDSS誘 発腸炎 マ ウスに投 与 した結果、炎症反応 の進行 に
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ともない著 しいPPARγ 発現 レベル の減少 が認 め られ たLPLお よびPECで のPPARγ レベ

ル を高め るこ とに成功 した(Fig.8A)。 また、モデル遺伝子ル シフェラーゼ発現 カセ ッ ト

を有す るベ クター を同様 のプ ロ トコル にて投与す ることに よ り、LPLな らびにPECへ

効率 よく 目的遺伝子 を送達可能で あるこ とを再確認 した(Fig.8B)。

治療 を行わ なか った コン トロ

ール群(DSS -control群)で は、これまで

の報告 どお り腸管か らの 出血 を伴 う激

しい炎症 が認 め られ るの に対 し、

Ad-PPARy投 与 と リガ ン ド投与 を併用

した群 ではDSS投 与 に伴 う腸管の炎症

反応 が著 しく抑制 されていた(Fig.9A

andgB)。 また、Ad-LacZあ るいは

Ad-Lucの みの投与 は、DSS誘 発腸炎の

発症 ・進 行 に影響 を与 えないこ とを確

認 してい る(datanotshown)。 大腸組織

Fig.9ProtectionfromcolitisbyPPARy-genetransfer.

(AandB)Macroscopicobservationsoftheabdominal
cavityandthecolon,respectively,fromDSS-controlor

Ad-PPARyplusligandtreatedmiceatday8after

DSS-inducedcolitis.(C)Representative

photomicrographsofmousecolonsectionsprepazed
fromparaffin-embeddedsampleswerestainedwith

hematoxylinandeosinfromanormal(left),a

DSS-control(middle),orAd-PPARyplusligandtreated

mouse(right),respectively.Magnification:x100for

photomicrographs.

の 顕微 鏡 的 所 見 にお いて も 、 このAd-PPARγ と リガ ン ド併 用 群 の腸 炎 治 療 効果 は 明 らか

で あ った(Fig.9C)。DSS-control群 で は 、粘 膜 固有 層 お よび 筋 層 へ の著 しい炎 症 細 胞 の浸

潤 と腸 管 陰 窩 の消 失 を伴 う明 らか な炎 症 像 が観 察 され る の に対 し(Fig.gc,DSS-control)、

Ad-PPARγ と リガ ン ドの併 用 治 療 を行 っ た群 で は 、 わず か なが ら炎 症 細 胞 の浸 潤 ・粘 膜

の肥 厚 が 確 認 され る程 度 で あ った(Fig.gc,Ad-PPARy+五lg砌 の。

マ ウス の生 存 率 は 、DSS-control群 の23%(Fig.10A,1)SS-control)に 対 し、

Ad-PPARγ のみ の投 与 群 で は54%と 有 意 に増 加 した(Fig.IOA,Ad-PPARy+vehicle)。 これ

は 内因性PPARγ レベ ル が 回 復 した だ けで も あ る程 度 の 炎 症 反 応 の 抑 制 が起 こ る こ とを

示 して お り、非 常 に 興 味深 い知 見 で あ る。 ま た、 リガ ン ドの み の投 与群 で も58%の 生存

率 を認 めた が(Fig.loA,Aa-LacZ+五 ♂g砌の、Ad-PPARγ 投 与 と リガ ン ド投 与 を併 用 した群
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で は87%の 生存 率 を示 し相 乗 効 果 が認 め られ た(Fig.10A,Ad-PPARy+Liganの 。これ らの

結 果 は炎 症 の程 度 を数 値 化 したdiseaseactivity量ndex(DAI)の 結 果 と相 関 してお り、

DSS-controlお よび リガ ン ドの み の 投 与 群 と比 較 して 、Ad-PPARγ と リガ ン ド併 用 群 で

は顕 著 な治 療 効 果 が認 め られ た(Pく0.05,respectively;Fig.10B)。 さ らに は、Ad-PPARyを

投 与 した場 合 に は、低 用 量 の リガ ン ドを投 与 した場 合 に も顕 著 な治 療 効果 が認 め られ た

(Fig.10c)。 これ らの結 果 は 、 炎 症 が 既 に 引 き起 こ され て い る腸 管 組 織 へ のPPARy遺 伝

子 導入 が 、DSS誘 発 腸 炎 治 療 にお い て 有 用 で あ る こ とを 強 く示 唆 して い る。
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さ らにAd-PPARγ 投与によってDSS誘 発腸炎か らの回復 が促進 され てい るこ と

を証明す るために、 リガ ン ドのみの投与群 、Ad-PPARy投 与 とリガ ン ド投与を併 用 した

群 につ いて 、それぞれ8日 目に生存 していたマ ウスのDSS投 与 中止後 の経過 を観 察 し

た(Fig.7B)。 その結果、Ad-PPARγ とリガ ン ドの併用投与によって治療 を行 った群で は7

例 中4例 が体重増加 を伴 う明 らかな回復傾 向 を示 したが、 リガ ン ドのみ の投与群(7例)

では全 ての個体 が死亡 した(Fig.loD)。 これ らの結果 は、炎症腸 管組織 にAd-PPARγ 等 を

用 いてPPARγ 遺伝子導入 を行 わない場合 には、リガ ン ドのみの治療効果 は限界 があ るこ

とを示 してい る。さらには、リガン ドによ り活性化 されたPPARyが 、炎症状態 か らの回

復 を担 う生理機能 に深 く関わっているこ とを強 く示唆 してい る。

1-2-3.PPARγ 発現 アデ ノ ウイルスベ クターに よる炎症 メデ ィエー ター の発現抑制

腸管 にお ける炎症 の進行過程 は、その腸管組織でのICAM-1の 発現量 と強 い相

関性 を示す ことが知 られてい る34・35。ICAM-1は 炎症反応の過程 で炎症細胞の浸潤 を担

う重要 な分子 であ り、結果 としてその発現量 を低下 させ ることが腸炎 治療 につ なが る と

考 え られ てい る。本検討 においても、DSS-control群 では正常 な個 体 と比較 して著 しい

ICAM-1の 発現増強が認 め られた。一方 、Ad-PPARγ と リガ ン ドの併 用治療 を行 った個体

の腸管組織 では、その発現が有意に抑制 され ていた(Fig.11A,upperpanels)。 また、炎症

腸 管組織 において発現増強が認め られ るこ とが広 く知 られ てい るCOX-2に 関 して も36,

37
、Ad-PPARyと リガン ドによ る治療群 では正 常腸管組織 と同程度 の発現 レベル で あろた

(Fig.llA,lowerpanels)。 特 に、DSS-control群 で は粘膜 固有層 リンパ 球(LPL)に お いて

COX-2の 強い発現 が認 め られ たが、治療群 ではその発現が有意 に抑制 されていた。

次 に、PPARγ 遺伝子導入に よる腸炎治療効果 を、腸管組織 にお けるサイ トカイ

ン発現量を解析す ることで評価 した。 その結果 、Ad-....と リガ ン ドによ り治療 を行
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った群で は、炎症性サイ トカイ ンTNFα の発現 が有意 に抑制 されていた(Fig.11B)。 一方、

