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ら
,

左腎に だけ, R T - P C R で導入 遺伝子 由来 の

m IL - 1 0 m R N A の 発現 を認 め た
. P C A G G S - ILI O

群 の 導入 1 日後 の 血清 IL - 10 値は
,
1 16 .8 ± 19 .0

n g / m l
, P C A G G S - ILI O/ F c の 血 清 IL - 1 0 値 は

,

5 1 .0 ± 9 .O n g / m l で あ り ,
c o n t r ol 群 値 ( 2 1 .6 ±

6 .2 p g / m l) に比 較し上昇を認 め
,
2 週 間後 まで 有

意 の 高値が続い た
. 導入遺伝子 の 発現 は同量依存

性に認 め ら れ た . 本 法 によ る 腎臓 へ の 明ら か な

t o xi city は, 認 め られな か っ た .

【結 論】 経 腎静脈 的 ア プ ロ
ー

チ によ り n a k e d

pl a s m id D N A を マ ウ ス の 腎臓 へ 導入 する方 法 を

開発 した
. 本法 によ る遺伝子導入 は

, 簡便か つ 安

全 であり, 分子量 の 大きな分泌蛋白で も傍尿細管

毛細血管を通過 して 血中に分泌 され, 腎は分子量

の 大きな分泌蛋白の D e p ot と して も有田で ある .

2　遺伝子治療により合成される蛋白血中濃度の

グルカゴンC端側1 9－ 2 9アミノ酸標識を用

いた測定法
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【目的】 近年, 多く の 施設 で遺 伝治療が検 討 さ

れ, 多く の 疾患 モ デル に対する様々 な蛋白の 評価

が なされるよう にな っ た . その 際, 合成 され た蛋

白の 血中濃度を測定する こ と が効果や副作用を判

定す る ため に はか なら ず必要と な る . しか し, 蛋

白によ っ て は測定法 が確立 されて い な い もの も多

く, 十分 な評価がで き な い の が現状 であ っ た . 今

回我 々 は , p C A G G S ベ ク タ ー に グ ル カ ゴ ン C 端

側 19 - 2 9 ア ミ ノ 酸を標識 と して 用 い
, 遺伝子 治

療によ っ て 合成 された蛋白血中濃度を測定で き る

か否かを検討 した .

【方法】P C A G G S - I N F γ r e c - Ig G IF c- Gl u c a g o n

19 - 2 9 と p C A G G S - I N F γ r e c lg G I F c を P C R に

て 作成 し
, Le wi s ラ ッ ト の 尾 静脈 か ら そ れ ぞれ

80 0 /∠ g を 80 m l/ k g 体 重 の リ ン ゲル 液 に溶 解 し
,

約 1 5 秒で急 速静注 し た . 4 時間後 ,
8 時間後, 1 2

時 間後 に尾静脈 か ら採血 し, その 血糖値 と グ ル カ

ゴ ン の 濃度を測定 し
, キメ ラ蛋白の 濃度を求め た .

ま た 1 日後
,
3 日後,

7 日後,
1 6 日後 にもグ ル カ ゴ

ン濃度 を同様に測定 し, キ メ ラ蛋白の 濃度を求め

た . ま た I N F γ r e c を C TI A 4 , IL - 13 , IL - 1 r e c

a n t a g o ni st , S L P I si g n al p e p tid e あ る い は IL - 18

bi n di n g p e ptid e に置換 し作成 した ベ ク タ ー を同様

に急速静注 し
, それぞれ の キ メ ラ蛋白の 血中濃度

を求め た .

【結論】 血襲1 0 〃1 か ら の 微量検体 か らグ ル カ ゴ

ン濃度が測定可能で
, 蛋白の 血 中濃度が容易 に計

測で き ると考え られた . こ の 時血糖値は影響を受

けず,
グ ル カ ゴ ン の 生理作用 は な い と考 えら れた

.

ま た組 み込 ん だ遺伝子 の 違い に より, 血中濃度の

推移 は か なり異 な っ て おり, 蛋白の ク リ ア ラ ン ス

に差 があ る こ と が示唆された .
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【背景】 遺伝子治療に おい て プ ラ ス ミ ド ベ ク タ

ー は ウイ ル ス ベ ク タ
ー

に比 べ 安全性が高い 反面,

遺伝子 の 発現 の 低 さが 課題 であ っ たが , プラ ス ミ

ド D N A を大量の 溶液と と もに経静脈投与する こ

と で 目的遺伝子 の 高 い 発現を得る こ と が で き た
.

