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論  文  内  容  の  要  旨  

近年，アンチセンスDNA，SiRNAやデコイなどオリゴヌクレオチド医薬品を用いた遺伝子治療が注目されている。中  

でもNF片Bデコイは，炎症性疾患や免疫疾患への治療が期待されているが，現在，局所投与では効果があるものの，静脈  

内投与では酵素分解などのため標的細胞に十分量のNFKBデコイが到達せず治療効果は得られない。したがって，NFKB  

デコイを用いた効果的な全身レベルでの治療法を確立するためには，治療の標的となる細胞，例えば，全身性サイトカイン  

産生細胞であるKupffer細胞に対する細胞選択的なデリバリーシステムの開発が不可欠であると考えられる。Kupffer細胞  

を治療標的とする場合は，厳密な基質認識性を有するフコースレセプターがKupffer細胞特異的に発現することから，フコ  

ース修飾を利用した細胞選択的な遺伝子導入キャリアを開発することにより，NF忙Bデコイの静脈内投与による治療が可能  

になると考えられる。そこで著者は，NFKBデコイに対するKupffer細胞選択的な送達法の開発を目的として，フコース修  

飾コレステロール誘導体（Fuc－C4－Chol）を合成し，フコース修飾カチオン性リポソームの製剤設計を行うとともに，そ  

の機能をin vitro，in vivo実験において系統的に評価した。  

Ⅰ．培養細胞におけるフコース修飾カチオン性リポソームを用いたNFKBデコイのKupffer細胞選択的送達の評価   

マウスマクロファージ様細胞RAW264．7細胞を用いて，FITC標識NFKBデコイの細胞内分布のLPS刺激による変化  

を観察したところ，naked FITC標識NFKBデコイはLPS刺激の有無にかかわらず大部分が細胞質に分布し，核への移行  

はほとんど認められなかった。次に，カチオン性リポソーム／rhodamine標識NFKBデコイ複合体の細胞内分布ならびに  

取り込み特性を検討したところ，naked NFKBデコイの場合と比べ有意な取り込み量の増加がみられ，またその大部分が  

細胞質に分布した。次に，NFKBデコイの薬理効果の指標としてLPS誘発性TNFα産生に対する抑制効果を評価したとこ  

ろ，カチオン性リポソーム製剤において有意な抑制が認められ，リポソーム製剤がキャリアシステムとして有効であること，  

ならびにNFKBデコイの作用点が細胞質であることが示唆された。また，フコースレセプターを発現する初代培養Kupffer  

細胞を用いてフコース修飾リポソーム／［32p］標識NFKBデコイ複合体の細胞への取り込みを評価した結果，対照のnaked  

NF〝Bデコイおよびカチオン性リポソーム複合体より有意に高い細胞取り込みが示された。 また，その取り込みは，過剰量  

のフコース，ガラクトース，マンノース修飾牛血清アルブミン存在下において有意に阻害されたことから，フコースレセプ  

ターを介した取り込みの関与が示唆された。  

Ⅰ．In vivoにおけるフコース修飾カチオン性リポソーム／NFHBデコイ複合体のKupffer細胞選択的送達とエンドトキ  

シン誘発性肝疾患に対する治療効果の評価   

前章において，フコース修飾リポソーム／NFKBデコイ複合体がKupffer細胞特異的に発現するフコースレセプターを介  

して効率よく取り込まれることがわヱて万わ℃において明らかとなったので，本章では才乃γfγ0においてフコース修飾リポソー  

ム／NFKBデコイ複合体の静脈内投与によるKupffer細胞選択的な送達および炎症抑制効果について検討した。静脈内投与  

後，フコース修飾リポソーム／［32p］標識NFKBデコイ複合体は，対照のnaked NFJ〔Bデコイおよびカチオン性リポソーム  
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複合体に比べ，有意に高く肝臓へ集積した。またKupffer細胞への取り込みを確認するため，Kupffer細胞に障害を与える  

