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は じ め に

　前立腺癌は米国男性において最も罹患頻度の高い癌
であり，癌関連死としては２番目に位置する疾病であ
る1)．近年，日本人男性においてその発生率が上昇傾
向にあるとされ，高齢男性患者の泌尿器科診療の際に
は常に留意を要する疾患となっている．前立腺癌の治
療法には，根治的前立腺摘出術，抗男性ホルモン療法，
放射線療法などがあり，比較的良好な治療成績が得ら
れている．しかしながら，一部の症例では予後不良な
転機をたどり，これら治療抵抗性前立腺癌に対する新
しい治療法の開発は臨床の場において至急の課題とな
っている．マスピンは，乳癌と前立腺癌細胞株での発
現が抑制されていることにより見つかったアポトーシ
ス，癌細胞浸潤および血管新生に関わる癌抑制遺伝子
であるが2ﾝ5)，ヒト前立腺癌臨床検体においてもマスピ
ンタンパク質の発現が有意に減少していることが報告
されている6)．今回，ヒト前立腺癌マウス皮下腫瘍モ

デルを用い，アデノ随伴ウィルス（Adeno-Associated 
Virus；AAV）ベクターを用いたヒトのマスピン遺伝
子導入による癌増殖の抑制効果について検討した7)．

アデノ随伴ウィルス（AAV）ベクター

　AAV ベクターを用いた遺伝子治療の可能性を模索
する研究は2000年ごろより活発に行われるようにな
り，血友病Ｂやパーキンソン病などの様々な疾患にお
いて臨床研究が始まっている8)．AAV ベクター使用の
利点としては，非病原性の AAV に由来するベクター
は安全性が高いと考えられること，また，筋細胞，肝
細胞や神経細胞などの非分裂性の細胞に効率良くまた
長期間に渡って目的とする遺伝子発現が可能であるこ
となどが挙げられる9)．ヒトの細胞に感染しうる AAV 
の型として１型～８型が知られており9)，これらの 
AAV 各型とヒト標的細胞の関係が注目されてきてい
る．すなわち，標的組織・細胞によって各型の AAV 
ベクターの遺伝子導入効率が異なることが判明し，標
的細胞の種類に応じて異なった型の AAV ベクターを
使い分けるという考え方が出てきている9)．今後，そ
れらの組み合わせについての研究が加速し，様々な標
的細胞に適した型の AAV ベクターが判明するもの
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と思われる．
　AAV ベクターを用いた研究では AAVﾝ２型ベクタ
ーに関するものがその大半であり，このベクターを用
いることにより非分裂細胞に効率よく遺伝子導入でき
ることが知られている．したがって，癌細胞などの分
裂が盛んな細胞で AAVﾝ２型ベクターを治療目的に
使用した報告はほとんどなく，実際に，癌に対する基
礎的・臨床的遺伝子治療研究ではアデノウィルスベク
ターが良く用いられている．本研究では，AAVﾝ２型
ベクターがヒト前立腺癌由来の LNCaP や DU145細
胞において比較的高い導入効率を有することを証明
し，前立腺癌の遺伝子治療に AAVﾝ２型ベクターが有
用である可能性を示した7)．

癌抑制タンパク質マスピン

　マスピンは1994年に Zou らによって報告された分
子量42 kDa のセリンプロテアーゼインヒビターであ
る2)．乳腺上皮の細胞より分離されたので，その命名
には mammary serine protease inhibitor の頭文字，
マスピン（MASPIN）が用いられた．マスピンは，乳
腺，前立腺，腎臓，膵臓，小腸など多くのヒト正常組
織での発現が報告されており10)，生理学的作用として
は細胞外マトリックスの増強作用が挙げられる11)．こ
の作用は，セリンプロテアーゼである組織型およびウ
ロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベーター活性を
マスピンが阻害することにより生じることが知られて
いる12)．生物学的作用としては，癌細胞のアポトーシ
ス誘導，浸潤抑制や，血管新生抑制が報告されてお
り2ﾝ5)，治療としての腫瘍増殖抑制の観点からマスピン
は魅力的なタンパク質であると考えられてきた．本研
究では，in vivo でのマスピン遺伝子導入によるマスピ
ンタンパク質の腫瘍内発現が，前立腺癌増殖抑制効果
を有することを証明した7)．

研 究 結 果

１. ヒト前立腺癌細胞における AAVﾝ２型ベクター
を用いた遺伝子導入効率
　ヒト前立腺癌細胞株の LNCaP，DU145，PC３細胞
および子宮頚癌由来の HeLa 細胞において，GFP 遺伝
子をコードした AAVﾝ２型ベクターを用いて in vitro 
で遺伝子導入効率を測定した．LNCaP および DU145
細胞において PC３細胞と比べ高い導入効率が認めら
れた（表１）．LNCaP 細胞については，一般的に AAV

