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第 1 章 序論 
 

1.1 本研究の目的 

 

がんは、がん関連遺伝子の変異により細胞増殖に歯止めが効かなくなり、周

囲の臓器へ浸潤、転移する組織塊であり、国内における死亡原因の第 1 位である。

がん治療法としては放射線療法・化学療法（抗がん剤）・外科手術の三大療法

が主流であり、現在は腫瘍組織を直接取り除くため治療効果が最も高い外科手

術が第一選択療法として施されている。しかしながら、目視不能ながん細胞ま

で摘出することはできないため、術後の再発・転移を防ぐために抗がん剤等で

治療を継続する必要があるが、患者への重篤な副作用が問題となっている。そ

こで、患者への負担が少なく、長期的に治療効果を発揮するがん治療法の開発

が求められており、温熱療法、遺伝子療法、免疫療法が注目を集めている。 

腫瘍組織の特徴として、腫瘍形成における急速な細胞増殖に血管新生が追い

付かず、腫瘍血管は組織全体を覆っていないことが挙げられる。正常組織を加

温した際は、血流により熱を拡散させる生体防御作用が正常に機能するが、腫

瘍組織の場合は血管網が未熟であるために熱の拡散が満足に行えない。そのた

め、腫瘍組織は熱が篭り易く、一般的に正常組織と比較して熱に弱い。温熱療

法は、腫瘍組織の高い蓄熱性に注目した治療法であり、悪性度の高い神経膠芽

腫、メラノーマなど様々ながんに対して有効な治療法である[1-5]。温熱療法は

目的に応じて全身温熱療法[6]と局所温熱療法[7]を使い分けるが、これら治療法

を臨床応用する際の問題点として、正常組織を損傷させることなく、腫瘍部位

特異的に加温することが困難であることが挙げられる。腫瘍組織を 42.5°C 以上

に加温することで多くのがん細胞を破壊することが可能であるが、従来の温熱

療法では正常組織も同様に加温される。また、生体外から体表面を加温する従

来方法では熱が届き難い腫瘍組織内部まで 42.5°C 以上に加温することは困難で

ある。したがって、腫瘍組織特異的に組織内部から加温可能な温熱療法の開発
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が求められている。この目的を達成するために、交番磁場と磁性ナノ粒子を利

用した温熱療法が開発されている（Fig. 1）[8]。この治療法は、磁性粒子表面を

修飾することにより腫瘍組織への標的性をもたせることが可能であり、投与後

に体外から交番磁場を照射することによりヒステリシス損失によって発熱する

という磁性ナノ粒子の性質を利用したものである [9, 10]。腫瘍特異的抗体など

を磁性粒子表面に修飾することにより高い腫瘍標的性を示す機能性磁性ナノ粒

子が多くの研究者によって開発されている[11-13]。さらに、臨床応用を目指し

て交番磁場装置の改良も進んでおり[14, 15]、機能性磁性ナノ粒子を利用した温

熱療法は臨床試験の段階に到達している[16]。 

 遺伝子療法は、遺伝子変異により機能不全に陥った細胞に対して治療遺伝子

を組込んだウイルスベクターなどを導入し、異常な遺伝子の働きを是正、また

は変異が生じた細胞を破壊することにより遺伝子疾患を治療する手法である。

1990 年にアデノシン・デアミナーゼ欠損症の重篤な免疫不全患者に対して初め

ての遺伝子療法が行われて以来[17]、後天性免疫不全症候群、筋ジストロフィー、

がんといった治療が困難な遺伝子疾患においても治療効果が報告されている

[18-21]。がん治療においては、細胞死を誘導するサイトカインなどの治療遺伝

子を利用することが一般的であるが、抗がん剤による化学療法と同様に、遺伝

子発現量と治療遺伝子を発現させるタイミングが治療効果を左右するため、治

療遺伝子の発現を制御する技術の開発が必要不可欠である。そこで、時間的、

空間的に治療遺伝子の発現を制御するために、化学物質や物理刺激によって目

的遺伝子を発現するベクターの開発が盛んに行われてきた[22-24]。これらのベ

クターは腫瘍組織特異的に治療遺伝子を発現するように設計されており、放射

線療法、化学療法、温熱療法と併用することによりがん治療の効果がさらに向

上することが多数報告されている[25-27]。 

 さらに、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療法後に強力な抗腫瘍免疫

が誘導されることが報告されており、この免疫誘導にはがん細胞内からの抗原

ペプチドの放出とそれに起因する T 細胞の腫瘍組織への浸潤が重要であると考
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えられている [28-30]。温熱療法により誘導される抗腫瘍免疫を賦活することが

できれば、温熱療法により原発がんを治療した後に、身体に備わる免疫系によ

り再発・転移がんをも治療可能な理想的ながん治療法の開発が可能になる。温

熱療法と併用することにより高い治療効果が得られたとの報告がある T 細胞の

増殖・分化を促進するインターロイキン 2（IL-2）、IL-12 及びインターフェロ

ン γ（IFN-γ）[31-33]などの治療遺伝子を利用することにより抗腫瘍免疫を賦活

することが可能になると考えられるが、これら治療遺伝子を体内で発現させる

際の副作用を考慮する必要がある[34]。したがって、温熱療法の課題である局所

性を克服し、腫瘍組織内特異的に治療遺伝子を発現させるシステムを開発する

ことが重要である。また、がん細胞からどの様な抗原ペプチドが放出している

か、どの様な T 細胞が抗原ペプチドを認識し、腫瘍組織へ浸潤しているかを解

析することが抗腫瘍免疫をさらに賦活する上で不可欠の要素である。そこで本

研究では、温熱療法による加温をスイッチとして目的遺伝子を大量発現させる

「温熱誘導型遺伝子発現システムの開発」、および「腫瘍浸潤リンパ球の解析」、

「抗原ペプチドの解析」を並行して行い、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した

温熱療法により誘導される抗腫瘍免疫を賦活する治療法の開発を目指した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 Intracellular hyperthermia using functionalized magnetite nanoparticles. 
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1.2 本研究の方針 
 

 本研究では、温熱療法の問題点である局所性を克服するために、機能性磁性

ナノ粒子マグネタイトカチオニックリポソーム（magnetite cationic liposome; 

MCL、Fig. 2A）を利用した。MCL は負電荷を帯びたがん細胞膜に静電的に結合

して高効率で取り込まれる性質と、交番磁場を照射することでヒステリシス損

失によって発熱する性質を持っている[10]。MCL を用いることで腫瘍組織内部

の温度を交番磁場の出力により自在に制御でき、腫瘍組織特異的に加温するこ

とが可能である。さらに、治療遺伝子の発現を温熱療法による発熱により制御

するために、熱ショックタンパク質（heat shock protein; HSP）プロモーターを利

用した。HSP プロモーターは熱ストレスを感知し下流の遺伝子発現を厳密に誘

導する性質を有している [35] 。しかしながら、サイトメガロウイルス

（cytomegalovirus; CMV）などの構成的に下流の遺伝子発現を誘導するウイルス

プロモーターと比較して、HSP プロモーターによる遺伝子発現量が低いという

問題点があるため[36]、遺伝子療法の治療効果を高めるためには、発現強度の増

強が必要であると考えた。そこで、人工的な遺伝子高発現システムである Tet-Off

システム[37]を融合することにより、加温をスイッチとして目的遺伝子を大量に

発現する温熱誘導型遺伝子発現システムの開発を試みた。HSP プロモーター下

に Tet-Off システムを配置することで、温熱療法による発熱をスイッチとして、

Tet-Off システムがポジティブフィードバック的に働き、目的遺伝子の大量発現

が起こるように設計した。レポーター遺伝子 LacZを用いたレポーターアッセイ、

さらに単純ヘルペスウイルス由来のチミジンキナーゼ（herpes simplex virus thymidine 

kinase; HSV-tk）および腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor-α; TNF-α）による遺伝

子療法をモデルとした細胞傷害性アッセイを行うことにより開発したシステム

の機能解析を行った。 

 並行して、悪性度が高いが表在性腫瘍であるので薬剤の投与と効果のモニタ

ーが容易な悪性黒色腫メラノーマを標的腫瘍として、温熱療法後の抗腫瘍免疫

誘 導 の メ カ ニ ズ ム 解 析 を 行 っ た 。 チ ロ シ ン 類 似 体 で あ る
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N-Propionyl-4-S-Cysteaminylphenol（NPrCAP）を修飾した磁性ナノ粒子 NPrCAP/M

（Fig. 2B）[38]を担がんマウスに投与し、交番磁場照射により温熱療法を行った。

NPrCAP は、メラニン色素合成の際に基質として利用されるチロシンの類似体で

あるため、NPrCAP を結合させることにより磁性ナノ粒子をメラノーマに効率よ

く取り込ませることが可能になる。また、腫瘍浸潤リンパ球は T 細胞受容体

（T-cell receptor; TCR）を介して抗原ペプチドを認識し、がん細胞を攻撃するこ

とから[39]、温熱療法を施した担がんマウスの腫瘍浸潤リンパ球の TCR 遺伝子

を解析した。さらに、T 細胞はどの様な抗原ペプチドを認識し、腫瘍組織へ浸

潤しているかを確認するために、腫瘍浸潤リンパ球のメラノーマ関連抗原ペプ

チドへの反応性を調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 2 Functionalized magnetite nanoparticles used in this study. (A) Magnetite cationic liposome, 
MCL [10]. (B) N-Propionyl-4-S-Cysteaminylphenol/Magnetite, NPrCAP/M [38]. 
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1.3 本論文の構成 

 

第 1 章では、本研究の背景、目的を示し、本研究の方針について説明した。 

 

第 2 章では、本研究の関連分野の既往の研究を紹介し、本研究の意義につい

て説明した。 

 

第 3 章では、HSP プロモーターと Tet-Off システムを融合した温熱誘導型遺伝

子発現システムの開発に取り組んだ。加温をスイッチとして HSP プロモーター

が駆動し目的遺伝子の発現を誘導するか、さらに Tet-Off システムにより目的遺

伝子の発現が増強されるかを観察することで、開発したシステムの機能解析を

行った。 

 

第 4 章では、機能性磁性ナノ粒子 MCL と交番磁場を利用した温熱療法により

第 3 章で開発したシステムが駆動し、目的遺伝子の大量発現が誘導されるかを

担がんマウスモデルを用いた動物実験により評価した。 

 

第 5 章では、機能性磁性ナノ粒子 NPrCAP/M と交番磁場を利用した温熱療法

後に誘導される抗腫瘍免疫をさらに賦活することを目的として、温熱療法後の

腫瘍浸潤リンパ球の解析、抗原ペプチドの解析を行った。 

 

第 6 章では、本論文の総括を行い、本研究の成果を踏まえた今後の展望につ

いて述べた。 
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第 2 章 既往の研究 
 

2.1 温熱療法と三大療法の併用 

 

 医学の父ヒポクラテスの言葉に「薬で治らなければ、ナイフ（手術）で治す

ことができる。ナイフ（手術）で治らなければ、火（温熱）で治すことができ

る。もし、火（温熱）で治すことができなければ、それは不治の病だろう。」

とあり、温熱療法はヒポクラテスの時代から疾患治療に利用されてきた。熱に

弱いというがんの性質を利用したがん温熱療法は、放射線療法・化学療法・外

科手術の三大療法と比較して繰り返し治療が可能であり、副作用が少ないこと

から患者への負担が少ない魅力的ながん治療法として注目されてきた。しかし

ながら、温熱療法単独の治療効果が低い、さらに腫瘍組織特異的に加温するこ

とが困難であることがボトルネックとなり、三大療法に匹敵する治療効果を達

成することは一朝一夕にはいかない。現在では、温熱療法を単独で用いるので

はなく、温熱療法の治療効果を増強し、三大療法の短所を補うことを目標とし

て、温熱療法は三大療法と併用した集学的治療に活用されている。この節では、

温熱療法の三大療法との集学的治療についてこれまでに報告されている例につ

いて紹介する[40]。2.1.1 では放射線療法との併用、2.1.2 では化学療法との併用、

2.1.3 では外科手術との併用について述べる。 

 

2.1.1 放射線療法との併用 

 

 放射線療法は、生体外から放射線を腫瘍組織へ照射することによりがん細胞

の DNA 損傷を引き起こし、がん細胞を破壊、または細胞増殖を抑制する治療法

である。化学療法や外科手術と同様に多くのがん患者に適用されているが、放

射線による正常組織への副作用は無視できないため、腫瘍組織へ耐容線量を超

えた線量を照射することはできず、DNA を損傷したがん細胞が回復し、再発す
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ることが問題となっている[41]。これは、時間経過に伴い DNA 損傷が修補され

るためと想定されるが、温熱療法によりこの DNA 損傷の修復過程が阻害され、

放射線療法の治療効果が高められることが報告されている[40, 42, 43]。また、放

射線療法は低酸素、低栄養状態の細胞に対しては効果が低い。これは、放射線

照射により生成したペルオキシルラジカルによってがん細胞が破壊されるため、

腫瘍組織内の酸素分圧が放射線療法の治療効果を大きく左右するためである。

腫瘍組織は急速な増大により血管網が未熟なため低酸素状態であり、放射線療

法が効き難い環境下である。この様な環境下では腫瘍組織は放熱作用が小さい

ために熱が篭り易く、さらに、温熱療法により腫瘍組織内の酸素分圧が上昇す

るという報告[44]からも、温熱療法を併用することにより相乗効果が得られると

考えられる。放射線療法は細胞分裂が盛んな M、G1 期の細胞に対して効果が大

きいため、がん細胞にはより効果的であるが、DNA を複製する S 期の細胞は放

射線の感受性が低く、治療効果が低いことも放射線療法の欠点である。このよ

うな S 期のがん細胞に対して温熱療法が強く作用することが報告されており

[45]、細胞周期の観点からも温熱療法は放射線療法との相性が良いことがわかる。 

 van der Zee, J.らは、直腸がん、子宮頸がん、膀胱がんを対象に臨床第Ⅲ相試

験を行い、温熱併用放射線療法の有効性を示した[46]。放射線療法後に温熱療法

（温度条件 42°C、加温時間 1 時間）を施した結果、放射線療法単独の場合は完

全寛解率 39%であったのに対して、温熱療法と併用することで完全寛解率は

55%まで増加した（p<0.001）。特に子宮頸がんにおいては、温熱併用放射線療

法を施すことにより、放射線療法単独と比較して約 2 倍の 3 年累積生存率が得

られ（p<0.01）、著しい生存率の上昇も達成された。 

 

2.1.2 化学療法との併用 

 

 化学療法は、抗がん剤を利用して DNA の生合成や細胞分裂を阻害することに

よりがん細胞の増殖を抑制する治療法である。放射線療法や外科手術とともに
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がんの根治を狙う肝要な治療法であるが、抗がん剤の強い細胞毒性から正常組

織の損傷は避けられず重篤な副作用をもたらす、さらに連続投与によりがん細

胞が抗がん剤に対する薬剤耐性を獲得し効果が弱くなることが問題となってい

る。副作用の少ない低濃度の抗がん剤によりがん細胞を破壊することができれ

ば、正常組織への影響を低減することが可能になると考えられる。しかしなが

ら、腫瘍形成における急速な細胞増殖のために、腫瘍血管は組織全体を覆って

おらず、生体内に投与した抗がん剤は満足に腫瘍組織内部へ侵入できない。こ

のため、十分な治療効果を得るためには抗がん剤の濃度を高くする必要があり、

それに起因して副作用を引き起こすという悪循環に陥る。この問題点に対して、

温熱療法により腫瘍血管が拡張して腫瘍組織内の血流が増加し、抗がん剤の腫

瘍内濃度が高まり、温熱療法との相乗効果が得られたとの報告が多数されてい

る（Table 1）[40, 47-50]。これらの結果から、温熱療法と化学療法を併用するこ

とにより、副作用を抑えるために低濃度で抗がん剤を投与しても、良好な治療

効果が得られることがわかる。 

 化学療法による副作用をさらに低減するためには、腫瘍組織に抗がん剤を運

び、腫瘍組織特異的に抗がん剤を作用させる必要がある。近年、抗がん剤の欠

点を改善するためにドラッグデリバリーシステムが幅広く用いられている。温

熱療法との併用では、熱感受性リポソームを用いて抗がん剤を腫瘍組織へ効率

よく送達できたと 1978 年に Yatvin, M. B.らによって初めて報告されている[51]。

それ以降、様々な熱感受性リポソームが報告されており[50, 52, 53]、抗がん剤ド

キソルビシンを包埋した熱感受性リポソーム（Thermodox®）は既に臨床試験に

用いられている[54, 55]。Thermodox®は、40°C-42°C の熱ショックが加わると分

解し、包埋した抗がん剤が放出するように設計されている。Thermodox®と局所

温熱療法を併用することにより、乳がん、膵臓がんなどで相乗効果が得られ、

特に肝細胞がんにおいては臨床第Ⅲ相試験まで進んでおり、著しい相乗効果（ハ

ザード比= 0.639）が得られたと報告されている[55]。 
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Table 1 Overview of the interactions between some chemotherapeutic agents and heat [50]. 

