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Abstr，αct: Feasibility of gene therapy for hepatoma based upon hepatoma-cell specific 

expression of the herpes simplex virus thymidine kinase (HSV一政)gene was investigated. 

Alb e/p-pNT 230 retroviruses， which contain the HSV -tk gene under the transcriptional 

control of the murine albumin gene enhancer and promoter， were produced from ecotropic 

Psi 2 retroviral packaging cells. Infection of Alb e/p-pNT 230 retroviruses to hepatoma 

cells did not affect the cell proliferation at all. The retroviral-infected hepatoma cells， 

however， were susceptible to ganciclovir and acyclovir toxicity， while uninfected parental 

hepatoma cells were not. Ganciclovir was proven to exhibit much stroner cytotoxicity upon 

the retroviral-infected hepatoma cells than acyclovir. On the other hand， Alb e/p-pNT 230 

retroviral-infected non-hepatoma cells were resistant to ganciclovir， and the sensitivity 

was more than 100-fold different as compared with the same retroviral-infected hepatoma 

cells， indicating the potential of hepatoma cell-specific elimination without affecting any 

other tissues by use of Alb e/p-pNT 230 retroviruses. Furthermore， when mice bearing a 

bulky established tumor consisting of Alb e/p-pNT 230 retroviral-infected hepatoma cells 

were treated with ganciclovir， complete tumor regression was observed in 11 of 14 mice. 

These results indicate the feasibility of gene therapy for heptoma using the HSV -tk and 

ganciclovir system. Finally， 3 ganciclovir-resistant clones were established from 3 tumors 

that were not abrogated by ganciclovir treatment. These clones were proven not to lose the 

HSV-tk gene transferred by Alb e/p-pNT 230 retroviruses. The gene was， however， 

heavily methylated， and 5-azacytidine treatment partially restored the sensitivity of these 

3 clones to ganciclovir， indicating that methylation plays an essential role in expression of 

the retrovirally transferred gene 

Index Terms 
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近年の著しい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発達を遂げ，欧米においてはす

でに多数の臨床治験が開始されているト3). わが国にお

いても， 1993年 4月に厚生省より， 1994年 1月には文部

省より，遺伝子治療研究に関するガイドライン4)5)が発表

され， 1995年 8月には，先天性の重症免疫不全症である

アデノシンデアミナーゼ欠損症の患者に対する遺伝子治

療が開始された.

遺伝子治療は，当初，先天性の遺伝子疾患に対する、冶

療法として考案されたが，その後，種々の悪性疾患や後

天性免疫不全症候群などの後天性疾患に対しても応用が

期待されている.特に，癌患者数は先天性遺伝子疾患の

患者数より圧倒的に多いことより，癌の遺伝子治療に関

する研究は積極的に推進されるべきである.現在，一般

的に試みられている癌に対する遺伝子治療法は，担癌患

者より癌細胞や腫湯浸潤リンパ球を採取し， ιxvivoにお

いて遺伝子を導入した後に再び同一患者に戻す方法であ

る6)-8). ex vivo遺伝子導入法は，標的細胞の採取に外科

的手投を要し，臨床応用が容易な方法とは言い難い zn

vzvo遺伝子導入法9)-叫が確立されれば，癌に対する遺伝

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，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が重要な問題であるが，現在に

至るまでこの問題に関する検討はほとんどなされていな

し¥

当教室では以前より， レトロウイノレスベクターを用い

た遺伝子導入に関する検討をおこなっており，アルブミ

ン遺伝子のエンハンサーおよびプロモーター領域を内因

性制御因子とするレトロウイノレスベクターを用いると，

レポーター遺伝子である大腸菌由来の β.galactosidase

遺伝子が，in vitroおよび invivoにおいて，肝癌細胞特

異的に発現することを報告している 15).そこで著者は，ア

ルブミン遺伝子のエンハンサーおよびプロモーター領域

の制御下に， suicid巴遺伝子であるへノレベスウイルス由来

のチミジンキナーゼ(HSV.tk)遺伝子を挿入したレトロ

ウイノレスベクターを作製し，肝癌に対する遺伝子治療に

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法

すべてのプラスミドは標準的な組み換えDNA技術16)

によって作製した.本研究に用いた Albe/p-pNT 230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 n巴omycinphosphotransferase 

遺伝子17)をモロニー株マウス白血病ウイノレス由来の

long terminal repeat聞に含む pIF9171プラスミド 18)

を，的。 1制限酵素で切断し BglIIリンカーを接合した

後に再度環状化した pIF-BglIIプラスミドを作製した.

