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WangL，MuramatsuS，LuY，IkeguchlK，F叫ImOtOK，OkadaT，MIZukamlH，HanazonoY，KumeAっUranoF，  
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EurJNeuroll：261－266，1995．  
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3 実施施設における当該遺伝子治療臨床研究に関する培養細胞、実験動物を用いた研究   

成果   

効率よくドパミンを生合成するためには、アミノ酸のチロシンをL－dopaに変換するチロシン水酸化酵  

素tyrosinehydroxylase（TH）、L－dopaをドパミンに変換する芳香族アミノ酸脱炭酸酵素aromaticL－amino  

aciddecarboxylase（AADC）、THの補酵素であるtetrahydrobiopterine（BH．）を合成するのに必要なGTP  

CyClohydrolaseI（GCH）の3種類の酵素が必要である（図1）．  
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図1：ドパミンの生合成経路  
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TH，TyrosinehydroxvlaseこAADC，arOmatic－L－amino－aClddecarboxvlaseこ  

BH4，tetrahydrobiopterin，aCOfactorofTH，PPH4，6－pyruVOVltetrahydropterln；NH2P3，  

D－erYthro－7，8－dihvdroneopterintriphosphate；  

GTP，guanOSinetriphosphateこGCH，GTPcyclohYdrolaseI  

自治医科大学では、AAVベクターを使用して、これらの酵素の遺伝子を導入することによりド′ミミン産  

生を回復する遺伝子治療法を開発してきた．  

（1）培養細胞を用いた研究の成果   

①実験計画の概要  

ラット脳の初代培養神経細胞およびヒト胎児腎臓由来のHEK293細胞において、LacZマーカー遺伝子  

を発現するAAVベクター（AAV－LacZ）を使用して遺伝子導入効率を検討した．また、TH、jWC、GCH   

の各遺伝子を発現するAAVベクター （AÅV－TH、AAV－AADC、AAV－GCH）を使用して、AAV－TH単独  

の場合とAAV－AADCおよびAAV－GCHを併用した場合とで、ドパミン産生への効果を比較検討した．  

使用したAAVベクターは、いずれも臨床研究と同じく2型AAV（AAV－2）由来で、CMVプロモータ  

ー・Lにより各遺伝子を発現する（図2）．  
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図2：実験に使用したベクターの構造  

AAV－LacZ  

AAV一丁H  

AAV－AADC  

AAV－GCH  

ITR，AAVinvertedterminalrepeat；CMV，CytOmegaloviruSirrmediate－early promoter；intron，the  

humangrOW山hormoneflrStintron二pOlyA，theSV40polyadenylationslgnalsequence・  

②培養細胞における辻伝子導入効率および導入された辻伝子の構造と安定性   

ラット胎仔（Vhstar、胎生20日）線条体の初代培養神経細胞に、AAV－L。CZを5×10：から1×105vect。r  

gmome（Vg）／cellの力価範囲で感染させると、1×104vg／cell以上の力価では、1週間後にほぼ30％の細胞  

がLacZ陽性となった・2週間後にも同様の発現が持続して認められた56）・各1×105vg／cellのAAV－TH、  

AAV－AADC、AAV－GCHを感染させたHEK293細胞において、WesternblotによりTH、AADC、GCH各  

蛋白質の発現が確認された．   

③培養細胞に導入された遺伝子の機能   

HEK293細胞に4・5×103vgkellのAAV－THを感染させると23・35f帥ellのL－dopaの産生が認められた  

がドパミンは検出されなかった・しかし、AAいTHに加えて4・5×102から4・5×103vg／cellまでの範囲の  

AAV－AADCを感染させると、AAV－AADCの量が増えるにしたがいL－dopaが減少してドパミンが増加し  

た・このことは、導入されたAADC遺伝子が発現し、L－dopaからドパミンへの変換が行われた結果と考  

えられた・ラットの初代培養神経細胞において、各l・4×104vgんellのAAV－THとAAV－AADCを感染さ  

せた場合には、0・91±0・03fg／cellのドパミンが産生された．AAV－TH単独の感染では、ドパミン産生量は  

0・20桓／cell未満であった56）・293細胞において、AAV－TH、AjN－AADC、AAV－GCH（各5×105vg／cell）  

の3種類を同時に感染させると、ドパミンの産生量はAAV－GCHを加えないときに比べて約10倍に増加  

した（図3）．  
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図3：培養細胞におけるAAVGCH添加によるドパミン産生の増強  
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HEK293細胞に各5×105vg／cellのAAV－THとAAV－AADC、および0、0．5、2．5、5×105vg／cellのAAV－GCH  

