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緒論

ポス トゲ ノム時代 に突入 し、様々 な疾患 に関与す る新 たな遺伝 子の発見 とその機能解

析 が行われ 、その知見 に基づいた新た な治療方法の確 立が期待 されてい る。その新規 治

療 法の一つ と して、遺伝 子その ものを薬物 と して患者 に投与す る 「遺伝 子治療 」に大き

な注 目が集 ま ってい る。米国 にお いてアデ ノシンデ ア ミナーゼ(ADA)欠 損症 に対す る

世界で初めての遺伝 子治療 臨床研 究が実施 されてか ら約20年 が経過 しt、その間、我 が

国 を含 め各 国で癌 な どの難治性疾 患 をは じめ とす る様 々な疾病 に対す る遺伝 子治療 が

行われた。 しか し、一部では優 れた治療効果 も報告 され ている ものの2、 その多 くは 当

初期待 されて いた ほ どの治療効果を得 るこ とがで きていないのが現状 である。その原 因

は、遺伝子治療 の根幹 をなす遺伝子導入用ベ クターの機 能が十分でない ことにある と推

察 され る。す なわち、遺伝子治療 の成功 に向けては、目的 とす る細胞 ・組織 にのみ、効

率 よ く、安全 に遺伝子導入す る とともに、さらには安定 して遺伝 子を発現できるベ ク タ

ー の開発が求 め られてい る
。つま り、今 日の遺伝子治療研 究では、ベ クター の性能 向上

に関す る基礎研究 の重要性が再認識 され てい る。

これ まで様 々な遺伝子導入用ベ クターが開発 されて きたが、アデ ノ ウイルス(Ad)ベ

ク ターは既 存 の遺伝 子導入用ベ ク ター の中で も最 も優れ た遺伝 子導入活性 を有す るべ

クターの1つ である。Adは 直径約80nmの 正 二十面体

構造 を有す る非エ ンベ ロー プ ウイル スであ り、その基本

骨格 は、各頂点 のペ ン トン(フ ァイバー お よびペ ン トン

ベ ース)と よばれ る12個 の突起構造 と、主要な外殻 タン

パ ク質であ る240個 のヘ キ ソンか ら構成 され る

(Figure1)3。 従来のAdベ クター はC群 に属す る5型Ad

を基本骨格 としてい るが、分裂細胞 ・非分裂細胞 を問わ

ず遺伝子導入 可能で ある こと、物理 的に安定 であ る1

た め超遠 心に よる濃縮 が可能 であ るこ と、容易 に高1

力価 のベ クターが得 られ る ことな ど、遺伝子導 入用

Atl

1-ld
figure1.Structureofanadenovirus(Ad)vector.
heviruscapsidcontainshexon(lightgreen),
entonbase(gray)andfiberconsistingofatail,a
haft,andaknobregion.Thesecapsidproteins
retermedmajorcapsidproteins.

ベ クター として優れた基本 的性 質を備 えてお り、遺伝子治療臨床研究 のみ な らず 基礎研

究 にお いて も広 く用い られ てい る。

しか しなが ら、従来のAdベ クターは生体 内投 与後 、速や かに血中か ら消失す るとい

う欠 点が指摘 され ている。 また、生体内 に存在す る抗Ad中 和抗体に よ り、遺伝子導入
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が阻害 され る。 さらには、肝臓 へ の集 積性が高 いため、肝臓以外 の他 の臓器へ の遺伝子

導入 が困難で あ り、肝障害 を誘発す る といった問題 点が報告 されてい る。従 って、より

有効で安全 な遺伝子治療 を達成す るためには、標的組 織特異的 に遺伝子導入 可能 なター

ゲテ ィングAdベ ク ターの開発 が必要で ある。 これ に向けて これ までに、Adベ クター

の腫瘍組織へ の標 的指 向性の 向上 を 目指 し、Ad外 殻 タンパ ク質 であ るフ ァイバ ー領域

に、αvインテ グ リンに結合す るRGD(Arg-Gly-Asp)ペ プチ ドやヘパ ラン硫 酸 に結合 す

るポ リリジンペ プチ ドな どの外来ペプチ ドを挿入 したAdベ クターな どが開発 されてき

た4-7。 しか し、avイ ンテ グ リンやヘパ ラン硫酸 は腫瘍組織 で高い発 現が認 め られ るも

のの、正常組織 にも発現 してい ること、生体 内 に投与 した として も標 的組織 に到達す る

前 に血 中か ら速やか に排除 され て しま うこ とか ら、そのターゲテ ィング能 は不十分で あ

る とい う結論 に達 した6-S。つま り、未だ に十分 なター ゲテ ィング能 を有す るAdベ クタ

ーの開発 には至 っていないのが現状 である。従 って、真 に標的組織特異 的に遺伝子導入

可能 なAdベ クター を開発す るためには、Adベ クターの肝集積性 の回避及 び血 中滞留

性 の向上 と、Adベ クターへの よ り組織特異 性の高い ターゲテ ィング分子 の付与 が必要

不 可欠 で ある と考 え られ る。 そのた めには、遺 伝子 工学的手法 に よる外 来ペプチ ドの

Ad外 殻 タ ンパ ク質への挿 入 とい った従来の手法 のみ な らず 、Ad外 殻 タンパ ク質その も

のの改変や 、新 たなター ゲテ ィング分 子の提示及 びそれ に適 したAd外 殻 タンパ ク質の

最適化 に立脚 したAdベ クター の構 築が重要で ある と考 え られ る。

これ までの研 究 で、Adベ クター の血 中滞留性 を向上 させ るた めの手段 として、Ad

粒 子表面 をポ リエ チ レング リコール(PEG)分 子で修飾 したPEG化Ad(PEG-Ad)ベ

クター が開発 され てきた9-11。 しか しなが ら、 これ らの方法で はPEG化 され る部位 は

ランダムであ るため、Adベ クター の感染 に重要 な ファイバ ー領 域までPEG化 され て

しまい、標的組織 での遺伝子導入活性 が低 下す るといった問題 点が指摘 されてい る12層14。

そ こで本研 究ではまず、Ad外 殻 タ ンパ ク質 のヘ キ ソン領域 のみ をPEG化 す るこ とで、

標 的組織 での遺伝子導入活性 を保 った まま高 い血 中滞留性 を示すAdベ クター の開発 を

試 みた(第 一章)。 また、標的組織特異 的な遺伝子導入 を達成す るた めには、血 中滞留

性 の 向上 に加 え月刊蔵へ の集積 を回避す る必要 があ ると考 え られ る。そ こで、これ までに

開発 され た種 々の改変型Adベ ク ターの中で、Ad外 殻 タンパ ク質 のフ ァイバ ー領域 を

B群 に属す る35型Adの ファイバーで置換 した ファイバー置換型Ad(AdF35)ベ ク タ

ー を利用す るこ ととした。AdF35ベ クターは、生体投与後、肝臓へ の集積性 が低 い こ

とが報 告 されてお り15-17、ターゲティングAdベ クター 開発 に向けた基盤 ベ クター とし
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ての特性 を有 してい る と考 え られた。 そ こで、 このAdF35ベ クター に標 的組織特異性

を付与す るた め、 ファイバー領域 に外来ペ プチ ドを挿入可能 なAdF35ベ クター の開発

を試みた(第 二章)。 そ して、Adベ クター に さらに高い標的指 向性 を付与す るために、

低分子化抗体様分子で あるMonobodyをAd粒 子 に提示す る ことを試 みた。Monobody

を従来 のAdベ クター ・ファイバー領域 に挿入 して もウイル ス粒子が形成 され ない こ と

が予想 されたた め、本研究 ではファイバ ー領域 をT4フ ァージのフィブ リチン由来 のフ

ァイバーで置換す る とともに、ファイバ ー ノブを欠損 したノブ レスAdベ クター を作製

し、これ にMonobodyを 挿入す ることで、標 的組織 特異 的に遺伝子導入 可能 なAdベ ク

ター の開発 を 目指 した(第 三章)。

以上 のよ うに、Adベ クターのターゲテ ィング能の向上に向けて、Ad外 殻 タンパ ク質

の化学的な修飾 あるいは遺伝 子工学的 な改変 による最適化 と、新規 ター ゲテ ィング分 子

のAdベ クターへの挿 入 を組み合わせ る ことに よって、全 く新 しい標的組織 指 向型Ad

ベ クター を開発す るこ とに成功 したので博士論文 としてま とめた次第で ある。
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本論

第 一 章 血 液 凝 固第X因 子(FactorX)を 利 用 したヘ キ ソン特 異 的PEG化

アデ ノ ウイル ス ベ ク ター の 開発

Adベ クターは現在 、遺伝 子治療臨床研究 のみ な らず基礎研究 にお いて も幅広 く使用

されてい るが、同時にい くっかの問題 点が指摘 され てい る。 まず、Adベ クター は生 体

内投与後 、生体 内に存在す る抗Ad中 和抗体の影響 を受 け、遺伝子 導入 が阻害 され る と

い う問題 点が ある18・19。次に、生体内投与後速や かに血中か ら消失す る とともに、肝臓

に集積す るとい う点で ある17,20。 これ は、血 中でAdベ クターの主要外 殻 タンパ ク質で

あ るヘ キ ソンに血液凝 固第X因 子FactorX(FX)が 結合 し、そ のFXが 肝 細胞 表面上の

ヘパ ラン硫 酸 に結合す るこ とで、Adベ クター がFX依 存 的 に肝臓 に取 り込まれ るた め

で ある21・22。その結果、肝臓 以外の他 の臓器 への遺伝 子導入が 困難 となって いる。従 っ

て、標 的組織 に効率 よく治療用遺伝子 を送達す るためには、Adベ クター の肝臓へ の集

積 な らび に抗Ad中 和抗 体 を回避 可能で あ り、かっ血 中滞留性 を向上 させた新規Adベ

ク ター の開発 が 望 まれ る。 それ に向 けて 、Adベ クター をポ リエチ レン グ リコール

(PEG)で 修飾 したPEG化Adベ クターが開発 され て きた9'11。Adベ クターのPEG化

に よ り肝臓へ の集積 、抗Ad中 和抗体 か らの回避、血 中滞留性 の向上は認 め られた もの

の、従来 のPEG化 で は、Adの キャプ シ ド表 面が ランダムに修飾 され るた め、Adの 感

染に重要 な領 域で あるファイバー領域 もPEG化 されて しまい、標 的組織 での遺伝子導

入効率が低下す る ことが知 られ てい る12-14。そ こで私 は、血液凝固因子FXをPEG化

したPEG・FXを 利用 して、ヘ キ ソン特異的 にPEG化 す るこ とで、ヘ キ ソン特 異的PEG

化Adベ クター の開発 を試 みた。

【実 験 材 料 お よび方 法 】

鏤

牛胎仔 血清(Fetalcalfserum;FCS)、 抗 生物質 はGIBCO-BREよ り、DULBECCO'S

MODIFIEDEAGLE'SMEDIUM(DMEM),MINIMAMESSENTIALMEDIUM

EAGLE(MEM)、5-20%SuperSepTMAce、MgCl2は 和光純薬 よ り、培養 デ ィ ッシュ

はNuncよ り、SuperFectはQIAGENよ り、RNaseA、DNaseIはRocheよ り、透析

膜(ス ペ ク トラ1ボア7MW50000)はSpectrumLabsよ り、 ドデ シル硫酸ナ トリウム
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(SDS)はSigmaよ り、PVDFメ ンブ レン は ミ リポ ア よ り、anti-humanFXpolyclonal

antibodyはGenTlexよ り、anti・PEGantibodyはEpitomicsよ り、HRP・conjugated

anti-rabbitIgGantibodyはcellsignalingよ り、HRP-conjugatedanti-rabbitIgM

antibodyは 、SouthernBiotechよ り、ECLPlusWesternBlottingDetectionReagents

はGEヘ ル ス ケ アバ イ オ サ イ エ ンス よ り、PEG20000お よびPEG40000は 日油 よ り、

FXはHaematologicTechnologiesよ り、Warfarinは 、CaymanChemicalよ り、Blue

Na七ive(BN)-PAGE関 連 試 薬 はInvitrogenよ り、96穴BlackPlateはCorningよ り、

ピ ッカ ジー ンLT2.0は 東 洋 イ ンキ よ り、そ れ ぞ れ 購 入 した 。抗Ad血 清 は医 薬 基盤 研 究

所 幹 細胞 プ ロ ジ ェ ク トよ り供 与 して 頂 い た。

そ の他 の試 薬 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 ず

る もの を使 用 した。

細胞

Adベ ク ター の パ ッケ ー ジ ン グ細 胞 で あ る293細 胞 はDMEM(10%FCS、 抗 生 物 質 、

L-glutamine含 有)を 用 い て、SKHEP-1(anendothelialcelllinederivedfromhuman

liver、Dr.M.A.Kayよ り供 与)、SF295細 胞(ahumanglioblastomamultiforme、 北

海 道 大 学 ・多 田先 生 よ り供 与)は10%FCS含 有DMEMを 用 い て 、B16(.0;a

mousemelanomacellline)は10%FCS含 有MEMを 用 い て 、37℃ 、飽 和 蒸 気 圧 、5%

CO2存 在 下 で培 養 した。 なお 、 本研 究 にお い て使 用 したFCSは す べ て56QC、30分 間

の非働 化 処 理 を行 った 後 に使 用 した 。

蠻

C57SL/6マ ウス は 日本SLCよ り購 入 した。本 研 究 で使 用 したす べ ての 実 験 動 物 操 作

は大 阪大 学 実 験 動 物 規 定 に準 じて 行 っ た。

Adベ ク ター の 作製

Luciferase遺 伝 子 を コー ドす るAdベ クタ ー プ ラス ミ ドで あ るpAdHM4-CMVL223

を 、Adゲ ノム の 両末 端 に認 識 部 位 が存 在 す る制 限酵 素PacIで 切 断 す る こ とに よ り線 状

に し、 カ チ オ ン性 ポ リマ ー のSuperFect(QIAGEN)を 用 い て トラ ン ス フ ェ ク シ ョン し

た。なお パ ッケ ー ジ ン グ細 胞 と して は、293細 胞 を使 用 した。トラン ス フ ェ ク シ ョン後 、

約2週 間培 養 し、luciferase発 現Adベ ク ター(Ad-L2)23を 得 た。
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Adベ ク ター の大 量 詬 と 方 法

Adベ ク ター は感 染 した293細 胞 の核 内 に 大 部 分 が 存在 して い るた め、細 胞 を 回収 し

た 後 、 凍 結 融 解 を3回 繰 り返 す こ とで細 胞 を破 壊 した。2000rpm、10分 遠 心 しAdベ

ク ター を含 む 上清 を新 しい293細 胞 に加 えた 。Adベ ク ター を作 用 させ る293細 胞 数 を

5-10倍 に増 加 させ 、 この操 作 を数 回繰 り返 す こ とに よ りAdベ ク タ ー を調 製 した 。150

mm培 養 デ ィ ッシ ュ(nunc)5枚 の293細 胞 にAdベ ク ター を加 え 、2日 後293細 胞 を回

収 し、培 地 を除 去 、150mm培 養 デ ィ ッシ ュ1枚 あた り1mlのPBSを 加 え超 音 波 に て

細 胞 を破 壊 した 。 これ を2000rpm、10分 遠 心 し、 上 清(Adベ ク ター 懸 濁 液)を 回 収 し

た。Adベ ク ター 懸 濁 液 にMgCl2(最 終 濃 度10mM)、RNaseA(最 終 濃度0.2mg/ml)、

DNaseI(最 終 濃 度0.2mglml)を 加 え37℃ 、30分 反 応 させ た。反 応 後 、Adベ ク ター 懸

濁 液 を塩 化 セ シ ウム の密 度 勾 配 遠 心 を2回 繰 り返 し精 製 した。1次 遠 心 で は 、 比 重1.5

91cm3、1.35g/cm3、1.2591cm3の 塩 化 セ シ ウ ム を順 に0.5ml、2.5ml、4ml重 層 し、

そ の上 にAdベ ク ター 懸 濁 液 を5ml加 え 、35000rpm、14℃ 、1時 間(CP100aロ ー

ター 形 式P40ST、HITACHI)遠 心 した。1次 遠 心 後 、Adベ ク タ ー のバ ン ドを回収 し、

比 重1.3591cm3の 塩 化 セ シ ウム で12mlに 懸 濁 し35000rpm、14℃ 、12-14時 間遠

心 した。Adベ ク ター の バ ン ドを回 収 し、10mMZ`Y'1S(pH7.5)、1mMMgCl2、10%

glycerolか らな る溶 液 で4℃ 、一 晩透 析(ス ペ ク トラ/ボ ア7MW50000、Spectrum

Labs)し た。 回収 した溶 液 をAdベ ク タ ー溶 液 と して 実 験 に用 い た 。

理 匕愚vectorarticlesタ イ ター の'l

Adベ ク ター溶 液 を ドデ シル 硫 酸 ナ トリウ ム(SDS)・TE溶 液 に よ り最 終SDS濃 度 が

0.1%に な る よ うに希 釈 した 。5分 間 混 合 した 後 、15000rpmで5分 遠 心 、 上 清 を回収

し260nmの 吸 光 度 を測 定 した(GeneQuantpro、AmershamBiosciences)。 求 め た 吸

光度 を以 下 の 式 に 当て は めVirusParticle(VP)titerを 求 め た24。

VPtiter=吸 光 度 ×希 釈 倍 率 ×1.1×1012(VP!ml)

FXを1し たヘ キ ソ ンPEG匕AdPEG・FX-Aベ ク ター の

ヒ トFXに 対 し、100倍 、500倍 、2000倍 モ ル 量 の活 性 化PEGを 混合 し、37℃ で

30分 間 、200rpmで 撹 拌 す る こ とでPEG化FX(PEG-FX)を 作 製 した。HEPES-CaCl2

バ ッフ ァー(10mMHEPES(pH7.4),150mMNaCl,5mMCaCl2)中 で 、Ad粒 子 と
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PEG-FXの モ ル 比 率 が 、1:1000に な る よ うに 、Ad・L2とPEG-FXを 混 合 し、室 温 で

30分 間 反応 させ た 。

墜

Zetasizer3000HS(Malvern,Worcestershire,UK)を 用 い て 、各Adベ ク ター の粒 子

径 を測 定 した。

SDS-PAGE

PEG-FXをSDS-PAGEloadingbuffer(62mMTris(pH6.8),2%SDS,10%glycerol,

0.001%bromphenolblue)で 希 釈 し、96℃ で5分 間熱 処理 後 、氷 冷 下 で5分 処 理 した

サ ンプ ル を用 意 した 。 サ ンプ ル を7.5%SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲル に各 レー ン1ｵg

ず っ 添加 し、20mAで60分 間電 気 泳 動 した 。 そ して 、泳 動 後 の ゲル をSimplyBlueTM

SafeStain(Invitrogen)で 染 色 した。染 色 後 の ゲル を ミ リQ水 で洗 浄 し、洗 浄 後 の ゲル

を1.AS3000(富 士 フ イル ム)で 撮 影 した。

CAR性 お よび ・ 細 胞 にお け るPEG-FX-Adベ ク タ ー の'子 六'の 一・

各 細 胞 を96穴 プ レー ト(Corning)に1×104cells/wellで 播 種 し、 翌 日、 各Adベ ク

ター をSKHEP-1細 胞 で は300VPlcell、SF295細 胞 で は3000VPlcel1の 条 件 下 で37℃ 、

1.5時 間作 用 させ た。PEG一 囲 は 、PEGとFXの モ ル 比率 を 、100:1、500:1、2000:1

で 反 応 させ た も の をそ れ ぞ れ使 用 した 。そ の後 、細 胞 を洗浄 し、新鮮 培 地 に置換 後37℃

で48時 間培 養 し、ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 をluciferaseassaysystem(ピ ッカ ジー ンLT2.0、

東 洋 イ ン キ)を 用 い 、 マ ル チ モ ー ドプ レー トリー ダー(TriStarI.B941,BERTHOLD)で

測 定 した。

抗Ad血 清 存 在 下 に お け る遺 伝 子 発 現 効 率 の検 討

SF295細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播 種 し、 翌 日に各Adベ ク ター と

500倍 に希 釈 した抗Ad血 清 を混 合 し、室 温 で20分 間反 応 させ た。 そ の後 、 混 合液 を

3000VP!cellで 細 胞 に添加 し4℃ 、1.5時 間 作 用 させ た。 そ の後 、細 胞 を洗 浄 し、新 鮮

培 地 に置 換 後37℃ で48時 間培 養 し、 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した。

修FX添 加 時 のPEG-FX-Adベ ク タ ー の'子 ・'の 一・

7



SF295細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに 播 種 した 。 翌 日にAd-1.2と

PEG-FXの モル 比 率 を1:2000で 混 合 し、室 温 で30分 間 反 応 させ た 。 そ の後 、未 修 飾

のFXを3.3,10,30,90nglmlの 各 濃 度 で 添 加 し、室温 で30分 間反 応 させ た。こ のAd-L2、

PEG-FX、FXを 含 む混 合 液 を3000VPlcel1で 細胞 に添加 し4℃ 、1.5時 間作 用 させ た。

そ の後 、細 胞 を洗 浄 し、新 鮮 培 地 に 置換 後37℃ で48時 間培 養 し、ル シ フ ェ ラーゼ 活1生

を測 定 した。

PEG-FX添 加 時 のFX・Adベ ク ター の'子'の ・

SF295細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播 種 した。翌 日にAd-L2と 未 修 飾

FXの モ ル 比 率 を1:2000で 混 合 し、室 温 で30分 間 反 応 させ た 。 そ の後 、PEG-FXを

30,150,300nglmlの 各 濃 度 で 添加 し、室温 で30分 間反 応 させ た。このAd-L2、PEG-FX、

FXを 含 む 混 合 液 を3000VPlcellで 細 胞 に添 加 し4℃ 、1.5時 間作 用 させ た 。 そ の後 、

細胞 を洗 浄 し、新 鮮 培 地 に 置換 後37℃ で48時 間培 養 し、ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 し

た 。

B16固 形 癌 モ デ ル マ ウス の作 製

B16固 形 癌 モ デ ル マ ウス は以 下 に示 すC57BL/6マ ウス へ の 腹 部 皮 下 投 与移 植 に よ り

作 製 した。B16細 胞 の生 細 胞 数 を計 測 した 後 、細 胞 をo.i%BSAIPBSで 懸 濁 し、1×

107cellslmlに 調 整 した。C57BL/6マ ウス を除 毛 した 後 、上 述 のB16懸 濁 液50ｵ1を 腹

部皮 下 に移 植 した。 約6日 後 、 固形 癌 の直 径 が5～8mmに 達 した マ ウス を実 験 に使 用

した。

reF:1ii,

C57BI.16マ ウス に対 して 、PBSで 希釈 した各Adベ ク ター を1×1010VP/100ｵ1で 尾

静 脈 内投 与 した 。

PEG-FX・Adベ ク ター の 血 中半減 期 の 測 定

B16固 形 癌 モ デ ル マ ウス に、Ad-1.2も し くはPEG-FX-Ad-L2(PEG-FX:Ad=1000:

