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Abstract: Recent remarkable developments in molecular biology and in vitro culture 

techniques have provided a promising new treatment， gene therapy， for cancer and congeni悶

tal genetic diseases. For in vivo gene therapy toward cancer， it is indispensable to direct 

the expression of exogenous genes exclusively to cancer cells. 1 have constructed a 

recombinant retroviral vector in which a tissue同specificregulatory element is used as an 

internal promoter. It contains the murine albumin enhancer and promoter as an internal 

promoter and the lacZ gene coding bacterial β-galactosidase as a reporter between the two 

Moloney murine leukemia virus long terminal repeats. This vector was introduced into 

ecotropic retroviralψ2 packaging cells to produce recombinant retroviral particles. 

Various cell lines were infected with the recombinant retrovirus to assess its tissue 

specificity in vitro. Expression of the lacZ gene was detected solely in hepatoma celllines 

but not in fibroblasts nor in B lymphoma cells. In vivo infection was carried out to evaluate 

tissue specificity of this system. The recombinant retrovirus was injected into a murine 

subcutaneous hepatoma and expression of the lacZ gene was observed in hepatoma cells but 

not in surrounding connective tissues. Then the retrovirus was injected into murine livers 

and no expression was detected in normal hepatocytes. The retrovirus was again injected 

into the livers of partially hepatectomized mice， resulting in the gene expression in only a 

fewregenerating hepatocytes. Ratio of expression of the exogenous gene was， however， 

much lower than that in subcutaneous hepatoma. Finally， the gene expression of higher 

efficiency was confirmed as the retroviral infections were repeated. These results indicate 

that repeated gene transfer by means of the recombinant retrovirus which contains a 

tissue-specific regulatory element as an internal promoter should possess high potential for 

selective elimination of hepatoma cells 仇 vzvo.

Index Terms 

gene therapy， hepatoma， albumin enhancer and promoter， retroviral vector，β悶galactosidase



(182) 中 谷敏也

縮 .冨吉
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近年の分子生物学の目ざましい発達と細胞培養技術の

進歩により，遺伝子治療に関する基礎研究は急速な発展

を遂げ，米国を中心としてすでに臨床治験が関始されて

いる 1)-3) わが国においても， 1993年 4月に厚生省より，

さらに 1994年 1月には文部省より，遺伝子治療臨床研究

に関するガイドライン4)，5)が発表され，遺伝子治療の臨床

応用に向けての準備が進められている.

現在一般的に試みられている遺伝子導入法は， ιxvzvo 

遺伝子導入法と呼ばれるもので，遺伝子導入のための標

的細胞を体内より採取し培養をおこなった後に，外来遺

伝子を導入し再び体内へ移植する方法である.現在の遺

伝子導入技術では，一回の遺伝子治療のみで十分な効果

が得られるとは考えにくく，繰り返しおこなう必要があ

るが exvivo遺伝子導入法は，標的細胞の採取に外科的

手技を要するため，同一患者に繰り返し施行することは

困難で、ある.zn vzvoにおける効率的な遺伝子導入が可能

であれば，遺伝子治療はより臨床応用が容易になり，新

局面を迎えると考えられる. この際，最も重要なことは，

いかにして外来遺伝子を標的細胞で特異的に発現させる

かである.しかし，現在の遺伝子導入はもっぱら exvzvo 

においておこなわれているため，標的細胞特異的な外来

遺伝子の導入発現方法に関しては，ほとんど検討がなさ

れていない.

ところで，当教室では以前より組換えレトロウイルス

を用いて培養細胞への遺伝子導入をおこなっている.そ

こで著者は，組織特異性を有する内因性フロロモーターを

用いて，標的細胞特異的遺伝子導入が可能であるかを検

討した.すなわち，レポーター遺伝子として大腸菌の

β司galactosida況をコードしている lacZ遺伝子6)を，内

因性プロモーターとしてマウスのアルブミン遺伝子のエ

ンハンサーおよびプロモーター7)を用いた組換えレトロ

ウイノレスベFターを作製し，肝癌細胞特異的な遺伝子発

現に関する基礎的研究をおこなった.