を添加した．AAV－GCHの用量依存的にBH4の産生増加が認められ、ドパミ ンも増加した．   

④ 培養細胞を用いた実験の評価  

AAVベクターによりラットの初代培養神経細胞では30％程度に遺伝子導入された．TH、AADC、GCH  

の各遺伝子をHEK293細胞に導入することによりドパミンが産生された、AADC遺伝子導入により、   

しdopaからドパミンの変換が行われると考えられる．   

（2）実験動物を用いた研究の成果   

①実験計画の概要  

選択的に黒質ドパミン神経細胞を傷害する6－hydroxydopamlne（6－OHDA）と1－methyl－4－Phenyl－1，2，3，   

6－tetrahydropyridine（MPTP）によるパーキンソン病モデル動物を使用した．6－OIiDAを異質線条体路に   

注入したラット、およびMPTPを慢性的に全身投与したカニクイサル（触αCαノ払c血′ねrf∫）の線条体に、  

AAV－TH、AAV－AADC、AAV－GCHを注入して、遺伝子導入によるド′くミン産生と運動障害の改善効果を  

検討した．  

② 実l険動物における遺伝子導入効率および導入された遺伝子の構造と安全性   

6－OHDAモデルラットの線条体に各5×10「vgのAAV－TH、AAV－AADC、AAV－GCHを3個所に分けて  

注入（合計l．5×108、・g）した場合、免疫蛍光染色の結果から遺伝子導入された細胞の95％以上は抗  

microtubule－aSSOCiatedproteln（MAP2）抗体に反応する神経細胞であった．線条体の神経細胞への遺伝子  

導入効率は約20％で、ベクター注入部位では1－2×105の神経細胞が遺伝子導入された5て）．AAV－TH、  

AAV－AADC、AAV，GCHの各遺伝子は18ケ月後にも発現していた58）（図4）．  
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図4：モデルラット線条体の免疫染色   

AAV－TH、AjN－AADC、AAV－GCHの3種類のベクターを注入  

18ケ月後の抗TH抗体による免疫染色．   

2本の注入トラックを中心に遺伝子導入されている．   

Scalebar＝2m  

＝二二二   

MPTPサルにおいて、各1．5×1011vgのベクターを被殻の9個所に注入した場合には、被殻の92－94％  

の領域に遺伝子導入された（図5）．  

図5：MアTPサル脳（冠状断）の免疫染色  

左図‥ AAV－TH、AAV－AADC、AAV－GCHの3種類のベクターを注入65日後の抗AADC抗体による免疫  

染色．被殻の広範な領域に遺伝子導入されている（矢印）．選択的神経毒MPTPにより異質からのド  

′ミミン神経終末が脱落し、遺伝子非導入側の被殻および両側の尾状核では染色性が低下している．  

右図： 遺伝子導入側の被殻では多数のTH陽性細胞が認められる．  

∴  

Scalebar＝50mm  

Scalebar＝5mm   
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MPTPサルでは、pOSitronemissiontomography（PET）により遺伝子導入3ケ月後にも被殻で［b－11cIL－dopa  

の取込みの増加が認められ、AADC遺伝子の発現が持続していると考えられた59）．  

③実験動物に導入された遺伝子の機能   

6－OHDAモデ′レラットの傷害側線条体に総量1．5×109vgのAAV－THを注入し、6週間後に線条体の  

L－dopaの含有量を測定すると非注入群に比べて有意に増加した．AAV－THとAAV－AAl）Cを同時に注入  

した場合には、ドパミンの代謝産物である3、4－dihydroxyphenylaceticacid（DOPAC）が増加した56）．さ  

らにAAいGCHも加えてAjN－TH、AAV－AAl）C、AAV－GCHの3種類のベクター（各1．5×1OIvg）を注入  

すると、AAV－TH単独注入の場合と比較して、線条体のBH。含量は約2倍に増加し、ドパミン含量も約  

3倍に増加した（囲‘）．  

固‘：モデルラット線条体における辻伝子導入後のBH．およぴドパミン含土の増加  
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AAV－THとAAVTAADCの2種類のベクターの投与によってアポモルフィン誘発の回転運動は抑制さ  

