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マクロファージにおける高分子医薬品の細胞内動態

制御と効果改善に関する研究
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総 論の部

緒日

ドラッグデリバリーシステム (DDS)は、薬物の体内動態を精密に制御することにより薬物療法

の最適化を実現しようとする薬物投与形態の総称である。生理活性タンパク質等の高い薬理活性を

有し、病巣部位へ望ましい濃度一時間パターンのもとに送達することが必要な薬物を医薬品として

開発し、これらを用いた有効かつ安全な治療を実現するためには、 DDS技術の導入は必要不可欠

であると考えられる。近年、新しい薬物治療法として生理活性タンパク質や遺伝子等の高分子医薬

品を用いる試みが注目されているが、薬効を発現するためにこれら高分子医薬品は細胞内のある特

定の細胞小器官へ送達されるととが必要である場合が多い。従って、高分子医薬品を用いた治療の

最適化には、個体レベルにおける動態のみならず、標的細胞における細胞レベルでの動態を厳密に

制御する必要があると考えられる。よって、細胞内まで合めた高分子医薬品の動態を評価しその薬

効発現との関係を明らかにすることにより、最大の治療効果を得ることができる高分什、生 DDSの

開発が可能となると思われるが、このような観点に基づき展開された DDS研究の例は乏しいのが

現状である。

そこで著者は、生体内において異物排除や免疫などにおいて重要な役割を演じており、高分子医

薬品の標的細胞としてのみならず、全身体内動態を規定する細胞としても重要と考えられるマクロ

ファージを対象に選び、物理化学的性質や細胞内の標的部位が異なる 3穫の高分子医薬品の細胞

取り込み動態を解析し、それぞれの生物学的効果との関連を検討した。また、得られた情報に基づ

き、高分子医薬品を用いた治療の最適化のための細胞内動態制御法の開発指針の確立を試みた。ま

ず最初に、生理活性タンパク質として superoxidedismutase (SOD)を選び、炎症性マクロファージ

の細胞膜やエンドソーム膜等に存在する NADPHoxidaseより産生され、種々の炎症性疾患に関与

しているスーパーオキサイドアニオンを効率的に消去することを目的に SODに化学修飾を施し、

その修飾効果を評価した。次に、病因遺伝子の発現を特異的に抑制することにより治療効果を発現

するアンチセンスオリゴヌクレオチド (Oligo)をとりあげ、 Oligo単独、あるいは効果増強を目的

としてカチオン|主リボソームとの複合体とした際の、作用部位である核あるいはサイト、ノルへの移

行性とアンチセンス効果との関連を評価した。さらに、遺伝子治療において非ウイルスベクターと

して用いられ、細胞内の標的部位が核に限定されるプラスミド DNA(pDNA)を対象として、 pDNA

の細胞取り込み動態とマクロファージ活性化との関連について検討を行った。

以下、これらの結果について三章にわたり論述する。



第 I章 化学修飾による superoxidedismutaseの細胞膜親和性および活性酸

素消去能の改善

ことが示されている。とりわけマンノース修飾 SOD(Man-SOD)は、マンノースレセプターを介し

たエンドサイトーシスの機構により炎症性マクロファージに効率よく取り込まれ、優れた活性酸素

消去を示したことから、活性酸素による炎症性疾患への治療薬としての可能性が報告されている

(27)。炎症時に放出されるスーパーオキサイドアニオンは、マクロファージや好中球などの食食細

胞に発現している NADPHoxidaseが種々の刺激に応答して産生している (Fig.1) (28-30)。この

NADPH oxidaseは細胞膜やエンドソーム膜上などに存在していることから、 SODを治療薬として

適用すること目的として化学修飾を施す際には、レセプタ一介在性エンドサイトーシスにより速や

かに細胞内に内在化を受けると考えられる Man-SODのような誘導体よりも、むしろ細胞膜上に長

くとどまることにより NADPHoxidaseの近傍に存在できるような SOD誘導体を設計することで、

SODの有する活性酸素消去能を最大限に引き出すととが可能になると思われる。

そとで本章においては、細胞膜の負電荷との静電的相互作用に基づき、細胞膜表面に SODを局

在させることを目的として SODに正電荷を導入したカチオン化 SOD(Cat-SOD)を設計した。そ

して、マクロフ ァージより放出される活性酸素に対する消去能と細胞取り込み機構との関連に基づ

き、カチオン化修飾効果の評価を行った (31)。

近年の遺伝子組み替え技術の発達により、種々の生理活性タンパク質を容易に製造することが可

能となり、これらの多くは既に医薬品として上市されるにいたっている。とれらは微量で強い効果

を示すものの、強い副作用を有することや生体内での安定性・半減期等に問題を抱える例などが多

いことから、その開発に DDS技術の導入が活発に進められている。そのなかでもターゲテイング

は薬物の体内における分布過程を制御する技術であり、薬物投与後の生体内における分布動態を公

化させ、薬物を標的臓器や病巣部位へ効率よく送達させることにより副作用の軽減、投与量や投与

回数の削減といった Qualityof Lifeの向上につながるものとして期待されている (1，2)。

superoxide dismutase (SOD)は様々な炎症性疾患に関与していることが報告されている活性酸素

であるスーパーオキサイドアニオンを特異的に消去することから、活性酸素障害の治療薬としての

開発が期待されている生理活性タンパク質である (3)。しかしながら SODの全身レベルにおける

体内動態は、 静脈内投与後速やかに腎臓から尿中に排池され、 血中での半減期が約 5分と非常に

短いことから、繰り返し投与を行わないと効果が得られないなどの問題が指摘されている (4，5)。

そこでこのような問題を解決させるため、 polyethyleneglycol(PEG)で SODを修飾することによ

り血中半減期を顕著に増大させた誘導体の開発や (6-9)、リボソームを利用した製剤化(10-14)、

スチレンマレイン酸エステル誘導体(15-17)、脂肪酸(18)やレシチン (19-21)による化学修飾と

いったアプローチによる SODの動態制御の試みがなされてきた。一方、SODに糖分子を導入す

ることにより SODの体内動態を制御できること、またそれにより薬理効果を改善できる (22-26)

1 -1 カチオン化 SOD(Cat-SOD)によるマクロファージにおける活性酸素消去作用の改善

1 -a Cat-SODの合成および物理化学的特性
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カチオン化 SOD(Cat-SOD)は、 1，6-hexamethylenediamineを SODのカルボキシル基に導入す

ることにより合成し、クロマトフォーカシングにより等電点が 9.0以上のものを回収して本実験

に用いた。マンノース修飾 SOD(Man-SOD)は、 2-imino-2-methoxyethyll-thiomannosideを SOD

のアミノ基に導入することにより合成した (Fig.2)。各誘導体の酵素活性は化学修飾に伴い若干減

少したが、 未修飾 SODの約 85% の活性を保持していることが示された (Table1)。過酸化水素で

処理した inactivatedCat-SOD (32)では、その酵素活性をほとんど、失っていることが確認された。

また、化学修飾によって見かけの分子量に大きな変化は認められなかった。
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Fig. 2 Chemical structures of Cat-SOD (A) and Man-SOD (B). 
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Fig. 1 Schematic structure of NADPH oxidase. 



Table 1 Physicochemical properties of SOD and SOD derivatives. 
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ることにより放出されるスーパーオキサイドアニオンを cytochromec法により測定することによ

り評価した (33)0Fig. 3に示すように 2種類の実験を行ったが、すなわち PMA添加時に SODあ3，200 (100) 32，000 24.0 SOD 

および最るいは Cat-SODを共存させ各タンパク質自身の活性酸素消去能を調べる連続接触実験、2，675 (83.6) 34，000 35.0 Cat-SOD 

あらかじめ細胞に取り込とをインキュベートし、初にマクロファージと SODあるいは Cat-SOD63 (1.97) 34，000 35.0 Inactivated Cat-SOD 

を添加して、細胞に取り込まれたタンパク質の活性酸素消去能を調ませた後に細胞を洗浄し PMA

べる前処理実験を行った。

連続接触実験における活性酸素消去作用1 -d 

2，730 (85.3) 

1) The degree of modification of amino groups was determined by measuring the amount of free amino groups 

with trinitrobenzene sulfonic acid using glycine as a standard. 

2) The molecular weight of SOD derivatives was estimated by HPLC. The apparent molecular weight of SOD 

derivatives was determined by the calibration curve obtained from the marker proteins. 

3) Enzymatic activity of SOD was determined by the nitroblue tetrazolium reduction method using an SOD test 

kit. Numbers in parentheses are retained enzymatic activity expressed as the percentage of nativc enzymc. 

34.000 3.8 Man-SOD 

とほぼ同様の濃度依存的な活Cat-SODは未修飾 SOD連続接触実験の結果を Fig.4に示すが、

また、高濃度

カチオン化修飾の影響によ

性酸素消去作用を示し、各化合物とも高い酵素活性を有していることが確認された。

領域においては Cat-SODの方が未修飾 SODよりも強い効果を示し、

前処理実験における活性酸素消去作用

り効果の増強が現れているものと考えられた。

1 -e 

実際の治療への適用を考えると、 i刀 VlVO において SODは速やかに血中から消失するため、組織

マクロファージと未修飾 SODあるいは

SOD誘導体を 3時間インキュベートして前処理し、細胞を洗浄した後 PMAを添加することによ
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Fig. 3 Experimental procedures of inhibitory effect of SOD or SOD derivatives on superoxide anion 

release from macrophages stimulated by PMA. 

20 チオグリコレート (TGC)培地をマウス腹腔内に接種して惨出性マウス腹腔マクロファージは、

0 
0.1 

RPMI1640培地を腹腔内に注射し回収することによって採取した。採取した細胞を日後、から 4
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培地に懸濁させて播種し、 2時間後に非接着の細胞を除くことによりマクロファージを得た。その
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Fig. 4 Inhibitory effect of SOD and Cat-SOD on superoxide anion release仕ommacrophages in 

~ontinuous exposure ~x_periment ~h ere are statistical1y significant differences from native Sc5D by 
Student' s t-test: *; p < 0.01， **; p < 0.001. 
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日間培養したものを実験に用いた。

実験手技

後 1
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experiment. There are statistically significant differences by Student' s t-test: *; p < 0.001. 

Control 

SOD (370C， 5 min) 

SOD (370C，2 hr) 

Cat-SOD (370C， 5 min) 

Cat-SOD (370C， 1 hr) 

Cat-SOD (370C， 3 hr) 

Cat-SOD (40C， 5 min) 

Cat-SOD (40C， 2 hr) 
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Superoxide Anion Release (% of Controり

Fig. 6 Effect ofincubation time and temperature on inhibitory effect of SOD and Cat-SOD (300 U/ml) 

on superoxide anion release仕ommacrophages. There are statistically significant differences by 

Student' s t-test: *; p < 0.01， **; p < 0.001. 

って放出されるスーパーオキサイドアニオンを定量する前処理実験を行った。この前処理実験では、

細胞に結合もしくは取り込まれたものだけが効果を発揮できると考えられる。その結果、未修飾

SODは全く効果を示さず、前処理後の洗浄によりほとんど取り除かれたためと思われた (Fig.5A)。

これに対し Cat-SODは有意に活性酸素を消去し、その効果はこれまでに有効性が明らかにされて

いる Man-SODによる効果よりも優れたものであった。また、カチオン化した bovineserum albumin 

(Cat-BSA)や、過酸化水素の処理によって酵素活性を約 2%にまで減弱させた inactivatedCat-SOD 

では効果が認められず、 Cat-SODによる活性酸素消去作用は、カチオン化を施すことによるポリカ

チオンとしての細胞毒性によるものではなく、酵素的に活性酸素が消去されていることが確認され

た (Fig.5B)。
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1 -f 活性酸素消去作用に対する前処理時間と温度の影響

1 -eで示したように、 Cat-SODが優れた活性酸素消去作用を有することが明らかとなったので、

次に前処理中の条件を変化させることによる Cat-SODの活性酸素消去作用への影響について検討

を行った。未修飾 SODは前処理を 37
0Cで行っても処理時間に関わらず効果は現れなかったが、

Cat-SODでは前処理 1時間から効果が有意に現れ、前処理時間の延長と共に効果が増強されるこ

とが示された (Fig.6)。また、 前処理中の温度を 4
0Cに低下させることで活性酸素消去作用の低下

が見られたことから、Cat-SODは細胞膜と静電的に結合した後吸着性エンドサイ トーシスにより内

在化を受けたものも効果発現に関与していることが示唆された。

1 -g 前処理中におけるエンドサイトーシス阻害剤の影響

1 -fにおいて、細胞内に内在化された Cat-SODも効果発現に関与していることが示唆されたの

で、 Cat-SODとの前処理中に微小管形成を阻害するととによりエンドサイトーシスを阻害する

colchicineを共存させた際の影響を調べた。Cat-SODの活性酸素消去能は colchicineにより若干低

下したものの、依然として強い効果が認められた (Fig.7)。しかし、これとは対称的に Man-SODに

よる効果は colchicineによって完全に阻害され、 Cat-SODとは異なった細胞内動態を示している

ものと考えられた。

1 -2 Cat-SODのマクロファージにおける細胞取り込み特性

1 -1において、 Cat-SODがマクロファージが産生する活性酸素に対して優れた消去作用を発揮

することが明らかとなったが、その消去作用の発現機構をさらに詳細に検討すること、ならびに既

Control 

Cat-SOD 

Man-SOD 

。 20 40 60 80 100 120 
Superoxide Anion Release (% of Controり

Fig. 7 Effect of colchicine (SOμg/ml) on inhibitory effect of Cat-SOD and Man-SOD (300 U/ml) on 

superoxide anion release仕ommacrophages. There are statistical1y significant differences by Student' s 

t-test: *; p < 0.05， **; p < 0.001. 