GdC13を前投与したところ，フコース修飾リポソーム複合体の肝臓への集積が有意に減少した。次に，フコース修飾リポソ  

ーム複合体によるエンドトキシン誘発性肝疾患に対する治療効果の可能性を探ることを目的に，LPS肝疾患マウスを用い  

て血清中に産生されたTNFα量を指標に治療効果を評価した。LPS誘発性肝疾患マウスに対し，フコース修飾リポソーム  

／NFKBデコイ複合体を静脈内投与したところ，対照のnaked NFKBデコイ，ガラクトース修飾リポソーム複合体，マン  

ノース修飾リポソーム複合体，カチオン性リポソーム複合体と比べ，血清中TNFα量の有意な抑制効果が認められた。ま  

た，本治療実験に用いたマウスの肝臓の核内NFKB量をEMSA法により評価したところ，有意な核内NFKB量の増加抑  

制が認められ，フコース修飾リポソーム／NFKBデコイ複合体によるNFKBの活性化抑制が確認された。   

以上，フコース修飾カチオン性リポソームの開発により，NFKBデコイの静脈内投与によるフコース認識を介したKupf  

fer細胞選択的な送達を実現し，LPS誘発性肝疾患マウスにおけるTNFαの産生抑制効果を得ることに成功した。以上の  

結果は，NF〝Bを標的とした炎症性疾患や免疫疾患に対する治療の実現に向けて有用な基礎的知見を与えるものと考えられ  

る。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

近年，オリゴヌクレオチド医薬品を用いた遺伝子治療が注目され，中でもNF〝Bデコイは炎症性疾患や免疫疾患治療へ  

の応用が期待されているが，局所投与では効果があるものの，静脈内投与では酵素分解などのため標的細胞に十分量の  

NF〝Bデコイが到達せず治療効果は得られない。したがって，治療の標的となる細胞，例えば全身性サイトカイン産生細胞  

であるKupffer細胞に対する細胞選択的なデリバリーシステムの開発が強く望まれる。申請者は，NFKBデコイに対する  

Kup茸er細胞選択的な送達法の開発を目的として，フコース修飾コレステロール誘導体（Fuc－C4－Chol）を利用したフコ  

ース修飾カチオン性リポソームの製剤設計を行い，その機能をわ7てガかⅦ，f乃γfγ0実験において系統的に評価した。  

Invitroにおいて，マウスマクロファージ様細胞RAW264．7細胞に加えたnakedFITC標識NFKBデコイは，LPS刺激  

の有無にかかわらず大部分が細胞質に分布し核への移行はほとんど認められなかった。カチオン性リポソーム／rhodamine  

標識NFKBデコイ複合体の場合は，有意な取り込み量の増加と，同様の細胞質への分布がみられた。次に，NFKBデコイ  

の薬理効果の指標として，LPS誘発性TNFα産生に村する抑制効果を評価した結果，カチオン性リポソーム製剤が有効で  

あり，NFKBデコイの作用点が細胞質であることも示唆された。さらに，フコースレセプターを持つ初代培養Kupffer細胞  

を用いてフコース修飾1）ポソーム／［32p］標識NFKBデコイ複合体の細胞への取り込みを評価した結果，有意に高い細胞取  

り込みが示されフコースレセプターを介した取り込みが示唆された。   

次に，フコース修飾リポソーム／NFKBデコイ複合体のマウス静脈内投与によるKupffer細胞選択的な送達および炎症抑  

制効果について検討した結果，フコース修飾リポソーム／［32p］標識NFKBデコイ複合体は，対照のnaked NFKBデコイお  

よびカチオン性リポソーム複合体に比べ有意に高く肝臓へ集積し，他方，Kup＃er細胞に障害を与えるGdC13の前投与によ  

り有意に減少した。また，エンドトキシン誘発性肝疾患に対する治療効果の可能性を探るため，LPS誘発性肝疾患マウス  

に対しフコース修飾リポソーム／NFJCBデコイ複合体を静脈内投与したところ，対照のnaked NFKBデコイやガラクトー  

ス及びマンノース修飾リポソーム複合体等と比べ，血清中TNFα量の有意な抑制効果が認められた。さらに，マウスの肝  

臓核内NFJ〔B量の有意な増加抑制が認められ，NFKBの活性化抑制が確認された。   

以上，フコース修飾カチオン性リポソームにより，invivoにおけるNFKBデコイのKupffer細胞選択的な送達を実現し，  

LPS誘発性肝疾患マウスにおけるTNFαの産生抑制効果を得ることに成功した。本結果は，NFKBを標的とした炎症性疾  

患や免疫疾患に対する治療の実現に向けて有用な基礎的知見を与えるものと考えられる。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成17年3月2日論文内容とそれと関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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