興 味深い こ とに治療群 の腸管組 織で は、抗 炎症 作用 を示すIL-10の 発現が上昇傾 向 を示

していた(P=o.088;Fig.11c)。 これ らの結果 か ら、PPARγ 遺伝子導入 に よる治療 は、腸

炎症状 を引き起 こす炎症 メデ ィエー ターの発現 を抑制す ることが明 らか となった。
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Fig.111nhibitionofinflammatorymediatorsbyAd-PPARy-genetherapy.(A)Immunohistochemicalanalysisof

ICAM-1(panela,b,candd)andCOX-2(panele,f,gandh)expressionincolonsections.Colonsectionsfroma

normalmouse(a,e),fromaDSS-controlmouse(b,c,f,g)andfromaDSSexposedmousetreatedwithAd-PPARy

plusligand(d,h).Panela,b,d,e,fandhare100xmagnification,andpanelcandgare400xmagnification.(B)

QuantitationofmRNAencodingforTNF-a,(B)andIL-10(C)normalizedtomRNAencodingforGAPDHin
colonsaftertreatmentwithAd-PPARyplusligand.Resultsazeshownasfoldincreasescompazedtothoseof

healthy,normalmice.**,P<0.01forAd-PPARyplusligandcomparedtoDSS-control(t-test).Datarepresentt

SEMfrom3-4differentanimals.
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1-3. ....活 性化 に よる遺伝 子発現 プロファイルの変化

本研究 にお けるこれまでの検討結果、お よび過去 の報告か ら、PPARy経 路 の活

性化 を制御 す る こ とが炎症性腸 疾患の治療 お よび予防 に有効性 を示す ことが明 らか と

なった。PPARγ の活性化 による抗炎症作用 メカニズムは、主 にNF-xBの 活性化抑制 であ

る と考 え られ てい る35,37。 事実、本検討 において もNF-KB抑 制の結果 であ ることが示

唆 され るICAM-1、COX-2、TNF一 αの発現抑制が認 め られた。その他、 これ らの分子以

外 にもPPARγ 経路 の活 性化が、induciblenitricoxidesynthase(iNOS)やIL-8の 発現抑 制に

っ なが る こ とが黠 され て いる6,7,9,38。 一方 で、PPARyは ㎜ とヘ テ ロダイ マー

(PP蜘 ㎜)を 形 成す るこ とで転 写因子 と しての活性 を発 揮す るこ とは明 らか であ る

が、 ヒ トゲノム解析 が終 了 した現在で もPPARγ がNF一 出 の活性化経路 を抑制す る現象

をPPREを 有す る遺伝子群 の発現調節 に よって完 全 に説 明す る ことは不可能 であ り、

PPARyが 制 御 して い るター ゲ ッ ト

遺伝 子 と疾病 との関 わ りは ほ とん

ど明 らか となっていない。 そ こで、

PPARy遺 伝 子 導入 に よ る炎 症性 腸

疾 患の治 療 メカ ニズ ムを解 明す る

こと、な らびに炎症性腸疾患治療 に

有効 な新 しい薬物 ター ゲ ッ ト分子

の探 索 を 目指 し、 腸 管 に お い て

PPARyが 制御 して い る遺伝 子群 を

網羅的 に解析 した。

DSS腸 炎 モデ ルマ ウス に

おいて、炎症 反応 の進行 に伴 い腸 管

M

ま
℃

t

0.

o.i -BRL496536075.s

Fig. 12 Plot comparing hybridaizaion intensities for 

individual genes from the intestinal specimen of the DSS 

colitis mouse and the specimen of DSS colitis mouse treated 

with  PPARy ligand on day 4. Inner solid and outer dashed 

lines indicate expression difference of thereefold and tenfold, 

respectively.
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で発現が亢進す る遺伝 子、減少す る

遺 伝 子、お よびPPARγ リガ ン ドを

投 与す るこ とで炎 症の進行 を抑制

した腸管 の遺伝子発現 をGeneChip

を用いて包括 的に解析 した。その結

果 、発現が大 き く変化す る多 くの遺

伝 子 を 同定 す る こ とに成 功 した

(Fig.12)。 ま た、得 られ た結果 の信

頼性 を検証す るために、合計50の

遺 伝子 発現 変化 につい てreal-time

quantitativeRT-PCR(qRT-PCR)を 行

った(Fig.13)。 その結果 、GeneChip

とqRT-PCRの 両者で得 られ た結果

が一致 した確 率 は60%で あった。

この結果 は、過去 に報告 されてい る
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Fig.13Geneclusteringsortedaccordingtocondition,in

whichgenesincreasedinDSScolitisanddecreasedinDSS

colitistreatedwithPPARyonday4.Individualgenesarelisted

Table1.

値 と一致す る結果 であ り、本検討 にお けるGeneChip解 析 が信頼 に値す るこ とが示 され

た26。GeneChipの 解析結果 とその他の解析 結果が矛盾す る可能性 が あるこ とは否 定す

る こ とはできないが、炎症性腸疾患 に対す る薬物治療 ター ゲ ッ ト分子のス ク リー ニ ング

に使 用す る際の初期の解析方法 としては非常 に優れ た方法で ある と考 える。

炎症状態 で発現 が亢進 し、かつ、その亢進 がPPARγ リガン ド投与 に よ り著 しく

抑 制 されていた遺伝子をTable.3に 示す。つま り、 これ らは炎症性腸疾患 の惹起 あるい

は増悪化 に関与 してい ることが示唆 され る遺伝子群 で ある。解 析の結果 、これ らの遺 伝

子 はい くつ かの クラスターに分類す ることがで きた。

1)oncogenefamiliessuchasGRO1

2)inflammatoryorimmunomediator-relatedgenessuchasinterferony
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3)waterelectrolyte-associatedgenes

4)others

GRO1、V-maf、Jun-B等 の よ うなoncogenefamilygenesがPPARγ 経路の活性化 によ り有

意に抑制 されていた。これ らは炎症性 腸疾患 との関わ りが深 い と考 え られて いる分子で

ある39,40。interferon-y-relatedgenesやMHCclassIIgenesに 関 しても実際に炎症性腸疾患

患者 にお いて発 現の上昇が観察 され てお り、病態の発症お よび進行過程で重要 な役割 を

担 って いる こ とが示唆 され てい る41・42。過去 の報告 と一致す るこれ らの遺伝子群 は本検

討の ポジテ ィブ コン トロール と理解 す る ことが可能であ り、得 られた結果を詳細 に解析

す る こ とで炎症性腸疾 患 にお け る新 たな治療 ターゲ ッ トと成 り得 る候補分子の発見 に

つ なが るこ とが期待 され た。 また、waterelectrolyte-associatedgenesとDSS腸 炎 モデル

との関係 は これ まで に報告 され てい ないため、さらに検討 を重ね る必 要がある。 しか し

なが ら、炎症性腸疾患 の代表 的症状 であ る下痢 を考慮す る と、この遺伝子の発現変化は

理 にかな った結果 である と考 え られ た。RegIIIgeneは 腸管上皮細胞で高い発現が認 め ら

れ 、近年 、腸 管上皮 細胞の再生過程 にお ける役割が注 目されてお り、これ まで解析が終

了 してい る遺伝 子 の中で もPPARγ 経 路の活性 化に よる炎症性腸疾患治療 メカニズム を

考察す る上 で大変興 味深 い結果 であ る43-46。残念なが らGeneChip解 析は得 られ た結果

の解析 が煩雑 であ り、多 くの遺伝子 に関 しては現在解析 を進行 中であるが、少 な くとも

PPARγ 経 路 の活性 化 が炎症性 腸疾 患治療 に有用 である ことが本検討結果か らも証 明 さ

れた。GeneChip解 析 はそ の技術 の発 展 にのみ注 目が寄せ られ、得 られた結果 をいかに

利用 して い くか とい う点 に関 しては確 固たる方法論 が確立 され ている とは言い難 い。既

にい くつ かの研 究機 関にお いて得 られた結果 をデータベース化 し、多 くの研 究者 が利 用

で きるよ うに整備 が進 め られつつ あ り、 その発展が期待 され る。
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Table.3GeneupregulatedinDSScolitisanddownregulatedinDSScolitisassociatedtoPPARy.