方 法

1)組換えレトロウイノレスベクターの作製

すベてのプラスミドは標準的な組換え DNA技術

よつて構築した.肝細胞に特異的な遺伝子導入および発

現のために構築した Albe/p-pIP 200レトロウイノレスベ

クターの作製法を Fig.1に示した.ネオマイシン耐性を

与える neoR遺伝子9)をモロニー株マウス白血病ウイノレス

由来の longterminal r巴peat(LTR)聞に含む pIF9171 

プラスミド 10)を，的aI制限酵素で切断し平滑末端を有す

る線状プラスミド DNAを作製した.大腸菌の βM

galactosidaseをコードする lacZ遺伝子を含む SPUD

プラスミド 6)をHindIII制限酵素で切断し，垂直型アガ

ロースゲノレを用いてよacZ遺伝子断片を分離回収した後

に， Klenow酵素により両端を平滑末端とした.この線状

pIF 9171プラスミドに lacZ遺伝子断片を T4DNAリ

ガーゼを用いて挿入し， pIP 200レトロウイノレスベクタ

ーを作製した.

次に，マウス由来のアルブミン遺伝子のエンハ γサー

およびプロモーターを含む Alb巴/p-Bluescriptプラス

ミド 7)を，Hind III制限酵素で切断し，アルブミン遺伝子

のエンハンサーおよびプロモーター断片を回収した.こ

の断片を pIP200レトロウイノレスベグターの HindIII部

位へ挿入し， Alb e/p【pIP200レトロウイノレスベグターを

作製した.

2)組換えレトロウイノレスベクターの産生

同種指向性のレトロウイノレスのパッケージング細胞で

ある ψ2細胞11)を， 1 x 10'c巴lls/cm2の密度で、 60mm培

養皿へ撒き， 10 %胎児牛血清(FCS)を含む Dulb巴cco's

modified Eagle's medium(DMEM)を加え 37"C，5 % 

CO，の条件下で培養した.24時間後に， Alb e/p-pIP 200 

レトロウイルスベククープラスミド(Fig.のあるいは

BAGレトロウイルスベクタープラスミド 12)(Fig. 2)を

リン酸カノレシウム法1勺こより ψ2細胞へ導入した.48時

間後に培養液へネオマイシンの類似物質であるG418 

(Sigma)を1mg/mlの濃度で添加し， 14日後にG418耐

性の細胞株を選択し培養増殖させた. G418耐性細胞株

の培養液中に放出される Alb e/p-pIP 200あるいは

BAGレトロウイノレスを回収し， 0.45μm poresize fil ter 

(Nalgene)漏過後， -70"Cに凍結保存し以下の実験に用

し、Tこ.

3)培養細胞へのレトロウイノレス感染法および X-gal

(5目bromo-4司chloro-3-indolyl-β-galactosidase)染色法14)

培養実験には， Balb/cマウス由来の付着性肝癌細胞で

ある BNL1 ME A.7 R.1細胞， C 3 H/Heマウス由来の

浮遊性肝癌細胞である MH-134細胞，マウス胎児由来の

線維芽細胞である NIH3 T 3細胞およびマウス由来の

Bリンパ腫細胞である A20-2 J細胞を用いた.

