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はじめに

　進行性筋ジストロフイーは，骨格筋の変性個壊死を本態とし茅臨床的に

は進行性の筋力低下を生ずる遺伝性の疾患である（埜中1993）個そのうち，

Duch㎝ne型筋ジストロフイー（Ducheme　muscu1ar　dystrophy：DMD）は，

他に有効な治療法のない重篤な遺伝性疾患であること，胚細胞レベルでの

突然変異率が高いこと茅原因遺伝子が判明し，遺伝子異常と病態との関連

の解明が進んでいること，治療実験のためのモデル動物（mdxマウス：

Bu1fie1d　G　eta1．1984）が存在することから、現在遺伝子治療の対象として

研究が進められている画

1固DMDとDMD遺伝子

　DMDは進行性の筋壊死を本態としヲ新生男児3，OOO～3，500人に1人の割

合で生ずる，X染色体連鎖性劣性の遺伝性疾患である向患者は2～5歳で歩

行障害により発症し，次第に筋力低下が進行し，10歳前後で歩行不能とな

る。その後，筋萎縮と筋力低下，関節拘縮，脊柱変形等の症状が進行し，

多くが30歳以前に心不全や呼吸不全で死亡することが多い画病理学的には，

筋線維の変性画壊死が主体で，初期には活発な再生像が認められるが，末

期には筋線維は脂肪組織や結合織に置き換わる画血液生化学的には，血清

クレアチン画キナーゼの高値が認められる画1987年，慢性肉芽腫症につい

で，逆遺伝学（reVerSegenetiCS，原因となる蛋白質が不明の疾患で病因遺伝

子を得る方法として名付けられたが，最近ではポジショナルクローニング

と呼ばれる）の手法を用いて茅Xp21．2に存在するDMD遺伝子がとられ，そ

れにコードされる膜関連細胞骨格蛋白であるジストロフィンの欠損がDMD

の原因であることが明らかにされた（KoenigetaL1987）固また，同じ



DMD~~:f~~~~~'~;;~fq)'~~~~~~~C~ ~ , J~ ~~i~i~~E~~l~)Beckcr=ye'J~jJ-~j;~ h ~J 7 4 -