GenBankSortscoreqRT-PCRGene

D63362‐45.39‐70MouseDNAforreglllgammaprotein

M96827‐41.3‐72Haptoglobin

M16364鱒0.94:tMajorurinarypr◎te血5

×66402‐40.42‐56Matrixmetalloproteinase3

Dfi3359‐46.37‐50Pancreatic-associatedprotein

X99347‐33.67‐52Lipopolysaccharide-bindingprotein

X66473‐33.18‐48Matrixmetalloproteinase13

×04653‐32.6&‐40Ly-6alloantigen

AJQO7971‐32.38‐441nterferon-inducibleGTPase

JO4596-12.27-46GROIoncogene

AI8368i2‐12.11‐30RABIC,memberRASancagenefamily

U73487‐11.89‐30Calciumchannel,voltage-dependent,alpha2Jdelta

D42124‐11.75‐22V-maf

U2073S‐11.71‐26Jun-Boncogene

U43085‐11.69‐301nterferon-inducedproteinwithtetratricopeptide

AFO49850‐11.59‐30Majorhistocompatibilitycomplex(MHC)III

X52643‐11.45‐26HistocompatibilityclassllantigenA

X56602‐11.42‐251nterferon-inducibleprotein

U88623‐11.42‐32Aquaporiu4

ti28405‐11.40‐35Chemolcine(C-C}receptorl

Y13185‐11,39‐24Matrixmetalloproteinase10

XM125899‐11.4‐231nterferongamma

Sortscore,differenceingeneexpressionchange;qR'T-PCR,quantitativeRT-PCR

1-4。 小括

これ までの検討結果か ら、炎症惹起後 の リガ ン ド単独投与 の治療効 果 には限界

が あ り、一定以上のPPARγ タンパ クが標 的部位 に存在 して いる ことが必須 で あるこ とが

証 明 された。また、PPARy遺 伝子デ リバ リー は リガン ド投与 の効果 を最 大限 に引き出す

た めに有効な方法であ ることを明 らか とした。この他 にも、関節炎 モデルや腸管 の虚 血

再灌 流傷害 に対 してPPARγ の リガン ド投与 が有効性 を示す ことを既 に我 々の グルー プ

で 明 らか としている7,38。また、炎症 とnitricoxide(NO)産 生の指標 として ニ トロチ ロシ

ンの生成 が知 られ てい るが、興味深い ことに、活 性化 され たマ クロファー ジ 中では

PPARγ のチ ロシン残基 がよ り選択的にニ トロ化 を受 け、リガ ン ド結合後 のPPARγ の挙動

に影響 を与 えることを明 らか としている47。この よ うにPPARγ リガン ドが有効性 を示す

例 、PPARγ タンパクの減少が認 め られる例、あ るいはPPARγ タンパ クが修飾 を受 け るこ
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とでPPARγ 本来の機 能 が抑制 されて いるこ とが予想 され る疾患において も、PPARγ の遺

伝子デ リバ リーが新 しい治療法 とな り得 る可能性がある。PPARγ を介 した炎症抑制 メカ

ニ ズムの詳細 は未 だ十分 には理解 されていないが、本 知見は、生体が本来有 している抗

炎症機 能 をPPARγ が支配 してお り、PPARy経 路 の活性化を調節す ることが炎症 を伴 う疾

患治療 に有用 である こ とを強 く示 唆 してい る。現在我々の研究 グループでは、目的 とす

る組 織や細胞 に特 異的 に遺伝子導 入す るためのターゲテ ィング能 を有す るベ クター開

発 を進 めてお り、本研 究成果 と融合す るこ とに よ り安全かつ効果 的な遺伝 子治療法が確

立す るこ とを期待 す る。
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2.P㎜ γの生理機能解析 への新 たなアプ ローチ:shRNA発 現 レンチ ウイル スベ ク

ターを用い たPPARyノ ックダ ウン法の確 立

遺伝子 産物の機 能解析 において 、目的遺伝子 の機能が個体 レベル で解析 で きる

トランスジェニ ックあるいはノ ックア ウ ト動物 は非常に有用である。その他、抗体 投与

に よって特 定の蛋 白質や細胞 を欠 失 させ る方 法等 が考 えられ るが、完全 に欠失 させ るこ

とは困難 であ り、かつ 、核 内受容 体 であ るPPARyに は適用す ることができないた め

PPARγ ノックア ウ ト動物 の作製価 値 は大 きい。残念なが ら、PPARγ ホモ ノックア ウ トマ

ウス(PPARy-/_)は 胎 生致死 であ り、成体 の解 析 を行 うことは不可能である。これま で、

2型 糖尿病 ・肥満 ・イ ンス リン抵抗性 を媒介す る分子 としてのPPARyの 機能は、そ の多

くの部分がPPARγ ヘ テ ロノックア ウ トマ ウスの解析 によ り明 らか となって きた48。 さら

には、抗炎症 作用 につ いて もPPARγ ヘテ ロノ ックア ウ トマ ウスか ら得 られた情報 は非 常

に有用 であった7・10。しか しなが ら、ヘテ ロノ ックアウ トマ ウスを用いた解析 には限界

が あ ることも事 実で ある。

さて、RNAinterference(RNAi)は21塩 基程度の二本鎖RNA(doublestrandRNA,

dsRNA)を 細胞 内に導入 し標 的遺伝子 のmRNAを 塩基配列特異的 に破壊す る手法で あ

り、シ ョウジ ョウバ エ、線 虫、植 物 のみ ならず哺乳類 においても有用な遺伝子機 能破壊

法で あるこ とが近年判 明 して きた49-51。さらには、shorthairpinRNA(shRNA)と してshort

interferingRNA(siRNA)前 駆体 を細胞 内で発 現 させ ることによ りRNAiを 誘導す る技術

も開発 され 、そ の応 用範囲 は急速 に拡 が りつつ ある52-54。本章では、未だ不明 な部分 が

多 く残 され てい るPPARγ の生理 的役割 を解 明す るこ と、な らびに前章でその有効性 を明

らか としたPPARyを ターゲ ッ トとす る炎症性腸疾患 の遺伝子治療 を様々な角度か ら検

証 す ることを 目的 とし、RNAi技 術 を応用 したPPARyノ ックダ ウン法の作成 を試 みた。
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実 験材 料 お よび 実 験 方 法