Class of agents  Interaction Remarks 

Platinum drug Cisplatin More than additive Gradual increase with 

increase temperature; 

highest when simultaneous 

 Carboplatin   

Alkylating agents Cyclophosphamide More than additive Gradual increase with 

increase temperature; 

highest when simultaneous 

 Ifosfamide   

 Melphalan   

 

Nitrosources 

 

Antibotics 

 

 

 

 

Pyrimidine 

antagonists 

 

Vinca alkaloids 

 

Taxanes 

 

Nucleosidanalog 

Mitomycin 

Carmustine (BCNU) 

Lomustine (CCNU) 

Bleomycin 

 

Doxorubicin 

 

Actinomycin D 

5-Fluorouracil 

(5-FU) 

Cytarabine (Ara C) 

Vincristin 

Vinblastin 

Paclitaxel 

 

Gemcitabine 

 

More than additive

 

More than additive

 

Complex 

 

 

Independent 

 

 

Independent 

 

Complex 

 

Additive 

 

Highest when simultaneous 

 

Only >42°C; largest when 

simultaneous 

Less than additive when 

heat precedes drug 

 

No interaction 

 

 

 

 

Cell type dependent; 

temperature 41.5-43.0°C 

Only if applied 24 h before 

or after heat 
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2.1.3 外科手術との併用 

 

 外科手術は、腫瘍組織を直接摘出することから最も治療効果が高く、血液を

除く多くのがん患者に対して第一選択療法として施行されている。術後の再

発・転移を防ぐために、腫瘍組織と共に、目視不能ながん細胞が残存している

恐れのある周辺臓器を摘出することが一般的である。しかしながら、肝臓など

の重要な臓器に大きな腫瘍組織が形成された場合は、外科手術により患者の生

活の質（Quality of life; QOL）が損なわれる恐れがあるため、外科手術の適用外

になることが少なくない。そのため、術前に放射線療法、化学療法、温熱療法

を併用し、外科手術可能な大きさまで腫瘍組織を退縮させた後に切除を行う集

学的治療が行われている[40, 56, 57]。Asao, T.らは、ステージ T2-T4 の直腸腺が

んの患者を対象として集学的治療法を行い、入院期間を延長する程度の副作用

は 6.9 %の患者においてしか観察されず、41.4 %の患者に対して顕著な腫瘍退縮

を観察し、外科手術が可能になったと報告している[56]。 

また、外科手術が困難ながんとして腹膜転移を起こしたがんが知られている。

腹膜転移とは、腫瘍組織が増大を続けることで消化管を突き破り、がん細胞が

直接腹腔内に拡散され、腹膜の隅々に転移しまうことであり、極めて難治性で

ある。近年、この難治性の腹膜転移に対する有効的な治療法として、腹腔内温

熱化学療法（hyperthermic intraperitoneal chemotherapy; HIPEC）が開発されてい

る[58, 59]。HIPEC は、腹腔内の腫瘍組織を外科手術により摘出した後に、高濃

度の抗がん剤と温熱療法により腹腔内に残っている目視不能ながん細胞を破壊

する治療法である[59]。温熱療法の効果によりがん細胞内に抗がん剤が取り込ま

れ易くなることで腹膜に潜んだがん細胞も破壊することが可能となり、再発、

転移を予防することができる。ステージ T3-T4 の進行胃がんの患者を対象とし

て外科手術後に HIPEC を行ったところ、HIPEC を受けていない患者と比較して、

有意に 5 年生存率が改善していたと報告されている[58]。 

さらに、外科手術による手術傷を残さず、臓器温存を望む乳がん患者に対し
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て、腫瘍組織に挿入した電極針にラジオ波電流を流すことによりがん細胞を破

壊するラジオ波療法が施されている[60]。ラジオ波療法は、治療時間が 10-30 分

程度と短いため患者への負担が少ないが、適用可能な腫瘍組織の大きさは直径

3cm 以下程度であり、大きな腫瘍組織に対しては満足な治療効果は得られない。

しかしながら、外科手術により大きな腫瘍組織を摘出した後に、残存している

小規模の腫瘍組織についてはラジオ波療法で治療するなど外科手術との併用も

行われている[40, 61]。 

 

2.2 温熱療法と遺伝子療法および免疫療法の併用 

 

 この節では、三大療法に代わる新しい治療法として注目されている遺伝子療

法および免疫療法との温熱療法の併用治療の例について紹介する。2.2.1 では遺

伝子療法との併用、2.2.2 では免疫療法との併用について述べる。 

 

2.2.1 遺伝子療法との併用 

 

 温熱療法による発熱をスイッチとして治療遺伝子の発現を制御することがで

きれば、温熱療法と遺伝子療法の課題である局所性を克服し、これら治療法の

相乗効果が得られる斬新ながん治療法の開発につながる。この目的を達成する

ために、多くの研究者によって温熱誘導性を有したウイルスベクターやプラス

ミドベクターが構築されている[62-64]。まず、温熱誘導型遺伝子発現ベクター

を用いた遺伝子療法と温熱療法を融合した温熱誘導型遺伝子療法を開発する上

で重要となる、熱ストレスに対する細胞内メカニズムについて述べる。 
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2.2.1.1 細胞の熱ストレス応答機構 

 

加温された細胞は、生存するために熱ストレスに対処するが、この熱ストレ

ス応答の一端を担っているタンパク質として HSP が知られている[65]。HSP は、

様々なストレス（熱、低酸素、低 pH、活性酸素、重金属など）を受けた細胞内

で発現し、タンパク質の変性やミスフォールディングを防ぐ分子シャペロンの

一群である[66]。熱ストレスによる HSP の発現誘導は、HSP プロモーター配列

中の熱ショック転写要素（heat-shock element; HSE）に活性化した熱ショック転

写因子（heat shock transcription factor-1; HSF-1）が結合することによって開始さ

れる（Fig. 3）[67, 68]。HSF-1 が HSE を認識して結合するためには、プロモー

ター配列中に五塩基共通配列 5’-NGAAN-3’を有していることが必要不可欠であ

る（Table 2）[68]。通常の細胞内では、HSF-1 は HSP とのヘテロ複合体を形成

し、細胞質内に留まっている。これは、分裂促進因子活性化タンパク質キナー

ゼやグリコーゲン合成酵素キナーゼ 3 によって、HSF-1 のセリン残基 Ser307、

Ser303 のリン酸化が阻害されており、核内への移行が抑制されているためであ

る[67, 69]。この際の核内では、転写開始前複合体（preinitiation complex; PIC）

により RNA ポリメラーゼ II（Pol-II）の機能が制限されているため、HSP 遺伝

子の転写は抑制されている[70, 71]。細胞が熱ストレスを受けると、HSP がヘテ

ロ複合体から外れ、HSF-1 は核内へ移行する。核内へ移行した HSF-1 は、ホモ

三量体化し、cAMP 依存性タンパク質キナーゼやカルシウム/カルモジュリン依

存性タンパク質キナーゼの作用によりセリン残基 Ser230、Ser326 がリン酸化さ

れ、HSE への結合能を獲得する[67, 72, 73]。その後、活性化した HSF-1 が HSP

プロモーター配列中の HSE に結合することにより、PIC と Pol-II の結合が解か

れ、HSP 遺伝子の転写が誘導される[71]。以上の熱ストレス応答機構により、細

胞は熱ストレスに対処することが可能となる。 

 HSP の転写機構を利用した温熱誘導型遺伝子発現ベクターを治療に用いる際

には、副作用を考慮して加温された際のみ治療遺伝子を発現する、さらに、強
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力な治療効果を得るために加温をスイッチとした遺伝子発現量が多いことが求

められる。様々な温熱誘導型プロモーターが開発され、その性能が評価されて

いるが、その中でもヒト HSP70B’プロモーターが加温をスイッチとして遺伝子

発現を厳密に制御可能であることから in vitro および in vivo において幅広く用い

られている[68]。次節において、HSP70B’プロモーターを利用した温熱誘導型遺

伝子療法の例について紹介する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Cellular mechanism of HSF-1 mediated heat-shock response [68]. 

 
Table 2 Heat-shock elements (HSE) of the heat-responsive human HSP70B promoter and the 
human MDR1 promoter [68]. 
 

Promoter Position in the promoter Sequence (5’→3’) 

HSP70B’ 

  HSE 1 

  HSE 2 

  HSE 3 

 

-73 to -54 

-163 to -149 

-262 to -247 

 

GGAAGGTGCGGGAAGGTTCG 

CCGCCCGAACCTTCT 

GAGCTAGAACCTTCCC 

MDR1 -315 to -285 GCCAGAACATTCCTCCTGGAAATTCAACCTG 
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2.2.1.2 HSP70B’プロモーターを利用した温熱誘導型遺伝子療法 

 

 ヒト HSP70B’プロモーターは 3 つの HSE（Table 2）、非定型 TATA ボックス

を有しており、2 つの HSE に HSF-1 が結合し、下流の遺伝子発現を誘導する [68, 

74]。Huang, Q.らは、HSP70B’プロモーターを搭載したアデノウイルスベクター

を作製し、レポーター遺伝子 GFP 、治療遺伝子 IL-12 および TNF-α を用いて

HSP70B’プロモーターの熱応答性を in vitro において評価した[63]。アデノウイ

ルスベクターを導入したマウス乳がん細胞株 4T1 を 42°C で加温することにより、

加温を行わなかった場合と比較してレポーター遺伝子 GFP の発現量が約 1000

倍、さらに治療遺伝子 IL-12 および TNF-α の発現量がそれぞれ 13,600 倍、6.8×

105 倍増加したことを報告している。次に、治療遺伝子 IL-12 による遺伝子療法

をモデルとして温熱療法と遺伝子療法の併用効果を調べたところ、加温をスイ

ッチとした IL-12 遺伝子の発現によりメラノーマの増殖を抑制することに成功

している [63]。また、Isomoto, H.らは、HSP70B’プロモーターを搭載したプラス

ミドスベクターを作製し、レポーター遺伝子 Luciferase および治療遺伝子 HSV-tk

を用いて温熱誘導型遺伝子発現システムの機能解析を行った[75]。プラスミドベ

クターを導入したヒト胃がん細胞株 MKN45 を加温することにより遺伝子発現

を誘導したところ、42°C の温度から HSP70B’プロモーターが駆動し始めた。さ

らに、45°C で加温したところ、加温を行わなかった場合と比較してレポーター

遺伝子 Luciferase の発現量が約 400 倍増加した。次に、治療遺伝子 HSV-tk によ

る遺伝子療法をモデルとして温熱療法と遺伝子療法の併用効果を調べたところ、

42°C で 30 分間の加温を 3 度行うことにより、温熱療法単独の場合と比較して腫

瘍体積の増殖を 28 日間著しく抑制することに成功している[75]。 

 以 上 のように、 HSP70B’プロモーターの熱 誘 導 性 能 の高 さが実 証 されており、

HSP70B’プロモーターを利用した温熱誘導型遺伝子発現システムはがん遺伝子療法

において非常に有用なツールであると考えられる。さらに、HSE 配列を新たに加えて

活性を高めた変異型 HSP70B’プロモーター[76]、組織特異的プロモーターを融合さ
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せることにより腫瘍標的性をもたせたハイブリッドプロモーター[77]など HSP70B’プロモ

ーターの機能をさらに高めることを狙った研究が報告されている。一方で、HSP70B’プ

ロモーターは熱ストレス以外にも低酸素、飢餓、サイトカインといったストレ

スで駆動することが報告されているため[68, 78, 79]、臨床応用を想定した場合、

熱ストレス以外で治療遺伝子が発現し、正常組織への意図せぬ副作用を引き起

こす可能性がある。そこで、がん温熱遺伝子療法の発展のために、HSP70B’プロ

モーター領域を熱ストレス特異的に駆動するように最適化するなど、HSP70B’

プロモーターを含む温熱誘導型プロモーターのより一層の機能化が期待されている。 

 

2.2.2 免疫療法との併用 

 

 生体外から侵入したウイルスや病原菌などの外的異物、および生体内で発生

したがん細胞や老朽化細胞などの内的異物に対する防御作用を担うのは、T 細

胞、B 細胞、マクロファージおよび樹状細胞（dendritic cell; DC）などの免疫細

胞による免疫系である[80]。元来は自己の正常細胞であったがん細胞に対しては、

マクロファージや DC ががん細胞表面に発現しているがん抗原や主要組織適合

性遺伝子複合体（major histocompatibility complex; MHC）クラス I を認識するこ

とにより正常細胞との識別を行い、がん細胞を貪食する。その後、がん細胞を

分解し、がん抗原を細胞傷害性 T 細胞（cytotoxic T-lymphocyte; CTL）やヘルパ

ーT 細胞に提示することでがん細胞の情報を伝える。がん細胞の情報を得た CTL

やヘルパーT 細胞はがん抗原を認識し、生体内に潜むがん細胞に対して攻撃を

開始する。この免疫の仕組みを細胞性免疫といい、細胞性免疫を活性化し、抗

腫瘍免疫を賦活することで治療効果を狙うがん免疫療法の研究が進んでいる

[81-83]。がん免疫療法の利点として、生体内に本来備わっている免疫系を賦活

する治療法であるため、抗がん剤や放射線療法と比較して副作用が少ないこと

や外科手術の様に患者の QOL を損なう恐れがないことが挙げられる。しかしな

がら、がん細胞はがん抗原や MHC クラス I の発現量を低下させることにより免
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疫系を回避しようとするため[84]、がん免疫療法単独での治療効果は三大療法と

比較して低いことが問題である。近年、温熱療法と併用することによりがん免

疫療法の治療効果が著しく高まり、温熱療法により抗腫瘍免疫が活性化される

ことが報告されている[85]。この温熱療法による免疫誘導には、がん抗原と HSP

が必須であることが報告されており、次節にそのメカニズムについて述べる。 

 

2.2.2.1 温熱療法の免疫誘導効果 

 

HSP を介した免疫誘導の概略について述べる（Fig. 4）。まず、温熱療法を施

すことにより腫瘍組織内で HSP が高発現し、シャペロン作用によりがん細胞内

のがん抗原ペプチドと結合する[86, 87]。そして、熱ストレスによりネクローシ

スを起こしたがん細胞内から HSP-抗原ペプチド複合体が放出される。放出され

た HSP-抗原ペプチド複合体は、CD91 などの HSP レセプターを発現しているマ

クロファージや DC などの抗原提示細胞（antigen presenting cell; APC）に貪食さ

れる[88]。APC は貪食した抗原ペプチドを MHC クラス I およびクラス II に提示

し、MHC クラス II とヘルパーT 細胞の TCR を介した相互作用により成熟し、

CTL の機能分化を誘導する能力を獲得する[89]。その後、成熟した APC は CTL

にがん抗原の情報を伝えるために流入領域リンパ節へ移動し、MHC クラス I と

CTL の TCR を介した相互作用により抗原提示を行う[90]。抗原提示を受けた

CTL はリンパ節内で増殖・分化し、腫瘍組織へ浸潤し、提示されたがん抗原を

発現するがん細胞を認識し、攻撃を開始する。また、温熱療法により大量に発

現した HSP ががん細胞膜に結合し、その結合した HSP を目印としてナチュラル

キラー（NK）細胞が集まり、がん細胞を攻撃することも報告されている[91]。 

さらに、温熱療法を施すことによって、APC の貪食作用の活性化による抗原

ペプチドの取込み量の増加[92]、CD40 や MHC クラス II の発現誘導による APC

成熟の促進[93]、APC の流入領域リンパ節への遊走の活性化[94]、および抗原特

異的な CTL の増殖の活性化[95]などが観察されている。これらの知見を基に、
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温熱療法により誘導される抗腫瘍免疫をさらに賦活する治療法を開発すること

ができれば、賦活された免疫によって再発・転移がんをも治療可能な理想的な

がん治療法になり得る。次節において、温熱療法と免疫療法を融合したがん温

熱免疫療法の治療効果について紹介する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Hypothesis for antitumor immune response induced by hyperthermia. 

 



第 2 章 既往の研究 

19 
 

2.2.2.2 がん温熱免疫療法 

 

 Ito. A.らは、温熱療法で発現誘導される HSP をさらに増強することを目的と

して、温熱療法と HSP 投与による温熱免疫療法を開発した[40, 96, 97]。組換え

マウス HSP70 タンパク質をマウスメラノーマに投与し、43°C、30 分間の温熱療

法を施したところ、20%のマウスで腫瘍組織の完全退縮が観察された[96]。さら

に、HSP70 遺伝子を構成的に発現するプラスミドベクターを用いた遺伝子療法

と温熱療法を併用した結果、30%のマウスで腫瘍組織の完全退縮が観察され、温

熱療法と HSP による温熱免疫療法の有効性を示した[97]。 

 さらに、患者由来の DC を体外でがん抗原を添加することにより活性化し、

患者の体内に戻す研究が活発に行われている[98]。また、DC は温熱療法後のが

ん細胞から放出された HSP-抗原ペプチド複合体を貪食し、CTL に抗原提示を行

うことにより抗腫瘍免疫を活性化させるという重要な役割を担っている。この

抗原提示による抗腫瘍免疫の活性化は、DC の細胞数に比例して増強されると考

えられるため、温熱療法後に DC を生体内に投与することでさらなる治療効果

を得られることが期待される。Matsumoto, K.らは、両体側の C3H マウス扁平上

皮がんの右側の腫瘍部位のみに 43°C、30 分間の温熱療法を施し、腫瘍組織に

DC を注入し、腫瘍体積の経過観察を行った[99]。興味深いことに、DC を注入

直後に再度 41°C、30 分間のマイルド温熱療法を施すことで、有意に腫瘍体積の

増殖が抑制された。また、温熱療法を施していない左側の腫瘍組織の増殖も抑

制され、温熱療法と DC を併用した治療法の抗腫瘍免疫の効力を示した。がん

細胞のネクローシスを引き起こす 43°C-46°C といった温度より低い 39°C-41°C

の温熱療法により DC の成熟が促進されることが報告されており[40, 100]、抗腫

瘍免疫を賦活するためにはマイルド温熱療法を利用することも重要であること

が示唆された。 

 T 細胞の増殖や分化を促進する IL-2 や IL-12 などのサイトカインを使用して

抗腫瘍免疫を賦活する研究も行われている[31, 32]。しかしながら、これらサイ
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トカイン遺伝子の過剰発現は体重減少や肝臓のネクローシスを引き起こすこと

が報告されており[34]、臨床応用する際には効力を調節する方法が求められる。

また、がんの抗原特異的免疫療法として、がん抗原を認識して腫瘍組織に浸潤

している腫瘍浸潤リンパ球（tumor infiltrating lymphocyte; TIL）を利用した TIL

療法が開発されている[101]。TIL 療法は、患者から採取した TIL を生体外で大

量培養し、再び生体内へ戻す治療法であるが、T 細胞の抗原特異性を維持した

まま培養を行うことが困難である。その欠点を克服する治療法として、遺伝子

工学的に TCR 遺伝子を再編成した人工 CTL を用いた養子免疫治療法が注目され

ている[102, 103]。この治療法は、患者から採取した CD8+T 細胞をがん抗原特異

的に認識するように TCR 遺伝子を再編成するために、抗原特異性を維持したま

ま大量培養を行うことが可能である。そこで、温熱療法後の抗腫瘍免疫におけ

るエフェクター細胞である CTL を賦活することを目的として、温熱療法後に患

者由来の TIL を用いて人工 CTL を作製した後に、患者に投与する新規温熱免疫

療法の開発が有益であると考えられる。 

 

2.3 機能性磁性ナノ粒子の医学的応用 

 

 磁性ナノ粒子は、その磁性特性と粒子表面を修飾することで新たに機能を付

加することが容易であることから、磁気分離による不純物の除去[104]、プラス

ミドベクターなどを利用した細胞への遺伝子導入[105]、MRI の造影剤[106]、抗

がん剤を腫瘍組織へ届けるドラッグデリバリーシステム[107]など医学分野への

応用が盛んに行われている。磁性ナノ粒子のその他の応用例として、本研究で

は、機能性磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療法により目的遺伝子を発

現させるシステムの開発を行った。そこで本節では、これまでに報告されてい

る機能性磁性ナノ粒子を利用した温熱療法、さらに温熱療法への応用が今後期

待される機能性磁性ナノ粒子について紹介する。 
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2.3.1 機能性磁性ナノ粒子を用いた温熱療法 

 