(Becker type muscular dystrophy : BMD) ~~~Lt ~;~~~, ~~i~~~~~~i~~~:{~'~~'~f 

~~~~q)~~~ ~; ~ l~~~~~ L ~ ,~~~ Uf~;-V' ~l ~ ~*~~D ~ tLCV'~) . ~q)~~A~ L L 

C, DMD~~i~7 ~-A-'/7 h~)7~~~-~);~ h ~f7 4 ~/I~~t~j~*.~~~~, BMD~ 

l~in frame~)~~~~C J~ ~ , ~~~~~'~f~ Lf,_'--');~ h ~ 7 4 ~l~~f~~~L~)f._-~) ~~;~ ~ 

tLCV*~ ~~~~, BMDq),'f,~2/3~)~~~~U~-')~ h ~74 ~//7J~~~)~~~~~~~:=} 

~F~;~ ~~~5 ~ tL, ~1,~~~~8~1C ~4~~E/~ ~ - :/q)~F~; ~~7T~~~ ~~ ~D ~ tLC 

V*~) (Ahn AH etal. 1993,/J'~f~ 1992) . 

2 . -~)~ h ~7 4 ~/~)~~~Li~~~~ '~ 

l) -~)~ h ~r74 ~/q)1~~~ 

2400kb ~C ~ ~5 ~ ~;~i,~7i~~DMD~~;(~:'~'i5~~> ~ ~~'~~;~~ ~ tL~ mRNAi~ 14kb~~5 ~ , 

427kDO)~~i, -~)~ h T~7 4 ~/~i:~t- ~UCV+;~. -~~;~ h ~7 4 :/I~~~~ 

O)~~l~:~~) ~ , actin-binding domain, triple helical segments, cysteine-rich 

domain, C-terminal domainO) 4 Oq)~~f¥'*lL~~~:~~~tL~)(~l lb) . N~~f}~F 7 

~7~L~/ ~ , C'~~~l~~~~~!(~~~:A.~:~I (dystrophin-associated protein : DAP, 

Ervasti JM et al. 1990, Yoshida M et al. 1990) ~~~:A* L, ~~,,~<,ruH~:n~p~J~U~~}C 

~l~7E~~LCV*;~ DAPO)~~:~~~~:~O)~~), 156, 50, 43 35kDq)~~~~~:*~f 

~#~DAG (dystrophin-associated glycoprotein) I~~~:"~~~l~~~~*A~~~ 

(glycoprotein complex : GPC) ~~~.･'~L, -');~ h ~ 7 rf ~/I~GPC~~A)1 L~, 

~mE~~~~~7 h 1) y ~7~O)~~~~~:~~If~~~)~) ~ ~ ~1~/ ~~~A~ LCV*~ (~l lc, 

Worton R 1995. Ozawa E et al. 1995) . DMD~~f~'~'~fl~X~~~~~4~~)/i~~~+~~ 

~~p:~~~,,,~'~~e..~~"~i~~~t~~~] L~tV+~~f~'*~L~~~ ~~L;~~~･~, ~~~CDMD ' BMD~l~ 

exon45-551C~~~~ ~~:~ < ~~~5 ~~L~ (hot spot) 
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2）転写およびスプライシングの機構（図1a）

　DMD遺伝子の転写調節およびmRNAのプロセッシングの機構はたいへん

複雑で茅少なくとも5種類の独立したプロモーターが存在し，細胞によっ

て特徴的なジストロフィンを発現している固さらにmRNAのPCR

（Po1ymerase　chain　reaction）法からジストロフィンのC端は少なくとも3

つの異なる部位でa1temative　sp1ici㎎を受けていることがわかってきている画

3種類の全長型のプロモーター（脳型，筋型，プルキンェ細胞型）はそれ

ぞれの第一エクソンを持ち婁脳および筋において427kDの蛋白をつくる、

2種類のC端のプロモーターからの転写，翻訳により，Dp116，Dp71と名

付けられた蛋白がつくられる（AhnAHetaL1993）画脳におけるジストロ

フインの発現は中枢神経症状との関連で注目されている。脳型のプロモー

ターは海馬および大脳皮質で発現しているが，海馬と大脳新皮質は感情事

記憶，認知に直接かかわっており，DMDの約1／3に合併する知能障害との

関連を考えている研究者も多い（Lidov　HGW　eta1．1993）。

3）Dp116，Dp71とDp260（図1b）

　Dp71（Rapaport　D　eta1．1993）の転写開始部位はDMD遺伝子のexon63

の8kb上流に存在する。ジストロフィンのC端の抗体を用いたウェスタンブ

ロットでは，産生される蛋白の分子量は70．8kDである画Dp7！は多くの組織

に広く発現しているが，分化した骨格筋では認められない、脳においては

星状膠細胞，歯状回の穎粒細胞，神経膠腫の培養細胞などに発現している。

一方，Dp116（B1ake　DJ　etaL1992，Byers　TJ　etaL1993）のプロモーター

はDMD遺伝子のエクソン55と56の間に存在し，ジストロフインの後半946

アミノ酸を共有している田Dp！16は末梢神経のシュワン細胞の外層，特に

ランビエ絞輸の細胞膜下に存在し，構造的役割のみならず神経伝導などの

生理学的役割を担っていることが示唆されている固
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　最近，網膜のシナプス部位（外網状慮）では，新しく同定されたエクソ

ンから，エクソン30までスプライシングされた網膜型ジストロフイン，

Dp260が分離され，正常な網膜機能の保持に重要と考えられている

（D’Sou・a　VN　et　aL1995）画また，中枢神経で発現している，イントロン

44から転写されるアイソフォームであるDp140が報告されている．（Lidov

HGW　et　aL1995）画

4〉ジストロフィン関連蛋白

　Loveら（1993）はジストロフインのC端の83％とホモロジーのある塩基

配列を持つ，ヒト第6染色体に存在するジストロフィン関連遺伝子を発見

し，その遺伝子産物をutrophinまたはジストロフイン関連蛋白（dystrophin

re1ated　protein：DRP，Tins1eyJM　et　aL1992）と名付けた。DRPは神経筋接

合部，筋腱接合部の膜に分布しており，脳では血液脳関門を形成する星状

膠細胞の足突起に認められる画一方，このDRPは，DMD患者やDMDのモデ

ル動物であるmdxマウスでは増加が認められることと，その発現パターンか

ら，ジストロフィンのembryonic　fomである可能性やジストロフィンの代用

蛋白として機能している可能性がある（MatsumuraKeta1．1992b）画

5）DAG／DAPについて（図1c）

　ジストロフインはN末端で細胞骨格のFアクチンと，Fアクチンはさら

にタリンやビンキュリン事インテグリンとともに，いわゆる筋形質膜直下

のcostamereを形成している（Masuda　T　et　aL1992）画ジストロフィンと複

合体を形成する蛋白群であるジストロフィン結合糖蛋白（DAG）およびジ

ストロフィン結合蛋白（DAP）は3つのグループに分けられる（Tins1ey　JM

etaL1994）画第1のdystrog1ycan（α一dystrog1ycan／β一dystrog1ycan）は、

同じ遺伝子にコードされている産物であるが，α一dystrog1ycan（156DAG）
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l~~mn~~~~=1~~~~i~q)~E~:~~~)~~:~~~~~)~ ~ ~ ~~~/ ~~~~~LCV+~) )~ p 

dystroglycan (4-3DAG) I~cystein=rich domain~ C-terminal domainq)~fy~~~ 

-~~~ h I~ 7 4 :/ ~,~"~A* LCV*~. 

~i~2(7)sarcoglycan complexi~adhalin (50DAG) , 35DAG (A4) , A3b~'~ 

~i~~~･-~, A~~l~~~5 ･ ,L･~h~C~~~~8~~C~~;~~~: LCV+~ ~ V* ~ ,~:.~~~j-~)~ h ~ 7 ~ 

-O)~~;~i~~~~~~~)f~1~~~~~~ ~~LCV+;~. Matsumura~ (1992a) ~~~~77 

l) ~~ ~C~ ~ ~~~ DMD~~4)~~)~;~~;~;~~/J'Ij~I*~)~F~~~~l4~'~~"f~~~:f~(:'~~~~.･'~i~~)~*'jj+~');~ h 

~7~ - (SCARMD) ~i~, -~);~ h ~7~ ~/I~lEF~~~5~)~~, adhalin 

(50DAG) ~~~t~~:~~: L35DAG~~~/jJ~LCV~~ ~ ~ ~f~~~~ Lf,_-. ~f*-, 

dystrophrc hamsteri~ )/;~ h ~ 7 4 /f~lE~~ 7~~~, adhalin (50DAG) , 

35DAGl~c~ ~ ~~ ~~7~~ < , dystroglycan ~ ~~y/J~ LCV*~ ~ ~ ~->~;~:~; tLCV+~ . 

~ ~eC, -~);~ h T~ 7 ~ ~/O)~~t'_~~.UCV+~)DMD.~i~*~~~mdx7~7;~ ~C~5V*C~ 

sarcoglycan(7)7~~~~~~~~f~;T LCV*~ . ~~ 3 q) ~f)~- 7"f~-~/;~ h ~l 7 4 ~lIC~~'U~L 

~;~~f~~t~ a 1-, p 2-syntrophin~>~~~~;~~ tL~) . ~~~=~~ a I syntrophlni~ 

nNOS ~~~fA~' U, nNOSl~~;~ h ~I 7 4 ~/q)triple helical segments~~~A* ~~) 

~ ~~"~~1~~~~; tL, '~~J*~~li~~(7)-~I ~ UCNO~)r~~~~"~~;iL ~~LCV*~) 

(Bremnan JE et al. 1995, Bremnan JE et al. 1996, Chao DS et al. 1996) . 

~f._", p2 syntrophlnl~~tp~~~jj~;A.~~e ~~E~~) 

DMDI ~5bf~)DMD~:f~~fO)~~~~~~f¥+'~L~)~i~~.~f~;~ b )/;~ h ~l 7 ~ )/q)DAG 

L O)~~A~~~~f~+~lL~'-~7i~~ < 7~~C~) ~DMD~ UC~~~~~~) ~ ~ , -)~~~l~ )/~ h ~~ 7 

~ ~/eC-"~~B~7~~~~~F~;~ 7id~ < ~ ~DAG~~~~~~L~~~~ h ) y ~7 ~~ ~~hlR~ ~~~Et 

tLI~, ~~f~:~ UC-~);~ h ~l 7 4 ~/~~~~;*~:IC~~~~O)~~i'f~~f~E~ U ~ ;~ ~ ~~~R~ b 

~･IC ~ ~L~)~~5 ;~ . 
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3固診断（荒畑ら，1990）

　DMD！BMDでは遺伝子の部分欠失が60～70％に，重複が6～10％に認め

られる画現在では茅pCR法による遺伝子増幅技術の導入により茅微量のサン

プルからでも迅速にDMD／BMDでは遺伝子診断が可能となった画実際には

複数のプライマーミックスを一本の反応チューブ内で使用し，1レーンで

電気泳動するマルチプレックスPCR法が用いられる画この方法をDMD遺伝

子の18種類のエクソンについて行えばサザンブロットで見い出される遺伝

子欠失の88％までが発見できる国この方法で欠失を発見できなかった症例

については点突然変異が原因であると考え’られるが，SSCP（si㎎1estrand

confomation　po1ymorphism，一本鎖DNAが塩基配列の差により異なる高次

構造をとることの多型を読み取る方法）も試みられている、

4画筋ジストロフィーに対する遺伝子治療

1）治療の歴史

　DMDの平均死亡年齢は1972年には18．0±3．6歳であったが，1982年には

20．4土3．7歳と次第に延長している画この延長には，療育面での改善，適切

な生活指導，栄養状態の改善，感染予防，心不全国呼吸不全に対する処置

などが大きく貢献している。薬物療法ではヲ蛋白酵素阻害剤，蛋白同化ス

テロイド，カルシウム拮抗剤，ビタミン剤，ダントロレンなど多くの薬物

の投与が試みられてきたが，十分な治療効果を上げられていない（江橘ら

　1990）画

　最近，prednisoneの長期投与群で茅自然経過群よりも有意に筋力低下やヲ

筋量の減少が少ないとの報告がある（Feniche1GM　eta111991）画しかし，

体重増加，白内障等の副作用があり，副作用の少ないステロイド剤が試み
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られつつある画

2）動物モデル

　治療のモデルとしては茅DMD遺伝子の点突然変異により，停止コドンを

生ずるmdxマウスが用いられることが多い（Sici．ski　P　etaL1989）国mdx

マウスではジストロフインの発現はrevertant線維（1％以下）に認められ

るのみで，DAG／DAPの発現も減少している画しかし，横隔膜以外では筋

再生が活発で筋力低下も軽度であり（Stedman　HH　eta1．！991），病態解明

および治療の検討のためには他のモデルーtranSgeniC　mOuSeやジストロフ

イー犬（ErvastiJMetaL1994）など一が検討されている。

3）DMDに対する遺伝子治療

　DMDの2／3はcarrierである母親からの遺伝で生ずるが，1／3はDMD遺伝子

の胚細胞レベルでの新たな突然変異により生ずることが知られている画こ

の突然変異率の高さおよび有効な薬物などによる治療法がない致死的な疾

患であるため事出生前診断が求められるだけではなく，体細胞遺伝子治療

の対象となる。しかも，酵素欠損を来たす疾患の場合は遺伝子を導入し酵

素を発現させれば十分であるがヲ構造蛋白の欠損であるDMDではDAGなど

の関連蛋白の発現量も低下しているため，DMD遺伝子を導入するだけで治

療になるのかという問題があった画Leeら（1993），Coxら（1993）はその

疑問に答えるべくDMDのモデル動物であるmdxマウスに筋クレアチンキナ

ーゼのプロモーターを用いて全長型のジストロフインcDNAを導入した

transgenic　mouseを作り，ジストロフィンのみならずDAGの発現も正常化し茅

病理学的にも生理学的にもDMDの所見が改善することを実証した画これに

より，DMDのDMD遺伝子による遺伝子治療が有効かつ妥当であることが確

認された画
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4）遺伝子治療の前段階としての筋芽細胞注入移植

　遺伝子治療の方法には筋芽細胞注入移植（Karpati　G　etaL1993）と遺伝

子導入という2つのアプローチが考えられる画正常の遺伝子を持つ筋芽細

胞を患者の骨格筋に注入しようという筋芽細胞注入移植は遺伝子そのもの

を導入するステップを踏んでいないため，厳密には遺伝子治療とは言えず，

本格的な遺伝子治療の前段階にあると考えられる画1989年，Partridgeらは，

正常筋芽細胞をmdxマウスに注射することにより，筋線維にジストロフィン

が発現するのを確認した画この実験は，mdxマウスの筋線維に正常の核が取

り込まれ，その結果，正常のDMD遺伝子がジストロフィンを作り，細胞骨

格のネットワークに組み込まれたことを意味し，筋芽細胞注入移植がDMD

に対する治療法として用いることができるという根拠を与えた国

ヒトヘの筋芽細胞注入移植には正常donorからの筋芽細胞の移植（Karpati

G　etaL1993），患者自身の筋芽細胞または線維芽細胞に正常のDMD遺伝

子を導入し，自已移植を行うという2つの方法が考えられる国しかし，こ

れらの方法は局所療法に留まるうえに，前者は拒絶反応のため免疫抑制剤

が必要で，後者は拒絶反応はないが，培養細胞に対する遺伝子導入を要す

るという問題点がある。前者は既に試みられているがDMD患児に認められ

る強い線維化に妨げられて良い成績を挙げるに至っていない。

5）筋ジストロフィーに対する遺伝子治療

　筋ジストロフィーに対する遺伝子治療の方法には事大きく2つのアプロ

ーチが考えられる画一つは遺伝子を培養細胞に導入し，その遺伝子操作を

行った細胞を移植するヲex　vivo遺伝子治療であり，もう1方は個体に直接

遺伝子を導入する，in　ViVO遺伝子治療である固これまで茅ジストロフイン

cDNAについては茅直接生体ヘプラスミドなどを注入する方法とヨウイルス
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などのベクターを用いる方法が用いられてきた画各種導入法の特徴を表！

に示す画

　直接導入は導入遺伝子の長さに制限がなく，細胞に対する傷害性が低い

安全な系であるが，効率が悪く，大量の遺伝子が必要で，拡散制限があり，

全身の治療にはなりがたいという問題点がある画Acsadiら（1991）がmdx

マウス骨格筋にジストロフィンcDNAを筋注したところ，！％以下の筋細胞

にジストロフィン陽性線維が認められたに過ぎなかった画一方，Davisら

（1993a）は25％のsucroseをあらかじめ投与することにより，導入遺伝子

を拡散させ，導入効率を50％近く増加できたと報告している画また，塩酸

ブピバカインなどの前処置を行い筋再生を惹起することにより，再生筋に

多く9遺伝子が取り込まれることが明らかになってきている画

　他の物理。化学的遺伝子導入法としては，リピッドを用いる方法があり，