各種細胞の培養は， 60mm培養皿に 10% FCS，100 

units/mlのベニシリンおよび 100μg/mlのストレプト

マイシンを含む 5mlのDMEMを加えて， 37"C， 5 % 
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Hind III 

Hind III 

Fig. 1. Schematic drawing of th巴 construction of th巴 Alb e/p-pIP200 
retroviral vector. 
Alb e/p-pIP200 vector was constructed by inserting the lacZ gene 
from the SPUD vector and the albumin enhanc巴rand promoter frag-
m巴ntfrom the Alb e/p-Bluescript plasmid between the neoR gene and 
the 3'LTR in th巴pIF9171vector. Alb e/p， GH and AmpR repr巴sentthe 
albumin enhanc巴rand promoter， growth hormon巴g巴neand ampicillin 
resistance gene， respectively 

CO，の条件下で、おこなった. 洗浄し， X-gal染色液(0.1% X-gal， 0.01 % sodium 

レトロウイルスの感染法は，培養細胞に 8μg/mlの deoxycholate， 0.02 % NP-40， 1 mM  MgCI2， 5 mM 

polybr巴町を含むウイノレス液を種々の割合で添加し K3[Fe(CN)，]， 5mM K4[Fe(CN)，]in PBS without 

3TCで3-6時間感染させた.ウイノレスを除き新しい培養 calcium or magnesium)と12-16時間反応させ，lacZ 

液を加え，一晩培養した後に 0.5% glutarald巴hyd巴を用 遺伝子の発現細胞を同定した.

いて室温下で 5分間細胞を固定した.次に， 1 m M  MgCl， 4) in vivoにおけるレトロウイノレス感染法およびX

を含む phosphate-bufferedsaline(PBS)で細胞を 2回 gal染色法
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Alb e/p 

Alb e/p -plP 200 Vector 

5'LTR 

BAG Vector 
Fig. 2. Structure of the retroviral vectors 

Alb e/p-pIP200 vector contains the neoR gene regulat巴dby the 5'L TR promoter and the lacZ gene 
regulat巴dby the albumin enhancer and promoter within the two Moloney murin巴leuk巴miavirus 
LTRs. BAG v巴ctorcontains the lacZ gene regulat巴dby the 5'L TR promoter and the neoR gene 
regulated by th巴 SV40 early promoter within the two Molon巴ymurine leukemia virus L TRs. 

MH.134肝癌細胞をマウス腹腔内で増殖させた後に，

C3H/H巴マウスの皮下に接種(4x 107cells/0. 2 ml of 

DMEM with 10 % FCS)し，皮下肝癌の直径が 10mm

に達した時点で， 10μg/mlのpolybreneを含む 0.5ml

のAlbe/p.pIP 200レトロウイルス液を皮下肝癌内に直

接注入した. 7日後に皮下肝癌を切除し， 10分間固定(4

% paraformaldehyde，O. 2 % glutaraldehyd巴，0.02% 

NP-40 in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4)した

後に，マイクロスライサーを用いて 200田μmの薄片を作

製し，再度同様の固定を 50分間おこなった.これらの薄

片を 1mMMgCl，を含む PBSで2回洗浄し，3TCで 12

時間 X-gal染色液と反応させた.

6-7週齢の雄性 C3H/H巴マウスにエーテノレ麻酔下

で 3/4部分肝切除をおこない， 36時間後に 10μg/mlの

polybreneを含む 0.3mlのAlbe/p-pIP 200レトロウ

イルス液を牌臓下縁より，あるいは直接肝内に注入した.

7日後に肝を摘出し， 100一μmの薄片を作製し，皮下肝癌

切片と同様の固定をおこなった後に X-gal染色液と反

応させた.

結

1)組換えレトロウイルスを用いた肝癌細胞への遺伝子

導入

BNL 1 ME A.7 R.1肝癌細胞に 500μlのAlbe/p阻pIP

200レトロウイノレスを感染させ X-gal染色をおこなった

ところ， 10-15 %の肝癌細胞が青く染色され，lacZ遺伝

子の発現を認めた(Fig.3 A).同量の BAGレトロウイノレ

Fig. 3. Expression of the lacZ gene in BNLlME A 
7R. 1 hepatoma c巴lls.
The cells w巴釘r巴 inf白ectedwith the Alb e/p 一
pIP200 retrovi廿rus(A)or BAG r巴trovirus(B).
The g巴n巴 expressionwas detected by X -gal 
s坑ta剖m凶in暗g. Manification: x 200. 
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スを感染させた場合にも， 10~15 %の肝癌細胞に lacZ