【LVshRNAの 構 築 】

humangenomicDNA(Clontech)か らEcoRIsiteとBglllsiteを 含 むprimerpairs

(5'-CCATGGAATTCGAACGCTGACGTC-3'and5'-GCAAGCTTAGATCTGTGG

TCTCATACAGAACTTATAAGATTCCC-3')を 用 い て ヒ トHl-RNApromoterを 増 幅 し、

pHM555のEcoRI-BglIIsiteに ク ロー ニ ン グ した プ ラス ミ ド(pHMS-H1)は 、 水 口裕 之先 生

(国 立 医薬 品食 品衛 生 研 究所 遺 伝 子 細胞 医 薬 部)よ り供 与 して 頂 い た。 ウイ ル ス ベ ク タ

ー の産 生 に使 用 す る293T細 胞 、pMDLg!pRRE、pMD.G、pRSVRev、 お よび 基 本 とな る

SINベ ク ター プ ラス ミ ドは 、三 好 浩 之 先 生(理 研 バ イ オ リソー ス セ ンタ ー)よ り供 与 して

頂 い た。

pHM5-Hlは 、 そ のBglIIIXbaIsiteに 適 切 な配 列 を挿 入 す る こ とでshRNAを 発

現 す る よ うに設 計 され て い る(Fig.14A)。pHM5-HlのBglII/XbaIsiteに 選 択 した ター ゲ

ッ ト配 列 を含 むoligonucleotidesを 挿 入 した(Fig.14AandTable.5)。 挿 入 した 配列 をDNA

シ ー クエ ンサ ー(ABIPRISM310;AppliedBiosystems)に よ り確 認 した後 に、shRNA発 現

カセ ッ トをSIN(self-inactivating)ベ ク タ ー プ ラス ミ ド(CS-CDF-EG-PRE-Klf)に 挿 入 す る

こ とで 、shRNA発 現 カ セ ッ トを有 す るSINベ ク ター プ ラ ス ミ ド(CS-Hl-shRNA-EG)を 構

築 した(Fig.14B)。

vesicularstomatitisvirusGglycoprotein(VSV≧G)を エ ンベ ロー プ蛋 白 とす る レン

チ ウイル ス ベ ク ター は、過 去 の報 告 に 基 づ い て 作 製 した56幽58。10%FBSお よび抗 生 物 質

を含 むDMEM中 で培 養 した293T細 胞 に 、パ ッケ ー ジ ン グ プ ラ ス ミ ド(pMDLg/pRRE)、

エ ンベ ロー プ プ ラ ス ミ ド(pMD.G)、Revフ ラ゚ ス ミ ド(pRSV--Rev)お よびS-Nベ クタ ー プ ラ

ス ミ ド(CS-H1-shRNA-EG)を トラ ン ス フ ェ ク シ ョン した 。 産 生 され たベ クター は超 遠 心

に よ り濃 縮 し、Hanks'balancedsaltsolutionに 再 懸 濁 し、使 用 す る ま で の期 間一80°Cに 保

存 した。 本 検 討 で使 用 した全 て の レン チ ウイル スベ ク ター はenhancedgreenfluorescent
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protein(EGFP)発 現 カセ ッ トを有 して い る た め、 段 階 希 釈 した ベ ク タ ー ス トック を

HeLaP4に 感 染 させ た 後 にfluorescence-activatedcellsorter(FACS)解 析 す る こ とでベ クタ

ー の力 価 を求 め た。

【LVshRNA-Lu感 染HeLaP4細 胞 の 作 製 】

HeLaP4細 胞 は10%FBSと 抗 生 物 質 を含 むDMEM中 で 培 養 した。 この 細胞 に

LvSnxlva-Luを10MOIに な る よ うに添 加 した。24時 間後 に培 地 を 交換 し、 さ らに48

時 間培養 を行 った の ち にFACS解 析 に よ り感 染 効 率 を確 認 した 。HeLaP4細 胞 に10MOI

で 感 染 させ た場 合 の感 染 効 率 は98%以 上 で あ った。 この細 胞 を さ らに培 養 し、 以 降 の

検 討 に使 用 した。

【LVshRNA-LuのFireflyluciferaseに 対 す るRNAi効 果 】

Fireflyluciferaseに 対 す るRNAi効 果 はSV40promoterの 制 御 下 にFirefly

luciferaseを 発 現す る プ ラ ス ミ ド(pGL3-Control;Promega)と 、内 因 性 コ ン トロール と して

使 用 す るHSV∠TKpromoterの 制 御 下 にRenillaluciferaseを 発 現す るプ ラ ス ミ ド(pRL-TK;

Promega)をco-transfectionす る こ とで評 価 した。 な お 、pGL3-ControlとpRL-TKの 混 合

比 率 は10:1(重 量 比)で 行 った 。 プ ラ ス ミ ドのtransfectionに はEffectene(QIAGEN)を

使 用 し、定 法 に従 い行 っ た。 それ ぞ れ のluciferase活 性 は 、Dual-luciferaseassaysystem

(Promega)を 使 用 し、 添 付 のプ ロ トコル に した が って 測 定 した 。

【n乙s血RNA感 染3T3-L1細 胞 の作 製 】

3T3-Llpreadipocytesは10%FBSお よび抗 生物 質 を添 加 したDMEM中 で 培養 し

た 。作製 したLV-shRNAsを50MOIあ る い は200MOIで 感 染 させ 、EGFPの 発 現 をFACS

を 用 い て解 析 す る こ とで 感 染 効 率 を求 め た 。 感 染 効 率 は50MOIの 場 合66.57%±1.44、

200MOIの 場 合 は91.64%±1.07(SEM)で あ っ た。 各LUshRNAで 形 質 導 入 した 細 胞 は
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引 き続 き培 養 し、種 々 の検討 に使 用 した。

【成 熟脂 肪 細 胞 へ の 分化 誘 導 条 件 】

脂 肪 細 胞 の 分 化誘 導 は、過 去 の報 告 に基 づ い て予備 検 討 を行 い、本 検 討 に 最適

な 分 科誘 導 条 件 を設 定 した3。 細 胞 が コ ンフル エ ン トに達 した2日 後(dayO)に 、 培 養 メ

デ ィ ウム をrosiglitazone(1ｵM),insulin(150nM),dexamethasone(1ｵM)and

3-isobutyl-1-methylxanthine(100ｵM)を 含 むdifferentiationmedium(DM)に 変 更 し、3日 ご

とに新 しいDMに 交 換 した。

【前 駆 脂 肪 細 胞 か ら成 熟 脂肪 細胞 へ の分 化 に関 す る解 析 】

3T3-Ll細 胞 の分 化 は、OilredO染 色 とglycerol3-phosphatedehydrogenase

(GPDH)活 性 を 測 定 す る こ とで 評価 した59-61。OilRedO染 色 は 、DM中 で分 化 を誘 導 し

たday9の 細 胞 を10%formalinで2時 間 固定 し、蒸 留水 で 洗浄 した後 に、OilredO溶 液

(0.3%)で4時 間染 色 した。そ の後 、十 分 に水 洗 す る こ とで 、過 剰 な色 素 を 除 去 した。

な お 、 染 色 に 用 い たOilredO溶 液 は 、2-propanolに 溶解 したOilredO(0.5%;Aldrich)