1)を1×1010VP!mouseで 静 脈 内投 与 し、0、2、5、15分 後 に眼 窩 採 血 した 。そ の後 、

DNeasyBlood&TissueKits(QIAGEN)を 用 い て 、 全DNAを 回収 した。 回収 した

DNA濃 度 をNanodrop(Thermo)を 用 い て測 定 後 、Adベ ク ター ゲ ノ ム コ ピー 数 をABI
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prism7000sequencedetectionsystem(ABI)を 用 い て測 定 した 。 測 定 条件 は 、サ ン プ

ルDNAに 、10ｵMプ ライ マ ー セ ッ ト0.8ｵ1、5ｵMTagManprobeO.8ｵ1、RealTime

PCRMasterMix(TOYOBO)10ｵ1を 含 む最 終 容 量20mlの 混 合液 を反 応 させ た 。PCR

反 応 条 件 は 、95℃ で1分Denaturationし た 後 、95℃15秒 、60℃60秒 の サ イ クル を

40サ イ クル 行 っ た。 また 、プ ライ マ ー お よび 蛍 光標 識 プ ロー ブ はAdゲ ノ ム のE4領 域

に設 定 した。 プ ライ マ ー とプ ロー ブ の 配 列 を以 下 に示 す 。

AdE4-forward;5'-CACCACCTCCCGGTACCATA-3'

AdE4-reverse;5'-CCGCACCTGGTTTTGCTT・3'

AdE4-probe;5'-FAM-AACCTGCCCGCCGGCTATACACTG-TAMRA-3'

Adベ ク ター の ス タ ンダ ー ドと して は 、Adベ ク ター プ ラ ス ミ ドpAdHM423を 用 い た。

な お補 正 用 と して マ ウスGAPDHを 上 記 と 同様 に反応 す る こ とに よ り測 定 した。

GAPDH-forward;5'-TTCACCACCATGGAGAAGGC-3'

GAPDH-reverse;5'-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'

GAPDH-probe;5'-FAM-TGCATCCTGCACCACCAACTGCTTAG-TAMRA-3'

Real-timePCR法 に よ る にお け るAdゲ ノ ム コ ピ一 の'i定

各Adベ ク ター 投 与48時 間後 、 摘 出 した各 臓 器 中 の 七〇talDNAを 自動 核 酸 抽 出機

(NA・2000;KURABO)を 用 い て 回 収 した 。DNA濃 度 をNanodrop(LMS)で 測 定 した後 、

サ ンプ ル 中 のAdゲ ノムDNA量 をABIprism7000sequencedetectionsystem(ABI)

を用 い て 測 定 した 。 測 定 条件 や 、 プ ライ マ ー とプ ロー ブ は、 上 記 に 準 じて行 っ た。

マ ウス 肝 臓 お よび 腫 瘍 にお け る遺 伝 子 発 現効 率 の検 討

各Adベ ク ター 投 与48時 間後 、各臓 器 をマ ウス よ り回収 した。摘 出 した各臓 器 を0.05%

Triton-X、2mMEDTA、0.1MTrisを 含 むlysisbuffer(最 終pH7.8)を 用 い て ホモ ジ

ネ ー トした 。 ホモ ジネ ー ト200ｵ1を 凍 結 融解 した 後 、15000rpmで5分 遠 心分 離 す る

こ とで 不 溶 性 画 分 を除 去 し、 上 清20ｵ1中 に 含 ま れ るホ タルル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を

LT5500(東 洋 イ ンキ)を 用 い て測 定 した 。 ま た 、 タ ンパ ク量 をBio-Radassayki七

(Bio-Rad)を 用 いて 測 定 す る こ とに よ って 補 正 した 。

Warfarin前 与 マ ス にお け る お よび 腫 で のAdベ ク ター 性 お よび'子

発 現 効 率 の検 討
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Adベ ク ター 投 与3日 前 と1日 前 に 、100ｵ1の ピー ナ ッツ オイ ル で 懸 濁 し、Warfarin

を133ｵg/mouseで 皮 内 投 与 した21・22,25,26。そ の後 、各Adベ ク ター を1×1010VPlmouse

で静 脈 内 投 与 し、上 記 と同様 に 、肝 臓 お よび腫 瘍 で のAdベ ク ター集 積 性 お よび 遺伝 子

発 現 効 率 を測 定 した。

BN(Blue-Native)-PAGE

ま ず 、Ad-L2を56℃ 、10分 間処 理 した サ ンプ ル を用 意 した 。Adヘ キ ソ ン は56℃ 、

10分 間 処 理 して も構 造 を保 つ こ とが 報告 され て い る27。 そ の後 、用 意 した サ ン プル(3

×109VPを 熱 処 理)とPEG・FXをHEPES-CaCl2バ ッフ ァー 中 で 、室 温 で30分 間反

応 させ た(モ ル 比 率Ad:PEG-FX=1:1000)。 さ らに 、未 修 飾 のFXを この混 合 液 に添

加 し、 室 温 で30分 間反 応 させ た。 この混 合 液 をNativegradientgels(4-16%)

(Invitrogen)の 各 ウェル に添 加 し、150V、30mAで120分 間 電 気 泳 動 した 。分 子 量 サ

イ ズマ ー カ ー に はNative-Mark(Invitrogen)を 使 用 した。 泳 動 バ ッフ ァー は 、

Invitrogenの プ ロ トコル に従 い 、0.02%CoomassieBlueG-250を 含 むbluecathode

bufferとanodebufferを 使 用 した。電気 泳 動 後 のゲ ル をPVDFメ ンブ レン に転 写 した。

得 られ た メ ン ブ レン を5倍 希 釈 したImmunoblock溶 液 で2時 間室 温 にて ブ ロ ッキ ン グ

した 後 、5%ス キ ム ミル ク溶 液 で5000倍 に希 釈 した1次 抗 体anti-humanFactorX

polyclonalantibody(GeneTex)を 加 え4℃ で 一 晩 イ ン キ ュベ ー トした 。そ の後 、TBS-T

bufferで3回 洗 浄 した後 、5%ス キ ム ミル ク溶 液 で5000倍 希釈 した2次 抗 体HRP-

conjugatedanti-rabbitIgGantibodyを 加 え、室 温 で1時 間反 応 させ た。TBS-Tbuffer

で3回 洗 浄 した後 、ECLPlusWesternBlottingDetectionReagentsで 発 色 させ た後 、

1.AS3000(富 士 フ イル ム)で 検 出 した 。 ま た 、 上 記 と同様 の方 法 で サ ン プル を 用 意 し、

電 気 泳 動 後 の ゲ ル をPVDFメ ンブ レンに 転 写 し、 ブ ロ ッキ ン グ後 、1次 抗 体rabbit

anti-PEGmonoclonalIgM(Epitomics)を 加 え 、4QCで 一 晩 イ ン キ ュベ ー トした 。TBS-T

bufferで 洗 浄 後 、2次 抗 体HRP-conjugatedanti-rabbitIgMantibody(Sourthen

Biotech)を 加 え、室 温 で1時 間反 応 させ た。 メ ンブ レン をTBS-Tbufferで 洗 浄 後 、上

記 と同様 の方 法 で検 出 した。

艷

実 験 結 果 は 平均 値 ±s.d.も し くは ±s.e.と して表 示 した。 有 意 差検 定 は 、Student's

t-testを 用 い た。
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【結果】

PEG-FX-Adベ クタ ー の 作製

まずFXをPEG化 したPEG化FX

(PEG-FX)を 作製 した。PEG20000

も しくはPEG40000とFXを 、それ

ぞ れ 異 な る 比 で 混 合 す る こ と で

PEG-FXを 作製 した。そ して、FXが

PEG化 され ているか どうか を確認す

るため、SDS・PAGEを 行 った ところ

ゲルの高分子量の位置 にPEG-FXに

相 当 す る バ ン ドが 観 察 さ れ た

(Figure2A)。 また、PEGの 比率 が

Table1.SizesofunmodifiedandPEG-FX-Advectorparticles

Vector Size(nm)

Ad-L2

FX-Ad-L2

PEG20000-FX-Ad-L2

PEG40000-FX-Ad-L2

121t9.6

120t5.5

136t23

172t49

PEG20000葡FX吻Ad囀L2+FX*129:ヒ15

PEG40000-FX-Ad-L2+FX*143t9.6

・UamoditledFXwasaddedtoPECFX-Ad-L2atthefinal

far30minbe6

f1ｵg/mlandincubated

増 え る に した が って未 修 飾FXに 相 当 す るバ ン ド密 度 が減 少 し、FX:PEG=1:2000の と

き に は未 修 飾FXに 相 当す る バ ン ドは ほ ぼ完 全 に消 失 した。 次 に、Ad-L2とPEG-FX

をAd粒 子 とPEG-FXの 比 率 が1:1000に な る よ うにCaCl2存 在 下 で 混 合 し 、

PEG-FX-Adベ ク ター を開発 した(Figure2B)。 この よ うに ヘ キ ソン 特異 的 にPEG化

す る こ とで 、標 的 組 織 へ の 遺 伝 子 導 入 活 性 が保 持 され る と考 え た。 ま た 、PEGとFX

の モ ル 比 率 が2000:1のPEG-FXを 利 用 して 作 製 したPEG-FX-Adベ ク ター の粒 子 径 を

Figure2.SDS-PAGEforPEG-FXandtheconstructionstrategyforthePEG-FX-Advectors.(A)
SDS-PAGEanalysisofunmodifiedFXandPEG-FXunderreducingconditions.Thegelswererun
underidenticalconditions,andproteinswerestainedwithCoomassieblue.LaneM,protein
marker;lane1,unmodifiedFX;lanes2-4,PEG20000-FX(lane2,FX:PEG20000=1:100molar
ratio;lane3,1:500;lane4,1:2000);lane5-7,PEG40000-FX(lane4,FX:PEG40000=1:100molar
ratio;lane5,1:500;lane6,1:2000).(B)Schematicillustrationofconstructionstrategyforthe
PEG-FX-Advectors.FXwasconjugatedwithactivatedPEG200000rPEG40000.Advectorwas
incubatedwithPEG-FXatamixingratioof1:1000molarratio,creatingthePEG-FX-Advectors.

11



測 定 した とこ ろ 、PEG20000も し くはPEG40000で 修 飾 したPEG20000-FX-Ad・L2、

PEG40000・FX-Ad-L2の 粒 子 径 は 、Ad・L2お よび未 修 飾FXを 混合 したFX-Ad-L2と 比

較 して 、 増加 した(Table1)。 これ に よ り、PEG-FXがAd粒 子 表 面 に結 合 して い る こ

とが 示 唆 され た。

PEG-FX・Adベ ク ター の'子
'の ・nvitro

FXを 用いたAd-L2の ヘ キ ソン特異的 な

PEG化 は、Adフ ァイバー とCARの 相互作

用 を阻 害 せ ず 、CAR陽 性 細 胞 に お け る

Ad-1.2の 遺伝 子発現効率 に影 響 を与 えない

と考 え られ た。実際 に、CAR陽 性細胞 であ

るSKHEP-1細 胞 に対 し遺伝子導入 実験 を

行 った ところ、PEG20000・FX-Ad-L2、PEG

40000・FX-Ad-L2は 、FXとPEGの モル 比

率が1:100お よび1:500の 場合 において、

Ad-L2と 同程度 の遺伝 子発 現効率 を示 した

(Figure3A)。 本結果 よ り、PEG-FXを 用

いたPEG化 はフ ァイバー とCARの 相互作

用 に大 きな影 響 を与 えない こ とが示 され た。
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しか しなが ら、FXとPEGの モル比率 が

1:2000の 場 合 に お い て は 、PEG20000

-FX-Ad-L2とPEG40000-FX-Ad-2の 両方

で、Ad-1.2と 比較 して遺伝子発現効率 がわ

ずか に減 少 した。これ は、PEG-FXがCAR

とフ ァイバ ー の相 互作用 をわず か に阻 害

した こ とによ るもの と考 え られた。 一方、

CAR陰 性細胞 で あるSF295細 胞 に対 し遺

PEG20000-FX-Ad-L2PEG40000-FX-Ad-L2
(FX:PEG)

Figure3.Invitrotransductionefficienciesofthe

PEG。FX-Advectors.SKHEP-1cells(A)and

SF295cells(B)weretransducedwithAd-L2,

FX-Ad-L2,PEG20000-FX-Ad-L2,and

PEG40000-FX-Ad-L2at300(SKHEP-1cells)or

3000(SF295cells)VP!cellfbr1.5h.Aftera48-h

incubation,thelevelsofluciferaseproductionwere

detem血edusingaluciferaseassaysystem.The

dataareexpressedasthemeansts.d.(n=4;*P<

0.05vs.Ad-L2,#P<0.05vs.FX-Ad-L2).

伝子導入 実験 を行 った ところ、FX・Ad-1.2の 遺伝子発現効 率はAd-L2と 比較 して約18

倍 上昇 した(Figure3B)。 これ は、細胞表面上 のヘパ ラン硫酸 とFXの 相互作用 によ り

遺伝 子導入 が促進 され た ことに よると考 え られ た。 また、FXとPEGの 比率が1:100

のPEG・FXで 修飾 した場合 において も、PEG20000-FX-Ad-L2とPEG40000-FX・Ad-L2
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の遺伝 子発 現効率はAd-1.2と 比較 して約14倍 上昇 した。 これ は、FXとPEGの 比率

が1:100の 条件下では、FXが 十 分にPEG化 されてい ない こ とで未修飾のFXがAdヘ

キ ソンに結合 し、遺伝 子導入 を促進 したた め と考 え られ た。一方、FXとPEGの モル

比が上昇す るにつれ て、PEG20000-FX-Ad-L2とPEG40000-FX-Ad-L2の 遺伝子発 現

効 率は減少 した。これ は、FXとPEGの 比率 を上 げる ことで、PEG化 され ていないFX

が減少す るた め と考 え られ た。 さ らに、FXとPEGの 比率 が1:2000のPEG-FXで 作

製 したPEG40000-FX-Ad-L2の 遺伝子発 現効 率は、Ad-L2と 比較 して有意 に減少 した。

これ は、ヘキ ソンに結合 したPEG40000-FXが 、CAR陰 性細胞 にお ける主要感染経路

であ るペ ン トンベ ースのRGDと α.インテ グ リンの相互作用 を阻害 したこ とによる と考

え られた。これ らの結果 か ら、以降の実験ではFXとPEGの モル比が1:2000のPEG-FX

を用 いてAdベ クター を修飾 したPEG20000-FX-Ad・L2とPEG40000-FX-Ad-L2を 使

用す ることと した。
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(n=4;**P<0.01,n.s.;not

significant).
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次 に、PEG-FX-Adベ クターが抗Ad中 和抗体 を回避 可能か検討す るた め、抗Ad中

和抗体存在 下におけ る遺伝 子導入実験 を行 った。未 修飾のAdベ クター と、PEG化 し

てい ないFXを 混合 したFX-Adベ クターは、抗Ad中 和抗体存在 下においてそれ ぞれ

有意 に遺伝 子発 現効率が低下 した。 これ に対 し、PEG20000も しくはPEG40000で 修

飾 したPEG-FXを 混合 したPEG-FX-Adベ クター においては、抗 中和抗 体存在 下で も

遺伝子導入 効率の低下 は観察 され なか った。従 って 、PEG-FX-Adベ クターは、抗Ad

中和抗体 を回避可能で あるこ とが示 され た(Figure4)。

PEG-FX-Adベ ク ター 生 内 与lfの 血
ヨ

PEG-FXで 修飾 す るこ とに よ りAdベ クター の血 中滞留性が 向上す るか どうかを検討

した。C571BI.6マ ウス に、各種Adベ クター を静脈 内投与 し、血 中のAdベ クターゲ ノ

ム量 を測定 した ところ、PEG20000-、PEG40000-FX・Adベ クター では、未修飾 のAd

ベ クター お よび未修飾FXを 混合 したFX-Adベ クター と比較 して、有意 に高いAdゲ

ノム量 を示 した(Figure5)。 この ことか ら、PEG-FXを 利 用 したヘ キ ソン特異的 なPEG

化 に よ りAdベ クターの血 中滞留性 が 向上 した こ とが示 された。
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Figure5.BloodclearancekineticsofthePEG-FX-Advectorsafterintravenousadministration
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Thebloodwascollectedattheindicatedtimepointsviaretro-orbitalbleeding.TheAdvector

genomecopynumbersinthebloodweredeterminedbyreal-timequantitativePCR.Thedata

areexpressedasthemeans±s.e.(n=4;#P<0.05vs.FX-Ad-L2,*P<0。05vs.Ad-L2).
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PEG-FX-Adベ ク ター の 旦 ならびに'子 'の ・lnvivo

PEG-FX-Adベ クターの生体内投与後 の肝臓 および腫瘍へ のAdベ クター集積 量 を検討

す るため、皮 下腫瘍 モデル マ ウスに各種Adベ クター を投与 し、各組織 のAdゲ ノム コ

ピー数 を リアル タイムPCR法 に よ り測 定 した。その結果、肝臓 にお けるAdゲ ノム コ

ピー数 は は有 意 な差 こそ認 め られ なか った もの の、Ad-1.2 、FX-Ad-L2と 比較 して

PEG20000-FX-Ad・L2で 約5倍 、PEG40000-FX-Ad・L2で 約2倍 に増加 した(Figure6A)。

腫瘍 においては、FX-Ad-L2のAdゲ ノム コピー数 はAd-L2と 比較 して約5倍 増加 した

(Figure6B)。 これ は、Adベ クター に予 め結合 させ た未修飾 のFXが 腫瘍への遺伝 子

導入効率 を促進 したため と考 え らえ る。また、有意 な差 こそ認 め られ なか ったが、腫 瘍

におけ るAdゲ ノム コピー数 はAd-L2と 比較 してPEG20000-FX-Ad・L2で 約2倍 、

PEG40000-FX-Ad-L2で 約5倍 に増加 した。以上 か ら、PEG-FXに よるAdベ クターの

修飾 は、肝臓 へのAdベ クターの集積 を抑 制 しないが、腫瘍へ の集積 を促進す ることが

示唆 され た。次 に、PEG-FXで 修飾す る ことでAdベ クター の肝臓で の遺伝子発 現効 率

(A)

d14

≡12
c

a10
0
v

dE

O

&

a
d

w

d

8

s

4

2

0

Liver

劣/ず

(B)

ガ2
E
?10c

a
O8

as
E
O6

5
04

a
d

玉
d

2

0

Tumor

ノノンノノ

ダ 〆
Figure6.TissuedistributionofthePEG-FX-Advectorsafterintravenousadministrationinto
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thetotalDNA,includingtheAdvectorgenome,wasisolatedfromtheorgans.TheAdvector
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が低 下す るか、また、血 中滞 留性の向上 によ り腫瘍での遺伝子発現効率 が上昇す るか ど

うか を検 討す るため、前述 の皮下腫瘍モデル マ ウスに各種Adベ クター を静脈 内投与 し、

肝臓 お よび腫瘍 での遺伝 子発 現効率 を測定 した。そ の結果 、各群 の肝臓 におけ る遺伝 子

発 現 効 率 に顕 著 な差 は認 め られ な か っ た(Figure7A)。 一 方 、 腫 瘍 にお い て は 、

PEG40000-FX-Adベ クター の遺伝子発現効 率は、有意 な差 こそ認 め られない ものの、

その他 のベ ク ター と比較 して約5倍 程度 上昇 した(Figure7B)。 これ は、PEG・FX-Ad

の血 中滞留性 が 向上 した こ とによるEPR効 果 に よるもの と推 察 された。肝臓 で遺伝 子

発現効率 が変化 しなかった理 由 としては、PEG-FX-Adベ クターを投与 した場合 、血 中

に予め存在 す る内因性 のFXがPEG-FX-Adベ クター上 のPEG・FXと 徐 々に置 き換 わ

り、結果 として肝臓 に移行す る可能性 が考 え られた。そ こで、生体内のFXを 不活化 し

た場合 に は、PEG-FX-Adベ クター に結合 したPEG・FXは 内因性FXと 置換す ることな

く、PEGの 効果 を十分 に発揮す るのではないか と考 えた。
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Warfarin前 投与マ ウス にお ける遺伝子発現効率 の検討

内 因性 のFXを 不活 化 す るた めに、予 めWarfarinを 投 与す る こ とと した。そ の

Warfarin前 投与マ ウスに各種Adベ クター を投与 した ところ、従来 のAd-1.2投 与群 で

は月刊蔵にお けるAdゲ ノムコ ピー数 と遺伝子発 現効 率が ともにバ ック グラウン ドレベル

まで減 少 した。 また、FX-Adベ クター投与群 では、Warfarin投 与 、未投与 にかかわ ら

ず、そ のAdゲ ノムコ ピー数 も しくは遺伝子発 現効率 に変化 は認 め られ なか ったが 、

PEG40000-FX-Adベ クターでは、Warfarin前 投与マ ウス にお けるAdゲ ノム コピー数

お よび遺伝子発現効率がWarfarin非 投与マ ウス と比較 して大 き く減少 した(Figure

8Aand9A)。 また、PEG20000-FX-Ad・L2のAdゲ ノム コピー数 お よび遺伝子発現効

率 もPEG40000-FX-Ad-L2と 同様 の傾 向 を示 した。従 って、PEG-FX-Adベ クター は

FX依 存的 な経路 を介 し肝臓 に移行 な らびに遺伝子導 入 され ることが示 され た。一方 、

腫 瘍 にお いては、いずれのAdベ クター を投与 した場合 で も、Warfarin前 投与群 と非

投与群 のAdゲ ノムコピー数 と遺伝 子発 現効率 に顕著 な差 は認 め られなか った。これ に

よ り、腫 瘍への移行な らびに遺伝 子導入 はFX非 依 存的 な経 路に よる ものである ことが

示 された。 さらに、PEG40000-FX-Adベ クター では、Warfarin投 与マ ウスで他 の群 と

比較 して腫瘍 でのAdゲ ノム コピー数 お よび遺伝 子発現効率が有意 に上昇 した(Figure

8Band9B)。 また、腫瘍 と肝臓 にお けるAdゲ ノムコ ピー数お よび遺伝 子発 現効率 も、
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Figure8.TissuedistributionofthePEG-FX-Ad

vectorsafterintravenousadministrationinto

伽mor-bearingwarfa血uzedmice.B16

tumor-bearingconventionalandwarfarinizedmice

wereintravenouslyadministeredthePEG-FX-Ad

vectors.Forty-eighthoursafteradministration,the

liver(A)andtumor(B)wereharvested,andthe

totalDNA,includingtheAdvectorgenome,was

isolatedfromtheorgans.TheAdvectorcopy

numbersweredete血ned.The加mor-to-liverratio

oftheorgandistributionisshownin(C).Thedata

搬饗畿 鷺 盤 講 轟'芝ぽ。ぎ
vs.Ad-L2warfa血(一)).

