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研究背景､目的

胸部大動脈癌は､生活様式の欧米化､社会の高齢化に伴い近年増加している

が､内科的治療では制御不能で進行性に経過し､多くの例が破裂死亡の転帰を
′

とるところから､原則として手術治療が必要な疾患である｡その成練は､手術

手技､補助手段の改良により､年々向上し手術死亡率は低下してきているが､

術後対麻痔の発症率は手術患者数の3-1 5%と依然多く､この合併症は患者の生

活の質に大きく影響を及ぼすだけに､その防止策の確立は急務である｡

対麻痔発症)には､周手術期の脊髄虚血及び虚血再潅漉障害が関与していると

考えられており､その対策として､肋間動脈の再建､大動脈遮断中脊髄潅流圧

維持目的の脊髄ドレナージ､大動脈遮断中の末梢側血圧維持､低体温､脊髄冷

却､ Caチャンネルブロッカー投与､ステロイド投与等が行われているが､対麻

痔の発症減少に寄与してきているものの､いずれの脊髄保護効果も確実ではな

い｡まず第一に､脊髄虚血を回避することが重要であるが､動脈癌の部位によ

っては､術中の脊髄低潅流､虚血状態は完全には回避できない以上､虚血再海

流障害を抑える､あるいは脊髄神経細胞の耐虚血性を高めることが必要と考え

られる｡

一方､内皮由来血管弛緩因子として同定された一酸化窒素(NO)は､平滑筋を

弛緩させることで血管拡張をもたらすと同時に､ NF-kBの発現を抑制し､接着因

子であるICAM-1 , VCAM-1の発現を抑え､好中球の遁走を抑制することが知ら

れている｡ NOの合成酵素であるendothelial nitric oxide synthase (eNOS)は､

内皮細胞においてNOを産生することから､血管内皮細胞に対するeNOS遺伝子

導入により日的組織にNOを供給することが可能となるとの報告がある｡また､

oxygen-regulated protein 1 50kD (0円⊃1 50)は､低酸素状態の神経細胞で発現

し､脳由来神経栄養因子(BDNF)等の神経保韓因子の分泌を促すことが知られて

おり､最近､培養神経細胞において0肝150を過剰発現させると､低酸素スト

レスによる神経細胞死を抑えることが報告された｡

本研究は､ eNOS及びoFP150の発現プラスミドをそれぞれ作製し､リボフェ

クション法あるいはアデノウィルスベクター法を用いた遺伝子導入法により､

脊髄動脈内皮細胞にeNOS遺伝子を導入発現させ､脊髄動脈の血行改善を図り､

かつ好中球の浸潤を抑えることで虚血再潅流障害を抑え､また脊髄神経細胞に

o肝150を発現させることで､耐虚血性を高め､対麻痔発生頻度を低下し得る

か､明らかにすることを目的として行われた｡



研究結果

ORP1 50 cDNAの作製

ラットの脳組織からmRNAを含むt剛Aを抽出し､ RT-PCR法によって0肝1 50
5d

cDNAを合成した｡この際､ primerの配列に､制限酵素配列を加えておき､後の

切り出し､ライゲーションの行程が容易となるようにした｡町-PCR用のprimer

は､当初設計したものではcDNAが伸張しなかったことから､再設計LcDNAの

伸張を得ることができた(Fig. 1)｡

RT-PCRで合成した

ORP150 CDNA

M　切り出し用　　　　　sampkB

Rg.1ラットの脳組織からmRNAを含むtRNAを抽出し､ RT-PCRを行い､

3kbのfragment (ORP150)をアガロースゲルから切り出す

ecNOS c DNAの作製

マウスの大動脈組織からmRNAを含むt剛Aを抽出し､ RT-PCR法によって

ecNOScDNA合成を試みた｡この際､ primerの配列に､制限酵素配列を加えて

おき､後の切り出し､ライゲーションの行程が容易となるようにした｡ RT-PCR

用のprimerは､当初設計したものではcDNAが伸張しなかったことから､ primer