と蒸 留 水 を3:2の 割 合 で混 合 し、 室 温 で10分 間 放 置 した 後 フ ィル ター で ろ過 した。

GPDH活 性 はGPDHassaykit(Hokudo)を 用 い 、添 付 のマ ニ ュ アル に従 い測 定 した。day9

の 細 胞 をPBSで2回 洗 浄 した後 、 酵 素抽 出溶 液 を加 え 、氷 上 に て超 音 波破 砕 機 を用 い

て 細 胞 を破 砕 した。15000rpm4℃5分 間遠 心 した後 、上 清20ｵLに 対 して 反 応 基 質 溶 液

40ｵLを 混 合 し340nmで の吸 光度 をspectrophotometerDU640(BECKMANCOULTER)を

用 い て継 時 的 に測 定 した。

[RTPCR(forPPARa,PPARSandPPARy2-mRNA)]

LVを 感 染 させ た3T3-Ll細 胞 か ら、Tri-Reagent(Sigma)を 用 い てtotalRNAを 回

収 した。First-strandcDNAは 、1ｵgのtotalRNA、oligo(dTl2-18)primer(Invitrogen)、 お
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よびSuperScriptIIIRNaseHReverseTranscriptase(Invitrogen)を 使 用 し、 添付 の プ ロ トコ

ル に従 い 生 成 した。 そ の 反 応 液 を 、下 記 のprimerpairを 使 用 してTaqDNApolymerase

(Sigma)に て 増 幅 した62。 なお 、同様 の処 理 を したLV未 感 染3T3-Ll細 胞 の サ ンプ ル を

用 い て 直 線 性 を示 す 至 適 増 幅サ イ クル 数 を決 定 した後 に 、 各 サ ンプ ル の増 幅 を 行 っ た。

増 幅 後 のサ ンプル は 、2%agarosegel(05×Tris-borate-EDTAbuffer)中 で電 気 泳 動 を行 っ

た 後 にethidiumbromide色 に よ り可視 化 し、digitalcameraで 画像 化 した 。 ま た 、NIH

Imagesoftwareを 用 い た画 像 解 析 を行 い 、 ター ゲ ッ トのバ ン ド強 度 を数値 化 した 。

Table.4TheprimersequencesandcyclenumbersusedinthisstudyfordetectionofPPARa,PPARBandPPARr2.

TargetmRNA Primers Cycles

murinePPARa

5'-CGACAAGTGTGATCGGAGCTGCAAG-3'

350r38

5'-GTTGAAGTTCTTCAGGTAGGCTTC-3"

murinePPARS

5'-GGCCAACGGCAGTGGCTTCGTC-3'
尸尸

270r30

5'-GGCTGCGGCCTTAGTACATGTCCT-3'

mu血ePPARγ2

5'-GCTGTTATGGGTGAAACTCTG-3'

330r36

5'-ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC-3'

GAPDH

5'-GCTCACTGGCATGGCCTTC-3'

200r23

5'-ACCACCCTGTTGCTGTAGC-3'

[WesternBlotAnalysis]

先 の 方 法 に 準 じ 、 培 養 細 胞 か ら 可 溶 化 サ ン プ ル を 作 製 して 解 析 し た 。PPARα 、

PPARδ の 検 出 に は 、 そ れ ぞ れanti-PPARarabbitpolyclonalantibody(sc-9000;SantaCruz

Biotechnology,adilutionfactorof1:200),anti-PPAR(3/Srabbitpolyclonalantibody(sc-7197;

SantaCruzBiotechnology,adilutionfactorof1:1000)を 使 用 し た 。 ま た 、1vlHImagesoftware

を 用 い た 画 像 解 析 を 行 い 、 各 バ ン ドの 強 度 を 数 値 化 し た 。
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結果と考察

2-1.shRNA発 現 レンチ ウイ ル ス ベ ク タ ー の構 築

合成dsRNAを 用 いてRNAiを 誘 導す る場合 、生体 内にお ける安定性 お よびそ

の効果 の持続期 間等 が問題 とされ ていた。 前述 のshRNA発 現 システム用いてRNAiを

誘導す る手 法は これ らの問題点 を解決 し、遺伝子機能 を解析す るた めの遺伝 子 ノ ックダ

ウンモデル の作製手 法 として注 目されてい る52-54。本検討で は、持続的な遺伝子発 現を

目的 とす る場合 に広 く用い られ てい る レ トロウイルスベ クター の中で も、休止期の細胞

にも効率 よ く遺伝子 を導入 し、安 定な遺伝 子発現が達成で きるレンチ ウイルスベ クター

(LV)にshRNA発 現 カセ ッ トを搭載 し、そ の機 能特性 ・有用性 を評価 した。用いたLV

はvesicularstomatitisvirusGglycoprotein(VSV-G)蛋 白をエ ンベ ロープ としてい るため、

基 本 的 に動 物 種 ・細 胞 種 を問 わ ず 効 率 よ く

目的 遺伝 子 を送 達 可 能 で あ り、適 用 範 囲 が

広 い こ とが 利 点 で あ る57,63-66。 なお 、 ウイ

ル ス 作 製 時 に 使 用 す るパ ッ ケ ー ジ ン グ プ

ラス ミ ドか らはHIVの 修 飾 遺 伝 子(vif,vpr,

vpu,nef}お よび 制 御 遺 伝 子(tat,rev)を 削 除

し、3'LTRのU3に あ るエ ンハ ンサ ー/プ ロ

モ ー ター 領 域 を削 除 して い るた め 、そ の 安

全性 は極 め て 高 く、P2レ ベ ル で 取 り扱 うこ

とが 可 能 な ベ ク タ ー で あ る(Fig.14B)。

shRNAの 発 現 に は ヒ トH1プ ロモ ー ター を

用 い 、shRNAの ル ー プ構 造 を形 成 す る配 列

shRNA

Fig.14Vectorconstruction.(A)Oligonucleotides

encodingbothstrandsofthetargetingsequence,a

spacersequencewhichprovidedaloopstructure

andatranscriptionalterminationsignalTSwere

annealedandinsertedintoBglll/Xbalsitesin

pHMS-H1.(B)Schematicrepresentationof

self-inactivating(S-N)lentiviralvectorplasmid

(CS-H1-shRNA-EG).CMV:cytomegalovirus

promoter,`Y:packagingsignal,RRE:revresponsive

elemenしcPPT:centralpolypurinetract,Hl:hu皿an

Hlpromoter.EF-la:humanelongationfactor

1-alphasubunitgenepromoter,EGFP:enhanced

greenfluorescentprotein,WPRE:woodchuck

hepatitisvirusposttranscriptionalregulatory

element.0:deleting133byintheU3regionofthe

3'LTR
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はTTcAAGAGA配 列 を選 択 した(Fig.14A)52。