遺伝子の発現を認めた(Fig.3 B). さらに， MH.134肝

癌細胞に 500μlのAlbe/p.pIP 200レトロウイノレスを

感染させ， X.gal染色をおこなったところ，約 4%の肝癌

細胞に lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.4 A). 同量の

BAGレトロウイノレスを感染させた場合にも，同様に約4

%の細胞に lacZ遺伝子発現を認めた(Fig.4 B). 

2)組換えレトロウイノレスを用いた非肝癌細胞への遺伝

子導入

マウス胎児由来の NIH3 T 3線維芽細胞に， 500μlの

Alb e/p.pIP 200レトロウイノレスを感染させ X.gal染色

をおこなっても，背く染色される細胞は全く認められず，

lacZ遺伝子を発現している細胞は検出できなかった

(Fig. 5 A).一方，同量の BAGレトロウイノレスを感染さ

せた場合には，約 30~40 %の線維芽細胞において lacZ

遺伝子の発現を認めた(Fig.5 B). さらに，マウス由来

のA20.2 J Bリンパ腫細胞に 500μlのAlbe/p阻pIP200 

レトロウイノレスを感染さぜた場合にも，lacZ遺伝子を発

Fig. 4. Expression of the lacZ gene in MH -134 
hepatoma cells. 
The cells w巴r巴 inf巴ct巴dwith the Alb巴/p-
pIP200 retrovirus(A) or BAG retrovirus(B). 
The gen巴巴xpressionwas detected by X -gal 
staining. Magnification: x 400 

現する細胞は認めなかったが(Fig.6 A)，同量の BAGレ

トロウイノレスを感染させると，約 5%のBリンパ腫細胞

に lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.6 B). 

3)Alb e/p.pIP 200レトロウイノレスを用いた znvzvo 

における肝癌細胞への遺伝子導入

C3 H/Heマウス由来の移植可能な浮遊性肝癌細胞で

ある MH-134細胞をマウス皮下に接種し，皮下肝癌の直

径が 10mmに達した時点で、 Albe/p.pIP 200レトロウ

イノレスを局所に直接注入した. 7日後に皮下肝癌を切除

し， 200一μmの薄片を作製し X.gal染色をおこなった.

Alb e/p】pIP200レトロウイルスを注入した皮下肝癌部

には， X国gal陽性の細胞を認めたが，周囲の結合組織には

lacZ遺伝子の発現を認めなかった(Fig.7). 

4)Alb e/p.pIP 200レトロウイノレスを用いた invivo 

における正常肝細胞および再生肝細胞への遺伝子導入

C3 H/Heマウスの牌臓下縁より Albe/p.pIP 200レ

トロウイルスを注入し経門脈的に肝内へ投与した後に，

肝を摘出し X.gal染色をおこなったが，lacZ遺伝子を発

Fig. 5. Expression of the lacZ gene in NIH3T3 
fibroblasts. 
The cells were infected with the Alb e/p-
pIP200 retrovirus(A) or BAG retrovirus(B). 
The gene expression was detected by X -gal 
staining. Magnification: x 400. 
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Fig. 6. Expression of. the lacZ gene in A20-2] B 
lymphoma cells. 
The cells were infected with the Alb e/p-
pIP200 retrovirusCA) or BAG retrovirusCB) 
The gene expr巴ssionwas detected by X -gal 
staining. Magnification: x 200 

た.