PEG40000-FX・Ad-L2で はAd-L2と 比較 して14倍 以上 に改善 され た(Figure8Cand

9C)。Warfarin前 投与 によ り、内因性 のFXが 不活化 されたため、PEG-FX-Adベ ク タ

ー に結合 したPEG-FXが 、Ad粒 子 か ら離れず 、PEGの 効果 を十分 に発揮 したため と

考 え られ る。す なわ ち、PEG-FXの 効果 に よ り、PEG-FX-Adベ クター は肝臓へ の取 り

込み を回避 し、腫瘍 に移行 した と推 察 された。また、PEG40000-FX-Adベ クターでは、

PEG20000-FX-Adベ クター と比較 して、Warfarinに よる阻害効果 が顕著 に認 め られた

こ とか ら、PEG40000・FXは 、Adベ クター の臓器 への移行性 に大 き く影響 す るこ とが

示 唆 され た 。 以 上 の 結果 か ら、PEG・FX-Adベ ク ター を生 体 内 に投 与 した 場 合 、

PEG-FX-Adベ クター に結合 したPEG-FXが 内因性FXと 置 き換 わってお り、それ が

PEG-FXの 効果 を相殺 してい ることが強 く示唆 され た。
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Figure 9. In vivo transgene expression levels 
following intravenous administration of the 
PEG-FX-Ad vectors into tumor-bearing 
warfarinized mice.  B16 tumor-bearing conventional 
and warfarinized mice were intravenously 
administered the PEG-FX-Ad vectors. Forty-eight 
hours after administration, the liver (A) and tumor 

(B) were harvested, and luciferase activity was 
measured. The tumor-to-liver ratio of the 
transduction efficiencies is also shown (C). The 
data are expressed as the means ± s.d. (n = 4;  *P < 
0.05,  #13 < 0.05 vs. Ad-L2 warfarin (+),  **P < 0.05 
vs. Ad-L2 warfarin (-)).
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彦FXir,に お け るPEG・FX・Adベ クタ ー の'子 の ・

そ こで次に、Adヘ キ ソンに結合 したPEG・FXが 内因性 のFXと 置換す る ことで遺伝

子導入効 率に影響 を与 えるか ど うか を検討す るため、CAR陰 性 細胞 であ るSF295細 胞

を用 いた遺伝 子導入実験 を行 った。各種Adベ クター に未修飾 の 砥 を作用 させ 、そ の

混合液 をSF295細 胞 に作 用 させ た。 その結果、Figure3Bと 同様 にFX-Ad-L2の 遺伝

子発現効 率は 、Ad-L2と 比較 して約74倍 に上昇 した。そ して、FXの 濃度 が増加 す る

に伴 って 、FXの 濃度依 存 的 にFX-Ad-L2の 遺伝 子発 現効 率 が上昇 した。 さ らに、

PEG20000-FX-Ad・L2、PEG40000・FX-Ad-L2の 遺伝子発現効 率 もFXの 濃度依存 的に

上昇 した(Figure10A)。 この結果 か ら、Adベ クター に結合 してい るPEG-FXが 未修

飾 のFXと 置 き換 わ ることが示 され た。 一方、FX-Ad-L2にPEG-FXを 作用 させ て も、

FX-Ad-L2の 遺伝子発 現効率 に変化 は認 め られなか った(FigurelOB)。 この ことか ら、

FXの ヘ キ ソン との結合力 は、PEG-FXの ヘ キ ソン との結合力 よ り強い ことが示唆 され

た。さ らに、未修飾 の 飃 を加 えた状態でPEG-FX-Ad・L2の 粒子径 を測 定 した ところ、

その粒子径 は、FX-Ad-L2よ りも依 然大 きい もので あった(Table1)。 これ によ り、Ad

粒子 に結合 してい るPEG・FXは 未修 飾 のFXを 作用す るこ とで 、一部分が未 修飾FXと

置 き換 わ るこ とが示唆 された。
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Figure10.(A)Invitaりtransductione册cienciesofthePEG-FX-Advectorsfollowingincubation

withunmodifiedFX.Advectorswerepre-incubatedwithPEG-FXfor30minforpreparationof

thePEG-FX-Advectors.ThenunmodifiedFXwasaddedandincubatedwiththePEG-FX-Ad

vectorsfor30min.ThemixtureswereaddedtoSF295cellsat3000VP/cellandincubatedfor

1.5hat37°C,afterwhichthecellswerewashedandincubatedat37°C.Luciferaseproductionin

thecellswasmeasured48haftertransduction.(B)Invitrotransductionefficienciesofthe

FX-AdvectorsfollowingincubationwithPEG-FX.Advectorswerepre-incubatedwithFXfor

30minfbrpreparationofFX-Advectors.ThenPEG-FXwasaddedtothePEG-FX-Advectors

andincubatedfor30min.ThemixtureswereaddedtoSF295cellsat3000VP/celland

incubatedfor1.5hat37°C,afterwhichthecellswerewashedandincubatedat37°C.Luciferase

productioninthecellswasmeasured48haftertransduction.Thedataareexpressedasthe

means±s.d.(n=4).

BN-PAGEに よるPEG-FXと 未修飾FXの 置換 の検討

続 いて、Native-PAGEに よ り、invitroに お いてPEG-FX-Adベ クターに結合 させ た

PEG-FXが 内因性FXと 置換 す るか ど うか を検討 した。PEG-FX-Adベ クターに未修飾

のFXを 作用 させ 、混合液 をBlue-Native(BN)-PAGEに 展 開 した。そ の後、抗FX抗

体 を用いてAdヘ キ ソンか ら解離 したPEG-FXをWesternblottingに よ り検 出 した

(Figurel1A)。 未修飾FXを 添加す る ことで、Adヘ キ ソンか らPEG-FXが 遊離す ると

予想 され るため、遊離 したPEG20000-FXあ るいはPEG40000-FXが 抗FX抗 体 に よ

り検 出 され る と考 え られた。まず、Lane2で 未修飾のFXが 検 出 された。FXの 分子 量

は58.9kDaで あ るが、バ ン ドは予想 よ り高い位置 に検 出 された。 これ は、FXが 多量体
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を形成す るためであ ると考え られ た。 実際 に、FXの みの粒 子径 を測定 した ところ、凝

集 したFXが 計測 された(datanotshown)。 また、Lane3とLane5に おいて 、遊離

したPEG-FXに 相 当す る薄いバ ン ドが観 察 された。Lane8とLane9のPEG-FXの み

を流 した レー ンとバ ン ドの位 置が同 じで あるこ とか ら、Lane3とLane5の バ ン ドはヘ

キ ソンに結合 していないPEG-FXが 検 出 され た と考 え られ る。次 に、未修飾 のFXを

加 え ることで、Lane4とLane6で 、遊 離PEG-FXに 相 当す る位 置 にLane3お よび

Lane5と 比 較 して濃いバ ン ドが観 察 され た。 また、Lane3か らLane6の バ ン ドは、

Lane2の 未修飾 のFXの バ ン ドと比較 して異 なるバ ン ドパ ター ンを示 した ことか ら、

これ らのバ ン ドは、未修飾 のFXで はな くPEG-FXで ある ことが示唆 され た。 次に、

Lane3か らLane6で 検 出 され たバ ン ドが、後か ら添加 した未修飾 のFXで はな く、

Adヘ キ ソンか ら解 離 したPEG-FXで ある ことを証 明す るために、メンブ レンを リプ ロ

ーブ した後 、抗PEG抗 体 によ り検 出 した(Figurel1B)。 そ うした ところ、Figurel1A

の1.ane3か らLane6で 観察 されたバ ン ドと同様 の位置 に、抗PEG抗 体 に よ りバ ン ド

が検 出された。 この ことか ら、 これ らのバ ン ドは、未修飾 のFXで はな くPEG-FXで

あ るこ とが示 され た。以上 の結果か ら、Adヘ キ ソンに結合 したPEG-FXは 、未修飾

FXを 加 えるこ とで置換 され るこ とが確認 され た。
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              Figure 11. Western blotting analysis utilizing BN (Blue-Native)-PAGE for assessment of the 
              replacement of PEG-FX with FX. Ad-L2 pre-incubated at 56°C for 10  min were incubated with 

              FX, PEG20000-FX, or PEG40000-FX for 30  min. After a  30-min incubation, unmodified FX 
              was added to the mixture. These mixtures were loaded on native gradient gels according to the 
              manufacturer's protocol. A Western blot analysis was carried out using anti-human FX 

              polyclonal antibody (A) or anti-PEG monoclonal antibody (B). Lane M, protein marker; lane 1, 
              Ad-L2; lane 2, Ad-L2 + unmodified FX; lane 3, Ad-L2 + PEG20000-FX; lane 4, Ad-L2 + 
             PEG20000-FX supplemented with unmodified FX; lane 5, Ad-L2 + PEG40000-FX; lane 6, 
             Ad-L2 + PEG40000-FX supplemented with unmodified FX; lane 7, unmodified FX; lane 8, 
             PEG20000-FX; lane 9, PEG40000-FX.
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【考 察 】

本研究 に よ り、FXを 利用す るこ とで簡 便かつヘ キソン特異的 にAdベ クター を修飾

可能 であ るこ とが示 され、作製 したPEG-FX-Adベ クターは、抗Ad中 和抗 体 を回避 可

能 であ り、血 中滞留性 の向上 が認 め られ た。す なわ ち、PEG-FXで ヘ キ ソンを特異的 に

修飾す るこ とで、生体 内でのAdベ クター の挙動 を変化 させ るこ とが可能 となった。従

って、PEG-FXを 用いた修飾 法 は、組織特異 的な遺伝 子導入 を 目指 した ターゲテ ィング

Adベ クターの 開発 に向けて 、有効 な外殻 タ ンパ ク質 の修飾 法であ る と考 え られ る。

我々の研 究室で は これ までに、ヘ キ ソン特異的PEG化Adベ クター として、 ビオチ

ン(bio)一ア ビジン(Avi)の 特異 的結合 を利用 したAdベ クター を開発 してい る28。 す なわ

ち、bio結 合配 列 を遺伝 子工学的 にヘ キ ソンに挿入 したAdベ クター を作製 し、bioと

Aviを 加 え ることでAd-bio-Avi複 合体 を作製 した後 、これ をbio化 したPEG(bio-PEG)

で修飾 した ものであ る。このAd-bio・Avi-bio-PEGベ クター を生体内 に投与 した ところ、

肝臓 での遺伝 子発現効率 は従 来のAdベ クター と比較 して、有意 に減少す る ことを報告

した。 しか しなが ら、Ad-bio-Avi-bio-PEGベ クター では、PEG-FX-Adベ クターで観 察

され た投 与早期での血 中滞 留性の向上 は認 め られず、腫瘍 での遺伝子発現 はほ とん ど認

め られ なかった。これ は、ア ビジン とビオチ ンの結合 に よるウイルス粒 子同士の凝集 に

よるもの と考 え られた。本研究 で作製 したPEG-FX-Adベ クターで は、粒子径測 定の際、

凝集 シグナル は検 出 されず、腫瘍 での遺伝子導 入活性 が保 たれた ままで あった こ とか ら、

Ad粒 子 同士 の凝集 は起 こっていない と考 えられ る。

上記 の よ うな利 点を有 してい る反 面、血 中に投与 した場合 にはPEG-FX-Adベ クター

に結合 させ たPEG・FXが 内因性 のFXと 置 き換わ る とい う問題点 も明 らか となった。

本研究 で用 いたPEGは 、FXの リジン残基 を修飾す る。す なわち、FXはPEGに よ り

ランダムに修飾 され る。したがって、FXのAdヘ キ ソン との結合部位がPEG化 された

場合 には、PEG-FXのAdヘ キソンへの親和性が減弱す る と考 え られ る。実 際に、Ad

ヘ キ ソンに結合 したPEG-FXは 未修飾 のFXを 後か ら加 えた場合 には置 き換 わ り、Ad

をFXで 修飾 したFX-Adベ クターに後 か らPEG-FXを 加 えた場合 には置換 され なか っ

た。 これ は、PEG-FXの ヘ キ ソンに対す る親和性 がFXよ り低 い ことを示唆 してい る。

従って 、ヘ キ ソン との親和性が 高 くな るよ うにPEG-FXを 改良す る必要が ある と考 え

られ る。そ のた めには、FXを ランダムにPEG化 す るのではな く、部位 特異 的なPEG

化が望 まれ る。 これ までに、種 々のタンパ ク質 におい て、N末 端特異的 なPEG化 手法
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を用いた、部位 特異 的PEG化 が試み られ てい ることか ら29-31、この手法 を応用 して、

FXもN末 端特異 的にPEG化 す ることが有 望で ある と考 え られ る。N末 端特異的 な

PEG化 は低分子量 のタンパ ク質 が適 してい るこ とか ら、FXの ヘ キ ソンとの結合 ドメイ

ンで あるg-carboxylatedglutamicacid(GI.A)ド メイ ン22,32,33のN末 端特異 的なPEG

化が有望で ある と考 え られ る。実際 にChenら によ り、GLAド メイ ンにscFvを 融合 さ

せ 、Adヘ キソンを修飾 したAdベ クターが開発 され ている34。N末 端特異的PEG化

GI.Aド メイ ンは、Adヘ キ ソンに高親和性 で結合す る と予想 され 、PEG-FX・Adベ クタ

ーの腫瘍 と肝臓での遺伝 子発 現効率 の改善が期待 でき る
。

一方
、PEG化Adベ クター の遺伝子発現 プ ロファイルに影響 を及 ぼす 因子 としては、

PEG分 子の大き さが挙 げ られ る。 これまでの研究で、PEG分 子 のサイズが大 き くなれ

ばなるほ ど肝臓での遺伝子発現効率が減少 し、血中滞 留性 が向上す る ことが報告 されて

い る35,36。Doroninら は、PEG20000で 修飾 したAdベ クターはPEG5000で 修飾 した

Adベ クター よ りも肝臓 での遺伝子導入効率 が低 い ことを示 した35。本研 究 において も、

PEG40000・FX-Ad-L2の 遺伝 子発現効率がPEG20000・FX・Ad-L2の 遺伝子発現効率 よ

りも低 かった ことか ら、PEG分 子 のサイ ズがAdベ ク ターの肝臓 か らの回避 に重要で

ある ことが示唆 された。

また、一般 的にPEG化 は、血液 因子 との相 互作用 を阻害す ることが報告 され てい る

37,38。本研 究で も、PEG-FXでAdベ クター を修飾す ることで、肝臓へ の集積 が減少 し、

腫瘍へ の集積 が増加す る ことが期待 され た。 しか しなが ら、PEG-FX-Adベ クター は腫

瘍へ の集積 量が増加 した ものの、野生型 マ ウスの肝臓 において、従来 のAdベ クター と

同程度 の遺伝 子発現効率 を示 した。これ は、内因性 のFXと ヘ キ ソンに結合す るPEG-FX

の置換 が一つの要 因であ ると考 え られ るが、その他 の要因 としてPEG密 度 が挙 げ られ

る。Gaoら は、Ad粒 子の表面 に露 出 してい る リジン残基 をほぼ100%PEG化 したAd

ベ クター を作製 し、肝臓 での遺伝子発 現効 率 の減少 とEPR効 果 に よる腫瘍 での遺伝子

発 現効率の上昇 を報 告 した37。 本研究 において も、FXのPEG密 度 をコン トロールす

るこ とによ り、効果的な遺伝 子発 現 を制御 で きる と考 え られ る。

PEGの 機能 として は、血液 因子 との相互作用 の阻害以外 にクッパー細胞や脾臓 のマ

クロファー ジへの取 り込み回避 能が よく知 られ てい る39,40。 近年 の研 究で、Adベ クタ

ー を生体 内に1011VP投 与 した場合、90%以 上 がク ッパー細胞 に取 り込まれ ることが報

告 され てい る17,20。最 近、Prillら が、PEG5000で 修飾 したAdベ クター は、 クッパ ー

細胞へ の取 り込み を回避す るこ とで、肝実質 細胞での遺伝子発現効率が未修飾 のAdべ
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クター よ りも上昇す るこ とを報告 した38。 本研 究 で も、肝臓 にお けるPEG-FX-Adベ ク

ター の遺伝 子発現効率は、従来 のAdベ クター と比較 して、その平均値 が上昇 した。す

なわち、Adベ クター の肝臓 回避 に向けてAdベ クター をPEG-FXで 修飾す ることで、

ク ッパ ー細胞へ の取 り込み が回避 され るこ とが推察 され た。しか しなが ら、ク ッパー細

胞 を回避 したPEG-FX・Adベ クター は、 内因性FXと の置換 に よ り、砥 依存的 に肝実

質細胞 へ効率 よ く遺伝子導入す ると考 え られ た。

本研 究で は、Adベ クターの修飾 のためのアダプ ター分子 としてFXに 着 目し、PEG

化FXを 利用す ることでヘ キ ソン特異的 にPEG化 したPEG-FX-Adベ クター を作製 し、

抗Ad中 和抗体 を回避 可能 かっ血 中滞留性 を向上 したAdベ クター の開発 に成 功 した。

今 後は、N末 端特異的PEG化GI.Aド メイ ンを候補 とす る、強 固にAdヘ キ ソンと結

合可能 なPEG・FXを 作製 し、血 中に投与 しても内因性FXと 置換 しないよ うな改変型

Adベ クター の開発 が必 要で ある。
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第 二 章 外 来 ペ プ チ ドを挿 入 可 能 な フ ァイ バ ー 置 換 型

アデ ノ ウイ ル スベ ク ター の 開発

本 章では、標 的組織 特異 的に遺伝 子導入 可能なAdベ ク ターの開発 に向け、遺伝子工

学的な手法 によ りAd外 殻 タ ンパ ク質の改変 による最適 化 を 目指 した。遺伝 子治療の重

要な標 的細胞で ある造血幹細胞 、樹 状細胞 、悪性度 の高い癌細胞 な どは5型Ad受 容体

で あるCAR(coxsackievirusandadenovirusreceptor)を 発現 してい ないた め、 これ

らの細胞 に対 しては遺伝 子導入 が困難 で ある。この問題 を解決す るた め、ファイバー領

域 を35型 アデ ノウイル ス由来 の ものに置換 したフ ァイバ ー置換型5型 アデ ノウイル ス

(AdF35)ベ クターが開発 され てきた41・42。AdF35ベ クター は、 ヒ トではほぼ全ての細

胞 に発 現 してい るCD46を 感 染受容体 としているた め43・44、従 来の5型Adベ クターで

は遺伝 子導入 困難 な細胞 にも効率 よ く遺伝子導入可能で ある41・42,45,46。

さ らに、そ の後の解析 によ りAdF35ベ クターに よる肝臓 での遺伝子発現効率 は5型

Adベ クター の約1000分 の1と 低 く、ターゲテ ィング能 を備 えたAdベ クター の開発 に

向けた基盤 ベ クター としての特性 も有 してい るこ とが明 らか となった15-17。しか し一方

で、CD46は マ ウスでは精巣 を除 くほぼ全 ての組織で発現 が認 め られ ていないが、ヒ ト

で はほぼ全 ての細胞で発現 してい るため、AdF35ベ クター を ヒ トに投与 した場合、広

範 な組織 に遺伝子導入 され る恐れ があ る。 そ こで本研 究では、AdF35ベ クターの元来

備 えてい るター ゲィングAdベ クター 開発 のための基盤ベ クター としての性質 を残 しっ

っ、そ の欠点 を克服す るた め、AdF35ベ クター の改 良を行 った。す なわち、35型Ad

ファイバー ノブ領域 に外来ペプチ ドを挿入す るこ とで、CD46へ の結合性 を欠 失 させ る

とともに、外来ペ プチ ド依存的 に遺伝子導入可能 なAdF35ベ クター を開発す るこ とを

試み た。 これ までに35型Adフ ァイバ ー ノブ領域 に関 しては、外来ペプチ ド挿入に適

した部位 が明 らか となってい ないた め、ファイバー ノブ領域 のCD46と の結合 に重要 な

領域 に外来ペ プチ ドを挿入す る こととした。そ して、外 来ペプチ ドとしてRGDペ プチ

ドを挿入 した ファイバー置換型Adベ クター の遺伝子導入特性 を評価 した。また、更 な

る遺伝子発現 効率の向上を 目指 して、フ ァイバー ノブ領域 のFGお よびHIル ー プの両

方 に外来ペ プチ ドを挿入可能 なAdF35ベ クター を作製 し、その機能評価 を試み た。
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【実 験 材 料 お よ び 方 法 】

邏

コ ン ピテ ン トセ ルDH5aはTOYOBOよ り、 各 種 制 限酵 素 はNewEnglandBiolabs

よ り、GENECLEANIIは フナ コシ よ り、 牛胎 仔 血 清(Fetalcalfserum;FCS)、 抗 生

物 質 はGIBCO-BRI.よ り、DULBECCO'SMODIFIEDEAGLE'SMEDIUM(DMEM)、

MINIMAMESSENTIALMEDIUMEAGLE(MEM),5-20%SuperSepTMAce,MgCla

は和 光 純 薬 よ り、PreMix(BigDyeTerminatorv3.1Cyclesequencekit)、5xdilution

buffer、SAMsolution、BigDyeXterminatorsolutionはABI(AppliedBiosystems)

よ り、SuperFectはQIAGENよ り、Lipofectamine2000はInvi七rogenよ り、培 養 デ

ィ ッシ ュ はNuncよ り、RNaseA、DNaseIはRocheよ り、透析 膜(ス ペ ク トラ1ボ ア7

MW50000)はSpectrumLabsよ り、 ドデ シル 硫 酸 ナ トリ ウム(SDS)はSigmaよ り、

BCAproteinassaykitはBio・RadLaboratoriesよ り、PVDFメ ン ブ レン は ミ リポ ア よ

り、anti-Adfibertailmonoclonalantibody(4D2)は ア ブ カ ム よ り、HRP℃onjugated

anti-mouseIgGantibodyはCelISignalingよ り 、ECI.PlusWesternBlotting

DetectionReagen七sはGEヘ ル ス ケ アバ イ オ サイ エ ンス よ り、96穴BlackPlateは

Corningよ り、 ピ ッカ ジ ー ンLT2.0は 東 洋 イ ン キ よ り、anti・humanCD46antibody

M177はHyCultBiotechnologyよ り、controlmouseIgGlxはeBioscienceよ り、RGD

ペ プチ ド(GRGDSP)お よ び コン トロ ール ペ プ チ ド(GRGESP)は タカ ラバ イ オ よ り

そ れ ぞ れ 購 入 した。 そ の 他 の試 薬 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 ず る もの を使 用 した。