- 7-



を含む NaOH水溶液で可溶化し、細胞に取り込ま問インキュベートした後、細胞を TritonX -100 
との比較検討を行うため、放射標識体を用いた細胞取りに有用性が明らかにされている Man-SOD

れた放射活性並びにタンパク含量を測定し、単位タンパク量当たりの取り込み量を求めた
。その結

込み実験を行った。
Cat-SODは 37

0Cにおいて未修飾 SODよりも高い細胞取り込みを示した (Fig.8)。比較のた果、

と同様に未修飾 SODよりも高く、これら SODめに行った Man-SODの細胞取り込みは、Cat-SOD
放射標識体の合成2・a

誘導体の高い活性酸素消去作用が取り込み量の側面から裏付けられた。また、 4
0C において細胞取

370Cにおいて細胞内に内在化されていることが示唆された。り込みの低下が見られ、diethylenetriaminepentaacetic acid 二官能性キレート試薬らの方法 (34)に従い、Hnatowich 

エンドサイトーシス阻害剤の影響2-c 

1I11n 
(DTPA)を SODあるいは SOD誘導体のアミノ基に導入後， IIIInC13を結合させることにより

標識を施した。

と同様に、放射標識体の細胞取り込みに対する colchicineの影響について検討を行さらに 1-g 
細胞取り込み特性2-b 

• 定時
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Fig.8 Cellular association time-courses of [111In]SOD (A)， C
1IIn]Man-SOD (B) and [ll1In] Cat-SOD 

(C) (1.0μεIml) in macrophages. 

Time (hr) Time (hr) 

i1~l 凶|

Cat-SOD 

Man-SOD 

Fig. 10 Confocal microscopic images of FITC-Iabeled SOD and Cat-SOD (100
μg/mI) in 

macrophages. The cells were incubated with SOD at 37
0C for 3 hr (A)， with Cat-SOD at 3 7

0C for 10 min 

(B)， 30 min (C)， 1 hr (D)， 3 hr (E)， at 4
0C for 3 hr (F)， or at 37

0C in the presence of colchicine (50μg/ml) 

for 1 hr (0). 
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120 

Fig. 9 Effect of coIchicine (50μg/mI) on ceIlular association of [1I1In] Cat-SOD and C
11In] Man-SOD 

(1.0μg/ml) in macrophages. There is statistically significant difference by Student' s t-test: 
*; p < 0.05， 

**; p < 0.001 
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Fig. 11 Confocal microscopic images of FITC-labeled Man-SOD (100 ~/ml) in macrophages. The 

cells were incubated at 370C for 10 min (A)， 30 min (B)， 1 hr (C)， 3 hr (D)， at 4
0C for 3 hr (E)， or at 370C 

in the presence of colchicine (50μg/ml) for 1 hr (F). 

った。その結果、 Man-SODでは 20%以下にまで取り込みが阻害されたのに対し、 Cat-SODでは

依然として 70%程度の取り込みを示した (Fig.9)。以上より、 Man-SODは colchicine感受性の

細胞取り込み機構によって内在化を受けるのに対し、Cat-SODは colchicineの影響を受けないと

考えられる細胞膜近傍にその多くが分布しているか、もしくは colchicine非感受性の取り込み機構

で内在化されていると考えられ、このような各誘導体の異なった細胞内の挙動が活性酸素消去作用

の差違に影響を及ぼしているものと推察された。

1 -3 Cat-SODのマクロファージにおける細胞内動態

2-cで示したように、 Cat-SODと Man-SODの効果発現機構は細胞取り込み動態の差に基づく

細胞内動態の違いに起因している可能性が示された。このことを検証するため、蛍光標識した SOD

ならびに SOD誘導体を用いて共焦点レーザー顕微鏡による細胞内動態の観察を行い、活性酸素行lj

去作用との関連について検討した。

3 -a 蛍光標識体の合成

Monsignyらの方法 (35)に従い、 FITCをアルカリ条件下で反応させ、 SODあるいは SOD誘

導体のアミノ基に結合させるととにより FITC標識を施した。
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3 -b 細胞内動態の経時変化

共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った結果、未修飾 SODの取り込みはわずかであったのに

対して Cat-SODと Man-SODの高い取り込みが確認された (Fig.10、11)。また、 Cat-SODは経

時的に細胞内へ取り込まれていることが観察され、初期の取り込みは頼粒状の分布を示した (Fig

10)。また、 40Cで取り込ませた場合には細胞表面への局在が観察され、低温条件において Cat-SOD

の効果が減少するのは、内在化されるものの減少に起因することが確認された。一方、 Man-SODも

Cat-SODと同様に経時的に細胞内への移行が観察されたが、初期の取り込みにおいて Cat-SODの

場合とは異なり、頼、粒状の分布は観察されず、比較的核の近傍への分布を示した (Fig.l1)。

3 -c エンドサイトーシス阻害剤の影響

さらに、 colchicineの影響についても検討を行った。 Man-SODの取り込みは colchicineによっ

て有意に減少したが、 Cat-SODの取り込みには大きな影響を与えなかった (Fig.10、11)。これは、

1 -gで示した活性酸素消去作用に対する影響、ならびに 2-cで示した細胞取り込み実験で得ら

れた結果と対応するものであった。

1 -4 考察

炎症とは、血中の好中球や組織中のマクロファージが組織に侵入した細菌や異物を食食処理する

ことにより惹起される組織障害、ならびにそれが修復されるまでの過程をいう。好中球やマクロフ

ァージは、種々の刺激に応じて細胞外に活性酸素を放出するとともに、食食した異物を殺菌処理す

る目的でその食胞内に活性酸素を放出する。この際に産生されるスーパーオキサイドアニオンは細

胞膜に局在する NADPHoxidaseと呼ばれる酵素系によって産生されており (Fig.1) (28-30)、生体

防御上重要な役割を演じている。このことは NADPHoxidaseに先天的異常をもっ慢性肉芽腫症患

者が重篤な感染症を繰り返すことから明らかにされている (29，30， 36)。しかしながら一方で、細

胞外に放出されたスーパーオキサイドアニオンはさらに反応性の高い hydroxylradicalの生成や

(37，38)、 NOとの反応によって peroxynitriteの生成を引き起こし (39)、周辺組織への障害ひい

ては種々の疾患の原因となる。従って、マクロファージ等の食食細胞に活性酸素消去酵素を効率よ

く送達し、活性酸素産生を精密に制御することは、活性酸素の関与する各種疾患の治療を行う際に

は有効な手段となると考えられる。なかでも SODはスーパーオキサイドアニオンを酸素分子と過

酸化水素に不均化分解する酵素であり、これまでも抗炎症薬としての適用が試みられてきた。炎症

時においてスーパーオキサイドアニオンを生成する NADPHoxidaseは細胞に刺激を与える前はれ

活性な状態で存在するが、細菌や異物などが細胞表面の受容体に結合することによって protein
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kinase C (PKC)を介して活性化される。この NADPHoxidaseは細胞膜やエンドソーム脱などに存

在しており、細胞外ならびにリソソーム内などにスーパーオキサイドアニオンを放出する。しかし

ながら SODは細胞膜との親和性が低いため、このままでは効率的な活性酸素を消去する能力はWJ

待できないと考えられる。

そこで本研究では、細胞膜表面の負電荷との静電的相互作用に基づき、細胞膜表面に SODをJ，，)

在させることを目的として SODに正電荷を導入したカチオン化 SOD(Cat-SOD)をl没計し、 PKC

の活性化剤の PMAで処理することによりマクロファージより放出される活性殴ぷに対する消去

作用と細胞取り込み動態との関連を検討し、カチオン化修飾効果の評価を行った。前処理尖験によ

る活性酸素消去作用の評価において未修飾 SODは全く効果を示さなかったが、これは未修的i

SODが細胞との相互作用が弱く、前処理後の洗浄によりほとんどが取り除かれたためと与えられ

る。これに対し Cat-SODは有意に活性酸素を消去し、またその効果が前処理時間および、前処埋 lト1

の温度の影響を受けたこと、さらには colchicineによって阻害を受けたことから、細胞表面に結合

したものとともに細胞内に内在化された Cat-SODも効果発現に関与していることが示唆された。

この前処理実験では薬物と細胞との接触時間が制限されているため、 lf1νivoにおける治療条件に

近い実験系であると考えられるが、Cat-SODはこの実験系において優れた活性酸素消去作用を示し

たことから、実際の治療薬としての応用への可能性が示された。

Man-SODはマンノースレセプターを介したエンドサイトーシスの機階によってマクロファージ

に取り込まれ活性酸素の関与する疾患に有効であることが示されているが (31)、マンノースレセ

プターを介した取り込みにより速やかに内在化を受け、分解の場であるリソソームに輸送されるこ

とが考えられる(40)。それに対し Cat-SODは非特異的に細胞表面に吸着し、比較的ゆるやかに内

往化を受けるととから (41，42)、スーパーオキサイドアニオンを産生しており細胞膜に存在する

N ADPH oxidaseの近傍に局在し、作用を発現するのにより有利であると思われる。また、 colchicine

による活性酸素消去作用の抑制効果の各誘導体における差は、取り込み初期における共焦点レーザ

ー顕微鏡像の差が表すような細胞内動態の違いによることが明らかとなり、細胞取り込み機桃の違

いに起因する細胞内動態の差が効果発現に影響を及ぼすことが示された。

本研究では培養細胞を用いて Cat-SODの取り込みおよび活性酸素消去作用について検討したが、

Cat-SODは mνivo実験系において腎臓の虚血・再潅流障害に対して有意な腎障害抑制効果を示す

ことが報告されている (43)。この報告では未修飾 SOD、Man-SOD、PEG修飾 SODとの比絞検

討を行っているが、そのなかで Cat-SODは最も優れた効果を示しており、実際の治療薬として応

用できる可能性を示唆しているものと考えられる。

以上、本章では SODに化学修飾により正電荷を導入した Cat-SODの活性酸素消去作用と細胞

取り込み特性を細胞内動態を含めて検討した。その結果、 Cat-SODは細胞膜の負電荷と静電的に相

互作用することによって優れた活性酸素消去作用を示すことが明らかとなった。また、細胞膜表面
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に結合した Cat-SODのみならず、内在化されたものもマクロファージから放出される活性酸素の

消去に寄与することが明らかとなった。さらに、細胞取り込み機構の違いに起因する細胞内野j態の

差が効果発現に影響を及ぼすことが示され、Cat-SODが活性酸素の関与する各種疾患の有効な治療

薬となる可能性が示唆された。
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第E章 アンチセンスオリゴヌクレオチドの細胞内動態に及ぼすカチオン性

リボソームの影響

近年、様々な疾病の原因が遺伝子レベルで解明されつつあり、癌、エイズなどの難治性疾患の発

症機構についても飛躍的な速度で解明が進んでいる。その病因遺伝子の発現を特異的に抑制できる

アンチセンス法は難治性疾患の治療法として大きな注目を集めており、既に欧米ではアンチセンス

医薬品の実現を目指した臨床開発も活発に行われている(44-46)。

本アプローチで用いられるアンチセンスオリゴヌクレオチド (Oligo)は病凶遺伝子の mRNA

と相補的に結合するように設計された一本鎖 DNAであり、タンパク質への翻訳を制限することに

よってその効果を発揮する。しかしながら lnνlVOに適用した場合、生体内に豊富に存白するヌク

レアーゼによって分解を受けること (47，48)、腎臓からの速やかな排池により大量投与することが

必要となることなど (49-51)、様々な問題が山積している。また、 Oligoの細胞内における際的部

位は m即吋A が存在する核またはサイトゾルに限定されるため、 lnνivoにおける体内動態だけでは

なく、標的細胞に取り込まれた後の細胞内における動態も効果発現に大きく影響を及ぼすものと考

えられる。

ところで、マクロファージはサイトカイン、活性酸素など様々な生理活性物質を産生することに

より多様な免疫反応に重要な役割を果たしており (52)、これらの産生を Oligoによって精密に制

御することが可能になればマクロファージが関与する様々な疾患の治療薬となり得ると考えられ

ることから、 Oligoの標的細胞として重要であると思われる。しかしながらマクロファージに対す

るアンチセンス法の適用はいくつか検討されてはいるものの、 Oligoの取り込み機構やその後の細

胞内動態についての情報は乏しく、 Oligoの細胞取り込み動態とアンチセンス効果との関連を明ら

かにすることは、 Oligoを用いた安全かつ効果的な治療法を確立する上で非常に意義深いことと考

えられる。

そこで本章においては、まずマクロファージを用いた検討に先立ち、コントロールの細胞として

ヒト前単球細胞株 U937細胞を用い、 Oligoの細胞取り込み特性とアンチセンス効果について細胞

内動態との関係を含めて整理することを試みた (53)。次にこの情報に基づき、敗血症時などにお

いてマクロファージに誘導され、 nitricoxide (NO)を産生することによってエンドトキシンショッ

クへの関与などが報告されている (54)inducible NO synthase (iNOS)に対する Oligoを設計し、マ

クロファージにおける Oligo単独、あるいは効果増強を目的として汎用されているカチオン性リ

ボソームとの複合体とした際の細胞取り込みならびに生物学的効果発現について、細胞内動態を含

めて評価を行った。

rr -1 癌遺伝子 c-mycに対する Oligoによるヒト前単球細胞株 U937細胞の増殖抑制効果
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Fig. 12 Schematic s仕ucturesof P-Oligo (A) and S-Oligo (B) and sequences ofhuman c-myc cDNA 
and antisense， sense and missense Oligos. 