ﾝ２型ベクターによる導入効率が高いとされる HeLa 
細胞よりも更に高い GFP 遺伝子導入効率が観察され
た．
２. AAVﾝマスピン腫瘍内投与によるアポトーシス細
胞の増加
　ヌードマウス皮下に形成された大きさ約５㎜の 
LNCaP 細胞由来腫瘍に，ヒトのマスピン遺伝子をコ
ードした AAVﾝ２型ベクター（AAVﾝマスピン），AAV
ﾝLacZ または PBS を局所注入し，腫瘍内マスピンタ
ンパク質発現，アポトーシス誘導について解析した．
ウェスタンブロット法により腫瘍内マスピンの発現を
解析したところ，AAVﾝマスピンの局所注入後10日目
から少なくとも56日目までの発現が確認された（data 
not shown）．TUNEL 法にて腫瘍内でアポトーシスの
誘導された細胞を検出したところ，AAVﾝマスピン投
与群の腫瘍においてコントロール群と比べ有意に多い
頻度でアポトーシス細胞が観察された（図１）．
３. マスピン強発現細胞におけるアポトーシス誘導
　マスピンタンパク質強制発現細胞においてアポトー
シスが誘導されていることを証明するために，AAVﾝ
マスピンを注入した LNCaP 腫瘍組織をマスピンの免
疫染色と TUNEL 法で２重染色し，そのコントロール
として AAVﾝGFP を注入した腫瘍組織を TUNEL 法
で染色した．ベクター注入後10，28，56日のいずれに
おいても，マスピンタンパク質陽性の細胞におけるア
ポトーシスの頻度はおよそ７％であったのに対し，
GFP 陽性細胞では１％未満であり，マスピンタンパク
質陽性の細胞においてアポトーシス発生の頻度が有意
に上昇していた（図２）．
４. AAVﾝマスピン投与による腫瘍内血管頻度の減少
　AAVﾝマスピン投与10，28，56日後に LNCaP 腫瘍
内の CD31陽性血管の頻度を免疫染色で解析したとこ
ろ，投与28，56日後において AAVﾝマスピン投与群で

表１　ヒト前立腺癌細胞における AAVﾝ２型ベクターを用い
た GFP 遺伝子導入効率

AAV ％ transduction

MOIﾝ102 MOIﾝ103 MOIﾝ104

LNCaP 34（25ﾝ41) 74（59ﾝ87) 93（89ﾝ96)

DU145 10（ 6ﾝ13) 19（13ﾝ30) 45（29ﾝ67)

PC３ 0( 0ﾝ 0) 0( 0ﾝ 0) 6( 3ﾝ10)

HeLa 21（13ﾝ33) 49（35ﾝ68) 72（58ﾝ89)
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図１　AAVﾝマスピン腫瘍内投与によるアポトーシス細胞の増加
ヌードマウス皮下に形成された大きさ約５㎜の LNCaP 細胞由来腫瘍に，AAVﾝマスピン，AAVﾝLacZ または PBS を局所注入し，ア
ポトーシスの誘導された細胞を TUNEL 法で標識した⒜．それぞれの腫瘍組織で，経時的にアポトーシスの誘導された細胞を定量し
た⒝．＊：ｐ＜0.05
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図２　マスピン強発現細胞におけるアポトーシス誘導
AAVﾝマスピンを注入した LNCaP 腫瘍組織をマスピンの免疫染色と TUNEL 法で染色した⒜．そのコントロールとして AAVﾝGFP 
を注入した腫瘍組織を TUNEL 法で染色し，マスピンまたは GFP 発現細胞におけるアポトーシスの発生頻度を解析した⒝．＊：ｐ＜
0.05
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図３　AAVﾝマスピン投与による腫瘍内血管頻度の減少
LNCaP 細胞由来腫瘍に，AAVﾝマスピン，AAVﾝLacZ または PBS を局所注入し，腫瘍内血管を CD31の免疫染色で標識した⒜．そ
れぞれの腫瘍組織で，経時的に CD31陽性血管の頻度を定量した⒝．＊：ｐ＜0.05
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は AAVﾝLacZ 投与群と比べ腫瘍内の血管頻度の減少
を認めた（図３）．
５. AAVﾝマスピン投与による腫瘍増殖の抑制と生存
率の改善
　腫瘍増殖抑制効果については，AAVﾝマスピン投与
群において注入後28日目より AAVﾝLacZ 投与群と比
べ有意な腫瘍増大抑制が認められた（図４ａ，ｂ）．
AAVﾝマスピン投与後の生存率について解析したとこ
ろ，コントロール群と比べ有意な生存率の上昇が認め
られた（図４ｃ）．

結 論

　ヒト前立腺癌由来 LNCaP 細胞のマウス腫瘍モデル
において，一回の AAVﾝマスピン局注による遺伝子導
入で，マスピンの長期間の遺伝子発現が持続し腫瘍増
殖の抑制が可能であった．その腫瘍増殖抑制のメカニ
ズムとして，マスピンタンパク質発現によるアポトー
シス誘導および腫瘍内血管新生抑制作用が重要と考え
られた．ヒト前立腺癌に対し，AAVﾝマスピンを用い
た局所遺伝子治療が有用である可能性が示唆された．
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