培養細胞に対する高い遺伝子導入効率のために注目されている画これには，

リポソームを作り，DNAを封入して細胞と融合させる方法（リポソーム法）

と，陽性荷電した脂質とDNAの複合体を形成させ，細胞に取り込ませる方

法（リポフェクション法）がある国リポソーム法では，不活化したセンダ

イウイルスとジストロフインcDNAを封入したリポソームを用いてmdxマウ

ス骨格筋に筋注した報告がある（柳原ら　1993，Yanagihara　etaL1996）

が茅短期間の発現しか得られていない団リポフェクション法では，mdxマウ

スの初代骨格筋細胞へDMD遺伝子を導入した報告がある（Trivedi　RA　eta1．

1995）画

　ウイルスベクターとしてはアデノウイルス，レトロウイルスをはじめ遺

伝子工学により開発された感染力はあるが病原性のないウイルスが用いら

れる（表2，Breakefie1d　X01993）画ウイルスベクターを用いる方法は全

身投与が可能であるが，ウイルスの病原性および組み換えによる発癌性へ

の疑念、また，導入できる外来遺伝子の長さに制限がある固

10



　特にジストロフィンはcDNAが14kbあり，ウイルスベクターに組み込む場

合には茅軽症のBMDの患者からえられたtrip1e　he1ica1segme1ユtsの約1／2が

欠損した6．3kbのDMD遺伝子（minigene／minidystrophin　gene：E㎎1and

SB　et　aL1990）が用いられることが多い画

　アデノウイルスは導入可能な遺伝子サイズは7－8kbではあるが，筋細胞

のような分裂後細胞にも取り込まれること、染色体に積極的に取り込まれ

る機構を持たず茅核内でエピゾームとして長期間安定した発現が期待でき

ること，高い力価を得やすく，組織特異的なプロモーターと組み合わせが

可能なことなどより，ベクターとして注目され，主にin　ViVOにおける導入

に使用されている画Ragotら（1993）はminidystrophingeneをアデノウイル

スに組み込んで，mdxマウス（5日齢）に導入し，5日齢最高50％の筋線

維に発現を確認している固しかし，その後の研究では，成熟マウス骨格筋

での発現は低く，その理由として茅アデノウイルスが細胞内に取り込まれ

るのに必要なαVインテグリンの発現が幼若筋のみに認められたことがあげ

られた画また，アデノウイルス画ベクター自体の組織傷害性，抗原性が指

摘されている、

　一方，レトロウイルスは，分裂中の細胞に取り込まれ，染色体に組み込

まれることにより，安定した導入遺伝子の発現が期待でき，Adenosine

deaminase（ADA）欠損症の遺伝子治療に用いられてから，ex　vivo遺伝子治療

に多用されている画レトロウイルスはin　Vit・Oでの遺伝子導入効率は高いが事

高い力価のウイルスが得られにくいこと，分裂後の細胞からなる骨格筋へ

のin　ViV0導入は困難であること，染色体に組み込まれるためinSertiOna1

mutageneSiSの危険性があること茅親ウイルスの混入などの問題がある。

Dunck1eyら（1993）はレトロウイルスを用いて，dystrophinminigeneを

mdx筋に注入後茅平均6％の筋線維にジストロフィンの発現を確認し，その

発現は9ヵ月後も認められたと報告している画しかし，不完全なジストロ

11



フィンcDNAの導入はDMDに対する根本的な治療とはなりえず，全長型の

ジストロフインcDNAを導入可能なベクターや導入方法の開発が期待されて

いる画

　筋ジストロフィーに対する遺伝子治療の試みはまだ始まったばかりであ

り，解決しなくてはならない問題が数多く存在する田効果的な遺伝子治療

を行うためには，骨格筋細胞にたいして，効率の高い遺伝子導入法の確立

が重要である画我々は，分裂後細胞への遺伝子導入が可能なアデノウイル

ス画ベクターと，導入遺伝子の長さに制隈がなく，比較的簡便なカチオン

性脂質に着目し，1acZ遺伝子を用いて骨格筋細胞に遺伝子導入を行った宙

12
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表2　ウイルスベクターとその特徴
（Breakefield　XOより改変）

挿入可能
な適伝子

核内存在 病現性の
ウイルス 様式 有無

特　　　徴
サイズkb

アデノウイルス 8 即is◎m創 吋 高力価司分裂後細胞に感染

レトロウイルス 竃8 1nt㊧g噸胞 十 低力価苓分裂中細胞に感染

ヘルペスウイルス ＞30 即1s◎m劃 十

蘭ウイルス ＞20 in胞g帽t㊧ 十

アデノ随伴 0．5 1n胞grat㊧ 回 アデノウイルスが感染しないと
ウイルス 発現しない

叫
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ac棚n－bindi㎎

d◎main

t巾1㊧h㊧lica1鎚gm帥ts

C　ジストロフィンとDAG，細胞外マトリックスとの模式図
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図1　DMD遺伝子と転写される1sof◎rm、ジストロフィンとDAGの模式図

　　　　　　（Wort㎝R，1995，O朋wa引995より作図）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぽ



章

ベクターを用いた骨格筋への遺伝子導入
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アデノウイルス



1画目　的

　アデノウイルス画ベクターはヒトやマウスなどの多くの動物種の神経，

肝，筋細胞（Stratford－perricaudetLD　eta1．1992）など広範囲の細胞に高い

効率で遺伝子導入が可能な茅持続の長い一時的発現系である固このアデノ

ウイルス画ベクターの作製は従来極めて非効率的で，一部の隈られた特殊

技術の域を出なかったがヲ斎藤らが開発した，効率の高い組換えアデノウ

イルス作製法（COS－TPC法，Miyake　eta1．1996）により，急速に普及しつ

つある固遺伝子治療技術としては，すでに構築され機能している組織へ直

接投与することにより生きた細胞に直接欠損した遺伝子を補う，いわゆるin

ViVO遺伝子治療の方法として研究が進められている国すで々こ，米国では，

嚢胞性線維症の患者に対して実験的治療が開始されており（ZabnerJ　eta1．

1993），その他，筋ジストロフイー（AcsadiGeta1．1991，QuantinBeta1．

1992，Vincent　N　et　aL1993，A1ameddine　HS　et　a1．1994，Acsadi　G　et　a1．1996），

家族性高コレステロール血症（Grossman　M　eta1．1994），血友病治療（Dai

Y　etaL1995）などの研究が報告されている画また，アデノウイルス画ベク

ターは，分裂後の分化した細胞へも遺伝子導入が可能であり，特に神経系

への遺伝子導入法（HasimotoM　etaL1996）として注目されている画

　遺伝子治療に用いられている組換えアデノウイルスは非増殖型であり，

ウイルスが複製するために必須である初期遺伝子ElA，ElB遺伝子を欠損し，

その領域に目的遺伝子を導入している画このウイルスは，ElA，ElB遺伝子

を恒常的に発現している293細胞では，10gpFU（P1aque　fo㎜i㎎unit）／m1

まで増殖するが，293細胞以外のElA，ElB遺伝子を持たない細胞ではウイ

ルスとしては増殖できない画アデノウイルス画ベクターの特徴としては，

遺伝子導入に細胞の増殖が必須でないため，分裂後の分化した細胞に遺伝

子を導入することが可能であること，非常に高い効率でウイルス遺伝子を

17



核内に移行することが可能であること，外来遺伝子を発現させるプロモー

ターを任意に選択することが可能であることがあげられる画一方，染色体

には組み込まれないため，inSertiOna1mutageneSiSの危険性は少ないが、導

入遺伝子の発現は一過性で，遺伝子治療を行うためには反復投与が必要と

なる、また葦ウイルスおよび外来遺伝手産物に対する免疫反応による導入

遺伝子発現の減少や，ウイルスに対する中和抗体による反復投与の際の導

入効率の低下が間題となっている画

　骨格筋細胞という分裂後細胞に導入が可能であること，組織特異的発現

がプロモーターの選択により可能であることから，将来の筋ジストロフィ

ーに対する遺伝子治療を目的として，アデノウイルス画ベクターを用いた

骨格筋に対する1acZ遺伝子の導入を行った咀

18



2画対象と方法

！）組換えアデノウイルスの作製

　多種類の細胞でβ一9a1actosidase（β一9a1）の高度の発現が可能な

AxCALacZ（Kanegae　Y　et　a1．1995）およびAxSRLacZ（Hashimoto　M　et　a1．

1996）　（図I－1）は，東京大学医科学研究所遺伝子解析施設斎藤研究室よ

り供給を受けた日これらの組換えアデノウイルスは，ヒト画アデノウイル

ス5型のE！A，ElB，およびE3部位を欠失させ，E．co1i－LacZ発現単位を組み込

んだベクターである、

　成熟した骨格筋細胞（特にfastg1yco1itic　fiber）でのみ発現するmyosin

heavy　chain　IIB（MHC　IIB）プロモーター（Takeda　et　a1．1992）．にLacZ遺

伝子を組み合わせたAxMHCLacZは，斎藤研究室との共同研究により以下の

ように作製した（図I－2）画

　P－192MHC－IIBCATを制限酵素Xb∂∫で切断し，X1〕o∫1inker（New　E㎎1and

Bio1Labs　Inc）を同部位に挿入し事制隈酵素H加d∬∫とX1〕o∫のdoub1e

digestionにより，一192MHC－HBプロモーターを切り出した。一方，

paSRN1acZから，制限酵素H加d∬∫とX1〕o∫のdoub1e　digestionにより，SRプロ

モーターと1acZ遺伝子を切り出し，同部位に一192MHC－IIBプロモーターを挿

入した田その後，舳〕d∬∫siteに1acZ遺伝子を挿入し，P－192MHC－HBLacZが

得られた画完成したp－192MHCIIBLacZをH加d∬とBg1∬で切断し，DNA

po1ymeraseのK1enow　fragmentを用いて断端をb1unt　endにした、この

fragmentをアガロースゲル電気泳動により精製し，モル比3：1で，1μgの

Swa∫切断PAxlwカセットコスミドと混合した国丁4DNA1igaseにより，最

終容量10μ1で終夜1igation後，∫wa1で切断したDNAをGigapack　XL

（Stratagene）を用いてin　vitroパッケージングを行った画組換えアデノウ

イルス作製のための親ウイルスにはAd5－dIX（E3de1etion：mu79．6－84．8，
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SaitoIeta1．1985）を用いた画Ad5－dIXのDNA－TPC！μ9をカセットコスミ

ド8μgを混合し，6cm　dishで培養した293細胞に，リン酸カルシウム法

（Ce11PhectTransfectionkit，Phamacia）でトランスフェクションした個1

日後，細胞を10倍段階希釈し，未感染の293細胞（Graham　FL　etaL1977）

と混合し事96穴プレートに捲き直した画培養10日～15日後にウイルスクロ

ーンを分離し，制限酵素による切断パターンやLacZ遺伝子の発現により目

的のウイルスを同定した曲ウイルスストックは，感染させた293細胞を密封

型超音波破砕装置により破砕した上清を一80℃に保存した、

2）アデノウイルス固ベクターの力価測定（Kanegae　Y　eta1．1994）

　コンフルエントな状態の293細胞を10cm　dish1枚用意した（細胞数2xl06

個）国組換えウイルスを5％FBS添加DMEMを用いて10’1～104まで段階希釈

したコラーゲンコート96穴各1枚のすべてのウェルに50μげつ5％FBS

添加DMEMを入れた固第1列目に104に希釈した組換えウイルスを25μ1ず

つ加え茅8ウェル用マルチチャンネルピペットを用いて25μ1を2列目のウ

ェルヘ移した固同様の操作を11列目まで繰り返し、最後の25μ1は捨てた固

このようにして，3nの段階希釈列を3’王x104まで作製し，12列目は非感染細

胞のコントロールとした画10cm　dishの293細胞をPBS－EDTAではがし，5％

FBS添加DMEM6m1に再懸濁し，50μ1ずつ96ウェルに加えた。3日，6日，

9日に各ウェルに10％FBS添加DMEMを50μげつ加え，12日後に細胞変

性の終末点を顕微鏡で判定した画ゲルバーの式を用いて統計学的に50％細

胞変性終末点（TCID50）を計算した画

牽ゲルバーの式：求める50％細胞変性終末点（TCID50）を10xとすると

X＝1oga一（各段階希釈における［変性ウェル数／検体数1の総和一〇．5）

x1og（希釈率）

a：1列目の希釈度（3’エ・104）
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3）細胞とその維持

　2ヵ月齢のC3Hマウスの大腿部骨格筋由来の細胞株であるC2細胞（Yaffe

教授から譲渡茅Yaffe　D　etaL1977），C2C12細胞（B1au　HM　eta1．1983）

からサブクローニングされた高分化型のC2／4細胞（国立精神画神経センタ

ー藤沢先生，吉田先生から譲渡，YosidaS　et　aL1996）を使用した画

1％ペニシリン，2％ストレプトマイシンを添加したDu1be㏄o’s　Modified

Eag1e　Medium（DMEM，PH7．4に調整後O．22μmフイルター滅菌）に10％ウ

シ胎仔血清（Feta1Bovine　Serum：FBS）を使用時に加え調整し，維持培地

とした画増殖培地として20％FBS添加DMEMを，分化誘導培地として5％ウ

マ血清（Horse　Serum：HS）添加DMEMを使崩した画C2／4細胞は5％HS添加

DMEM培地で培養すると図I－3のように筋芽細胞が融合し，多核の筋管細胞

を形成する（染色方法は第2章参照）画

　293細胞は大日本製薬から購入し，維持培地として10％FBS添加DMEMを

用いた、

4）細胞への感染

　5xl04個のC2およびC2／4細胞を35㎜n　dish（コラーゲンIコート，Iwaki）

にまき，20％FBS添加DMEM培地で1晩，37℃，5％C02下で培養した画翌

日茅細胞数を算定し，1細胞あたり10感染粒子相当（MOI　lO：mu1tip1icity　of

infection）のウイルス液を5％FBS添加DMEM培地で全量を100μ1として，

培地を吸引除去した各dishに加えた固37℃，5％C02下で培養しつつ茅20分

ごとに3回茅dishを振り動かし事ウイルスを感染させたのちに増殖または分

化誘導培地に交換した曲
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5）β一ga1actosidase染色および活性測全法（Rosentha1N1987）

a。培養細胞に対するβ一ga1aCtOSidaSe染色法

　培養細胞の培地を吸引除去後里PBS（一）（phosphate　buffer　sa1ine：136．9

mMNaα，2．68mM　KC1，8．10mMNa2HP04，1．47mMKH2P04，pH7．4）で，

洗浄し茅1％ホルムアルデヒド十〇．25％グルタルアルデヒド／PBS（一）溶液で，

25分間室温で固定した画固定後茅PBS（一）で3回洗浄し，β一9a1actosidase染色

溶液（500μ9／m1X－ga1，5mmo1／1potassium　hexacyanoferrate（III），5

mmO1／1Potassium　hexacyanofe「「ate（II）t「ihydrate，2mmo1／1MgC12）を加え，

3－16時間，37℃で染色した国染色後，PBS（一）で洗浄、PBS（一）を加えて検鏡し

た、

b．筋組織切片に対するβ一ga1actosidase染色法

　マウス前脛骨筋をウイルス筋注後事7日，14日，28日に取り出し，液体窒

素で冷却したイソペンタン内で凍結した㊥10μmの組織切片をクリオスタッ

トで作製し茅PPL（Po1y－L－1ysine）コートしたスライドにのせ茅1．5％グルタ

ルアルデヒド／PBS（一）で5分間固定した画PBS（一）で洗浄後にβ一

ga1actosidase染色液（500μg／m1X－ga1，5mno1／1potassium

hexacyanoferrate（III），5mmo1／1potassium　hexacyanoferrate（H）trihydrate，

2mmo1／1MgC12）内で3～16時間染色した画PBS（一）洗浄後，ヘマトキシリ

ン画エオジン染色を行った画3～7匹のマウスの最もβ一ga1actosidase陽性細

胞が多い・・oss－s・cti・nの筋細胞をすべて数え，β一9・1・・to・id・s・陽性筋線維の

平均値と標準誤差を計算した画

c．培養細胞におけるβ一ga1actosidase活性測定

　培養細胞の培地を吸引除去し，PBS（一）で3回洗浄した後サラバ』ポリスマ

ンを用いて事細胞をdishから剥離した国遠心後雲250mM　Tris－HC1（PH7．5）

に懸濁し，3回のfreeze－thawi㎎（液体窒素と37℃恒温漕）を繰り返し，

14500rpmで10分間の遠心を行い，細胞抽出液（上清）を得た画細胞抽出
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液の蛋白濃度を測定（後述）し，蛋白さOμg分の細胞抽出液にreaction

buffer（60mM　Na2HP04－12H20，40mM　NaH2P04－H20，10mM　KC1，1mM

MgC12）を加え茅1m1にした画また，検量線作製のために大腸菌由来β一

ga1actosidase（SIGMA）に，reactio・bufferを加え1m1にしたものを準備し

