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 背景・目的　

申請者らは、癌組織での酸素分圧が正常組織の約5分の1
程度であるために、低酸素環境に適応するためのHIF-1を中
心とした応答機構が臨床癌の形成には必須であるとの仮説を
たてた。この仮説に基づいて、低酸素環境下で新たに発現す
る遺伝子や発現亢進する遺伝子をDNAマイクロアレイという
手法を用いて網羅的に検索した。その結果、アドレノメジュリン
という血管新生因子やPim-1というセリン・スレオニンカイネース
の発現が亢進することを見出した。本研究では、Pim-1というセ
リン・スレオニンカイネースの役割について検討した。

 内容・方法　

（1）ベクターの最適化
（A）細胞内移行シグナルの最適化

タンパク質に8から11個のアルギニンを付加すると細
胞内に入ることが知られている。細胞内に最も移行しや
すい分子種を特定するために、アルギニン数を変えたリ
コンビナントdominant-negative変異体（4種類）をそれ
ぞれ作製し、各癌細胞株の培養上清に添加、細胞内に
取り込まれたdominant-negative変異体タンパク質の量
をウエスタンプロッティングで比較する。

（B）プロモーターの最適化
（A）で選択した最適な細胞内移行シグナルのついた
dominant-negative変異体ベクターのプロモーター領域
を改良したベクター（CAGプロモーターの導入）を作成し、
癌を接種したSCIDマウスに筋肉内投与し、その効果を
比較する。

 結果・成果　

各癌種に対するdnPim1ベクターの最適化
Pim1は癌細胞の低酸素・低栄養に対する適応において

枢要な役割を果たしていることを示唆する知見を先に我々
は得ている。それ故、Pim1の本作用をdnPim1の発現により
阻止すれば、癌の増殖を抑制することが期待される。我々は、
dnPim1による抗癌作用を発現するべく遺伝子治療の方法

論を採用し、新規の癌治療法の確立を目指している。本治
療法の実用化にはdnPim1の抗癌作用を極大化するため
の遺伝子治療の最適化を行うことが求められる。このために
先ず、我々はベクターの最適化を検討した。検討項目として、
①dnPim1の細胞内移行の効率化のための細胞内移行シ
グナルの最適化、②dnPim1の細胞内発現の増強のための
プロモーターの最適化、③生体内発現効率化のためのセン
ダイウイルスベクターの使用、を取り上げた。
細胞内移行シグナルの最適化

細胞内移行の効率が最も高い分子種を特定するために、
アルギニン数を変えたリコンビナントdominant negative変
異体をそれぞれ作製し（8R、9R、10R、11R：dnPim1）、各癌
細胞株の培養上清に24時間添加した（100nM）。培養上清
中のdominant negative変異体（dnPim1）の量を抗Pim1
抗体を用いたウエスタンプロツティングで比較した（図1、0hr：
添加直後、24hrs：添加後24時間）。この結果、アルギニンが
付加されていないdnPim1はタンパク量に変化は認められな
かったが、4種類のアルギニン付加タンパク質で24時間後に
タンパク量が減少していた。これはアルギニンの付加により細
胞内に移行したためと推測された。この実験からは、アルギ
ニンの数による差はほとんど見られず、ほぼ同等の取り込み
率であると結論付けられた。またこれはHeLa（ヒト子宮頸癌
細胞株）、PCI－43（ヒト膵癌細胞株）、293（ヒト胎児腎細胞
／株）で同じであった。以上の結果並びに血中でのエキソ
ペプチダーゼによる配列末端の分解を考慮し、アルギニン数
は11し細胞内取り込み後の11RTdnPim1の局在性および
様態11R－dnPim1の細胞内への取り込みを免疫組織学的
に検討した。11RTdnPim1にFJagタグを付加したリコンビナ
ント11R：dnPim1－Flagを大腸菌で作製し、HeLa細胞に添
加した（10nM、20時間）。抗Flag抗体を用いて免疫染色を
行ったところ、11R依存的に細胞内に取り込まれていることが
確認された（図2）。細胞内局在は一定せず、細胞質および
核に分散していた。また、均一ではなく、粒子状に存在するこ
とから、細胞内で凝集体を形成する可能性も示唆された。

 今後の展望　

ベクターの最適化を目指してセンダイウイルスベクターの使用、
プラスミドベクターに関してプロモーターの検討を行った結果、
CMVに比較してCAGプロモーターが有意に発現量の増加さ
せることを見出した。しかしながら、筋肉内投与にて筋肉内で
の発現を確認できるものの、血液中や腫瘍組織中での存在を
確認することができなかった。また、センダイウイルスベクターでも
同様の結果であった。確立したエライザシステムの感度の低さ
も一因と思われ、今後pharmacokineticsの検討などに必要な
感度の良いシステムの確立が必要と思われる。
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