を再設計したがやはりcDNAの伸張を得ることができず､ cDNAが長いことが原

因と考え､分割してcDNAを得るようにprimerを再度設計し､またPCR条件を変

更し､ PCRを何度も行ったがecNOScDNAを得ることはできなかった｡ mRNA

の調整の確認は､ β-actinに対するRT-PCRを行い､ β-actin cDNAの合成が可能

であったことから､ mFnAの調整は問題なく行われていると考えられた｡念の

ため､別のマウスの大動脈組織を採取し､同様のRT-FtRを行ったが､ ecNOS

cDNAを得ることはできなかった｡



0肝150発現プラスミドの作製､発現確認

脳神経系を含む広範な組織において強い発現活性を持つことで知られるCAG

promoterをの下流にOFP1 50のcDNAを組み込み､ OFP1 50発現プラスミドを

作製した｡ OFP1 50の下流に更にJFq配列とEGF相己列を組み込み､発現の確認

が同時に行えるようにしたくpcAG-OFP150-1FBEGFP, Fig.2) ｡培養細胞

(293細胞)を用いて､リボフェクション法にてこのpCAG･OFP150-1円≡SEGFP

を導入したところ､遺伝子導入細胞が蛍光を発することが確認しえた｡この培

養細胞を回収LWestern blottingを行い､ ORP150蛋白の発現を確認した｡抗

体はAnti-human ORP150 (2FO7, lBL, Japan)を使用した(Fig.3) ｡

亡霊

CMV IE enhan⊂er

ここ::コ-ノ

CA仁 promoter

sv40 Dn I

b･gIobh pA

pCA〇･〇■Pl I〇･tOFI

9.ZO Kb

･ノ′p

R9.2　作製した0肝150発現プラスミド(pcAG一〇肝150-EGFP)



Fig.3

培養細胞(293細胞)を用いて､リボフェク

ション法にてpCAG-ORP1 50-1FGS-EGFPを遺
E)

伝子導入し､この培養細胞を回収LWestern

blottingを行い､ ORP150蛋白の発現を確認し

た｡抗体はAnti-human ORP150 (2FO7,旧し,

Japan)を使用した｡

293細胞内のnative ORP150に加えて､導入

遺伝子によって発現した150kDaのバンドを

確認した｡

293 cell Medium

2　　86　　4

ウサギ脊髄虚血モデルの作製

ウサギ(Japanese domesticated white rabbits,体重213Kg)を用いて､全身

麻酔下に大腿動脈から5Frのバルーンカテーテルを逆行性に挿入し､下行大動脈

内でバルーンを拡張させ､常温15分間の虚血実験を行った｡下記に示す

Johnson･s scoreを用いて､下肢の神経学的機能低下度の評価を行った(Table

1)｡

2つの異なる経路(経脊髄腔､経脊髄動脈､直接脊髄穿刺)による遺伝子導入

法の検討

ウサギ前脊髄動脈は､ヒトと異なり側副血行路が多く､注入した遺伝子が流

出してしまうことから､効率よい遺伝子導入は困難と考えられた｡経脊髄腔投

与は技術的に困難かつ導入細胞も限られることから､文献的にも報告されてい

る直接脊髄穿刺投与法を行う方針とした｡

reporter geneとしてLacIZ cDNAを組み込んだ発現プラスミドpCAGGSLac-Z

を用いて､ウサギ脊髄に対するnaked DNA法､ Iipofection法の遺伝子導入効率

の評価を行った｡ 3日後に屠殺し､脊髄を採取し液体窒素で凍結標本を作製し､

ミクロトームで切り出した切片をxIGalで染色を行ったが､ Lac-Z遺伝子の発現

は確認できなかった｡ Johnson■s scoreを用いて､下肢の神経学的機能低下度の

評価を行った(Tablel) ｡
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アデノウイルスベクターの複製