た㊥200μ1ONPG（4mg／m1inphosphateburfer，PH7）とβ一メルカプトェ

タノール3．96μ1を各サンプルに加え，37℃の恒温漕で，色調が黄色になる

までインキュベーションした画O．5m1Na2C03を加えて反応を終了させた後，

420・mで吸光度を測定し，検量線からβ一ga1actosidaseの量（Unit）を計算

した固

d．筋組織切片からのβ一ga1actosidase活性損町定

　30枚の筋組織切片に100μ1の溶解液（20mM　Tris－HC1pH7．4，2mM

MgC12，O．1％Triton－XlOO）を加え，凍結融解を3回繰り返した後に14500回

転，10分遠心し事組織抽出液を得た。100倍希釈した組織抽出液20μ1の蛋

白濃度を測定し，同じ蛋白量の組織抽出液を用いて，上記と同様にβ一

ga1actosidase活性を測定した国

e．蛋白濃度の測定

　Bradford色素結合法（Bradford1976）に基づいておこなった固

Coomassie　Bri11iantB1ue染色液をmi11iQ水で5倍希釈した、細胞抽出液10μ1

に対し希釈した染色液500μ1または，組織抽出液20μ1に1m1の染色液を加

え，ボ／レテックス後室温で10分反応させた画定量のため，アルブミン（10

mg／m1）を用意した画595nmで吸光度を測定し，検量線から細胞抽出液の

蛋白濃度を算定した画

6）マウス前脛骨筋への導入

5～6週齢のC57BL／10マウスとBALB／cマウスをジェチルェーテルで麻酔

し茅右下腿前面の皮膚を切開し茅前脛骨筋を露出した国11n1の注射器と
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27gauge針を用いて，50μ1のウイルス液を緩徐に軽く圧をかけながら注入

し茅注入後数秒間注射器を保持し，静かに針を抜去した画次に左下腿前面

の皮膚を切開，前脛骨筋を露出し，同様の手技でコントロールとして，

PBS（一）を50μ1注入した画

7）CD4，CD8抗体染色

　ビオチン化したハイブリドーマGk1．5の上清をCD4抗体（1：50希釈）と

して，ビオチン化したLy2抗体（c1one　YTS169．4，Cedar1ane　Lab．）をCD8

抗体（1：30希釈）として用いた画クリオスタットを用いて，I6μmの組織

切片を作製し，冷アセトンで5分間固定し，O．2規定の塩酸でアルカリフォ

スファターゼブロックを10分行った、20％FBS／PBS（一）　（O．1％アジ化ナ

トリウム含有）で30分，室温でブロック後，4℃，！晩一次抗体と反応させ

た画O．05％Tween20／PBS（一）で洗浄後，u1tra－avidin　a1ka1i．e　p1ユosphatase

conjugate（Leico，Manchesca　Mo．）と室温，30分反応させ，PBS（一）で洗浄，

アルカリバツファー（100mM　Tris－HC1p宜9．5，100mM　NaC1，50mM　MgC12）

でバッファーを置換した固1m1のアルカリバッファーに3．5μ1X－phos，

4．5μ1NBTを加えた液で，5～8分反応させ，2％メチルグリーンで核染色

を行い，検鏡した。

8）再生筋の同定

　中心核線維は，ヘマトキシリン画エオジン染色のみを行ったプレパラー

トで算定した画embryonic　isoformのmyosin　heavy　chainの抗体染色は，

BF45ハイブリドーマ細胞の上清（1倍茅Deutsche　Samm1u㎎von

Mikroorganismen　und　Ze11ku1turen）を用いて事モノクローナル抗体用

Histostain－sp　kit（Zymed1ab．）で発色を行った画
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9）ウエスタンプロット法

　！0μmの筋組織切片30～60枚（5～10mg）をクリオスタットで作製し，

その重量の20倍量の溶解液（10％SDS，70mM　Tris－HC1pH6．7，10mM

EDTA，5％β一mercaptoethano1）でホモジナイズした画蛋白濃度を定量後，

同じ蛋白量のサンプルを，7．5％のSDSポリアクリルアミドゲルで電気泳動

し雪pVDFメンブレン（Mi11ipore）にブロットした（BioRadmini－protean

system）画メンブレンを10％スキムミルクTBS－T（Trisbuffersa1ine－Tween

20；136．9mM　NaC1，2．68mM　KC1，25mM　Tris－HC1pH7．4，0．1％Tween20）

を用いてヲ4℃で終夜ブロッキングした後に茅抗ヒトαvインテグリンモノ

クローナル抗体（C1one　VNR139Gibco－BRL，1：1000に10％スキムミルク

TBS－Tで希釈）と室温で1時間反応させた画10分，3回の10％スキムミル

クTBS－Tによる洗浄後，HRP（Horseradish　peroxydase）結合抗マウス1gG

抗体（1：5000に10％スキムミルクTBS－Tで希釈）と室温で1時間反応さ

せた、TBS－Tで洗浄（10分，3回）し，AmershamのECL化学発光キットに

より検出した（Acsadi　G　etaLlgg4）藺

10）血清中β一ga1actosidase抗体のELISA法による検出

　96穴プレートに，PBSに溶解したβ一ga1actosidaseを1ウエル当り50㎎ずつ

4℃で1晩コートした。1％BSA－PBS－Tween20でブロッキング後，アデノウ

イルス画ベクターを筋注したマウス血清を段階希釈して加え，ペルオキシ

ダーゼのついたウサギ抗マウス免疫グロブリン抗体（1：1000希釈，Dako）

を加え夢2時間茅37℃で反応させた、2，2－azino－di［3－ethy1－benzthiazo1ine

su1fonate1（ABTS）を加え茅415．mの吸光度を測定した、標準血清は

BALB／cマウスに25μ9のβ一9a1actosidaseをCFAとともに2週間免疫して得た画

25



11）脾細胞からのCD4およびCD8膓性細胞の分離

　アデノウイノレス画ベクターを筋注したマウスから無菌的に脾を取り出し，

脾細胞を分離した国FITCでラベルした抗CD3，抗CD4事抗CD8抗体で脾

細胞を染色し，FACSを用いて陽性細胞を検出した国
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3画緒果

1）in　vitro遺伝子導入

a。培養骨格筋細胞（C2細胞）でのアデノウイルス画ベクタ』の発現

　アデノウイルス㊥ベクターの導入効率を調べるため，マウス培養骨格筋

細胞株であるC2細胞に，1細胞あたり10感染粒子（MOI　lO）のアデノウイル

ス画ベクターAxCALacZ（KanegaeYetaL1995），AxSRLacZ（KanegaeY

etとL1994），AxMHCLac乞を感染させ，β一ga1actosidase染色と活性測定を行

った国

感染後，増殖培地を分化誘導培地に交換し茅1，3，7，10日後にβ一

ga1actosidaseの発現を比較検討した画AxCALacZを感染させたC2細胞でのβ

一ga1actosidaseの発現は高率で，ほぼ100％の細胞がβ一ga1actosidase染色陽性

であった（図1－4a）固単位蛋白当りのβ一9a1actosidase活性（表I－1）は感染

後7日までは増加の傾向があり，10日目には減少していた画AxMHCLacZを

感染させた場合には，7日目までは明らかな活性は観察されず，10日目に

活性の上昇が認められた、これは，MHC－HBプロモーター（Takeda　S　et　aL

1992）の筋芽細胞では発現が低く，分化した筋管細胞では発現が高いとい

う性質を反映していると考えられた固筋細胞で高い発現が認められるCAプ

ロモーター（Niwa　H　eta1．1991）をもつAxCALacZを感染させた場合には，

コントロールであるAxlwを感染させた場合と比較し，3日では232倍，7日

では137倍のβ一ga1actosidase活性が得られ，高い遺伝子導入高率を背景とし

たβ一9a1actosidaseの安定した発現が確認された画
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b．培養骨格筋細胞（C2／4細胞）の増柚画分化と感染効率

　アデノウイルス画ベクタ』が高度に分化した筋管細胞にも感染可能かど

うかを調べるため茅分化能に富んだC2／4細胞に事増殖を維持したまま，あ

るいは分化培地に交換し分化を誘導した，1，2，3，4，6日目に，アデノウ

イルス画ベクターの感染を行い，感染後3日目にβ一9a1actosidase染色と活性

測定を行った（図I－4c）固AxCALacZを用いた実験では，分化を誘導して6

日目に感染を行った場合に，最も高いβ一9a1actosidase活性が得られ，β一

gafactosidase染色においてもほぼすべての筋管細胞，しかも大きなよく発達

した筋管が高度に染色された（図I－4b）。増殖培地で維持した場合には，

100％の細胞がβ一ga1actosidase陽性であったにもかかわらず，β一

ga1actosidase活性は分化を誘導した場合より低値であった画この理由として，

アデノウイルス国ベクターは染色体に組み込まれないため，細胞の分裂に

より，導入遺伝子が希釈されていまうことが考えられた、AxMHCLacZを用

いた実験（図I－4d）では，分化誘導から感染までの時間が長いほどヲβ一

ga1actosidase活性は増加し茅分化誘導後，6日目に感染させた場合に最も高

い活性が得られた画しかし，その値はAxCALacZを用いた場合より明らかに

低値であった国

以上より，アデノウイルス画ベクターは高度に分化した筋管細胞において

も感染が可能で、β一ga1actosidaseの発現レベルは導入遺伝子が持つプロモ

ーターの強さで決まることが明らかになった画
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にβ一ga1actosidaseの発現は認められなかった画コントロールのAxlwの投与

ではβ一ga1actosidase陽性筋線維は認められなかった個以上より，CAGプロ

モーターが茅SRα（Takebe　Y　et　aL1988），MHC－IIBプロモーターと比較し，

骨格筋で強力であるために高度にβ一9a1actosidaseが発現していることが明

らかになった固

　次にAxCALacZを投与した筋組織を詳しく見てみると（図I－6），7日目の

組織ではβ一9a1actosidase陽性筋線維間でβ一ga1actosidase染色濃度に差が認

められた画染色濃度は，高いウイルス濃度にさらされたと考えられる注射

の中心部位で最も強かった画染色濃度が強い筋線維の周囲には部分的に染

色された筋線維が認められたが、”染みだし”と考え，陽性筋線維数には

含めなかった画14日目には7日目と同程度の濃度のβ一9a1actosidase陽性筋線

維が認められヲこれは，安定なβ一ga1actosidase蛋白の集積が関与している

と考えられた国また茅筋線維以外に茅筋紡錐のカプセルや錐内線維，静脈

の血管内皮細胞，筋膜下および筋線維周囲の浸潤細胞にもβ一ga1actosidase

が染色される部分が認められた固7日目には，少数の単核球の浸潤が注射部

位や血管周囲を中心に認められた、14日には浸潤単核球は増加し，β一

ga1actosidase陽性筋線維の周囲を取り囲む像が認められるようになった宙こ

のβ一ga1actosidase陽性筋線維周囲の単核球の浸潤は，β一ga1actosidase陽性

筋線維が減少している28日目にも認められた画また，この時期には12．3％

の中心核線維と茅23．7％のembryonic　myosin　heavy　chain陽性の筋線維が認

められ茅14日から28日の間にβ一ga1actosidase陽性筋線維の減少に伴い，筋

の再生が起こっていることが示唆された固Axlwの投与でも，7日目には

AxCALacZを投与した場合と同様茅単核球の浸潤が認められた個この浸潤は，

14日目には筋細胞周囲に移行したが，AxCALacZを投与した場合より，軽度

であった画28日目には単核球浸潤は減少した固

30



c．BALB／cマウス前脛骨筋でのβ一ga1actosidascの発現

マウスstrain間の相違を調べるため，5～6週齢の雌のBALB／cマウス前脛骨

筋にC57BL／lOマウスと同量（MOI　Lgxl04）のAxCALacZを投与し，β一

ga1actosidaseの発現を検討した、C57BL／lOマウスと同様に葦β一

ga1actosidase活性は7日目がピークであったが，C57BL／10マウスよりも低

値であった（図I－5）国7日目には約30％のβ一9a1actosidase陽性筋線維が認

められたが，10日目には16％ヲ14日目には2．3％と急速に減少し，28日目

には陽性筋線維は認められなかった（表I－3，図I－7）画7日目の単核球の浸

潤はC57BL／lOマウスよりも激しく，28日目にはほとんど消失した予28日

目には，25％の中心核線維と，28．2％のembryonic　ty6e　myosin　heavy　chain

陽性の筋線維が認められた画

3）浸潤単核細胞に対する免疫組織染色

　浸潤細胞の性質を明らかにするため，CD4／CD8抗体を用いて免疫染色を

行い（図I－8，9），100筋線維当りの浸潤CD4／CD8細胞数を算定した（表I－4）。

AxCALacZを投与したC57BL／lOマウスでは，7日目にはCD8陽性細胞は血

管周囲にわずかに認められるのみであるのに対し，CD4陽性細胞優位の浸

潤は筋注部位，血管周囲を中心に，β一9a1actosidase陽性筋線維とは必ずし

も一致しないが，筋線維間にも認められた何14日目にはCD8陽性細胞数の

増加はCD4陽性細胞のそれを上回り，β一9a1actosidase陽性筋線維周囲には

CD4およびCD8陽性細胞が認められた画28日目には浸潤細胞数自体は減少

したが茅CD8陽性細胞優勢のβ一ga1actosidase陽性筋線維周囲の浸潤が引き

続き観察された固

　Axlwを投与したC57BL／lOマウスでは茅同様のパターンの浸潤が認めら

れた宙7日目にはやはり茅CD4陽性細胞優位の浸潤が認められたが，細胞

数はAxCALacZを投与した筋よりも少なかった、14日目にはCD8陽性細胞
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は増加し，CD4陽性細胞を上回るが，’28日目には減少した画

　一方，AxCALacZを投与したBALB／cマウスでは，7日目から，非常に多く

のCD8陽性細胞と，少数のCD4陽性細胞の浸潤が茅β一9a1actosidase陽性筋

線維周囲に認められた画14日目には，CD8陽性細胞数はさらに増加したが茅

28日目には急速に減少した画

　Axlwを投与したBALB／cマウスにおいても，7日目にはCD8陽性細胞優

位の浸潤が認められたが茅14日目にはすでに減少していた（図I－10）画

4）αvインテグリンのウエスタンブロットによる解析

アデノウイルスは2つのレセプターで細胞に吸着画侵入するが，最初の吸

着段階のレセプター（ほとんどの細胞に存在すると考えられる）はいまだ

不明であるが，第2のintema1i．ationに関与するレセプターは，細胞表面の

インテグリン，αvβ3，αvβ5であることが，最近，明らかにされた

（Wickham　TJ　et　a1．1993）画すでにBALB／cマウスではアデノウイルス画ベ

クターは生直後には高い効率で遺伝子の導入が可能であるが，成熟した個

体の骨格筋では発現効率が低いという理由の一つに，αVインテグリンが骨

格筋の成熟とともに発現が減少することが示されている（Acsadi　Geta1．

1994）固C57BL／10マウスとBALB／cマウスのβ一9a1actosidase発現効率の差

が，αVインテグリンの発現の差であるかどうかを確認するために，αVイ

ンテグリンの発現量を，生後1日，！4日茅60日のマウス前脛骨筋でウェスタ

ンブロットを行い，比較検討した画

図I－11に，ウェスタンブロットの結果を示すが，myosin　heavy　chainで補正

したαvインテグリンの発現量は、C57BL／lOマウスとBALB／cマウスで有意

差は認められなかった画
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5）8週齢のC57BL／loマウスヘの導久

　C57BL／10マウスはヲ8週齢で成熟する。これまで用いてきた，

C57BL／lOマウスは5～6週齢で，ado1escenceに相当すると考えられる国8週

齢のC57BL／lOマウスに同量（MOI1．9xl04）のAxCALacZを投与し，adu1t

mOuSeでの遺伝子導入効率を検討した画

　7日目のβ一9a1actosidase陽性筋線維は，27．9％，14日目には35．4％とい

ずれも5～6週齢のマウスの緒果より，低値であった。その理由として，ア

デノウイルス回ベクターの調整から1年以上が経過しており，力価が低下し

ている可能性が考えられた画また夢検体数も少なく茅新しく調整したウイ

ルス画ベクターを用いて，5～6週齢と8週齢のマウスに投与し，比較検討す

ることが必要と考えられた固

6）C57BL／10ヌードマウスヘの導入

　アデノウイルス個ベクターを用いた遺伝子導入では，細胞性免疫により，

遺伝子が導入された細胞が排除されると考えられている画細胞性免疫のな

い状態でのLacZ遺伝子の発現の時間経過を調べることを目的に，胸腺由来

の丁細胞を欠損したヌードC57BL／lOマウスに同量（MOI1．9xl04）の

AxCALacZを筋注し，β一ga1actosidase陽性筋線維数を算定した画

　7日目には，78．3±15．3％，14日目には75．7土2．9％，28日目には

71．8土5．0％，120日目には17．3％と高い導入遺伝子の発現が長期間持続す