5)組換えレトロウイノレスの反復感染による遺伝子導入

効率の上昇

NIH 3 T 3線維芽細胞に 200μlのBAGレトロウイ

ノレスを 1回あるいは 3-6時間毎に5回感染させ， X-gal 

染色をおこなった. BAGレトロウイノレスを 1回感染さ

せた場合には，lacZ遺伝子を発現している細胞は約四

%であったが(Fig.9 A)， 5回感染させた場合には約 95

%の細胞において lacZ遺伝子の発現を認めた(Fig.9 

B). 

次に， BNL 1 ME A.7 R.1肝癌細胞に 200μlのAlb

e/p-pIP 200レトロウイノレスを 1回あるいは 3-6時間

毎に5回感染させ， X-gal染色をおこなった. Alb巴/p【

pIP 200レトロウイノレスを l回感染させた場合には，

lacZ遺伝子を発現している細胞は約 6%であったが

CFig. 10 A)， 5回感染させた場合には約 35%の細胞にお

いて lacZ遺伝子の発現を認めたCFig. 10 B). 

考 察

近年の遺伝子工学の発達により，遺伝子治療に関する

基礎研究は急速な進歩を遂げており，先天性遺伝子疾患

だけでな、く癌もまた遺伝子治療の対象となってきている.

癌に対する遺伝子治療を znvzvoにおいておこなうため

には， 目的とする外来遺伝子を癌細胞でのみ発現させる

ことが最も重要である.著者は今回，レトロウイルスの

LTR間にアルブミン遺伝子のエンハンサーおよびプロ

現している肝細胞は全く認めなかった.さらに， C3H/ モーターを組み込むことにより，肝癌細胞特異的な外来

Heマウスの肝内へ直接 Albe/p-pIP 200レトロウイル 遺伝子の発現が可能であるかを検討した.

スを注入した場合にも，lacZ遺伝子の発現を認めなかっ マウスのアノレブミン遺伝子のプロモーターは約 300塩

た. 基対よりなり，アノレブミン遺伝子の転写を誘導するが，

次に， C 3 H/Heマウスに 3/4部分肝切除をおこない， プロモ}ター領域のみでは完全な肝細胞特異的発現を得

36時間後に Albe/p-pIP 200レトロウイノレスを経牌的に ることはできず，小腸や勝臓において少量のアルブミン

注入し， 7日後に肝および牌を摘出後， 100-μmの薄片を 産生が認められることが報告されている 7). マウスアノレ

作製し X-gal染色をおこなった.50枚の肝薄片に関して ブミン遺伝子のエンハンサーに関しては，プロモータ-

X-gal染色陽性の細胞を解析したが， 12枚の肝薄片にお の上流一10.4キロ塩基対から 8.5キロ塩基対の領域が，

いて 1-2個の陽性細胞を認めたのみであった(Fig.8 エンハンサーとしての機能を有しており，このl.9キロ

A). レトロウイルスの注入部位である牌臓においては， 塩基対よりなる断片をプロモーターに接続すると，肝細

X-gal染色陽性細胞を全く認めなかった.さらに，大腿骨 胞特異的に強力な遺伝子発現を誘導しえることが確認さ

より抽出した骨髄細胞や肺，腎臓，心臓および脳につい れている 7)，15)-17). 本研究では，アルブミン遺伝子のエン

ても X-gal染色をおこなったが，1acZ遺伝子を発現して ハンサーおよびプロモーターを内因性の制御因子とした

いる細胞は認めなかった Albe/p同pIP200レトロウイノレスを用いて実験をおこな

部分肝切除後に，肝内へ直接Albe/p悶pIP200レトロ った.