1 -a Oligoの塩基配列の選択とその誘導体

アンチセンス効果の対象とする遺伝子は、様々な癌細胞においてその関与が報告されている (55) 

癌遺伝子 c-mycを選択し、開始コドンから 20塩基に相補的な配列をアンチセンス配列として採

用した (Fig.12)。またアンチセンス効果のコントロールとして、センス配列、ならびにアンチセン

ス配列中のアデニン残基とチミン残基を入れ替えたミスセンス配列の 2種を用いた。さらに 01igo

のリン酸結合部位としては、 phosphodiester結合を有する天然体 (P-Oligo)、リン酸結合部位中の

ひとつの酸素原子を硫黄原子に置換する phosphorothioate化修飾をすべてのリン酸結合部位に行

ったもの (S-Oligo)、および phosphorothioate化修飾を 3'末端から 3個のリン酸結合部位に対し

て行ったもの (PS3-Oligo)の 3種を用いた。

1 -b Oligo単独におけるアンチセンス効果

まずはじめに、各種 Oligoによる前単球細胞株 U937細胞の増殖に対する抑制効果を検討した。

その結果を Fig.13に示すが、アンチセンス S-Oligoによって投与量依存的に細胞増殖は阻害され

た。これに対しアンチセンス P-Oligoや PS3-Oligoでは効果は見られなかったことから、

phosphorothioate化修飾することが効果発現には必要であり、また phosphorothioate化修飾を 3'

末端から 3個のリン酸結合部位に施す程度ではアンチセンス効果発現は影響を受けないことが示

された。さらに、センス配列やミスセンス配列を持つ S-Oligoでは効果が見られなかったことから、
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マクロファージへの細胞取り込み特性1 -d 

マウス腹腔マクロファージにおける取り込み特性についても検討を行った。その比較の目的で、

PS3-01igoに比べ高い細胞取り込みを示し、 U937細胞での結果と同様S-Oligo は:P-Oligo、結果、

U937細胞での結果さらにマクロファージにおける S-Oligoの取り込みは、

(Fig. 14A)に比べ単位タンパク量当たり約 3倍と大きな値を示した。

であった (Fig.15)。

Control 

Antisense (S-Oligo， 10μM) 

Antisense (S-Oligo， 5μM) 

Antisense (S-Oligo，1μM) 

Antisense (P-Oligo， 10μM) 

Antisense (PS3・Oligo，10μM)

Sense (S-Oligo， 10μM) 

Missense (S-Oligo， 10μM) 

蛍光標識体の細胞内動態1 -e 140 120 100 80 60 40 20 。

またはサイトゾルであることから、細胞に取り込まれた後の細胞内におOligoの標的部位は核、

Cell Number (% of Control) 

Fig. 13 EfIect of human c-myc Oligo on U937 ceIl proliferation. The cells were incubated with Oligo for 
4 days and the numbers of the cells were determined by MIT method. 
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Fig. IS CeIlular association time-courses of [
35S] P-Oligo， C5S] PS3・OIigoand [35S] S-OIigo (1 MM) in 

macrophages. 

S-Oligo 

Fig. 14 Cellular association time-courses of e5S] P-Oligo and e5S] S-Oligo (1μM) at 370C !!l FBS・
仕eemediuIl1~ (A)， and effect of FBS in the medium on cellular association of ['>"P]P-Oligo， ['>"P] PS3・
Oligo and ['>":P]S-Oligo (1凶1)at 370C for 1 hr (B). 

PS3-Oligo P-Oligo 4 3 2 

Time (hr) 

アンチセンス S-Oligoによって配列特異的に増殖阻害効果を示しているととが確認された。

放射標識体の細胞取り込み特性の評価1 -c 

とも経時P-Oligo Fig. 14Aに放射標識した Oligoの細胞取り込みの経時変化を示す。 S-Oligo、

的に U937細胞に取り込まれ、 S-Oligoは P-Oligoよりも有意に高い取り込みを示した。また、取

Oligoについても同様の割合で細胞取り

込みが阻害され (Fig.14B)、非特異的な血清タンパク質への結合により非結合型の Oligoの濃度が

どのり込みに対する血清添加の影響を検討したととろ、

~ig~_16 Confocal microscopic images of FITC-labeled P-Oligo (1μM) in U937 cells for 1 hr (A)， 3 
hr (B) and 5 hr (C). 

- 17-

それによって取り込みが減少したものと推察された。

- 16一

減少し、



以上 Oligo単独における検討より、 S-Oligoを用いることによってアンチセンス効果は配列特異

的に見られるものの、その細胞内における分布は標的部位以外への移行がほとんどであった。この

エンドソームやリソソームからサイトゾルへの 01igoの放出ような細胞内分布特性を変化させ、

を促進させることが可能となれば効果の増強が期待でき、少量の Oligoによって十分なアンチセ

ンス効果を得ることができると考えられる。そとで、アンチセンス効果を増強させる目的で汎用さ

れているカチオン性リボソームの一つである Lipofectinをとりあげ、 Oligoとの複合体を形成させ

た時の様々な影響について検討を行った。

まず、放射標識した Oligoの細胞取り込みへの影響について検討を行った。 P-Oligo、S-OIigoと

rで吟遣-
- 舎やゆI-家ご.
- 説、九温
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も重量比で 1:4で Lipofectinと混合した複合体とした時にもっとも高い細胞取り込みを示した

Oligoの取しかしながら、それ以上に Lipofectinを添加すると細胞取り込みは減少し、(Fig. 19)。Fig. 17 Confocal microscopic images of FITC-labeled S-Oligo (1μM) in U937 cells for 1 hr (A)， 3 
hr (B) and 5 hr (C). 
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Fig. 18 In仕acellularlocalizanon ofFITC-labeled S-Oligo (1μM) in U937 ceJls after 1 hr incubation 
at 370C. (A); FITC-labeled S-Oligo， (C); nuclear staining with PI， (B); dual image of (A) and (C). 

Fig. 19 CelluJar association of [3sS]P_Oligo and esS] S-Oligo (1μ恥1)complexed with Lipofectin by 
U937 cells for 1 hr. をける Oligoの動態は効果発現に大きな影響を及ぼすと考えられる。そこで蛍光標識した Oligo

用い、細胞取り込み後の細胞内動態を共焦点レーザー顕微鏡によって観察し評価した。P-Oligoに

これに対おける結果を Fig.16に示すが、明瞭な観察像が得られないほど取り込みが少なかった。

ミ事|
閉2そ響;
Lhm・

し、 S-Oligoは経時的に顕著に細胞に取り込まれ、 Fig.14Aに示した放射標識体を用いた結果と良

時間後における細胞内分布を核染色試薬の取り込みS-Oligo く対応していた (Fig.17)。

propidium iodide (PI)との二重染色により観察したが、 S-Oligoは多くが細胞質内に頼粒状に分布

しており、核への移行はほとんど観察されなかった (Fig.18)。また 24時間後においても同様に願

よって、多くの Oligoはエンドサイトーシスの機構で細胞に取り込ま粒状の分布が観察された。

れた後、エンドソームやリソソームといった細胞内小胞の中にトラッフされた形で存在していると

考えられ、このような細胞内動態を改善することによりさらに有効なアンチセンス効果が得られる

~ig. 20 Effect of Lipofectin on intracellular localization of FITC・labeledP-Oligo (1μ.M) in U937 cells. 
FITC-labeled P-Oligo alone (A) or its complex with Lipofectin (B) (1:4 w/w) were incubated for 1 hr. 
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ものと思われた。

カチオン性リポソームによる細胞取り込みの増大
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品目論|

Fig. 21 Effect of Lipofectin on intracellular localization of FITC-labeled S-Oligo (1μ.M) in U937 cells. 

FITC-labeled S-Oligo alone (A) or its complex with Lipofectin (B) (1:4 w/w) were incubated for 1 hr. 
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Fig. 22 Effect of human c・mycOligo (1μ.M) complexed wi血 Lipofectinon U937 cell proliferation. 

The cells were incubated with the complexes for 4 days and the numbers of the cel1s were determined by 

MTT method. 

り込み量を増大させるには至適な混合比率が存在することが示唆された。また P-Oligoでは

Lipofectin無添加時においては非常に取り込みが低かったものの、 Lipofectinを添加することによ

る細胞取り込みを増大させる効果は S-Oligoに適用した場合よりも顕著であった。

1 -g カチオン性リボソームによる細胞内動態の制御

蛍光標識した 01igoと Lipofectinとの複合体の細胞取り込み後の細胞内動態を共焦点レーザー

顕微鏡によって観察し、その像を Fig.20、21に示す。Oligoの細胞内分布は、 重量比 1:4に

Lipofectinを添加することよって Oligo単独の場合から大きく変化し、核への顕著な移行が観察さ

れた。P-Oligoの場合は細胞取り込みに細胞聞のばらつきが見られ、非常に高い取り込みを示す細

- 20-

胞が存在した。

1 -h カチオン性リボソームによる生物学的効果への影響

以上のように Lipofectinとの複合体とすることによって Oligoはエンドソームやリソソームと

いったコンパートメン トからサイトソ、ルへ放出され、細胞内標的部位のひとつである核へ顕著に送

達されたことからアンチセンス効果の改善が期待される。 そこで、細胞増殖抑制効果に対する

Lipofectin添加の影響について検討を行った。その結果、重量比1:5の複合体にすることで OIigo

単独では効果の現れない濃度においてアンチセンス P-Oligo、S-Oligoともに細胞増殖を抑制した

(Fig.22)。しかしながらセンス S-Oligoによっても抑制効果が見られたことから、アンチセンス効

果だけではなく、複合体による配列非特異的な細胞毒性によっても細胞増殖が抑制されていると考

えられた。

Murine iNOS cDNA 

Antisense Oligo 

Sense Oligo 

Missense Oligo 

51….. (ATGGCTTGCCCCTGGAAGTT) '" "31 

31 ・・…(TACCGAACGGGGACCTTCAA)…一51

31…• (TTGAAGGTCCCCGTTCGGT A)…，，51 
31"…(ATCCGTTCGGGGTCCAACTT)…"51 

Fig. 23 Sequences of murine iNOS cDNA and antisense， sense and missense Oligos. 

Stimulate with Thioglycolate Broth 

+ 
Collect Elicited Mouse Peritoneal Macrophages 

↓…v叩
Medium Change 

+ 
Add Oligonucleotides to the Medium 

↓|一一
Add I FN-y and/or LPS 

↓l一一
Sample Collect 

守
Griess Assay 

~ig. 24 Experimental procedure of biological effect of murine iNOS a凶 senseOligo on NO release 
trom macrophages. 
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Fig. 2S EfIect of murioe iNOS P-Oligo (A) or S-Oligo (B) 00 NO release from macrophages. 

Control 

IFN-y 2.5 IU/ml 

IFN-y 5 IU/ml 

IFN-y 10 IU/ml 

IFN-y 30 IU/ml 

IFN-y 50 IU/ml 

IFN-y 100 IU/ml 

IFN-y 300 IU/ml 

A 

% of Inhibition 

13.2% 

71.9% 

34.0% 

25.2% 

16.6% 

17.4% 

7.15% 

o 10 20 30 40 

Nitrite (μM) 

Control 

IFN-y2.5 IU/ml + LPS 10 nglml 

IFNγ5 IU/ml + LPS 10 nglml 

IFN-y10 IU/ml + LPS 10 ng/ml 

IFN・y30IU/ml + LPS 10 ng/ml 

IFN-y2.5 IU/ml + LPS 50 nglml 

IFN-y 5 IU/ml + LPS 50 nglml 

IFNγ 10 IU/ml + LPS 50 ng/ml 

IFN-y 30 IU/ml + LPS 50 ng/ml 

% of Inhibition 
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Nitrite (μM) 
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13.7% 

8.39% 

43.0% 

19.6% 

12.1% 

4.48% 

Fig. 26 EfIect of murioe iNOS aotiseose S-Oligo (10μM) 00 NO release仕ommacrophages 

stimulated by IFN-y alone (A)， or IFN-y aod LPS (B). 