ることが観察された何C57BL／10マウスで認められたβ一9a1actosidase陽性筋

線維数周囲の細胞浸潤は，経過中ほとんど認められなかった、

7）抗CD4抗体を投与したC57BL／10マウスヘの導入

　アデノウイルス国ベクターにより事遺伝子を導入された細胞は細胞性免

疫反応（MHC　c1assI拘束性細胞傷害性CD8陽性丁細胞による）により，排除
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される画その際に、CD4陽性丁細胞が童要な働きをすると考えられており，

CD4陽性丁細胞の除去により，細胞傷害反応が阻止できるとされる（Ya㎎

Y　etaL1995a）画CD4陽性細胞を除去する目的で茅抗CD4抗体をアデノウ

イルス国ベクター筋注前日に1mg，筋注当日，1日目，．3日目にそれぞれ

0．5mgをマウス腹腔内投与し（Ya1叫amoto　H　et　a1．1987），アデノウイルス国

ベクター（AxCALacZ　MOI　Lgx104）の発現の持続とラFACSを用いて脾細

胞中のCD3／CD4／CD8細胞の比率を調べた固筋注後7日目にはCD4細胞は

O．5％，14日目には1％とコントロール（12．1－19．8％）と比較し，有意に減

少していた画28日には6．O％とCD4陽性細胞は増加したが，この時期のβ一

ga1actosidase陽性筋線維は29．5土6．3％と抗CD4抗体未投与群の10．9±7．0％

と革べ有意に発現が持続していた（表1－5）画以上より，抗CD4抗体の使用

により，アデノウイルス画ベクターによる導入遺伝子の発現の持続期間を

延長することが可能であった固

8）β9a1actosidase抗体の測定

　アデノウイルス国ベクターの問題点として，ウイルス中和抗体の作製に

より，反復投与が困難であることが上げられる画in　ViVO実験で用いた

C57BL／lOおよびBALB／cマウスについてアデノウイルス画ベクター投与後

の血清中のβ一ga1actosidase抗体をELISA法で測定した。その結果，

C57BL／10マウスでは14日目からβ9a1actosidase抗体の上昇が認めら外たが，

BALB／cマウスでは7日目にすでに抗体価の上昇が有意に認められた（表I－6）。

34



4圃考察

　in　vitro実験で，次の2点が明らかになった画まず，組み換えアデノウイ

ルス国ベクターを培養骨格筋細胞へin　VitrO導入することにより茅分化後の

細胞であってもアデノウイルス画ベクターの感染が生じ，導入遺伝子であ

るβ一9a1actosidaseが良好に維持された固このことはラ分裂後細胞であって

も遺伝子導入が可能であるとした従来のアデノウイルス画ベクターの性質

と二致している、また，同量のアデノウイルス画ベクターを感染させた場

合でも導入遺伝子を転写するプロモーターの違いによりヲ導入遺伝子（β一

ga1actosidase）の発現に大きな差があり，骨格筋ではCAGプロモーターが強

力であること，組織特異的なプロモーターであるMHC－IIBプロモーターは特

異性はあるが，プロモーターとしては弱いことが明らかになった画

　マウス骨格筋に対するin　vivo遺伝子導入については，5～6週齢のマウス

骨格筋にたいして，アデノウイルス④ベクターを用いた高度の遺伝子導入

が可能であることをはじめて明らかにした国これまでの研究では，高度の

導入遺伝子発現が得られたのは，新生児期マウスや事免疫抑制したマウス

のみである画Acsadiら（1994）はBALB／cの新生仔ではアデノウイルス画ベ

クターの投与により茅5～68％の筋線維にβ9a1actosidaseの発現が得られた

がヲ成熟したマウスではO．1～3％のβ9a1actosidase陽性筋線維がわずかに認

められたのみであったと報告している画このような高度のβ9a1actosidaseの

発現が得られた背景としては，アデノウイルス画ベクターの性質，発現プ

ロモーターの強度茅ホストのマウスのストレインなどの影響が考えられる固

　本実験で用いたアデノウイルス。ベクターは；El／E3を欠損したベクタ

ーでCOS－TPC法（Miyake　S　et　aL1996）で作られたものである国COS－TPC

法は親ウイルスを末端蛋白をつけたまま調整することにより，相同組換え

をより起こしやすくする方法で，従来の方法よりも効率のよい組み換えア
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デノウイルス画ベクターの作製が可能になった画また，E1遺伝子の欠失部

位に挿入された遺伝子の方向はE1遺伝子とは逆方向（E4遺伝子と同方向）

となっている画この場合茅E1遺伝子と同方向であるよりも強い挿入遺伝子

の発現が得られることとが明らかにされている（Miyake　S　etaL1996）宙

　次に，発現プロモーターの強度については，プロモーターの異なる3種・

類の組み換えアデノウイルス個ベクターを骨格筋に導入した実験から事

CAGプロモーター（NiwaH　etaL1991）がマウス骨格筋で極めて強力であ

るごとが明らかになった固今までの報告で用いられたアデノウイルス画ベ

クターのプロモーターとほぼ同等の強さを持つと考えられるAxSRLacZの遺

伝子発現効率は，in　vivoでも約1％と低値で，CAGプロモーターを持つ

AxCALacZとは60％以上の差が認められた。

　ホストマウスのストレインも導入遺伝子の発現に大いに影響している可

能性が考えられた画Tripathyら（1996）は，ヒトerythropoietinを組み込ん

だアデノウイルス固ベクターの筋注を行い，ヘマトクリットを測定したと

ころ茅BALB／cマウスに比べ，C57BL／6マウスではヘマトクリットの上昇が

持続したと報告している国また，Barrら（1995）も，肝細胞に対するアデ

ノウイルス㊥ベクターの投与において，BALB／cマウスに比べ，C57BL／6お

よびC57BL／lOマウスで導入遺伝子の発現が持続することを報告している岨

この実験でも，mdxマウスと同じ遺伝子背景を持つために選択した

C57BL／lOマウスと他の報告で用いられてきたBALB／cマウスで，導入遺伝

子の発現に大きな差が認められた個このC57BL／！0とBALB／cマウスの差は，

同じウイルス画ベクターを投与しているため，導入遺伝子の発現過程の差

は考えにくく，アデノウイルス画ベクターのintema1i．atiOnに関与するαV

インテグリンの発現にも差は認められなかったことから，導入遺伝子を発

現した細胞の排除過程によると考えられた画

　導入遺伝子が排除される過程は茅アデノウイルス国ベクターを用いて導
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入した遺伝子の長期発現を考える上で衰も重要なステップである画本実験

においても茅BALB／・マウスではC57BL／lOマウスに比べ，多くの単核球の

浸潤とβ榊1actosidase陽性筋線維の急激な減少が観察された画これらの導

入遺伝子の排除過程は事肝細胞や肺へのアデノウイルス画ベクターを用い

た遺伝子導入で次第に明らかにされてきた（Ya㎎YetaL1994．1995a，c，

Rosenfe1d　MA　et　a1．1992）画アデノウイルス画ベクターに感染し，導入遺

伝子を発現した細胞が排除される主な原因は，アデノウイルス㊥ベクター

からわずかに発現するウイルス蛋白に対する細胞性免疫一MHC　c1ass　I拘束

性の細胞傷害性丁細胞（ほとんどがCD8陽性丁細胞）による細胞傷害一に

よると考えられている（YangYetaL1994．1995a，c，Mat1oubianMeta1，

199千）画また，CD4陽性細胞のMHC　c1ass　Iの発現を活性化することによる

標的細胞のsensitaizationも重要で，CD4陽性細胞やCD4陽性細胞が産生す

るインターフェロンγの除去により，細胞傷害性CD8陽性細胞が存在して

も細胞傷害は起こらない（Ya㎎Y　et　a1．1995a）固この実験でも，抗CD4

抗体投与群では，β一ga1actosidase陽性筋線維数は非投与群に比べ有意に高

く，胸腺由来丁細胞のないヌードマウスでは，筋注28日後にも70％以上の

β一ga1actosidase陽性筋線維が認められた固

　一方で，アデノウイルス国ベクターを用いた遺伝子導入では，導入遺伝

子自体に対する免疫反応も惹起される何Tripathyら（1996）はヒト

erythropoietinを組み込んだアデノウイルス田ベクターを筋注し，ヒト

eryth・opoietinに対する，細胞性国液性免疫が導入遺伝子発現の持続期間を

規定すると報告している画また，Ya㎎ら（1996）は肝細胞へのアデノウイ

ルス画ベクターの導入では茅導入遺伝子産物であるβ一ga1aCtOSidaSeに対し

ても細胞傷害性丁細胞や争中和抗体が産生されるが，ウイルスに対する細胞

傷害が感染細胞の排除に主に関与していると報告している。

　C57BL／lOマウスでは（表I－5，図I－10），LacZ遺伝子を持たないAxlwの
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投与では，7日目にはCD4陽性細胞優杜の細胞浸潤が認められ睾14日には

浸潤細胞数は増加し，CD8陽性細胞優位となった画28日後には浸潤細胞数

は減少したがCD8陽性細胞優位の浸潤が認められた画AxCALacZの投与で

は事Axlwの投与の際と同様のパターンの細胞浸潤が認められたが，7日目

のCD4陽性細胞，28日目のCD8陽性細胞の浸潤は有意に多く，この反応は

導入遺伝子産物であるβ一9a1actosidaseに対しての反応と考えられた国

　BALB／cマウスでは，Axlwの投与，AxCALacZの投与とも7日目からCD8

陽性細胞優位の細胞浸潤が認められた国Axユwの投与では，14日以降はCD

8陽性細胞数は減少するが，AxCALacZの投与では，14日目にCD8陽性細胞

浸潤はピークに達した、この細胞浸潤は，β一ga1actosidaseに対しての反応

と考えられた固28日目には浸潤細胞数は減少し，Axlw，AxCALacZの投与

で差は認められなかった国

　従来茅アデノウイルス5型に対する免疫反応のマウスストレインの差は

H－2hap1otypeによるとされてきた（Raw1e　FCetaL1991）が，co㎎enicマ

ウスの研究により，H－2hap1otypeと導入遺伝子発現の持続期間は無関係で

あることがわかってきた（Barr　D　etaL1995）画本実験で，C57BL／lOマウ

スとBALB／cマウスに対するAxlwの投与一ウイルス蛋白に対する反応一を

比較すると葦初期には，BALB／cマウスでCD8陽性細胞浸潤がC57BL／10マ

ウスより広範かつ多量に認められた画一方，28日後には，BALB／cマウスで

はヲ浸潤細胞は減少するが，C57BL／lOマウスではCD8陽性細胞浸潤が持

続していた画このことは，C57BL／10マウスではアデノウイルス蛋白に対す

る弱いが持続的な免疫反応がおこるのに対し，BALB／cマウスでは短期間の

激しい免疫反応がおこることを示していると考えられた画

　BALB／cマウスは婁β一9a1actosidaseに対する長期の細胞傷害性反応を起こ

しやすいとされている（Jui11ard　VetaL1995）、導入遺伝子であるβ一

ga1actosidaseに対する免疫反応をAxCALacZを投与することによって
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C57BLllOマウスとBALB／cマウスで比較すると，Axlwの投与に比べ，

AxCALacZ投与筋では7日目ではCD8陽性細胞優位の細胞浸潤がBALB／cマ

ウスで，CD4陽性細胞優位の細胞浸潤がC57BL／10マウスで認められた画

14日目には，C57BL／lOマウス，BALB／cマウスともCD8陽性細胞優位の細

胞浸潤が認められたが，28日目にはCD8陽性細胞優位の細胞浸潤は

C57BL／10マウスでのみ認められた国28日目のCD8陽性細胞優位の細胞浸

潤は，C57BL／10マウスでのみ観察されたβ一9a1actosidaseの発現の持続と関

係していると考えられた画また，特にBALB／cマウスでは事ウイルス蛋白に

対する反応にβ一9a1actosidaseに対する反応が加わることによってCD8陽性

細胞浸潤がさらに増強されることが明らかになった、このような導入遺伝

子産物に対する免疫反応は，遺伝子導入産物により異なることが予想され，

また，ヒトヘの遺伝子治療の応用を考えると，個体により治療効果が異な

る可能性を示唆していると考えられた個

　以上のようなアデノウイルス画ベクターを用いた遺伝子導入法はどのよ

うにDMDの遺伝子治療に結び付いていくのであろうか、アデノウイルス画

ベクターの遺伝子治療へ応用する際の問題点として，まず，中和抗体産生

による反復投与の困難さがあげられる画アデノウイルス画ベクターは染色

体に積極的に取り込まれる機構をもたず，導入遺伝子はe．trachmnosoma1に

とどまるため，発現は一過性であり，発現を持続させるためには反復投与

が必要である（Ya㎎Y　et　aL1995a，c）画最近の研究では，アデノウイ／レス

蛋白に対するMHC　c1ass　H依存性ヘルパー丁画B細胞活性化により，中和抗

体が産生されると報告されている（Ya㎎Yet　a1．1995a，c）画本実験で，40

日後に2回目のアデノウイルス㊥ベクターの投与を行ったところ，β一

ga1actosidaseの発現は初回投与後35日目よりは高かったが，7日目よりは低

値であった画静脈投与と比べて茅筋注ではヲ中和抗体が十分作用しない可

能性が考えられた国
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　次に，アデノウイルス画ベクターには導入遺伝子の長さに制限があるた

め，14kbのジストロフインcDNAを組み込めないという問題点がある圃その

ため，全長のジストロフインcDNAを組み込み可能なベクターの開発が行わ

れており，また，6．3kbのminidystrophin　geneが利用されている固最近，

mdxマウスに対して，minidystrophin　gene（6．3kb）をトランス国ジーンと

して導入した実験から，正常の20～30％の発現が得られれば，十分な効果

が期待できるという報告がなされた（We11s　DJ　eta1．1995）固本実験での

C57BL110マウスヘのAxCALacZの投与では，89日で11．3％，180日6．3％の

筋線維はβ一9a1actosidase陽性であり，治療に近い値を実現していると考え

られる画この高い遺伝子発現は，CAGプロモーターの使用に因ると考えら

れるが，全身投与への応用を考えると，強力な組織特異的プロモーターの

開発や目的組織のみに組み換えアデノウイルス画ベクターを到達させる技

術の開発が必要と考えられる、本実験では7日後の脊髄の観察ではβ一

ga1actosidase陽性細胞は認められなかったが，実際に，骨格筋への組み換え

アデノウイルス田ベクターの筋注により，脊髄に遺伝子を導入した報告や，

神経のトレーシングにアデノウイルス画ベクターを応用した報告がある

（KuoHeta1．1995，Finie1sFetaL1995）国さらに，ウイルス蛋白を作ら

ないアデノウイルス固ベクターの開発や免疫抑制剤や種々のサイトカイン

による免疫修飾法の開発により，アデノウイルス画ベクターによる導入遺

伝子の発現を持続させる試みがなされている画我々は，本実験で強力なプ

ロモーターを用いることにより，導入遺伝子を高度にかつ持続的に発現で

きる可能性を明らかにした回
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表I－3in　vivo遺伝子導入におけるβ襖1盈ctosidase

　　　　陽性筋線維の埠率（BALB／cマウス）

MOI1．9xl04のAxCALacZを5～6週齢のBALB／cマウス前脛骨筋に投与し，7，

10事14，28日目のβ一9a1actosidase陽性筋線維数の全筋線維数に対する比率

（％）を平均値±標準誤差で示した国7日，14日については6個体の，10日，

28日についてはそれぞれ4個体で得られた値である、

AxCALacZ~~~f='~~+ ~ ~C p -galactosidase~~f'f~b~)j~~"'~~f~ (Olo) 

7
 

30.9:!18.3 

lO 16.3d:8.3 

14 2.3 d: 3.0 

28 0~0 
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~1-5 ~yL'~CD 4 ~JL'*~~~~~~ }C J; ~) n~~mH~:rFI q)CD 3 /CD 4 /CD 8 

~~,[~kT~run~eL q) ,~･*,~*'*~ q)~~~ ~ AxCALacZ ~, ~~ ~5:- U f,_- RIJ n~~'~~F~ ~~' ~ ~) 

P -galactosidase~~,i~k~i~'.~~f~~~./~~~jJ~>'.~,f~":~~~ (o/*) 

lpi>~~~~D~+~*+~~~~~~. '1~~~)~, 28H ~i~3~~~ ~4='*'+"~tL~ ~~~~: 

CD3 (o/') CD 4 (O/*) CD 8 (O/*) 
P -galactosidase~~"~k k~~r~~"$7~'~("{~ (o/o ) 

7~ 12.3 0.5 11.6 32.0* 

(~ ~/ h 111-)V) 19.l 12.1 6.6 

14 ~ 8.5 1.0 1 1.7 51.0' 

(~ ~/ h ~7-)V) 21.0 l 9.8 8.9 

28 ~ l 8. 5 6.0 8.8 29.5 d: 6.3 

(~ ~/ h ~-)~) 34.6 21.5 9.3 

~1 6 AxCALacZ~~jSL{;'~:' O) p galactosidase~yu"4~~lliq)B#f*~ 