 温熱療法を臨床応用する際には、如何にして腫瘍組織特異的に加温するかと

いう課題を克服しなければならない。さらに、より高い治療効果を得るために

は腫瘍組織内部から加温することが望ましい。これら温熱療法の臨床応用への

障害を突破するために、機能性磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療法が

開発されている[8]。がん細胞内へ磁性ナノ粒子を送達できれば、交番磁場照射

による磁性ナノ粒子のヒステリシス損失により細胞内から加温することが可能

となる。1979 年に Gordon, R.らは、乳がんマウスを対象としてデキストランマ

グネタイトを用いた細胞内温熱療法を行い、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用し

た温熱療法の有用性を初めて実証した [108]。その後、様々な機能性磁性ナノ粒

子を利用した温熱療法の開発が試みられてきた。磁性ナノ粒子を正電荷脂質に

包埋することにより負電荷を帯びた細胞への取り込み能を増強した MCL を用

いた温熱療法では、45°C、30 分間の加温を行うことによりマウス乳がん皮下移

植モデルの完全退縮に成功したことが報告されている [109]。さらに、細胞内温

熱療法の課題である磁性ナノ粒子の腫瘍組織特異性を達成するために、磁性ナ

ノ粒子表面に腫瘍特異的抗体などを結合した機能性磁性ナノ粒子が開発されて

いる[12, 110, 111]。ヒト腎臓がん細胞の表面抗原を認識する抗体を結合させた機

能性磁性ナノ粒子では、全投与量の 50%が腫瘍組織に集積し、43°C、30 分間の

温熱療法により腫瘍組織の増大が 2 週間抑制されたとの報告もある[110]。また、

多くのヒト乳がん細胞で過剰発現しているヒト上皮成長因子受容体（human 

epidermal growth factor receptor-2; HER2）を認識する抗体を結合させた機能性磁

性ナノ粒子においても、全投与量の 60%が腫瘍組織に取り込まれ、高い腫瘍標

的性を示した[12]。そして、抗 HER2 抗体結合型磁性ナノ粒子を投与後に、24

時間毎に計 2 回、45°C、30 分間の温熱療法を施すことにより、腫瘍組織の完全

退縮に成功している[111]。 

さらに、悪性黒色腫メラノーマを標的とした機能性磁性ナノ粒子も開発され
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ている。メラノーマはメラニンを形成するメラノサイト由来の悪性腫瘍であり、

非常に進行が速いがんとして知られている。早期に発見することができれば外

科手術により良好な治療効果を得られるが、リンパ節や肺、肝臓などに一度転

移してしまうと治療が難しく死亡率が非常に高くなる。切除不能なメラノーマ

患者の予後は悪く、従来の治療法では 3 年生存率は 15%以下である[112]。一方

で、メラノーマは表在性腫瘍であるので薬剤の投与と効果のモニターが容易で

あるために、メラノーマを標的とした局所温熱療法を目的として機能性磁性ナ

ノ粒子 NPrCAP/M が開発されている[113]。メラノサイトはメラニン形成の際に

基質としてチロシンを利用するため、チロシン類似体を利用することによりメ

ラノーマ標的性をもたせることが可能である。Thomas, P. D.らは、DNA 合成を

阻害するチロシン類似体 NPrCAP を用いた化学療法によりメラノーマ特異的に

治療効果が得られることを実証している[114]。このチロシン類似体 NPrCAP を

結合させた NPrCAP/M はメラノーマに対する標的性を獲得し、それ自体が化学

薬剤として働き、メラノーマ細胞のアポトーシスを誘発する[38]。さらに、Sato, 

M.らは、NPrCAP/M を用いてマウスメラノーマに対して 43°C、30 分間の温熱療

法を施すことにより、NPrCAP を結合していない磁性ナノ粒子を用いた場合と比

較して、約 5.4 倍の抗腫瘍効果が得られたことを報告している [113]。以上のこ

とから、腫瘍標的性をもたせた機能性磁性ナノ粒子を温熱療法に応用すること

により、局所性と細胞内からの加温という温熱療法の課題を解決することが可

能であることが示唆された。 

 

2.3.2 腫瘍標的性をもった機能性磁性ナノ粒子 

 

 腫瘍標的性をもった機能性磁性ナノ粒子を開発する際には、細網内皮系

（reticuloendothelial system; RES）を如何にして突破するかが重要な要因である。

RES とは、生体内の異物に対する防御作用を担うマクロファージなどの細胞の

総称である。生体内に投与した磁性ナノ粒子が RES に捕えられ、肝臓や脾臓に
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取り込まれることにより予期せぬ副作用を引き起こすことが問題となっていた。

Fan, C.らは、o-carboxymethyl chitosans （OCMCS）を磁性ナノ粒子に修飾するこ

とにより RES を回避可能であることを示し、さらに、OCMCS に葉酸（folic acid; 

FA）を結合させることにより腫瘍標的性磁性ナノ粒子へ発展させた[115]。葉酸

受容体（folate receptor; FR）は、FA をリガンドとする腫瘍関連膜タンパク質で

あり、正常細胞とがん細胞を区別して薬剤を届ける上で格好の標的となる[116]。

また、FR を介したエンドサイト―シスにより FA-薬剤複合体を細胞内へ輸送す

る機能[117]を活かして、FA 結合型磁性ナノ粒子をがん細胞内へ取り込ませるこ

とが可能になる。さらに、FA を用いる利点として、免疫原性および細胞毒性が

低く、安価で安定であることが挙げられる[115]。Fan, C.らが開発した FA 結合

型磁性ナノ粒子は、FR を発現しているヒト口腔上皮内がん、ヒト子宮頸がんに高

効率で取り込まれ、正常細胞への反応性が低いことが報告されている[115]。したがっ

て、FA 結合型磁性ナノ粒子を温熱療法に用いることで、予期せぬ副作用がなく、細胞

内から加温可能な新規温熱療法の開発が可能であると考えられる。 

さらに、膵臓がんを標的とした機能性磁性ナノ粒子も開発されている。膵臓がんは難

治がんの代表であり、5 年生存率は 5 %以下である。膵臓がんによる死亡率の高さの原

因は、膵臓がんと診断された際には既に他臓器へ浸潤・転移しており、劇症型の臨床

経過を辿る、そして適切な全身療法が不足していることが挙げられる。現在、膵臓がん

の根治療法は外科手術のみであるが、5 %-25 %の患者しか外科手術の適応にならな

ず、外科手術を施せない膵臓がん患者の予後は悪く、生存期間中央値は 3 か月から 6

ヶ月である[118]。以上の理由から、膵臓がんは国内におけるがんによる死亡原因の第

5 位であり、外科手術に代わる根治療法の開発が望まれている。そこで、膵臓がんの早

期 発 見 、治 療 を目 的 として、ウロキナーゼ型 プラスミノーゲン活 性 化 因 子 受 容 体

（urokinase plasminogen activator receptor, uPAR）を標的とした機能性磁性ナノ粒子

が 開 発 さ れ た [119] 。 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 （ urokinase 

plasminogen activator, uPA）は、がん細胞の浸潤や転移に関与しており、受容体であ

る uPAR は正常な膵臓では発現せず、多くの膵臓がんで過剰発現していることが報告
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されている[119-121]。さらに、uPAR を介したエンドサイトーシスにより高効率で抗がん

剤をがん細胞内へ送達可能であることも示されており、uPAR 標的性磁性ナノ粒子は膵

臓がんの早期診断および膵臓がんに対する化学療法において有用なナノ材料である

[119, 122]。Lee, G. Y.らは、抗がん剤ゲムシタビンを結合させた uPAR 標的性磁

性ナノ粒子を開発し、uPAR を結合していない磁性ナノ粒子を用いた場合と比較

して、効率よく膵臓がんの MRI診断および治療が可能であることを示した[119]。

この uPAR 標的性磁性ナノ粒子を温熱療法へ応用することにより、外科手術が

困難な膵臓がんに対する新たな治療法の確立が可能であると考えられる。 

 酸化鉄を利用した磁性ナノ粒子に代わる新しい磁性体として、鉄貯蔵タンパ

ク質であるフェリチンタンパク質[123]が注目されている。細胞内に取り込んだ

鉄イオンを利用し、磁性粒子を形成するフェリチンの特性を活かして、目的細

胞の磁気分離技術への応用が盛んに研究されている[124]。さらに、近年、フェ

リチンタンパク質の腫瘍標的性を活かした診断および抗がん剤送達が行われて

いる[125, 126]。腫瘍特異性を獲得するためには、磁性ナノ粒子の表面に抗体や

低分子を結合させることが一般的であるが、その過程が煩雑である、さらに用

いる試薬が高価であるといった問題が常に付きまとう。そして、粒子表面を修

飾しているために、目的細胞ではない予期せぬ細胞への結合、またナノ粒子同

士の凝集を引き起こし、磁性ナノ粒子の機能性が損なわれるという問題が度々

発生する[125, 127]。これらの問題を解決するために、フェリチンタンパク質が

トランスフェリン受容体 1（transferrin receptor 1, TfR1）を介して細胞へ結合す

る、さらにがん細胞が TfR1 を過剰発現していることを利用した腫瘍標的性ナノ

粒子が開発されている[125, 128, 129]。Fan, K.らは、鉄原子を包埋したフェリチ

ンタンパク質をがん診断に利用し、肝細胞がん、肺扁平上皮がん、大腸がん、

乳がん、前立腺がんなど幅広いがん細胞と正常細胞を高感度で識別可能である

ことを示した[125]。さらに、Liang, M.らは、抗がん剤ドキソルビシンを包埋し

たフェリチンタンパク質を薬物送達のキャリアーとして利用し、正常組織を傷

害することなく、腫瘍組織の増大を 3 週間抑制することに成功している[126]。
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フェリチンタンパク質をキャリアーとして用いる利点として、高価な抗体やペ

プチドを修飾する必要がない、生体内で元来発現しているため免疫原性が低い、

さらに大腸菌によって大量に精製できるため安価であることが挙げられる[125, 

126, 130]。このフェリチンタンパク質を磁性体として利用することで、高い腫瘍

標的性をもち、副作用が少ない新たな温熱療法の開発が可能であると考えられる。 

 

2.4 本章のまとめ 
 

2.1 節では、がんの三大療法である放射線療法、化学療法、外科療法と温熱療法を

併用した治療法について説明した。2.2 節では、遺伝子療法と温熱療法を融合した温

熱遺伝子療法を説明する上で重要な熱ストレスに対する細胞内メカニズムを示し、その

性質を利用した温熱誘導型遺伝子療法について紹介した。さらに、温熱療法で誘導さ

れる抗腫瘍免疫のメカニズムを説明し、温熱療法と免疫療法を併用した治療法の有用

性を示した。2.3 節では、機能性磁性ナノ粒子を利用した温熱療法の有用性、さらに、

今後温熱療法に応用可能な機能性磁性ナノ粒子について説明した。 

これらの背景を踏まえて、次章からは、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療

法後の抗腫瘍免疫を賦活する治療法の開発を目的として、温熱誘導型遺伝子発現シ

ステムの開発、および温熱免疫機構の解析について得られた成果を示す。 
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第 3 章 フィードバック増幅ループを含む 
温熱誘導型遺伝子発現システムの開発  

 

3.1 緒言 

 

 遺伝子療法は、がん治療を含む様々な医療分野への応用が期待されている

[18-21]。抗がん剤を用いた化学療法と同様に、遺伝子療法を臨床応用するため

には正常組織への副作用の低減が第一義であり、治療遺伝子の発現を意図的に

制御する技術の開発が急務である。この目的を達成するために、多くの研究者

が合成生物学の概念を取り入れ、人工的な遺伝子回路を設計している[131, 132]。

その中でもテトラサイクリン（Tet）発現システム[133]と HSP プロモーターシ

ステム[63]は効率的に遺伝子発現を制御可能なため幅広く用いられている。本研

究で利用した Tet-Off システム（Fig. 5）は、転写活性化タンパク質 tTA と TRE 配列に

よって構成される人工的な遺伝子高発現システムである。tTA は大腸菌由来のテトラサ

イクリンレセプター（tetR）とヘルペスウイルス由来の転写活性化ドメイン（vp16）の融合タ

ンパク質であり、vp16 ドメインが転写を活性化、tetR ドメインが TRE 配列に特異的に結

合する性質を持つ。TRE 配列と最小 CMV プロモーター（PCMVmin）によって構成される

合成プロモーター配列に tTA が結合することで、TRE 配列下流の目的遺伝子の発現

が誘導される。さらに、ドキシサイクリン（Dox）などの Tet 誘導体を添加することにより

tTA と TRE 配列の相互作用が阻害されるため、目的遺伝子の発現を抑制することも可

能である。また、HSP プロモーターシステムには、通常の細胞内では発現量が非常

に低いが、熱ストレスを含む細胞内ストレスが加わった際に迅速に発現する

HSP70B’ [35]のプロモーターが用いられることが多い。HSP70B’プロモーターは

加温された際だけ下流の遺伝子発現を誘導する厳密なプロモーターとして働く

が、構成的に遺伝子発現を誘導する CMV プロモーターなどのウイルスプロモー

ターと比較して活性が低いことが問題として挙げられる[36]。 

そこで本研究では、HSP70B’プロモーターによる目的遺伝子の発現量をさらに増強
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することを目的として、Tet-Off システムと HSP プロモーターシステムを融合したハイブリ

ッドプロモーターを作製し、加温をスイッチとした 2 段階発現増幅システムを構築した

（Fig. 6A）[134]。2 段階発現増幅システムでは、まず、加温をスイッチとして HSP70B’プ

ロモーターが駆動し、下流の遺伝子配列が mRNA に転写される。その後、スプライシン

グドナー（SD）とスプライシングアクセプター（SA）間のイントロンがスプライスアウトされ、

転写活性化タンパク質 tTA が翻訳される。発現した tTA が上流の TRE 配列に結合す

ることで、ポジティブフィードバック的に tTA が大量発現する。その後、目的遺伝子上流

の TRE 配列に大量発現した tTA が結合することで、目的遺伝子の大量発現が誘導さ

れる。一方で、この 2 段階発現増幅システムが機能するためには、tTA 発現プラスミドベ

クターと目的遺伝子発現プラスミドベクターが同一核内に導入されることが必須である

ため、臨床応用する際には遺伝子導入効率がボトルネックとなる恐れがある。そのため

本研究ではさらに、これらの発現ユニットをひとつのプラスミドベクターに含有する

One-pack システムを構築し、さらなる発現効率の向上を狙った（Fig. 6B）[134]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 5 Tetracycline-controlled expression system used in this study. Tetracycline-responsive 
transcriptional activator (tTA) binds to the tetracycline-responsive element (TRE) and induces the 
transcription of the downstream gene. After the addition of tetracycline or its analogs, such as 
doxycycline (Dox), the interaction between tTA and TRE is inhibited and gene expression is 
switched off (Tet-Off system).  
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Fig. 6 Schematic diagrams of the strategy for heat-inducible gene expression. (A) Mechanism of 
action in heated cells co-transfected with the transactivator plasmid and the target gene expression 
plasmid. (1) Hyperthermia induces tTA expression mediated by the HSP70B’ promoter; (2) tTA 
activates the TRE/PCMVmin promoter to induce additional tTA expression, providing a 
transcriptional positive feedback loop; (3) highly expressed tTA also induces target gene 
expression under the control of the TRE/ PCMVmin promoter. (B) Mechanism of heat-induced gene 
expression in cells transfected with the one-pack plasmid. (1) Hyperthermia induces the 
expressions of both target gene and tTA mediated by the HSP70B’ promoter and the bicistronic 
IRES; (2), (3) tTA activates TRE/PCMVmin promoter to induce further expressions of target gene 
and tTA providing a transcriptional positive feedback loop [134]. 
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3.2 レポーター遺伝子 LacZ を用いた温熱誘導型遺伝子発現

システムの機能解析 

 

3.2.1 本節の目的 

 

 本節では、HSP70B’プロモーターと Tet-Off システムを融合することにより、

加温をスイッチとして目的遺伝子の大量発現を誘導する温熱誘導型遺伝子発現

システムの構築を目的とした。まず、tTA 発現プラスミドベクターと目的遺伝子発現プラ

スミドベクターを作製し、レポーター遺伝子 LacZ の発現を継続的に測定することにより、

2 段階発現増幅システムの機能解析を行った。また、HSP70B’プロモーターと TRE

配列を組み合わせたハイブリッドプロモーターと CMV プロモーターの活性値を比較す

ることにより、HSP70B’プロモーターの問題点である活性値の低さが改善されたかを確

認した。最後に、tTA 発現プラスミドベクターと目的遺伝子発現プラスミドベクターを利

用した 2 段階発現増幅システムをひとつのプラスミドベクターに含有する One-pack シス

テムを構築し、さらなる発現効率の向上が達成されるかを検討した。 

 

3.2.2 実験方法 

 

3.2.2.1 HSP70B’プロモーター配列のクローニング方法 

 

 本研究で使用した HSP70B’プロモーター配列領域は、HEK293 細胞（Riken 

BioResourse Centar, Tsukuba, Japan）由来のゲノム DNA を鋳型として PCR 法により

取得した遺伝子配列である[134, 135]。使用した遺伝子領域は 6 つの HSE 配列を含ん

でおり、HSP70B’遺伝子の 5’-UTR の開始位置（転写開始位置）を+1 とした際の-342

から+114 にかけての 456 bp の断片である。以下に簡潔に HSP70B’プロモーター配列

のクローニング方法を記載する。クローニングするためのプライマー（Table 3）の

各端には、制限酵素 KpnI と EcoRI の認識サイトがそれぞれ付加されており、PCR
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用マイクロチューブ内の反応溶液の組成は、鋳型 DNA 溶液 1.2 μL、10 × PCR 

buffer 5 μL、2mM dNTP 5 μL、25 mM MgSO4 2 μL、プライマー Fw 1 μL（10 pmol）、

プライマー Rv 1 μL（10 pmol）、DNA ポリメラーゼ（KOD -Plus-; Toyobo, Osaka, 

Japan）1 μL である。94°C で 2 分間処理した後（初期熱変性）、94°C で 15 秒間

（熱変性）、62°C で 30 秒間（アニール）、68°C で 15 秒間（伸長）を 1 サイク

ルとし、これを 30 サイクル繰り返した。アガロースゲル電気泳動を行うことに

より、増幅した PCR 産物が目的の DNA 断片であるかを確認した。 

 

Table 3 PCR primers used in cloning of the human HSP70B’ promoter. (Restriction sites were 

underlined.) 

Gene   Sequence Site 

HSP 
FW 5'-GGGGTACCGCCTCTAAAGTTGCTGCTTTTG-3' KpnI 

RV 5’-GGAATTCAAGCTTCTTGTCGGATGCTG-3’ EcoRI 

 

3.2.2.2 プラスミドベクターの作製方法 

 

 使用したプラスミドベクターの作製方法を以下に記載する。 

 

<pCMV/tTA の作製> 

 pCMV/tTA のコンストラクトとその作製手順を Fig. 7 に示す。pTet-Off（Clontech, Palo 

Alto, CA, USA）を制限酵素 XhoI で切断し、リガーゼ処理により自己閉環化させること

で pCMV/tTA を作製した[136]。 

 

 

 

 

Fig. 7 Flowchart for the construction of pCMV/tTA plasmid. 
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<pTRE-CMVmin/Z の作製> 

 pTRE-CMVmin/Z のコンストラクトとその作製手順を Fig. 8 に示す。pMSCV/NΔAβ 

[137]由来の LacZ 配列の DNA フラグメントを制限酵素 NotI で切断した pTRE2hyg

（Clontech）とリガーゼ処理により連結させることで pTRE-CMVmin/Z を作製した[138]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 Flowchart for the construction of pTRE-CMVmin/Z plasmid. 