2-2.shRNA発 現 レンチ ウイル スベ ク タ ー の 有 用性 評 価:モ デ ル 遺 伝 子Luciferaseに

対 す るRNAi効 果

shRNA発 現 プ ラス ミ ドベ ク ター を用 い た検 討 にお い てfireflyluciferaseに 対 し

て既 に効 果 が 確認 され て い るshRNA発 現 カ セ ッ トを搭 載 したshRNA発 現 レ ンチ ウイル

ス ベ ク ター(LvShxlva-Lu)を 作製 し、感 染 細 胞 内 で のRNAi効 果 を検 討 した 。このfirefly

luciferaseに 対す るshRNA発 現 プ ラス ミ ドベ クター は、fireflyluciferase発 現 カ セ ッ トを

有 す るプ ラ ス ミ ドベ ク ター とお よそ10:1の 比 率 で 混合 して細 胞 にco-transfectionし た 場

合 、fireflyluciferaseの 発 現 を コ ン トロー ル の約10%程 度 まで 抑 制 す る こ とが確 認 され

て い る(Mizuguchietal.,unpublisheddata)。 作 製 したL防shRNA-Luを 感 染 させ た 細 胞 で は、

shRNA発 現 カセ ッ トを持 た な い コン トロー ル のベ ク ター(LUEG)感 染 細 胞 に比 べ て 、お

よ そ30%程 度 ま でfireflyluciferaseの 発 現 を 抑 制す る こ とが で きた(Fig。15Aand15C)。

さ らに これ らの 細 胞 を3ヶ 月 間継 代 を繰 り返 した 後 に 同 様 の検 討 を行 っ た結 果 、感 染1

週 間 後 に得 られ た結 果 と同等 のRNAi効 果 が 認 め られ た(Fig.15Band15D)。 また 、先 の

検 討 で も使 用 したAd-Luc(fireflyluciferase発 現 カセ ッ トを有 す る フ ァイ バ ー ミュー タ ン

ト型RGDア デ ノ ウイ ル スベ ク ター)を これ らの 細胞 に感 染 させ た 場 合 に も 、プ ラス ミ ド

ベ ク タ ー に よ りfireflylucifbrase発 現 カ セ ッ トを導入 した場 合 と同様 にfireflyluciferase

の 発 現抑 制 効果 が認 め られ た(Fig.16)。 この よ うに、 作 製 したLV-shRNAは 効 果 的 か つ

持 続 的 なRNAi効 果 を誘 導 可能 で あ り、shRNA導 入 用ベ ク ター と して の有 用 性 が 明 らか

とな った 。
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Fig. 15 Effect of lentiviral vector mediated RNA interference against Firefly luciferase. (A and C) HeLaP4 cells 

were infected with  LV-EG or LV-shRNA-Lu at a multiplicity of infection  (MOI) of 10. The infected  HeLaP4 cells 

were grown and transfected with a plasmid expressing Firefly luciferase (pGL3-control) and an internal control 

plasmid expressing Renilla luciferase (pRL-TK) by using Effectene reagent. (B and D) The transduced HeLaP4 cells 
which had been continuously passaged for 3 months were transfected with pGL3-control and pRL-TK. 

Dual-luciferase assay were carried out 24 h (A and B) or 48 h (C and D) after the transfection. The results are 

presented as luciferase activity (arbitrary unit), which is the ratio of Firefly luciferase/Renilla luciferase. Results are 
expressed as mean ± standard deviation.
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Fig. 16 Effect of lentiviral 
vector mediated RNA 
interference against Firefly 
luciferase. HeLaP4 cell s were 
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had been continuously passaged 
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Results are expressed as mean ± 
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2-3.PPARγ に対す るshRNA発 現 レンチ ウイルスベ クターの設計 とRNAi効 果の検討

PPARyは 脂肪 細胞の分化過程 におい てマ スター レギュレーター として働 くこと

が既 に知 られ てい る.:。 そ こで、PPARγ を効果的 に ノックダウンす ることが可能 な

ター ゲ ッ ト配 列 の選 択 は 、前 駆 脂 肪 細 胞 か ら脂肪 細胞 へ の分 化抑 制 効果 な らび に

PPARγ 一mRNA量 、PPARγ タ ンパ ク量の 変化 を指標 に評価 を行 った。

2-3-1. PPARy-mRNAに 対す るshRNAタ ーゲ ッ ト配列の選択

                 shRNA  0)37  —  fT  l  I-  RE  X1  a, GC   PPARy-mRNA  0)T.MN 

            IF6tt441:-.AWca 6, PPARy-mRNA t7

Fig. 17 The  secondary structure of the murine PPARy  mRNA and target sites of shRNA selected in this study. 
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一 す る よ う に 設 計 した(TablesandFig .17)。

Table5.LVvectorsusedinthisstudy

LVvectorshRNA-targetgeneshRNA-targetsequence

LVshRNA-PllPPARyl&2CAGCTCTACAACAGGCCTC

LVshRNA-P12PPARyl&2ATGGCCATTGAGTGCCGAG

LV-shRNA-P13PPARyl&2TAAATGTCAGTACTGTCGG

LV-shRNA-P14PPARγ1&2TTGGCGGAGATCTCCAGTG

LV-shRNA-P15PPARrl&2GTCTGCTGATCTGCGAGCC

LV-shRNA-P16PPARyl&2TCACCATTTGTCATCTACG

LV-shRNA-P17PPARyl&2GTTTGAGTTTGCTGTGAAG

LVshRNA-P18PPARyl&2ATGAGCCTTCACCCCCTGC

LVshRNA-P19PPARyl&2GATCTGCGAGCCCTGGCAA

LV-shRNA-P21PPARy2ACTCTGGGAGATTCTCCTG

LV-shRNA-P22PPARy2CCTTCGCTGATGCACTGCC

LV-shRNA-LuLuciferaseACGCTGAGTACTTCGAAAT

LVshRNA-ScrambleNotargetgeneGCGCGCTTTGTAGGATTCG

LVEG(一)(一)

LV-EGhasnoshRNA-expressingcassette.AllvectorscarryanEGFP-expressingcassetteasa

markergenesothatthecellstransducedwithLVshRNAscanbeidentifiedbygreenfluorescence.

2-3-2.PPARy-mRNA量 に 与 え る 影 響

各LV-shRNAを 感 染 させ た 前 駆 脂 肪 細 胞(3T3-Llpreadipocytes)を 用 い 、分 化 条

件 下 で のPPARy-mRNA発 現 レベ ル をRT・PCRに て 評 価 した 。 な お ミLV-shRNA-Lu、

LUshRNA-Scrambleな ら び にshRNA発 現 カ セ ッ トを 持 た な い ベ ク タ ー(LUEG)を 感 染

させ た 細 胞 を コ ン トロ ー ル と した 。 そ の 結 果 、LV-shRNA-Pl5お よ びLV-shRNA-Pl7感

染 細 胞 で 顕 著 なPPARy-mRNAレ ベ ル の 低 下 が 確 認 さ れ た(Fig.18)。 一 方 、LvSnxlva-Pis、

-P17はPPARα とPPARδ の 発 現 に ほ と ん ど影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 ま た 、PPARyに 対 す

る そ の 他 のLV-shRNAsに つ い て も 中程 度 の 抑 制 効 果 が 確 認 され た 。
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Fig.18AlterationofPPARfamilymRNAlevelsin3T3-LIcellstransducedwithLVshRNAs(A)

3T3-LlpreadipocyteswereinfectedwitheachLV-shRNA(200MOI)andthensubjectedtothe

differentiationprotocol.Twodaysaftertheinductionofadipocytedifferentiation,mRNAlevelsof

PPARy2,PPARa,PPARS,andGAPDHweredeterminedbyRT-PCRanalysis.Resultsare

representativeoftwoindividualexperiments.(B)Densitometricquantitationofthegelimageshownin

(A,PPARyandGAPDH).EachPPARyvaluewasnormalizedtothevaluesforGAPDHandexpressed
asafold-increaseoverthebasalleveldetectedin3T3-Llpreadipocytes.