そ の他 の試 薬 は 第 一 章 の 実 験材 料 に 準 じた 。

Plasmid

pcDNA3.1-hygro(+)はInvitrogenよ り購 入 した。

細 胞r

Adベ ク ター のパ ッケ ー ジ ング 細胞 で あ る293細 胞 、Ad5フ ァイ バ ー を恒 常 的 に発 現

す るFiber-293細 胞47はDMEM(10%FCS、 抗 生 物 質 、L・glutamine含 有)を 用 い て 、

LN444細 胞(ahumanglioblastomamultiforme)は10%FCS含 有DMEMを 用 い て 、

NIH3T3(amouseembryonicfibroblastcellline),B16(B16BL6;amouse
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melanomacellline)は10%FCS含 有MEMを 用 い て 、37℃ 、飽 和蒸 気圧 、5%CO2

存 在 下 で 培養 した 。 なお 、本 研 究 にお い て使 用 したFCSは す べ て56℃ 、30分 間 の 非

働 化 処 理 を行 った 後 に使 用 した。

外 来 ペ プ チ ドを挿 入 可 能 なAdF35ベ ク タ ー プ ラス ミ ドの作 製

XbaIサ イ トを35型 フ ァイ バ ー ノ ブ領 域 のCD46と の 結合 に 重 要 な 部位 に挿 入 した

pAdHM75-Xbal(FG)、-XbaI(HI)、-XbaI(IJ)は 以 下 の よ うに作 製 した。

まず 初 め に 、35型Adゲ ノ ム をテ ンプ レー トに、35型Adフ ァイバ ー ノブ領 域 のFG、

HI、IJloopを それ ぞれ 次 の プ ライ マ ー を 使 用 して 増 幅 した。FGloop(Ad35ゲ ノム 、

30974-31555bp)は 、AdF35primer,(5'-CTTAAGTGTTTAACCCCACTAACAACCA

CAGGC-3')とFGloop-1R(5'-GATATCTCTAGAGTTGAAGGGATAAGCTGTAGTA

CTTGGC-3')を 用 い て 増 幅 した 。HIル ー プ(Ad35ゲ ノム 、30974-31675by)は 、AdF35

primerとHIloopa-1R(5'-GATATCTCTAGACATACGGCTGTTTAGCATTATAGA

AATGTTCAAGGG-3')を 用 い て 増 幅 した。IJloop(Ad35ゲ ノ ム 、30974・31732by)は 、

AdF35primerとIJloop-R(5'-ATCGATTTCGAATCTAGATTCTGGAGATTCACTT

GCATTTAGATTCCATTCAAATTGTATGGC-3')を 用 い て 増 幅 した 。 得 られ たPCR断

片 をそ れ ぞ れ 、 予 めPmeIで 処 理 したpcDNA3.11Hyg(+)と ライ ゲ ー シ ョンす る こ と に

よ りプ ラス ミ ドpAd35FG-1、HI-1、IJ-1を そ れ ぞ れ 得 た 。

次 に、35型Adゲ ノム を テ ンプ レー トにFGloopも し くはHIloopか らC末 端領 域

ま で をPCRに よっ て増 幅 した 。FGloop(Ad35ゲ ノム 、31556-31798bp)は 、FG

loop-2F(5'-TCTAGAACCACTACTAGGGATAGTGAAAACTACATTCATGG-3')と

Ad35shaft2-R(5'-GTTTAAACATCGATTTAGTTGTCGTCTTCTGTAATGTAAGAAA

AGAAAAAGGGG-3')を 用 い て増 幅 した 。HIloop(Ad35ゲ ノム 、31667-31798bp)は

HIloop-a2F(5'-TCTAGAATTTCTTCCAATGTTGCCTATGCC-3')とAd35shaft2-Rを

用 い て増 幅 した。 得 られ たPCR断 片 を予 めEcoRVで 処 理 したpcDNA3.11Hyg(+)と ラ

イ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラ ス ミ ドpAd35FG-2、HI-2を そ れ ぞれ 得 た。 ま た 、IJ

loopか らC末 端 領 域(Ad35ゲ ノム 、31733-31798bp)を 含 ん だ プ ラス ミ ドは 、合 成 オ

リゴDNAで あ るAd351J-Cter-1(5'・CTAGAAGCAACATAGCTACGCTGACCACA

TCCCCCTTTTTCTTTTCTTACATTACAGAAGACGACAACTAAAT-3')とAd351J-

Cter-3(5'-CGATTTAGTTGTCGTCTTCTGTAATGTAAGAAAAGAAAAAGGGGGAT

GTGGTCAGCGTAGCTATGTTGCTT-3')を ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン した フ ラ グ メ ン ト
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を 、予 めXbal/Clal処 理 したpcDNA3.11Hyg(+)と ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラ

ス ミ ドpAd351J-2を 得 た 。 そ して 、 得 られ た プ ラ ス ミ ドpAd35FG-2、HI-2、IJ・2を

それ ぞれXbaIIPmeI処 理 して 得 たDNA断 片 を 、予 めXbaIIEcoRV処 理 したpAd35FG-1、

HI-1、IJ・1と それ ぞれ ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ り、 プ ラス ミ ドpAd35FG・Xbal、

HI・XbaI、IJ-XbaIを 得 た。次 に、得 られ た プ ラ ス ミ ドpAd35FG-XbaI、HI-XbaI、IJ-XbaI

をAflll/Clal処 理 したDNA断 片 とpEco・ITR9をA且IIICIaI処 理 したDNA断 片 を ライ

ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラス ミ ドpEco-35FG・XbaI、35HI・XbaI、351J-Xbalを 得

た 。 さ らに、得 られ た プ ラス ミ ドpEco-35FG,HI,IJ-XbaIをClaIISrf工 処 理 したDNA

断 片 とpAdHM41をClaIISrf[処 理 したDNA断 片 を ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ

ラ ス ミ ドpAdHM75-Xbal(FG)、-XbaI(HI)、-XbaI(IJ)を 作 製 した 。 そ の後 、得 られ た

プ ラ ス ミ ドpAdHM75-Xbal(FG)を1-Ceul1PI・Scel処 理 したDNA断 片 とホ タル ル シ フ

ェ ラー ゼ 発 現 カ セ ッ トを含 むpCMVLIを1-Ceu1/PI・SceI処 理 したDNA断 片 を ライ ゲ

ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラ ス ミ ドpAdHM75-XbaI(FG)-L2を 作製 した 。

そ して 、細 胞 表 面 の イ ンテ グ リン(α 。R3、a。R5)に 親 和 性 を有 す るRGD-4Cペ プ チ ド

(CDCRGDCFC)48,49を コー ドす るDNA配 列 を挿 入 したpAdHM75-Xbal(FG)-L2に 以

下 の よ う に 挿 入 し た 。 合 成 オ リ ゴDNAで あ るAd35RGD-1

(5'・CTAGGTGTGACTGCCGCGGAGACTGTTTCTGCC・3')とAd35RGD-2(5'-CTAG

GGCAGAAACAGTCTCCGCGGCAGTCACAC-3')を ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン後 、予 め

XbaI処 理 したpAdHM75-Xbal(FG)-L2と ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラス ミ ド

pAdHM75-RGD(FG)・L2を 得 た 。コ ン トロール ペ プ チ ドで あ るFLAGペ プ チ ドはRGD

ペ プ チ ド と 同 様 に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドAd35FLAG-1

(5℃TAGGGGCAGCGACTACAAGGACGATGATGACAAAGGCAGCC-3')とAd35

FLAG-2(5'-CTAGGGCTGCCTTTGTCATCATCGTCCTTGTAGTCGCTGCCCC-3')を

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た も の をpAdHM75・XbaI(FG)-L2に 挿 入 し 、

pAdHM75-FLAG(FG)-L2を 得 た(Figure12)。 ま た 、 ホ タル ル シ フ ェ ラー ゼ 発 現 カ セ

ッ トを含 み 、HIloopも し くはIJloopに 外 来 ペ プ チ ドを挿 入 した ベ ク ター プ ラ ス ミ ド

も同様 に作 製 した。
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ム　ヨら　わ　　ヨわ　け 　 　　　　
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haft

AdF35vectorscontainingforeignpeptides

(AdHM75-RGD,FLAG-L2)

Figure.12ConstructionofvectorplasmidsandillustrationofAdF35vector.The

vectorplasmidscontainanE1/E3-deletedAdgenome,angeneencodingRGDpeptideor

FLAGtaginthefiberknobregion,andanI-CeuUSwaUPI-ScelsiteintheE1-deleted

region.Theregionencodingthefibershaftandknobwassubstitutedwiththatderived

食omAd35.

2箇 所 に外来ペ プチ ドを挿入 可能 なAdF35ベ クター プラス ミ ドの作製

Ad35フ ァイ バ ー ノ ブ領 域 のFGloopのGln243とThr244の 問 にCsp451サ イ トを 、

HIloopのMet280とIle281の 間 にXbalサ イ トを挿 入 したpAdHM75-Csp451

(FG)-Xbal(HI)を 以 下 の よ うに 作製 した。

まず 初 め に 、pAdHM75-Xbal(HI)-L2を テ ンプ レー トに 、Ad35フ ァイ バ ー ノブ領 域

のFGル ー プ を 次 の プ ラ イ マ ー を使 用 して 増 幅 した 。FGル ー プ(Ad35ゲ ノ ム 、

30974-31555bp)は 、AdF35primer,(5'-CTTAAGTGTTTAACCCCACTAACAACC

ACAGGC・3')とFGloop-3R(5'-GATATCTTCGAAGTTGAAGGGATAAGCTGTAGT

ACTTGGC-3')を 用 い て 増 幅 した 。得 られ たPCR断 片 をそ れ ぞ れ 、予 めPmelで 処 理

したpcDNA3.11Hyg(+)と ライ ゲー シ ョンす る こ とに よ りプ ラ ス ミ ドpAd35FG-3を 得

た。

次 に、pAdHM75-Xbal(HI)-L2を テ ンプ レー トにFGル ー プC末 端 領 域 ま で をPCR

に よ っ て 増 幅 した。FGル ー プ(Ad35ゲ ノ ム 、31556-31798bp)は 、FGloop-4F

(5'-TTCGAAACCACTACTAGGGATAGTGAAAACTACATTCATGG-3')とAd35shaft

2-R(5'-GTTTAAACATCGATTTAGTTGTCGTCTTCTGTAATGTAAGAAAAGAAAA

AGGGG-3')を 用 い て 増 幅 し た 。 得 られ たPCR断 片 を 予 めEcoRVで 処 理 し た

pcDNA3.1!Hyg(+)と ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラス ミ ドpAd35FG-4を 得 た。そ

して 、得 られ た プ ラ ス ミ ドpAd35FG-4を そ れ ぞ れCsp4511PmeI処 理 して得 たDNA
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断 片 を 、予 めCsp4511EcoRV処 理 したpAd35FG-3と ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ

ラ ス ミ ドpAd35FG-Csp451を 得 た。 次 に 、 得 られ た プ ラス ミ ドpAd35FG-Csp451を

AfllUClal処 理 したDNA断 片 とpEco-ITR9をA且IIIClaI処 理 したDNA断 片 を ラ イ ゲ

ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラ ス ミ ドpEco-35FG-Csp451を 得 た
。 さ らに 、得 られ た プ

ラ ス ミ ドpEco-35FG-Csp451をClaUSrfT処 理 したDNA断 片 とpAdHM41をClaUSrfT

処 理 し たDNA断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド

pAdHM75-Csp451(FG)-XbaI(HI)を 作 製 した(Figure13)。

1-CeulSwalpl.Scel Csp451(FGIoop)Xbal(HIloop)

grppr

pAdHM75-Csp451(FG)-Xbal(HI)

Figure13.DiagramofAdvectorplasmids.
Thevectorplasmids,pAdHM75-Csp451(FG)-Xbal(HI),containanE1/E3-deletedAdgenome,an
Csp451siteintheFGloopandXbalsiteintheHIloopofthefiberknobregion,andan
I-CeuUSwaUPI-ScelsiteintheE1-deletedregion.Theregionencodingthefibershaftandknobwas
substitutedwiththatderivedfromAd35.

そ の 後 、 合 成 オ リ ゴDNAで あ るRGD-Csp451-1(5'-CGAGTGTGACTGC

CGCGGAGACTGTTTCTGCCT-3')とRGD-Csp451-2(5'-CGAGGCAGAAACAGTC

TCCGCGGCAGTCACACT-3')を ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン後 、 予 めCsp451処 理 した

pAdHM75-Csp451(FG)-XbaI(HI)と ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り プ ラ ス ミ ド

pAdHM75-RGD(FG)-XbaI(HI)を 得 た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド

pAdHM75-RGD(FG)-Xbal(HI)を1-Ceul1PI-Scel処 理 したDNA断 片 とpCMVI、1を

1・Ceul1PI-Scel処 理 したDNA断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ りプ ラ ス ミ ド

pAdHM75-RGD(FG)-Xbal(HI)-L2を 作 製 し た 。 そ して 、 合 成 オ リ ゴDNAで あ る

Ad35RGD-1(5'-CTAGGTGTGACTGCCGCGGAGACTGTTTCTGCC-3')とAd35RGD

-2(5'-CTAGGGCAGAAACAGTCTCCGCGGCAGTCACAC-3')を ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ

ョン後 、予 めXbal処 理 したpAdHM75-RGD(FG)-XbaI(HI)-L2と ラ イ ゲ ー シ ョンす る

こ とに よ りプ ラ ス ミ ドpAdHM75-2xRGD-L2を 得 た。
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DNAシ ー クエ ン ス

鋳 型DNA400ng、 プ ライ マ ー1.6pmol、PreMix1ｵ1、5×dilutionbuffer1.5ｵ1

を混 合 し、滅 菌 水 を加 えて10ｵ1と した。 この溶 液 を96℃1分 、96℃10秒 、50℃5秒 、

60℃2分 を25cycleでPCR反 応 を行 っ た 。 次 にPCR産 物 にSAMsolution45ｵ1、

BigDyeXterminatorsolution10ｵ1を 加 えて30分 間 ボル テ ッ クス した 。 そ の後2000

rpmで2分 間遠 心後 回収 した上 清 を シー クエ ンサ ー用 サ ンプ ル プ レー トに移 し、 シー

クエ ンサ ー(ABIPRISM3100GeneticAnalyzer;ABI)を 用 い て解 析 した。

Adベ ク ター の作 製

作製 した ベ ク ター プ ラ ス ミ ドを 、Adゲ ノム の両 末 端 に認 識 部 位 が 存 在 す る制 限酵 素

PacIで 切 断 す る こ とに よ り線 状 に し、 カ チ オ ン性 ポ リマ ー のSuperFect(QLAGEN)を

用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 な お パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 と し て は 、

pAdHM75-RGD(FG)-1、2、pAdHM75-RGD(HI)・L2、pAdHM75-2xRGD-L2に は

Fiber293細 胞 を 、pAdHM75-RGD(IJ)-L2に は293細 胞 を使 用 した。 トラ ンス フ ェ ク

シ ョン後 、約2週 間培 養 し、各Adベ ク ター を得 た。

Adベ ク タ ー の 大 量 調 製 と精 製 方 法

第 一 章 に準 じた。 なお 、AdF35-L2は 以 前 に作 製 され た もの を使 用 した41。

本 研 究 で 用 い た フ ァイ バ ー 改 変AdF35ベ ク タ ー の フ ァイ バ ー ノブ領 域 の ア ミノ酸 配

列 をTable2に 示 した。
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Table2

Advectors

Advectorsusedinthisstudy

InsertionsitesAmin°acidsequences°fthel° °pswithforeignpeptides

AdF35-L2

AdF35-RGD(FG)-L2

AdF35-FLAG(FG)-L2

AdF35-L2

AdF35-RGD(HD-L2

AdF35-FLAG(田)-L2

AdF35-L2

AdF35-RGD(Ln-L2

AdF35-FLAG(Ln-L2

FGIoop

FGIoop

ffiloop

H-loop

IJIoop

IJIoop

240YP回VTTTRDSE250

240YP回vSRCDCRGDCFCPRTTTRDSE250

240YP趣SRGSDYKDDDDKGSPRTTTRDSE250

277NS国M】 邸NVA286

277NS国MSRCI)CRGDCFCP唯NVA286

277NS国M[SRGSI)YKDDDI)KGSP躑NVA286

300SP匯 おNIATI」TTSP312

300SPQSRCDCRGDCFCPRSNIATLTTSP312

300SP回SRGSDYKD1)1)DKGSPRSNIATLTTSP312

ThenumbersofaminoacidarethoseofAd35fiberknob.

Theinsertedforeignpeptidesareunderlined,andthecrucialresiduesforbindingto

CD46inthefiberknobareboxed.

物 理 化 学 的(vectorparticles)タ イ ター の 測 定

第一章 に準 じた。

Westernblottingに よる改変型Ad35フ ァイバー の三量体形成能の評価

各 種 改 変AdF35ベ ク ター を109VP!cellで293細 胞 に作 用 させ 、24時 間後 に 細胞 を

回収 し、celllysisbuffer(20mMHEPES(pH7.5),2mMEGTA,10%glycerol,1%

TritonX・100,5mMDTT,2mMPMSF)に 懸 濁 、15000rpmで15分 遠 心 後 、 上 清 を 回

収 した 。溶 解 液 の タ ンパ ク質濃 度 をBCAproteillassaykitを 用 い て測 定後 、sample

bufferと 混 和 し、 三 量体 形 成 確 認 の た め 、氷 上 で5分 処 理 した(未 変 性 条 件)。 ま た 単

量 体 形 成 を確 認 す るた め 、samplebuffer(62mMTris(pH6.8),2%SDS,10%glycerol,

0.001%bromphenolblue)と 混 和 し96℃ で5分 間熱 処 理後 、氷 冷 下 で5分 処 理 した サ

ンプ ル を用 意 した(変 性 条 件)。サ ンプル を5-20%ア ク リル ア ミ ドゲル に添加 し、20mA

で60分 間 電 気 泳 動 した。電 気 泳 動 後 の ゲル をPVDFメ ンブ レ ンに転 写 した。得 られ た

メ ン ブ レン を5倍 希 釈 したImmunoblock溶 液 で2時 間 室 温 にて ブ ロ ッキ ン グ した後 、

5%ス キ ム ミル ク溶 液 で5000倍 に希 釈 した1次 抗 体anti・Adfibertailmonoclonal

35



antibody(ア ブ カ ム)を 加 え4度 で一 晩 イ ン キ ュベ ー トした。そ の後 、TBS-Tbufferで3

回洗 浄 した 後 、5%ス キ ム ミル ク溶 液 で5000倍 希 釈 した2次 抗 体HRP-conjugated

anti・mouseIgGantibodyを 加 え、 室 温 で1時 間反 応 させ た。TBS-Tbufferで3回 洗

浄 した後 、ECLPlusWesternBlottingDetectionReagentsで 発 色 させ た後 、LAS3000

で検 出 した 。

CD46性 お よび 性 細 胞 に お け る遺 子 率 の ・

各 細 胞 を96穴 プ レー ト(Corning)に1×104cells!wellで 播 種 し、 翌 日、 各Adベ ク

ター をSKHEP-1細 胞 で は300VPlcell、 そ の他 の 細 胞 で は3000VPlcellの 条 件 下 で

37℃ 、1.5時 間 作用 させ た。48時 間培 養 後 、ル シ フ ェ ラー ゼ活 性 をluciferaseassay

system(ピ ッカ ジ ー ンLT2.0、 東 洋 イ ン キ)を 用 い 、 マ ル チ ラベ ル プ レー ト リー ダー

(ar.,vo、PerkinnElmer)で 測 定 した 。

RGDペ プ チ ド 下 にお け る遺 子 発 古 率 の 一・

SF295、B16、 お よびNIH3T3細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播 種 し、

翌 日に200ｵg/mlに 調製 したRGDペ プ チ ドも しくはRGEペ プ チ ドを含 む 培 地 を加 え

た。37℃ 、10分 イ ン キ ュベ ー ト後 、各 種 改 変AdF35ベ ク ター を300VPlcellで 添加 し

37℃ 、0.5時 間作 用 させ た。 そ の後 、新 鮮 培 地 に置 換 後37℃ で48時 間 培 養 し、ル シ フ

ェ ラー ゼ 活1生 を測 定 した。

CD46在 下 にお け る遺 子 ・ 率 の 薹・

SK-HEP1細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播 種 し、翌 目に0.5ｵg/mlに 調

製 したantihumanCD46抗 体M177も し くはマ ウスIgGlxを 含 む 培 地 を加 え た。4℃ 、

1時 間 イ ン キ ュベ ー ト後 、 各 種 改 変AdF35ベ ク タ ー を300VP!cellで 添 加 し4℃ 、1.5

時 間 作用 させ た 。 そ の後 、細 胞 を洗 浄 し、新 鮮 培 地 に 置 換 後37℃ で48時 間培 養 し、ル

シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した。

2にRGDペ プ チ ドを 入 した ∠ フ イ バ ー の 三 量 形 の 認

各 種 改 変AdF35ベ ク ター(2.9×109VP)を 、三 量体 形 成 確 認 の た め、上 述 したsample

bufferと 混 和 し、氷 上 で5分 処 理 したサ ン プル(未 変 性 条 件)と 、96℃ で5分 問熱 処 理

後 、 氷 冷 下 で5分 処 理 した サ ンプル(変 性 条件)を それ ぞれ 用 意 した。
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そ の 後 は、 上 記 と同様 の手 法 で 検 討 した。

2にRGDペ プ チ ドを 入 したAdF35ベ ク ター の'子 ・'の 葱

上 記 の 方 法 に準 じた 。

2にRGDペ プ チ ドを 入 したAdF35ベ ク ター の 胞 へ の1,A性 ヨ

各 細 胞 を12穴 プ レー ト(Nunc)に1×105cellslwellで 播 種 し、翌 日、各Adベ ク タ ー

を3000VP!cellの 条 件 下 で4℃ 、1.5時 間作 用 させ た。 そ の後 、PBSで3回 洗 浄 し、細

胞 を 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 か ら 、DNeasyBlood&TissueKits(QIAGEN,

Duesseldorf,Germany)を 用 い て 、全DNAを 回収 した。 そ の 後 は 、第 一 章 と同様 の 手

法 でAdゲ ノ ム コ ピー 数 を測 定 した 。

鑽

実 験 結 果 は平 均 値 ±s.d.と して表 示 した 。 有 意 差 検 定 は、Student'st・testを 用 い た 。
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【結 果 】

ペ プチ ドを 入可 なフ イバ ー 型AddF35ベ クター の

まず初 めに、CD46と の結合 に重要 な領域 である35型Adフ ァイバー ノブ のFG、

HI、 も しくはIJloopにXbaIサ イ トを挿入す るこ とで、簡 単なinvitroligation23,50,si

に よ りペ プチ ド配列 を挿入可能 なベ クタープ ラス ミ ドを構築 した。具体的にはFGloop

のGln243とThr244の 間、HIloopのMet280とIle281の 間、IJloopのGlu302と

Ser303の 間にXbalサ イ トを挿 入 した。最近、FG、HI、IJloopはCD46と の結合

に関与 し52,53、特にFGIoopのPhe242、HIIoopのArg279、Ser282、IJIoopのGlu302

が結合 に重要 なア ミノ酸 として報告 され た こ とか ら52、この部位 に外来ペ プチ ドを挿入

す るこ とによ りCD46へ の結 合 を阻害で きる と考 えた。本ベ クター プラス ミ ドを用 いて、

外来ペプチ ドとしてa.イ ンテ グ リンに親和性 を有す るArg-Gly-Asn(RGD)ペ プチ ドを

挿入 したAdF35ベ クター を作製 した(Figure12)。

Westernblottinに よるRGDペ プチ ド 入Ad35フ イバー の三量 彡 匕の鵠

次 に、外 来ペプチ ドを35型 ファイバ ー ノブに挿入 して も、野生型 ファイバー と同様

に三量体 を形 成可能か どうか検討す るた め、Westernblottingを 行 った。35型Adフ ァ

イバーの三量体形成 は ヒ トCD46と の結合 に重要であ るこ とが知 られてい る52・54。非還

元条件 下 において 、全て のファイバー改変AdF35ベ クターで、 ファイバー三量体 に相

当す る110kDa付 近の位 置 にバ ン ドが検 出 された(Figure14)。 なお、還元条件下 に

おいて は、フ ァイバ ー単量体 に相 当す る位 置 にバ ン ドが検 出 され る とともに、外来ペ プ

チ ドを挿入 した改変型 フ ァイバ ーは、従来 のAdF35ベ クター と比較 して、分子量 の高

い位置 にバ ン ドが検 出され た。以上の結果 よ り、フ ァイバ ー ノブ領 域 にRGDも しくは

FLAGペ プチ ドを挿入 して も、野生型 ファイバー と同様 に三量体 を形成す ることが示 さ

れ た。 またRGDペ プチ ド(13ア ミノ酸)、FLAGペ プチ ド(16ア ミノ酸)が それぞれ

35型Adフ ァイバ ー ノブに挿入 されてい るこ とが確認 された。
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Figure14.TrimerizationofmutantAd35fiberscontainingforeignpeptidesintheknobbyWestern
blottinganalysis.
Lysatesof293cellstransducedwiththemodifiedAdF35vectorsat109VP/cellwereprepared24h

post-transfection,andanalyzedbySDS-PAGE.Toanalyzetrimerizationofthemodifiedfibers,25ｵg
ofthelysateswasloadedontoeachgellanewithorwithoutpriordenaturationbyboiling.Then,the

proteinswereelectro-transferredontoaPVDFmembrane.AWesternblotassaywascarriedoutby
usinganECLplusdetectionkitand4D2anti-Adfibertailmonoclonalantibody(dilution1:5000)asa

primaryantibody.

