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論  文  内  容  の  要  旨  

先天性遺伝子疾患や悪性腫瘍などをターゲットとする遺伝子治療に向けてウイルス性および非ウイルス性ベクターの開発  

が精力的になされている。ウイルス性ベクターは高い遺伝子発現効率をもつが日常的臨床応用に供するにはいくつかの障害  

がある。一方，非ウイルス性ベクターはウイルス性ベクターにくらべて，抗原性や細胞毒性は低く，医療材料として用いら  

れてきた実績からも汎用性は高いと考えられる。さらに導入する遺伝子サイズにも制限はなく，化学的修飾も比較的容易で  

ある。このようにウイルス性ベクターにくらべて多くの利点があるものの，その遺伝子発現効率はきわめて低いといわざる  

をえない。今研究では非ウイルス性の遺伝子ベクターの低い発現効率を改善するために，ドラッグデリバリーシステムの技  

術を用いて二つのアプローチを試みた。すなわち，物理的刺激（超音波）と遺伝子徐放システムである。  

1．物理刺激（超音波）による遺伝子発現効率の増強効果   

非ウイルス性ベクターとしては，食品ならびに医薬品の使用の歴史より生体安全性が高いと考えられる生体吸収性高分子  

のゼラチンを用い，これにアミノ基を導入してカチオン化ゼラチンを作製した。LacZ遺伝子をもつpSV－LacZとカチオン  

化ゼラチンの複合体水溶液をDDYマウスの大腿筋に注射後，各時間経過後に超音波を照射した。一定期間後，β－ガラク  

トシダーゼ活性を測定した。超音波照射群でβ－ガラクトシダーゼ活性は有意に上昇し，2日目まで遺伝子発現は増強した。  

超音波を照射しない群では，12時間後以後はほとんど発現量に変化は見られなかった。   

超音波の照射による生物学的な影響は，温熱作用，ギヤビテーション現象，直接の機械的な作用の3つに分けることがで  

きる。この遺伝子導入実験系では温熱作用ではなく，細胞膜の透過性を克進させるキャビテーション現象が主要なメカニズ  

ムではないかと考えられる。  

2．徐放システムを用いた遺伝子発現の改善と治療効果   

ゼラチンマイクロスフェアをプラスミドDNAの徐放担体として用いて，局所における発現の改善を試みた。ラジオアイ  

ソトープによる検討ではゼラチンの生体内分解と共にプラスミドDNAが徐放されたことが示され，pSV－LacZによる発  

現の検討ではプラスミドDNA単独に比べて発現期間が有意に延長していた。さらにこのシステムを用いて，マトリックス  

メタロブロテアーゼー1（MMP－1）をコードする遺伝子をもつプラスミドDNA（pCMV－MMP－1）を，糖尿病モデルマ  

ウスの腎硬化症の予防効果を検討した。リン酸緩衝生理食塩水（PBS），ゼラチンマイクロスフェアのみ，PCMV，MMP－1  

溶液，PCMV－MMP－1含有ゼラチンマイクロスフェアをC57B16マウス腎皮膜下に投与後，7日日にストレプトゾトシン  

（STZ）を腹腔内注射して糖尿病を誘導した。STZ往復，28日目にマウスを犠死させ，腎機能および組織切片を評価した。  

pCMV，MMP－1含有ゼラチンマイクロスフェア投与群では，血中尿素窒素はPBS投与群に比べ有意に改善し，マッソン  

トリクローム染色による観察ではマウス腎組織の線維化も抑制された。マウス腎組職中のハイドロキシプロリン定量による  

と，PCMV－MMPTl投与群とpCMV－MMP－1含有ゼラチンマイクロスフェア投与群で，PBS投与群に比べ組織中の線  

推量が有意に少なかった。非ウイルス性ベクターであるカチオン化ゼラチンによるプラスミドDNAの遺伝子発現効率を超  
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音波，徐放システムで改善させることができた。徐放システムでは腎硬化症の治療実験においても有効性が確認された。   

この二つの技術は生体安全性，非侵襲性，毒性，コストの面などで有利であり，遺伝子治療の臨床応用に向けた有望な手  

段であると考えられる。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，遺伝子治療に用いるベクターとして非ウイルス性ベクターであるカチオン化ゼラチンを用い，ドラッグデ リバ  

リーシステムの技術を利用して二つのアプローチ，すなわち，物理的刺激（超音波）と遺伝子徐放システムによって遺伝子  

発現効率の改善を試みたものである。   

まず，LacZ遺伝子をもつpSV－LacZとカチオン化ゼラチンの複合体水溶液をマウス大腿筋に注射後，超音波を照射し，  

一定期間後，β－ガラクトシダーゼ活性を測定した。超音波照射群でβ－ガラクトシダーゼ活性は有意に上昇し，2日目まで  

遺伝子発現は増強した。超音波を照射しない群では，12時間後以後はほとんど発現量に変化は見られなかった。   

次にゼラチン粒子をプラスミドDNAの徐放担体として用いて，局所における発現効率の改善を試みた。ラジオアイソト  

ープによる検討ではゼラチンの分解と共にプラスミドDNAが徐放されたことが示され，発現の検討ではプラスミドDNA  

単独に比べて発現期間が有意に延長していた。さらにこのシステムを用いて，マトリックスメタロプロテアーゼー1（MMP  

－1）の遺伝子をもつプラスミドDNAを，糖尿病モデルマウスの腎硬化症の予防効果を検討した。予防群では血中尿素窒  

素は非投与群に比べ有意に改善し，組織学的検討，腎組織中Ⅰ型コラーゲン量でも線維化の抑制が認められた。   

以上の研究は，非ウイルス性ベクターの遺伝子治療へ向けての有用性および臨床応用への実現性を高めるのに寄与すると  

ころが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成15年2月26日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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