~~~~~~ 

C57BL/lO~~ ;~ V*f~BALB/c~ ~7 ~ q)~:E~~A~~~~ ~j~~CAxCALacZ (MOI 1.9xlO") 

~~~'~~Y~EL J~f*~C"B~~~ t~)i~~~L~ IfrLY~~~:J~lV'Cp-galactosldase~)t4~~m (Unlt) ~f 

~~IJ-/~e U f_- . (IF~>~~~~l~l d:1~:i{~~----..-'~=.~i~i~) 

*p = 0.00 l 

~*+'~,~~Sf;'~~" ~ ~･:~~ 

7~ 
14 ~ 

9_8 ~ 

C57BL/10 
4.3 ~ 5.l 

73.6 ~ 36.4 

205.1 ~ 30.6 

BALB/C 
34.8 ~ 14.4* 

l 1 2.4 d~ 16.2 

l 35.0 ~ 1 3.6 



~ll I ~i~~~;c7T~) ~4 )V;~ I~~7 ~ ~)j~~; ~h 

~~.~~.)~'~~~~l~~~~1:7c;~~F~~fr~r~;~f~~5fi~=s~ J; ~ ~~;1~ ~~ ~~~~~t*-AxCALacZ, AXSRLacZ, 

Axl~~ J~ (~~~~l~{~~~;"~~'J Ut*-AxMHCLacZ~)~~~~~f~~ Ut*-. ~~~t~~~7--'T') ~7 

4)V;~ ･ /~~7~-Axl~, k: h7T~) ~74)V~; 5~IO)EI (1.3-9.3mu) , E3 

(79.6-84.8mu) ~~;rf~~~~~~~~_~.U~V~~. AxCALacZl~chichen =P actin 

promoter(c p A)/cytomegalovirus enhancer(CMV-IE), E.coli p -galactosidase 

gene(the LacZ gene), rabbit p -globin polyadenylate signal(GpA)~> ~f~~;~ 

~L;~ . AxSRLacZl~simian virus 40(SV 40) early promoter/type I human T-

cell leukemia virus~)long terminal repeat O)U5 sequenceO)-~~ (R segment, 

R-U5LTR HTLV) splicing unit(SP), the LacZgene, SV 40 polyadenylate 

signal(pA)~>~ t~~) . AxMHCLacZl~adult mouse ~)fast MHC-IIB promoter, 

SP, theLacZ gene, pA~+ ~ ~~~~ ~ tL~ . 
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図I－2組み換えアデノウイルス画ベクターAxMHCLacZの作製

COS－TPC法による組み換えアデノウイルス作製法を示す国発現ユニットを

組み込んだカセットコスミドDNAと，EcoT22I切断Ad5－dIX　DNA－TPCを

293細胞に同時にポランスフェクションすると，細胞内で相同組み換えを起

こした分子が複製可能となり，目的とする組み換えウイルスが生成する画

ロウイルスDNA両端の○は末端蛋白（TP）を示す、ApR：アンピシリン耐

性遺伝子画⑱：複製起点画ム：欠損部位、▽：挿入DNA

　　　eXpreSSiOn　unit

　　　　　　　　詞

。、。1ロロ
COS

ε1A，E18

Ad5－d1X

DNA－TPC
EcoT221
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expressioI1unit
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C2／4細胞の分化図I－3

(20"/*FBS~~~ODME~/1) 増殖培地-7 ~) ;~ A~F~ ~~"~*~*,~*,~~~~L~~ C~ ~) ~ C2/4,~'~m~~~; eC 

~~:'-"--.__-~ +'~~ /):1~4L ~~ F!:~~,*t2{~**~ 
りに交換することによ( 5"/*HS~~~,J,: jJDDMEM) から分化誘導培地

（右列）6日目に位相差顕微鏡3
'~ '*+~' -"~~: 17J~4~ ~~'~:l '~~:V~ 

，

（O日）殖状態曽±たし

観察した。を行い（左列）蛍光抗体染色（F59）およびMyosin　heavy　chain

．
、
．
籔
鰯
駿
曇
灘

吐

坦

、
　
・
篶

一
＝

＝
－

．
。
：

　　　　……　　…
　…
．＝

着
田
目

坐彩顎

．
驚
灘
籍
－

葦
崔
争
・
葦
・
童

一
．
誰
サ

胞
音

－
一
．
末
．

一
簑

　
　
　
　
一
奈
1

　
　
　
－
　
．
｝
．

洛
齢
外
　
－

－
繁
繋
≒

’
一

｝
「

・
一
ご
十
「
！
，
ミ
＾

~~"*~s?Q~ 
*~i,'1,~+~*; 

ぜ
豆

i
．

汽
一
．
概
誌
1

”
」

．
o“

・
　
立
一

躰
理
惚
、
ざ
到
．

　
　
“

、
鰐

汽
一
・

奮
．
．．

．
ぶ

凹

．
鍵

1
十

．
　
、

、
　
｝

、
・
、
、

鍾撃

士

山．
寅

,~i, 

・
｛
†

を
．

」
一
■

灘
氏
辛

奏
至
萎
汽

綴
嚢
㌣

下．
“
．

　　　　　　　薬　　　　　　　1妻
　　　　　　馨　　　　　　…姜
　　　　　嚢

　　　　熟
　　馨　緊

　
竈
、
工．
灘

．
も
、

’f
也
r

止
三

、
．
、
．
．
㌔
’
．
．
1

■
→

豆
．

’
’

－
，
蚤

鰯

皇
，

一
、
節
．

　
．
　
　
L

　
．
、
易
簑

　
一
ぎ
一
｛

　
霧

．
．
集
．
．
。
．

灘
嚢
欄
綴

．
鱗
灘

　
　
　
　
　
　
　
、
’
　
　
　
　
，

　
　
　
　
　
　
「
　
　
。

　
　
　
　
．

南
　
｛

㌔

～

　
養
・
1

　
中
　
一

　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
’
三

、
　
｝
，
　
｝
．
一

～
蔓
ぐ

一
　
嚢
㌻
二

　
　
　
　
・
王
、
～
胃
斗
　
　
百

｛

議
欝
．

　＾　、
手

珪
一

一
嚢
・
1
・
｝

絃
，

h
‘
．

－
一
’
　
一
』
｛
　
．

・
【
岡

一
⑤
一

　
　
岬
．
凧
、

．
耀
鐙

．
　
｛

．
、
’
o

口
■加

ヂ
爾

4
▼
、雀

免
、

ε
⇒　

　
’

1
　
▽

，
ラ
4

　
o

o
　
．

・
團
憲

」
【
閉

岬
竃
囮

;
~
 

j
:
~
;
t
~
{
I
t
'
~
;
･
-

1
出

“
■

嬢
鰯
鰯



ef'i;~i-"" -v'_'~~~~r:;i ~r 

~
 

*, *~ ~
 ~e; 

..2 

',~! 

_.":~:~F"_i-.ii~,.._.__5~:~~~~~~:~~~J~:~･!!__,~~;~i~_':' L~~1~]_~~.._;;;:~1 

, * '*=*-'-"r+ 

~;~~,~~;1*._*"':~ 

= 

~ll-4 in vitro~~:(~--'~F~)~ 

a.C2~~~~~~) p -galactosidaseO)~~:~:. AxCALacZI~* ~:f;'~~" 3 ~ ~ c p 

galactosidase~~~ ~f '4~~~T O 7~_･- . 

b.C2/4~H]H~:~O) p -galactosidaseO)~~i~:. /77~4~~~~~:~~~~~~C~~~; U6 ~ ~ eC 

AxCALacZ~i~~,.,*.~~~ ~, ~~q)3 ~ ~ ~C p -galactosidase~~~~;'4'~'T~ t*-. 

45 



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
固
拙
震
劃
痩
養
事
・
葛
届
－
虹
一
跳
ト
蟷
逃
担
Q
嫌
鐘
一
騨
■

画
瞭
線
S
ω
婁
ω
・
蔦
葛
ぺ
Q
如
斡
々
ヤ
汕
斌
鐘
如
S
3
さ
ぷ
ρ
鍵
鑓
坤
菖
や
余
固
想
響
Q
錘
緊
吋
＼
8
．
・

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ソ
ヘ
熾
㍗
巾
填
綱
椚
◎
』
尤
＞
自
｝
吋
、
呂
図

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
⑩
ε
p
農
◎
口
o
⑪
帖
④
η
竃
⑯
』
↑

　
　
　
　
　
　
　
⑩
　
　
　
　
　
　
寸
　
　
　
　
　
　
◎
つ
　
　
　
　
　
　
N
　
　
　
　
　
　
門
　
　
　
　
　
◎
　
　
Q
◎
O
比
漂
◎
N

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
◎
、
◎

湯
①
着
雨
均

　
　
寺

（
◎
二
◎
魯
）

嘗
◎
均
U
召
層

　
　
呼

◎　　　　　吻

肝　　　　　◎

　固O囲OO召セ

旧
、
門

O
H
　
①

◎
◎
　
　
卜

⑩
　
　
的

寸
　
　
㈹

　
　
一
　
　
〇

・
つ
曽
蓋
ユ
今
（
項
面
曲
◎
H
浜
N
）

　
Q
つ
O
両
漂
◎
N

Q
つ
o
陶
漂
◎
N



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
個
恨
疑
塑
史
婁
葛
・
菖
葛
－
、
髄
ト
哩
坦
掠
Q
嫌
鐘
一
騨
■

画
蝿
線
（
、
ω
ω
飼
ガ
石
○
μ
o
耐
扁
b
幻
－
、
Q
如
瞭
々
ヤ
池
…
歎
一
機
州
如
N
o
的
一
〇
串
署
汽
く
レ
釦
息
鑓
蜘
ψ
幻
や
余
何
倒
降
稗
椚
Q
鍵
困
帳
吋
＼
N
O
．
ガ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ソ
ヘ
繊
㍗
巾
埠
繊
梢
◎
』
貞
＞
臼
｝
吋
．
目
図

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
①
冒
桝
μ
臼
◎
栖
μ
り
ω
頃
吻
臼
電
』
↑

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
㊤
　
　
　
　
　
　
　
守
　
　
　
　
　
　
　
的
　
　
　
　
　
　
N
　
　
　
　
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
　
◎
　
　
　
Q
つ
o
串
累
◎
N

楊
⑩
＞
亀
項

　
　
尋

　
（
◎
ご
◎
冒
）

臼
◎
端
μ
り
晶
臼
抽

　
　
尋

◎
。
◎

　　的
　　d
倒G㊥00乙炉

◎
宙
H

O
H
　
①

卜
　
　
⑩

的
　
　
守

門
　
　
N

　
　
一
　
　
〇

・
つ
鶉
誤
v
一
牟

（
2
冠
U
寸
◎
一
洪
N
）

　
Q
つ
O
唄
累
◎
N

Q
つ
o
唄
累
◎
N



図I－5　1n　vivo遺伝子導入におけるβ一ga1actosidaseの

　　　　　　　　　　　　発現の時間的推移

AxCALacZ（MOI1．9xl04）を筋注した5～6週齢のC57BL／lOあるいは
BALB／cマウスの前脛骨筋でのβ一ga1actosidase活性値（μU）を

平均値±標準誤差で示した国

C57BL／lO　マウスでは7日，14日が7個体，28日が10個体，

35日曹47日は1個体，BALB／cマウスについては7日，14日が6個体，
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図I－7BALBlcマウス前脛骨筋への遺伝子導入

BALB／cマウスの前脛骨筋にAxCALacZ（MOI1．9x10・）を筋注し，7日（a，

b）…日（…）…日（・，f）1こ筋を取りだし，固定，β一。、1a。。。、i。、、e活

性染色およびヘマトキシリン・エオジン染色を行った。

a，c，e：低倍率（bar＝500μm）

b，d，f：高倍率（bar＝100μm）
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章

カチオン性脂質を用いた骨格筋への遺伝子導入
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1．目　的

　カチオン性脂質による遺伝子導入法（リポフェクション法：Ma1one　RW　et

aL1989，Imes　CL　etaL1990，Zhu　N　etaL1993）は事陽性荷電脂質などか

らなる脂質二重膜小胞（リポソーム）と導入するDNAで電気的な相互作用

により複合体を形成し，主にe・docytosisにより細胞に遺伝子を導入する方

法である画リポソーム法（柳原ら1993，YanagiharaI　eta1．1996）とは，必

ずしもリポソーム内に導入遺伝子を封入しないという点で区別されている国

リン酸カルシウム法（ChenCetaL1987）葦DEAEデキストラン法事電

気穿孔法予miCrOinjeCtion法などと比較し茅遺伝子導入効率が高く，再現性

が高い，導入遺伝子の長さに制限がない茅ウイルス画ベクターのような病

原性が少ない，比較的簡便で特別な装置画機具を必要としない，免疫反応

を起こしにくい茅付着細胞および浮遊細胞に導入可能であるなどの特徴が

ある固また，現在，カチオン性脂質は各種市販されており，細胞や用途に

応じて選択が可能である、一方ヲ短所として試薬が高価で，遺伝子導入の

至適条件の検討が必要であるという点があげられる。

　我々は培養骨格筋細胞に対する遺伝子導入法を確立することを目的とし

て，種々のカチオン性脂質を用いて遺伝子導入を行い一過性発現と安定発

現の効率を検討した画さらに，筋細胞増殖画分化のどの段階でカチオン性

脂質遺伝子複合体が効率よく取り込まれるかを明らかにし，in　ViVoへの応

用として塩酸ブピバカインにより壊死画再生を惹起した（AkiyamaC　etaL

1992害SaitoetaL1994）ラットひらめ筋およびカルジオトキシンにより壊

死画再生を惹起した（DavisHLetaL1993b）マウス前脛骨筋へのLacZ遺伝

子導入を行った画
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2．対象および方法

1）カチオン性脂質

　カチオン性脂質は，陽性荷電を持つカチオン基の数により，mOnOCatiOniC

1ipidとpo1ycationic1ipidに分類することができる画

monocationic1ipidと中性脂質の混合物である，DDAB／DOPE（1ipofectACETM），

DOTMA／DOPE（1ipofectinTM）茅monocationic1ipidであるDOTAP，

po1ycationic1ipidと中性脂質の混合物であるDOSPA／DOPE

（1ipofectAMINETM），リポスペルミン構造をもつpo1ycationic1ipidである

DOGS（TransfectamTM）を用いた画　（表II－1，図H－1）また，Pittsburgh大学

Hua㎎教授よりヲ供与を受けたDC－cho11iposomeを用いた画

2）細胞とその維持

　C2細胞，C2／4細胞については第1章2－2）参照画

マウス繊維芽細胞株10T1／2細胞（国立精神・神経センター萩原先生から譲

渡）については，1％ペニシリン，2％ストレプトマイシンを添加した

Du1becco’s　Modified　Eag1e　Medium（DMEM，PH7．4に調整後0．22μmフイル

タ』滅菌）に10％ウシ胎仔血清（Feta1Bovine　Serum：FBS）を使用時に加

え調整し，維持培地とした、

3）培養細胞への遺伝子導入の方法

　前日に35mm　dish1枚あたり2x！04個の細胞をまき，必要な枚数のdishを

用意する固

a．リン酸カルシウム法

　導入2時間前に培地（2．5m1）を交換した画

5m1のチューブにdish1枚あたり5μ1DNA，31μ11M　CaC12，89μ1dH20を入
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れ，ボルテックス混和しながら125μ1’2xHEPES　buffer（42mM　HEPES，

270mM　NaC1，10mM　KC1，1．4mM　Na2HP04，PH7．05，フイルター滅菌後一20度

保存）を滴下し茅10分ごとにボルテックス混和しつつ30分間室温で放置し

た画dish1枚につき250μ1ずつ加え、5％C02，37℃で一晩培養した画翌日，

培地を交換し茅培養を続けた個

b．DOTMA／DOPE，DDAB／DOPE，DOSPA／DOPE

　エッペンドルフチューブにDNA（2μ1）をとり，無血清培地

（OptiMEMTM）を加え争100μ1にした画ポリスチレンチューブにカチオン

性脂質（2－20μ1）を入れ，OptiMEMTMを加え，100μ1にした田両者を混和

し事15分間室温に放置した由その間に，準備したdishの培地をOptiMEMTM

に交換した画15分後，DNA／カチオン性脂質複合体にO．8m1OptiMEMTMを加

え，1m1にした固dishの培地を吸引除去し，dishあたり1m1のDNA／カチオン

性脂質複合体を加え，37℃ラ5％C02下で5時間培養した画5時間後，DNA／

カチオン性脂質複合体を除去し，増殖または分化誘導培地に交換した画（図

11－2）

c．DOTAP

　エッペンドルフチューブにDNA（5μ1）をとり，HBSbuffer（20mmo1／1

HEPES，150mmo1／1NaC1，PH7．4）を加え，33μ1にした、ポリスチレンチュ

ーブにDOTAP（2－20μ1）を入れ，HBS　bufferを加え，33μ1にした画両者

を混和し，10分間室温に放置した画10分後，DNA／DOTAP複合体に

10％FBS添加DMEMを加え，2m1にした、dishの培地を吸引除去し，dishあ

たり2m1のDNA画DOTAP複合体を加え，37℃，5％C02下で5時間培養した国

5時間後，DNA／DOTAP複合体を除去し，増殖または分化誘導培地に交換し

た画

d．DOGS

　DOGSlmgに99．5％エタノール250μ1を加え，4mMのworkingso1utionを
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作製した固

　ポリスチレンチューブにDNA（1μ1）をとり，50μ1の2xDMEM（500m1

のdH20で調整画抗生剤は添加しない）を加えた画もう一本のポリスチレン

チューブにDOGSworki㎎solution（O．5－2．Oμ1）をとり，50μ1の

2xDMEMを加えた画両者を混和し，10分間室温で放置した画その間に，準

備したdishの培地を1％FBS添加DMEM0，8m1に交換した画10分後，

DNA／DOGS複合体に100μ1dH20を加えた国dish1枚当り，DNA／DOGS複

合体200μ1を加え，37℃，5％C02下で2時間培養した画2時間後，

DNA／DOGS複合体を除去し，増殖または分化誘導培地に交換した画

e．DC－cho1

　ポリスチレンチューブにDC－cho1（5－20nmo1）をとり，OptiMEMTMを用い

て1m1に希釈したDNA（O．5－2μ9）を加え，10分間室温で放置した国10分

後，用意したdishをOptiMEMTMで洗浄し，DNA／DC－cho1複合体を添加，37

℃，5％C02下で5時間培養した画5時間後，DNA／DC－cho1複合体を除去し，

増殖または分化誘導培地に交換した画

　一過性発現実験では，48時間培養後に細胞をharvestした固安定形質発現

系では48時間後に，細胞を回収し，1枚の35mmdish当り10cm　dis1ユ6枚に

細胞を1000個ずつまきなおし，3枚は，G418（19／1：GIBCO　BRL）添加培

地で選択し，もう3枚は通常の培地で維持し，コロニーを算定した（図II－3）

4）プラスミドDNAおよびプラスミドDNAの調整

　この実験で用いたプラスミドDNAを図1ト4に示す画paSRN1acZは東大医科

研斎藤先生から茅pCAGGS1acZは宮崎先生から供与していただいた固p－

1921acZおよびpaSRNCATは以下のように作製した画

a．p－192MHC－HB1acZの作製

　第1章2－1）参照画
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b. paSRNCAT~)f~~} 

paSRNLacZ;~~tHjndIIl~ Pstr~double digestion L, y~f ~E~- ~ -~3 J~ O~ 

splicing unit~~~U ~ ~II Uf_-. pCAT~iHlndIIl~Pstl~double digestion U, ~I 

~~f~*-~LcCpaSRNlLacZ~> ~ ~~J ~ ~li U f,_- 7' ~1 ;E - ~ - ~~ J~ ~fsplicing unit~~t~~)~ L 

f_.-. 

)~~~=~~;~~~i Uf,_- y~;~ ~ ~DNAf~, ~~:~ ~~ /~~i~)ty 7 A ~~;~lV'~)Tfr~~~)DNA 

~i~~;~y h (QIAGEN) ~~i~~}L 7~L/ )~/~7~r~T~~)~~tTBti~f;'~:', ~~~ 

/-)V~~t~~~f'4T~~'V*, TE (10mMTris-HC1, ImMEDTA,pH8.0) IC~~~'^'+'~~;- (1 -

2 // g/ p l) UC4~:fi~l U ~._-. 

5) ~;~~~i~~H~;IC~~ e~;~ p -galactosidase~~~L~~~~ ~ ~~~~'[~~~IJ-7~~ 

a. P -galactosidase~~~L~~ 

~~ I ~2 - 5) a~~*==~".".. 

~ ~/ ~~ f~~ 3 ~~:5~~~~~:~~: U1 dish~~i ~ 5004~q)~~H~BLH~fO) p -galactos dase~~' f~ 

~mH~~~~f~~-7~, ~~:{~~-'~~f~{~)~~~~~f-~~~ Uf,_-. 

b. p -galactosidase~~'f~~~fJ-;~ 

~~ l~:2- 5) c, d~~'*..~~~~~~. 

6) ~m~~~Bt~Y~~FFq)~~'~I~i~~~~)~~II~5 

~~ I ~2 - 5) .-~~_~~. 

7) CAT~~,i~q)~~IJ-/~~ 