HSV-tk遺伝子を含む pMKプラスミド 19)をPvuII制限

酵素で切断し，Bgl IIリンカーを接合した後に再度環状

化した pMK-BglIIプラスミドを作製した.pMK-Bgl 

IIプラスミドを BglII制限酵素で切断し，垂直型アガロ

ースゲノレを用いて HSV-拾遺伝子断片を分離回収した.

pIF-Bgl IIプラスミドの BglII部位に，上記 HSV政遺

伝子断片を T4リガーゼを用いて挿入し， pNT230プラ

スミドを作製した.次に，マウス由来のアルブミン遺伝

子のエンハンサーおよびプロモーター領域を含む Albe 

/p-Bluescriptプラスミド20)をHindIII制限酵素で切断

し，アノレブミン遺伝子のエンハンサーおよびプロモータ

ー領域を回収した.この断片を pNT230レトロウイル

スベクターの HindIII部位へ挿入し， Alb e/p-pNT 230 

レトロウイルスプラスミドを作製した.

2)組換えレトロウイルスベクターの産生法

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'iI'2細胞21)を1X 104 ce!ls/ cm2の密度で 60mm培

養皿へ撒き， 10 %胎児牛血清(FCS)，100 units/mlのペ

ニシリンおよび 100μg/mlのストレプトマイシンを含

む 5mlのRPMI1640培養液を加え，3TC， 5 %C02の条

件下で培養した.翌日，Alb巴/p-pNT230レトロウイノレ

スプラスミドをリン酸カルシウム法22)により'iI'2細胞

へ導入した.さらに 2日間培養後，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， G418耐性細胞を培養増殖させた.G418耐性

の'iI'2細胞より培養液中に放出される Albe/p-pNT 

230レトロウイノレスを回収し， 0.45μm poresize filter 

(Nalgene)猪過後， -70oCに凍結保存し，組換えレトロウ

イノレスベグターとして以下の実験に用いた.

3)培養細胞へのレトロウイノレス感染法

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23>， ラット由来の腹水

肝癌細胞である JTC16 P 3細胞24)，BALB/cマウス由

来の NIH3 T 3線維芽細胞25)，C 3 H/H巴マウス由来の

MMT 06502乳癌細胞を用いた.

各種細胞の培養は， 60mm培養皿に 10%FCS， 100 
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units/mlのペニシリンおよび 100μg/mlのストレプト

マイシンを含む 5mlのRPMI1640を加え， 370C， 5 % 

CO2の条件下でおこなった.
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Fig. 1. Schematic drawing of th巴 constructionof the Alb e/p-pNT 230 retroviral 
vector 
Abbreviations used ar巴asfollows : L TR， long t巴rminalrep巴at;n巴0，n巴omycm
phosphotransferase; MPT， metallothionein promoter; HSV -TK， herpes sim田

plex virus thymidin巴kinase;Alb e/p， albumin enhanc巴rand promoter region. 
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ルス含有液を除いた後に新しい培養液を加え 2日間培養

後， G418を1mg/mlの濃度で、添加し， G 418耐性細胞株

を樹立し以下の実験に用いた.

4) in vitroにおけるガンシクロピ、ノレ(GCV)およびア

シタロピノレ(ACV)に対する感受性の検討

各種細胞株の GCV(SyntexLaboratories， Inc. )およ

びACV(Burroughs Wellcome Co. )に対する感受性は，

MTTアッセイ 26)を用いて検討した.培養細胞を 1X 103 

C巴lls/cm2の密度で 24】well培養皿に撒き， GCVあるい

はACVを種々の濃度で添加し 3日間培養した後に， 3-

(4， 5-diethylthiazoil-2-yl)-2， 5-diphenyltetrazolium 

bromid巴(MTT)(Sigma)を0.5mg/mlの濃度で添加し，

さらに 3-4時間培養した後に MTTを含む培養液を除

き， 1mlのジメチノレスノレホキシドを加え 10分間ゆっく

りと振塗させ， 540nmにおける吸光度を測定した.すべ

ての実験を 4回施行し，細胞生存率は以下のように算出

した.

細胞生存率(%)ニ(GCVあるいはACV添加時の吸光度

/GCVおよびACV非添加時の吸光度)x 100 

5) in vivoにおける抗腫蕩効果の検討

BALB/cマウスの皮下に 1X 106個の HSV-tk遺伝子

導入 BNL1 ME A. 7 R. 1肝癌細胞あるいは親株細胞を

接種し，皮下肝癌の腫蕩径が約 20mmに達した時点、よ

り， 25mg/kgのGCVを1日2回， 14日間腹腔内に投与

し，最大腫湯径を測定することにより抗腫療効果を判定

した.

6) DNA解析

培養細胞を 0.5% SDSおよび 100μg/mlproteinase 

kにより消化した後に， phenol/ chloroform法16)により

ゲノム DNAを抽出し， TE buffer(pH 8.0)に溶解した.

ゲノム DNAをBglII制限酵素で切断し， 0.7 %アガロ

ースゲノレを用いて電気泳動をおこない， DNA断片をア

ガロースゲルからナイロン膜に写し取った.HSV-tk遺

伝子のBglII断片をランダムプライミング法16)により

32P-dCTPで標識しプロープとして用い， Southernプロ

ットをおこなった.Alb e/p-pNT 230レトロウイノレスに

より導入される遺伝子構造を Fig.2に示した.HSV-tk 

遺伝子の両末端にBglII部位が位置し， 5'末端側の Bgl

II部位より約 0.7kb下流に， HSV一的遺伝子内部では唯

一の Sma1部位が存在する.