ペ プ チ ドを 入 したAdF35ベ ク ター のlnvitroi子t'の 一・

次 に、35型Adフ ァイバ ー ノブ領 域 にRGDペ プ チ ドを挿 入 した こ とで、CD46陰 性

細胞 に も効 率 よ く遺伝 子 導入 可能 か ど うか検 討 す る た め 、a。R3お よびa。R5イ ンテ グ リ

ンを 高発 現 す るSF295お よびN【H3T3細 胞 に これ らのベ ク ター を作 用 させ た。FLAGペ

プ チ ドは コ ン トロー ルペ プ チ ドと して 用 い た。 そ の結 果 、AdF35-RGD(FG)-L2の 遺 伝 子

導 入 効 率 は 従 来 型AdF35ベ ク ター と比 較 して 、SF295細 胞 で6倍 、N【H3T3細 胞 で15

倍 上 昇 した 。ま たAdF35-RGD(HI)-L2はSF295細 胞 で8倍 、NIH3T3細 胞 で30倍 高 い遺

伝 子 発 現 効 率 を示 した(Figure15)。 また 、B16細 胞 にお い て もAdF35-RGD(FG)-L2と

AdF35-RGD(HI)-L2はAdF35-L2と 比 較 し て 高 い 遺 伝 子 発 現 効 率 を 示 した(datanot

shown)。 な お 、1∫loopに 外 来 ペ プ チ ドを挿 入 したAdF35ベ ク ター は 、 いず れ の細 胞 に

お い て も遺 伝 子発 現 効率 の上 昇 が認 め られ な か った 。また 、AdF35-FLAG(HI)-L2は い ず

れ の 細胞 で もAdF35ベ ク ター と比 較 して遺 伝 子 発 現 が上 昇 した 。 上 記 の 実 験 よ り、FG

も し くはHIloopにRGDペ プ チ ドを挿 入 す る こ とに よ り遺 伝 子 発 現 効 率 が 向 上 した こ

とか ら、次 にAdF35-RGD(FG)-L2とAdF35-RGD(HI)-L2がRGDペ プ チ ド依 存 的 にCD46

陰性 細 胞 に遺 伝 子 導 入 す るか ど うか検 討 す るた め 、合 成RGDペ プチ ドを用 い た 阻 害 実

験 を行 っ た(Figure16)。CD46陰 性 細 胞 に対 し、 合 成RGDペ プ チ ド存 在 下 に お い て
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AdF35-RGD(FG)-L2も し くはAdF35-RGD(HI)-L2を 作 用 させ た と こ ろ、SF295細 胞 、

NIH3T3細 胞 いず れ にお い て も、RGDペ プ チ ド存在 下 に お い て28%以 上 の遺 伝 子 発 現

効 率 の 低 下 が 認 め られ た 。 ま た 、SF295細 胞 で は 抗 α.RSイ ン テ グ リ ン 抗 体 で も

AdF35-RGD(FG)-L2とAdF35-RGD(HI)-L2の 遺 伝 子 発 現 効 率 が 有意 に 阻 害 され た(data

notshown)o
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Figure15.Transductionefficienciesoffiber-mutantAdF35vectorsinCD46-negativecells.

SF295(a)andN正 【3T3(b)cellswereseededatlx104cells!wellontoa96-wellplate.Onthe

followingday,thecellsweretransducedwithAdF35vectorsat3000VP/cellfor1.5h.Aftera

48h血cubation,luciferaseproductioninthecellswasdeternunedusingaluciferaseassay

system.Thedataareexpressedasthemeans±s.d.(n=4).

40



重
m

a
O
r

葛
ε
c
O

著
3

0
L
ユ

d

L

£
3
J

(a)SF295

40

35

30

25

zo

15

10

5

0

停グ

(b)NIH3T3

450

4°°

35°

300

250

200

;ミ1

ヴ 〆〆
〆!

Figure16.Transductionefficienciesoffiber-mutantAdF35vectorsinthepresence

ofRGDpeptide.

SF295(a)andNIH3T3(b)cellswerepreincubatedwithmediumcontaininganRGD

peptide(GRGDSP)orcontrolRGEpeptide(GRGESP)ataconcentrationof200ｵg/ml

at37・Cfor10min.AdF35-L2,AdF35-RGD(FG)-L2,0rAdF35-RGD(HI)-L2were

thenaddedtothemedium,andthecellswereincubatedforO.5h.Luciferase

productioninthecellswasmeasured48haftertransduction.Thedataareexpressed

asthemeans±s.d.(n=4;*P<0.05).

この こ とか ら、FGloopも しくはHIloopにRGDペ プチ ドを挿入 したAdF35ベ クター

はRGDペ プチ ドとα。イ ンテ グ リンの相互作用に よ り、効率 よくCD46陰 性細胞 に遺伝

子導 入す るこ とが示 され た。 次 に、外 来ペ プチ ドを挿入す ることで35型Adフ ァイバ

ー ノブ のCD46へ の結合性が減少 してい るか ど うか検討す るた め
、CD46陽 性細胞 であ

るSKHEP-1細 胞 およびLN444細 胞 に本ベ クター を作用 させた(Figure17)。 なお 、

SKHEP-1細 胞 お よびLN444細 胞 は ともにCD46とa。 β5イ ンテ グ リンを高発 現 してい

る(datanotshown)。 その結果 、SKHEP-1細 胞お よびLN444細 胞 では、従来型 の

AdF35ベ クター と比較 して、全ての ファイバー改変AdF35ベ クターでその遺伝 子発現
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効 率 が有意 に減 少 した。 なか で も、HIloopに ペ プチ ドを挿 入 したベ クター で あ る

AdF35-RGD(HI)-L2とAdF35-FLAG(HI)-1.2、IJloopにRGDペ プチ ドを挿入 したベ

クター であ るAdF35-RGD(IJ)-L2で は、SKHEP1細 胞 で7分 の1以 下、1.N444細 胞

で3分 の1以 下 に遺伝子発現効率 が減少 した。 従 って、外来ペプチ ドをAd35フ ァイ

バ ー ノブのCD46結 合領域 に挿入 した ことで、CD46へ の結合1生が減少 した もの と示 唆

され た。 しか しなが ら、CD46陽 性細胞 におけるフ ァイバ ー改変AdF35ベ クターは、

低 いなが らも遺伝 子発 現 を示 したこ とか ら、フ ァイバ ー ノブ領域 にペ プチ ドを挿入 して

もCD46へ の結合性 が残 ってい る可能性 があ る。そ こで外 来ペ プチ ドを挿入 した ファイ

バ ー改変AdF35ベ クター がCD46へ の結合 能 を保持 してい るか どうか を詳細 に検討 す
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Figure17.Transductione伍cienciesoffiber-mutantAdF35vectorsinCD46-positivecells.

SK且EP-1(a)andLN444(b)cellswereseededatlx104cells!wellontoa96-wellplate。SK

HEP-1(300VP/cell)andLN444(3000VP/cell)cellsweretransducedwiththeAdF35vectors

for1.5h.Aftera48hincubation,luciferaseproductioninthecellswasdeterminedusinga

luciferaseassaysystem.Thedataareexpressedasthemeans±s.d.(n=4;*P<0.05vs.

AdF35-L2).
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るた め、抗CD46抗 体(M177)を 用い た阻害実験 を行 った(Figure18)。M177は ヒ ト

CD46のShortconsensusrepeat(SCR)2に 結合 し、Ad35フ ァイバー とCD46と の結

合 を阻害す るこ とが報告 されてい る55・56。そ の結果、従来型AdF35ベ クター はCD46

に結合 し遺伝 子導入 す るた め、M177に よ りその遺伝 子発現 効率は大 き く阻害 され た。

さ らに、AdF35-FLAG(FG)-L2とAdF35-FLAG(IJ)-L、2の 遺伝子発現効率 もM177に

よ り有意に阻害 された。 これに よ り、CD46へ の結合性 はFGloopも しくはIJloopに

FLAGペ プチ ドを挿入す るこ とに よ り減少 したものの、依然 、結合 性を保 持 してい るこ

とが示唆 された。一方 で、AdF35・RGD(FG)-L2で はM177に よる有意 な遺伝子発現効

率の低 下が認 め られなか った こ とか ら、AdF35・RGD(FG)-L2は 主 にファイバー ノブ に

挿入 したRGDペ プチ ドとa。イ ンテ グ リンの相互作用 を介 して遺伝子導入 してい るもの

と 考 え ら れ た 。 ま た 、HIloopに ペ プ チ ドを 挿 入 し た ベ ク タ ー で あ る

AdF35-RGD(HI)・L2とAdF35-FI.AG(HI)-L2はM177に よ り遺伝子発現が阻害 され な

か った こ とか ら、HIloopに ペプチ ドを挿入す るこ とでCD46へ の結合 がほぼ完全 に消

失 し 、CD46非 依 存 的 な経 路 を介 して 遺 伝 子 導 入 す る と推 察 され た 。 な お 、

AdF35-RGD(IJ)-L2に よる遺 伝子発 現 もM177に よる阻害 を受 けなかったが、 これ は

AdF35-RGD(IJ)-L2の 遺伝子発現 が著 しく低 いためである と考 え られ る。以上の結果 か

ら、FGloopも しくはHIloopにRGDペ プチ ドを挿入す ることでRGDペ プチ ド依 存

的 に遺伝子導入可能で あ り、特にHIloopにRGDペ プチ ドを挿 入 した場合 には、CD46

非依存的かっRGDペ プチ ド依存 的に遺伝 子導入可能 である こ とが明 らか となった。
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Figure18.Transductione茄cienciesof丘ber-mutantAdF35vectorsinthepresenceofanti-human

CD46antibodyM177.

SKHEP-1cellswerepre-incubatedwithmediumcontai血ganti-humanCD46antibodyM1770r

controlmouseIgGlxataconcentrationofO.5ｵg/mlat4°Cforlh.Thecellswerethen

transducedwiththeAdF35vectorsat300VP/cellfor1.5hat4°C,afterwhichthecellswere

washedandincubatedat37°C.Luciferaseproductioninthecellswasmeasured48hafter

transduction.Thedataareexpressedasthemeans±s.d.(n=4;*P<0.05).

2 にRGDペ プチ ドを 入 したAdF35ベ クター の とフ イバー三量 彡

唖

次に、更 なる遺伝子発現効率 の向上 を 目指 して、外来ペ プチ ド挿入部位 として適 して

い るこ とが明 らか となったFGloopお よびHIloop両 方 にRGDペ プチ ドを挿入 した

AdF35ベ クターを作製 した(AdF35-2xRGD-1.2)。 そ して、2箇 所 にRGDペ プチ ドを

挿 入 した改変型 ファイバー も三量体形成能 を有 してい るか ど うか をWesternblotting

によ り検討 した(Figure19)。 そ うした ところ、三量体 に相 当す る位置 にバ ン ドが観 察

され た ことか ら、2っ のRGDペ プチ ドを挿 入 した改変型 ファイバ ー も野生型 フ ァイバ

ー と同様 に三量体 を形成す る ことが明 らか となった。 また、単量体 に相 当す る位 置の

バ ン ドは、2つRGDペ プチ ドを挿入 した ことによ り、高分子量 方向 にシフ トした こ と
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か ら、外来ペプチ ドが挿 入 され てい ることが確認 された。

Figure19.TrimerizationofmutantAd35

fiberscontainingforeignpeptidesinthe

knobbyWesternblottinganalysis.

ThemodifiedAdF35vectorsat2.9x109VP

wereloadedontoeachgellanewithor

withoutpriordenaturationbyboiling.

Then,theproteinswereelectro-transferred

ontoaPVDFmembrane.AWesternblot

assaywascarriedoutbyusinganECLplus

detectionkitand4D2anti-Adfibertail

monoclonalantibodyasaprimaryantibody.

2 にRGDペ プ チ ドを 入 したAdF35ベ ク ター の'子 力'の 薹・

次 に 、CD46陰 性 細 胞 に2つ のRGDペ プ チ ドを挿 入 したAdF35ベ ク タ ー

(AdF35-2xRGD-L2)を 作 用 させ た ところ、AdF35ベ クター と比較 してNIH3T3細 胞

では75倍(Figure20A)、SF295細 胞で は12倍(Figure20B)の 遺伝子発現効率 の上

昇 が認 め られ た。また、いずれ も1つ のRGDペ プチ ドを挿入 したベ クター と比較 して

も3倍 以上 に遺伝子発現効率が上昇 した。なお、NIH3T3細 胞 にお いてはRGDペ プチ

ドをHIloopに 挿入 した5型Adベ クタx--23,51よりも高い遺伝子発現効率 を示 した(data

notshown)。 また、NIH3T3お よびSF295細 胞 にお けるAdF35-2xRGD-L2の 遺伝子

発現 効率は、合成RGDペ プチ ドを培 地 中に添加す ることで、有意 に低下 した。従 って、

AdF35-2xRGD-L2はRGDペ プチ ド依存 的に、効率 よ くCD46陰 性 細胞 に遺伝子導入

す るこ とが示 された(Figure21)。 次 に、CD46陽 性細胞 で あるSKHEP-1細 胞 に2

つのRGDペ プチ ドを挿入 したAdF35ベ クター を作用 させた ところ、従来 のAdF35ベ

クター と比較 して有意 に遺伝子発 現効 率が減少 した(Figure20C)。 これ は、FGloop

とHIloopにRGDペ プチ ドを挿 入 した こ とで ファイバ ー ノブの立体構 造が変化 し、

CD46と の結合性が減少 した こ とによるもの と推察 され た。 さらに、2っ のRGDペ プ

チ ドを挿入 したAdF35ベ クターでは、1つ のRGDペ プチ ドを挿入 したベ クター と比

較す ると約2倍 の遺伝子発現効率 の上昇が認 められた。 これ は、SI(HEP-1細 胞 はα.
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integrinを 高発 現 してい るた め、RGDペ プチ ドを2つ 挿入 した ことでα。integrin依 存

的な遺伝 子導入が促進 された もの と示唆 され た。 さらに、AdF35-2xRGD-L2がCD46
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Figure20.Transductionefficiencyofthe

fiber-mutantAdF35vectorsin

CD46-negativeand-positivecells.

N田3T3(A),SF295(B),andSKHEP-1

(C)cellsweretransducedwithAdF35

vectorsat300VP/cell(SKHEP-1cells)or

3000VP/cell(NIH3T3andSF295cells)

for1.5h.After48-hincubation,

luciferaseproductionwasdetermined

usingaluciferaseassaysystem.Thedata

areexpressedasthemeans±s.d、(n=4;*P

<0.05vs.AdF35-L2).
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Figure21.Transductionefficiencyoffiber-mutantAdF35vectorsinthepresenceofRGD
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werethenincubatedwithAdF35vectorsforO.5h.Luciferaseproductionwasmeasured48h

aftertransduction.Thedataareexpressedasthemeansts.d.(n=4;*P<0.05).

への結合能 を保持 してい るか どうか を詳細 に検討す るた め、抗CD46抗 体(M177)を 用

いた阻害実験 を行 った(Figure22)。 そ の結果、AdF35-2xR,GD-1.2で は、M177に よる

有意 な遺伝子発現効率 の低下が認 め られ なかった こ とか ら、FGloopとHIloopの2箇

所 にRGDペ プチ ドを挿入す ることでCD46へ の結合が ほぼ完全 に消失 し、CD46非 依

存的 な経路 を介 して遺伝子導入す る と示唆 された。 さらに、RGD配 列 を2箇 所に導入

した ことで、細胞表 面に発現す るα。イ ンテ グ リン と相 互作用 す るAd粒 子数が増 えた か

ど うか検討す るため、CD46陰 性細胞 の細胞表面 に結合す るAd粒 子数 を、Adゲ ノム

コ ピ一数 をTaqmanPCR法 によ り測定す る ことで評価 した。 その結果、CD46陰 性細

胞 で あるNIH3T3細 胞 、B16細 胞 に4℃ 条件下(エ ン ドサイ トー シスを阻害)で 各種 改

変Adベ ク ター を作 用 させ 、 細 胞 表 面 に存 在 す るAd粒 子 数 を 測 定 す る と 、

AdF35-RGD(FG)-L2やAdF35-RGD(HI)-L2と 比較 して、AdF35-2xRGD-L2が 最 も高

い細胞 表面結合量 を示 した(Figure23)。 す なわち、2つ のRGDペ プチ ドを挿入 した

こ とで、 さらに遺伝子発 現効率に優れ たAdF35ベ クター を作製す るこ とに成功 した。
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     Figure 22. Transduction efficiency of 
     fiber-mutant AdF35 vectors in the presence 

     of an anti-human CD46 antibody. SK 
     HEP-1 cells were pre-incubated with 

177) medium containing anti-human CD46 
     antibody M177 or control mouse  IgGlk at 

     a concentration of 0.5  pg/ml concentrations 
     at 4°C for 1 h. The cells were then 

     transduced with the AdF35 vectors at 300 
 VP/cell for 1.5 h at 4°C, after which the 
     cells were washed and incubated at 37°C. 