こ の 導入 法 を用 い て ラ ッ ト心移 植 モ デ ル に対 し

て
,
T 細 胞 の 活性 化 に 関与 し て い る C D 28/ B 7 結

合の 阻害作用 を持 つ C TI A 4Ig の 遺伝子導入 を行

い その 治療効果に つ い て検討 した .
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【方法】 雄 L E W ラ ッ トを レ シ ピ エ ン ト, B N ラ

ッ トを ドナ
ー

と し
, 心移植前 日に レ シ ピ エ ン トに

P C A G G S I C T IA 4Ig 8 00 Fl g を 8 0 m l/ k g の リ ン ゲ

ル液 に溶解 し尾静脈より投与 した ( G r o u p l) .
コ

ン ト ロ
ー

ル 群 ( G r o u p 2) , 無治 療群 ( G r o u p s)

で , 移植心の 生者期 間を観察し
, 経時的 にグ ラ フ

ト を採取 し組織 学 的検討 を行 っ た . ま た
, 正常

L E W およ び B N ラ ッ ト牌細胞 を用 い て 混合リ ン

パ球反応試験 ( M L R) を行 い
, 遺伝子導入動物血

清を加 え る こ とで の 反応抑制の 有無を検討 し た.

【結 果】 移植心拍動 停止 まで の 期 間は g r o u p 2
,

3 で 5
-

7 日で あ っ た の に対 し て , g r o u p l で は

1 4 - 1 00 日超 と有意 に延長して い た . また , 組織

学 的 に は g r o u p 2
,
3 で グ ラ フ ト内 に著明 な細胞

浸潤 が ある の に対 して , g r o u p l で は浸潤の 抑制

が 認 め ら れた . M L R で は遺伝子 導入 動物 血清 を

加 えた もの の み反応 の 抑制が 認め られた .

【考察】 従来, ラ ッ ト心移植モ デル に対して ウイ

ル ス ベ ク タ ー を用t l た C T I A 4Ig 遺伝子導入治療

が 行 われて い た が
,

プラ ス ミ ド D N A で もそ の 治

療効果 が認め られ た .

4 ラ ッ ト大腿 骨頭壊死 モデ ル を用 い た I n v i v o
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前回我々 は
,

ラ ッ ト大腿骨頭内骨組様に対す る

ele ct r o p o r ati o n 法 によ る遺伝子導入 に成功 し
, そ

の 至 適 条 件を 決 定 し ま し た
. ま た p r eli m i n a r y

st u d y で はあります が
,

H G F 遺伝子 を大月退骨頭壊

死 モ デ ル に導入 しそ の組織学的変化 をみ ま した .

今回 はその詳細を報告するとともに , 現在未解決

で あ る問題 に つ い て御指導 い ただければと考 えて

おります.

5 In v l

'

v o el e ct r o p o r a ti o n を用 い た B M P 遺伝
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顎 口腔外科領域に お い て, 腫癌, 先天奇形, 外

傷等 に よ っ て 生 じ る 顎 顔 面 骨骨欠 損 の 再建 は

Q . 0 .L を高め る 上で非常 に重要視されて い る . 現

在まで は主 に人 工材料ある い は 自家骨による骨再

建が行われてきた が , 必ずしも満足 しうる結果が

え られて い ない の が現状 であ る . そ の ため
, 人工

材料, 自家骨などの 移植で は なく, 骨欠損部あ る

い はその 周辺 の 細胞を利 用して効率的 に自己再生

を誘導 し
, 骨欠損を再建する手法 の 開発 が期待さ

れ て い る . われわれは こ の 点 に着目し, アデ ノ ウ

イ ル ス ベ ク タ ー を用 い て 骨形成因子 (B o n e m o r -

p b o g e n eti c p r o t ei n : B M P) 遺伝子を宿主細胞 に導

入 する こ と により著明な骨形成を誘導で きる こ と

を動物実験で 明らか に して きた . しか し
, 臨床応

用 を考えた場合,
ア デノ ウイ ル ス を用 い る こ と の

是非 が問われ, 許認可等の 困難 が十分予測でき る

た め に, 非 ウイ ル ス 性遺伝子導入 による骨形成誘

導法の 開発が望まれて い る . 今回われわれは 1

'

n vi v o

el e ct r o p o r ati o n 法 を用 い た遺伝子導入法 に着目し

た . ラ ッ ト下腿筋肉内に 1
'

n v l
'

v o el e ct r o p o r ati o n 法

を用 い て ヒ ト B M P 遺伝子を導入する と
,

十分 な

骨組織を誘導する こ と が可能と な っ た
.

こ の 方法

が優れて い る点 は
, 今まで の ウイ ル ス ベ ク タ ー を

用 い た骨再生法 に お い て 問題 と な る抗原性, 毒性

に つ い て の 考慮 の 必要性が な い こ とで ある . さ ら

に 経度的 血 v T
'

t, 0 el e ct r o p o r ati o n 法を用 い る こ と

により同
一

部位 にくり返 し遺伝子導入を行 える こ

と も利点 と して あ げられる . こ の よう に
,

1
'

n tq
'

v10

el e ct r o p o r ati o n 法 を 剛 ､ た B M P 遺伝子導入 によ

る骨再生法 は近未来的 に臨床応用で き る可能性が

高く, 骨欠損の 再建法として有用 と考えられ る .




