
 氏 名   城  潤 一 郎  

（ 論 文 内 容 の 要 旨 ）  

本 論 文 は 、 多 糖 か ら な る 遺 伝 子 発 現 の た め の 非 ウ イ ル ス キ ャ リ ア の 創

製 と そ の キ ャ リ ア に よ る 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 移 植 治 療 効 果 に つ い て 調 べ 、

そ の 研 究 成 果 を ま と め た も の で あ り 、 2 部 8 章 か ら な っ て い る 。  

 緒 言 で は 、多 糖 か ら な る 非 ウ イ ル ス キ ャ リ ア と プ ラ ス ミ ド D N A と の 複

合 体 の 物 理 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 性 質 と 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と の 関 係 、な

ら び に そ れ ら の 複 合 体 を 用 い て 遺 伝 子 改 変 し た 細 胞 の 移 植 治 療 効 果 を

調 べ る 実 験 の 必 要 性 を 概 説 し 、研 究 目 的 と そ の 背 景 、お よ び 本 論 文 の 概

説 が 述 べ ら れ て い る 。  

 第 1 部 で は 、多 糖 キ ャ リ ア の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 遺 伝 子 導 入 時 の 培

養 方 法 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 与 え る 影 響 に つ い て 調 べ て い る 。  

第 1 章 で は 、 ス ペ ル ミ ン を プ ル ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 あ る い は マ ン ナ

ン へ 化 学 導 入 し た カ チ オ ン 化 多 糖 を 作 製 し た 。カ チ オ ン 化 多 糖 － プ ラ ス

ミ ド D N A 複 合 体 の 見 か け の 分 子 サ イ ズ お よ び ゼ ー タ 電 位 は 、多 糖 の 種 類

に よ ら ず 同 程 度 で あ っ た 。一 方 、複 合 体 と の レ ク チ ン と の 相 互 作 用 の 強

さ は 多 糖 の 種 類 に 依 存 し た 。カ チ オ ン 化 多 糖 － プ ラ ス ミ ド D N A 複 合 体 に

よ る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 用 い た 多 糖 の 種 類 あ る い は 細 胞 の 種 類 に 依 存

す る こ と が わ か っ た 。  

第 2 章 で は 、異 な る ア ミ ン 化 合 物 を デ キ ス ト ラ ン へ 化 学 導 入 し た カ チ

オ ン 化 デ キ ス ト ラ ン を 作 製 し た 。カ チ オ ン 化 デ キ ス ト ラ ン を 酸 塩 基 滴 定

し た と こ ろ 、 そ の 中 性 領 域 で の p H 緩 衝 能 は ア ミ ノ 化 合 物 の 種 類 に 依 存

し た 。カ チ オ ン 化 デ キ ス ト ラ ン － プ ラ ス ミ ド D N A 複 合 体 に よ る 遺 伝 子 発

現 レ ベ ル は 、 ア ミ ン 化 合 物 の 種 類 に 依 存 す る こ と が わ か っ た 。  

第 3 章 で は 、分 子 量 の 異 な る プ ル ラ ン へ ス ペ ル ミ ン を 化 学 導 入 し た カ

チ オ ン 化 プ ル ラ ン を 作 製 し た 。カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － プ ラ ス ミ ド D N A 複

合 体 の 見 か け の 分 子 サ イ ズ 、ゼ ー タ 電 位 、お よ び レ ク チ ン と の 相 互 作 用

の 強 さ は 、プ ル ラ ン の 分 子 量 に よ り 変 化 し た 。カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － プ

ラ ス ミ ド D N A 複 合 体 に よ る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、プ ル ラ ン の 分 子 量 に 依

存 す る こ と が わ か っ た 。  

第 4 章 で は 、ス ペ ル ミ ン の 導 入 率 の 異 な る カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン を 作 製

し た 。カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － プ ラ ス ミ ド D N A 複 合 体 の 見 か け の 分 子 サ イ

ズ 、 ゼ ー タ 電 位 、 お よ び レ ク チ ン と の 相 互 作 用 の 強 さ は 、 プ ル ラ ン へ の

ス ペ ル ミ ン 導 入 率 に よ り 変 化 し た 。 カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － プ ラ ス ミ ド

D N A 複 合 体 に よ る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 プ ル ラ ン へ の ス ペ ル ミ ン 導 入 率