 

<pHSP-TRE/tTA の作製> 

 pHSP-TRE/tTA のコンストラクトとその作製手順を Fig. 9 に示す。3.2.2.1 に記載し

た方法で取得した PCR 産物を制限酵素 KpnI と EcoRI で切断し、制限酵素 KpnI

と EcoRI で切断した pTRE-CMVmin/Z とリガーゼ処 理 により連 結 させることで

pTRE-HSP456/Z を作製した[135]。そして、pTRE-HSP/Z から制限酵素 KpnI およ

び HindIII で切断した HSP プロモーター配列の DNA フラグメントを制限酵素 KpnI

および HindIII で切断した pETBlue II（Novagen, Madison, WI, USA）とリガーゼ処理に

より連結させることで pET/pHSP を作製した。 
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次に、制限酵素 ClaI と EcoRI が付着した SA 配列（Table 4）を全合成により

取得した。また、SD 配列を含む TRE 配列は pTRE-tight（Clontech）を鋳型にし

て Table 5 に示すプライマーを用いて PCR 法により増幅した。PCR 産物を制限

酵素 HindIII と ClaI で切断し、全合成した SA 配列と共に、制限酵素 HindIII と

EcoRI で切断した pETBlue II とリガーゼ処理により連結させることで pET/TRE を作製

した。 

最後に、pET/pHSP から制限酵素 SalI と HindIII で切断した HSP プロモーター配

列の DNA フラグメント、pET/TRE から制限酵素 HindIII と EcoRI で切断 した

SD-TRE-SA 配 列 の DNA フ ラ グ メ ン ト を 制 限 酵 素 XhoI と EcoRI 切 断 し た

pTet-Off-Advanced（Clontech）とリガーゼ処理により連結させることで pHSP-TRE/tTA

を作製した。そして、PCR 法により増幅した HSP プロモーターの配列確認を行うため、

このサンプルのシーケンス解析を北海道システムサイエンス社（Hokkaido, Japan）に依

頼した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Flowchart for the construction of pHSP-TRE/tTA plasmid. 



第 3 章 フィードバック増幅ループを含む温熱誘導型遺伝子発現システムの開発 

33 
 

Table 4 Oligonucleotide sequences corresponding to SA fragment. (Restriction sites were 

underlined.) 

Gene Sequence Site 

SA 
 5’-CGATACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGG-3’ ClaI 

 5’-AATTCCCTGTGGAGAGAAAGGCAAAGTGGATGTCAG TAT-3’ EcoRI 

 

Table 5 PCR primers used in cloning of TRE gene tagged with SD sequence. (Restriction sites 

were underlined and the SD sequence was dark underline.)  

Gene   Sequence Site 

TRE 
FW 5’-CGCAAGCTTCAGGTAAGTAGGCCCTTTCGTCTT CACTC-3’ HindIII

RV 5’-AAATCGATGCGATCTGACGGTTCACTAAAC-3’ ClaI 

 

< pHSP-TRE/Z/IRES/tTA の作製> 

pHSP-TRE/Z/IRES/tTA のコンストラクトとその作製手順を Fig. 10 に示す。まず、上述

の pHSP-TRE/tTA を制限酵素 EcoRI で切断し、DNA Blunting Kit（Takara, Siga, 

Japan）を使用して DNA フラグメントの平滑化を行った後で、CIP 処理を行った。次に、

本 研 究 室 で構 築 された pQMSCV/eG/TRE/OVA/LacZ/IRES/tTA[138] を 制 限 酵 素

NheI と XhoI により切断し、DNA フラグメントの平滑化を行った。そして、これら 2 断片を

リガーゼ処理により連結させることで pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を作製した。 
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Fig. 10 Flowchart for the construction of pHSP-TRE/Z/IRES/tTA plasmid. 

 

< pHSP-TRE/Z の作製> 

 pHSP-TRE/Z の コ ン ス ト ラ ク ト と そ の 作 製 手 順 を Fig. 11 に 示 す 。 上 述 の

pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を制限酵素 BamHI で切断し、リガーゼ処理により自己閉環化

させることで pHSP-TRE/Z を作製した。 

 

 

 

Fig. 11 Flowchart for the construction of pHSP-TRE/Z plasmid. 
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3.2.2.3 細胞培養 

 

ヒト子宮頸がん細胞株 HeLa （Riken BioResource Center）は、ウシ胎児血清（fetal 

bovine serum; FBS）を 10%、ベンジルペニシリンカリウム（Wako, Osaka, Japan）

を 100 unit/mL、ストレプトマイシン硫酸塩（Wako）を 100 μg/mL および炭酸水

素ナトリウム（Wako）を 1.5 g/L 添加した高グルコース DMEM（Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium; Gibco BRL, MD, USA）を用いて培養した。細胞培養は、

37°C、5% CO2 インキュベータ内で行った。 

 

3.2.2.4 LacZ 遺伝子を用いたレポーターアッセイ 

 

レポーターアッセイの実験スキームを Fig. 12 に示す。まず、遺伝子導入を行う 24 時

間前に、1.0 × 106 cells/dish の細胞密度で HeLa 細胞を 60 mm ディッシュに前播種し

た。翌日、Lipofectamine 2000（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いたリポフェクショ

ン法により、レポーター遺伝子発現プラスミド（pTRE-CMVmin/Z; 4 μg/dish）と tTA 遺伝

子発現プラスミド（pCMV/tTA または pHSP-TRE/tTA; 4 μg/dish）、または One-pack 型

レポーター遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/Z/IRES/tTA; 8 μg/dish）を HeLa 細胞に

遺伝子導入した。tTA によるポジティブフィードバック効果が得られないコントロール実

験 では、空 ベクター（ pETBlue II; 4 μg/dish ）とレポーター遺 伝 子 発 現 プラスミド

（pTRE-CMVmin/Z; 4 μg/dish）、または空ベクター（pETBlue II; 4 μg/dish）とレポータ

ー遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/Z; 4 μg/dish）を HeLa 細胞へ遺伝子導入した。さ

らに、ポジティブフィードバックループによる遺伝子大量発現の効果を調べるために、加

温する 24 時間前からレポーター遺伝子発現プラスミドを導入した HeLa 細胞を Dox（1 

μg/mL）入り培地で培養した。 

遺伝子導入から 24 時間後、細胞培養ディッシュの側面をパラフィルムにより厳重に

覆うことで水の侵入を防ぎ、恒温槽に 1 時間保持することにより細胞を 41°C、43°C、

45°C で加温し、LacZ 遺伝子がコードする β-ガラクトシダーゼの発現誘導を行った。加
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温終了後、即座に細胞を回収し、24 穴プレートに 1.0 × 105 cells/well の細胞密度で再

播種した。加温終了から 0、6、12、24、48 時間後に 24 穴プレートから細胞をそれぞれ

マイクロチューブに回収し、リン酸緩衝生理食塩水（phosphate-buffered saline; PBS） 

1 mL で洗浄した後、6,000 rpm、5 分間、4°C で遠心分離し、上清を廃棄した。この PBS

による洗浄を 3 回行った後に、凍結融解により採取した細胞内タンパク質を用いて、β-

ガラクトシダーゼ活性測定[137]および細胞内総タンパク質量測定[139]を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12 Scheme of reporter gene assays using reporter gene expression plasmids. 

 

3.2.3 実験結果と考察 

 

3.2.3.1 2 段階発現増幅システムにおけるハイブリッドプロモーターの機能解析 

 

プラスミド pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を HeLa 細胞へ一過性で共導入

し、その 24 時間後に加温を行い、LacZ 遺伝子の発現を経時的に調べることにより、ハ

イブリッドプロモーターの機能解析を行った（Fig. 13）。Fig. 13 の横軸は加温を終了して

から経過した時間、縦軸は細胞内総タンパク質量あたりの-ガラクトシダーゼ活性を示

している。細胞への加温は、43°C、1 時間の条件で行った。Fig. 13 より、加温を行わな

かった場合では、LacZ 遺伝子の発現はほとんど確認されなかった。これと比較して、プ
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ラスミド pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を遺伝子導入し、加温を行った場

合では、加温をスイッチとしてハイブリッドプロモーターが駆動し、即座に LacZ 遺伝子の

発現誘導が観察された。加温終了から 24 時間後にプロモーター活性は最大値を示し、

この際の LacZ 遺伝子の発現量はプラスミド pTRE-CMVmin/Z を単独導入し、加温を

行わなかった場合と比較して 1000 倍であった。以上の結果より、作製したハイブリッドプ

ロモーターのリークの低さが示され、加温をスイッチとして駆動するハイブリッドプロモー

ターの活性により目的遺伝子の発現が誘導されることが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 13 Reporter gene expression mediated by a heat-induced positive feedback system. HeLa 
cells were transfected with pTRE-CMVmin/Z alone (open symbols) or co-transfected with 
pHSP-TRE/tTA and pTRE-CMVmin/Z (closed symbols), and incubated at 37 °C (circles) or 
heated at 43°C for 1 h (triangles). The data are expressed as mean ± SD (n=3) [134]. 
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3.2.3.2 2 段階発現増幅システムにおけるポジティブフィードバック効果の解析 

 

 作製したハイブリッドプロモーターが加温をスイッチとして目的遺伝子の発

現を誘導することが示されたため、次に、プラスミド pHSP-TRE/tTA および

pTRE-CMVmin/Z を HeLa 細胞へ一過性で導入し、その 24 時間後に加温を行い、

LacZ 遺伝子の発現を経時的に調べることにより、開発したシステムのポジティブフィード

バック機能を評価した（Fig. 14A）。Fig. 14A の横軸は加温を終了してから経過した時

間、縦軸は細胞内総タンパク質量あたりの-ガラクトシダーゼ活性を示している。細胞

への加温は、43°C、1 時間の条件で行った。先程と同様に、プラスミド pHSP-TRE/tTA

および pTRE-CMVmin/Z を遺伝子導入し、加温を行わなかった場合では、培養期

間中 LacZ 遺伝子の発現はほとんど誘導されず、作製したハイブリッドプロモーターのリ

ークの低さが改めて実証された。プラスミド pHSP-TRE/Z を単独導入し、加温を行った

場合では、加温直後から-ガラクトシダーゼ活性の増加を確認し、ハイブリッドプロモー

ターの活性は加温から 12-24 時間後に最大を迎えた。しかしながら、加温終了から 48

時間後には、ハイブリッドプロモーターの活性低下に起因して LacZ 遺伝子の発現量は

加温を行わなかった場合と同レベルまで急激に低下した。これと比較して、プラスミド

pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を遺伝子導入し、加温を行った場合では、

加温をスイッチとして LacZ 遺伝子の発現が誘導され、加温終了から 48 時間後に、恐ら

く細胞増殖による細胞あたりのプラスミドの減少に起因してやや活性が減少したものの、

持続的な LacZ 遺伝子の高発現が観察された。以上の結果から、開発した 2 段階発現

増幅システムは、HSP70B’プロモーターの熱誘導性と Tet-Off システムの転写増強を兼

ね揃えていることが示唆された。 

  また、開発した 2 段階発現増幅システムは Tet-Off システムを組込んでいるため、

Dox を利用することにより tTA と TRE 配列の結合が阻害されるので、tTA のポジフィー

ド バ ッ ク を キ ャ ン セ ル し た 効 果 を 調 べ る こ と が 可 能 で あ る 。 そ こ で 、 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/tTA と pTRE-CMVmin/Z を HeLa 細胞へ一過性で導入し、その 24 時間後

に 43°C、1 時間の加温を行い、LacZ 遺伝子の発現を調べることにより、Fig.14A で観察
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された目的遺伝子の高発現は tTA の転写増強に起因しているかを評価した（Fig. 

14B）。Fig. 14B は加温を終了してから 24 時間後の細胞内総タンパク質量あたりの-ガ

ラクトシダーゼ活性を示している。Dox を添加するサンプル群については、遺伝子導入

の 6 時間後に 1.0 μg/mL Dox 入り培地で培地交換を行った。プラスミド pHSP-TRE/tTA

と pTRE-CMVmin/Zを遺伝子導入し、加温を行った後に Doxを添加した場合では、

Dox により tTA と TRE 配列の結合が阻害され、加温を行わなかったコントロールと同程

度の-ガラクトシダーゼ活性値を示した。Dox を添加しなかった場合では、加温をスイッ

チとして LacZ 遺伝子の大量発現が誘導され、Dox を添加した場合と比較して 1850

倍の-ガラクトシダーゼ活性を示した。以上の結果より、Fig. 14A で得られた LacZ 遺

伝子の高発現は、加温をスイッチとした tTA のポジティブフィードバックに起因している

と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 14 (A) Reporter gene expression mediated by a heat-induced positive feedback system. HeLa 
cells were transfected with pHSP-TRE/Z alone (open symbols) or co-transfected with 
pHSP-TRE/tTA and pTRE-CMVmin/Z (closed symbols), and incubated at 37 °C (circles) or 
heated at 43°C for 1 h (triangles). The data are expressed as mean ± SD (n=3). (B) -galactosidase 
activity at 24 h after heat treatment. HeLa cells were transfected with pHSP-TRE/Z alone (open 
column) or co-transfected with pHSP-TRE/tTA and pTRE-CMVmin/Z in the presence (shaded 
column) or absence (closed column) of Dox (1 g/mL). Cells were then incubated at 37 °C (open 
column) or heated at 43 °C for 1 h (shaded and closed columns). The data are expressed as mean ± 
SD (n=3) [134]. 
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3.2.3.3 ハイブリッドプロモーター活性の温度依存性評価 

  

温熱療法における温度設定は、加温領域のがん細胞のネクローシスを引き起

こす 43°C-46°C、または抗腫瘍免疫を活性化させる 39°C-41°C という様に目的に

より使い分けられる。本研究で構築した温熱誘導型遺伝子発現システムと温熱

療法を併用する上で、上記の温度領域におけるハイブリッドプロモーター活性

を把握することが非常に重要である。そこで、43°C の加温に加え、41°C、45°C

を温度条件として新たに設定し、LacZ 遺伝子の発現量を比較することにより、

作製したハイブリッドプロモーター活性の温度依存性を評価した。 

プラスミド pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を HeLa 細胞へ一過性で共導入

し、その 24 時間後に 41°C、43°C、45°C で 1 時間の加温を行い、LacZ 遺伝子の発現

量を 24 時間後に比較した（Fig. 15）。Fig. 15 の横軸は温度条件、縦軸はプラスミド

pHSP-TRE/Z を導入し、加温を行わなかった場合（37°C）の活性を 1 とした際の相対的

な活性を示している。加温を行わなかった場合（37°C）では、tTA によるポジティブフ

ィードバック効果が得られない場合（プラスミド pHSP-TRE/Z 単独導入）と比較し

て、プラスミド pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を共導入した際に約 3 倍の

活性を示したが、ハイブリッドプロモーター活性の絶対量は低かった。一方で、

加温を行った場合の-ガラクトシダーゼ活性は、tTA によるポジティブフィードバ

ック効果が得られない場合（プラスミド pHSP-TRE/Z 単独導入）と比較して、プラ

スミド pHSP-TRE/tTA および pTRE-CMVmin/Z を共導入した際に、43°C の加温と tTA

の併用効果により約 3000 倍、45°C の加温と tTA の併用効果により約 6500 倍に増強さ

れた。また、HSP70B’プロモーターにより誘導された遺伝子発現量は、加温から 24 時間

後では温度条件 43°C、45°C 間で差異はほとんど無かったが（Fig. 15; open 

symbols）、加温から 48 時間後では温度条件 45°C においてより高い LacZ 遺伝

子発現量を得た（data not shown）。したがって、HSP70B’プロモーターの活性は温度

条件 45°C においてより高いことが分かったが、温度条件 43°C と比較して LacZ

遺伝子発現の遅れが観察された。この原因として、温度条件 43°C と比較して、
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温度条件 45°C では細胞ダメージがより大きく、目的タンパク質の合成に影響を

及ぼしたことが考えられる。この結果から、HSP70B’プロモーターによる遺伝子発

現量は細胞ストレスに比例して増強されることが示唆された。 

本実験により、37°C、41°C といった温度では HSP70B’プロモーターが駆動しない

ため、ハイブリッドプロモーターの活性は低く、目的遺伝子の発現を制御することが示さ

れた。また、43°C、45°C といった温度では HSP70B’プロモーターが駆動し、ハイブリッド

プロモーターにより目的遺伝子の発現増強が誘導されることが分かった。以上の結果よ

り、構築した温熱誘導型遺伝子発現システムを利用することにより、副作用が少なく（加

温された際のみ遺伝子発現を誘導する）、長期的に（tTA の転写増強による持続的な

遺伝子発現）治療効果が得られる新規がん治療法を開発することが可能であることが

示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 15 Reporter gene expression mediated by a heat-induced positive feedback system. HeLa 
cells were transfected with pHSP-TRE/Z alone (open symbols) or co-transfected with 
pHSP-TRE/tTA and pTRE-CMVmin/Z (closed symbols), and heated at respective temperatures. 
Relative -galactosidase activity is defined as the relative value to the -galactosidase activity of 
the cells transfected with pHSP-TRE/Z alone without heating (37 °C) at 0 h. The data are 
expressed as mean ± SD (n=3) [134]. 
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3.2.3.4 One-pack システムの機能解析 

 

臨床応用を想定した場合、2 種類の遺伝子発現ベクターを用いることは遺伝子

導入効率の観点から望ましくないため、要素を一つのプラスミドベクターに含

有した One-pack 型のプラスミドベクターpHSP-TRE/Z/IRES/tTA を作製した。One-pack

型プラスミド pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を HeLa 細胞へ一過性で導入し、その 24 時間後

に 43°C、1 時間の加温を行い、LacZ 遺伝子の発現を経時的に調べることにより、

One-pack システムの機能解析を行った（Fig. 16A, B）。Fig. 16A の横軸は加温を終了

してから経過した時間、縦軸はプラスミド pHSP-TRE/Z を導入し、加温を行わなかった

場合（37°C）の-ガラクトシダーゼ活性を 1 とした際の相対的な-ガラクトシダーゼ活性

を表示している。加温を行わなかった場合では、プラスミド pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を

含むすべての遺伝子導入条件において、-ガラクトシダーゼ活性はほとんど観察され

なかった。ハイブリッドプロモーターのリークにより tTA が発現し、それにより LacZ 遺伝子

の転写増幅が少なからず誘導されることが懸念されたが、One-pack システムにおいても

ハイブリッドプロモーターのリークの低さが示された。これと比較して、加温を行った場合 

では、tTA によるポジティブフィードバック効果が得られない場合（プラスミド

pHSP-TRE/Z 単独導入）と比較して、プラスミド pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を遺伝子導

入した場合で LacZ 遺伝子の発現量の増強が観察された。また、2 段階発現増幅シス

テムと同様に、One-pack システムにおいても Dox 添加により tTA の転写増強をキャンセ

ルした効果を調べた（Fig. 16B）。Fig. 16B の横軸は加温を終了してから経過した時間、

縦軸はプラスミド pHSP-TRE/Z を導入し、加温を行わなかった場合（37°C）の-ガラクト

シダーゼ活性を 1 とした際の相対的な-ガラクトシダーゼ活性を表示している。Dox を

添加するサンプル群については、遺伝子導入の 6 時間後に 1.0 μg/mL Dox 入り培地で

培地交換を行った。Fig. 16B に示すように、-ガラクトシダーゼ活性は Dox 添加により

抑制され、プラスミド pHSP-TRE/Z を導入し、加温を行った場合（Fig. 16A）と同程度の

活性を示した。Dox を添加しなかった場合では、加温終了から 48 時間後に Dox を添加

した場合と比較して 6 倍高い-ガラクトシダーゼ活性を示した。以上の結果より、Fig. 
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16A で観察された目的遺伝子の発現量の増強は、tTA のポジティブフィードバックに起

因していると考えられる。 

次に、ハイブリッドプロモーターと CMV プロモーターの活性値を比較することにより、

HSP70B’プロモーターの問題点である活性の低さが改善されたかを確認した（Fig. 