     Luciferase production in the cells was 
     measured 48 h after transduction as 

     described above. The data are expressed as
the means ± s.d. (n=4;  *P < 0.05).
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Figure 23. Real-time PCR analysis for cellular binding of the AdF35 vectors.  NIH3T3 (A) and 
 B16 (B) cells were incubated with the unmodified and modified AdF35 vectors for 1.5 h by 3000 

VP/cell at 4 °C. The vector genome copy numbers were determined by real-time PCR, and were 
normalized by the copy number of unmodified AdF35 vectors. The data are expressed as the 
means ± s.d. (n=4).
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【考 察 】

本章では、AdF35ベ クターが元来備 えてい るターゲィングAdベ クター開発 のた めの

基盤 ベ クター としての性質 を保 ったまま、広範 な組織 に遺伝 子導入 して しま うとい う欠

点 を克服 す るべ く、AdF35ベ クター の改良 を行った。 すなわち、 ファイバ ー ノブ領 域

のCD46と の結合部位 に外来ペプチ ドを挿入す るこ とで、CD46へ の結合性 を欠 失 させ

る とともに、外来ペ プチ ド依存的 に遺伝子導入可能 なAdF35ベ クターの開発 を試み た。

その結果 、ファイバー ノブ領域 のFGloopも しくはHIloopにRGDペ プチ ドを挿入 す

るこ とでRGDペ プチ ド依存的 に遺伝 子導入す るこ とが可能なAdF35ベ クターの開発

に成 功 した。特 にHIloopにRGDペ プチ ドを挿入 した場合 には、CD46依 存的な遺伝

子導入は消失 してい ることが明 らか となった。外来ペ プチ ド挿入部位 としてHIloopが

最 も優 れてい る理 由 としては、最近の研 究で 明 らか となったCD46とHIloopの 結合様

式 によるもの と考 え られ る。HIloopとCD46と の結合 にはArg279とSer282が 最 も

重要で、 これ らのア ミノ酸がCD46のSCR1領 域 のGlu63ま たThy28と それ ぞれ結

合 す るこ とが報告 された51。 またGus七afssonら はAd11のHIloopのArg279をGln

に置換す る とCD46へ の結合性が消失 した と報告 してい るこ と57、HIloopの ア ミノ酸

配列 はB群 に属す るAdに おいて よく保存 されてい る58こ とを考慮す る と、HIloopは

サブ グループBに 属す る35型Adフ ァイバー ノブのCD46と の結 合 に最 も寄与 してお

り、 ファイバー ノブの最 も外側 に露出 して い るもの と考察 され る。従 って、35型Ad

ファイバー ノブ領 域のペプチ ド提示 部位 としてはHIloopが 最適 である と思われ る。一

方で、IJloopに 外来ペプチ ドを挿入 したAdF35ベ クターはいずれ も遺伝子発現効率 の

上昇が認 め られ なか った。 これ は、7型 や11型 アデ ノウイル ス と比較 して35型Adフ

ァイバー ノブ領域 のIJloopが 、ヒ トCD46のshortconsensusrepeat(SCR)2か ら離

れてお り52,53,59,60、IJloopに 挿入 されたRGDペ プチ ドがavイ ンテ グ リンと接触 でき

なか ったた めではないか と考 え られ る。

また、HIloopにFLAGペ プチ ドを挿入 したAdF35-FLAG(HI)-L2は いずれ の細胞

で もAdF35ベ クター と比較 して遺伝 子発現 が上昇 した。なぜFLAGペ プチ ドをHIloop

に挿入す る ことに よ り遺伝子発現効率 が上昇 したのか、その原 因について詳細 は不 明で

あるが、負電荷 ア ミノ酸 が多 く含まれ るFLAGペ プチ ドを挿入 した こ とで、フ ァイバ

ー ノブ表面 の電荷 が変化 し
、別 の受容体 に結合 した可能性 があ る。

本研 究で作製 したFGloopも しくはHIloopにRGDペ フ チ゚ ドを挿入 したAdF35べ

49



クターは、CD46陽 性 ・陰性 に関わ らず 、RGDペ プチ ド依存的 に遺伝 子導入 可能で あ

ったが、残念 なが らその遺伝子発現効 率はRGDペ プチ ドを挿 入 した ファイバ ー改変5

型Adベ クター と比較 して低 いものであった(datanotshown)。 そ こで、更 なる遺伝

子発 現効率 の上昇 を 目指 して、FGloopとHIloopの 両方 にRGDペ プチ ドを挿入 した

AdF35ベ クター を開発 した。これ までの報告 で、FGloopとHIloopは 空 間的 に近 い位

置 に存在す るこ とが明 らか にされてい るこ とか ら52,60、両ル ープ に挿入 したRGDペ プ

チ ドも近接 してい る と考 えられ る。 これまでの研 究で、RGDの 多量体 は、単量体 よ り

もa。イ ンテ グ リンへ の親和性 が高 く、RGDペ プチ ド同士 の空間的 な位 置関係 もα。イ ン

テグ リン との親和性 に重要で あるこ とが報告 されてい る61'63。従 って、本研 究において

も2つ のloopに 挿入 され たRGDペ プチ ドが近接す る ことで、α。イ ンテ グ リン との親

和性 が向上 し、結果 としてAdF35-2xRGD-L2の 遺伝子発 現効率が大き く上昇 した こ と

が示唆 された。

また、本ベ クター は異 なる2種 類 の外来ペ プチ ドを挿 入す るこ とも可能 なベ クター で

ある。 これ までに、2種 類 のターゲテ ィング分子 をAdフ ァイバー に挿 入 した報告 とし

て は、Myhreら が、5型Adの ファイバ ー ノブ領域 のHIloopにHER2に 結合す る

affibodyとTaqポ リメ ラーゼに結 合す るaffibodyの2種 類 を挿入 した例 があ る64。 こ

のAdベ クターは、HER2発 現細胞 、Taqポ リメラーゼ発現細胞 の両方 に効率 よく遺伝

子導入 可能 で あるこ とが報 告 された。また、我々の研究室 では、過去 に小泉 らが、5型

Adベ ク ターの ファイバー ノブ領域 のHIル ー プにRGDペ プチ ドを挿入 し、C末 端領 域

にK7ペ プ チ ドを挿入 したフ ァイバー 改変5型Adベ クター を開発 した51。 本ベ クター

は、HIル ープ にのみRGDペ プチ ドを挿 入 した5型Adベ クター と比較 して、CAR陰

性細胞 に対 して効率 よく遺伝子導入 可能で あ ることを報 告 した。これ らは本研 究 にお い

て も適用 でき ると考 えられ 、FGloopとHIIoopの それぞれ に異 なるターゲテ ィング分

子 を挿入す ることで、よ り特異的かつ強力 に細胞 に遺伝 子導入可能 なベ クター 開発 につ

ながる と考 え られ る。

今後 、真 のター ゲテ ィングAdベ クター開発 に向けて 、本研 究で作製 した外 来ペ プチ

ドを挿入 可能 なAdF35ベ クター は極 めて有望で ある と期待 され るが、解決す べ き問題

点 も残 されてい る。 まず、本研究で作製 した改変型AdF35ベ ク ターはその骨格 部分が

5型Ad由 来で あるた め、生体 に投与 した場合には、抗5型Ad中 和抗 体に よって不活

化 されて しま う。これ を避 けるためには、PEGな どの化 学修飾 が必 要 とな る。例 えば、

第一章 で開発 したPEG・FXを 利用 し、抗5型Ad抗 体 による認識 を回避す るこ とが有
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効で ある と考 え られ る35,36。 一方で、全 ての外殻 タ ンパ ク質 がAd35由 来 であ るAd35

ベ クタ.-17,65も 開発 され てい る。Ad35ベ クター は、成人 の血清保 有率が低 く、抗5型

Ad中 和抗体 か らも回避す る ことができる...・。本研 究 によ り、Ad35フ ァイバー ノブに

外来ペ プチ ドを挿入 で きる ことが示 され た こ とはAd35ベ クター に も適用 でき ると考

え られ 、効果 的なAdベ クター の開発 につ なが ると考 え られ る。
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第三章Monobodyを ノブ レス ファイバーC末 端領 域 に提示 した

新規 アデ ノウイルスベクターの開発

前章 で示 した よ うに、RGDペ プチ ドを挿入 したAdベ クターは、 ターゲ ッ トであ る

α。イ ンテ グ リンを発現 してい る細胞 であれ ば、Ad受 容体 を発現 していない細胞 にお い

て もRGDペ プチ ド依存的 に効率 よ く遺伝子導入 可能 である。 しか しなが ら、α。イ ンテ

グ リンは、正常細胞 に も幅広 く発現 してい るため8、 真 に標 的組 織(細胞)に のみ感染 可

能 なター ゲテ ィングAdベ クターの開発 に向 けては、よ り標 的組織特異 的なター ゲテ ィ

ング分子 をAdベ クターに提 示 させ る必要が ある。そ こで本章 では、さらに組織特異性

の高い新 規Adベ クターの開発 を 目指 し、遺伝子 工学的 な手法 を用 いて、標 的親 和性 に

優れ た抗 体様分子 をAdベ クターに提示す るこ とを試みた。

標 的指 向型Adベ クターの開発 に向けて は、標的特異性の高 い従来 の抗体 をAdキ ャ

プ シ ド表面 に提示す るこ とが有望 である と考 え られ る。しか しなが ら、抗体は分子量が

大 きいた め遺伝子 工学的 にAdベ クター に提示す るの は困難で ある。 このため、比較 的

分子量の小 さい、抗体 の重鎖 と軽鎖 か らな る一本鎖抗体(scFv)をAdベ クターに提示

す る試み がな され てきた70'72。しか しなが ら、scFvを 提示 したAdベ クターの開発 例 は

ほ とん ど報告 され ていない。、これは、Ad粒 子は還 元条件 下で ある核内で形成 され るが

73,74、分 子内で ジスル フィ

ド結 合 を形 成 す るscFvは

正 し くフ ォ ー ル デ ィ ン グ

され ず 、結 果 的 にscFv融

合Ad粒 子 が形 成 され な

い た め で あ る73,75・76。 そ

こで 、還 元 条件 下 で も安 定

なhyperstablescFvをAd

ベ ク ター に挿 入 したscFv

提 示Adベ ク ター が作 製 さ

れ て きた 。 しか し、

hypers七ablescFvを 取 得

す る た め に は 、random

Modifiedaminoacids

intheBC,DEandFGloop

ofthe10FN3

→0
Monobody

10kDa

mFn3

Figure24.Schematicillustrationofamonobody.Amonobodyis

basedonthestructureofhumanfibronectinonitstenthextracellular

typeIIIdomain.Thisdomainhasastructuresimilartoantibody

variabledomains,withsevenbetasheetsformingabarrelandthree

exposedloopsoneachsidecorrespondingtothethree

complementaritydeterminingregions.Monobodywithspecificity

fordifferentproteinscanbetailoredbymodifyingtheBC,DE,and

FGloops.

DNAmutagenesisと フ ァー ジデ ィス プ レイ 法 を組 み合 わせ た複 雑 な ス ク リー ニ ン グ技
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術 が必 要 とされ 、標 的 とす る タ ンパ ク質 に特 異 的 に結 合 す るhyperstablescFvを 作製

す るの は 非 常 に困難 で あ る こ とが指 摘 され て い る77凾80。そ こで本 研 究 で は、分 子 内 ジ ス

ル フ ィ ド結 合 を持 た ない抗 体様 分 子 で あ るMonobodyを 利 用す る こ と と した。

Monobodyと は 、ヒ トフ ィプ ロネ ク チ ンType3の10番 目のユ ニ ッ トを基 本 骨 格 とす

る低 分 子化 抗 体様 の 分 子 で あ る(Figure24)8}83。 この ヒ トフ ィプ ロネ ク チ ン の10番 目

の ユ ニ ッ トは、抗 体 のVHド メイ ン と非 常 に似 た構 造 を 有 して お り、ユ ニ ッ トの表 面 に

突 出 して い るBC,DE,FGル ー プ の ア ミ ノ酸 配 列 を 変 異 させ る こ とで 、特 定 の分 子 に対

して 結 合 す る よ う設 計 され て い る81・84。Monobodyは 、分 子 量 が約10kDaと 小 さい こ

と83、 分 子 内 に ジ スル フ ィ ド結 合 を有 さず 還 元条 件 下 で あ る核 内 で も安 定 で あ る こ とか

ら81、 遺 伝 子 工学 的 にAd表 面 に 提 示 す るの に適 した特 性 を 有 して い る と考 え られ る。

そ こで 我 々 は 、遺 伝 子 工 学 的 にMonobodyをAdキ ャ プ シ ド表 面 に提 示 した改 変 型Ad

ベ ク ター を作 製 す る こ と と した 。

【実 験 材 料 お よび 方 法 】

鑠

EGFR-Fc、VEGFR2-Fcキ メ ラ タ ン パ ク質 、anti-humanVEGFR2antibodyはR&D

Sys七emsよ り、anti-humanEGFRantibodyはCalbiochemよ り、PurifiedMouseIgG1,

xIsotypeControlはBDPharmingenよ り、R-Phiycoerythrin(PE)-conjugatedgoat

anti-mouseIgGはBDBiosciencesよ り、M13KO7helperphageはInvitrogenよ り、

anti-M13antibodyはAmersham-PharmaciaBiotechよ り、anti-humanEGFRsiRNA、

anti-GFPsiRNAはGeneDesignよ り、TMBペ ル オ キ シ ダー ゼ 基 質 液 はナ カ ライ テ ス

ク よ り、イ ム ノプ レー トは グ ライナ ー よ り、そ れ ぞれ 購 入 した。そ の 他 の試 薬 は第 一 章

お よび 第 二 章 の実 験 材料 に 準 じた。

Plasmid

pcDNA3.1-Zeo(一)はInvitrogenよ り、pUC57-VEGFR2-monobodyはGenScriptよ

り購 入 した。

細 胞

MDA-MB-231細 胞(ahumanbreastcarcinomacellline)、A431細 胞(ahuman

epithelialcarcinomacellline)はDMEM(10%FCS、 抗 生物 質 、1」-glutamine含 有)を
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用 い て 、NIH-3T3(amouseembryofibroblast)、humanVEGFR2を 恒 常 的 に発 現 す

るNIH-3T3細 胞 で あ るKDR・3T3細 胞(上 武 大 学 ・澁 谷 先 生 よ り供 与)85は10%FCS

含 有MEMを 用 い て 、K562細 胞(ahumanerythromyeloblastoidleukemiacellline)

はRPMI1640を 用 い て 、CHO(aChinesehamsterovarycellline)、humanEGFRを

恒 常的 に発 現 す るCHO細 胞 で あ るCHO-EGFR細 胞 は10%FCS含 有MEM・aを 用 い

て 、37℃ 、飽 和 蒸 気 圧 、5%CO2存 在 下 で培 養 した 。 な お 、本 研 究 にお い て使 用 した

FCSは す べ て56℃ 、30分 間 の 非働 化 処 理 を行 った 後 に使 用 した 。そ の他 の 細 胞 は、第

一 章お よび 第 二 章 に準 じた 。

ベ クタ ー コ ン ス トラ ク ト

まず 、ノブ レス フ ァイ バ ー を有 す るAdベ ク タ ー プ ラス ミ ドを以 下 の よ うに作 製 した 。

T4フ ァ ー ジ フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 を 鋳 型 と し て 、T4-fib-forprimer

(5'-CACGGCATGCTTGCGCTCAAAATGGGCAACGGCCTCTCTCTGGACGAGGCC

GGCAACCTTACCTCACAGAACGTTTATAGTCG・3')とT4-fib-revprimer(5'・ATCGA

TGGATCCTGCTGGTGATAAAAAGGTAGAAAGGAATACCCATTCGCC-3')を 用 い て 、

776bpの フ ラ グ メ ン ト(T4フ ァ ー ジ ゲ ノ ム,685bp-1461bp)を 増 幅 した 。 得 られ た

PCR断 片 を予 めPmeIで 処 理 したpcDNA3.11Zeo(一)と ライ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ り、

プ ラス ミ ドpcDNA-fibを 得 た。 そ して 、合 成 オ リゴDNAで あ るknobless・G4Sx2-F

(5曾一GATCTGGCGGGGGCGGCTCCGGAGGCGGAGGCAGCAT-3')とknobless-

G4Sx2-R(5℃GATGCTGCCTCCGCCTCCGGAGCCGCCCCCGCCA・3')を ハ イ ブ リ

ダ イゼ ー シ ョン後 、予 めBamHIICIaI処 理 したpcDNA・fibと ライ ゲ ー シ ョンす る こ と

に よ りプ ラ ス ミ ドpcDNA-fib-G4Sを 得 た 。 次 に 、 プ ラ ス ミ ドpHM14・Eco251を

Sphl1ClaI処 理 したDNA断 片 とpcDNA・fib-G4SをSphIICIaI処 理 したDNA断 片 を ラ

イ ゲ ー シ ョ ンす る こ とに よ りプ ラス ミ ドpHM14-Eco25を 得 た 。 得 られ た プ ラ ス ミ ド

pHM14・Eco25をSpel/Srf.【 処 理 して 得 られ たDNA断 片 と、pAdHM4151の 一 部(Ad

ゲ ノ ム1bp-32787bp)を コー ドす るプ ラス ミ ドpAdHM41-4をXbaIISrfl処 理 したDNA

断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラス ミ ドpAdHM72を 得 た。 そ の後 、得 られ

た プ ラス ミ ドpAdHM72と ホ タル ル シ フ ェ ラー ゼ発 現 カ セ ッ トを含 むpCMVL186を

1・Ceul/PI-Scel処 理 し たDNA断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ ンす る こ と に よ りプ ラ ス ミ ド

pAdHM72-L2を 作 製 した。

VEGFR2に 結 合 す るMonobody(VEGFR2-specificmonobody)も し くはEGFRに 結
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合 す るMonobody(EGFR・specificmonobody)を 挿 入 したAdベ ク ター プ ラ ス ミ ド

(pAdHM72-aV-L2、pAdHM72-oしE・L2)は 以 下 の よ うに構 築 した。まず 初 め に 、ノブ レ

ス フ ァイ バ ー のC末 端領 域 にVEGFR2-specificmonobodyを コー ドす る遺伝 子 を挿 入

す るた め に 、 シ ャ トル プ ラス ミ ドpHM17を 以 下 の よ うに作 製 した。 合 成 オ リゴDNA

で あ るoligo-1(5'・TcTAGAATcGATGcTAGcTTcGAAccTAGGGcccAGccGGcc

ATGG-3')とoligo-2(5'-GTACCCATGGCCGGCTGGGCCCTAGGTTCGAAGCTAGCA

TCGATTCTAGATTAG-3')を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 プ ラ ス ミ ドpHM5を

Acc65UI-Ceul処 理 し たDNA断 片 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ りプ ラ ス ミ ド

pHM16を 得 た 。 合 成 オ リ ゴDNAで あ るoligo-3(5'-GTAccGcGGcc

GCTGTAAATGAATAGCCTAGGTTCGAAGCTAGCATCGATTCTAGAGTGC-3')と

oligo-4(5'-TCTAGAATCGATGCTAGCTTCGAACCAGGCTATTCATTTACAGCGG

CCGCG-3')を ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン後 、 予 めpHM16をAcc651/PI-Scel処 理 した

DNA断 片 とラ イ ゲ ー シ ョンす る こ とに よ りプ ラス ミ ドpHM17を 得 た 。 得 られ た プ ラ

ス ミ ドpHM17をCsp451処 理 後 、 アル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 したDNA断 片 と

pUC57-VEGFR2-monobodyをCsp451処 理 したDNA断 片 を ライ ゲ ー シ ョンす る こ と

に よ りプ ラス ミ ドpHM17-VEGFR2-monobodyを 得 た。な お 、SV40のlargeT抗 原 由

来 の 核 移 行 シ グ ナ ル(Nuclearlocalizationsignal;NI.S)を コ ー ドす る配 列 が 、

VEGFR2に 結 合 す るMonobodyのC末 端 領 域 に挿 入 され て い る。pAdHM72-1.2をClaI

処 理 したDNA断 片 とpHM17-VEGFR2-monobodyをCsp451処 理 したDNA断 片 を ラ

イ ゲー シ ョンす る こ とに よ りpAdHM72-aVL2を 作製 した(Figure25)。

EGFR-specificmonobodyの 遺 伝 子 は、pUC57・VEGFR2-monobodyを 鋳 型 と して

PCRに よ り増 幅 した。まず 、EGFR・10FN3-Csp451-forprimer(5'・GATCTTCGAAATG

GTGTCTGATGTTCCCCGGGACCTGG-3')とEGFR-10FN3-BC-revprimer(5'-G

GTTTCACCGTATGTGATCCGGTAATACTGGTAGGAGCCCCTGCCGCTGTCCCA

GCTGATCAGCAGGCTAG-3')を 用 い て 増 幅 し 、fragment1を 得 た 。 次 に 、

pUC57・VEGFR2-monobodyを 鋳 型 と し て 、fragment1とEGFR10-FN3・DE-rev

(5'-CAGGCCGCTGATGGTAGCAGTATGGACGGGGCCAGGGACAGTGAATTCCT

GAACC-3')を 用 い て増 幅 し、fragment2を 得 た。そ の後 、pUC57-VEGFR2-monobody

を 鋳 型 と し てEGFR・IOFN3・FG・for(5'-CTATACCATCACTGTGTACGCTGTTAC

TGACCACAAGCCCCACGCCGACGGCCCTCACACCTACCACGAGAGCCCCATCT

CCATTAACTACCGCACCGC・3')とEGFR-10FN3-Csp451-rev(5'-CTAGTTCGAA
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GGGGTCCTCCACCTTGCGCTTTTTCTTAGG-3')を 用 い て 増 幅 し、fragment3を 得

た。 最 後 に 、fragment2とfragment3を 用 い て 増 幅 し、EGFR-specificmonobodyの

遺 伝 子 配 列 を得 た。PCRに よ り増 幅 して得 られ たEGFR-specificmonobody遺 伝 子 を、

予 めCsp451処 理 後 、ア ル カ リホ ス フ ァ ター ゼ 処 理 したpHM17に ライ ゲ ー シ ョンす る

こ とに よ りpHM17-EGFR-monobodyを 得 た。 そ して 、pAdHM72-1.2をClaI処 理 し

たDNA断 片 とpHM17-EGFR-monobodyをCsp451処 理 したDNA断 片 を ライ ゲー シ

ョンす る こ とに よ りpAdHM72一 αE・L2を 作 製 した 。
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Folden
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spedflcmonobody
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Amps
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a
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(Ad圃aV腫L2,Ad■ αE圃L2}

Figure25.ConstructionofAdvectorsdisplayingamonobody.