ウイノレスを注入した場合も，上記結果と同様に， 50枚の 組織特異性を有する制御因子を内因性プロモーターと

肝薄片中 9枚において 1-2個の X-gal染色陽性細胞を した組換えレトロウイノレスベクターを構築した際に，内

認めたがCFig. 8 B)，他の臓器においては認めなかっ 因性プロモーターが 5'末端に存在する LTR内のエンハ
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Fig. 7. Expr巴ssionof the lacZ gene in th巴 subcutaneoushepatoma infected with the 
Alb e/p-pIP200 retrovirus 

Th巴 Alb巴/p-pIP200retrovirus was directly injected into th巴 subcutaneous
tumor composed of MH -134 hepatoma cells目 Thecells expressing the lacZ 
gene w巴redetected by X -gal staining. Magnification: A， X 40 ; B， X 100 

ンサーおよびプロモーターに干渉されることなく，その に感染させたところ，両肝癌細胞において外来遺伝子と

組織特異性を維持できるかどうかは，遺伝子治療をおこ して用いた lacZ遺伝子の発現を認めたが，線維芽細胞

なう上で非常に興味深い問題であるが，現在に至るまで および Bリンパ腫細胞に感染させた場合には lacZ遺伝

詳細な検討はなされていなかった.今回，in vitroにおい 子の発現を認めなかった.対照レトロウイノレスとして用

て， Albe/p'pIP 200レトロウイノレスを 2種類の肝癌細胞 いた BAGレトロウイノレスの場合には，組織特異性を有
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Fig. 8. Expression of th巴 lacZg巴nein th巴 r巴generatingliv巴rinfected with the Alb 
巴/p-pIP200r巴trovirus.
The Alb e/p-pIP200 retrovirus was injected into the regenerating liv巴raft巴r
partial hepa t巴ctomy，via the spleen(A) or directly(B)目 Thecel1s巴xpressing
the lacZ g巴newere detected by X -gal staining目 Magnification:A， X 40; B， X 

200 

さない SV40の初期プロモーターを内因性プロモータ 持しながら外来遺伝子の発現を厳密に制御することが示

ーとしているので，上記全細胞において lacZ遺伝子の された.

発現を認めた.これらの結果より，アノレブミン遺伝子の レトロウイノレスは増殖期にある細胞にのみ感染すると

エンハンサーおよびプロモーターは，組換えレトロウイ L 寸性質18)を有しており，それが癌の遺伝子治療ベクタ

ノレスベクター内に組み込まれても，その組織特異性を維 ーとしての利点であるが，in vivoにおいてレトロウイノレ
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Fig. 9. Increased transduction efficiency of the lacZ 
gene in fibroblasts by repeated BAG 
r巴troviralinfections. 
NIH3T3 fibroblasts were inf巴ctedwith the 
BAG retrovirus once(A) or 5 times(B). The 
gene expression was detect巴dby X-gal stain-
ing. Magnification: x 150. 

スを感染させると，標的とした癌細胞のみではなく，多

くの細胞が増殖期にある骨髄細胞へもレトロウイルスが

感染する危険性がある.本研究において， Alb e/p-pIP 

200レトロウイノレスは，骨髄細胞のモテソレとして用いた

Bリンパ腫細胞によacZ遺伝子の発現を誘導しないこと

が確認され，組織特異性を有する組換えレトロウイノレス

を用いて外来遺伝子の導入をおこなえば，骨髄細胞にお

いて外来遺伝子は発現しないことが示唆された.

現在のところ，in vivoにおいて外来遺伝子を癌細胞で

特異的に発現させえたという報告はなされていない.今

回， Alb e/p-pIP 200レトロウイノレスをマウス皮下肝癌内

へ直接注入すると，肝癌細胞には lacZ遺伝子の発現を

誘導しえたが，周囲の結合組織には発現を認めなかった.

このことより，アノレブミン遺伝子のエンハンサーおよび

プロモーターの制御下に外来遺伝子が発現されるように

構築した組換えレトロウイノレスを肝癌内へ直接注入する

と，肝癌細胞に特異的な外来遺伝子の発現が可能で、ある

ことが示唆された.