7) Methylationアツセイ

ゲノム DNAをBgl II制限酵素で切断後， methyla-

tion sensitiveな制限酵素である Sma1でさらに切断し，

0.7 %アガロースゲノレを用いて電気泳動を行い， DNA断

片をアガロースゲノレからナイロン膜に写し取った.前述

した HSV-tk遺伝子の BglII断片をプロープとして用

い， South巴rnプロットをおこなった.

8) 5-azacytidine処理による GCVに対する感受性の

検討

DNA methyltransf巴ras巴の阻害物質であるら

5mal 

8g/11 

+一一-1.9kb一一一ー

O.7kb 1.2kb 

阪移務後勿~
probe 

Fig. 2. Structure of the Alb e/p-pNT 230 retroviral vector. 
Abbreviations used are as follows目 LTR， long terminal repeat ; 
neo， neomycin phosphotransferase; Alb e/p， albumin enhancer 
and promoter r巴gion;HSV -tk， herpes simplex virus thymidine 
kinase. 
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azacytidineを， 5μMの濃度で、培養細胞に添加し 2日間

培養後， 5】azacytidineを含む培養液を取り除き，種々の

濃度の GCVを含む培養液を加えさらに 3日間培養し，

前述の MTTアツセイを用いて生細胞数を算定した.

結 果

1) HSV-tk遺伝子導入による肝癌細胞増殖能への影

響

Alb 巴/p司pNT230レトロウイルスベクターによって

HSV目的遺伝子が導入されたマウス肝癌細胞および親株

肝癌細胞を， 1 X 10' cells/ cm'の密度で撒き，トリパンブ

ノレー染色法を用いて生細胞数を経時的に算定した. Alb 

巴/p-pNT230感染マウス肝癌細胞と親株肝癌細胞の増

殖能には全く差を認めず，倍加時間は共に約 15時間であ

った(Fig.3 A). 

ラット肝癌細胞を用いて同様の検討をおこなったとこ
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Fig. 3. Growth curve for Alb e/p-pNT 230 
retroviral-infected and uninfected murine 
hepatoma cells (A) and rat hepatoma c巴lIs
(B) 

ろ， Alb e/p-pNT 230感染ラット肝癌細胞と親株肝癌細

胞の増殖能にはやはり有意差を認めず，倍加時聞は共に

約 15時間であった(Fig， 3 B). 

2) Alb巴/p同pNT230レトロウイノレス感染肝癌細胞の

in vitroにおける GCVに対する感受性

Alb e/p-pNT 230レトロウイルス感染マウス肝癌細

胞は GCVに感受性を示し， 5μMのGCV添加によりす

べての細胞が死滅し， 50 %増殖阻害濃度(IC50)は約 80

nMであった.一方，親株肝癌細胞は GCViこ耐性を示

し， 10μMのGCVを添加しても細胞障害を被らず， IC50 

は約 100μMであり， Alb e/p-pNT 230レトロウイノレス

感染マウス肝癌細胞と親株肝癌細胞の GCVに対する感

受性には， 1，000倍以上の差違を認めた(Fig， 4 A). 

さらに，ラット肝癌細胞についても同様の検討をおこ

なったところ， Alb e/p-pNT 230レトロウイノレス感染ラ

ット肝癌細胞も GCVに感受性を示し， 10μMのGCV

A 

120 

Ganciclovir Concentration (μM) 

Fig. 4. Ganciclovir s巴nsitivityof Alb巴/p-pNT230 
retroviral-infected and uninfect巴dmurine 
hepatoma c巴lIs(A) and rat hepatoma cells 
(B) 
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方，親株ラツト肝癌細胞の IC

のACVに対する感受性には3お3倍の差違を認めた(F日ig

5 B). 

4) Alb e/p-pNT 230レトロウイルス感染非肝癌細胞

のGCVに対する感受性

次に，非肝癌細胞にも Albe/p-pNT 230レトロウイノレ

スを感染させ， HSV目的遺伝子の導入をおこない， GCV 

に対する感受性を検討した.Alb e/p-pNT 230レトロウ

イノレスを感染させたマウス線維芽細胞およびマウス乳癌

細胞はGCVに耐性を示し，今回検討した 10μMまでの

GCV濃度では，親株細胞と比較しても GCVに対する感

受性に有意差を認めなかった (Fig.6). さらに， Alb 

e/p-pNT 230レトロウイルスによって HSV-tk遺伝子

が導入された肝癌細胞と比較すると， GCVに対する感受

性に少なくとも 100倍以上の違いを認めた.