2-3-3. 前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化抑制効果

次 に、脂肪細胞への分化

抑制効果 を評価 した。前駆脂 肪細

胞 は 、 ロ ジ グ リ タ ゾ ン

(BRL-49653)を は じ め と す る

PPARγ 特 異 的 リガ ン ドに よ って

成 熟脂 肪 細胞 へ の分 化 が著 し く

促 進 され る。 本 検 討 で 用 い た

3T3-Ll細 胞 において も、 ロジグ

リタ ゾン の分化促 進 効果 が 顕著

Fig.19EffectofPPARy-specificligand,rosiglitazone

(BRL-49653),onthedifferentiationof3T3-LIpreadipocytesto
adipocytes.3T3-LIpreadipocyteswereexposedtodifferentiation

mediumcontainingdifferentconcentrationofrosiglitazoneforg

daysandstainedwithOilRedO.BRL,BRL-49653;-NS,insulin;

DEX,dexamethasone;IBMX,3-isobutyl-1-methylxanthine

に観 察 され た(Fig.19)。 コン トロー ル で あ るLV-shRNA-Lu、-Scramble、LV-EG感 染 細 胞

は 、 細胞 内 の 中性 脂 質 に 高 い親 和 性 を 持 つOilRedOに よ って強 く染 色 され 、 典 型 的 な

成 熟脂肪 細胞の様 相 を示 すのに対 して、LV-shRNA-Pl5な らび に一Pl7感 染細胞 はほ とん
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ど染色 されず 、脂肪細胞 への分化 が強 く抑 制 されてい るこ とが判 明 した(Fig.20A)。 ま

た、脂肪 細胞の脂肪合成活性の指標 としてglycerol3-phosphatedehydrogenase(GPDH)

活性 を測 定 した結果か らも、LVshRNA-P15と 一P17が 有す る強力な脂肪 細胞分化抑制能

が明 らか となった(Fig.20B)。 これ らは、RTPCRの 結果 とほぼ相 関 してお り、PPARγ の

発 現 が 特 異的 に抑制 され た結 果 で あ る こ とが示 唆 され た。 ま た、 本検 討 で3T3-LI

preadipocytesの 分化誘 導に使用 した培地 中には比較的高濃度(1ｵM)のPPARγ 特異 的 リガ

ン ドを添加 してお り、発現 したPPARγ タンパ クの活性 化が十分に引き起 こされ る条件 で

あると考 え られ る。その よ うな条件下において もLvSnRrra-Pl5な らび に一Pl7感 染細胞

ではほ とん ど分化が認 め られていない ことか らも、LV-shRNA-Pl5な らび に一Pl7に よっ

て誘導 され るRNAi効 果 が非常に強力 な ものである ことが予想 され た。
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Fig.20EffectofLVshRNAsonadipocyte

differentiation.(A)Differentiationof3T3-Ll

preadipocytes(infectedwithLVshRNA;200
MOI)toadipocyteswasmonitoredby

measurementofintracellularlipidaccumulation

usingOilredOstainingonday9.(B)Glycerol

3-phosphatedehydrogenase(GPDH)activity

wasmeasuredonday9.Datawereexpressedas

percentageoftheGPDHactivityof3T3-Llcells
whichwereinfectedwithLVshRNA-Scramble

(200MOI).
a:LV-shRNA-P11:b:LVshRNA-P12

c:LVshRNA-P13:d:LVshRNA-P14

e:LV-shRNA-P15:fLVshRNA-P16:

g:LUshRNA-P17;h:LVshRNA-P18
isLVshRNA-P19;j:LVshRNA-P21;

k:LV-shRNA-P22;1:LVEG;m:LVshRNA-Lu;

n:LUshRNA-Scramble.BRL,BRL-49653;

-NS,insulin;DEX,dexamethasone;IBMX,

3-isobutyl-1-methylxanthine.Similaz

resultswereobtainedintwoindependent

experiments.
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2-3-4. PPARfamilyタ ンパ ク量 に与 える影 響

特定遺伝子 を強力 に抑制す る技術 として注 目されてい るRNAiで あ るが、最近、

一部 のsiRNAが 完全 に相補的で ないmRNAに 対 して翻訳阻害活性 を示 し
、mRNAの 切

断 を介す ことな く遺伝子発現 を抑制す る とい う事例が報告 された69。 長鎖dsRNAは 、

哺乳動物 の細胞 に対 して細胞が有す る抗 ウイル ス活性(lnterferonsystem)を 誘導 して

しま うことか ら、RNAiの 誘導 には21塩 基程度 の短鎖RNAあ るい はその前駆体 であ る

shRNAを 利用す るのが一般的で ある70。 しか しなが ら、短いRNAで あるが故 にその特

異性 は低 くな り、期待 しない効果 を引き起 こ して しま う可能性 は否定す ることがで きな

い。事 実、本検討 でPPARγ 一mRNAに 対 して設計 したい くつかのshRNAタ ーゲ ッ ト配列

は、P㎜ αとPPARδ に対 して一部相補 的である。そ こで、作製 したLv-shRNAのPPARγ

に対す る特 異性 を検証す るためにPPARγ 、PPARα 、PPARδ に対す るWesternblottingを

行 いそれ ぞれのタ ンパ ク レベル を確認 した。その結果 、LV-shRNA-P15お よび一P17感 染

細胞 におけ るPPARγ の著 しい発 現抑制 効果 と共に、 コン トロール群 と同程度のPPARα

お よびPPARδ 発現 を確認す るこ とがで きた(Fig.21)。
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Fig.21AlterationofPPARfamilyproteinlevelsin3T3-LIcellstransducedwithLVshRNAs(200

MOI).(A)Fourdaysaftertheinductionofadipocytedifferentiation,thewholecellextractwas

analyzedbywesternblottingwithantibodiesagainstPPARy,PPARa,PPARSandGAPDH.Resultsare

representativeoftwoindividualexperiments.(B)Densitometricquantitationoftheimageshownin(A,

PPARyandGAPDH).EachPPARyvaluewasnormalizedtothevaluesforGAPDHandexpressedasa

fr)ld・increaseover廿lebasalleveldetectedl血3T3-LIpreadipocytes.
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2-3-5. ベクター感染細胞における特異的な脂肪細胞分化抑制効果の確認

最 後 に 、 こ れ ま で の 検 討 で 良 好 な 結 果 が 得 ら れ たLV-shRNA-P15と

LV-shRNA-Pl7に よ る脂 肪 細 胞 の 分化 抑 制 効 果 を 、個 々 の細 胞 レベ ル で評 価 を行 った。

作 製 した 全 て の ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー 感 染 細 胞 の 同 定 に使 用 可 能 なenhancedgreen

fluorescentprotein(EGFP)発 現 カセ ッ トを有 して い る(Fig,14B)。 コ ン トロー ル と して 使 用

したLV-shRNA-Scramble感 染3T3-Ll細 胞 で は 、緑 の蛍 光 像 と して 観 察 され るベ ク ター

感 染 細 胞 に お い て細 胞 の肥 大化 お よび 細 胞 内へ の脂 肪 的 の蓄 積 が 観 察 され 、成 熟 脂 肪 細

胞 へ の分 化 を確 認 す る こ とが で き た(Fig.22,LV-shRNA-Scramble)。 一方 、LUshRNA-P15

な らび にLUshRNA-P17染 細胞 は線 維 芽細 胞 様 の形 態 を維 持 して お り、分 化 が 抑 制 さ

れ て い る 様 子 が 明 らか で あ っ た(Fig.22,LV-shRNA-PISandLV-shRNA-P/7)。 ま た 、

LV-shRNA-P15、LV-shRNA-P17が 感 染 して い な い(EGFPの 発 現 が認 め られ な い)細 胞 で

のみ 、脂 肪 細 胞 へ の分 化 が観 察 され た。

LV-shRNA-P15LV-shRNA-P17LV-shRNA-Scramble

Fig.221dentificationofthe3T3-LlcellstransducedwithLU-shRNA.Brightfieldandfluorescent

microscopyimagescollectedfromthesamefield.TheLU-shRNAinfectedcells,whichexpressed