に 依 存 す る こ と が わ か っ た 。ま た 、最 も 高 い 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す ス

ペ ル ミ ン 導 入 率 は 、 プ ル ラ ン の 分 子 量 に よ り 異 な る こ と が わ か っ た 。  
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第 5 章 で は 、カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － プ ラ ス ミ ド D N A 複 合 体 を 、細 胞 接

着 タ ン パ ク 質 と も に 培 養 基 材 表 面 へ コ ー テ ィ ン グ し た 。そ の 基 材 に 骨 髄

由 来 間 葉 系 幹 細 胞 （ M S C） を 播 種 、 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た （ リ バ ー ス ト ラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン ）。 リ バ ー ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 通 常 の 遺 伝 子

導 入 法 と 比 較 し て 、遺 伝 子 発 現 レ ベ ル お よ び 期 間 を そ れ ぞ れ 有 意 に 増 強

お よ び 延 長 さ せ る こ と が わ か っ た 。  

第 2 部 で は 、カ チ オ ン 化 多 糖 － 遺 伝 子 複 合 体 を 用 い て 遺 伝 子 改 変 し た

細 胞 の 治 療 効 果 を 疾 患 動 物 モ デ ル を 用 い て 評 価 し て い る 。  

第 6 章 で は 、カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン を 用 い て 抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を も つ

ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ A M） を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド D N A を M S C へ 導 入 、

遺 伝 子 改 変 し た 。A M 遺 伝 子 改 変 M S C は A M を 分 泌 し 、元 の M S C に 比 べ て 、

低 酸 素 条 件 下 で そ の 生 存 率 の 高 い こ と が わ か っ た 。 A M 遺 伝 子 改 変 M S C

を 急 性 心 筋 梗 塞 モ デ ル ラ ッ ト の 心 筋 内 へ 移 植 し た と こ ろ 、 M S C 移 植 治 療

群 に 比 べ て 、 移 植 治 療 効 果 が 有 意 に 改 善 し て い る こ と が わ か っ た 。  

第 7 章 で は 、 カ チ オ ン 化 デ キ ス ト ラ ン を 用 い て 抗 腫 瘍 効 果 を も つ N K 4

を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド D N A を 、腫 瘍 部 位 集 積 能 を も つ マ ク ロ フ ァ ー ジ

（ M φ） へ 導 入 、遺 伝 子 改 変 し た 。 N K 4 遺 伝 子 改 変 M φか ら N K 4 が 分 泌 さ れ

る こ と が わ か っ た 。N K 4 遺 伝 子 改 変 M φを 腫 瘍 モ デ ル マ ウ ス の 尾 静 脈 内 へ

投 与 し た と こ ろ 、M φは 腫 瘍 組 織 中 へ 集 積 す る こ と が 確 認 さ れ た 。さ ら に 、

N K 4 遺 伝 子 改 変 M φ投 与 群 で は 、 M φ投 与 群 と 比 較 し て 、有 意 に 腫 瘍 増 殖 を

抑 制 す る こ と が わ か っ た 。  

 第 8 章 で は 、 カ チ オ ン 化 デ キ ス ト ラ ン を 用 い て 抗 腫 瘍 効 果 を も つ

I L - 1 2 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド D N A を 免 疫 担 当 細 胞 で あ る 樹 状 細 胞（ D C）

へ 導 入 、遺 伝 子 改 変 し た 。I L - 1 2 遺 伝 子 改 変 D C は I L - 1 2 を 分 泌 し て い た 。

I L - 1 2 遺 伝 子 改 変 D C を 腫 瘍 モ デ ル マ ウ ス の 腫 瘍 内 へ 投 与 し た と こ ろ 、D C

投 与 群 と 比 較 し て 、抗 腫 瘍 免 疫 反 応 が 活 性 化 さ れ 、有 意 に 腫 瘍 増 殖 を 抑

制 す る こ と が わ か っ た 。  

 以 上 の こ と か ら 、多 糖 よ り 作 製 し た 非 ウ イ ル ス キ ャ リ ア は 、細 胞 へ 効

率 よ く 遺 伝 子 導 入 が で き る こ と が わ か っ た 。遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、カ チ