5) HSV-tk遺伝子導入肝癌に対する GCVの抗腫蕩

けた本

添加により細胞は完全に障害され， IC50は約 120nMで

あった.一方，親株肝癌細胞はGCVに耐性を示し， 10 

μMのGCVを添加しでも細胞生存率に影響は無く， IC50 

は約 200μMであり， Alb e/p悶pNT230レトロウイノレス

感染ラット肝癌細胞と親株細胞の GCVに対する感受性

には，やはり 1，000倍以上の差違を認めた(Fig.4 B). 

3) Alb e/p-pNT 230レトロウイルス感染肝癌細胞の

in vitroにおける ACVに対する感受性

さらに， ACVに対する感受性を検討したところ， Alb b 

巴e/p凹pNT2幻30レトロウイノルレス感染マウス肝癌細胞は，

ACVに対しても濃度依存性に感受性を示し IC

μMであつた.一方，親株肝癌細胞はACVに耐性を示

し， IC50は約 150μMであり，両者の ACVに対する感受

性には30倍の差違を認めた(Fig.5 A). 

Alb e/p.pNT 230レトロウイノレス感染ラット肝癌細

胞も ACVに感染性を示し， IC50は約 6μMであった.一

阪(402) 

A 

A 
120 

100 

80 

一一O←ー Uninf泡cted
60 

(ポ}

120 

100 

80 

60 

40 {ポ)
一一・-Infected 40 

一→・-Infecled 
20 。

噌・a
崎

信

。
一
志
向
也

20 

100 10 0.1 0.01 
O 
O 

B 10 0.1 
O 

B 0 0.01 

120 

100 

一
周
〉
一
〉
』
コ

ω、九¥
6 

5叩

品100

80 
80 

60 

一一0一一 Uninfected 

60 

40 

一一0-Uninfected 
40 

一一・-Infecled 
20 

- Infected 
20 

10 0.1 

Ganciclovir Concentration (μM) 

Fig. 6. Ganciclovir sensitivity of Alb e/p-pNT 230 
r巴troviral-infectedand uninfected murine 
fibroblasts (A) and murin巴 mammary
tumor ce11s (B) 

0 
o 0町010.01 0.1 

Acyclovir Concentration (μM) 

Fig. 5. Acyclovir sensitivity of Alb e/p-pNT 230 
r巴troviral-infectedand uninfect巴dmur・ine
hepatoma c巴l1s(A) and rat hepatoma ce11s 
(B). 

100 10 

。。



単純ヘルベスウイノレス由来チミジンキナーゼ遺伝子の肝癌細胞特異的発現に基づく
肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究

HSV目的遺伝子導入肝癌細胞を BALB/cマウスに接種

し同様の検討をおこなったところ，初回実験では7匹中

6匹のマウスにおいて，再実験では7匹中 5匹のマウス

において，皮下肝癌の完全消失を認めた(Fig.7 B， C). 

また，残る 3匹のマウスにおいても， GCV投与期間内に

は有意な腫疹の増大を認めなかった.GCV投与により皮

下肝癌が完全消失したマウスを Fig.8に示した. GCV 

投与前には約 20mm大に発育していた皮下肝癌が，

GCV投与により完全縮小した.さらに，これらの皮下肝

癌消失マウスは，その後 1年間におよぶ観察をおこなっ

ても腫療の再発を認めなかった.

6) GCV抵抗性肝癌細胞の GCVおよびG418に対す

る感受性

GCV投与をおこなっても皮下肝癌が消失しなかった

3匹のマウスより，腫療を摘出し長期培養をおこない混

入細胞を除去した後に， 3株の GCV抵抗性肝癌細胞株，

BNL-R巴fractoryA， B， Cを樹立した. これらの細胞株

(403) 

効果

BNL 1 ME A. 7 R. 1マウス肝癌細胞を同系の BALB

/cマウスの皮下に接種し，皮下肝癌の最大腫疹径が 20

mm前後に達した時点より， GCVの腹腔内投与をこな

ったが，皮下肝癌は縮小することなく徐々に増大し， 14 

日後には腫毒事径は約 35mmに達した(Fig.7 A).次に，
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のGCVに対する感受性を，in vitroにおいて再検討した BNL-Refractory細胞株の GCV抵抗性獲得の機序を

ところ， BNL-Refractory A， B， C細胞はいずれも GCV 解明するために，まず HSV目的遺伝子欠損の有無を検討

に耐性を示し， 10μMのGCVを添加しても 80%以上の した_ BNL-Refractory A， B， C細胞，親株肝癌細胞さ

細胞が生存しており， Alb巴/p-pNT230レトロウイルス らにAlbe/p-pNT 230レトロウイルス感染肝癌細胞よ

感染肝癌細胞と比較すると，GCVに対する感受性には約 りゲノム DNAを抽出し，Bgl II制限酵素で切断後，

1，000倍の差違を認めた.また， BNL-Refractory A， B， HSV-tk遺伝子断片をプロープとして Southernブロッ

C細胞と親株肝癌細胞の GCVに対する感受性には有意 トをおこなった.親株肝癌細胞のゲノム DNAはHSV-

差を認めなかった(Fig.9). tk遺伝子とハイブリッドを形成しなかったが， BNL 

Alb 巴/p目pNT230レトロウイノレスベクターにより Refractory A， B， C細胞のゲノム DNAは， Alb e/p-

HSV-tk遺伝子を導入した肝癌細胞には， neomycin pNT 230感染肝癌細胞のゲノム DNAと同様に， HSV-

phosphotransferas巴遺伝子も同時に導入されているの tk遺伝子とハイブリッドを形成した1.9kbのパンドを

でG418に耐性を示す.そこで， BNL-Refractory細胞株 認めた(Fig.11) 