II -2 iNOSに対する Oligoによるマクロファージの NO産生抑制効果

前節において、 U937細胞を用い Oligoの細胞取り込み特性とカチオン性リボソームによる細胞

内動態の変化、さらに生物学的効果発現との関連について整理してきた。そこで本節ではマクロフ

ァージに対する Oligoの適用を目的とし、 iNOSに対する Oligoを設計してそのアンチセンス効

果と細胞取り込み機構、さらに細胞内動態について検討した。

2 -a OIigoの塩基配列の選択とその誘導体

アンチセンス効果の対象とする遺伝子は iNOSを選択し、開始コドンから 20塩基に相補的な配

列をアンチセンス配列として採用した (Fig.23)。またアンチセンス効果のコントロールとして、セ

- 22-

C 

Fig. 27 ConfocaI microscopic images of FITC・labeledS-Oligo (1.0μM) io macrophages. The cells 

were incubated with S-Oligo for 1 hr (A)， 3 hr (B)， 5 hr (C) or 12 hr (D) 

ンス配列、ならびにミスセンス配列の 2種を用いた。さらに Oligoのリン酸結合部位としては、

phosphodiester結合を有する天然体 (P-Oligo)と phosphorothioate化修飾をすべてのリン酸結合

部位に行ったもの (S-OIigo)の 2種を用いた。

2-b Oligo単独におけるアンチセンス効果

マクロファージにおけるアンチセンス効果は、細胞と各種 Oligoを 12時間インキュベート後

インターフエロン y(IFN-y)を添加し、その後 48時間までに培地中に放出された NOの代謝物で

ある nitriteを定量することにより行った (Fig.24)0 Fig. 25に S-Oligoによる NO放出抑制効果

について示すが、アンチセンス S-Oligoによって投与量依存的に NO放出抑制効果が見られたの

に対し、センスならびにミスセンス配列を持つ S-Oligoでは効果が見られず、アンチセンス S-

Oligoによって配列特異的に効果を発現していることが明らかになった (Fig.25B)。また、同様の

検討をアンチセンス P-Oligoを用いて行ったが効果は発揮されなかった (Fig.25A)。

Fig.26では IF1ふyの添加量を変化させたり、 IF1ヰyとともにリポボリ多糖 (LPS)を同時に添

加することによりマクロファージの活性化の程度を変化させた時のアンチセンス効果に及ぼす影

響について検討を行った。その結果、ほとんどマクロファージを活性化できなかった 2.5IU/mlの

場合を除き、 IFN-yの添加量の増大に伴い NOの産生が冗進し、アンチセンス効果は減弱された

(Fig.26A)。また、 LPSの濃度を一定にした条件下で IFN-yの添加量を増加させた場合においても

アンチセンス効果の減弱が見られ、 IFN-y2.5 n万mlと LPS50 ng/mlを同時に添加したときがもっ

ともアンチセンス効果が強く発揮された (Fig.26B)。
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2-c 蛍光標識体の細胞内動態

Fig.27に蛍光標識した S-Oligoのマクロファージによる取り込み後の細胞内動態の共焦点レー

ザー顕微鏡による観察像を示す。S-Oligoは経時的にマクロファージに取り込まれ、細胞内におけ

Lipofectin DMRIE-C 
DOTMA : DOPE = 1 : 1 (w/w) 

LipofectAMINE 
DOSPA: DOPE = 3・1(w/w) 

N-[1・(2，3・dioleyloxy)propyl)-N， N， N-
trimethylammonium chloride (DOTMA) 

寸〈

2， 3-dioleyoxy-N-[2 (spermine carboxamido) ethyl)-N， N・
dimethyl-1・propanaminiumtrifluoroacetate(DOSPA) 

t 
…イベ可。

Fig. 28 Chemical structures of cationic lipids. 
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Fig. 29 Confocal microscopic images of FITC-labeled S-Oligo (0.2μM) in macrophages The cells 

were incubated with S-Oligo alone (A)， Lipofectin complex (B)， DMRlE-C complex (C) or 

LipofectAMINE complex (D) at a ratio of 1:6 (w/w) for 3 hr. 
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る分布はそのほとんどが核以外の部分に頼粒状に存在しており、エンドサイトーシスで取り込まれ

た後エンドソームやリソソームなどに分布しているものと考えられた。

2-d カチオン性リボソームによる細胞内動態の制御
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口 Lipofectin Only 
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Fig. 30 Effect of murine iNOS S-Oligo complexed with Lipofectin (1:6 w/w) on NO release仕om

macrophages. There are statistically significant differences by ANOV A: *; p < 0.0] . 

Stimulate with Thioglycolate Broth 

守
Collect Elicited Mouse Peritoneal Macrophages 

↓…叩
Medium Change to Opti-MEM 

+ 
Add Oligonucleotide/Cationic Liposome (7.2μg/ml) Complexes to the Medium 

↓|ーor6 hr 
Medium Change to 10% FBS-RPMI 1640 

↓Incubate for 6 hr 
Add IFN-y (2.5 IU/ml) and LPS (50 ng/ml) 

↓|一一
Sample Collect 

守
Griess Assay 

Fig. 31 Short-time exposure experiment of biological effect of murine iNOS antisense Oligo 

complexed with cationic liposomes on NO release from macrophages. 
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60 ス効果が明確であった IFN-y2.5 IU加lおよび LPS50 nglmlを同時に添加することによりマクロ

ファージを活性化させた条件を選択した。それにも関わらず Lipofectinとの複合体では S-Oligo

をいず、れの濃度で添加しでも効果は現れなかった (Fig.32A)。これに対し LipofectAMlNEとの複

合体では 10μMと 20μMにおいてアンチセンス効果の増強が見られた (Fig.32B)。しかしなが

ら 0.2μMでは配列に依存しない抑制効果が見られ、また 50μMではアンチセンス効果の増強が

消失してしまったことから、マクロファージにおいてカチオン性リボソームがアンチセンス効果の

増強を示すためには、非特異的な細胞毒性とのバランスを適度に保つことが重要であると考えられ

た。
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Fig. 32 Effect of murioe iNOS S-OIigo complexed with Lipofectio (A) or LipofectA MINE (B) 00 NO 

release仕ommacrophages in short-time exposure experimenL There are statisticalIy significant 

differences by ANOVA: *; p < 0.01. 

血管内皮細胞由来血管弛緩因子 (EDRF)の本体が NOであることが提唱されて以来、 NOの持

つ多彩な生理的作用が循環器系だけでなく中枢神経系や免疫担当細胞などにおいて明らかにされ

てきた (56，57)。その NOを合成する酵素 (nitricoxide synthase: NOS)には 3種類のアイソザイ

ムが存在しており、神経細胞に主に発現する神経型 NOS(nNOS)、内皮細胞に主に発現する内皮月j

NOS (eNOS)、そしてマクロファージ系の細胞などに認められる誘導型 NOS(iNOS)が発見されて

いる (Fig.33)。なかでもiNOSの産生する NOは細菌感染等に対する生体防御機構に関与してい

る一方 (58・60)、敗血症時におけるエンドトキシンショックへの関与 (54)や NOとスーパーオキ

サイドアニオンとの反応により生ずる peroxynitrite(ONOO-)が強力な傷害性を有するといった報

告 (61-64) もなされており、 NOの産生を制御できる薬物治療法の確立が強く望まれている。そこ

U937細胞においてはカチオン性リボソームを添加することにより OIigoの細胞内動態は大き

く変化し、核への顕著な移行が観察されたが (Fig.20、21)、同様の結果がマクロファージにおい

ても得られるか検討を行った。カチオン性リボソームとしては Lipofectin、LipofectAMINE、

DMRIE-Cの 3種を用いて検討を行った (Fig.28)。しかしながら、いずれのカチオン性リポソー

ムを用いた場合にも S-Oligo単独の場合と同様に核への移行は観察されず、LipofectAMINEによ

って取り込みの上昇が認められただけであった (Fig.29)。

2-e カチオン性リボソームによる生物学的効果への影響

以上のように、マクロファージの場合は U937細胞とは異なりカチオン性リボソームを添加し

でも Oligoの細胞内動態に大きな影響を与えなかった。そこで生物学的効果へのカチオン性リボ

ソームの影響を検討し、細胞内動態との関係を明らかにすることを試みた。重量比 1:6で

Lipofectinとの複合体を形成させた際のアンチセンス効果は、 Oligoの濃度を 0.5μMと lμMと

した際に配列に依存しない NO放出抑制効果が見られ、また対照として行った Lipofectinのみの

添加によっても顕著な抑制が見られたことから、 Lipofectinの添加による細胞毒性とみられる効果

が NO産生に影響を及ぼしているものと考えられた (Fig.30)。また、細胞毒性が現れない濃度で

は Lipofectinの添加によるアンチセンス効果の増強は全く見られなかった。

そこで次に、カチオン性リボソームによる細胞毒性の影響を最小限に抑えた条件においてアンチ

センス効果への影響を評価することを試みた。カチオン|全リボソームの濃度は 7.2μg/mlの一定

に設定し、またマクロファージとの接触時間も 6時間に限定することによって細胞毒性を軽減さ

せた (Fig.31)。さらに、 Fig.27Bに示した検討において NOが顕著に産生され、かつアンチセン

Endothelial Cell Neuron 

• Constitutively Expressed 
• Ca2+ Dependent 
• Play as a Neurotransmitter 

|nNOSI 

leNOS|・ConstitutivelyExpressed 
• Ca2+ Dependent 
• Modulate Blood Pressure 

Macrophage 

|iNosl 

• Induced by LPS or Cytokines 
• Ca2+ Independent 
• Antibacterial and Antitumor Effect 
・Participatein Septic Shock 
• React to Superoxide Anion and 
Produce Peroxynitrite (ONOO-) 

Fig. 33 NOS isoforms. 
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で iNOS阻害剤の開発が行われているが、八戸-monomethyl-L-arginine(L-NMMA)やが-nitro-L-

arginine (L-NA)といった NOSの基質となるアルギニンの類似体は iNOSだけでなく他の nNOS

や eNOSに対しでも阻害効果を示し (65-67)、その選択性の低さから臨床応用は困難であると与え

られる。

そこで本研究では、特定のタンパク質の発現を抑制できるアンチセンスオリゴヌクレオチドをマ

クロファージの iNOSから産生される NOの選択的阻害剤としての適用の可能性を検討するとと

もに、マクロファージを対象としたアンチセンス治療を考える際の Oligoの細胞内動態とその効

果発現との関連について評価を行い、その特徴について考察を加えた。アンチセンス S-Oligoがマ

クロファージから産生される NOを投与量依存的に抑制したのに対し、センスおよびミスセンス

S-Oligoでは効果が見られなかったことから、この効果はアンチセンス配列に特異的であることが

示された。近年、アンチセンス治療においてアンチセンス配列に依存しない非特異的な効果が報告

されており、その原因としてはグアニン残基が 4個以上連続する配列と (68，69)、シトシン残~

とグアニン残基が連続する CpGmotif (70-75)とが考えられている。本研究で用いた Oligoは c-

myc、iNOSに対する Oligoの両方とも、アンチセンス配列中にグアニン残基が 4伺連続する配列

が存在する。しかしながら、コントロールとして用いたミスセンス配列にも同様にとの配列が存化

しているものの影響が見られなかったととから、今回の検討では、非特異的な効果の関与はないと

思われた。

01igoの細胞取り込み特性はリン酸結合部位の構造により大きく異なり、アンチセンス効果が発

障される S-Oligoにおいては高い取り込みが見られたのに対し、効果の見られなかった P-Oligo、

PS3-01igoでは取り込みは低く、アンチセンス効果と細胞取り込みとに
相関が見られた。PS3-01igo

は phosphorothioate化修飾を 3'末端から 3個のリン酸結合部位に対して行ったが、細胞取り込

みも低くアンチセンス効果を発揮するには到らなかったことから、修飾が不十分であると考えられ

た。また、マクロファージにおける S-Oligoの取り込みは U937細胞における結果よりも約 3併

高く、細胞によって大きく異なることが明らかとなった。よって細胞取り込み特性の点ではマクロ

ファージは Oligoの適用対象として有効であることが示唆された。

カチオン性リボソームは Oligoの効果を増強させることを目的としてしばしば利川されてきた

が、その機構については不明な点が多い。本検討においてはカチオン|主リボソームが U937細胞

における Oligoの細胞内動態を大きく変化させたのに対し、マクロファージにおいてはこのよう

な影響は観察されなかった。核への Oligoの移行がカチオン性リポソームによって促進されるこ

とは各種細胞において報告されており (53，76-80)、カチオン性リボソームによる効果明強の機柿

において重要なステップであると考えられる。しかしながらマクロファージでは細胞内動態に変化

を及ぼさなかったこと、ならびに Oligoが核ヘ移行するようになった U937細胞の場合において

もアンチセンス効果だけではなく、正電荷の影響と思われる細胞毒性によって配列に依存しない効

果が見られたことから、単球・マクロファージ系の細胞に対するカチオン性リボソームの適用には

大きな制限があることが明らかとなった。特にマクロファージの場合は、アンチセンス効果の増強

を得るためには細胞毒性を回避するような詳細な条件設定が必要であり、 実際の治療への応用を考

えるとむしろ Oligo単独で用いる方が適していると思われる。カチオン性リボソームによって細

胞内に取り込まれた Oligoがエンドソームから放出される機構について、Zelphatiらによって仮説

が提唱されている(78，80)。この仮説においては、カチオン性リボソームとエンドソーム膜の融合

後、リポソーム中の正電荷を持つ脂質と細胞膜の負電荷を持つ脂質とが混合されることによって電

荷を打ち消し合い、それに伴って静電的に結合していた Oligoが脂質膜から遊離しサイト、ノルへ

放出されると考えられている。しかしながら本検討で得られた結果だけでなく、マクロフ ァージに

おいてはカチオン性リボソームによってアンチセンス効果が減弱されたとする報告 (81)や、

herpes simplex virus type 1に感染した Vero細胞においても効果が増強されなかったという報告

(82)もあり、 Oligoの細胞内動態にカチオン性リボソームが及ぼす影響については細胞問の差違を

含めてさらなる情報の蓄積が必要であろう。

以上、本章ではマクロファージにおける Oligo単独、あるいはカチオン|主リボソームとの複合

体とした際の細胞取り込み特性を細胞内動態まで含めて評価し、アンチセンス効果との関連を考察

した。その結果、 S-Oligoは P-Oligoや PS3-01igoに比較し細胞取り込みが高く、その取り込み量

とアンチセンス効果発現とが相関しているととが示された。しかしながら S-Oligoはその多くが奈川

胞内でエンドソーム等に分布しており、細胞内動態としては望ましいものではなかった。 U937細

胞においてはカチオン性リボソームによって Oligoの動態を細胞内標的部位のひとつである核へ

送達することが可能であったものの、マクロファージではそのような効果は発揮されず、またアン

チセンス効果の噌強もある限られた条件においてのみ認められるにとどまった。したがって、カチ

オン性リボソームはマクロファージにおけるアンチセンス効果増強のための有効なキャリアーと

はならず、他の動態制御法の導入が必要であると考えられた。

- 28- n
y
 
っ“



LuccDNA 

DNAの取り込みとマクロファージ活性化プラスミド第E章

プラスミド DNA(pDNA)は、非ウイルスベクターによる遺伝子治療や DNAワクチン治療にお

いて用いられ、その医薬品としての適用について大きな注目を集めている環状二本鎖 DNAである。

pDNAを医薬品として直接生体内に投与することにより治療上有効なタンパク質を発現させ、その
7.1 kbp 

それを実現

するための遺伝子導入キャリアーとしてカチオン性リボソーム (83-85)、pH感受性リボソーム

(86-88)、膜融合リボソーム (89，90)、ポリアミノ酸 (91-94)、カチオン性ボリマー (95-97)などが

効果を期待する invivo遺伝子治療法の確立を目指した研究が活発に展開されており、

Col E1 

Fig. 34 Structure of pDNA containing firefly luciferase cDNA (pCMV・Luc).