ベクターを､実験に必要な量得るため､大豊精製することを試みた｡

293細胞に0肝1 50発現cassetteの組み込まれたクローンをcre･ FLP発現プラ

スミドと共にリボフェクシヨンし､ CPE数を観察した｡ CPE数は多くなかったが･

cpEは蛍光顕微鏡で観察すると､緑色に蛍光を発しており､アデノウイルスに感

染し､遺伝子導入されていることが確認された｡ CPE数(才少なく･大豊複製を試

みたが困難であった｡



考察

研究代表者らは､ウサギ脊髄虚血モデルを用いて多くの知見を報告してきた｡

虚血による運動ニューロンの死及び遅発性選択的運動ニューロン死には､壊死

よりもアポトーシスが関与すること､′脊髄の冷却は虚血後の脊髄運動ニューロ

ンにおいてheat shock proteinを発現させ､再潅流時のアポトーシス変化を抑制

すること､再潅流時の運動ニューロンにおいてFas抗原が発現しており､これが

アポトーシスに関与していることが示唆されること､ glial cell line-delived

neurotropicfactor (GDNF)発現アデノウイルスベクタ-を用いて､脊髄におい

てGDNF発現させることで､虚血後の脊髄運動ニューロンのアポトーシスが軽減

され､神経障害軽減されること､等を報告した｡

このような知見に基づき､本研究では､ eNOS及びo肝150の発現プラスミド

をそれぞれ作製し､リボフェクション法､アデノウィルスベクター法を用いた

遺伝子導入法により､脊髄動脈内皮細胞にeNOS遺伝子を導入発現させ､脊髄動

脈の血行改善を図り､かつ好中球の浸潤を抑えることで虚血再潅流障害を抑え､

また脊髄神経細胞にOFP150を発現させることで､耐虚血性を高め､対麻痔発

生頻度を低下し得るか､明らかにすることを目的とした｡

リボフェクション法は､遺伝子導入効率はアデノウイルスベクターと比較し

高くないが､今回導入を試みた遺伝子は､ NO､ BDNF等の分泌を誘導すること

で周囲の組織に効果をもたらすため､すべての細胞に遺伝子導入させる必要は

ないこと､及び免疫反応の惹起も軽度であること等の利点があった｡本研究は､

将来､臨床治療に応用発展されていくことが想定されるが､非ウイルス性の遺

伝子導入法であることが安全性の点で理解を得やすいことも重要である｡

OFP150 cDNAの合成はラットの脳組織からのFTT-F℃持去によって行い､この

cDNAを組み込んだo肝150発現プラスミドを作製し､これをリボフェクション

法を用いて培養細胞に導入し､ Western blotting法でOFP1 50遺伝子のタンパ

ク発現を確認した｡この0肝150発現プラスミドをウサギ脊髄にリボフェクシ

ョン法で遺伝子導入するにあたり､導入効率の確認をリボ-ター遺伝子(LacZ)

を発現させるプラスミド(PcAGGSLacZ)で行った｡しかし､ PCAGGSLacZ

をリボフェクション法で脊髄に導入したところ､リポーター遺伝子の発現は確

認できず､リボフェクトアミンとプラスミドの混合比率を変え､再実験を繰り

返したが､神経細胞に対するinvivoでのリボフェクションは断念せざるを得な

かった｡同様の手法で肺に対して行ったリボフェクション法は導入効率が良く

(datanot shown) ､また培養神経細胞に対するリボフェクション法による遺



伝子導入も可能であることが報告されているにもかかわらず､神経組織に対す

るin vivo遺伝子導入は困難であった｡リボフェクトアミン脊髄注入後の対麻痔

スコア(Johnson●　sscore)は､ sham群と比較し低下しており､脊髄直接注入に

よるリボフェクション法は､脊髄に対し侵襲的と考えられた｡このリボフェク

ション法の遺伝子導入効率向上が困難であったことから､その改善は今後の課

題となった｡

一方､アデノウイルス法による遺伝子導入法は､脳神経系のin vivo実験で多用

されており､遺伝子導入は可能と考えられた｡ 0肝150発現アデノウィルスを

作製するにあたり､ OFp1 50遺伝子の下流にIRES配列を用いてEGFP遺伝子を組

み込み､発現確認を容易となるようにした｡このOFP1 5011FqSIEGFP遺伝子を

アデノウイルスベクターに組み込む際に､ CosmidとCre-loxPを用いたアデノウ

イルスベクタ-作製法を用いた｡ ORP1 50-1RESIEGFP遺伝子を発現するアデノ

ウイルスベクターを作製することができたものの､実験に必要な数を大童複製

することができなかった｡これは0肝150が過剰に発現すると293細胞に対し

て毒性が生じる可能性が示唆された｡同様の手法でIL-5とEGFPの過剰発現を行

った場合では293細胞に対してこのような影響は認めていないことから､ EGFP

の過剰発現自体は細胞に対する毒性は問題となっていないため､ ORP150の過

剰発現による293細胞への影響と考えられる｡アデノウィルスベクターは､ wild

typeのアデノウィルスと異なり､ 293細胞以外の細胞内では複製されないため､

293細胞以外の細胞での毒性は不明であるが､脊髄の虚血耐性を高めることを

意図して､ OFP150を過剰に脊髄で発現させた場合､神経細胞死をもたらす可

能性も示唆された｡今回､我々が用いたCAGプロモーターは､アクチン系のプ

ロモーターで､多くの細胞内で非常に高いプロモーター活性を有するのが特徴

であるが､この高すぎるプロモーター活性により過剰に産生されたOFP150が

293細胞に毒性をもたらした可能性は否定できない｡今後､プロモーター活性

の低いプロモ-タ一に置き換えたOFP150発現ベクタ-を作製することで､

293細胞に対する毒性が弱まり､ OFP150発現アデノウィルスベクターが大量

複製可能となる可能性があり､更なる課題が残った｡脳神経細胞において､適

度なレベルでの0肝1 50発現が神経細胞の虚血耐性を高めることが報告されて

いるが､ 0肝1 50の過剰発現は293細胞のみならず神経細胞にとっても毒性が

ある可能性があり､外科手術に遺伝子治療を併用することで対麻痔の発症頻度

を下げるという戦略を実現して行く上で､遺伝子導入方法のみならず､発現レ

ベルの調整が重要であることが示唆された｡



本研究では､リボフェクション法､アデノウィルスベクター法による脊髄への

o肝1 50遺伝子導入を試みたが､現時点では､脊髄虚血耐性を高めるか否かの

確認には至らなかった｡また0肝1 50過剰発現は293細胞に対する毒性がある

と考えられ､神経細胞においても高度な過剰発現は細胞死をもたらす可能性が

あり､適切な低いレベルで0肝150を供給できるような発現のコントロールが

必要であることが示唆された｡
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