DNAシ ー クエ ンス

第 二章 に準 じた。

Adベ ク ター の 作 製

作製 した ベ ク ター プ ラス ミ ドpAdHM72-L2、pAdHM72-aVL2、pAdHM72-aE-L2

を そ れ ぞ れPacIで 切 断す る こ とに よ り線 状 に し、カ チ オ ン性 ポ リマ ー のLipofectamine

2000(lnvitrogen)を 用 い て トラ ン ス フ ェ ク シ ョン した。 パ ッケー ジ ン グ細 胞 と して は

Fiber-293細 胞47を 使 用 した 。 トラ ン ス フ ェ ク シ ョン後 、 約2週 間培 養 し、 そ れ ぞ れ

Ad-KL-L2、Ad-aV-L2、Ad・ αE-L2を 得 た 。 そ の他 は第 二 章 に準 じた 。

Adベ クター の大 量調製 と精製 方法

Ad-L2は 以前 に作製 された もの を使 用 した。その他 は第二章 に準 じた。

物 理 化 学 的(vectorparticles)タ イ ター の測 定

第 二章 に準 じた。
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Westernblottinに よ るMonobodを 入 した ノブ レス フ イ バ ー の三 量 彡Gの

齟

各Adベ ク ター(2.9×109VP)を 、 三 量 体 形 成 確 認 の た め、samplebuffer(62mM

TY'1S(pH6.8),2%SDS,10%glycerol,0.001%bromphenolblue)と 混 和 し、 氷 上 で5分

処 理 した サ ン プル(未 変 性 条 件)と 、96℃ で5分 間熱 処 理 後 、氷 冷 下 で5分 処 理 した サ

ン プル(変 性 条 件)を それ ぞ れ用 意 した。

そ の 後 は 、 第 二 章 に準 じた。

表 面 プ ラ ズ モ ン共 鳴(Surfaceplasmonresollance;SPR)解 析

SPR解 析 はBiacore3000(Biacore)を 用 い て行 っ た。まず 、リコン ビナ ン トEGFR-Fc,

VEGFR2-Fcキ メ ラ タ ンパ ク質 を そ れ ぞれCM3バ イ オセ ンサ ー チ ップ(Biacore)に ア

ミンカ ップ リン グ法 に よ り固相 化 した。各Adベ クタ ー(1010VP)を 、HBS-EPバ ッ フ

ァー(10mMHEPES(pH7.4),150mMNaCl,3mMEDTA,0.005%Tween20)で 希

釈 し、 流 速20ｵL/分 でチ ップ 上 に流 して 測 定 した 。 なお 、 セ ンサ ー チ ップ は 、10mM

GIycine-HCIバ ッフ ァー で再 生 し、 繰 り返 し使 用 した。

Monobod提 示Adベ クター のEGFRも し くはVEGFR2・ ・ 性 細 胞 にお け る'

子発 現 効 率 の検 討

各 細 胞 を96穴 プ レー ト(Corning)に1×104cells!wellで 播 種 し、翌 日、各Adベ ク

ター を3000VPlcellの 条 件 下 で37℃ 、1.5時 間作 用 させ た 。48時 間 培養 後 、ル シ フ ェ

ラ ー ゼ 活 性 をluciferaseassaysys七emを 用 い 、 マ ル チ モ ー ドプ レー ト リー ダ ー

(TriS七arLB941,BERTHOI.D)で 測 定 した。

リ コ ン ビナ ン トEGFR・VEGFR2・Fcキ メ ラ タ ンパ ク に よ る'子'入 旦壷 実

各 細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播種 し、翌 日に各Adベ クター と100

ｵg/mlに 調 製 した リコ ン ビナ ン トEGFR-Fcキ メ ラ タ ンパ ク質 、 も し くは 、40ｵg/mlま

た は100ｵg/mlに 調 製 した リコ ン ビナ ン トVEGFR-Fcキ メ ラ タ ンパ ク質 を室 温 で1時

間反 応 させ た 。そ の 後 、反 応 液 を3000VPlcellの 条 件 下で 各 細 胞 に、37℃ 、1.5時 間作

用 させ た。 新 鮮 培 地 に置換 後37QCで48時 間培 養 し、ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した。
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EGFRノ ・・クダ ン 胞 にお け るAd一 αE-L2の'子'の ・

100nMのanti-EGFRsiRNA(siEGFR;5'・CGCAAAGUGUGUAACGGAAUA・3')、

も し く は 、anti・GFPsiRNA(siGFP;5'-UCCCGGCUAUGUGCAGGAG-3')を

LipofectaminRNAiMAX(lnvitrogen)を 用 い て 、CHO-EGFR細 胞 に導入 した。2日 後 、

各Adベ ク ター を3000VPlcellの 条 件 下 で37℃ 、1.5時 間 作 用 させ た。48時 間 培 養 後 、

ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 をluciferaseassaysystemを 用 い 、 マ ル チモ ー ドプ レー ト リー ダ

ー(TriStarLB941
,BERTHOLD)で 測 定 した。

抗VEGFR2抗 体 存 在 下 に お け る遺 伝 子 導入 実 験

各 細 胞 を1×104cellslwellで96穴 プ レー トに播 種 し、翌 日に2ｵg/mlも し くは10

ｵg/mlに 調 製 したanti・humanVEGFR2抗 体 も し くはマ ウ スIgGIKを 含 む 培 地 を加 え

た。4℃ 、1時 間 イ ンキ ュベ ー ト後 、 各 種 改 変AdF35ベ ク タ ー を300VP!cellで 添加

し4℃ 、1.5時 間 作 用 させ た 。 そ の 後 、 細 胞 を洗 浄 し、 新 鮮 培 地 に置 換 後37QCで48時

間培 養 し、 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を測 定 した 。

Monobodを 入 したAdベ ク ター の 、的細 胞 へ の!,Aの ・

各 細胞 を12穴 フ レ゚ー ト(Nunc)に1×105cellslwellで 播 種 し、翌 日、各Adベ ク ター

を3000VPlcellの 条件 下 で4℃ 、1.5時 間 作 用 させ た 。そ の後 、PBSで3回 洗 浄 し、細

胞 を回 収 した。回 収 した 細 胞 か ら、DNeasyBlood&TissueKits(QLAGEN)を 用 い て 、

全DNAを 回収 した。そ の後 は 、第 二 章 と同様 の手 法 でAdゲ ノ ム コ ピー 数 を測 定 した。

田胞 に お}るEGFRお よ びVEGFR2の

各 細 胞5×105cellsを1%FCS含 有PBSlOOｵ1に 懸 濁 し、Mouseanti-human

EGFRantibody(Calbiochem),MouseantihumanVEGFR2antibody(R&Dsystems)

も し くはPurifiedMouseIgG1,xIsotypeControl(BDPharmingen)を1ｵg加 え、30

分 間氷 上 、遮 光 で 反応 させ た。1%FCS含 有PBSで 洗 浄 後 、2000rpm、5分 間 遠 心 し

上 清 を吸 引 除去 した。 細 胞 を再 び1%FCS含 有PBSlOOｵ1に 懸 濁 し、PE-conjugated

goatanti-mouseIgGを0.5ｵ1加 え 、30分 間氷 上 、遮 光 で反 応 させ た 。1%FCS含 有

PBS300ｵ1に 懸 濁 し、 フ ロー サ イ トメ ー タ ー(MACSQuantAnalyzer;Miltenyi

Biotec)を 用 い て発 現 を解 析 した。 デ ー タ はFCSマ ル チ カ ラー デ ー タ解 析 ソフ トウェ

ア(Flowjo)に よ り解 析 した。本 章 で 使 用 した各 細 胞 に お け るEGFRも し くはVEGFR2
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の発 現 量 を 下記 に示 した(Figure　 26)。
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Figure 26. Flow cytometry analysis of 
EGFR and VEGFR2 expression on the 
cell surface. CHO-EGFR (A),  A431 

(B), CHO (C), and  MDA-MB-231 (D) 
cells were labeled with anti-human 
EGFR antibody for human EGFR 
detection.  A431 (E),  MDA-MB231 

(F), KDR-3T3 (G), 3T3 (H), and 
K562 (I) cells were labeled with 
anti-human VEGFR2 antibody for 
human VEGFR2 detection. Then, the 
cells were incubated with 
PE-conjugated goat anti-mouse IgG 
second antibody and analyzed by flow 
cytometry with a MACSQuant 
Analyzer. The gray peak represents 
staining with the isotype-matched 
control antibody and the black peak 
represents the cell surface staining 
with the anti-EGFR antibody or 
anti-VEGFR2 antibody.

 K562

VEGFR2

統計解析

　第二章に準じた。
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【結果】

ノブ レス フ イバーCにMonobodを 入 した 型Adベ クター の

まず 、Monobodyを 挿 入す るために、 ファイバ ー領域 をT4フ ァー ジの フィブ リチ ン

を基本 とす る ノブ レスファイバー に置換 した。ノブ レスフ ァイバー は、還元条件 下で も

安定な特殊 なscFv(hyperstablescFv)やFc結 合 ドメイ ンな どの比較的大 きな タンパ

ク質 を提 示可能 であるこ とが既 に報告 され ているこ とか ら70.87、Monobodyも 安 定に提

示で きる と考 えた。す なわち、従来のAdフ ァイバー遺伝 子 をノブ レス ファイバー遺伝

子 に置換す る とともに、C末 端領 域 にMonobody遺 伝子 を挿入 した(Figure27)。

Monobody遺 伝子 として は、腫 瘍な らびに腫瘍血管内皮 細胞で高発 現 してい る上皮増殖

因 子 受 容 体(EGFR)88・89、 血 管 内

皮 御 増 殖 因 子 受 容 体

(VEGFR2)go・91に 対 す る

Monobodyを 選 択 した82・92。 な

お 、 選 択 し たMonobodyが

EGFRも し くはVEGFR2に 特

異 的 に 結 合 す る こ と をELISA

に よ り 確 認 し た(datanot

shown)。 ま た 、T4フ ァー ジ 由 来

フ ィブ リチ ン配 列 のC末 端 領 域

に存 在 す る三 量 体 形 成 ドメイ ン

(Foldon)とMonobody配 列 の 間

に 、Monobodyが ター ゲ ッ ト分 子

に ア ク セ ス しや す くす る た め 、

G4S(Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)リ ン

カ ー を 挿 入 し た 。 さ ら に 、

Monobodyを 挿 入 した 改変 型 フ ァ

イ バ ー が ウイ ル ス粒 子 に 取 り込

y

ibershaft

l

disp

Monobody-displayingknoblessfiber

Foldon

(trimerizationsignal

AdsshaftderivedfromT4phage)

(2.5repeat;KKTKm°tif‐)r　 M°n°b°dy

Adstail 覧 丿 凵

Coiledtolregion凵r廠er

derivedfrom(Ga5xz)

T4phagefibritin

Figure27.Schematicillustrationofamonobody-
displayingAdvector.Theregionencodingthefiber
shaftandknobwassubstitutedwiththatderivedfromT4
fibritinandwithmonobody.Themonobody-displaying
knoblessfibercontainsthefibershaft(bp31042-31278),
T4fibritinrepeats,thetrimerizingfoldondomain,andthe

geneencodingEGFR-specificorVEGFR2-specific
monobodyincludingthenuclearlocalizationsignal(NLS)
intheC-terminusregion.

まれ や す くす る た め 、MonobodyのC末 端 領 域 にSimianvirus(SV40)由 来 の 核 移 行

シ グ ナ ル(Nuclearlocalizationsigna1;NLS)を 挿 入 し た 。EGFRに 結 合 す る

Monobodyを 提 示 し た 改 変 型Adベ ク タ ー(Ad-aE-L2)とVEGFR2に 結 合 す る
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Monobodyを 提示 した改変型Adベ クター(Ad-aVL2)は ともに従来のAdベ クター と

同程度の タイ ターが回収 可能 であった。上記 のAdベ クターでは、レポーター遺伝子 と

してE1欠 損領域 に1.uciferase発 現カセ ッ トを挿入 した。

Monobodv提 示Adベ クター の標 的分子へ の結合性評価

次 に、Monobody提 示Adベ ク ター が 、標 的 で あ るEGFRお よびVEGFR2に それ ぞ

れ 特 異 的 に結 合 す る か ど うか を検 討 す る た め 、Biacoreを 用 い たSurfaceplasmon

resornance(SPR)解 析 を 行 っ た 。 リ コ ン ビ ナ ン トEGFR-Fcキ メ ラ タ ン パ ク 質

(EGFR-Fc)も し くはVEGFR-Fcキ メ ラ タ ンパ ク質(VEGFR-Fc)を 固 相化 したバ イ オ

セ ンサ ー チ ップ を使 用 したSPR解 析 に よ り、Ad一 αE-L2とAd-aV-L2は 、 それ ぞれ 標

的 で あ る ヒ トEGFR、VEGFR2に 効 率 よ く特 異 的 に結 合 す る こ とが 示 され た(Figure

28Aand28B)。 なお 、従 来 のAdベ ク ター(Ad-1.2)お よびMonobodyを 挿 入 して い な

い ノ ブ レス フ ァ イ バ ー を有 したAdベ ク タ ー(Ad・KL・L2)は 、 い ず れ もEGFRと

VEGFR2に 結 合 性 を示 さな か っ た。
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Advectors(1×1010VP/ml)wereinjectedacrossaCM3biosensorchip,towhichrecombinant

humanEGFR-FcchimeraproteinorVEGFR2-Fcchimeraproteinhadbeencoupled,ataflowrate

of20ｵUminfollowinganinjectionofHBS-EPbuffer.
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Monobodを 入 したノブ レスフ イ バーの三量 多 の萄

Monobodyを 挿 入 した 改 変 型 ノ ブ レ ス フ ァイバ ー が 三 量 体 形 成 す る か ど うか を検 討

す る た め 、Westernblottingに よ り解 析 した(Figure29)。 そ の 結 果 、未 変性 条件 下 で 、

150kDaか ら250kDaの 間 にMonobodyを 挿 入 した ノブ レス フ ァイ バ ー の三 量 体 に相

当す るバ ン ドが検 出 され た。 また 原 因 は不 明 で あ る が、未 変 性 条 件 下 で のAd-aV-1.2の

レー ン で 、150kDa以 上 に ス メ ア なバ ン ドが検 出 され た。ノブ レス フ ァイ バ ー の分 子 量

は37kDa87、Monobodyの 分 子 量 は10kDa81で あ る こ とか ら、 変 性 条 件 下 で の

Ad一αE-L2の50kDa付 近 のバ ン ドは 、Monobodyを 挿 入 した ノ ブ レス フ ァイバ ー の 単

量 体 に相 当す るバ ン ドで あ る と考 え られ る。なお 、変性 条 件 下 で のAd-aVL2の レー ン

で検 出 され た バ ン ドサ イ ズ がAd-aE-L2の バ ン ドよ りも大 き くな った 原 因 は不 明 で あ

る。

Figure29.Westernblottinganalysisfortrimerizationofthefiberproteinsinthe
monobody-displayingAdvectors.Theviruslysateswereseparatedona5-20%
SDS-polyacrylamidegel.Themutantfiberswereanalyzedusingananti-Ad
fibertailmonoclonalantibody.Bandscorrespondingtothetrimer(*)and
monomer(#)offiberproteinsweredetectedinthelanes.
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以上 か ら、Monobodyを 挿入 した改変型 ノブ レスファイバー が野生型Adフ ァイバーや

未 改変 のノブ レス ファイバー と同様 に三量体 を形成 す るこ とが確 認 された。す なわち、

Monobodyの ノブ レス ファイバーへ の提 示 は ファイバーの三量 体形成 に影響 を与 え な

い ことが示 され た。

EGFRにf.AるMonobodを 入 したAdベ ク ター の'子 六 虫 の 一・

次に、EGFRに 結合す るMonobodyを 挿入 したAdベ クター(Ad-aE-L2)が 、EGFR

陽性細 胞へ の高効 率 かつ特異 的 な遺伝 子 導入 を可能 とす るか ど うか検 討 す るた め、

EGFR陽 性細胞で あるCHO-EGFR細 胞 お よびA431細 胞 に対 し遺伝子導入実験を行 っ

た。各細胞 におけ るAd-aE・L2の 遺伝子発 現効率は、 コン トロール であ るノブ レスAd

ベ クター(Ad-KL-L2)と 比較 して、それ ぞれ 、約10倍 お よび約5倍 に上昇 した(Figure

30Band30D)。 しか しなが ら、A431細 胞 にお けるAd-aE・L2の 遺伝子発現効率は、従

来 のAdベ ク ター(Ad-L2)と 比 較 す る と、 約170倍 低 い もの で あ った 。 な お 、

Flowcytometryに よる解析 に よ り、使用 したCHO-EGFR細 胞 とA431細 胞は、EGFR

を高発 現す るこ とを確認 してい る(Figure26Aand26B)。
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Figure30.TransductionpropertiesoftheAdvectordisplayingtheEGFR-specificmonobody.(A,B,D)

TransductionefficienciesoftheAdvectorsintheculturedcells.CHO(A),CHO-EGFR(B),andA431

(D)cellsweretransducedwiththeAdvectorsat3000VP/cellfor1.5h.Aftera48h-incubation,the

luciferaseproductionwasdetermined.(C)RatiobetweentheluciferaseproductionsinCHOand

CHO-EGFRcells.TheratioswerenormalizedbythedataofAd-L2.(E,F)Transductionefficienciesin

thepresenceoftherecombinantEGFR-Fcchimeraprotein.Advectorswereincubatedwiththe

recombinantEGFR-Fcchimeraproteinfor60min,andthenaddedtoCHO-EGFR(E)andA431(F)

cellsat3000VP/cellfor1.5h.Aftera48h-incubation,thelevelsofluciferaseproductionwere

determined.(G)TransductionefficiencyinEGFR-knockdowncells.CHO-EGFRcellsweretransfected

withananti-EGFRsiRNAoranti-GFPsiRNAataconcentrationof100nM.Twodayslater,thecelIs

weretransducedwitheachAdvectorat3000VP/cellfor1.5h.Luciferaseproductioninthecellswas

measured48haftertransduction.Thedataareexpressedasthemeansts.d.(n=4;*P<0.01,n.s.;not

significant).

一 方
、EGFRを 発 現 し な いCHO細 胞 に お い て は 、Ad-aE-L2はAd-KL-L2と 同 程 度

の 遺 伝 子 発 現 効 率 を 示 した(Figure30A)。 そ し て 、CHO細 胞 とCHO・EGFR細 胞 の 遺

伝 子 発 現 効 率 の 比 率 か ら、Ad-aE-1.2はEGFR発 現 細 胞 特 異 的 に 遺 伝 子 導 入 可 能 で あ

る こ と が 示 唆 され た(Figure30C)。 な お 、 原 因 は 不 明 で あ る が 、VEGFR2未 発 現 細 胞

に お い てAd-aVL2の 遺 伝 子 発 現 効 率 がAd-KL-L2と 比 較 して 上 昇 した 。 さ ら に 、

Ad-aE-L2がMonobody依 存 的 にEGFR陽 性 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 を 可 能 とす る か を 検

討 す る た め 、 リ コ ン ビナ ン トEGFR-Fcキ メ ラ タ ンパ ク 質 を 用 い た 遺 伝 子 導 入 阻 害 実 験

を 行 っ た 。 そ の 結 果 、CHO・EGFR細 胞 とA431細 胞 に お け る遺 伝 子 発 現 効 率 は 、 リ コ

ン ビ ナ ン トEGFRタ ン パ ク 質 存 在 下 に お い て 、70%以 上 低 下 し た(Figure30Eand

30F)。 一 方 、VEGFR2タ ン パ ク 質 存 在 下 に お い て は 、Ad一 αE-L2の 遺 伝 子 発 現 効 率 に

変 化 は 認 め ら れ な か っ た 。 次 に 、Ad-aE-L2が 、 細 胞 表 面 に発 現 す るEGFRを 介 し て

遺 伝 子 導 入 す る か ど うか 検 討 す る た め 、siRNAを 用 い た 遺 伝 子 導 入 阻 害 実 験 を行 っ た 。

ま ず 、cHo-EGFR細 胞 にEGFRに 対 す るsiRNA(siEGFR)も し く は コ ン トロ ー ル と し

て 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク質(Greenfluorescentprotein;GFP)を 作 用 させ た 。 そ の 結 果 、 未

処 理 群 お よ びsiGFP作 用 群 と比 較 し てsiEGFR作 用 群 に お け るEGFRの 発 現 量 は30%

以 上 低 下 した(Figure31Aand31B)。 こ のEGFRを ノ ッ ク ダ ウ ン したCHO・EGFR細

胞 に 、Monobodyを 提 示 したAdベ ク タ ー を 作 用 させ た と こ ろ 、Ad一 αE-L2作 用 群 に お

い て の み 、 未 処 理 群 と比 較 して 遺 伝 子 発 現 効 率 が 有 意 に 減 少 した(Figure30G)。 以 上

の 結 果 よ り、Ad-aE-L2は ノ ブ レ ス フ ァ イ バ ー に提 示 さ れ たMonobodyと 細 胞 表 面 上 の

EGFRの 相 互 作 用 に よ り、EGFR陽 性 細 胞 に 特 異 的 に 遺 伝 子 導 入 可 能 で あ る こ と が 示

さ れ た 。
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Monobob提 示Adベ クター の細胞
f,A'の 一

・

ま た 、Monobodyを 挿 入 した こ とで 、標 的 細 胞 へ 特 異 的 に結 合 す るか ど うか を リア ル

タイ ムPCRに よ り検 討 した 。 まず 、CHO細 胞 に お い て 、Ad-aE-L2はAd-L2や

Ad-KL-L2と 同程 度 の細 胞 表 面Adゲ ノ ム コ ピー 数 を示 した(Figure32A)。 一 方 、

CHO-EGFR細 胞 にお い て は、Ad一 αE-L2のAdゲ ノム コ ピー 数 はAd-L2,Ad-KL-L2,

Ad-aV-L2と 比 較 して 、それ ぞれ6倍 、35倍 、3倍 に増 加 した(Figure32B)。CHO細

胞 とCHO-EGFR細 胞 のAdゲ ノム コ ピー 数 の 比 率 か ら、Ad-aE-L2はEGFR陽 性 細 胞

に特 異 的 に結 合 す る こ とが 示 唆 され た(Figure32C)。 これ らの結 果 か ら、Monobody

を ノ ブ レス フ ァイバ ー に挿 入 す る こ とで 、Adベ ク ター の標 的 細 胞 へ の結 合 性 が 上 昇 す

る こ とが示 され た。

(n)

ハ 　ロロロリ
Q
Z
°
rn50000
C
O

讐 ・・。・・
d
a

毒3。。。。

呈

§ 、。。。。

婁
゜
ciaOOO
d
m

au

CHO

評 〆 ノ!

(B)

璽6° °°°°

兮5。 。。。。
C
O
N

ご400000
d

鬘3000。O

T

§ 、。。。。。

爰

c100000d

na
o

CHO-EGFR

Pay〆 ノ ン!避

68



(C)

ハ 　

蓑㎝
8

soo

§…

1枷
Q2° °
d

100

0

Figure32.Real-timePCRanalysisfor
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評 〆 ノ ノ3

VEGFR2にAるMonobodを 入 したAdベ ク ター の'子'入 ・ お よびf胞

表面結合性の検討

次 に、Adベ クターに提示す るターゲ ッ ト分 子 として他 のMonobodyに ついて も検討

した。血管 内皮増殖 因子受容体VEGFR2に 結合す るMonobodyを 提示 したAdベ クタ

ー(Ad-aV-L2)の 遺伝子導入特性 も同様 に評価 した
。VEGFR2陽 性お よび陰性 細胞 そ

れぞれ にAd・aVL2を 作用 させ た。VEGFR2陽 性細胞で あるVEGFR2を 恒常的に発 現

す るNIH-3T3(KDR-3T3)細 胞 とMDA-MB-231細 胞 にAd-aVL2を 作用 させ た ところ、

Ad-KL-L2と 比 較 して 、 そ れ ぞ れ 約14倍 お よび6倍 に 遺 伝 子 発 現 効 率 が 上 昇 した

(Figure33Aand33B)。 しか しなが ら、Ad-L2と 比 較 してAd-aV-L2の 遺伝 子発 現 効 率

は、MDA-MB・231細 胞 で は約137倍 、KDR-3T3細 胞 で は約12倍 に減 少 した。 一 方 、

VEGFR2陰 性 細 胞 で あ るK562細 胞 とNIH3T3細 胞 で は 、Ad-aVL2はAd-KL-L2と

同程 度 の遺 伝 子発 現 効 率 を示 した(Figure33Cand33D)。 ま た 、1'-3T3細 胞 お よ

びMDA-MB-231細 胞 で のAd-aV-L2の 遺 伝 子 発 現 効 率 は、リコン ビナ ン トVEGFR2-Fc

キ メ ラ タ ンパ ク質 を加 え る こ とで 、30%以 上減 少 した(Figure33Eand33F)。 さ らに 、

1'・3T3細 胞 に抗VEGFR2抗 体 存 在 下 でAd-aVI.2を 作 用 させ た と ころ 、抗VEGFR2

抗 体 の濃度 依 存 的 に有意 に遺 伝 子 発 現 効 率 が 低 下 した(Figure33G)。 ま た 、Ad-aV-L2

はAd-KL-L2と 比 較 してKDR-3T3細 胞 で の結 合 性 も約1.6倍 に上 昇 した(Figure33H)。

これ らの結 果 か ら、VEGFR2に 結 合 す るMonobodyを ノブ レス フ ァイ バ ー のC末 端 領

域 に挿 入 した こ とでVEGFR2陽 性細 胞 へ の結 合 性 が上 昇 し、Monobodyと 細 胞 表 面 の

VEGFR2を 介 して 効 率 よ く遺 伝 子 導 入 す る こ とが示 され た。
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Figure 33. Transduction properties of the Ad vector displaying the VEGFR2-specific monobody. 