これらのアプローチの有用性が数多く報告されている。

pDNAの場合、細胞内における標的部位は核のみに限定される。pDNAの細胞レベルにおける

開発され、

取り込み機構と細胞内動態の評価は、その後の細胞内動態制御法の確立に重要な情報を与えるもの
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と考えられるが、その詳細についてはほとんど明らかにされていない。これまでに静脈内に投与さ

れた pDNAが肝臓の非実質細胞に効率よく取り込まれ、その取り込みがボリイノシン酸 (poly[I])

やデキストラン硫酸などのポリアニオンによって阻害されたもののポリシチジン酸 (poly[C])で

は阻害されなかったことより、pDNAの血中からのクリアランスにはボリアニオンの立体構造を特

異的に認識するスカベンジャーレセプター (SR)様の機構が関与するととが示唆されている (98，

99)0 SRは肝臓においては常在性マクロファージである Kupffer細胞に多く発現していることか

50 マクロファージは pDNAの体内動態を規定している重要な細胞であると考えられる。

また、免疫原性が高く安全性に問題を有するウイルスベクターを用いた方法よりも、非ウイルス

ベクターを用いた遺伝子導入のアプローチはこれらの難点を克服する有効な方法であると考えら

b、

5 234  

Time (hr) 
5 234  

Time (hr) 
5 234  

Time (hr) 

Fig. 35 Cellular a路ociationtime-courses of [
32p] pDNA (0.1μg/ml) in resident macrophages (A)， 

elicited macrophages (B) and CHO cells (C). 

またそれにより様々な炎症性サイトカイン等の産

生誘導を起こすことが報告されている (70，71，100-102)。その原因としては塩基配列中に存在する

れてきたが、 DNA自体が免疫原性を持つこと、

CpG motifの関与が強く示唆されており、その配列を持つ DNAによって B細胞や単球・マクロ

このような免疫原性は大腸菌等のファージ系の細胞が活性化し TNF-α などの産生が誘導される。

マクロファージにおける細胞取り込み特性皿これは CpGmotif 

の配列が脊椎動物において抑えられていることとともに、 CpGmotifのシトシン残基がメチル化さ

細菌由来の DNAでは見られるものの脊椎動物由来の DNAでは観察されず、

検討にはモデル pDNAとして、遺伝子導入時に強い転写活性を促す CMVプロモーター(106)
れていることによることが明らかにされている(103)0pDNAも大腸菌由来の DNAであることか

を有し、ホタル・ルシフエラーゼをコードした pCMV-Luc(約 7100bp)を用いた (Fig.34)。
らシトシン残基のメチル化は起こらず、それによって免疫原性があるものと考えられている。しか

常在性マクロファージと惨出性マクロファージの比較1 -a 
しながら pDNAのマクロファージ等の免疫担当細胞による取り込み機構とそれに伴う活性化機桝

についてはほとんど明らかにされておらず、安全な遺伝子治療の実現のためにはその解明が必須で

あると思われる。
まず、放射標識した pDNAの細胞取り込みについて検討を行った。その結果、チオグリコレー

そこで本章においては、まずマクロファージにおける pDNAの取り込み特性を詳細に評価した。

ト刺激せずに採取した常在性マクロファージでは高い取り込みが見られた (Fig.35A)。これに対し、
そして取り込み特性とそれに伴う活性化機構との関連を整理することにより、その解明を試みた

チオグリコレート刺激後採取した惨出性マクロファージではその取り込みは低く (Fig.35B)、対照

として用いた CHO細胞による取り込みも非常に低いものであった (Fig.35C)。
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Fig.38InhibiHon of cellular assoda60n of [32plpDNA with resident macrophages at40C
 by salmon 

sp~r~ D~~.. T~e ~~l}s were incubated with a tracer amount of e2p]pDNA for 3 hr in the presence of O.ト10
μg/rnl unlabeled pDNA (open circle) or salmon sperm DNA (closed circle). 
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Fig. 36 Concen仕ationdependence of [
32p]pDNA binding in resident macrophages represented by a 

normal (A) and Scatchard (B) plot. The cells were incubated with 0.1-2.5μg/ml [ j~P]pDNA at4
0Cfor 3 

hr. 
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Fig.37InhiMUon of cellular assoda60n of [32plpDNA with resident macrophages at4
0C(A)or 

370C (B). The cells were incubated with 0.1μg/ml [円pDNAfor 3 hr in the presence of various inhi
bitors. 

There are statistical1y significant differences by ANOVA: *; p < 0.01. N. D.; not determined. 
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常在性マクロファージにおける結合パラメーターの算出1 -b 

高い取り込み能を示した常在性マクロファージについてさらに詳細な検討を行い、 結合の濃
度依

各種ポリアニオンを共存させた際のpDNAの結合認識特性を明らかにすることを目的として、
存性に基づく結合パラメーターの算出を試みた。その結果、 pDNAの 4

0Cにおける結合は pDNA

pDNAのマクロファージへの結合と取り込みに対する影響について検討を行った。過剰量の
非標識

そこで、過剰の非標識体添加時の結合を非特異的なの濃度の上昇と共に飽和を示した (Fig.36A)。
SRの某質であさらに、その結合と取り込みは著しく阻害された (Fig.37)。体を添加したところ、

結合とみなし、 差を算出することにより特異的な結合を評価し Scatchard解析を行ったとこ
ろ、解

とデキとデキストラン硫酸によって強い阻害が見られたものの、基質ではない poly[C]る poly[I]
となった (Fig.36B)。最大結合量 (Bmax)が 0.81μg/mg-protein離定数 (Ko)が 0.30μg/ml、

あるいは insituで得らこの結果は tnνivo(98)、ストランでは全く影響を受けなかった (Fig.37)。

SR様の機構によりマクロファージに取り込まれていることが示さ

れた。また、 SRのリガンド認識には二価カチオンが必要でないことが報告されているが(10
7，108)、

- 33-

れた結果 (99)と同様で、あり、
各種ポリアニオンによる取り込み阻害
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あわせて pDNAの結
pDNAの結合はキレート剤である EDTAの添加によっても影響

を受けず、

合における SRの関与の可能性が示唆された (Fig.37)。

CpG 
さらに結合認識特性を明らかにすることを目的として、大腸菌

由来の pDNAとは異なり

トレ
motifのシトシン残基がメチル化されているサケ精子 DNAを用

いて結合阻害実験を行った。

ーサー量の pDNAのマクロファージへの結合は、非標識の pD
NAを添加した場合と同程度に非

1 0 ~lg/mI においでほぼ特異的な取標識のサケ精子 DNAの添加によって濃度依存的に阻害され、

0 

0 

無や、

pDNAのような環状、あるいはサケ精子 DNAのような直鎖状の
構造にかかわらず、 二本鎖 DNA

内のメチル化のよってマクロファージは DNAの分り込みは飽和に達した (Fig.38)。

R
V
 

4 3 2 

を認識している可能性が示された。
Time (hr) 

Fi~. 41 Cellular association time-courses of e2p] pDNA (0.1μ.g/ml) in CHO ceIls and CHO(SRA) 
Ils. 蛍光標識 pDNAの細胞内動態1 -d 
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fIuoresceinで蛍光標識した
細胞表面に結合した pDNAが内在化を受けることを確認するため

、

pDNAの細胞内動態を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。
pDNAは 37

0Cにおいて細胞内

エンドサイトーシスによって内在化を受けていることが示された
(Fig.

に穎粒状に存在しており、

さらに、細胞取り

D)。
また、低温条件下では細胞表面への分布を示すようになった (F

ig.39B)。

込みは poly[1]によって阻害され、 poly[C]では影響を受けなか
った (Fig.39C、

39A)。

Fig.42Confocal microscopic images of DiLAc-LDL uptake
 by wild-Wpe(A)or SRA-deEcient(B) 

ophages at 37
0C for 16 hr. 

細胞取り込みにおけるスカベンジャーレセプターの関与の有無III -2 

pDNAは SR様の認識特性を持つレセプターによってマクロフ
ァージに認識さ

れ細胞内に取り込まれることが明らかとなった。そこで SRが
pDNAをリガンドとして認識する

か否かについて直接証明することを目的として、 SRファミリー
の中で最もリガンド特異性が明ら

前節において、

スカベンジャーレセプタ一安定発現 CHO(SRA)細胞株における
取り込み特性2・a

まず、 CHO(SRA)細胞の機能を確認するため、 SRAの代表的な
リガンドであるアセチル化 LDL

CHO細胞(SRA)を安定に発現するA スカベンジャーレセプターかにされているクラス
(Ac-LDL)を1，1 'dioctadecy 1-3， 3， 3'， 3 '-tetramethyl-indocarbocyan

 ine perchlorate (Di1)で蛍光標識し

(CHO(SRA))を用い、その取り込みへの関与について検討を行っ
た。

CHO細た Di1-Ac-LDLの細胞取り込みを、共焦点レーザー顕微鏡を用い
て観察した。その結果、

胞ではほとんど取り込みが見られなかったのに対し、CHO(SRA)
細胞では顕著な取り込みが観察さ

れ、導入した SRAがその機能を発揮していることが確認された
(Fig.40A、B)。

次に CHO(SRA)細胞を用い、放射標識した pDNAの細胞取り
込み実験を行った。 しかしなが

らCHO(S孔生)細胞における pDNAの取り込みは、野生型であ
る CHO細胞における結果と同程

度しか得られなかった (Fig.41)。また、CHO(SRA)細胞における
DiI-Ac-LDLの取り込みは pDNA

の添加によって影響を受けないことが共焦点レーザー顕微鏡に
よる検討からも示され、 はSRA 

事、司

1ト園胃、;て-
hi.t訴ず.

圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃・Ea

iDJ日 μm
pDNAを認識しないことが示唆された (Fig.40C)。

スカベンジャーレセプター欠損マウス由来マクロファージにおけ
る取り込み特性2-b 

Fig. 40 Confocal microscopic images of DiI-A c・LDLuptake by
 CHO celIs CA) and CHOCSRA) cells 

(B， C). These ceIls were incubated for 16 hr at 37
0C in the absence (A， B) or the presence (C) of 10μg/ml 

pDNA. 
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Fig. 45 Inhibition of celIular association of [
32p] pDNA (0.1μg/ml) with wiId-type (open bars) and 

SRA・deficient(cIosed bars) macrophages at 4
0C. These cel1s were incubated for 3 hr in the presence of 

various inhibitors (50μg/ml). There are statisticalIy significant differences by ANOV A: *; p < 0.01. 

Time (hr) 

Fig. 43 Concen仕ationdep~!1dence Of[32p]pDNA binding at_~C f(__>r} _hr (A) and ~ellular association 
time-courses of 0.1μg/mf[ 32p]pDNA (B) with wiId-type or SRA・deficientmacrophages. 
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Fig. 44 Confocal microscopic ima_g~s o~ ~uorescein-Iabeled pDNA uptake by wild-type (A) or SRA-
deflcient (B) macrophages at 37

0C for 5 hr. 

止|

10 

brain 

Fig. 46 Tissue dis仕ibutionof e2p] pDNA 10 min after in仕avenousinjection in wild-句'pe(closed bars) 
and SRA-deficient (open bars) at a dose of 1 mg/kg. 

heart kidney spleen lung 
。

plasma liver 
。

2-aにおいて pDNAのマクロファージによる認識には SRAは関与しないことが示唆されたが、

SRAを欠損させたノックアウトマウス(109)から採取した常在性マこの結果を検証する目的で、

さらに、 SRA欠損マクロファージにおいて pDNA取り込みの阻害実験を行った

ところ、 SRAが欠損しているにも関わらず poly[I]とデキストラン硫酸によって強い阻害が認め

明らかとなった。

その関与の有無についてさらに検討を加えた。

SRA遺伝子欠損の影響を確認するため、 DiI-Ac-LDLの取り込みを共焦点レーザー顕微鏡を用い

て観察した。その結果、野生型のマクロファージでは顕著な取り込みが見られたのに対し、 SRA欠

損マクロファージではその取り込みは低く、 SRA遺伝子の欠損によって Ac-LDLの取り込み能が

クロファージを用い、

この結果は野生型における結果と全く同様であり、 S孔久の欠損の影響は認められなかっられた。

によっても限害が見られなかった。また Ac-LDLた (Fig.45)。減弱していることが確認された (Fig.42)。

そこで次に、放射標識した pDNAを用いて細胞取り込み特性について検討を行った。その結果、

スカベンジャーレセフター欠損マウス静脈内投与後の体内動態2-c SRA欠損マクロファージにおいて pDNAは経時的に顕著に取り込まれ、野生型マクロファージで

結合における濃度依存性にも両者に差は認められなまた、の結果とほぼ同様であった (Fig.43B)。

細胞取り込み実験の結果CHO(SRA)細胞ならびに SRA欠損マクロファージを用いた invitro かった (Fig.43A)。さらに、蛍光標識した pDNAの細胞取り込みを比較した結果においても、 SRA