~~~l~)~~~: ~f ~~II-7E U , -~;~~)~~~l~~:~: ~tA~i ~,,~+,~~~~L~n~llY~~*~~IC0.25M Tris-HCl 

(pH 7 5) ~f~n;~ 90/fIICUf..-. ~~t~If)~~CIOmM Butyryl COA 

(SIGMA) 5.3/11, 0.25M Tris-HCI (pH7.5) 2.7//1, "C-Chloramphenicol 

2.0/fl~~~D;~, 37~C~ I R~f~!~~ :/~~L~- h L/*,-. ~}~t~1~f)V~C200/1lq) 
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TMPD／Xy1・・。（TMPD：2，6，10，14－t．t。。＾、。thyp。。t．d。。。。。，A1d．i．h－Ch．mi。）

を加えラ20秒間ボルテックス後茅4℃，12000rpmで5分間遠心し穿上清

170μ1を6m1のOrganic　Counti㎎Scinti11antに入れ，液体シンチレーション

カウンターを用いて14Cを測定した画

8）抗デスミン抗体，抗ミオシン重鎖抗体（F59茅BF45）による培養細胞の

染色

メタノール（一20℃）固定後，0．1％casein／O．1％9e1atin　in　PBS（一）を用いて

10分ブロッキングを行い，一次抗体（F59，1：20希釈；PageS　etaL1992）

と37℃で1時間反応させた画PBS（一）による洗浄後，二次抗体（FITCラベル

抗マウスヤギ抗体，1：50希釈）と室温で1時間反応させた固PBS（一）による

洗浄後，封入し検鏡した固

9）ラット画マウスヘの導入法とブピバカイン／カルジオトキシン処理

　8週齢の雄のウイスターラットをジェチルェーテルで麻酔後，下腿外側

面の皮膚を切開，ひらめ筋を露出し，1m1注射器と27ゲージ針（テルモ）を

用いて，O．5％塩酸ブピバカインうOOμ1を遺伝子導入2日前に筋注した。筋

注後，オートクリップ（Becton　Dickinson）で皮膚を縫合した個塩酸ブピバ

カイン筋注，2日後あるいは6日後に，60μ9DOGSと10μ9DNA（モル比

4．7411）を最終濃度5％のg1ucoseに溶解し，総量200μ1を筋注した個塩酸

ブピバカイン筋注により惹起される筋の再生過程を図II－5に示す固
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10）サザンブロット法による染色体へあ導入遺伝子の挿入の確認

　G418による選択で得られた細胞コロニーからゲノムDNAを抽出した。

ゲノムDNAを制限酵素舳〃∬あるいはXba1で切断後，アガロースゲル電気

泳動（O．8％）を行い，メンブレンにアルカリ法でトランスファーした。

pMClneopo1yA（Stratagene）からEag∫とH加d∬1で切り出したNeo遺伝子

（0．7kb）を茅マルチプライム法を用いて32pでラベルしNeoprobeを作成，

トランスファーしたメンブレンとハイブリダイゼーションを行った固0．1％

SDS／O．1xSSPEで65℃，5分洗浄し，X線フィルムで検出した稻
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3画結果

1）一過性発現系における遺伝子導入効率

　paSRNLacZ書PaSRNCATをレポーター遺伝子としてリン酸カルシウム法，

6種類のカチオン性脂質を用いてマウス筋細胞系のC2細胞およびマウス線維

芽細胞系の10T1／2細胞に導入し一過性発現の効率を比較した画導入効率は

β一9a1actosidase染色および活性ヲCAT活性を測定することにより比較検討

した画細胞毒性については細胞抽出液の蛋白濃度を測定し検討した。

一過性発現系においてはカチオン性脂質法はリン酸カルシウム法に比し，

有意に導入効率は高く，なかでもpo1ycationic1ipidであるDOGSおよび

DOSPAはC2細胞，10T1／2細胞とも高値であった（表1I－2，図1I－6）国

po1ycationic1ipidはmonocationic1ipidと比較し，細胞障害が強かったが，反

応時間の短縮により軽減することが可能であった固

次に，遺伝子導入効率の高かった，DOSPA／DOPE，DOGSを用いて，骨格筋

特異的プロモーターを持つp－192MHC－HBLacZをC2細胞，10T1／2細胞に導

入した画C2細胞ではβ一ga1actosidase陽性筋線維出現率は，DOSPA／DOPEで

は9．5土2．4％，DOGSでは7．1土L2％であった画10T1／2細胞ではβ一

ga1actosid早se陽性筋線維出現率は，DOSPA／DOPEでは5．7±2．6％，DOGSで

は18．1士5．7％であった国また，10T1／2細胞で，P－192MHC－HBLacZと

myogenin遺伝子をco寸ransfectionした場合にはDOSPA／DOPEでは26．5士8．9

％，DOGSでは29．5±6．2％でβ一9a1actosidase陽性筋線維出現率の増加が認め

られた画

　DC－cho1を用いてpaSRNCATをC2細胞および10T1／2細胞へ導入した緒

果では身DOSPA／DOPE買DOGSに次ぐCATassayの値が得られた画また茅

遺伝子導入細胞の細胞抽出液の蛋白濃度測定では，DOSPA／DOPE，DOGS

を用いた場合より減少度が低く，細胞障害性が少なかった画
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2）安定発現系における遺伝子導入効率

　安定発現の検討のためにはneo耐性遺伝子を用いG418存在下に3週間培

養した画安定発現系においてもDOSPA，DOGSの導入効率は高く，C2細胞

ではリン酸カルシウム法が0．02％，DOTMAが0．14％であるのに対し茅それ

ぞれ4．20％茅3．20％であった（表II－3）画一過性発現系では培養骨格筋細胞

への遺伝子導入効率は線維芽細胞に比べ，有意に低値であったが事安定発

現系では明らかな差は認められなかった。骨格筋筋細胞と線維芽細胞では

核内への遺伝子の導入効率には差があるが，染色体内への組み込みには差

がない可能性が考えられた固

3）サザンブロット法による核内導入遺伝子の存在様式の検討

　選択された細胞に対し，核内での導入遺伝子の存在様式をNeo遺伝子を

一回切断する制限酵素H加d∬∫とNeo遺伝子を切断しない制隈酵素Xba！でサ

ザンブロット法を行い検討した画Neo遺伝子の全長は3．8kbであり，Neo遺

伝子を一回切断する制隈酵素H加d∬∫およびXb∂！でゲノムDNAを切断すると，

染色体に挿入された場合は3．8kbより大きいバンドとして検出されることが

予想される固また，染色体に挿入されず，eXtraChrOmOSOma1の状態で細胞内

に存在した場合は〃ηdmでゲノムDNAを切断すると，3．8kbの大きさのバン

ドとして検出されるはずである画H加〃1でゲノムDNAを切断し茅サザンブ

ロットを行った結果茅各コロニーにおいて3．8kbより大きいバンドが検出さ

れ茅Neo遺伝子が染色体にintegrateされていることを確認できた（図H－7）、

4）筋細胞の増殖固分化と遺伝子導入効率

　培養骨格筋細胞株であるC2／4細胞について増殖あるいは分化を誘導し，

その各段階で，DOGSを用いてpaSRN1acZ遺伝子の導入を行い，β一

ga1actosidase活性を測定した固
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　カチオン性脂質による遺伝子導入を行った後に分化誘導培地に変換した

場合に茅最も高いβ一ga1actosidase活性値が得られ（図II－8），しかも，分化

誘導後2日目ないし3日目の遺伝子導入では低い導入効率しか得られなかっ

たことから茅カチオン性脂質によって遺伝子が導入されるためには事筋芽

細胞が増殖中であることが必要と考えられた画遺伝子導入後も増殖培地で

維持した場合にはヲ導入効率は高いものの分裂によって導入遺伝子が希釈

されるためにβ一ga1actosidase活性値が最高値をとらない可能性が考えられ

た画’

5）カチオン性脂質を用いた10T1／2細胞のMyoDヲMyogenin遺伝子による

筋芽細胞への転換効率

　線維芽細胞である10T1／2細胞は，MyoDファミリー遺伝子により，筋細

胞への変換カ÷可能であるとされる（Davis　RL　eta1．1987，Braun　T　et　aL

1989）画

　MyoDファミリー遺伝子のうち，筋発生の研究から，MyoDは幹細胞から

筋細胞への決定の過程に事Myogeninは筋芽細胞から筋管細胞への分化の過

程を制御していると考えられている（武田！994）。DOTMA／DOPE，

DOSPA／DOPE，DOGSを用いて10T1／2細胞に2μ9のMyoD，Myogenin遺伝

子を導入し，筋芽細胞への転換効率を調べた固遺伝子導入後分化誘導培地

に交換し茅5日目に抗デスミン抗体，10日目にBF45（embryonic　MHC），

F59抗体で染色し，500細胞当りの陽性細胞数を算定した。po1ycationic

1ipidであるDOSPA／DOPE，DOGSではMyoD，Myogeni・遺伝子の導入により，

2％前後の10T1／2細胞を筋芽細胞に転換できた何この値は一過性発現効率

よりかなり低値であり事10T1／2細胞を筋芽細胞に転換するためには茅

MyoD，Myogenin遺伝子の持続的な発現が必要であると考えられた画
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6）in　vivo実験における遺伝子導入の効率