16C）。Fig. 16C は、24 時間後の活性値を 2 段階発現増幅システム、One-pack システ

ムおよび pCMV システム（プラスミド pCMV/tTA および pTRE-CMVmin/Z）と比較したも

のである。pCMV システムは、CMV プロモーターにより構成生産された tTA で LacZ 遺

伝子を高発現する Tet-Off システムである。Fig. 16C の横軸は導入したシステム、縦軸

は pCMV システムの活性を 100%とした際のハイブリッドプロモーターの活性を相対値

で示している。Fig. 16C より、tTAによるポジティブフィードバック効果が得られな

いコントロール（プラスミド pHSP-TRE/Z 単独導入）では、pCMV システムの 22 %

の活性を示した。また、2 段階発現増幅システムは、加温をスイッチとした tTA の発現増

強により LacZ 遺伝子の高発現が誘導され、pCMV システムの 51 %の活性を示した。こ

れに対し、One-pack システムの方が 2 段階発現増幅システムより高い LacZ 遺伝子発

現を示し、One-pack システムは pCMV システムの 95%に匹敵する活性を示した。これは、

2 段階発現増幅システムが機能するためには、tTA 発現プラスミドベクターと目的遺伝

子発現プラスミドベクターが同一核内に導入されることが必須であるが、これらの機能

をひとつのプラスミドベクターに集約した One-pack システムの方が効率良く目的遺伝子

の高発現を誘導できるためであると考えられる。これを実証するために、構成的にレポ

ーター遺伝子を発現するプラスミド pcDNA6.2/emGFP、pcDNA4/P1DsRed を用いて 2

段階発現増幅システムおよび One-pack システムの遺伝子導入効率の比較を行った

（Fig. 16D-F）。Fig. 16D、E より、プラスミド pcDNA6.2/emGFP または pcDNA4/P1DsRed

を HeLa 細胞へ一過性で単独導入した場合では、陽性細胞率はそれぞれ 73 %、71 %

であったのに対して、プラスミド pcDNA6.2/emGFP および pcDNA4/P1DsRed を HeLa

細胞へ一過性で共導入した場合では、二重陽性細胞率は 43 %であった（Fig. 16F）。

以上の結果より、One-pack システムは 2 段階発現増幅システムと比較して、効率良く目

的遺伝子の高発現を誘導できることが示唆された。 
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Fig. 16 Functional analysis of the one-pack plasmid. (A) HeLa cells were transfected with 
pHSP-TRE/Z (open symbols) or pHSP-TRE/Z/IRES/tTA (closed symbols), and incubated at 37 °C 
(circles) or heated at 43 °C for 1 h (triangles). Relative -galactosidase activity is defined as the 
relative value to the -galactosidase activity of the cells transfected with pHSP-TRE/Z alone 
without heating (37 °C) at 0 h. The data are expressed as mean ± SD (n=3). (B) HeLa cells were 
transfected with pHSP-TRE/Z/IRES/tTA and cultured in the presence (open symbols) or absence 
(closed symbols) of Dox (1 g/mL). Cells were then incubated at 37 °C (circles) or heated at 
43 °C for 1 h (triangles). Relative -galactosidase activity is defined as the relative value to the 
-galactosidase activity of the cells transfected with pHSP-TRE/Z alone without heating (37 °C) 
at 0 h. The data are expressed as mean ± SD (n=3). (C) HeLa cells were transfected with 
pHSP-TRE/Z (control), pHSP-TRE/tTA and pTRE-CMVmin/Z (two plasmids) or 
pHSP-TRE/Z/IRES/tTA (one-pack plasmid), and heated at 43 °C for 1 h. Relative -galactosidase 
activity at 24 h after heat treatment is defined as the relative value to the -galactosidase activity 
of the cells co-transfected with pCMV/tTA and pTRE-CMVmin/Z. The data are expressed as mean 
± SD (n=3). (D-F) Microscopic observation of HeLa cells after reporter gene expression plasmids 
transfer for the transfection efficiencies assay. Cells were transfected with pcDNA6.2/emGFP (D), 
pcDNA4/P1DsRed (E) or pcDNA6.2/emGFP and pcDNA4/P1DsRed (F), and incubated at 37 °C. 
(left) Bright-field microscopy images. (right) Fluorescence microscopy images [134]. 
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3.2.4 本節のまとめ 

 

 本節では、HSP70B’プロモーターと Tet-Off システムを融合することにより温

熱誘導型の遺伝子大量発現システムを開発した。tTA 発現プラスミドベクターと目的

遺伝子発現プラスミドベクターを利用した 2 段階発現増幅システムでは、43°C、45°C の

加温により HSP70B’プロモーターが駆動し、LacZ 遺伝子の発現が誘導された。そ

して、加温せず、tTA のポジティブフィードバック効果が得られない場合と比

較して、加温と tTA のポジティブフィードバック効果が得られる場合では、43°C

の加温により約 3000 倍の-ガラクトシダーゼ活性を、45°C の加温により約 6500 倍の-

ガラクトシダーゼ活性を得た。観察された LacZ 遺伝子の発現増強は tTA のポジティ

ブフィードバックに起因していることが Dox を用いた実験により判明した。そ

して、目的遺伝子と tTA の発現をひとつのユニットで制御する One-pack システ

ムでは、pCMV システムの 95 %に匹敵する活性を示し、遺伝子導入効率の面からも

効率良く目的遺伝子の高発現を誘導できることが示唆された。以上の結果より、構築し

た温熱誘導型遺伝子発現システムをがん治療へ応用することにより、温熱療法による

加温をスイッチとして長期的に高い治療効果を発揮できる新規がん治療法の開発が可

能であることが示唆された。 

 

3.3 治療遺伝子 HSV-tk および TNF-α を用いた温熱誘導型遺

伝子発現システムの機能解析 

 

3.3.1 本節の目的 

 

 本節では、前節で構築した One-pack システムにより治療遺伝子を発現させ、

がん治療への応用を目指した。自殺遺伝子 HSV-tk、腫瘍壊死因子 TNF-α による

遺伝子療法をモデルとして検討を行った。ウイルス由来の代謝酵素遺伝子であ
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る HSV-tk はプロドラッグとして投与したガンシクロビル（ganciclovir; GCV）を

リン酸化し、リン酸化された GCV は DNA 合成を阻害し、細胞増殖を抑制する

[75]。GCV 投与により HSV-tk 遺伝子を発現する細胞を特異的にあたかも自殺し

たかのように破壊することが可能となることから、HSV-tk 遺伝子は自殺遺伝子

とも呼ばれている。また、腫瘍壊死因子 TNF-α は、主にマクロファージから産

生され、がん細胞膜上の腫瘍壊死因子受容体に結合し、カスパーゼ経路を活性

化させることによりアポトーシスを誘導するサイトカインである[140]。これら

治療遺伝子をがん細胞へ遺伝子導入し、43°C、1 時間の温熱療法後にアポトーシ

ス細胞数、生細胞数を測定することにより、温熱療法と遺伝子療法の併用効果

が得られるかを確認した。 

 

3.3.2 実験方法 

 

3.3.2.1 プラスミドベクターの作製方法 

 

 使用したプラスミドベクターの作製方法を以下に記載する。 

 

<pHSP-TRE/TK/IRES/tTA の作製> 

pHSP-TRE/TK/IRES/tTA のコンストラクトとその作製手順を Fig. 17 に示す。まず、上

述の pHSP-TRE/Z/IRES/tTA を制限酵素 NotI で切断し、DNA Blunting Kit（Takara）

を使用して DNA フラグメントの平滑化を行った後で、CIP 処理を行った。次に、本研究

室で構築された pQMSCV/PTNIG[141]を制限酵素 SacII により切断し、DNA フラグメン

トの平滑化を行った。そして、これら 2 断片をリガーゼ処理により連結させることで

pHSP-TRE/TK/IRES/tTA を作製した。 

 

 

 



第 3 章 フィードバック増幅ループを含む温熱誘導型遺伝子発現システムの開発 

47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Flowchart for the construction of pHSP-TRE/TK/IRES/tTA plasmid. 

 

<pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA の作製> 

 pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA のコンストラクトとその作製手順を Fig. 18 に示す。

本研究室で構築された pTRE-HSP456/α[135]を制限酵素 NotI で切断し、制限酵素

NotI で切断した pHSP-TRE/Z/IRES/tTA とリガーゼ処 理 により連 結 させることで

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 Flowchart for the construction of pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA plasmid. 
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3.3.2.2 細胞培養 

 

ヒト子宮頸がん細胞株 HeLa（Riken BioResource Center）およびヒト肺胞上皮がん細

胞株 A549（Riken BioResource Center）は、FBS を 10%、ベンジルペニシリンカリ

ウム（Wako）を 100 unit/mL、ストレプトマイシン硫酸塩（Wako）を 100 μg/mL

および炭酸水素ナトリウム（Wako）を 1.5 g/L 添加した高グルコース DMEM

（Gibco BRL）を用いて培養した。細胞培養は、37°C、5% CO2 インキュベータ

内で行った。 

 

3.3.2.3 治療遺伝子 HSV-tk を用いた細胞傷害アッセイ 

 

治療遺伝子 HSV-tk を用いた細胞傷害アッセイの実験スキームを Fig. 19 に示す。ま

ず、遺伝子導入を行う 24 時間前に、1.6 × 105 cells/well の細胞密度で HeLa 細胞を 6

穴プレートに前播種した。翌日、Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いたリポフェクシ

ョン法により、治療遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/TK/IRES/tTA; 1.6 μg/well）を

HeLa 細胞に遺伝子導入した。tTA によるポジティブフィードバック効果が得られないコ

ントロール実験では、空ベクター（pETBlue II; 1.6 μg/well）を遺伝子導入した。また、

Dox によるポジティブフィードバックをキャンセルした効果を調べる条件では、加温する

24 時間前に治療遺伝子発現プラスミドを遺伝子導入した HeLa 細胞を Dox（1 μg/mL）

入り培地で培養した。 

遺伝子導入から 24 時間後、細胞培養プレートの側面をパラフィルムにより厳重に覆

うことで水の侵入を防ぎ、恒温槽に 1 時間保持することにより細胞を 43°C で加温し、 

HSV-tk 遺伝子の発現誘導を行った。加温終了後、即座に細胞を回収し、5.0 × 103 

cells/well の細胞密度で 96 穴プレートに再播種した。この際、細胞のアポトーシスを誘

導するために、培地中に GCV（0.01-1000μg/mL）を添加した。加温終了から 4 日後に、

WST-8 法に基づく Cell Counting Kit-8（Dojindo, Kumamoto, Japan）により生細胞数を

測定した。生細胞率は次式を用いて算出した。 
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Cell viability [%] = (the number of viable cells in the tested dish) / 

             (the number of viable cells in the pETBlue 

control dish at 37°C) × 100 

また、terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick labeling （TUNEL）

法に基づく In situ cell Death Detection Kit （Roche, Mannheim, Germany）によりアポト

ーシス細胞を染色し、BZ-9000 蛍光顕微鏡（Keyence, Tokyo, Japan）によりアポトーシ

ス細胞を観察した。以上の操作はキットのプロトコールに従って行った。



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 19 Scheme of cytotoxicity assay using HSV-tk gene expression plasmid. 

 

3.3.2.4 治療遺伝子 TNF-α を用いた細胞傷害アッセイ 

 

治療遺伝子 TNF-α を用いた細胞傷害アッセイの実験スキームを Fig. 20 に示す。ま

ず、遺伝子導入を行う 24 時間前に、1.0 × 106 cells/dish の細胞密度で A549 細胞を

100 mm ディッシュに前播種した。翌日、Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いたリポ

フェクション法により、治療遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA; 2.0 

μg/dish）を A549 細胞に遺伝子導入した。tTA によるポジティブフィードバック効果が得
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られないコントロール実験では、空ベクター（pETBlue II; 2.0 μg/dish）を遺伝子導入し

た。また、Dox によるポジティブフィードバックをキャンセルした効果を調べる条件では、

加温する 24 時間前に治療遺伝子発現プラスミドを遺伝子導入した A549 細胞を Dox（1 

μg/mL）入り培地で培養した。 

遺伝子導入から 24 時間後、細胞培養プレートの側面をパラフィルムにより厳重に覆

うことで水の侵入を防ぎ、恒温槽に 1 時間保持することにより細胞を 43°C で加温し、 

TNF-α 遺伝子の発現誘導を行った。加温終了後、即座に細胞を回収し、1.0 × 105 

cells/well の細胞密度で 6 穴プレートに再播種した。加温終了から 1、2、3、4 日後の細

胞を回収し、トリパンブルー染色法により生細胞数を測定した。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 Scheme of cytotoxicity assay using TNF-α gene expression plasmid. 
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3.3.3 実験結果と考察 

 

3.3.3.1 in vitro における温熱遺伝子治療プラスミド pHSP-TRE/TK/IRES/tTA の

殺細胞効果 

 

 レポーター遺伝子 LacZ を治療遺伝子 HSV-tk に置換した温熱遺伝子治療プラス

ミドベクターpHSP-TRE/TK/IRES/tTA を作製し、HeLa 細胞へ一過性で導入し、その 24

時間後に加温を行い、96 時間後の生細胞数を測定することにより、本研究で構築し

た温熱誘導型遺伝子発現システムをがん治療へ応用可能か評価した（Fig. 21A）。

Fig. 21A の横軸は GCV 濃度条件、縦軸は空ベクターpETBlue II を遺伝子導入した

HeLa 細胞（37°C、0 μg/mL GCV）の生細胞数を 100 %とした生細胞率を示している。レ

ポーターアッセイ同様、細胞への加温は 43°C で 1 時間行った。Fig. 21A より、加温を

行わなかった 37°C の各遺伝子導入条件では、高濃度の GCV（10 - 1000 μg/mL）によ

り 細 胞 死 が 観 察 さ れ た が 、 1 μg/mL 以 下 の 濃 度 で は 、 治 療 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TK/IRES/tTA を遺伝子導入した HeLa 細胞においても殺細胞効果はほと

んど観察されなかった。また、治療遺伝子を導入せず、加温を行った場合（温熱療法

単独）では、熱ストレスにより HeLa 細胞の細胞死が若干誘導されたが、HSP のシャペロ

ン作用により時間経過に伴い HeLa 細胞は正常の機能を取り戻し、本来の細胞増殖能

を取り戻した。一方、治療プラスミド pHSP-TRE/TK/IRES/tTA を遺伝子導入し、加温を

行った場合では、温熱療法と遺伝子療法の併用効果が得られ、臨床で採用されている

GCV 濃度（~5 μg/mL）で顕著な細胞死が観察された。また、この条件下における GCV

の 50 %抑制濃度（IC50）を測定したところ、IC50 = 0.006 μg/mL であったのに対して、 

Dox を添加することにより IC50 は増加した（IC50 = 0.011 μg/mL）。以上の結果より、LacZ

遺伝子を用いた検討と同様に、加温をスイッチとして誘導された HSV-tk 遺伝子の発

現量は、tTA のポジティブフィードバック効果により強く増強されることが示唆された。 

次に、治療プラスミド pHSP-TRE/TK/IRES/tTA を HeLa 細胞に一過性で導入し、そ

の 24 時間後に加温を行い、96 時間後に TUNEL 法によりアポトーシス細胞を検知する



第 3 章 フィードバック増幅ループを含む温熱誘導型遺伝子発現システムの開発 

52 
 

ことにより、Fig. 21A で観察された殺細胞効果の機構を調べた（Fig. 21B-F）。細胞への

加温は先程と同様に 43°C で 1 時間行った。Fig. 21B は各条件で 3 視野ずつ、1 mm2

あたりのアポトーシス細胞数を示しており、Fig. 21C は 37°C、空ベクターpETBlue II、

Fig. 21D は 43°C 、 空 ベ ク タ ー pETBlue II 、 Fig. 21E は 43°C 、 治 療 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TK/IRES/tTA + Dox 、 Fig. 21F は 43°C 、 治 療 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TK/IRES/tTA の各条件において蛍光顕微鏡により観察した HeLa 細胞の

位相差および蛍光写真である。Fig. 21B、C より、空ベクターpETBlue II を導入し、加温

を行わなかった場合では、2.5 ± 0.8 cells/mm2 のアポトーシス細胞が観察されたのに

対して、加温を行うことによりアポトーシス細胞数は 25.5 ± 2.7 cells/ mm2 に増加した

（Fig. 21B、D）。Fig. 21B、F より、治療プラスミド pHSP-TRE/TK/IRES/tTA による温熱

誘導型遺伝子治療の効果が得られ（143 ± 4.0 cells/ mm2）、Dox 添加によりアポト

ーシス細胞数は 53.9 ± 3.9 cells/ mm2 に減少した（Fig. 21B、D）。これらの観察結果か

ら、Fig. 21A で観察された殺細胞効果は、加温と tTA のポジティブフィードバック効果に

より発現増強された HSV-tk 遺伝子と GCV の作用により誘発されたアポトーシスに起因

していると考えられる。以上のように、治療遺伝子として自殺遺伝子 HSV-tk を用いた遺

伝子療法モデルにおけるがん治療応用の検討において、本研究で構築した温熱誘導

型フィードバック増幅ループを含む遺伝子発現システムは、HSP プロモーター活性のみ

に依存した自殺遺伝子療法システムと比較して有意にがん細胞のアポトーシスを誘導

可能であることが示唆された。 
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Fig. 21 Effects of suicide gene therapy on cancer cells in vitro. (A) HeLa cells were transfected 
with mock plasmid (circles), pHSP-TRE/TK/IRES/tTA with (triangles) or without (squares) Dox 
addition, and incubated at 37 °C (open symbols) or heated at 43 °C for 1 h (closed symbols). 
Following heat treatment, cells were treated with GCV at the concentrations of 0.1–1000 g/mL, 
and incubated at 37 °C for 96 h, and cell viability was evaluated by the WST-8 method. The data 
are expressed as mean ± SD (n=3). (B) HeLa cells were transfected with mock plasmid (open 
columns), pHSP-TRE/TK/IRES/tTA plus Dox addition (1 g/mL) (shaded columns) or 
pHSP-TRE/TK/IRES/tTA (black columns). Cells were incubated at 37 °C or underwent heat 
treatment at 43 °C for 1 h. At 96 h after heat treatment, apoptotic cells were evaluated by 
fluorescence microscopy using the TUNEL assay. The data are expressed as mean ± SD (n=3). 
(C-F) Microscopic observation of HeLa cells after gene delivery and heat treatment. Cells were 
transfected with mock plasmid (C and D), pHSP-TRE/TK/IRES/tTA plus Dox addition (1 g/mL) 
(E) or pHSP-TRE/TK/IRES/tTA (F), and incubated at 37 °C (C) or heated at 43 °C for 1 h (D-F). 
Apoptotic cells were detected by fluorescence microscopy based on the TUNEL assay. (left) 
Bright-field microscopy images. (right) Fluorescence microscopy images [134]. 
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3.3.3.2 in vitro に お け る 温 熱 遺 伝 子 治 療 プ ラ ス ミ ド pHSP-TRE/ 