SRA欠煩マウスにおけ

その結果全身レベルにおける体内動態特性についても検討を行った。

SRAが関与しないことが明らかとなったが、
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から、 pDNAの取り込みに

る tnVlVO分布実験を行い、

欠損マクロファージと野生型とは同程度の取り込みを示すことが明らかとなった (Fig.44)。

以上の結果より、 pDNAはマクロファージに発現している SRAのリガンドとはならないことが
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を Fig.46に示すが、静脈内投与 10分後における臓器分布は SRA欠損マウス、野生型ともに肝

臓への高い移行を示し、 mνivoにおいても SRAは pDNAの動態に影響を与えないことが示され

た。 前節までの結果より、 pDNAのマクロファージにおける取り込み特性が明らかになった。そこで

pDNAの取り込み特性とマクロファージの活性化機構との関連を明らかにすることを試みた。

ill-3 プラスミド DNAによるマクロファージの活性化機構

2-d 様々なポリアニオンによる取り込み阻害

3 -a プラスミド DNAによる各種炎症メディエーターの放出

これまでの結果より、 pDNAのマクロファージによる取り込みは SRAではない他の分子が関与

しているものの、 SRAによるリガンド認識特性と非常に類似した性質を有していることが明らか

となった。また、 poly[IJ、サケ精子 DNAといった核酸類と、デキストラン硫酸の硫酸化多糖によ

って強く阻害を受けることが示された。そこでさらに詳細に特性を検討することを目的に、種々の

核酸、変性 LDL、負電荷タンパク質、硫酸化多糖を用いた結合阻害実験を行った。 pDNAの結合

は、核酸では pDNA自身と poly[1]の他に、二本鎖 DNAである poly[d1:dC]によってわずかに

阻害を受けた (Fig.47A)。一方、変性 LDLである Ac-LDLと酸化 LDL(Ox-LDL)によっては

阻害が見られなかった (Fig.47B)。現在までに多数の SRファミリーがクローニングされているが、

いず、れも Ac-LDLもしくは Ox-LDLをリガンドとしていることから(110)、pDNAの取り込みに

は変性 LDLレセプターとしての SRファミリーではない他の機構によってマクロファージに認

識されていることが推察された。さらに、負電荷タンパク質では影響が全く見られなかった (Fig.

47C)。硫酸化多糖ではデ、キストラン硫酸の他に、ヘパリンによって強い阻害が認められることがさ

らに明らかになった (Fig.47D)。また、デルマタン硫酸でも弱いながら阻害が認められた。

A 

Control I __~ I 
+ Ac-LDL V:////////)l I 

+ Ox-LDLレ77777777/l-l B I 
o 20 40 60 80 100 120 140 

Cellular Association (% of Control) 

まず、pDNA処理によってマクロファージが産生する様々な炎症メディエーターについて検討を

行った。実験としては pDNA単独の場合と、 Lipofectinとの複合体として投与する場合とで行っ

た。その結果を Table2にまとめたが、 pDNA単独の場合には NOはほとんど産生されず、イン

ターフエロン (IFN)活性も検出限界以下であった。これに対し TNF-α は pDNAを 10μglml以

上添加した際に有意に産生され、添加量を 100μglmlまで上昇させても産生量に飽和は見られず、

活発に培地中に放出されていた。

Lipofectin複合体として添加した場合 NO産生はわずかに増強され、 pDNA5.0μg/ml: Lipofectin 

25μg/mlにおいてコントロール条件との聞に有意差が認められた。また、 1FN活性と TNF-α につ

いては pDNA単独で検出できなかった 1.0μglmlにおいても、 Lipofectinとの複合体とすること

によってそれぞれの活性が認められた。 pDNA単独 100陀加!と pDNA5.0μglml: Lipofectin 25 

μg加lの結果を比較すると、 IF1ぜ活性については複合体の方が高い活性を示したが、 TNF-α 産生

については pDNA単独の方が産生量が多くなり、それぞれのサイトカインの産生メカニズムは別

個の制御を受けていることが示唆された。さらに、この実験において遺伝子発現についても同時に

検討したが、いずれの条件においても発現は検出できず、 pDNAは発現可能な形で核まで送達され

ていないことが考えられ、核への移行は大きく制限されていることが示唆された。Control 

+ pDNA 

+ poly[l]剛 H

+ poly[C] 

+ poly[I:C] 

+ poly[dl:dC] 

Table 2 Release of inflammatory mediators from macrophages stimulated by pDNA. 

Control 

+BSA 

+ Suc-BSA 

+ Mal-BSA 

Control 

+ Dextran 

+ Dextran Sulfate U ** 

+ Hyaluronic Acid 

+ Dermatan Sulfate 

+ Chondroitin Sulfate-A 

+ Chondroitin Sulfate-C 

+ Heparin n ** D 

NO release (μM) IFN activity (IU/ml) TNF-α(pg/ml) 

Contro1 2.52:t 0.766 < 1.4 85.0 :t 6.87 

pDNA 1.0μg/ml 1.49 :t 0.465 < 1.4 81.9士4.29

pDNA 10μglm1 3.14士0.547 < 1.4 134.1士2.57

pDNA 100μg/ml 4.10 :t 0.846 <卜4 2006.0 :t 458 

Control 1.74 :t 0.821 <1.4 71.0士14.6

+LpiDpoNfeA et1iI105μ.0g/μmgl /ml 1.39 :t 0.657 9.6 211.2士1.72

LpipDoNfeAeti5I1.05μ.60 ml 4.22 :t 0.383 32.5 385.3 :t 48.9 + Lioofectin 2μg/ml 

o 20 40 60 80 100 120 140 

Cellular Association (% of Control) 

C 

o 20 40 60 80 100 120 140 

Cellular Association (% of Control) 

o 20 40 60 80 100 120 140 

Cellular Association (% of Control) 

Fig. 47 Inhibition of celIular association ()fJ3~PJpDN~ (0.1μg/ml) with resident macrophages by 
nucleic acids (A)， modified LDL (B)， modified BSA (C) or polysaccharides (D) (50μg/ml). There 
are statistically significant differences by ANOVA: *; p < 0.05， **; p < 0.01. 
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Control 

pDNA 

poly[l] 

poly[C] 

Dextran Sulfate 

Hyaluronic Acid 

Chondroitin Sulfate-A 

Heparin 院議議

Suc-BSA 

NO、IFN-αJI3、 TNF-α などを産生する

ことが知られている (52)。そこで、 pDNAによるマクロファージの活性化が LPSの混入によるも

マクロファージは LPSによって活性化され、ところで、

のかどうかを検証するために、 pDNAを DNase1処理することによる分解物による TNF-α 産ノiミ

能を評価した。その結果、 TNF-α産生量は有意に減少したが、しかしながら約 25%程度の活性が

認められ (Fig.48)、完全な分解を受けなかった低分子のフラグメント DNAによってまだ活性が

Limulus pDNA中に含まれるエンドトキシン量を発揮されているものと推察された。また、

amebocyte lysate assayによって確認したが、 0.022ng怜 pDNA以下と十分に少量であったことか
1000 1200 800 600 400 200 。

さらにサケ精子 DNAでは TNF-αLPSによって活性化しているのではないことが示された。り、
TNF-α(pg/ml) 

Fig~ ~O _~ro_duc~on of TNF-α 仕omresident macrophages by polyanions (50μg/mI)・Thcreare 
statistically significant differences by ANOVA: *; p < O~O]. 

の産生は全く検出されず、 CpGmotifのシトシン残基がメチル化されていることによってマクロフ

ァージの活性化が抑えられたものと考えられた (Fig.48)。

間後まで変化は認められなかった。
TNF-α産生の経時変化について検討を行ったところ、 4時間後までは培養時間に依存し次に、

48 n寺定であり、て産生量は直線的に増大した (Fig.49)。その後の培地中の TNF-α 活性はほぼ

TNF-α の誘導特性と pDNAの取り込み特性との関連3 -b 

ヘパリンにデキストラン硫酸、前節までに pDNAの細胞取り込みは poly[I]、サケ精子 DNA、

よって強く阻害され、 poly[C]など他のポリアニオンによっては影響を受けないことが切らかにさ

れたが、認識機構が同じであるならば、 pDNA以外の結合間害作用を有するポリアニオンによって

もマクロファージの活性化が誘導される可能性が考えられた。そこで、種々のポリアニオンをマク

その結果をロファージに添加することによって TNF-α が産生されるかについて検討を行った。

Fig. 50に示すが、 poly凹とデキストラン硫酸によって pDNAと同程度の TNF-α のj芝生が検出

Control 

pDNA 

Digested pDNA 

safmon sperm DNA 

された。しかしながら、ヘパリンにはこのようにマクロファージを活性化させるような作用はなく、4000 3000 2000 1000 。
取り込み機構と活性化機構とは直接関連していないことが示唆された。TNF-α(pg/mり

Fig. 48 Production of TNF-α 仕omresident macrophages by nucleic acid (50μg/ml). 

考察皿同 4

pDNAの体内野j態を規定する機構の解明を目的としてマクロファージにおける本章では、

pDNAの取り込み特性を詳細に検討し、 pDNAを用いた遺伝子治療において炎症などの副作用の

原因となると考えられるマクロファージの活性化機構との関連について、主に TNF-α の産生を指

擦にして検討を行った。

pDNAのマクロファージにおける結合と取り込み特性には、 pDNAの持つポリアニオンとして

の物理化学的性質を認識する機構が関与していることが明らかになった。そして、そのリガンド認
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SRの関与が示唆されたものの、識特性からポリアニオンの立体構造を特異的に認識する
50 40 30 20 10 

。。
はその取り込みに影響を及ぼさな

これまで Ac-LDL等の変性 LDLの SRによる認識を競合的に阻害す
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CHO(SRA)細胞や SRA欠損マウスを用いた検討により SRA

いととが明らかになった。

Time (hr) 

Fig. 49 Production time-course of TNF・αfromresident macrophages by pDNA (50μg/ml). 
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ることから poly[1]やデキストラン硫酸などは SRのリガンドであるとされてきたが、本検討から

得られた結果はこれらのポリアニオンが SR以外の分子にも認識されていることを示している。よ

って、様々なポリアニオンの細胞取り込みにおける SRの関与の有無を poly[I]やデキストラン硫

酸などのポリアニオンを用いた阻害実験のみから結論づけることの危険性、さらにマクロフ ァージ

において様々なポリアニオンの認識メカニズムが存在している可能性が考えられた。

そこでさらにボリアニオンの種類を増やし、核酸や多糖類などによる阻害実験を行ったところ硫

酸化度の高い多糖類であるヘパリンによっても強い阻害が認められ、pDNAの取り込みに関わる分

子は広い認識特性を持つことが示された。本検討から得られた結果から pDNAの取り込みに関与

するレセプターの実体を特定することはできなかったが、比較的サイズ、の小さい一本鎖 DNAであ

る Oligoの多形核白血球による取り込みは、細胞表面に存在する接着分子のインテグリンファミ

リーに属する Mac-l(CDll bだD18、αMs2)が関与することが報告されていることから(111)、同

じ核酸類である pDNAも同様に Mac-lの関与する機構でマクロファージに取り込まれている可

能性が考えられる。また、 Mac-lのリガンドである細胞外マトリックス成分のひとつであるフィブ

ロネクチンがその分子内に少なくとも 4箇所の DNAならびにヘパリンと結合するドメインが存

在していることから(112-118)、pDNAの細胞取り込みにおける関与について今後の検討が必要で

あると思われる。

DNAによる免疫原性は、自己免疫疾患の一種の全身性エリテマトーデスにおける抗 DNA抗体

の生成メカニズムの研究を通じて明らかにされてきた。非ウイルスベクターとして用いる pDNA

は大腸菌由来の DNAであることからその免疫原性についても検討が行われているが、 pDNAの

取り込み機構との関連を詳細に検討した例は見当たらない。本検討から pDNAのマクロファージ

による取り込みは 10μg/mlでほぼ特異的な取り込みは飽和に達したが、マクロファージの活性化

は 100μg/mlまで飽和は起こらなかった。また Lipofectinとの複合体にすることで活性化が増強

されたことから、pDNAは細胞表面への結合に伴って細胞内にシグナルが伝達されるような活性化

メカニズムを介するのではなく、細胞内に pDNAが特異的な機構に限らず何らかの機構によって

内在化されたものが活性化を引き起こしていることが推察される。さらに活性化に伴う TNF-α 産

生と lFN活性とが並列な関係ではなく、それぞれ別個の活性制御機構が存在していることが示唆

された。 CpGmotifを持つ Oligoを用いた検討において、それ以外の配列を変化させることで産生

されるサイトカインの量的バランスが変化するととも報告されており(119)、細胞内において複雑

な機構によって活性制御が行われていると考えられた。

pDNAの細胞取り込み特性と活性化現象との関連を検討した結果、 pDNAの細胞取り込みを強

く阻害した poly山とデキストラン硫酸によって pDNAと同程度のマクロファージの活性化が観

察され、pDNAだけでなく強い負電荷を有するポリアニオンに免疫原性があることが明らかになっ

た。しかしながら、同様に強い取り込み阻害を示したヘパリンにはマクロファージを活性化させる

効果はなく、 pDNAによる活性化のアンタコニストとなりうる可能性が考えられた。これらの情報
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に基づきさらに詳細な検討を行うことによって、活性化現象まで含めた機構の解明につながるもの