れたが、AAV－GCHを加えるとその効果は増加した．運動障害の改善効果は、ベクター注入後18ケ月間  

の観察期間の間持続した．   

MPTPサル（4頭）の片側の被殻にAAV－TH、AAV－AADC、AAV－GCH（各1．5×1011vg）を定位脳手  

術により注入すると、反対側の上下肢では動作が速くなり、筋強剛、振戟も消失した．ドパミン受容体  

作動薬であるアポモルフィンの筋肉注射によりベクター注入側を向いた体軸の回転傾向が出現し、同側  

（ベクター注入側）の被殻でド′ミミンが産生されド′くミン受容体のsuper－SenSltl、・ityが改善されたと考え  

られた．i，7Vivodialysisによって、同側の被殻でド′ミミンとその代謝物の増加が確認され、さらにL－dopa  

の全身投与によりドパミン生成の増加が認められた（図7）．  
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図7：MPTPサル線条件のドパミンの増加   

遺伝子導入側（画ected）の被殻では、非導入  

側（control）に比べてドパミンの量が多かった．  

さらにしdopaを静注すると遺伝子導入側では  

ドパミンの産生量が増加した．   
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特に副作用は認められず、脳組織標本でも炎  

症反応や神経細胞の脱落などの異常を認めなか  

った．治療前の症状が最も重く臥床状態であっ  

た1頭のサルについては、治療後対側の上下肢  

の運動障害の改善とともに起立可能となり4年  

後にも症状の悪化は認めていない．   

8a8モ伽e  ＋トロOPA  

Contro＝呵∝td ContrDIIniKtd  

AAいAADCのみを注入したMPTPサル3頭のうちPET計測を行った2頭（各54×1010、7．2×1010vg  

注入）では、遺伝子導入した被殻で【b－11c］L－dopaの取込みの増加が認められAADC活性が回復していた  

（図佃）．  

国8：MPTPサルの遺伝子治療後のPET画像   

左側の被殻にAAV－AADC5．4×1010vgを注入12週間後の［b－11c］  

L－dopaPET画像．   

また、L－dopa5mg瓜gを末梢性脱炭酸阻害剤のBenserazidel．25mgA’gとともに経口投与すると、注入  

反対側の上下肢では運動障害が改善し、その効果はL－dopaの血中濃度を反映して3－4時間持続した（図  

9）．   

長期観察中のサル（4．35×1010、▼g注入）では、ベクター注入1年後にもL－dopaによる症状の改善効果  

が認められている．  
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国9：L－dopa投与彼の血中濃度と運動障害の改善  

Behavioralrecovery  

Plasma  
Con¢enレさ山0   
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0  60  120  180  

time（min）  

④実験動物の評価  

選択的神経毒によるパーキンソン病モデル動物において、AAVベクターによるドパミン合成系の酵素  

遺伝子（TH、AADC、GCH）を線条体で発現させることにより運動障害の改善が得られた．動作緩慢・  

筋強剛・振戦などパーキンソン病患者と同様の運動障害を呈するMPTPサルにおいて、臨床研究と同様、   

AAl）Cの遺伝子導入とL－dopaの経口投与により運動症状の改善が認められた．   

（3）関連する研究の成果  

パーキンソン病の遺伝子治療の第2の戦略として、ドパミン神経細胞の変性を抑制するために神経保  

護作用のある物質を脳内に持続的に供給する遺伝子治療がある．神経栄養因子のGlialcel＝血e－derived   

neurotrophicfhctor（GDNF）は、微量でも培養ドパミン神経細胞に対して保護効果を示すことが知られて  

いる．GDNFを発現するAAVベクター（AAV－GDNF）を作製し、ラットの初代培養系においてド／iミ  

ン神経細胞へ感染させることにより、神経細胞の生存率が高まることを明らかにした60）．また、6－OHDA  

を線条体に注入してから4週間を経て既に異質線条体路の変性が進行している状態のラットの線条体に  

AAV－GDNFを注入する実験では、黒質ドパミン細胞の変性脱落が抑制され運動障害の改善効果が得られ  

ることを示した61）．さらに、GDNFは培養運動ニューロンにも保護効果があることが知られているため、  

筋萎縮性側索硬化症のモデル動物である SODlトランスジェニックマウスを使用して、四肢の筋肉に  

AAV－GDNFを発現させることにより、脊髄の運動ニューロンの脱落を抑制し、延命効果が得られること  

を報告した6二）．  
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