のG418 ~こ対する感受性を検討した. Alb巴/p-pNT230 8) GCV抵抗性肝癌細胞における HSV-tk遺伝子の

感染肝癌細胞はG418に耐性を示したが， BNL- methylationの検討

Refractory A， B， C細胞はいずれも G418に感受性を示 次に， BNL-Refractory細胞株のゲノム DNAにおけ

し，親株肝癌細胞と比較しでも G418に対する感受性に るHSV-tk遺伝子の methylationの有無に関して検討

有意差を認めなかった(Fig.10). した.ゲノム DNAをBglII制限酵素で切断後， m巴th-

7) GCV抵抗性肝癌細胞の DNA解析 ylation s巴nsitiveなSma1制限酵素でさらに切断し，
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単純へルベスウイノレス由来チミジンキナーゼ遺伝子の肝癌細胞特異的発現に基づく
肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (405) 

一--0-Parental 

一一・_BNL圃 RefA 

-→量一 BNL-RefB 

一一合一 BNL-RefC 

---0一一 Infected

10 100 

G418 Concentration (mg/ml) 
Fig. 10. G418 sensitivity of BNL-R巴fractoryA， B， C cells， parental 

hepatoma cells and Alb e/p-pNT 230 retroviral-infected 
h巴patomacells. 

1 2 3 4 5 6 

4時四 1闘9kb 

Fig目 11.Southern blot analysis of cellular g印 omlc
DNA digested by Bgl II restriction 
enzyme. 
Lane 1， Alb e/p-pNT 230 retroviral plas-
mid ; lane 2， parental hepatoma cell ; lane 
3， BNL-R巴fractory A; lane 4， BNL 
-Refractory B; lane 5， BNL-R巴fractory
C; lane 6， Alb e/p-pNT 230 retroviral 
infected hepatoma cell 

4時-1.9 kb 

4砕 四 1.2kb 

4・-0.1 kb 

Fig. 12. Southern blot analysis of cellular genomic 
DNA digested by both Bgl II and Sma I 
restriction enzymes目

Lan巴 1，parental h巴patomacell; lane 2， 
BNL-Refractory A; lane 3， BNL-Refrac. 
tory B; lane 4， BNL-R巴fractoryC ; lane 5， 
Alb巴/p-pNT230 retroviral-infected he 
patoma cell 
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HSV的遺伝子をプローブとして Southemプロットを

おこなった.1. 9 kbのHSV一政遺伝子は，Sma1制限酵

素により1.2kbと0.7kbの断片に切断されるため，

Alb巴/p-pNT230レトロウイノレス感染肝癌細胞のゲノ

ム DNAでは， 1. 9 kbのバンドは消失し， 1.2 kbと0.7

kbのバンドを認めた.一方， BNL-Refractory A細胞に

導入された HSV-的遺伝子は，Sma1制限酵素で完全に

は切断されず， 1. 9 kb， 1. 2 kb， 0.7 kbのバンドを認め

た.また， BNL-Refractory BおよびC細胞内の HSV-

tk遺伝子は，Sma 1制限酵素では全く切断さわしず， 1. 9 

kbのパンドを認めたのみであったCFig.12). 以上より，

BNL-Refractory細胞株においては， Alb巴/p】pNT230 

レトロウイルスベクターにより導入された HSV-tk遺

伝子が， メチノレ化されていることが示された.

9) 5・azacytidine添加による GCV感受性の回復

次に， DNA methyltransf巴raseを阻害し， DNAの脱
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メチノレ化を誘導する 5-azacytidineの投与により， BNL-

Refractory A， B， C細胞の GCVに対する感受性が回復

するかを検討した.BNL-R巴fractoryA， B， C細胞， Alb 

巴/p-pNT230レトロウイノレス感染肝癌細胞，親株肝癌細

胞に5μMの濃度で 5-azacytidineを添加し 2日間培養

した後に，種々の濃度の GCVを添加しさらに 3日間培

養をおこない，生細胞数を算定した. BNL-Refractory 

A， B，C細胞は， 5-azacytidin巴処理により GCVに対す

る感受性を部分的に回復し，親株肝癌細胞と比較すると，

5μM以上の GCV濃度において感受性に有意差を認め

たCFig.13). 