EGFP,weredetectedasgreenfluorescence(upperpanels)andmorphologicallyidentifiedmature

adipocytewithavoluminoussphericalshapeandalargeaccumulationofintracytoplasmiclipid

vesicles(lowerpanels).Barsrepresent100ｵm.
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2-4.小 括

以上の検討か ら、PPARyの 発現 を強力 に抑制す るshRNAの ターゲ ッ ト配列 を同

定す ることに成功 した。 また、 レンチ ウイル スベ ク ター をshRNA導 入 用ベ クター と し

て利用す ることで、長期 にわた り安定 なRNAi効 果 を誘 導す るこ とを確 認 し、ノックダ

ウンモデル 作製用ベ クター としての有用性 を明 らか とした。RNAiを 用 いた遺伝子 ノ ッ

クダ ウン法には、相同組換 え法 な どに よって作製 され た標的遺伝子破壊 法 とは異 な り、

ターゲ ッ ト配列 の選択に よって様 々な強度 の ノックダ ウンを達成可能 で ある とい う利

点 がある。 つま り、LUshRNA-P15、-P17の よ うに強力 な抑制効果 を示す ター ゲ ッ ト配

列 は もちろんの こと、 中程度 の抑制 効果 を示 す配列 と組 み合 わせた解 析 を行 うこ とで 、

解 析結果 の信頼性 を向上 させ ることが可能で ある。このPPARγ ノックダ ウン法 を駆使 す

る ことで、PPARyヘ テ ロノ ックア ウ トマ ウスで得 られ た解析結果 を別 の角度 か ら検証す

る とともに、これ まで明 らかに され ていないPPARγ の生理機 能解析 が大 き く進 展す るも

の と期待 され る。
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稱括

潰 瘍性 大腸 炎や クロー ン病 といった難治性炎症性腸疾患の患者数 は、アメ リカ

では数 百万人 にの ぼる と見 られてい る13,71。それに対 して 日本 での患者数 はまだ少数 で

あ るが、近 年、潰 瘍性大腸炎の患者数は急激 に上昇 して いる12。 本研 究は、炎症性腸疾

患に対 してPPARγ 発現ベ クター による遺伝子 治療法 が有用 であるこ とを動物実験 を用

いて初 めて示 した ものであ る。まだ動物実験の段階で あるが、将来的にはステ ロイ ド抵

抗性 の症例 や、劇 症 の症例 、あるい はバイオプシーでPPARγ レベル の減少が認 め られ る

症例等 に応 用す る ことは意義の あることだ と考える。

本 研究 では主 に炎症性腸疾患につ いて検討 を重 ねたが、他の疾患 に対 して、特

に炎症 を伴 う疾患 に対 してPPARγ 遺伝子デ リバ リーが有効性 を示すか どうか とい う点

に関 して も非 常に興味深 い。我 々の研究 グル ープでは既 に、潰瘍性大腸炎や クロー ン病

の場合 と同様 にNF一 田 の活性化や炎症性サイ トカイ ンの発現増 強が認 め られ る腸管虚

血再灌 流傷 害 に対 して、PPARy経 路の活性化が防御的 に働 くことを報告 してい る7。 さ

らには、心 臓 の虚血再灌 流傷害に対 しても、PPARγ 経路 が防御 的に働 くとい う報告 があ

る ことか らも72-74、PPARγ 経路 の活性化 が虚血再灌流傷 害の抑制に有効である可能性 を

示 してい る。 しか しなが らその一方 で、心臓のPPARγ レベルは、脂肪組織や腸 管に比べ

て著 しく低 いの も事実で ある5,75・76。また、心臓や腸 管 と同様 に、虚血 に弱い臓器 で あ

る脳 に対 して もPPARγ 経路がそ の傷害を抑制す ることが期待 されたが、我々が脳梗塞モ

デル で検討 した と ころPPARγ 活性 化 によ る防御 効果 は確認 で きなか った(unpublished

data)。これ は脳 に存在 す るPPARγ レベル は心臓 に比べて も著 しく少 ないために効果 が認

め られなか ったの ではないか と考 えられ る。今後 、PPARyの 発現 レベル とそ の活性化 が

各組織 ・各 細胞 に及 ぼす影 響 をさ らに詳細 に検 討す る必要が ある。この よ うな観 点か ら

も、本研 究 で作製 したPPARγ の発 現を特異 的かつ強力 に抑制可能なshRNA発 現 レンチ

..



ウイル スベ クター、お よびPPARγ 発現 ファイバ ー ミュータン ト型RGDア デ ノウイル ス

ベ クターの利 用価 値 は大 きい。これ らPPARγ の発現 を 自由にコン トロールす ることが可

能 なベ クター システ ムを応用す る ことで、 これ まで明 らか とされて いなかったPPARγ

の生理機 能が解 明 され るこ とが期待 され る。さらには、ヒ トゲ ノム解 読完 了後 のプ ロテ

オー ム創 薬研 究お いて、こ こで示 した研究戦略な らびに解析技術が薬物ターゲッ トとし

て期待 されてい るタ ンパ ク質 の機能解析 に応 用 され、新規薬物治療法の開発 に貢献す る

ことを期待す る。
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結 論

核 内受容体PPARyを ターゲ ッ トと した炎症性腸疾 患 に対す る新規遺伝子治療

法の開発 な らび にPPARyの 生理機 能解析 に有用 な遺伝子 ノ ックダ ウン法の確 立 を試 み、

以下に示す 結論 を得 た。

1.炎 症 を伴 う腸 管組織 の リンパ球 お よび腹 腔 リンパ球 にお けるPPARyの 減少が炎症

反応の悪化 につなが ることを示 した。

2.PPARγ の減 少が、PPARγ 特異的 リガ ン ドによる腸炎 治療効果 を減弱 させ る主な原 因

である こ とを明 らか とした。

3.炎 症腸 管へPPARγ 遺伝 子 を送達 しPPARy経 路 を活 性化 す る ことが、炎症性腸 疾患治

療 に有効 であ るこ とを動物モデル で初 めて明 らか に した。

4.shRNA発 現 レンチ ウイル スベ クター を作製 し、強力 かつ持続 的なRNAi効 果 を誘導

す るこ とに成功 した。

5.PPARγ 一mRNAに 対す る効果的 なshRNAタ ーゲ ッ ト配列 を同定す ることに成功 した。

以上、腸管の炎症反 応 とPPARγ の関わ りを明 らか とし、炎症 性腸疾患 に対 して

有効な遺伝 子治療 の可能性 を示 した。さらには、今後 のPPARγ 研 究 の進 展に貢献す るで

あろ うPPARγ ノ ックダ ウン法 を確 立 した。
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