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翰 文 内 容 の 要 旨

進行胆道癌治療は近年の先端技術の発達に伴い年々進歩しているものの予後を飛躍的に改善したとは言いがたいO一方,

胆管癌や線維性嚢胞症,原発性硬化性胆管炎などの胆道疾患において胆管上皮細胞に様々な遺伝子異常が見られるようにな

り,胆管疾患への遺伝子治療法の開発が期待されているものの,なお確立したベクタ-は発表されていないO

近年HVJリボソ-ム法を用いた心臓,脂,腎臓,肝臓などへ遺伝子導入が報告され, リポソームを陽電荷としたHVJ-

cationicリポソーム法により目的遺伝子の封入効率が高められてきた｡本研究では,陽電荷 リポソームは負電荷を持っ組織

との親和性が高く,組織深部への浸透性が低いという点に着冒し,HVJ-cationicリポソーム法を用いた胆管内投与による胆

管上皮細胞への選択的な遺伝子導入の可能性について検討した｡

HVJ-cationicリポソーム(HVJ-DC)はフォスファチジルコリン,コレステロール,DCコレステロール (重量比-8:4:

1)よりなる乾燥混合脂質に目的遺伝子を封入し,紫外線で不活化したHVJとリポソームとの融合により作成した｡

先ず,蛍光標識オリゴヌクレオチド(F-ODN)を用いてヒト胆管癌細胞株 (HuCC-Tl)への導入効率を検討した｡F-ODN

単独投与では細胞への蛍光の集積は認めず,HVJ-DC使用時に投与後 30分で90%以上の核への蛍光の集積を認めた0

次にラット胆管への投与は臨床における内視鏡的逆行性胆管到達法に準じて,経十二指腸乳頭的に行った｡即ち,十二指

腸壁より乳頭を経由して胆管内に逆行性に留置したチューブより行ったoF-ODN単独投与では蛍光の集積は認めず,

HVJ･DC使用時に投与後60分で肝外胆管上皮細胞および一部の障管細胞に蛍光の集積を認めた｡肝内細胆管レベルでは,周

囲の脈管と区別するためにケラチン染色を行い胆管上皮細胞を同定した｡蛍光は胆管上皮細胞の核に集積しており (90%以

上),肝細胞,門脈,肝静脈への導入は認めなかった｡LacZ遺伝子投与によりタンパク発現を確認した結果,LacZ単独投与

では発現を認めず,HVJ･DC使用時に胆管上皮細胞のみにLacZの発現を認め,発現は14日間継続した｡投与後3日昌での

血清総ビリルビン(0.17±0.06mg/dl),ALT(61±lU/1),γGTP(<2U/1)値は正常範囲内であり,HE染色では明

らかな細胞障害を認めなかったO

以上の結果からHVJ-cationicリボソ-ム法を用いた経乳頭的投与により 日 )胆管上皮細胞への選択的な遺伝子導入が

可能となり,(2)短時間で安全に遺伝子導入が可能である事が判明した｡本方法は胆道疾患に対する研究,治療の両面で有

用であると考えられた｡

輪 文 事 査 の 結 果 の 要 旨

胆管疾患の多くは胆管上皮細胞の遺伝子異常の主因とし,胆管疾患への遺伝子治療法の開発が期待されているものの確立

したベクターはない｡本研究では,暢電荷リポソームが組織深部への浸透性の低い点に着目し,HVJカチオニックリポソー

ム法 (HVJIDC)を用いた胆管内投与による胆管上皮細胞への選択的な遺伝子導入の可能性を検討したO培養細胞HuCC-T
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1への蛍光オリゴヌクレオチド(F･ODN)投与において,単独投与では導入は認めず,HVJ-DC使用時に投与後 30分で90%

以上の核への蛍光の集積を認めた｡ラット胆管-の投与は内視鏡的逆行性胆管到達法に準じ,経十二指腸乳頭的に行ったo

F-ODN単独投与では導入は認めず,HVJ-DC使用時に投与後60分で肝外胆管上皮細胞への集積を認めたO蛍光は胆管上皮

細胞の核に集積し,肝細胞,門脈,肝静脈への導入をま認めなかったoLacZ遺伝子単独投与では発現を認めず,HVJ-DC使用

時に胆管上皮細胞のみにLacZの発現を認め,発現は14日間継続した｡投与後 3日目の血液検査は正常範囲内であり,明ら

かな細胞障害を認めなかった｡以上よりHVJ-カチオニックリポソーム法を用いた経乳頭的投与により胆管上皮細胞への選

択的かつ短時間で安全な遺伝子導入が可能である事が判明した｡

以上の研究は胆道疾患に対する遺伝子治療の可能性を示唆するもので,胆道系疾患の将来的展望を開くものである｡

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,本学泣授与申請者は,平成 12年2月9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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