考察

近年の分子生物学のめ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研究は急速な発展を遂

げ，欧米を中心に臨床治験が開始されている.現在おこ

* * p<0.01 

，===口一F十日ァT明日一一ー口一十『召竹〒口一一一口ー---.---r

1 10 100 
0 
0.1 

Ganciclovir Concentration (μM) 
Fig. 13. Ganciclovir sensitivity after 5-azacytidine treatment of 

BNL-Refractory A， B， C c巴lIs，parental hepatoma cells and 
Alb巴/p-pNT230 retroviral-infect巴dhepatoma cells. 
Thesymbol“* " represents that values of BNL-Refractory A， 
B， C cells are significantly diff巴rentfrom that of par巴ntal
hepatoma c巴lIsat pく0.01by Student's t test 



単純ヘノレベスウイルス由来チミジンキナーゼ遺伝子の肝癌細胞特異的発現に基づく
肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (407) 

なわれている遺伝子治療の臨床治験の半数以上は，悪性

麗蕩を対象としており，嚢胞性線維症に対する遺伝子治

療を除き，組換えレトロウイノレスをベクターとして使用

している. レトロウイノレスは，増殖期の細胞にのみ感染

し，静止期にある細胞には感染しないという性質27)を有

しており，癌に対する遺伝子治療に適したベクターと考

えられている.しかし，in vivo遺伝子導入法を用いて，

癌に対する遺伝子治療をおこなおうとすれば，骨髄細胞

や腸管上皮細胞などの増殖期にある正常細胞にもレトロ

ウイノレスが感染し，外来遺伝子が導入発現される可能性

が存在する.特に，in vivo 遺伝子導入法を用いて細胞障

害性を有する遺伝子を導入し，癌に対する遺伝子治療を

おこなう場合には，標的とする癌細胞特異的な遺伝子発

現法を確立することが不可欠である.

当教室ではすでに，アノレプミン遺伝子のエンハンサー

およびプロモーター領域を内因性のプロモーターとして，

レポーター遺伝子である大腸菌の β司galactosidase遺伝

子を発現するレトロウイノレスベクターを用いれば，骨髄

細胞や正常肝細胞に影響することなく，肝癌細胞特異的

にレポーター遺伝子の発現を誘導し得ることを確認して

いる 15).そこで著者は，レトロウイノレスベクターを用いた

肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究として， suicide遺

伝子導入とプロドラッグ投与による肝癌に対する細胞障

害性ならびに抗腫療効果を検討した.

suicide遺伝子としては glioma28)，29)，

adenocarcinoma 3ベm巴lanoma31)などの細胞株に対して

すでに有用性が示されている HSV-tk遺伝子を使用し

た. HSV目的遺伝子導入とプロドラッグ投与による細胞

障害の機序を Fig.14に示した. HSV一政遺伝子を発現

している細胞へ，抗ウイノレス剤として臨床的にも使用さ

れている GCVやACVを投与すると，両プロドラッグ

はHSV目的酵素によりーリン酸化物へ変換される.これ

らのーリン酸化物はさらに，細胞由来のリン酸化酵素に

より三リン酸化物へ代謝される.これらの三リン化物は，

デオキシグアノシン三リン酸の類似物質であるため，

DNA合成に際して DNAポリメラーゼ活性を阻害し，

さらに染色体内に取り込まれることにより DNA鎖の伸

展を終結させ細胞死を誘導する.一方，哨乳類細胞のチ

ミジンキナーゼは GCVやACVを基質としないため，

プロドラッグである GCVやACVはリン酸化されず細

胞は障害を被らない.

本研究においては，アルブミン遺伝子のエンハンサー

およびプロモーター領域の制御下に，HSV-tk遺伝子が

発現されるように構築した Albe/p-pNT 230レトロウ

イノレスベクターを作製し，種々の細胞株へ遺伝子導入を

おこない，プロドラッグとして使用した GCVおよび

Ganciclovir Acyclovir l 4 h陶帥r巾附p
thymi凶di川nek附i川nase .............._....~ 1 

Ganciclovir Acyclovir 
monophosphate monophosphate 

I Cellular I 
I ~...................... phosphokinase ..................~ I 

Ganciclovir Acyclovir 
triphosphate triphosphate 

xぜ竺)~(…logue)

Int悔egσra剖tioninto chromosome 

Terr打附T

Cell death 

Fig. 14. Mechanism of cytotoxicity induced by the HSV一段 g巴ne
expression and prodrug treatment. 
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ACVに対する感受性を検討した.レトロウイルスベク

ターを用いて HSV-tk遺伝子を導入したのみでは，細胞

障害性は認められず， HSV同tk遺伝子導入肝癌細胞と親

株肝癌細胞の増殖能には全く違いを認めなかった.しか

し，HSV-tk遺伝子導入肝癌細胞は，プロドラッグ投与に

より著明な障害を被った.