TNF-α/IRES/tTA の殺細胞効果 

 

 次に、レポーター遺伝子 LacZ を治療遺伝子 TNF-α に置換した温熱遺伝子治療

プラスミドベクターpHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を作製し、A549 細胞へ一過性で導入

し、その 24 時間後に加温を行い、加温終了から経時的に生細胞数を計測することによ

り、HSV-tk 遺伝子と同様な殺細胞効果が得られるか検討した（Fig. 22）。Fig. 22 の横軸

は加温終了から経過した時間、縦軸は空ベクターpETBlue II を遺伝子導入し、加温を

行わなかった A549 細胞の生細胞数を 100 %とした生細胞率を示している。HSV-tk 遺

伝子による検討と同様、細胞への加温は 43°C で 1 時間行った。加温を行わなかった場

合では、治療プラスミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入した条件におい

ても培養期間中に A549 細胞の細胞死はほとんど観察されず、ハイブリッドプロ

モーターのリークの低さが示された。治療プラスミドを導入せず、加温を行っ

た場合では、加温終了翌日には生細胞率は 68 %になり、その後徐々に減少して

いき、 4 日後には 51 %まで減少した。これと比較して、治療プラスミド

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を導入し、加温を行った場合では、加温終了翌日に

は生細胞率は 20 %まで急激に減少し、4 日後には 2 %まで減少した。さらに、

Dox 添加により殺細胞効果が緩和されたことから、tTA のポジティブフィードバック

効果により、TNF-α 遺伝子の大量発現が誘導され、殺細胞効果が増強されたことが示

唆された。以上のように治療遺伝子として TNF-α 遺伝子を用いた検討においても、構

築した温熱誘導型遺伝子発現システムを利用することによりがん細胞に対して高い殺

細胞効果を発揮できることが示された。 
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Fig. 22 In vitro cytotoxicity of heat-inducible TNF-α gene expression. A549 cells were transfected 
with the mock plasmid (circles), pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA plus Dox addition (triangles) or 
pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA (squares). The cells were incubated at 37°C (open symbols) or 
underwent heat treatment at 43°C for 1 h (closed symbols). At 24 h after heat treatment, cells were 
collected for the cell viability assay. The data are expressed as mean±SD (n=3). 

 

3.3.4 本節のまとめ 

 

 本節では、自殺遺伝子 HSV-tk、腫瘍壊死因子 TNF-α による遺伝子療法をモデ

ルとして温熱療法と遺伝子療法の併用効果が得られるかの検討を行った。自殺

遺伝子 HSV-tk を用いた検討では、加温せず、tTA のポジティブフィードバック

効果が得られない条件と比較して、加温と tTA のポジティブフィードバック効

果により 55.6 倍のアポトーシスが誘導された。腫瘍壊死因子 TNF-α を用いた検

討においても、加温と tTA のポジティブフィードバック効果により加温終了か

ら 4 日後まで有意にがん細胞の増殖を抑制できた。LacZ 遺伝子を用いたレポー

ターアッセイと同様に、観察された殺細胞効果の増強は tTA のポジティブフィ

ードバック効果に起因していることが Dox を用いた実験により判明した。以上

の結果より、構築したフィードバック増幅ループを含む温熱誘導型遺伝子発現システム

はがん治療に有効であることが示された。 
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3.4 本章のまとめ 

 

 本章では、HSP70B’プロモーター配列と Tet-Off システムを融合することによ

り、フィードバック増幅ループを含む温熱誘導型遺伝子発現システムの開発に

取り組んだ。まず、本システムを搭載したプラスミドベクターを作製し、LacZ

遺伝子を用いたレポーターアッセイを行うことにより、tTA のポジティブフィ

ードバック効果が得られるか検討した。レポーターアッセイの結果、加温を行わ

ない 37°C やマイルドハイパーサーミアで用いられる 41°C といった温度条件で

は HSP70B’プロモーターは駆動せず、tTA による LacZ 遺伝子の発現増強は観察され

なかった。これと比較して、がん細胞のネクローシスを引き起こす 43°C や 45°C とい

った温度条件では、HSP70B’プロモーターが駆動し、tTA のポジティブフィードバック効

果により LacZ 遺伝子の大量発現が観察された。さらに、治療遺伝子 HSV-tk, TNF-α を

用いた細胞傷害性アッセイにおいて、加温を行わなかった場合では治療遺伝子の発

現はほとんど観察されず、予期せぬ副作用が発生する恐れが低いことが示唆された。

加温を行った場合では、温熱療法と遺伝子療法の併用効果が得られ、tTA のポジティ

ブフィードバック効果により抗腫瘍効果はさらに増強された。以上の結果より、本章で構

築した温熱誘導型フィードバック増幅ループを含む遺伝子発現システムは、効果的で

強力な新規がん治療法を開発する上で重要なツールとなると考えられる。しかしながら、

本章では、温熱誘導型遺伝子発現システムは細胞へ一過性で導入しているため、短

期間の解析しか行えていない。そこで、今後は薬剤耐性遺伝子を有するプラスミド

ベクターを細胞に遺伝子導入後、薬剤を用いたスクリーニングによりトランス

フェクタントを取得し、加温条件（時間・温度）と遺伝子発現挙動を長期的に

解析することが必要不可欠である。 
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第 4 章 磁場誘導型遺伝子発現システムの開発 
 

4.1 緒言 

 

 細胞内に導入した遺伝子の発現を外部刺激により制御することが可能になれ

ば、遺伝子療法などの医療技術のさらなる発展が期待できる。しかしながら、

生体内に発現させた治療遺伝子による副作用を考慮した場合、外部刺激により

治療遺伝子の発現を時間的・空間的に制御するシステムの開発が必要不可欠で

ある。現在まで、電気刺激や光刺激などの物理刺激により目的遺伝子の発現を

制御するシステムが報告されているが、電気刺激の場合、生体内に永久埋め込

み型の特殊な装置を導入しなければならない上に、操作が複雑なことから生体

組織の損傷が懸念されている[142]。また、光刺激の場合、生体外から光を照射

しても身体の奥深くの組織まで透過することは困難であるために特殊な装置を

埋め込む必要があり、電気刺激と同様に操作が煩雑なことが問題となっている

[143]。これらと比較して、生体組織を損傷しないエネルギーで身体の奥深くの

組織まで透過する高周波磁場を利用した遺伝子発現システムが注目されている

[144, 145]。Stanley, S. A.らは、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用することにより、

細胞へ影響を及ぼさないエネルギーで細胞内に導入した治療遺伝子の発現を制

御可能であることを実証している[145]。これらの背景から本章では、第 3 章で

開発した温熱誘導型遺伝子発現システムを、機能性磁性ナノ粒子と交番磁場照

射による加温をスイッチとして目的遺伝子を大量発現させる磁場誘導型遺伝子

発現システム（Fig. 23）へ発展させることを目的とし、担がんマウスモデルを

用いた動物実験により磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解析を行った[146]。 
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Fig. 23 Overview of the magnetically triggered gene expression system. (1) Magnetite cationic 
liposomes (MCLs) bind to the membrane of target cells via electrostatic interaction. (2) Exposure 
to an alternating magnetic field (AMF) induces local magnetite nanoparticle heating (3) that 
activates the HSP70B’ promoter. (4) Expression of both TNF-α and tTA genes are driven by the 
HSP70B’ promoter and bicistronic IRES. (5) tTA activates the TRE/PCMVmin promoter to induce 
further expression of TNF-α and tTA genes, providing a transcriptional positive feedback loop. (6) 
Therapeutic gene expression can be controlled by AMF exposure from outside the body [146]. 

 

4.2 in vitro における磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解

析 

 

4.2.1 本節の目的 

 

 前章では、細胞への熱ストレスは培養ディッシュを恒温槽に保持することで行

っていた。本章では、機能性磁性ナノ粒子 MCL と交番磁場照射を利用すること

により、MCL が発熱するか、その発熱により治療遺伝子の発現誘導が起こるか、

そして治療遺伝子と tTA の併用効果により有意にがん細胞の増殖を抑制できる

かを in vitro において評価した。 
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4.2.2. 実験方法 

 

4.2.2.1 プラスミドベクターの作製方法 

 

使用したプラスミドベクターの作製方法を以下に記載する。 

 

<pHSP/TNF-α の作製> 

pHSP/TNF-α のコンストラクトとその作製手順を Fig. 24 に示す。本研究室で構築

された pTRE-HSP456/α[135]を制限酵素 NotI で切断し、制限酵素 NotI により切断し

た本 研 究 室 で構 築 された pHSP/LacZ[135]とリガーゼ処 理 により連 結 させることで

pHSP/TNF-α を作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 Flowchart for the construction of pHSP/TNF-α plasmid. 

 

 

 



第 4 章 磁場誘導型遺伝子発現システムの開発 

60 
 

4.2.2.2 細胞培養 

 

ヒト肺胞上皮がん細胞株 A549（Riken BioResource Center）は、FBS を 10%、ベン

ジルペニシリンカリウム（Wako）を 100 unit/mL、ストレプトマイシン硫酸塩

（Wako）を 100 μg/mL および炭酸水素ナトリウム（Wako）を 1.5 g/L 添加した

高グルコース DMEM（Gibco BRL）を用いて培養した。細胞培養は、37°C、5% CO2

インキュベータ内で行った。 

 

4.2.2.3 Magnetite Cationic Liposome (MCL)の作製方法 

 

戸田工業（Hiroshima, Japan）より購入した磁性ナノ粒子（Fe3O4; 平均粒子径, 

10 nm）を超純粋で洗浄した後に、1 時間超音波処理を施すことにより磁性ナノ

粒子を分散させた。796 kA/m（室温）における磁気特性（飽和保磁力、飽和磁

束密度、残留磁束密度）は、2.0 kA/m、63.9 Am2/kg、2.6 Am2/kg であり、30.6 kA/m、

118 kHz（384 Oe）における比吸収率は、42.6 W/g である[147]。次に、正電荷脂

質である N-(α-trimethylammonioacetyl)-didodecyl-D-glutamate chloride （ TMAG; 

Sogo Pharmaceutical, Tokyo, Japan）、リン脂質である dilauroylphosphatidyl-choline 

（ DLPC; Sigma Chemical, St. Louis, MO ） と dioleoylphosphatidyl-ethanol-amine 

（DOPE; Sigma Chemical）をモル比 1:2:2 でクロロホルムに溶解させた。クロロ

ホルム溶液をナス型フラスコに入れ、フラスコ内壁に均等に脂質膜が形成され

るように 40°Cで湯浴しながら攪拌し、ロータリーエバポレータにより吸気した。

脂質膜形成後、分散させた磁性ナノ粒子溶液（10 mg/mL）をナス型フラスコに

投入し、ボルテックス攪拌を 10分程度行うことにより MCLの形成を促した[148]。

そして、1 時間超音波処理を施した分散 MCL 溶液を実験に用いた。動的光散乱

法による測定から、MCL の平均粒子径は約 200 nm である[149]。 
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4.2.2.4 A549 細胞の MCL 取込み評価と MCL の生細胞率への影響 

 

A549 細胞の MCL 取込み能と生細胞率測定の実験スキームを Fig. 25 に示す。ま

ず、MCL を添加する 24 時間前に、5.0 × 105 cells/dish の細胞密度で A549 細胞を 100 

mm ディッシュに前播種した。翌日、培地中に MCL（25、50、100、200 pg/cell）を添加し

た。MCL 添加から 0、4、8、12、24、48 時間後に 100 mm ディッシュから細胞をそれぞれ

マイクロチューブに回収した。この際、生細胞と死細胞をトリパンブルー染色法によ

り計測した。回収した細胞を PBS 1 mL で洗浄した後、6,000 rpm、5 分間、4°C で遠

心分離し、上清を廃棄した。この PBS による洗浄を 3 回行った後に、細胞ペレット内の

鉄濃度をチオシアン酸カリウム法[150]により測定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 25 Scheme of cellular uptake of MCLs and the effect on cell viability. 

 

4.2.2.5 A549 細胞への遺伝子導入効率測定 

 

 まず、遺伝子導入を行う 24 時間前に、1.0 × 106 cells/dish の細胞密度で A549 細胞

を 100 mm ディッシュに前播種した。翌日、正電荷脂質膜（TMAG:DLPC:DOPE = 

1:2:2 ） を 用 い た リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ ド

（pcDNA6.2/emGFP; 0.1、0.2、0.4 μg/mL）を A549 細胞に遺伝子導入した[151]。その
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24 時間後、BZ-9000 蛍光顕微鏡（Keyence）を用いて細胞を観察することにより、遺伝

子導入効率を測定した。遺伝子導入効率は次式を用いて算出した。 

Transfection efficiency [%] = (the number of GFP positive cells in the tested dish) / 

                       (the number of total cells in the tested dish) × 100 

 

4.2.2.6 LacZ 遺伝子を用いたレポーターアッセイ 

 

レポーターアッセイの実験スキームを Fig. 26 に示す。まず、遺伝子導入を行う 24 時

間前に、1.0 × 106 cells/dish の細胞密度で A549 細胞を 100 mm ディッシュに播種した。

翌日、正電荷脂質膜（TMAG:DLPC:DOPE = 1:2:2）を用いたリポフェクション法により、

One-pack 型レポーター遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/Z/IRES/tTA; 0.2 μg/mL）を

A549 細胞に遺伝子導入した[151]。また、ポジティブフィードバックループによる遺伝子

大量発現の効果を調べるために、磁場照射を行う 24 時間前からレポーター遺伝子発

現プラスミド導入した A549 細胞を Dox（1 μg/mL）入り培地で培養した。遺伝子導入か

ら 18 時間後、MCL（100 pg/cell）を培地中に添加し、6 時間培養することで MCL を細

胞内に取り込ませた。その後、遺伝子導入細胞内で β-ガラクトシダーゼの発現誘導を

行うために、細胞を 1.5 mL マイクロチューブに回収し、磁場照射を行った。細胞への加

温はマイクロチューブを交番磁場照射装置（LTG-100-05; Dai-ichi-High Frequency, 

Tokyo, Japan, Fig. 27）[148]のコイル（直径 7 cm）の中心になるように設置し、コイル内

に水を潅流させることでマイクロチューブ内を 37°C に保ち、交番磁場を 30 分間照射す

ることで行った。このときの磁場強度、周波数は 30.6 kA/m、118 kHz（384 Oe）に設

定した。温度条件は 43°C に設定し、光ファイバー温度計のプローブ（Anritsu Meter, 

Tokyo, Japan）をマイクロチューブ内の細胞ペレットに当てることで温度を測定した。磁

場照射開始から経時的に温度を観察し、出力を調節することにより細胞ペレットの温度

を 43°C に保った。磁場照射後、24 穴プレートに 1.0 × 105 cells/well の細胞密度で再

播種した。磁場照射から 0、12、24、48 時間後に 24 穴プレートから細胞をそれぞれマ

イクロチューブに回収し、PBS 1 mL で洗浄した後、再度 6,000 rpm、5 分間、4°C で遠
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心分離し、上清を廃棄した。この PBS による洗浄を 3 回行った後に、凍結融解により採

取した細胞内タンパク質を用いて、β-ガラクトシダーゼ活性測定[137]および細胞内総タ

ンパク質量測定[139]を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 Scheme of β-galactosidase activity after AMF exposure. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27 Appearance of a transistor inverter. 
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4.2.2.7 in vitro における治療遺伝子 TNF-α を用いた細胞傷害アッセイ  

 

in vitro における治療遺伝子 TNF-αを用いた細胞傷害アッセイの実験スキームを Fig. 

28 に示す。まず、遺伝子導入を行う 24 時間前に、1.0 × 106 cells/dish の細胞密度で

A549 細 胞 を 100 mm デ ィ ッ シ ュ に 前 播 種 し た 。 翌 日 、 正 電 荷 脂 質 膜

（TMAG:DLPC:DOPE = 1:2:2）を用いたリポフェクション法により、治療遺伝子発現プラ

スミド（pHSP-TRE/ TNF-α/IRES/tTA または pHSP/ TNF-α; 0.2 μg/mL）を A549 細胞に

遺伝子導入した[151]。tTA によるポジティブフィードバック効果が得られないコントロー

ル実験では、空ベクター（pETBlue II; 0.2 μg/mL）を遺伝子導入した。また、Dox による

ポジティブフィードバックをキャンセルした効果を調べる条件では、磁場照射を行う 24 時

間前から治療遺伝子発現プラスミドを遺伝子導入した A549 細胞を Dox（1 μg/mL）入り

培地で培養した。遺伝子導入から 18 時間後、MCL（100 pg/cell）を培地中に添加し、6

時間培養することで MCL を細胞内に取り込ませた。その後、TNF-α 遺伝子の発現誘

導を行うために、細胞を 1.5 mL マイクロチューブに回収し、磁場照射を行った。細胞へ

の 加 温 は マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を 交 番 磁 場 照 射 装 置 （ LTG-100-05; Dai-ichi-High 

Frequency）[148]のコイル（直径 7 cm）の中心になるように設置し、コイル内に水を潅流

させることでマイクロチューブ内を 37°C に保ち、交番磁場を 30 分間照射することで行っ

た。このときの磁場強度、周波数は 30.6 kA/m、118 kHz（384 Oe）に設定した。温

度条件は 43°C、45°C に設定し、光ファイバー温度計のプローブ（Anritsu Meter）をマイ

クロチューブ内の細胞ペレットに当てることで温度を測定した。磁場照射開始から経時

的に温度を観察し、出力を調節することにより細胞ペレットの温度を 43°C、45°C に保っ

た。磁場照射後、6 穴プレートに 1.0 × 105 cells/well の細胞密度で再播種した。磁場照

射から 1、2、3、4 日後に細胞を回収し、トリパンブルー染色法により生細胞数を測定し

た。この際、細胞培養上清をマイクロチューブに回収し、Quantikine human TNF-α 

ELISA kit （R&D systems, Minneapolis, MN）により TNF-α産生量を定量した。操作は

キットのプロトコールに従って行った。 
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Fig. 28 Scheme of in vitro transfection and AMF exposure. 