(A-D) Transduction efficiencies of the Ad vectors in the cultured cells. KDR-3T3 (A), 
 MDA-MB-231 (B), K562 (C), and  NIH3T3 (D) cells were transduced with the Ad vectors at 

3000 VP/cell for 1.5 h. After a 48-h incubation, luciferase production was determined. (E, F) 
Transduction efficiencies in the presence of the recombinant VEGFR2-Fc chimera protein. The 
Ad vectors were incubated with the recombinant VEGFR2-Fc chimera protein for 60  min, and 
then added to KDR-3T3  (E) and  MDA-MB-231 (F) cells at 3000 VP/cell for 1.5 h. After a 48-h 
incubation, the levels of luciferase production were determined. (G) Transduction efficiency in 
the presence of anti-human VEGFR2 antibody. KDR-3T3 cells were pre-incubated with the 
medium containing anti-human VEGFR2 antibody or control mouse  IgG  1  lc at a concentration of 
2  lag/m1 and 10  µg/m1 at 4°C for 1 h. The cells were then transduced with the Ad vectors at 3000 
VP/cell for 1.5 h at 4°C, after which the cells were washed and incubated at  37°C. Luciferase 

production in the cells was measured 48 h after transduction as described above. (H) Cellular 
binding of the Ad vectors on the cell surface. KDR-3T3 cells were incubated with the Ad vectors 
for 1.5 h at 3000 VP/cell at 4°C. The vector genome copy numbers were determined by real-time 
PCR. The data are expressed as the means  ± s.d. (n = 4;  *P < 0.01, n.s.; not significant).
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【考 察 】

本章 では、T4フ ァー ジフィブ リチ ン由来の ノブ レス ファイバ ーのC末 端領域 に

EGFRも しくはVEGFR2に 結合す るMonobodyを 挿 入す るこ とで、標 的細胞特異的 に

遺伝子導入 可能 な新 規 ファイバー改変型Adベ クター を開発 した。Monobodyを ノブ レ

スファイバ ー のC末 端領域 に挿 入 して も、 ファイバーの三量体形成 は阻害 されず 、標

的分子 に効率 良 く結合す るこ とが示 され た。EGFRも しくはVEGFR2陽 性細胞 におい

て、Monobodyを 提示 したAdベ クター は細胞へ の結合性 が上昇す ることで、標的細胞

へ特異 的かつ効率的 に遺伝子導入 可能 であった。

これ まで に、組織特異 的な遺伝子 導入 を達成す るた めに、様 々 なターゲテ ィング分子

をAd外 殻 タンパ ク質表面 に提示す ることが試み られ てきた。 中で も、抗体 の重鎖 と軽

鎖で構成 され る一本鎖抗体(singlechainofvariablefragment;scFv)は 高い標 的特

異性 と親 和性 か ら、ターゲテ ィングAdベ クター開発 に向けて の有用 な候補分子 と考 え

られ る。 実 際に、 これ まで に2つ のグルー プに よ り、scFvを 提示 したAdベ クターが

開発 され てい る7¢71。 これ らの研 究で は、還元条件 下で も安定 な特殊 なscFv(hyper-

stablescFv)が 使用 され 、 ノブ レス ファイバー あるい はproteinIX(pIX)にhyper・

stablescFvを 挿入 したAdベ クター が作製 され た。従来 のscFvは 、Ad外 殻 タ ンパ ク

質 が構成 され る還元条件 下の核 内で は、分子 内でジスル フィ ド結合 が切 断 され るため フ

ォールデ ィングされ ないためで ある。従 って、hyperstablescFvはAdベ ク ター に提 示

す るター ゲテ ィング分子 として適 してい る と考 え られて きた。しか しなが ら、これまで

の研究 で実際 に使 用 されたの は、Rガ ラク トシダーゼ71とeRA70と 呼ばれ る人工的 タン

パ ク質 に結合す るhyperstablescFvの2つ のみであ り、内在性 の膜 タンパ ク質 に結合

す るhyperstablescFvを 提 示 したAdベ クターは未 だ に開発 され てい ない。hyper・

stablescFvを 取得す るため には、randomDNAmutagenesisと ファー ジデ ィスプ レイ

法 を組 み合 わせ た複雑 なスク リーニ ング技術 が必要 とされ、標 的 とす るタンパ ク質 に特

異的 に結合す るhyperstablescFvを 作製す るのが非 常に困難 であ る7予80。そ こでscFv

以外の ター ゲテ ィ ング分子 として、ラクダ抗体 の重鎖 可変 ドメイ ン(variablefragment

ofcamelantibody;VHH)を は じめ とす る、単一 の ドメイ ンか ら構成 され るSingle

domainantibodyのAdベ クターの提示が試 み られ て きた72。VHHは 分子内 にジスル

フィ ド結合 を有す るものの、還元条件下で も安定 な構造 を保 つ こ とが知 られてい る93。

これ までに、このVHHをpIXのC末 端領域 に提示 したAdベ ク ターが開発 されてい る
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72。一方で、Monobodyは ヒ トフィプ ロネ クチ ンを骨格 とす るため、VHHの よ うな抗

体 由来分子 と比較 して抗原性 が低 い と考 え られ てお り94、分子内 にシステイ ン残 基が含

まれ ないため、核 内で も安定 にフォールデ ィング可能 であ る81。 そ して、scFvやVHH

と比較 して分子量 が小 さい ため、Ad外 殻 タンパ ク質 に挿入 して もAd粒 子 の形成 を妨

げない と考 え られ る83。 また、分子表面 に露 出 したBC、DE、FGル ープのア ミノ酸の

改変 に よ り作製 され たフ ァー ジライ ブ ラ リやmRNAラ イブ ラ リを用い ることで、様 々

な標 的分子 に結合す るMonobodyが 取得可能 であ り汎用性 が高 い81・84。この よ うな理

由か ら、Monobodyは 上述 したscFvやVHHと 同等か も しくはそれ以上にAdベ クタ

ーに提示す る分子 として相応 しい と考 え られ る
。

本研 究では、Ad粒 子 に提示す るター ゲテ ィング分子 として、EGFRも しくはVEGR2

に結合す る2種 類 のMonobodyを 選択 した。これ までに、EGFRお よびVEGFR2に 結

合す るMonobodyの 結合解離定数KDは それぞれ0.7nM82お よび1.2nM92で ある と報

告 されてお り、その標 的へ の結合性 は ほぼ同等 であ る。 しか しなが ら、Ad-aE-L2の

EGFRに 対す る特異性 と比較す る と、Ad-aV-L2のVEGFR2に 対す る特異性 は低い も

ので あった。EGFR陽 性細胞 において、EGFR-Fcキ メ ラタンパ ク質存在下 でAd-aE-L2

の遺伝 子発現効率 は75%以 上 に低下 した ものの、VEGFR2陽 性細胞 においては、

VEGFR2・Fcキ メラタ ンパ ク質 を作用 させ て も30%程 度の遺伝子発 現効率 の低 下に過

ぎなか った。 この詳細な原 因 は不明で あるが、VEGFR2に 結合す るMonobodyの 構 造

が、 ファイバー に挿 入 された こ とで元 の構造か ら変化 し、結果 としてVEGFR2へ の結

合1生が減少 した ことによるもの と推 察 された。Getmanovaら に よ り、VEGFR2に 結合

す る多 くのMonobodyク ローンが開発 され てお り92、 異 なるア ミノ酸配列 を有す る他

クロー ンのMonobodyを 使用 す ることで この問題 が解決 され る可能性 がある。Ad粒 子

に提示す るのに適 したMonobodyク ローンの選択 が、標 的組織特異性 の高いMonobody

提示Adベ クター の開発 に重要で ある と考 え られ る。

本研 究では、Monobodyを 提示す る部位 として ノブ レスファイバーのC末 端領域 を

選択 したが、 これ まで に、Adベ クターのplXが 比較 的大 きな分子 を提示す る部位 とし

て適 してい るこ とが報告 され てきた95。 例 えば、CD66cに 結合す るVHHをpIXに 提

示 したAdベ クターが作製 され 、受容体特異的 な結合 と遺伝 子導入 が可能 であるこ とが

報告 されてい る72。他 に も緑色蛍光 タ ンパ ク質(GFP)95やsingle-chainT・cellreceptor

(scTCR)96な どの比較 的大きな分子 もpIXに 挿入 可能 で あることが報告 され てい る。し

か しなが ら、pIXに ターゲテ ィング分子 を挿入す る とAd粒 子の物理 的安定性 が大き く
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減少す るこ とが報告 されてお り50,97、 これ は、pIXがAd粒 子の安定性 維持 に大 き く関

与 してい るた めで ある98・99。また、 ターゲテ ィング分子 を融合 したpIXは 、Ad粒 子 の

表面に十分 に露 出 していない ことか ら標 的分子ヘ アクセス しに くい といった欠 点 も指

摘 されてい る50,97,100。従 って本研究 では、Ad粒 子の 中で最 も表面 に突出 した ノブ レス

ファイバー にMonobodyを 挿入す ることで、前述 のよ うなpIXに お ける欠点 は生 じず 、

細胞表面上 の標 的分子へ効 率 よくアクセ スで き、結果 として標的細胞へ の結合性や遺伝

子発現効率 が上昇 した と考 え られ る。

一方 で
、Ad一αE-L2とAd-oしV-L2のEGFRも しくはVEGFR2発 現細胞 における遺伝

子発現効率 は、従 来のAdベ クター(Ad-L2)よ りも大き く低 下 した。Ad-L2は 、その

ファイバー ノブ領域 と細胞 表面上のCARと の相互作用 によ りCAR陽 性 細胞に遺伝子

導入す る ことは周 知の事実で あるが、A431細 胞 にお けるEGFRの 発現 レベル はCAR

の発現 レベル よ り高い こ とが知 られてい る。一方で、MDA・MB-231細 胞 にお ける

VEGFR2の 発現 レベル はCARの 発 現 レベル よ り低い ことが知 られ ている。また、本研

究で使 用 したMonobodyの 標 的分 子へ の親和性 は、 ファイバー ノブ とCARの 親和性

(KD=14.8nM)101よ りも高 い ことが知 られ ている。以上か ら、CARの 発 現 レベルや標

的分子への親和性以外 の要 因が、Monobody提 示Adベ クターの遺伝子発現効率 が

Ad-L2よ り低 い ことに寄与 してい るこ とが示 唆 された。例 えば、ノブ レス ファイバー の

C末 端領 域 に提示 されたMonobodyの 標 的分子 への結合部位 が外側 を向いてい ない可

能性 が1っ の要 因 と して挙 げ られ る。Monobodyの 標 的への結合領域 はN末 端領域 に

位置 してい る。 しか しなが ら、 ノブ レス ファイバーのC末 端領域 にMonobodyを 挿入

した場合 、必然 的 にN末 端領域 に存在す る標 的へ の結合部位 は内側 を向いて しま う。

この よ うに、 ノブ レスフ ァイバ ーに挿入 した こ とに よる立体障害が原 因で、Monobody

の標 的へ の接触 効率が減少 してい る可能性が考 え られ る。あるいは、ファイバー ノブ と

.　 の相互作 用は、 ノブ レス ファイバーに挿 入 したMonobodyと 標 的分子 の相互作 用

と比較 して、 よ り効率 よ くエ ン ドサイ トー シスを引き起 こす のか もしれ ない。 一方、

CAR陰 性 細胞 においては、Ad-L2は ファイバー シャフ ト領域 に存在す るKKTK

(Lys-Lys-Thr-Lys)配 列 と細胞表面上 のヘパ ラン硫酸 との相互作用 に よ り遺伝子 導入

す るこ とが知 られ てい る102。Monobodyを 提 示 した ノブ レス ファイバー には、この

KKTK配 列 が存在 しないため、Ad・L2と 比較 して遺伝 子発 現効率が減少 した と考 え ら

れ る。

以 上 よ り、本研 究で はEGFRも しくはVEGFR2に 結合す るMonobodyを 提示 した
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新た な改変型Adベ クター を開発 し、標的細胞 にMonobodyと 細胞 表面上の標 的分子 を

介 し遺伝子導入可能で ある ことを示 した。す なわち、本Monobody提 示Adベ クター は

標的組織特異的 な遺伝子導入 による効率的 で安全 な遺伝子治療 の実現 に向けて優れ た

ター ゲテ ィングAdベ クター になるこ とが期待 され る。
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総括

1970年 後半 か らの分子生物 学の顕 著な進 歩 を背景 に、 これ まで不明で あった様 々な

疾 患の原 因が 、遺伝子や タ ンパ ク質 の レベル で解 き明か され る時代 となって きた。これ

に伴 う疾 患 関連遺伝子情報 を元 に、今 までに効果的な治療が望 めなか った よ うな難治性

疾 患に対 す る遺伝子治療研究 が精力 的に行 われてい る。 しか し、遺伝子治療 の実用化 に

は依然 多 くの問題 が残 され てお り、標 的 とな る組織 に効率 よ く治療用遺伝子 を送達可能

な ドラ ッグデ リバ リー システ ムの構 築 に基づ く安 全 で有 効 なベ クター 開発 が求 め られ

る。

Adベ クターは既 存の遺伝 子導入用ベ クター の中で も、高 い遺伝子導入効率 ・遺伝 子

発現効率 よ り、遺伝 子治療臨床研 究で広 く用 い られて い る。 しか しなが らAdベ クター

の抱 える問題 点 と して、1)生 体 内投与後 、抗Ad中 和抗体 に よ り遺伝子導入 が阻害 さ

れ るこ と、2)速 や かに血 中か ら消失す るた め、標 的組織 への効率の良い遺伝子導入 が

困難で あ るこ と、3)生 体投与後 、投与 量の大部分が ク ッパー細胞 に取 り込 まれ た後、

残存 したAdベ クター が血液凝 固第X因 子FactorX(FX)と の相 互作用 に よ り肝実質細

胞 に集積す る とともに肝障害 を誘発す るこ と、4)Ad受 容 体CARは 、正 常組織 を含 む

広範 な細胞 に発現 してい るた め、Adベ クター を生体 内 に投 与 した場合には、非標 的組

織 に感染 す るた め組織特異性 に乏 しい ことな どが挙 げ られ る。これ らの問題 を解 決す る

ために、これまでに外 来ペ プチ ドや低 分子化 抗体な どのターゲテ ィング分子 をAd外 殻

タンパ ク質 のファイバー領域 に挿入 したAdベ クター の開発 が試 み られてきた。 しか し

なが ら、未 だに臨床応用可能 な真 のターゲテ ィングAdベ クターは開発 されてい ない。

従来の5型Adベ クター に、そのまま ターゲテ ィング分子 を提示 して も、構造 的な問題

で ウイル ス粒子 が形成 され ないた めで ある。また、例 え ウイル ス粒子 が形成 され た とし

て も、ヘ キ ソン領域 へのFXの 結合 を回避で きず 、Adベ クターの肝指 向性 を抑制 す る

こ とが できないた めで ある。 ターゲテ ィングAdベ クター 開発 のためには、Adベ クタ

ー が元来備 えてい る肝指向性 の抑制 とターゲテ ィング能 の付与 が必要不 可欠 とな る。そ

のためにまずは、肝臓 に移 行 しに くい性質 を有 した35型Adの 利用や肝臓 回避 を 目指

したヘ キ ソン特異的PEG化 、立体構造 障害 を起 こす こ とな くターゲテ ィング分子 を挿

入 可能 なAdベ クター の構築 な どのAd外 殻 タ ンパ ク質 の最適化 が必要で ある。 その う

えで、標 的特 異 性の高い外来ペプチ ドや抗体分子 をAdベ クターに提示す る必 要が ある。

そ こで、この よ うな考 えの もと私は、これまでは試 み られて来 なかった新た なアプ ロー
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チに よ り、化学的 あるいは遺伝 子工学的手法 を用 いたAd外 殻 タンパ ク質の最適 化 とタ

ーゲテ ィング分子 のAdベ クターへ の挿入 を試 みた。

第 一章において、Adベ クターの血 中滞留性 を向上 させ るた め、PEG化FX(PEG-FX)

を利用 したヘキ ソン特異 的PEG化Ad(PEG-FX-Ad)ベ クター を開発 し、その機 能評

価 を行 った。その結果 、PEG-FX-Adベ クターは、抗Ad中 和抗体 を回避 かっ血 中滞 留

性 を向上す るこ とが可能 であった。 す なわ ち、FXを 利用す る ことで、簡便かっヘキ ソ

ン特異的 にAdベ クター を修飾可能 である ことが示 され た。PEG-FXを 用 い ることで、

Adベ クターの生体 内での動態 を変化 させ ることが示 された こ とか ら、今後 、PEG-FX

によるAdベ クターの修飾 は、標的組織特異的 に遺伝子導入可能 な遺伝子治療用ベ クタ

ーの開発 に向け応 用 され るこ とが期 待で きる
。

第二章 において、標 的組織特異 的な遺伝子導入 を可能 とす るAdベ クターの開発 に向

けた基盤 ベ クター を構築す るた め、a。イ ンテ グ リンに親 和性 を有す るRGDペ プチ ドを

挿入 した ファイバー置換型Ad(AdF35)ベ クターを開発 し、その遺伝子導入特性 を検 討

した。その結果、FGloopも しくはHIloopにRGDペ プチ ドを挿入 したAdF35ベ クタ

ー はRGDペ プチ ド依存的 に遺伝子導入可能 であった
。 また、その両方 にRGDペ プチ

ドを挿入す る ことによ り、一か所 のみにRGDペ プチ ドを挿入 したベ クター と比較 し大

き く遺伝子発現効率 を上昇 させ た。今後、本ベ ク ター は安全 な遺伝子治療 を達成す るた

めのター ゲテ ィング能 を有 したAdベ クターの開発 に向けた基盤ベ クター として の利用

が期待 され る。

第 三章において、標 的組織特 異的に遺伝子 導入す るAdベ クター を開発す るた め、フ

ァイバ ー領域 をT4フ ァージ 由来の フィブ リチ ンで置換 した ノブ レスフ ァイバー を有す

る ノブ レスAdベ クタ ー に、低 分 子化 抗 体様 分 子 で あ るMonobodyを 挿 入 した

Monobody提 示Adベ クター を開発 し、その機 能評価 を行 った。その結果 、Monobody

提 示Adベ クターは、標的分 子に特異 的に結合 し、効率 的に遺伝子導入可能で あった。

今 後、Monobodyを 挿 入 したAdベ クターは、標 的組織特異的 な遺伝 子導入 を達成す る

ターゲテ ィングAdベ クター としての応用 が期待 され る。

1990年 には じま り、夢 の治療法 といわれ ていた遺伝子治療 であるが、現在 は、 も う

一度基礎研究 に立 ち戻 るこ とで
、実用化 に向けて一歩一歩進んでい る段 階であ る。生体

に適用 可能 なター ゲテ ィングAdベ クター を開発す るた めには、まずは、元来備 えてい

る肝指 向性 を抑制す る必要 がある。本研究 で行 ったヘ キ ソン特異的PEG化 やAdF35

ベ ク ターの利用 が有効 な手段 である と考 え られ る。他 には、血液凝 固因子FXと の結合
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能 を欠損 したAdベ ク ターの開発 も有望であ る と考 え られ る。そ して 、この よ うな肝指

向性 を抑制 したAdベ クター を開発 した後、Adベ クター に提示可能 な適切 なターゲテ

ィング分子 を選択 す ることが重要 とな る。本研 究で利用 したMonobodyは 、分子量 が

小 さく、分子 内にシステイ ン残基 が存在せず還元条件 下で安 定であ るといった特徴 を有

す るためAdベ クター に提 示す る分子 として適 してい る。 しか しなが ら、現時点で作製

され てい る細胞表面 に発現す る分子 に結合す るMonobodyは 、EGFR、VEGFR2、 イ

ンス リン様 増殖因子受容体(Insulin-likegrowthfactorreceptor;IGFR)82、 エス トロゲ

ン受容体(Estrogenreceptoralpha)103、 α。R3イ ンテ グ リン104、Fα γ受容体IIA(Fcγ

receptorsIIA)105、Fcγ 受容体II][A(FcyRIIIA)105な どを標 的 とす る数種類 のみで ある83。

従 って 、 これ以外 の分子 をター ゲ ッ トとす る場 合 に は、 目的 とす る抗原 に結 合す る

Monobodyを ファー ジ表面提示法や リボソー ムデ ィスプ レイ法 を用 いて、自身で取得す

る必要が ある と考 え られ る。そ して将来的には、上述 したAd外 殻 タンパ ク質 の最適化

と新 規Monobodyの 挿入 を組 み合 わせ ることで、 よ り効率的 に標的組織特異的 な遺伝

子導入 を可能 とす るAdベ クター の開発 を 目指 したい。本研究 で開発 した外殻 タンパ ク

質改変Adベ クター システムが、遺伝 子治療研 究の進展 に貢献 し、一 日も早 く遺伝子 治

療が実用化 され現在 の不知 の病が完 治でき る時代が来 るのを期待 したい。
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結論

1.血 液凝 固第X因 子(FX)を 利用 してAdの 主要外殻 タンパ ク質で あるヘキ ソンを特異

的にPEG修 飾 したPEG-FX-Adベ クター は、遺伝 子導入活1生を維 持 したまま、従来の

Adベ クター と比較 して高 い血 中滞留性 お よび抗Ad中 和抗体 による阻害回避能 を示 し

た。

2.35型 ファイバー ノブのCD46と の結合部位 に外来ペ プチ ドを挿入可能な ファイバー

置換型Adベ クター を開発 した。avイ ンテ グ リンに結合す るArg-Gly-Asp(RGD)ペ プチ

ドを35型Adフ ァイバー ノブに挿入 した ところ、CD46非 依 存的かつRGDペ プチ ド依

存 的に標 的細胞 に遺伝 子導入す るこ とに成功 した。

3.35型Adフ ァイバ ーノブ領域 のFG、HIル ー プの両方 に外来ペプチ ドを挿入 可能 な

ファイバー置換型Adベ クター を作製 し、その両方にRGDペ プチ ドを挿入す るこ とで、

CD46陰 性細胞 に対 しさらに効率 よ く遺伝子導入す るこ とに成功 した。

4.血 管内皮増殖因子受容体(VEGFR)2も しくは上皮増殖 因子受容体(EGFR)に 結合

す るMonobodyを ファイバー ノブ欠損領域 に挿入 したMonobody提 示Adベ クター を開発

し、各標的分子 に特異的 に結合可能で ある ことを示 した。 また、Monobody提 示Adベ ク

ター は、標 的分子発現細胞 に対 しMonobody依 存的 に特異的 に遺伝子導入可能 であった。

本研究 で開発 した新規Adベ クターは、安 全で有効な遺伝 子治療 の達成 に向けたター ゲ

テ ィングベ ク ターの基盤 とな るとともに、将来的 にこれ らの技術 を組 み合 わせ る ことで

優れ たターゲテ ィングAdベ クターが開発 され るこ とが期待 され る。
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