HSV【 tk遺伝子を用いた痕に対する遺伝子治療の臨床

応用を考えた場合，プロドラッグの選択も重要な問題で

ある.GCVとACVはそれぞれ，サイトメガロウイノレス

感染症および単純へノレベスウイノレス，帯状癌疹ウイノレス

感染症に対する抗ウイノレス剤として，臨床投与が広くお

こなわれている薬剤であり，安全性に関する種々の検討

もなされている.今回の肝細胞癌を用いた検討において，

HSV-tk遺伝子導入肝癌細胞は， GCV に対しても ACV

に対しても濃度依存性に感受性を示したが，親株細胞と

比較すると， GCVに対する感受性には 1，000倍以上の違

いを認めたが， ACVに対する感受性には約 30倍の相違

を認めたのみであった.GCVの臨床使用においては，血

中濃度は2μM以上に維持されることが報告32)されてい

るが， この GCV濃度は HSV-tk遺伝子導入肝癌細胞を

ほぼ完全に死滅させ，親株細胞には全く影響を与えない

濃度であった.一方， ACVの臨床投与例においては，血

中濃度は 4μM以上に維持されており円この ACV濃

度は，親株細胞に影響することなく約 40%の HSV-tk

遺伝子導入肝癌細胞を死滅させ得る濃度であった.以上

より， GCVとACVは共に，HSV-tk遺伝子導入肝癌細

胞を障害するのに有効なプロドラッグであるが，本法を

用いた遺伝子治療の臨床応用に際しては， GCVの方がよ

り強力な細胞障害を惹起し得ることが示唆された.

レトロウイノレスは血球細胞や線維芽細胞をはじめとす

る応範な増殖期細胞に感染することが報告刊されており，

zn vzvo遺伝子導入法においてレトロウイノレスベクター

を用いれば，多くの細胞が増殖期にある骨髄細胞や腸管

上皮細胞などの正常細胞へも外来遺伝子が導入発現され

る危険性が存在する.そこで，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，HSV-tk遺伝

子が発現されるように構築した Albe/p-pNT 230レト

ロウイルスベクターを，マウス線維芽細胞や乳癌細胞な

どの非肝癌細胞に感染さぜ HSV-tk遺伝子を導入し，

GCVに対する感受性を検討した.これらのレトロウイル

ス感染非肝癌細胞は GCVIこ耐性を示し， 10μMのGCV

を添加しても，親株細胞と比較し生存率に有意差を認め

なかった. さらに， これらのレトロウイノレス感染非肝癌

細胞の GCVに対する IC50は，今回検討した 10μMを上

回り，レトロウイノレス感染肝癌細胞と比較し， GCVに対

する感受性には少なくとも 100倍以上の違いを認めた.

これらの結果より，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 HSV】 tk遺伝子を発現す

るレトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入をおこな

い，プロドラッグとして GCVを投与すると，増殖期にあ

る正常細胞を障害することなく，肝癌細胞を選択的に死

滅させ得ることが示唆された.

次に，HSV-tk遺伝子導入肝癌細胞を同系マウスに接

種し，皮下肝癌が十分に発育した後に GCVの腹腔内投

与をおこなったところ，体重減少などの明らかな副作用

を認めることなく， 14匹中 11匹のマウスにおいて皮下

肝癌の完全消失を認めた.したがって，肝癌内へ効率的

にHSV-tk遺伝子を導入できれば，腫療の縮小を誘導し

得ることが示唆された.現在のところ，レトロウイルス

ベクターの遺伝子導入効率は低く，皮下腫疹モデノレを用

いた検討においては，導入効率は 10-70%程度と報告附

されている. しかし，本研究に用いたレトロウイノレスベ

グターは，他の細胞に影響することなく肝癌細胞特異的

にHSV-tk遺伝子の発現を誘導し得るので，レトロウイ

ノレスを反復感染させたりウイノレス産生細胞自体を投与す

ることも可能で，これらの手技により遺伝子導入効率を

向上させ得ると考えられる.

DNAのメチル化と脱メチノレ化が，遺伝子発現の調節

において重要な役割を果たしていることに関しては，す

でに数多くの研究がなされており 361， housekeeping遺伝

子や分化誘導遺伝子も，メチノレ化によって遺伝子発現の!

調節を受けていることが報告刊されている.さらに，レト

ロウイノレスを初めとする種々のウイノレスは，宿主細胞に

感染後， ウイノレスゲノム遺伝子が高率にメチノレ化される

ことも報告制されている.また，レトロウイルスベクター

を用いて外来遺伝子の導入をおこなった場合にも，導入

遺伝子がメチノレ化さわし遺伝子発現が停止することが報

告制されている.著者も本研究において， GCV投与をお

こなっても皮下肝癌の消失を認めなかったマウスより

GCV抵抗性肝癌細胞株を樹立し， GCV抵抗性獲得の機

序を検討したところ，これらの細胞では HSV-tk遺伝子

の欠落は認められず，HSV-tk遺伝子がメチノレ化されて

いることが示された.さらに， DNA methyltransferas巴

を阻害し， DNAの脱メチノレ化を誘導する 5-

azacytidine40)処理により， GCV抵抗性肝癌細胞の GCV

に対する感受性が部分的に回復したことより，レトロウ

イノレスベグターを用いて導入した HSV-tk遺伝子の発

現消失に， DNAのメチノレ化が深く関与していることが

示唆された.今後， レトロウイノレスベクターを用いた遺

伝子治療において，導入遺伝子のメチノレ化による遺伝子



単純へノレベスウイノレス由来チミジンキナーゼ遺伝子の肝癌細胞特異的発現に基づく
肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究 (409) 

発現の消失が問題になることも予想されるが，今回の検

討より， 5-azacytidine処理をおこなうことにより，導入

遺伝子の発現を回復し得る可能性が示唆された.