と考えられる。

以上、本章ではマクロファージにおける pDNAの取り込み特性を詳細に評価し、 pDNAはポリ

アニオンとしての物理化学的性質に基づき認識されていることを示した。さらに、 活性化現象との

関連を検討した結果、 pDNAによるマクロファージの活性化は pDNAが内在化された後に複雑な

活性化機構を介して起こっていることが示唆された。これらの知見は pDNAを医薬品として用い

る際の基礎的情報である生体による認識特性と、免疫担当細胞を介した副作用発現機構の解明に有

用な情報を与えるものと考えられる。
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結論

以上、著者は三章にわたり、マクロファージにおける高分子医薬品の細胞取り込み機構を細胞内

動態まで含めて評価し、これらの生物学的効果発現との関連について検討した。そしてこれらの!日

分子医薬品を用いた治療の最適化を可能にする細胞内動態制御法を開発するための指針確立を試

み、以下の結論を得た。

( 1 )化学修飾による superoxidedismutaseの細胞膜親和性および活性酸素消去能の改j12

生理活性タンパク質として superoxidedismutase (SOD)を選び、マクロファージの細胞膜に作化

する NADPHoxidaseより産生され種々の炎症性疾患に関与しているスーパーオキサイドアニオン

を効率的に消去することを目的に、 SODに化学修飾を施しその効果を評価した。出養マウスjJ反JJ空

マクロファージを用いて活性酸素消去能および、細胞取り込み動態を評価した結果、未修飾 SODが

ほとんど取り込まれず全く効果を示さなかったのに対し、分子全体として正電街を導入したカチオ

ン化 SOD(Cat-SOD)は負電荷を有する細胞膜と強い静電的相互作用を示すと共に|及活性エンドサ

イトーシスの機構に基づき取り込まれ、優れた活性酸素消去作用を示した。また内在化を阻害する

ことによって効果が減弱したことから、細胞膜表面に結合した Cat-SODのみならずエンドサイト

ーシスを受けたものもマクロファージから放出される活性酸素の消去に寄与することが明らかと

なった。さらに、レセプタ一介在性エンドサイトーシスにより取り込まれるマンノース修飾 SOD

と比較したところ、 Cat-SODはより優れた効果を示し、細胞取り込み機構の違いに由来する細胞内

動態の差が影響しているものと考えられた。以上の結果より、 SODにカチオン化修飾を施すこと

により、マクロファージ由来の活性酸素が関与する各種疾患に対する有効な治療薬となる可能性が

示された。

( II )アンチセンスオリゴヌクレオチドの細胞内動態に及ぼすカチオン性リボソームの影響

次に、病因遺伝子の発現を特異的に抑制することにより治療効果を発現するアンチセンスオリゴ

ヌクレオチド (Oligo)をとりあげ、マクロファージに存在する nitricox ide (NO)介成併ぷ

inducible NO synthase (iNOS)に対する Oligoをモデルに用いて検討を行った。 NO産生|但73を+FI

擦にアンチセンス効果を評価したところ、 phosphorothioate化された S-Oligoが配列特異的な効栄

を示したものの、高濃度かつ長時間の処理が必要であった。共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍)'と棋

識体の細胞取り込みと細胞内動態を検討した結果、経時的な細胞内への移行が縫認されたが、標的

分子である mRNAが存在する核やサイト、ノルへの移行はほとんど認められず、エンドソームやリ

ソソーム内への局花を示唆する頼粒状の細胞内分布が観察された。そこでカチオン1''1:リボソームと
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の複合体形成の効果を検討した結果、ヒト前単球細胞株 U937細胞においては S-Oligoの核への

移行が顕著に促進されたが、マクロファージにおいては大きな細胞内動態の変化は観察されず、わ

ずかにアンチセンス効果の改善が認められるにとどまった。以上の結果より、アンチセンス効果発

現における Oligoの細胞内動態の重要性が明らかとなり、さらにマクロファージにおいてはカチ

オン性リボソームの効果が不十分で、他の動態制御法の導入が必要であることが示された。

(ill)プラスミド DNAの取り込みとマクロファージ活性化

さらに、遺伝子治療において非ウイルスベクターとして用いられ、細胞内の標的部位が核に限定

されるプラスミド DNA(pDNA)を対象に検討を行った。負電荷を帯びた巨大分子であるにも関わ

らず、マクロファージに pDNAが速やかに取り込まれることが明らかとなったが、遺伝子発現は

全く認められず核への移行が大きく制限されていることが示唆された。一方、 pDNAの取り込みに

伴い、大量の tumornecrosis factor-α(TNF-α)の誘導などが認められ、マクロファージの活性化が

示された。取り込み特性を解析した結果、 pDNAの持つポリアニオンとしての物理化学的性質を認

識する何らかの機構の関与が示唆され、リガンド認識特性にボリアニオンの立体構造を特異的に認

識するスカベンジャーレセフター (SR)との類似性が認められたので、最も良く知られるクラス A

の SR(SRA)を安定に発現する CHO細胞および SRAのノックアウトマウスから採取した腹腔マ

クロファージを用いて検討を行った結果、 pDNAの取り込みには SRAは関与せず、他の機構によ

ることが明らかになった。また、負電荷を持つ種々のタンパク質、多糖類、核酸を用いて詳細な検

討を行った結果、マクロファージによる pDNAの取り込み特性と活性化現象との関連を明らかに

するととができた。

以上、著者は従来情報の乏しかったマクロファージにおける高分子医薬品の細胞内動態と生物学

的な効果発現との関係を検討し、治療最適化の実現に必要なデリバリーシステムの設計指針の基礎

となる知見を得た。これらの知見は、高分子医薬品を用いた有効かつ安全な薬物治療法を確立する

ための有用な情報となるものと考えられる。
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実験の部

第 I章実験の部

( 1 )試薬

ヒト型遺伝子組み替え Cu，Zn-superoxide dismutase (SOD: 11トSer)は旭化成株式会社より供与さ

れたものを用いた。ウマ心臓 ferricytochromec (Type VI、Cytc)、phorbol-12-myristate-13-acetate

(PMA)、fluoresceinisothiocyanate (FITC)および colchicineは Sigma社より購入した。["'In]InCI3

は日本メジフィジックス株式会社より供与されたものを用いた。

(2) SODの化学修飾

( 1) cationized SOD (Cat-SOD)の合成(120)

2M 1， 6-hexamethylenediamine水溶液 30mlに 10%SOD溶液を 5.0ml滴下し、 30分間、氷

冷下で撹持した。その後、 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimidehydrochloride (EDC) 0.5 

gを加え 1時間撹枠し、さらにもう一度 EDCO.5gを加えた。全ての操作中、反応液の pHは 6.5

に固定した。一晩室温で反応させた後、水に対して透析を行い限外液過および凍結乾燥により、粗

Cat-SODを得た。さらに、クロマトフォーカシングにより等電点が 9.0以上の画分を採取し、限

外鴻過および凍結乾燥により精製 Cat-SODを得た。 cationizedbovine serum albumin (Cat-BSA)も

同様の方法で合成した。

( 2) mannosylated SOD (Man-SOD)の合成(121) 

マンノース修飾 SOD(Man-SOD)は、 Leeらの方法に従い合成した。 mannose7.5 gを acetic

anhydride ] 0 ml中室温で 3時間撹枠後、 30%HBr/ AcOH 20 ml中冷所で一晩インキュベーション

しアセトハロ糖を調製した。次いで、これを thioureaと ]:1のモル比で acetoneに溶解後 15分

間還流し、反応生成物 4.5gと CICH2CN3.33g、K2C031.49g、NaHS031.95 gを水/acetone(1: 1) 20 

ml中で 2時間氷冷下で反応させ、 cyanomethyl2ム4，6-tetra-O-acety1-1-thiomannoside (CMN-

thiomannoside)を合成した。得られた CMN-thiomannosideを MeOH中 0.01M CH30Naと室温

で一晩インキュベートし 2-imino-2-methoxyethy1 1-thiomannoside (IME-thiomannoside)を合成し

た。最終的に、 SOD100 mgを含む 50mM borate buffer (pH 9.5) 10 mlに IME-thiomannosideを

1 :25のモル比で加え、 3時間反応させることにより Man-SODを合成し、 SephadexG-25 (fine、

Pharmacia社)カラムを用いたゲル鴻過により精製した。

(3】SODおよび、 SOD誘導体の物理化学的性質の評価

( 1 )分子量
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分子量の測定は、島津製作所株式会社の Shim-packDiol-300カラムを用いた高速液体クロマト

グラフィーにより行った。溶出液にはphosphatebuffered saline (pH 7.4)を川い、既知の分子呈を

持つ 8種類の標準タンパク質 (Pharmacia社)を用いて作成した検量線から各誘導体の見かけの

分子量を決定した。

( 2 )アミノ基の定量

Habeebの方法に準じてglycineを標準物質として trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)を用いた

呈色反応(122)により行った。

( 3 )糖残基数の定量

Man-SODの糖残基数は、 mannoseを標準物質として anthrone-硫酸法(123)により行った。

(4 )酵素活性の定量

SODテストワコー(和光純薬株式会社)を用いて nitrobluetetrazolium (NBT)還元法により行っ

た。

[4) Cat-SODの不活性化

Hodgson らの方法 (124)に従い、 Cat-SODを過酸化水素で処理することにより行った。

( 5] SODおよび SOD誘導体の放射標識体及び蛍光標識体の合成

( 1) 1II1n標識

Hnatowich らの方法(125)に従い二官能性キレート試薬 diethylenetriaminepen taacetic acid 

(DTPA)を用いて CII1n]1nC13により放射標識した。Cat-SOD10 mgを 0.1M HEPES buffer (pH 7.0) 

1 m]に溶解し、dimethylsulfoxide (DMSO)に溶解した DTPAを 10μ1(タンパク質の 2倍当量)加

え、 30分間室温で反応させた後、 SephadexG-25カラムを用いたゲル穏過により未反応 DTPAを

除去、限外鴻:過により濃縮した。次いで、 0.1M acetate buffer (pH 6.0) 20μ!と C
11ln]InC13溶液 (74

MBq/ml) 20μ!の混液に 40μlの DTPA結合 Cat-SODを加え 30分間室温で、放置することにより

標識を行った後、 SephadexG-25カラムを用いたゲル液過および限外癒過により精製した。

(2) FITC標識

SODならびに SOD誘導体の FITC標識体は Monsigny らの方法(126)に従い合成した。タン

パク質 20mgを 0.1M sodium carbonate buffer (pH 9.5)に溶解し、そこに同 bufferに溶解した

F1TCをタンパク質の 3倍当量加え、5時間室温で反応させた。次いで、溶出液を水/n-butanol(95:5) 

として SephadexG-25カラムを用いたゲル漉過により未反応の F1TCを除去した。さらに、水に
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対して透析を行い、限外積過および、凍結乾燥により精製 FITC標識 SODならびに SOD誘導体を

得た。

( 6 ]惨出性マウス腹腔マクロファージの単離と培養

ICR系雄性マウス (5週齢)に TGC培地(日水製薬株式会社)を腹腔内に投与し、 4 日後に

RPMI1640培地(日水製薬株式会社)を用いてマウス腹腔より単離した。単離したマクロファージ

は、 10%ウシ胎児血清 (FBS)を添加した RPM11640培地に懸濁させて播種し、2時間後に洗浄

して接着しなかった細胞を取り除き、 一晩培養した後実験に用いた。

( 7] SODおよび SOD誘導体による活性酸素消去効果

マウス腹腔マクロファージに PMAを添加することにより放出されるスーパーオキサイドアニ

オンを cytochromec (Cyt c)法により測定し、 SODおよび SOD誘導体の活性酸素消去能を評価し

た。

( 1 )連続接触実験

細胞を Hanks'balanced salt solution (HBSS、日水製薬株式会社)で洗浄後、SODあるいは Cat-SOD

と Cytcおよび PMAを同時に加え、スーパーオキサイドアニオンの生成を測定した。

( 2 )前処理実験

細胞を HBSSで洗浄後、 SODあるいは SOD誘導体と一定時間インキュベー トして、細胞にこ

れらタンパク質を取り込ませた。その後、一度細胞を HBSSで洗浄した後に、Cytcおよび PMAを

添加し、スーパーオキサイドアニオンの生成を測定した。

( 3 )スーパーオキサイドアニオンの定量

Cytcおよび PMAを添加し、 一定時間後に反応液を採取し、氷冷下遠心してその上清を得た。

上清の 550nmにおける吸光度の単位時間当たりの変化を測定し、スーパーオキサイドアニオンの

生成量を求めた。

(8) SODおよび SOD誘導体のマウス腹腔マクロファージによる invitro取り込み実験

細胞を HBSSで洗浄し、実験する温度 (37
0Cあるいは 40C)で 20分インキュベートした。そ

の後、 HBSSを取り除き 1II1nで放射標識した SODあるいは SOD誘導体を含む HBSSを加えた。

細胞を一定時間インキュベー トした後、氷冷した HBSSで洗浄し、 0.1% Triton X-l 00含有 0.3M 

NaOH水溶液で細胞を可溶化した。その溶液を回収し放射活性を測定し、さらに、 Lowry法(127) 

によりタンパク量を測定して細胞単位タンパク量当たりの取り込み量を求めた。
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(9] SODおよび、 SOD誘導体の細胞内動態

細胞を HBSSで洗浄し、実験する温度 (37
0Cあるいは 40C)で 20分インキュベートした。そ

の後、 HBSSを取り除き FITC標識した SODあるいは SOD誘導体を含む HBSSを加えた。細胞

を一定時間インキュベートした後、氷冷した HBSSで洗浄し、 10%中性緩衝ホルマリンrn?t支で 30

分間インキュベートして国定した後、共焦点レーザー顕微鏡 (ACAS570、Meridian社)で観察し

た。

(10) "'In放射標識体の定量(放射活性の測定)

カウンティングチューブ、にサンフリング後、特別な操作は行わずにそのまま wel1型 y線シンチ

レーションカウンター (ARC-500、Aloka社)で測定した。
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第E章実験の部