Fig. 10. Increased transduction effici巴ncyof the lacZ 
gene in hepatoma cells by repeated Alb e/p 
pIP200 r巴troviralinfections 
BNL1ME A. 7R. 1 hepatoma cells wer巴 in日

fected with the Alb巴/p-pIP200retrovirus 
onc巴(A)or 5 times(B). The g巴neexpres-
sion was det巴ctedby X -gal staining. Magni 
fication x 300. 

次に，正常マウスへ経牌臓的にあるいは直接肝内へ

Alb e/p-pIP 200レトロウイルスを注入したが，正常肝細

胞には lacZ遺伝子の発現を認めなかった.レト戸ウイ

ルスは増殖期の細胞にのみ感染するという性質を有して

おり静止期の細胞には感染しない18)，これは，増殖期の細

胞のみがレトロウイルスの受容体を細胞膜表面に発現し

ているためと考えられている. このレトロウイノレスに対

する受容体は，アミノ酸の細胞内への輸送を司っている

ことが報告叫，20)されている.ところな正常肝では増殖期

にある肝細胞は 0.3%未満と推定されており，上記の結

果は正常肝細胞にレトロウイルスが感染しなかったこと

によると考えられる.

そこで，肝細胞の増殖を惹起するために部分肝切除を

おこない， Albe/p-pIP 200レトロウイノレスを経牌臓的に

あるいは直接肝内へ注入したが，ごく少数の再生肝細胞

において lacZ遺伝子の発現を認めたのみで、あった.皮

下肝癌における外来遺伝子の導入効率より遥かに低いこ

とより，肝癌細胞と再生肝細胞ではレトロウイルス受容
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体の発現率に明かな差があると考えられた.肝癌は基礎 として，組換えレトロウイルスを用いた肝癌細胞特異的

疾患として肝硬変を有する症例が大多数を占めているが， な外来遺伝子の導入発現に関する検討をおこなった.内

組換えレトロウイルスを用いた遺伝子導入をおこなえば， 因性プロモーターとしてアノレプミン遺伝子のエンハンサ

硬変部に存在する再生肝細胞にほとんど影響することな ーおよびプロモーター領域を，レポーター遺伝子として

し肝癌細胞選択的な外来遺伝子の導入発現が可能であ 大腸菌の β巴galactosidase遺伝子である lacZ遺伝子を

ることが示唆された.さらに，骨髄細胞や他の臓器にお 用いた Alb e/p-pIP 200レトロウイノレスを作製し，zn 

いて lacZ遺伝子の発現を認めなかったことより，アノレ vitroおよび invivoにおける遺伝子導入実験をおこな

フミン遺伝子のエンハンサーおよびプロモーターを内因 い，以下のごとき結果をえた.なお，対照レトロウイル

性プロモーターとする組換えレトロウイノレスを用いれば， スとしては lacZ遺伝子の発現が SV40の初期プロモ-

in vivoにおいて肝癌細胞特異的な外来遺伝子の発現を ターにより制御されている BAGレトロウイルスを使用

誘導しえることが示された. した.

NIH 3 T 3線維芽細胞および BNL1 ME A.7 R.1肝 1. Alb e/p【pIP200レトロウイノレスを， BNL1MEA. 

癌細胞に， BAGあるいは Albe/p-pIP 200レトロウイノレ 7 R.1肝癌細胞およびMH-134肝癌細胞に感染させると

スを反復感染させると，遺伝子導入効率は著明に上昇し lacZ遺伝子の発現を認めたが， NIH 3 T 3線維芽細胞お

NIH 3 T 3細胞では 5回のレトロウイノレス感染により， よびA20-2JBリンパ腫細胞に感染させてもおcZ遺伝

90 %以上の細胞において lacZ遺伝子の発現を誘導しえ 子の発現を認めなかった. BAGレトロウイノレスを感染

た. BNL 1 ME A.7 R.1肝癌細胞への遺伝子導入効率は， させた場合には，上記全細胞株に lacZ遺伝子の発現を

NIH3T 3細胞への場合よりも低かったが，これも細胞 誘導した.