　カチオン性脂質による遺伝子導入には筋芽細胞の増殖が必要であるとい

うin・itr0の実験結果を踏まえて茅塩酸ブピバカインによる筋再生を引き起

こした上で遺伝子のin　vivo導入を行った。ウイスターラット（8週令，雄）

の右ひらめ筋にO．5％塩酸プピバカインをO，2m1注射した2日後，6日後，

あるいは前処置なしにDOGS60μ9と混合したpaSRN1acZ遺伝子10μ9を注

射した（Saito　Y　et　a1．1994）画対側は25％sucrose前処置15分後に，

paSRN1acZ遺伝子100μgを直接注射した（Davis　HL　etaL1993a）。遺伝子

導入7日目にラットを屠殺し，ひらめ筋を取り出し，凍結後，クリオスタ

ットで薄切し茅固定，β一ga1actosidase染色、HE染色を行い，β一

ga1actosidase陽性筋線維数を算定した画単核細胞が出現し，筋管細胞形成以

前である塩酸ブピバカイン処置後2日目のβ一ga1actosidase陽性筋線維出現

率（表II－4）は茅O．2～6．9％であり，一方5中心核線維が認められる塩酸ブ

ピバカイン処置後6日目にはβ一ga1actosidase陽性筋線維の出現は認められ

なかった固β一ga1actosidase陽性の筋線維を見る（図II－9）と、中心核線維，

小径線維が多く，DOGS／DNA複合体を投与した場合には再生過程が遅延す

る傾向が認められた（図H－10）画DOGS／DNA複合体のみの投与により，筋

細胞の変性冒細胞浸潤を生じていることから茅in　vivoにおけるDOGS／DNA

複合体の細胞毒性が強いことが考えられた画

7）前処置なしのDOGS／DNA複合体の投与

　DOGS／DNA複合体の投与によりヲ筋線維の壊死画再生が惹起されること

が，明らかになったので，塩酸ブピバカインの前処置なしにDOGS／DNA複

合体をラットひらめ筋に導入し、遺伝子導入効率を検討した。DOGS／DNA

複合体投与後7日茅14日後にひらめ筋を取り出し，固定宙染色を行ったが，
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β一9a1actosidase陽性の筋線維はいずれも認められなかった固DNA100μgを

筋注したものでは筋線維の壊死何再生像は認められなかった㊥DOGSのみ60

／。gを筋注した筋では，7日目に筋線維の再生像が認められたがl

DOGS／DNA複合体を投与した場合より軽度であった国DOGS／DNA複合体

（600μ9／100μ9）を筋注した筋では7日後には激しい細胞浸潤が認められ

（図H－11），14日後には中心部は再生のないまま線維化していた固以上よ

り，DOGS／DNA複合体が筋細胞に取り込まれるには，塩酸ブピバカインな

どの前処置により導入時に筋細胞の増殖幸惹起する必要があることが明ら

かになった。　　　　　　　㍉．

8）pCAGGSLacZを用いたin　vivo遺伝子導入

　遺伝子導入効率を高くするため害培養骨格筋細胞で強い発現が認められ

たpCAGGSLacZとDOGSの複合体を0．9％NaC1，5％91ucose，DMEMに溶解し，

塩酸プピバカイン筋注2日後のラットひらめ筋に投与した国25％sucrose処

置群では有意にO．9％NaC1でプラスミドDNAを溶解した場合に高い遺伝子導

入効率が得られた固5％g1ucose，DMEMにDOGS／DNA複合体を溶解した場合

は塩酸ブピバカイン処置群と25％sucrose処置群で差はなかった画塩酸ブピ

バカイン処置群ではDMEMにDOGS／DNA複合体を溶解した場合に最も高い

遺伝子導入効率が得られた国paSRNLacZよりもβ一ga1actosidaseを強く発現

するpCAGGSLacZを用いることによって，β一ga1actosidaseの検出率が上昇

したことが一因と考えられた画

9）カルジオトキシンを用いたDOGS／DNA複合体のマウス前脛骨筋への遺

伝子導入

塩酸プピバカインを用いた遺伝子導入では茅DOGS／DNA複合体が筋線維

に取り込まれるためには，筋細胞の再生が必要であることが明らかになっ
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た画しかし勇塩酸ブピバカインではDOGS／DNA複合体が取り込まれる時期

は短く茅高い遺伝子効率を得ることが困難であった画カルジオトキシンは

蛇毒であるが茅骨格筋に壊死画再生を惹起し，その再生過程は，塩酸ブピ

バカインよりも緩徐で，DNAの直接導入では茅筋注後5日～9日によく取り

込まれるとされている（Davis　HL　etaL1993b）画マウス前脛骨筋にカルジ

オトキシン筋注後雪2，5，9日目にDOGS／DNA（DOGS60μ

g／pCAGGSLacZ10μ9）複合体を導入し，導入7日目にβ一9a1actosidase染色

を行った固その結果，カルジオトキシン筋注後，9日目にDOGS／DNA複合

体を導入し，7日目にβ一9a1actosidase染色を行った場合のみにβ一

ga1actosidase陽性筋線維が認められた（図II－12）画

舌．・
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4画考察

　一過性発現系田安定形質発現系において，Poけcatio・ic　hpidは，高い遺伝

子導入効率を示し，従来の報告と一致した結果が得られ（Trivedi　RA　eta1．

1995），培養骨格筋細胞への遺伝子導入法として有用と考えられた画

po1ycationic1ipidはmonocationic1ipidと比較し，強い細胞障害性を示した国

これは，カチオン基が負荷電の細胞膜と作用し，endocytosisにより，細胞

内へ取り込まれるため穿カチオン基が多いほど，導入効率も高いが，細胞

障害も強い可能性が考えられた画

　一過性発現系では，骨格筋細胞に比べ，線維芽細胞への遺伝子導入効率

は高値であったが，安定形質発現系では差は認められず，遺伝子が核内で

染色体へ取り込まれる効率には差がないことが予想された画

　骨格筋細胞へのカチオン性脂質による遺伝子導入には，細胞が増殖中で

あることが必要であった。これは筋芽細胞と分化した筋管細胞での

endOCytOSiS能の相違，細胞外多糖類の存在などが関与していると考えられ

た画

　DMD患者骨格筋から筋芽細胞を取り出し身ジストロフィン遺伝子を導入，

患者に移植するというeX　ViVO遺伝子治療の筋芽細胞の供給源として，線維

芽細胞に筋分化制御因子であるMyoDファミリー遺伝子をカチオン性脂質を

用いて過剰発現させ筋芽細胞に変換できるかどうかを培養細胞系で試みた

が，転換効率は数％であり，臨床への応用は困難と考えられた固

　in　vivo実験においては，筋の壊死固再生系を用いて，DOGS／DNA複合体

を投与したが，単核の筋芽細胞が増殖している時期に導入した場合にのみ

β一ga1actosidase陽性細胞が出現し，培養細胞で得られた事実と一致してい

た画しかし、その効率は低く，しかもばらつきが大きく，対側で実施した

10培量のDNAの直接導入と変わることがなかった宙しかも，DOGS／DNA
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複合体の投与により茅強い細胞障害性が観察されたことから，カチオン性

脂質（少なくともDOGS）をrod㎝tに対するi．vivo遺伝子導入に応用するこ

とは困難と考えられた曲

　今後は，monocationic1ipidのような遺伝子導入効率は低くても細胞毒性

の低い安全なカチオン性脂質の開発が望まれる固特にDC－cho1は，カチオン

性脂質のなかで唯一人体への応用が許可されているがヲ本実験においても

細胞傷害性が少なくin　ViVOへの応用が期待される圃

　現在茅骨格筋に対する遺伝子直接導入法（p1asmid　di．ect　injection）につい

ては，遺伝子導入の効率自体は低いが茅その抗体産生能により，DNAワク

チンとして注目されている画ただし，この方法は霊長類では応用が困難と

されている画カチオン性脂質を用いた骨格筋に対する遺伝子導入法が霊長

類においてどのような効率を示すのかが注目される画
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終　　　章

筋ジストロフィーに対する遺伝子治療の問題点と

　　　　　　　　　将来の展望
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　筋ジストロフィーに対する遺伝子治療を将来の目的として，アデノウイ

ルス画ベクターを用いて骨格筋細胞への効率の高い遺伝子導入法を確立し

た宙しかし茅臨床への応用までにはヌ解決すべき問題が数多く残っている、

今後茅筋ジストロフィーに対する遺伝子治療の基礎的研究はどのように発

展しヲDMDに対する遺伝子治療に結び付いていくのであろうか、筋芽細胞

注入移植と遺伝子治療の2つの方向から考えてみたい画

！画筋芽細胞注入移植

　筋芽細胞注入移植については，in　Vitroで筋芽細胞に遺伝子を導入する技

術はすでに確立されている画そのため，いかに増殖性の高い筋芽細胞を得

るかということが，最大の問題点となる画また，供給源として，胎児筋を

用いるのかヲ成熟筋を用いるのかも間題となる、前者の場合には，倫理的

な問題があり，後者の場合には，骨格筋の初代培養が困難であることから，

純度の高い筋芽細胞を得るためには，FACS　cen　sorti・gやクローン培養など

の手技が必要となる田また，分離された筋芽細胞を形質転換すると，高い

増殖能を持つようになると考えられるが，逆に移植後に腫瘍を形成する危

険性が出てくる固したがって，幹細胞のような高い増殖能を持った筋芽細

胞の樹立が望まれる画

　遺伝子導入技術については，現在ではレトロウイルス画ベクターが用い

られているが，今後，アデノ随伴ウイルスのように染色体の決まった位置

に導入が可能なベクターも検討されると考えられる画

　また，成熟した筋線維は主要組織適合性複合体を発現しないとされるが，

筋芽細胞はリンホカインの刺激により，c1ass　I抗原を発現し，抗原提示細胞

となりうるとされている（Hoh1fe1d　R　et　a1．1994）咀したがって，組織遭合

抗原の合った筋芽細胞を用いるか，放射線照射や免疫抑制剤（Cyc1osporin

A，Cyc1ophosphamide）などを組み合わせる必要がある。筋芽細胞注入移植
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を行うためには，r㏄ipient側の筋細胞も幼弱であるか、成熟筋では再生状態

が必要ではないかとされており茅DMD患児に対し，どの時期曲年齢に，ど

のような条件で筋芽細胞注入移植を行うべきかは，今後の課題である画

　DMD患者骨格筋から筋芽細胞を取り出し，ジストロフィン遺伝子を導入

し，患者に移植を行えれば，筋芽細胞の供給源と免疫学的拒絶反応の問題

点は解決が可能である国増殖力に富む線維芽細胞に筋分化制御因子である

MyoDファミリー遺伝子を過剰発現させることにより，筋芽細胞に変換でき

ることが報告されており（Davis　RL　eta1．1987），応用が期待される個

　確かに茅筋芽細胞注入移植は全身的な治療への応用は困難で局所的な治

療ではあるが，一部の骨格筋でも機能が回復したり，進行が遅くなれば患

者にとって福音であり身将来の希望につながると考えられる、さらに，一

時的な発現であっても，安全で事効率が高く，反復可能であれば試みる価

値はあると考えられる画

2固遺伝子治療

現在，in　ViVO遺伝子治療では，アデノウイルス画ベクターが用いられるこ

とが多い画アデノウイルス宙ベクターの間題点としてウイルス蛋白の抗原

性および導入遺伝子（ジストロフイン：DMDではジストロフインは欠損し

ているため，未知の蛋白となる）の抗原性がある画ウイルス蛋白の抗原性

による免疫反応については，ウイルス蛋白を作らない従来のEl／E3遺伝子

欠損に加えて，E2遺伝子やE4遺伝子を欠損した第2世代のベクター

（E㎎e1hardtJF　etaL1994a，b，AmentatoD　etaL1995）が開発されている国

また，31種類あるアデノウイルスから抗原決定基の異なるベクターを作成

し茅それらを組み合わせて，中和抗体の産生を防止する試みがなされてい

る（Kass－Eis1er　AetaL1996）画また，免疫修飾として事FK506（Vi1quin

JT　eta1．1995b，Lochmu11er　H　etaL1995．1996）やCyc1ophosphamide
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（Jooss　K　et　aL1996）の利用や，特定の抗原に対する免疫抑制を目的とし

て茅CTLA4IgヲIL12（KayMAetaL1995，YangYeta1．1995b）なども試

みられている画

　ジストロフインの抗原性については葦筋芽細胞注入移植やDNAの直接導

入で，抗体産生がなかったという報告がなされている（Danko　I　et　a1．1993，

Vi1quin　JT　et　a1．1995a）画

　アデノウイルス画ベクターには導入遺伝子の長さに制隈があり，この実

験で使用したベクターでは7．5kbしか挿入できない田したがって，ジストロ

フィンcDNA全体を挿入することは不可能である画minidystrophinをさらに

短くして挿入したり（C1emensPReta1．！995），アデノウイルス蛋白の塩

基配列の大部分を取り去り，30kb以上の長さの遺伝子を挿入できるように

工夫したベクター（Kochanek　S　eta1．1996）も報告されているが茅後者は

ヘルパーウイルスが必要で，安定性を欠くため大量の調整が困難であり予

さらなる改良が必要と考えられる国

　また，新しい遺伝子治療の方法として，体細胞での相同組み換え

（Arbon♀s　ML　et　aL1994）や，アンチセンスDNAによる人為的スプライシ

ング（Pramono　ZAD　etaL1996）などの利用が考えられている国点突然変

異によりstop　codonが挿入される遺伝子異常を生じている場合，強制的なス

プライシングによりframeshiftを避けて身遺伝子異常を持つエクソンのみを

スキップできれば正常に近いジストロフィンを転写画翻訳することが可能

である画

おわりに

　最近米国N1Hでの重篤な免疫不全症であるアデノシンデアミナーゼ欠損症

に対してretrOViruSを用いた遺伝子導入が成功を納め，遺伝子治療が現実の

ものとなってきた曲DMDを巡ってジストロフィンの発現と機能固DMD
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遺伝子の異常の解明遺伝子治療への試ムは他の多くの遺伝子疾患の解明お

よび治療の開発への良いモデルとなると考えられる画
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