近年，本邦においては，肝癌による死亡者数が男性を

中心に著増している.肝癌患者の大多数は，基礎疾患と

して重篤な肝硬変を合併しているため，外科的治療の適

応となることは少なく，経カテーテノレ的肝動脈塞栓療法

や経皮的エタノーノレ注入療法などの保存的療法が施行さ

れている.しかし，これらの治療法による成績は，必ず

しも満足できるものではなく，革新的な治療法の開発が

望まれている.今後さらに検討を重ねる必要があるが，

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領

域の制御下に HSV-tk遺伝子を発現するレトロウイノレ

スベクターと GCVを用いた遺伝子治療は，肝癌は対す

る有望な治療法になり得ると考えられる.

車吉 語

肝癌に対する遺伝子治療の基礎的研究として， suicid巴

遺伝子導入とプロドラッグ投与による細胞障害性さらに

抗腫蕩効果に関する検討をおこなった. HSV目的遺伝子

が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

領域の制御下に発現されるように構築した Alb e/p-

pNT 230レトロウイノレスベクターを作製し，種々の細胞

株へ遺伝子導入をおこない，プロドラヅグとして GCV

あるいは ACVを投与し，以下のごとき結果を得た.

1. Alb e/p-pNT 230レトロウイルスを肝癌細胞に感

染させ HSV-tk遺伝子を導入させたが，レトロウイルス

感染肝癌細胞の増殖能は親株細胞に比し有意差を認めず，

倍加時間は約 15時間であった.

2. Alb e/p-pNT 230レトロウイノレス感染肝癌細胞は

GCVに濃度依存性に感染性を示し， 10μMのGCV添加

により全細胞が死滅したが，親株細胞は抵抗性を示し，

GCVに対する感受性には 1，000倍以上の差違を認めた.

また， Alb巴/p-pNT230レトロウイノレス感染肝癌細胞

は， ACVに対しても濃度依存性に感受性を示したが，親

株細胞と比較すると ACVに対する感受性には約 30倍

の差違を認めたのみであった.

3. Alb e/p-pNT 230レトロウイルスを線維芽細胞や

乳癌細胞などの非肝癌細胞に感染させ， HSV目的遺伝子

を発現させたが，これらの非肝癌細胞は GCVに抵抗性

を示し， 10μMのGCVを添加しても細胞は有意な障害

を被らず， Alb巴/p-pNT230レトロウイルス感染肝癌細

胞と比較すると， GCViこ対する感受性には 100倍以上の

相違を認めた.

4.親株肝癌細胞をマウス皮下に接種し，皮下肝癌が形

成された後に GCVの腹腔内投与をおこなったが，皮下

肝癌は消失することなく増大した.一方， Alb e/p-pNT 

230レトロウイノレス感染肝癌細胞を接種した場合には，

GCV投与?とより 14匹中 11匹のマウスにおいて，皮下肝

癌の完全消失を認めた.

5. GCV投与をおこなっても皮下肝癌の消失を認めな

かったマウスより， GCV抵抗性肝癌細胞を樹立した.こ

れらの細胞株は培養系に戻しても，やはり GCVに抵抗

性を示したが，導入された HSV-tk遺伝子は脱落してお

らず， メチノレ化されていることが判明した.さらに，脱

メチル化作用を有する 5-azacytidine処理により，これ

らの GCV抵抗性肝癌細胞株の GCVに対する感受性は

部分的に回復した.

6.以上より，アノレブミン遺伝子のエンハンサーおよび

プロモーターを内因性の制御因子とするレトロウイノレス

ベクターを用いて， HSV目的遺伝子を導入し GCV投与

をおこなえば，増殖期にある正常細胞に影響することな

く，肝癌細胞に特異的な細胞障害を誘導し得ることが示

唆された.さらに， HSV同 tk遺伝子導入肝癌が znvzvoに

おいて完全消失したことにより，本法を用いた肝癌に対

する遺伝子治療の有用性が示唆された.

(本論文の要旨は， 1994年度の国際肝臓学会議，第 36回

日本消化器病学会ワークショッ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

恩師辻井正学長ならび福井博教授に深甚の謝意を捧

げるとともに，ご助言，御校閲を賜った病態検査学教室

中野 博教授ならび罷蕩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いた教

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(B)07457141の

援助をうけた.
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