 

4.2.2.8 統計解析 

 

統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行った。全ての統計解析に

おいて P < 0.05 の時、有意差がある判断とした。 

 

4.2.3. 実験結果と考察 

 

4.2.3.1 A549 細胞の MCL 取込み評価と MCL の生細胞率への影響 

 

磁場照射と MCL を利用した遺伝子発現システムを開発するために、まず、細

胞内に MCL を取り込ませた際の細胞毒性について評価した（Fig. 29）。25-200 

pg/cell の濃度で MCL を培地中に添加し、磁気標識した A549 細胞のマグネタイ

ト濃度を測定したところ、MCL 濃度に比例してマグネタイト取込み量は増加し

ていた（Fig. 29A）。また、Fig. 29B より、100 pg/cell の濃度までは生細胞率へ

影響を及ぼさなかったが、200 pg/cell の濃度で僅かに細胞毒性が観察された。こ



第 4 章 磁場誘導型遺伝子発現システムの開発 

66 
 

れらの結果より、今後の in vitro 実験では培地中に添加する MCL 濃度を 100 

pg/cell に設定した。次に、MCL を取り込ませるための最適な取込み時間の検討

を行った（Fig. 29C）。100 pg/cell の濃度で MCL を培地中に添加し、磁気標識

した A549 細胞のマグネタイト濃度を経時的に測定したところ、添加後に A549

細胞は MCL を迅速に取込み、MCL 添加から 24 時間後の取込み量（13.5 pg/cell）

が最大であった。MCL 添加から 6 時間後には取込み量はほぼプラトーに達し、

24 時間後と比較して有意な差がなかったことから、今後の in vitro 実験では A549

細胞に MCL を取り込ませる時間を 6 時間に設定した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 29 Cellular uptake of magnetite nanoparticles. (A) Amounts of magnetite taken up by A549 
cells at 24 h after the addition of MCLs at various concentrations (0, 25, 50, 100 and 200 pg/cell). 
(B) Cell viability at 24 h after the addition of MCLs at various concentrations (0, 25, 50, 100 and 
200 pg/cell). (C) Time course of the amount of magnetite taken up by cells after the addition of 
100 pg MCLs/cell. Data are expressed as the mean ± SD of triplicates [146]. 
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4.2.3.2 in vitro における MCL を利用した発熱実験 

 

磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解析を行うために、磁場照射によって

MCL が目的温度（43°C、45°C）まで発熱するかを in vitro で観察した（Fig. 30）。

まず、MCL（100 pg/cell）を添加した 6 時間後に A549 細胞を 1.5 mL マイクロチューブ

に回収し、遠心分離により細胞ペレットを得た。細胞ペレットの体積は約 50 μL であり、

この際のマグネタイト濃度は 6.5 mg/cm3 である。Fig. 30 より、磁場照射開始から 3 分後

には細胞ペレット温度が目的温度（43°C、45°C）に到達し、出力を調節するこ

とで目的温度を維持することができた。これらの結果から、用いた MCL 添加濃

度、MCL 取込み時間は目的温度まで発熱させる条件として妥当であり、磁場照

射をスイッチとして遺伝子を大量発現させるシステムの開発が可能であること

が示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 30 MCL-induced heat generation in vitro. A549 cells magnetically labeled with MCLs (100 
pg/cell) were harvested as cell pellets, and then exposed to an AMF for 30 min. The temperature 
of the cell pellets was measured using an optical fiber probe, and maintained at 43°C (circles) or 
45°C (triangles) by adjustment of the electrical power of the AMF [146]. 
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4.2.3.3 in vitro における磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解析 

 

次 に、加 温 をスイッチとして治 療 遺 伝 子 TNF-α を発 現 するプラスミドベクター

（pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA または pHSP/TNF-α）を A549 細胞へ一過性で導入し、

磁場照射から 24 時間後に培養上清中の TNF-α産生量を測定することで、磁場照射に

よって HSP70B’プロモーターが駆動するかを確認した（Fig. 31A）。Fig. 31A の横軸は

温度条件、縦軸は ELISA 法により定量した単位細胞あたりの TNF-α 生産量を示して

いる。まず、磁場照射を行わなかった場合では、治療遺伝子発現プラスミドを導入した

A549 細胞において TNF-α の発現は観察されなかった。治療プラスミド pHSP/TNF-αを

遺伝子導入し、43°C、45°C の加温を行った場合では、相当な TNF-α が生産され

たことから、MCL の発熱によって HSP70B’プロモーターが駆動することが示唆された。

プラスミド pHSP/TNF-α と比較して、治療プラスミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA

を遺伝子導入し、43°C、45°C の加温を行った場合では、TNF-α 生産量が著しく

増加した。また、Fig. 33B より、本実験で用いた遺伝子導入方法の導入効率は 14 %で

あったことから、得られた TNF-α 生産量は A549 細胞の致死量ではない可能性がある。

しかし、タンパク質合成の限界や細胞毒性の観点から、ポジティブフィードバック

ループによる TNF-α 遺伝子発現はプラトーに到達する可能性があるが、遺伝子導入

効率を改善することによりさらなる TNF-α 遺伝子発現量を得られると考えられる。さらに、

Dox 添加により、治療プラスミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入した A549

細胞の TNF-α 生産量は、治療プラスミド pHSP/TNF-α を遺伝子導入した A549 細胞

の TNF-α 生産量と同等量まで減少した。また、Fig. 31C より、レポーター遺伝子 LacZ

を 用 い た 検 討 に お い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た こ と か ら 、 治 療 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入した際の TNF-α 生産量の増加は Tet-Off

システムによるポジティブフィードバックループに起因することが示唆された。 
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Fig. 31 AMF-inducible gene expression in vitro. (A) TNF-α production after AMF exposure. A549 
cells were transfected with a mock plasmid (white columns), pHSP/TNF-α (stripe columns), 
pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA plus Dox addition (gray columns) or pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA 
(black columns), and then incubated at 37°C or heated at 43°C or 45°C. At 24 h after AMF 
exposure, culture medium was collected to measure the TNF-α level by ELISA. *P<0.05 versus 
pHSP/TNF-αat each temperature. ND indicates “no detection”, where the minimum detectable 
range of TNF-α using the ELISA kit is <1.6 pg/mL, according to the manufacturer’s instructions. 
(B) Transfection efficiencies. A549 cells were transfected with the reporter gene expression 
plasmid (pcDNA6.2/emGFP) at the concentration of 0.1, 0.2 or 0.4 μg-plasmid/mL. (C) 
Time-course profile of β-galactosidase activity after AMF exposure. A549 cells were transfected 
with pHSP-TRE/Z/IRES/tTA and treated with (open symbols) or without (closed symbols) Dox 
addition. The cells were exposed to the AMF for 30 min. The temperature was maintained at 43°C 
by adjusting the electrical power of the transistor inverter during AMF exposure. Following AMF 
exposure, the cells were reseeded in a 24-well culture plate, and then were harvested periodically 
to quantify β-galactosidase activity. Data are expressed as the mean ± SD of triplicates [146]. 
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4.2.3.4 in vitro における磁場誘導型遺伝子発現システムの治療効果 

 

治療遺伝子発現プラスミドを A549 細胞へ一過性で導入し、43°C あるいは 45°C

で 30 分間の加温を行い、加温終了から経時的に A549 細胞数を測定することで、in 

vitro における磁場誘導型遺伝子発現システムの治療効果を評価した（Fig. 32A, B）。

Fig. 32A, B の横軸は磁場照射から経過した時間、縦軸は空ベクターpETBlue II を導

入し、磁場照射を行わなかった場合（37°C）の生細胞数を 100 %とした生細胞率を示し

て い る 。 磁 場 照 射 を 行 わ な か っ た 場 合 で は 、 治 療 遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入した場合においても殺細胞効果は観察

されなかったことから、作製したハイブリッドプロモーターのリークが低いことが示唆

された。磁場照射を行い、43°C あるいは 45°C で 30 分間加温した場合では、著しい殺

細胞効果が観察された。空ベクターpETBlue II を導入し、43°C で加温した場合では、

磁場照射翌日に生細胞率は 49 %まで減少し、4 日後まで 40 %を維持していた。こ

れに対し、空ベクターpETBlue II を導入し、45°C で加温した場合では、磁場照射翌

日に生細胞率は 33 %まで減少し、4 日後までには 12 %まで減少した。治療遺伝

子発現プラスミド pHSP /TNF-α を導入し、43°C で加温した場合では、治療遺伝子を導

入しなかった場合と比較して著しい生細胞率の減少が観察されたことから、TNF-α遺伝

子による治療効果が得られたことがわかった。しかしながら、治療遺伝子発現

プラスミド pHSP/TNF-αを導入し、45°C で加温した場合では、治療遺伝子を導入しなか

った条件と比較してさらなる治療効果は得られなかった。一方、治療遺伝子発現プラス

ミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を導入し、43°C で加温した場合では、磁場照射翌日

に生細胞率は 9 %まで急激に減少し、4 日後までには 2 %まで減少した。さらに、

治療遺伝子発現プラスミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を導入し、45°C で加温した場

合では、治療遺伝子発現プラスミド pHSP/TNF-α を導入し、43°C あるいは 45°C で加温

した場合と比較して、生細胞率の有意な減少を確認した。また、Dox を添加すること

によって殺細胞効果が緩和されたことから、 治 療 遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ ド
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pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を用いた際の殺細胞効果の増強は、tTA のポジティブフ

ィードバックにより誘導された TNF-α 遺伝子の大量発現に因るものであることが示唆さ

れた。 

次に、治療遺伝子発現プラスミド pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を A549 細胞へ一

過性で導入し、様々な時間で磁場照射による 43°C の加温を行い、加温終了から 24 時

間後の A549 細胞数を測定し、充分な細胞死を得るために必要な磁場照射時間を測

定することで、本研究で開発した遺伝子発現システムのさらなる有効性を評価した（Fig. 

32C）。Fig. 32C の横軸は磁場照射時間、縦軸は磁場照射を行わなかった場合（37°C）

の生細胞数を 100%とした生細胞率を示している。Dox を添加し、tTA のポジティブフィ

ードバックをキャンセルした条件では、50%または 90%の細胞死を得るために必要な磁

場照射時間はそれぞれ 29.3 分、40.0 分であった。これと比較して、Dox を添加しなかっ

た場合では、50%または 90%の細胞死を得るために必要な磁場照射時間はそれぞれ

12.0 分、20.3 分であり、短い磁場照射時間でより強い殺細胞効果を得ることができるこ

とが分かった。したがって、本研究で開発した転写のポジティブフィードバックを可能に

する遺伝子発現システムを利用することにより、温熱療法による治療効果を増強できる

ことが示唆された。 
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Fig. 32 Cell viability after AMF exposure. (A, B) A549 cells were transfected with the mock 
plasmid (circles), pHSP/TNF-α (diamonds), pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA plus Dox addition 
(triangles) or pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA (squares). The cells were incubated at 37°C (open 
symbols) or exposed to the AMF for 30 min (closed symbols). The temperature was maintained at 
43°C (A) or 45°C (B) by adjusting the electrical power of the transistor inverter during AMF 
exposure. *P<0.05 versus the mock plasmid with AMF exposure (closed circles) and **P<0.05 
versus pHSP/TNF-αwith AMF exposure (closed triangles) at each temperature, respectively. Data 
are expressed as the mean ± SD of triplicates. (C) A549 cells were transfected with 
pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA and treated with (open symbols) or without (closed symbols) Dox 
addition. The cells were exposed to the AMF for 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 or 40 min. The 
temperature was maintained at 43°C by adjusting the electrical power of the transistor inverter 
during AMF exposure. Data are expressed as the mean ± SD of triplicates [146]. 
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4.2.4 本節のまとめ 

 

 本節では、機能性磁性ナノ粒子と交番磁場照射を利用した磁場誘導型遺伝子

発現システムを開発した。in vitro において、磁場照射による加温をスイッチと

して治療遺伝子の発現が誘導され、tTA によって発現量は増強された。そして、

加温と tTA による治療遺伝子の大量発現により、磁場照射翌日に A549 細胞の生

細胞率は 9 %まで急激に減少し、4 日後までには 2 %まで減少した。さらに、本研

究で開発した磁場誘導型遺伝子発現システムを利用することにより、磁場照射時間を

短縮したとしても高い治療効果が得られることが示され、患者への負担が少ない温熱療

法の開発に有用であることが示唆された。 

 

4.3 in vivo における磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解

析 

 

4.3.1 本節の目的 

 

 本節では、担がんマウスモデルを用いた動物実験で、磁場照射によって MCL

が目的治療温度（43°C）まで発熱し、腫瘍組織特異的に加温可能であるか調べ

た。そして、磁場照射による加温により治療遺伝子が発現し、さらに、Tet-Off

システムの効果により遺伝子発現が増強されるかを確認した。また、磁場照射

後の腫瘍組織体積を経時的に測定することで磁場誘導型遺伝子発現システムの

殺細胞効果を評価した。 
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4.3.2 実験方法 

 

4.3.2.1 腹部担がんマウスの作製 

 

26G（Terumo, Tokyo, Japan）の注射針を付けたシリンジを用いて、4 週齢雌の

胸腺欠損マウス BALB/cSlc-nu（Japan SLC, Hamamatsu, Japan）の腹腔内にペント

バルビタール（50 mg/kg body weight）を注射することにより麻酔を施した。麻

酔後は、マウスをウッドチップで包み、ライトで照射することにより体温が下

がらないように配慮した。1 × 107 cells/mL に PBS で調製した A549 細胞懸濁液

をマウスの左側腹部の皮下に 29G（Terumo）の注射針で 50 μL 注射することで

腹部担がんマウスを作製した。腫瘍直径が 7 mm に達した担がんマウスを動物実

験に用いた。腫瘍直径は 3 日毎に計測し、腫瘍体積は次式を用いて算出した。 

Tumor volume = 0.5 × length [mm] × （width [mm]）2 [152] 

動物実験は所属機関の所定手続きを行い、承認を得た後に九州大学動物実験実

施マニュアルに従い関連法令を遵守するように適切に取り扱った（A22-180-0、

A24-176-1）。 

 

4.3.2.2 in vivo における治療遺伝子 TNF-α を用いた細胞傷害アッセイ 

 

in vivo における治療遺伝子 TNF-αを用いた細胞傷害アッセイの実験スキームを Fig. 

33 に示す。まず、正電荷脂質膜（TMAG:DLPC:DOPE = 1:2:2）を用いたリポフェクショ

ン法により、治療遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA または pHSP/ 

TNF-α; 20 μg）を担がんマウスに遺伝子導入した[153]。tTA によるポジティブフィードバ

ック効果が得られないコントロール実験では、空ベクター（pETBlue II; 20 μg）を遺伝子

導入した。遺伝子導入から 24 時間後、MCL 溶液（net magnetite weight: 3 mg）を担

がんマウスの腫瘍中心部に 29G（Terumo）の注射針で 150 μL 注射した。MCL 注

入から 24 時間後、アクリル製の筒の中に麻酔後のマウスを入れ、腫瘍が交番磁場照射
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装置のコイルの中心になるように設置し、交番磁場を照射することにより TNF-α 遺伝子

の発現誘導を行った。このときの磁場強度、周波数は 30.6 kA/m、118 kHz（384 Oe）

に設定した。温度条件は 43°C に設定し、光ファイバー温度計のプローブ（Anritsu 

Meter）を腫瘍表面と直腸内に置くことで、腫瘍表面温度と体温を測定した。磁場照射

開始から経時的に温度を観察し、出力を調節することにより腫瘍表面の温度を 43°C に

保った。磁場照射終了後すぐに、マウス全身の温度を赤外線サーモグラフィー（FLIR 

i3; FLIR Systems Japan, Tokyo, Japan）により観察した。そして、治療遺伝子を導入した

日を day 0 とし 3 日毎に腫瘍体積を測定した。この際、day 3 の腫瘍を回収し、

Quantikine human TNF-α ELISA kit （R&D systems）により腫瘍内に含まれる TNF-α

の定量を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33 Scheme of in vivo transfection and AMF exposure. 

 

4.3.2.3 腫瘍内、血清中の TNF-α の定量 

 

 まず、腫瘍内の TNF-α を定量するために、磁場照射から時間後の腫瘍組織（n）

を切除し、gentle MACSTM Dissociator（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）

を用いてホモジナイズすることで単細胞懸濁液を用意した。その後、フェニルメチルスル
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ホニルフッ化物（mM）を含むトリス塩酸緩衝液（pH 7.5）に浸し、1 時間超音波処理

を施し、ホモジネートを 18,000 rpm、10 分間、4°C で遠心分離し、上清を回収した。

また、マウス血清内の TNF-α を定量するために、心臓から血液を採取し、10,000 rpm、

5 分間、4°C で遠心分離し、上清を回収した。回収した 200 μL の上清を用いて ELISA

を行った。腫瘍ホモジネート、血清中の TNF-α の定量はキットのプロトコールに従って

行い、総タンパク質量は Bicinchoninic acid solution （BCA）法により測定した[139]。 

 

4.3.2.4 統計解析 

 

統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行った。全ての統計解析に

おいて P < 0.05 の時、有意差がある判断とした。 

 

4.3.3. 実験結果と考察 
 

4.3.3.1 in vivo における MCL を利用した発熱実験  

 

 担がんマウスモデルを用いた動物実験で、磁場照射によって MCL が目的治療

温度（43°C）まで発熱し、腫瘍組織特異的に加温可能であるか調べた（Fig. 34）。

担がんマウスの腫瘍組織に MCL を注入し、その 24 時間後に全身に交番磁場を

照射した。Fig. 34A は磁場照射間の腫瘍表面、直腸内の温度を示している。Fig. 

34A より、磁場照射開始から 3 分後には腫瘍温度が 43°C に到達し、出力を調節

することで 43°C を維持することができた。そして、磁場照射を終えると急速に

通常の体温に戻った。この間、直腸の温度は 36°Cを超えることはほとんどなく、

通常の体温を保っていた。さらに、磁場照射直後のマウスの全身を赤外線サー

モグラフィーにより観察したところ、MCL を注射した腫瘍組織特異的に加温さ

れていることが分かった（Fig. 34B）。以上の結果より、MCL と磁場照射を用

いることで、正常組織を傷つけることなく、MCL を注射した腫瘍組織特異的に
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加温できることが示され、in vivo においても磁場照射をスイッチとして遺伝子

を大量発現させるシステムの利用が可能であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 34 MCL-induced heat generation in vivo. (A) Tumor temperature during AMF exposure. 
MCLs were injected into tumors, and then the mice were exposed to an AMF. Temperatures at the 
tumor surface (closed circles) and in the rectum (open circles) were measured by optical fiber 
probes. Data are expressed as the mean ± SD of five mice. (B) Infrared thermography of a mouse 
exposed to the AMF. (left) Bright field image. The tumor is encircled by a dotted line. (right) 
Infrared thermography [146]. 