( 1 ]試薬

すべてのオリゴヌクレオチドは GENSET社より購入した。マウス IFN-yは京都大学大学院薬学

研究科渡部好彦助教授より供与して頂いたものを用いた。リポポリ多糖 (E.coli 0127:B8、LPS)は

Sigma社より購入した。

( 2 ]オリゴヌクレオチ ドの設計

( 1 )ヒト c-mycに対する Oligo

ヒト癌遺伝子 c-mycの開始コドンから 20塩基 (ATGCCCCTCAACGTTAGCTT)に相補的な配

列 (AAGCTAACGTTGAGGGGCAT)をアンチセンス配列として選択した。アンチセンス効果の対

照としてセンス配列 (ATGCCCCTCAACGTTAGCTT)、ならびにアンチセンス配列中のアデニン残

基とチミン残基を入れ替えたミスセンス配列 (TTGCATTCGAAGTGGGGCT A)を選択した。リン

酸結合部位としては天然型の phosphodiester結合を有する天然体 (P-Oligo)、リン酸結合部位中の

ひとつの酸素原子を硫黄原子に置換する phosphorothioate化修飾をすべてのリン酸結合部位に行

ったもの (S-Oligo)、および phosphorothioate化修飾を 3'末端から 3個のリン酸結合部位に対し

て行ったもの (PS3-01igo)の 3種を用いた。

( 2 )マウスiNOSに対する 01igo

マウス inducible nitric oxide synthase (iNOS) の開始コドンから 20 塩基

(ATGGCTTGCCCCTGGAAGTT)に相補的な配列 (AACTTCCAGGGGCAAGCCAT)をアンチセ ン

ス配列として選択した 。アン チセンス効果の対照としてセンス配 列

(A TGGCTTGCCCCTGGAAGTT)、ならびにアンチセンス配列中のアデニン残基とチ ミン残基を入

れ替えたミスセンス配列 (TTCAACCTGGGGCTTGCCTA)を選択した。リン酸結合部位としては天

然体 (P-Oligo)、および phosphorothioate化修飾をすべてのリン酸結合部位に行ったもの (S-Oligo)

の 2種を用いた。

( 3 ]細胞の単離と培養

( 1 )ヒト白血病細胞株 U937細胞

U937細胞は JCRB(Japanese Cancer Research Resources Bank)より入手した。10%FBSを添加し

た RPMI1640培地で培養し、実験に用いた。

( 2 )常在性マウス腹腔マクロファージ

ICR系雄性マウス (5週齢)より PRMI1640培地を用いてマウス腹腔より単離した。単離した
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マクロファージは、 10%FBSを添加した RPM11640培地に懸濁させて播種し、 2時間後に洗浄し

て接着しなかった細胞を取り除き、 一晩培養した後実験に用いた。

( 3 )惨出性マウス腹腔マクロファージ

Balb/c系雄性マウス (5週齢)に TGC培地を腹腔内に投与し、 4 日後に RPM11640培地を川

いてマウス腹腔より単離した。単離したマクロファージは、 10%FBSを添加した RPM11640府地

に懸濁させて播種し、 2時間後に洗浄して接着しなかった細胞を取り除き、 一晩培養した後尖験に

用いた。

( 4) Oligoの放射標識体の合成

( 1) 32p標識

Oligoの 5'末端の水酸基を [y_
32p]ATPと T4polynucleotide kinase (宝酒造株式会社)でリン酸

化することにより行った。

( 2 )、標識

Oligoの 3'末端に [α_32p]ddATPを terminaldeoxyribonucleotidyl transferase (宝酒造株式会社)

を用いて付加することにより行った。

(4) Oligolカチオン性リボソーム複合体の調製

まず等量の RPMI1640 もしくは Opti-MEM(GIBCO-BRL社)から成る Oligo溶液およびカチ

オン性リボソーム溶液を調製し、室温で 30分間放置した。その後、 Oligo溶液をカチオン|企リボ

ソーム溶液に少量づっ添加して混合した後、約 20分間室温放置したものを用いた。

( 5] c-mycに対する Oligoによる細胞増殖抑制の評価

U937細胞を 10%FBSを添加した RPM11640培地に懸濁させて 24穴フレートに 1 X 10
4 

cells/wellで播種した後、 Oligo単独もしくはカチオン性リボソームとの複合体を添加した。添加し

てから 4 日後細胞を回収し、細胞数を MTT法(128)により測定した。

(6) iNOSに対する Oligoによる NO放出抑制の評価

( 1) Oligo単独による効果

96穴プレートに構種された惨出性マウス腹腔マクロファージを RPMI1640培地で洗浄した後、

10% FBSを添加した RPM11640培地を加え、 Oligoを添加した。 12時間後 50lU/m] 1FN-yを添

加し、さらに 48時間インキュベートした後培地を回収し、 nitriteの量を測定した。
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( 2 )一定比率で調製した Oligolカチオン性リボソーム複合体による NO放出抑制の評価

96穴プレートに播種された惨出性マウス腹腔マクロファージを RPM11640培地で洗浄した後、

10% FBSを添加した RPM11640培地を加え、重量比 1:6に調製した Oligolカチオン|主リボソーム

複合体を添加した。 12時間後 501U/ml 1FN-yを添加し、さらに 48時間インキュベートした後培

地を回収し、 nitriteの量を測定した。

( 3 )一定量のカチオン|全リボソームと調製したOligolカチオン性リボソーム複合体による NO放

出抑制の評価

96穴プレートに播種された惨出性マウス腹腔マクロファージを Opti-MEMで洗浄した後、 7.2

μgのカチオン性リボソームと Oligoとの複合体を添加した。 6時間後細胞を洗浄し培地を 10%

FBSを添加した RPM11640培地に換えてさらに 6時間培養した。その後 2.51U/m! 1FN-yと 50

ng/ml LPSを添加し、さらに 48時間インキュベートした後培地を回収し、 nitriteの量を測定した。

( 7) nitriteの定量

NOの代謝物である nitriteを定量することにより評価した。凶収したサンフルと等存置の Griess

試薬とを混合し室温で 10分間放置した。その後 550nmにおける吸光度を測定し、 NaN02を際

準物質として nitriteを定量した。

( 8) 01igoの invitro取り込み実験

( 1) U937細胞における取り込み実験

細胞を RPMI1640培地で洗浄した後、 24穴プレートに 3.5 X 10
4 
cellslwellで播穐した後、 32p

もしくはおSで放射標識した Oligo単独もしくはカチオン性リボソームとの複合体を添加した。

細胞を一定時間インキュベートした後、氷冷した phosphate-bufferedsaline (PBS)で洗浄し、 0.1%

Triton X-IOO含有 0.3MNaOH 水溶液で、細胞を可溶化した。その溶液を回収し放射活性を測定し、

さらに、 Bradford 法 (129) によりタンパク量を測定して細胞単位タンパク量~たりの取り込み呈

を求めた。

( 2 )マウス腹腔マクロファージにおける取り込み実験

常在性マウス腹腔マクロファージを RPM11640培地で洗浄した後、おSで放射標識した Oligo

を添加した。細胞を 一定時間インキュベートした後、氷冷した phosphate-bufferedsaline (PBS)で

洗浄し、 0.1% Triton X-l 00含有 0.3MNaOH水溶液で、細胞を可溶化した。その溶液を同収し放射

活性を測定し、さらに、 Bradford法によりタンパク量を測定して細胞単位タンパク量当たりの取

り込み量を求めた。
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( 9] Oligoの細胞内動態

細胞を RPMI1640培地もしくは HBSSで洗浄し、 FITC標識した Oligo単独もしくはカチオン

性リボソームとの複合体を添加した。細胞を一定時間インキュベートした後、氷冷した HBSSで

洗浄し、 10%中性緩衝ホルマリン溶液で 30分間インキュベートして固定した。核を染色する際

には固定した細胞をさらに 15陪 ImlRNase A (type l-A、Sigma社)で 37
0C、20分間処陀し、さら

に 0.5μg加1propidium iodide (Sigma社)で 20分間処理することにより行った(130)。観察は共

焦点レーザー顕微鏡 (ACAS570、Meridian社)により行った。

(10]放射標識体の定量(放射活性の測定)

32p ならびに、放射活性の測定は、各サンプルを HClで中和後、液体シンチレーション用メデ

ィウム (Clear-Sol1、ナカライテスク社)を 5ml加えて液体シンチレーションカウンター (LSC-

5000C、Beckman社)で測定した。
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第E章実験の部

( 1 ]モデル pDNAおよびカチオン|主リボソーム

firefly luciferase発現ベクタ-pCMV-Lucは、 pGL3-controlベクターから切り出した cDNAフ

ラグメントを、pcDNA3ベクター (Invitrogen社)のマルチクローニングサイト (HindIII / Xba 1サ

イト)に挿入することにより作成した。 pDNAは、 大腸菌 DH5αにtransformした後、 2X YT 出

地中で増殖させ、 pDNA精製キット QIAGENPlasmid Giga Kitと EndoFreePlasmid Buffer Set (と

もに QIAGEN社)により抽出・精製を行った。 pDNAは、 endotoxin-freeの生理食塩ノkに 1μg/μl

の濃度で溶解させ凍結保存した。精製した pDNA中のエンドトキシン量は Limulusamebocyte 

lysate assayによって確認したところ、 0.022ngl陀 pDNA以下であった。znνitro細胞取り込み実験、

inνivo分布実験に際しては、 pDNAをニックトランスレーション法により 32p 標識したものを用

いた。共焦点レーザー顕微鏡による細胞内動態の検討においては、 FastTagH..， labeling kit (Vector 

Laboratories社)により fluoresceinを導入した蛍光標識体を用いた。カチオン|生リポソームとして

は Lipofectin⑧(GIBCO-BRL社)を用いた。

( 2 ]細胞の単離と培養

( 1 )常在性マウス腹腔マクロファージ

第H章(3 ] ( 2 )と同様の方法で、行った。

( 2) Chinese Hamster Overy (CHO)と CHO(SRA)細胞

CHO細胞は大日本製薬より購入した。10%FBSを添加した Ham'sF・12培地(日水製薬株式会

社)で培養した。クラス A スカベンジャーレセプタ一安定発現細胞株 CHO(SRA)細胞は、大阪大

学大学院薬学研究科土井健史教授より供与して頂いたものを用い、 CHO細胞と同様にして培養し

た。

( 3 )クラス A スカベンジャーレセフター欠損マウス由来常在性腹腔マクロファージ

クラス A スカベンジャーレセフター欠損マウスは中外製薬創薬資源研鈴木宏志氏、東京大学児

玉龍彦教授らによって作成されたもの(l09)を供与して頂き実験に用いた。常在性マウス腹腔マ

クロファージの単離は (2) (1) と同様の方法で行った。

( 3 )スカベンジャーレセプターの機能確認

CHO(S孔生)細胞とスカベンジャーレセフター欠損マウスより採取したマクロファージにおける

スカベンジャーレセプターの機能は、 1，!'dioctadecy 1-3ム3'，3'-tetramethyl-indocarbocyanine 

perchlorate (DiI)で蛍光標識したアセチル化 LDL(Ac-LDL)の細胞取り込みを第 I章(9 )と同様
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の方法で観察することにより行った。

(4) pDNAの lnνitro取り込み実験

第 I章(8 )と同様の方法で行った。

【5)pDNAの細胞内動態

第 I章(9 )と同様の方法で行った。

(6) pDNAのスカベンジャーレセフター欠損マウスにおける LnνlVO分布実験

pentobarbital (30 mglkg)で麻酔したマウスに、 1mglkgの投う呈で 32p標識した pDNAをj話的

脈内に投与後、経時的に頚静脈より採血した。投与 10分後大静脈より採血し、屠殺して肝臓、/JW

臓、腎臓、肺、心臓、脳を摘出した。臓器重量を測定後 Soluene-350(Packard社)により可総化し、

2N-HClで中和後、放射活性を測定した。

(7) pDNAによるマクロファージの活性化実験

マクロファージの培地中にフラスミド DNAを添加し、 48時間培養した後回収し遠心したヒ11'1

をサンプルとして各種炎症メディエーターの測定を行った。

( 8 )各種炎症メディエーターの測定

( 1) nitriteの定量

第E章(7 )と同様の方法で、行った。

(2) 1FN活性の定量

培養上清中の IFN活性は渡部らの方法(131，132)に従い、以下のような bioassayによりわ-っ

た。 l日自に 96穴プレートにマウス繊維芽細胞 L細胞を 3X 10
5 cellsずつ橋く 。2日11にサ

ンプルを L細胞に添加する。 3日目にその L細胞を水泡性口内炎ウイルス (VSV)を感染させる。

4日目にウイルスによる細胞変性効果を観察し、生細胞をクリスタルバイオレットで染色する。次

に対照 1FNによる効果と比較することにより国際単位 (1U)を算出する。

(3) TNF-α の定量

培養上清中の TNF-α は、 ELISAキット (Factor-Test-X™ 、 Genzyme 社)を用いて添付プロトコ

ールに従って測定した。

( 9 )遺伝子発現の測定
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細胞を PBSで洗浄後セルスクレイパーで剥がして回収した。次に、37
0C の湯浴および液体窒

素に交互に浸すことにより計 4回凍結・融解を繰り返した。遠心操作(14，000rpm、10分)の後、

上清の内 10μlをルシフエラーゼ発光基質溶液(ピッカ・ジーン、東洋インキ)100μ!と混合し、

直ちにルミノメーター (LumatLB 9507、EG& G Berthold Japan社)にて 10秒間の累積発光量

(relative light unit: RLU)を測定した。

(10)放射標識体の定量(放射活性の測定)

第H章 (10) と同様の方法で行った。
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