聞におけるレトロウイJノレス受容体の発現率の違いによる 2. '7ウス皮下肝癌内へ直接 Albe/p田pIP200レトロウ

と考えられる. イノレスを注入すると，肝癌細胞においては lacZ遺伝子

本法を用いた肝癌に対する遺伝子治療の臨床応用とし の発現を認めたが，周囲の結合組織には認めなかった.

て，肝動脈内に留置したリザーパーカテーテノレなどより 3. マウス肝内へ経牌臓的にあるいは直接肝内へAlb

肝癌細胞特異性を有する組換えレトロウイノレスの投与を 巴/p】pIP200レトロウイノレスを注入しでも，正常肝細胞

繰り返せば，肝癌細胞選択的に効率的な外来遺伝子の導 には lacZ遺伝子の発現を認めなかった.

入発現が誘導できると考えられる.今後の検討課題とし 4.部分肝切除術を施行したマウス肝内へ，経牌臓的に

ては，正常細胞には最小限の影響しか与えず肝癌細胞を あるいは直接肝内へAlbe/p-pIP 200レトロウイノレスを

効果的に死滅させるには，どのような殺細胞能を有する 注入すると，少数の再生肝細胞においてよacZ遺伝子の

遺伝子を選択すれば良いのかということである.当教室 発現を認めたが，遺伝子導入効率は皮下肝癌における場

で、は，細胞障害性のないプロドラッグを細胞障害性を有 合と比較するときわめて低かった.また，骨髄細胞を合

するドラッグに変換するプ口ドラッグ活性化酵素遺伝子 む他の臓器においては lacZ遺伝子の発現を認めなかっ

として，単純へノレベスウイノレス由来のチミジンキナーゼ た.

遺伝子21)-24)と大腸菌由来のシトシンデアミナーゼ遺伝 5. NIH 3 T 3線維芽細胞に BAGレトロウイルスを，

子25)，26)を用いて，それぞれの抗腫蕩効果の検討を開始し あるいは BNL1 ME A.7 R.1肝癌細胞に Albe/p-pIP 

ている 200レトロウイノレスを反復感染させると，遺伝子導入効

肝癌患者の大多数は，基礎疾患として重症の肝硬変を 率は著明に上昇した.

合併しているため，外科的切除の適応になることは少な 6.以上より，アノレブミン遺伝子のエンハンサーおよび

い.肝癌に対する有効な遺伝子治療を確立することは， プロモーターを内因性の制御因子とする組換えレトロウ

今後の肝癌治療を考える上での最重要課題である.さら イノレスを用いれば，再生肝細胞や増殖期にある正常細胞

に，適切な組織特異性を有するプロモーターを用いるこ にほとんど影響することなく，肝癌細胞に特異的な外来

とにより，本治療法は肝癌以外の種々の癌に対しても応 遺伝子の導入発現が可能であることが示唆された.さら

用可能と考えられ，将来の癌治療に新たな局面を展開で に invivo においても，組換えレトロウイノレスの反復投

きると考えられる. 与をおこなえば，外来遺伝子

結 E苦
と考えられた.

臨床応用可能な肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (本論文の要旨は，第 29回日本肝臓学会総会シンポジウ
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ムおよび第 52回日本癌学会総会ワークショツプにおい

て発表した.稿を終るに臨み，終始御懇篤なる御指導，

御校閲を賜った恩師辻井正教授に深甚の謝意を捧げる

とともに，御助言，御校聞を賜った病態検査学教室中野

博教授ならび腫療病理学教室小西陽一教授に深謝いたし

ます.

また，本研究の遂行にあたって常に御指導，御助力を

いただいた栗山茂樹博士ならびに御助力をいただし、た教

室の諸兄に感謝の意を表します.) 

なお本研究は文部省科研費一般研究(C)05670493の援

助をうけた.
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