オ ン 化 多 糖 の 物 理 化 学 的 性 質 お よ び 生 物 学 的 性 質 だ け で な く 、細 胞 培 養

の 方 法 に も 依 存 す る こ と が わ か っ た 。カ チ オ ン 化 多 糖 で 遺 伝 子 改 変 し た

細 胞 は 、そ の 生 物 機 能 が 増 強 さ れ て お り 、各 種 疾 患 に 対 す る 高 い 治 療 効

果 を 示 す こ と が わ か っ た 。  
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 （ 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 ）  

本 論 文 は 、多 糖 か ら な る 遺 伝 子 導 入 の た め の 非 ウ イ ル ス 性 キ ャ リ ア の

創 製 と そ の キ ャ リ ア に よ る 遺 伝 子 改 変 細 胞 の 治 療 効 果 に つ い て ま と め

た も の で あ り 、 得 ら れ た 主 な 成 果 は 次 の と お り で あ る 。  
多 糖 お よ び ア ミ ン 化 合 物 の 種 類 、多 糖 の 分 子 量 、お よ び ア ミ ン 化 合 物

の 導 入 率 の 異 な る カ チ オ ン 化 多 糖 を 作 製 し た 。得 ら れ た カ チ オ ン 化 多 糖

を 用 い て 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た 結 果 、  
1 )  多 糖 の 種 類 (プ ル ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び マ ン ナ ン )あ る い は 細

胞 の 種 類 に よ っ て 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 異 な る こ と 、 2 )  ア ミ ン 化 合 物 の

種 類 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え 、ス ペ ル ミ ン が 最 も 高 い 遺 伝 子 発

現 レ ベ ル を 示 す こ と 、 3 )  プ ル ラ ン の 分 子 量 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 影 響

を 与 え 、 分 子 量 4 7 , 3 0 0 の プ ル ラ ン が 最 も 高 い 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す

こ と 、お よ び 4 )  多 糖 へ の ア ミ ン 化 合 物 の 導 入 率 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に

影 響 を 与 え 、最 も 高 い 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す ス ペ ル ミ ン 導 入 率 は 、分

子 量 に よ り 異 な る こ と を 明 ら か に し た 。ま た 、カ チ オ ン 化 プ ル ラ ン － 遺

伝 子 複 合 体 を 、細 胞 接 着 タ ン パ ク 質 と と も に 培 養 基 材 表 面 へ コ ー テ ィ ン

グ し た 。 そ の 基 材 に 骨 髄 由 来 間 葉 系 幹 細 胞 ( M S C )を 播 種 す る 遺 伝 子 導 入

培 養 法 を 行 っ た 結 果 、 5 )遺 伝 子 導 入 培 養 の 方 法 が 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 影

響 を 与 え る こ と を 明 ら か に し た 。  
カ チ オ ン 化 多 糖 を 用 い た 遺 伝 子 改 変 細 胞 に よ る 移 植 治 療 を 行 っ た 結

果 、  
6 )  抗 ア ポ ト ー シ ス 作 用 を も つ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン 遺 伝 子 で 改 変 し た

M S C は 、急 性 心 筋 梗 塞 に 対 す る 治 療 効 果 を 増 強 す る こ と 、 7 )  抗 腫 瘍 効

果 を も つ N K 4 遺 伝 子 で 改 変 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 腫 瘍 に 対 す る 治 療

効 果 を 増 強 す る こ と 、お よ び 8 )  免 疫 反 応 性 の 抗 腫 瘍 効 果 を も つ イ ン タ

ー ロ イ キ ン 1 2  遺 伝 子 で 改 変 し た 樹 状 細 胞 は 、 腫 瘍 に 対 す る 治 療 効 果 を

増 強 す る こ と を 明 ら か に し た 。  
以 上 、本 論 文 は 、細 胞 の 遺 伝 子 導 入 の た め の 非 ウ イ ル ス 性 キ ャ リ ア の

デ ザ イ ン お よ び 遺 伝 子 改 変 細 胞 に よ る 治 療 に 関 し て 重 要 な 基 礎 的 知 見

を 得 た も の で あ り 、 学 術 上 、 実 際 上 寄 与 す る と こ ろ が 少 な く な い 。 よ っ

て 、 本 論 文 は 博 士 （ 工 学 ） の 学 術 論 文 と し て 価 値 が あ る も の と 認 め る 。

ま た 、平 成 2 1 年 2 月 2 3 日 、論 文 内 容 と そ れ に 関 連 し た 事 項 に つ い て の

試 問 を 行 っ た 結 果 、 合 格 と 認 め た 。  

 

 

 

 

 
 