 

4.3.3.2 in vivo における磁場誘導型遺伝子発現システムの機能解析 

 

 加 温 を ス イ ッ チ と し て 治 療 遺 伝 子 TNF-α を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

（pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA または pHSP/TNF-α）を担がんマウスへ一過性で導入し、

磁場照射から 24 時間後の腫瘍組織内の TNF-α産生量を測定することで、磁場照射に

よって HSP70B’プロモーターが駆動するかを in vivo においても確認した（Fig. 35A）。

Fig.35A の横軸は磁場照射の有無、縦軸は ELISA 法により定量した単位細胞あたりの

TNF-α 生産量を示している。まず、磁場照射を行わなかった場合では、空ベクター

pETBlue II または治療遺伝子発現プラスミド（pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA または

pHSP/TNF-α）を導入した腫瘍組織において TNF-α の発現は観察されなかったことから、

作製したハイブリッドプロモーターによるリークは少ないことが示唆された。同様に、空ベ

クターpETBlue II を導入し、磁場照射を行った場合においても TNF-α の発現は観
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察されなかった。これと比較して、治療遺伝子発現プラスミドを遺伝子導入し、磁場照

射を行った場合では、腫瘍組織内に TNF-α が発現していることが分かり、MCL の発熱

によって HSP70B’プロモーターが駆動することが示された。また、in vitro の場合と同様

に、治療遺伝子発現プラスミド pHSP/TNF-α と比較して、治療遺伝子発現プラスミド

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入し、43°C の加温を行った場合では、

TNF-α 生産量が著しく増加した。さらに、全ての条件でマウスの血清から外因性の

TNF-α の発現が観察されなかったことから、TNF-α による副作用の影響は少ないことが

示唆された。 

 次に、磁場照射後の腫瘍組織体積を経時的に測定することで磁場誘導型遺伝子発

現システムの抗腫瘍効果を評価した（Fig. 35B）。Fig. 35B の横軸は治療遺伝子発現

プラスミドを遺伝子導入してから経過した時間、縦軸は腫瘍体積を示している。MCL の

みを導入し、遺伝子を導入せず、磁場照射を行わない条件をコントロールとして設定し

た。コントロール群では、腫瘍体積は徐々に増大していき、遺伝子導入から 30 日後の

平均腫瘍体積は 3.6 ± 0.3 cm3 であった。遺伝子、MCL を導入し、磁場照射を行わな

かった群の腫瘍組織は、コントロール群と同等まで成長を続けた。空ベクターpETBlue 

II を遺伝子導入し、磁場照射による加温を施した群では、コントロール群と比較して有

意に腫瘍組織の増大が抑制され、遺伝子導入から 30 日後の平均腫瘍体積は 1.8 ± 

0.2 cm3 であり、温熱療法の効果が得られた。治療遺伝子発現プラスミド pHSP/TNF-α

を遺伝子導入し、磁場照射による加温を施した群では、温熱治療単独の効果が得られ

る空ベクターpETBlue II を遺伝子導入した群と比較して著しく腫瘍体積の増大を抑制

でき、遺伝子導入から 30 日後の平均腫瘍体積は 1.0 ± 0.1 cm3 であり、温熱療法と遺

伝 子 療 法 の 併 用 効 果 が 得 ら れ た 。 治 療 遺 伝 子 発 現 プ ラ ス ミ ド

pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA を遺伝子導入し、磁場照射による加温を施した群では、

腫瘍組織の成長は 30 日間強く抑制され、遺伝子導入から 30 日後の平均腫瘍体積は

0.3 ± 0.1 cm3 であった。以上の結果より、MCL と磁場照射を利用した磁場誘導型遺伝

子発現システムは in vivo においても外部刺激により遺伝子発現を制御可能であり、が

ん治療へ応用することで高い治療効果を得られることが示唆された。 
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Fig. 35 AMF-inducible gene expression in vivo and therapeutic effects of heat-induced TNF-α 
gene therapy. (A) TNF-α production in tumor tissues after AMF exposure. Tumors were 
transfected with the mock plasmid (white columns), pHSP/TNF-α (gray columns) or 
pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA (black columns). The mice were then exposed to the AMF for 30 
min. TNF-α concentration in tumor homogenates was determined by ELISA at 1 day after AMF 
exposure. The human TNF-α ELISA does not detect mouse TNF-α. TNF-α concentration (pg/mg 
total protein) represents pg of TNF-α per mg of total protein in tumor homogenates. Data are 
expressed as the mean ± SD of triplicates. Each group contained five mice. *P<0.05 versus 
pHSP/TNF-α. ND means “no detection”, where the minimum detectable range of TNF-α using the 
ELISA kit is <1.6 pg/mL, according to the manufacturer’s instructions. (B) Therapeutic effects of 
heat-induced TNF-α gene therapy on tumor growth. Tumor tissues were transfected with the mock 
plasmid (circles), pHSP/TNF-α (triangles) or pHSP-TRE/TNF-α/IRES/tTA (squares). The mice 
were then treated with (closed symbols) or without (open symbols) AMF exposure for 30 min. As 
a control group, tumors were not transfected or exposed to the AMF (diamonds). Each group 
contained five mice. *P<0.05 versus the mock plasmid with AMF exposure (closed circles) and 
**P<0.05 versus pHSP/TNF-αwith AMF exposure (closed triangle). Data are expressed as the 
mean ± SD of five mice [146]. 

 

4.3.4 本節のまとめ 

 

 担がんマウスモデルを用いた動物実験で、正常組織を傷つけず、MCL を注射

した腫瘍組織特異的に加温できることが示され、in vivo においても磁場照射を

スイッチとして遺伝子を大量発現させるシステムの利用が可能であることが示

唆された。また、in vitro の場合と同様に、43°C の加温と tTA によって TNF-α 生産

量が著しく増加した。さらに、温熱療法を施してから経時的に腫瘍体積を計測したとこ

ろ、遺伝子導入から 30 日間著しく腫瘍体積の増大を抑制することができ、温熱療法と

遺伝子療法の併用効果が得られた。以上の結果より、MCL と磁場照射を利用した磁
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場誘導型遺伝子発現システムを利用したがん治療法は、温熱療法および遺伝子療法

の課題である局所性を克服でき、相乗効果によって高い治療効果を得られることが示

唆された。 

 

4.4 本章のまとめ 

 

 本章では、交番磁場を照射することで発熱する磁性ナノ粒子の性質を利用し

て、磁場照射による発熱をスイッチとして目的遺伝子の発現を誘導する磁場誘

導型遺伝子発現システムを開発した。本研究で用いた機能性磁性ナノ粒子 MCL

は負電荷を帯びた細胞膜に静電的に結合して高効率で取り込まれる性質を有し

ており、腫瘍組織に直接注入することにより in vivo において高い治療効果が得

られたと報告されている[153, 154]。細胞の種類によって MCL の取込み量は異

なるが、正常細胞と比較してがん細胞株により多く取り込まれることが分かっ

ている。これは、一般的にがん細胞株は高いエンドサイトーシス作用を有して

おり、MCL の標的細胞への取込みはこの作用を利用しているからである。しか

しながら、これまでに報告されているがん細胞株への取込み量（ヒト U251-SP

グリオーマ; 58.9 pg/cell[155]、ヒト肝細胞がん HepG2; 48.9 pg/cell[156]）と比較

して、本研究で用いた A549 細胞への MCL の取込み量は 13.5 pg/cell と予想と反

して低かった。MCL が細胞内へ取り込まれるメカニズムは完全には明らかにさ

れておらず、今後詳しく解析する必要がある。このことにもかかわらず、in vitro

において磁場照射を利用することで A549 細胞を目的温度 43°C および 45°C ま

で発熱させることに成功したことから、MCL は様々な細胞を磁気標識可能な優

れたツールであることが示された。しかし、本研究では、MCL、治療遺伝子発現プ

ラスミドベクターをそれぞれ別々に腫瘍組織へ直接注入しており、腫瘍標的性は達成

できていない。in vivo において、抗体を磁性ナノ粒子の表面に修飾させることで組織標

的性を達成している報告が数多くされており[12, 157]、今後はこの概念を本研究に取り

入れ、より高度ながん治療法を開発していく必要がある。 
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また、本研究では遺伝子発現を誘導するためのスイッチとして交番磁場照射

を行った。in vitro および in vivo において、磁場照射による MCL の発熱により HSP70B’

プロモーターが駆動し、治療遺伝子 TNF-α の発現が誘導され、一方で、磁場照射を行

わなかった場合では HSP70B’プロモーターのスイッチが入らず、治療遺伝子 TNF-α の

発現はほとんど観察されなかった。これらの結果から、HSP70B’プロモーターと磁場照

射を利用することにより目的遺伝子の発現を厳密に制御可能であることが示唆された。

本研究で構築した遺伝子発現システムは、tTA のフィードバック増幅ループを含有して

いるため、磁場照射を行わなかった場合でも HSP70B’プロモーターのリークにより発現

する tTA によって治療遺伝子の発現が増幅され、予期せぬ副作用を引き起こす危険

性を孕んでいた。しかしながら、HSP70B’プロモーターのリークの低さが実証されたこと

から、本研究で構築した温熱誘導型フィードバック増幅ループを含む遺伝子発現シス

テムは、副作用が少なく、長期的に治療効果が期待できる新規がん治療法の開発に

おいて有益なツールであると考えられる。 
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第 5 章 T 細胞受容体遺伝子導入によるがん温熱
免疫療法の開発 

 

5.1 緒言 

 

 がんの種類によっては早期に発見できれば外科手術により根治可能であるが、 

未だ数多くのがんが「不知の病」であることは避けられない事実である。大半

のがんを「不知の病」たらしめている理由は、再発がん、転移がんに対する有

効な治療法が無いためである。この問題を解決するために、腫瘍への抗原特異

的な免疫応答において重要な役割を担う CTL を利用した腫瘍特異的 T 細胞治療

法の研究開発が盛んに行われている[102, 103]。腫瘍に対する CTLの免疫応答は、

α 鎖と β 鎖により構成される TCR によって媒介される。β 鎖は VDJ（variable, 

diversity, ioining）領域および定常領域によって構成されており、TCR の多様性

は VDJ 領域の遺伝子再編成を経ることにより獲得される。そして、VDJ 領域の

中でも超可変領域と呼ばれる CDR3領域（third complementarity-determining region）

をコードする遺伝子配列が TCR の多様性形成において最も重要であると考えら

れている[39]。患者から採取した TIL の CDR3 領域の遺伝子配列を解析し、がん

抗原を特異的に認識するように TCR 遺伝子を再編成した後に患者に戻すことに

より、より有効ながん免疫療法を行うことが可能である [158-160]。TIL を治療

に用いる場合の問題点として、培養時に T 細胞の抗原特異性が変化することが

挙げられるが、TCR 遺伝子を再編成した人工 CTL を治療に用いる際の利点は、

抗原特異性を維持したまま大量に人工 CTL を培養可能である点である。 

本章で用いたメラノーマ標的性磁性ナノ粒子 NPrCAP/M は、メラニン生合成

時に細胞傷害性のフリーラジカルを生成する NPrCAP を結合させており、メラ

ノーマ細胞に対してアポトーシスを誘導する化学薬剤として作用する[38]。さら

に、MCL と同様に、NPrCAP/M を用いた温熱療法後に強い抗腫瘍免疫が誘導さ

れることが報告されており、化学療法・温熱療法・免疫療法の 3 種類の治療効
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果を有した CTI（chemo-thermo-immuno）療法がメラノーマに対する新規治療法

として開発されている[161]。本研究では、NPrCAP/M を利用した CTI 療法に人

工 CTL を利用した TCR 遺伝子療法、およびメラノーマ抗原ペプチドを利用した

ワクチン療法を組み合わせることで、CTI 療法により誘導された抗腫瘍免疫を

さらに賦活する治療法の開発を目的とした（Fig. 36） [147]。具体的には、

NPrCAP/M を利用した CTI 療法後に患者の腫瘍から TIL を単離して CDR3 領域

の遺伝子配列を解析、さらに腫瘍特異的な抗原ペプチドを同定する。それら解

析結果を基に、人工 CTL を作製し生体内に戻す、さらに同定した抗原ペプチド

を投与することにより、抗腫瘍免疫の賦活を狙う。この治療法は、「CTI 療法

後に免疫誘導された TIL」の CDR3 領域の解析結果を基に人工 CTL の作製を行

うため、CTI 療法と併用することによる相乗効果が期待できる。さらに、個々

の患者に対して人工 CTL を作製、および抗原ペプチドを同定するため、個別化

医療として多くの患者に対して適用可能である。本研究が完成すれば、原発が

んを治療した後に、誘導された強力な抗腫瘍免疫により再発・転移がんをも治

療可能であり、がんを「不知の病」から脱却させる治療法の開発につながる。

本章では、標的腫瘍を B16F1 マウスメラノーマとし、NPrCAP/M と交番磁場を

利用した CTI 療法後に誘導される抗腫瘍免疫のメカニズムを探索するために、

CTI 療法後の TIL の TCR 遺伝子配列解析、および抗原ペプチドの解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 36 Strategy of NPrCAP/M-mediated hyperthermia for melanoma-targeted 
chemo-thermo-immunotheraoy. This strategy is based on combination of hyperthermia using 
NPrCAP/M with antimelanoma peptide vaccine and TCR gene-engineered CTL therapy [147].  
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5.2 NPrCAP/M を利用した CTI 療法の治療効果及び免疫誘導

効果 

 

5.2.1 本節の目的 

 

 本節では、担がんマウスモデルを用いた動物実験で、磁場照射によって

NPrCAP/M が目的治療温度（43°C）まで発熱し、腫瘍組織特異的に加温可能で

あるか調べた。そして、CTI 療法後の腫瘍組織の重さを測定することで治療効

果を評価した。さらに、CTI 療法後の腫瘍組織およびリンパ節内に CD8+T 細胞

が浸潤しているかを観察することで、CTI 療法により抗腫瘍免疫が誘導された

かを確認した。 

 

5.2.2 実験方法 

 

5.2.2.1 細胞培養 

 

 マウスメラノーマ細胞株 B16F1（American Type Culture Collection, VA, USA）

は札幌医科大学医学部皮膚科学講座から供与して頂き、FBS を 5%、ベンジルペ

ニシリンカリウム（Wako）を 100 unit/mL、ストレプトマイシン硫酸塩（Wako）

を 100 μg/mL および炭酸水素ナトリウム（Wako）を 1.5 g/L 添加した低グルコー

ス DMEM（Gibco BRL）を用いて培養した。細胞培養は、37°C、5% CO2 インキ

ュベータ内で行った。 

 

5.2.2.2 フットパッド担がんマウスの作製 

 

26G（Terumo）の注射針を付けたシリンジを用いて、4 週齢雌の C57/BL6Ncr

マウス（Japan SLC）の腹腔内にペントバルビタール（50 mg/kg body weight）を
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注射することにより麻酔を施した。麻酔後は、マウスをウッドチップで包み、

ライトで照射することにより体温が下がらないように配慮した。1×107 cells/mL

に PBS で調製した B16F1 細胞懸濁液を麻酔後のマウスの右足の皮下（フットパ

ッド）に 29G（Terumo）の注射針で 50 μL 注射することでフットパッド担がん

マウスを作製した。動物実験は所属機関の所定手続きを行い、承認を得た後に

九州大学動物実験実施マニュアルに従い関連法令を遵守するように適切に取り

扱った（A22-180-0）。 

 

5.2.2.3 N-propionyl-4-S-cysteaminylphenol/magnetite（NPrCAP/M）の作製方法 

 

本研究で使用した NPrCAP/M は札幌医科大学医学部皮膚科学講座から供与し

て頂いた。以下に簡潔に NPrCAP/M の作製方法を記載する。磁性ナノ粒子（Fe3O4; 

平均粒子径, 10 nm）は戸田工業（Hiroshima, Japan）より購入したものを使用し、

796 kA/m（室温）における磁気特性（飽和保磁力、飽和磁束密度、残留磁束密

度）は、2.0 kA/m、63.9 Am2/kg、2.6 Am2/kg であり、30.6 kA/m、118 kHz（384 Oe）

における比吸収率は、42.6 W/g である[147]。磁性ナノ粒子表面はアミノシラン・

カップリング剤で修飾し、マレイミド架橋剤を介して NPrCAP を結合させてお

り[114]、高速液体クロマトグラフィー解析から、磁性ナノ粒子に結合している

NPrCAP 量は 60 nmol/mg である。また、平均粒子径は約 280 nm である。 

 

5.2.2.4 NPrCAP/M を利用した CTI 療法実験 

 

 CTI 療法の実験スキームを Fig. 37 に示す。B16F1 細胞移植から 3 日後、腫瘍

が形成されていることを確認し、NPrCAP/M 溶液（net magnetite weight: 2 mg）

を担がんマウスの腫瘍中心部に 29G（Terumo）の注射針で 50 μL 注射した。

NPrCAP/M 注入後、アクリル製の筒の中に麻酔後のマウスを入れ、腫瘍が交番磁場照

射装置のコイルの中心になるように設置し、交番磁場を照射することにより CTI 療法を
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開始した。このときの磁場強度、周波数は 30.6 kA/m、118 kHz（384 Oe）に設定した。

温度条件は 43°C に設定し、光ファイバー温度計のプローブ（Anritsu Meter）を腫瘍表

面と直腸内に置くことで、腫瘍表面温度と体温を測定した。磁場照射開始から経時的

に温度を観察し、出力を調節することにより腫瘍表面の温度を 43°C に保った。この一

連の操作を一日置きに計 3 回行い、治療開始から 14 日後に腫瘍組織を切除して、

腫瘍組織の重量測定を行った。さらに、Optimal Cutting Temperature Compound

（Sakura Finetechnical, Tokyo, Japan）を用いて腫瘍組織を凍結固定し、薄切切片

を作製して抗 CD8 抗体（clone: 53-6.7, BD Pharmingen, CA, USA）を用いて染色

することにより免疫組織学的解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 37 Scheme of hyperthermia using NPrCAP/M. 

 

5.2.2.5 所属リンパ節からの CD8+T 細胞の単離及びフローサイトメトリー解析 

 

 リンパ節と脂肪を識別し、外科手術を行い易くするために、CTI 療法開始か

ら 14 日後のマウスに麻酔を施した後、切除したいリンパ節側の足の裏に 1% 

Evans blue（Sigma Chemical） を 25 μL 皮下注射し、リンパ節を青色に染色した 

[162]。青色に染色された腫瘍を移植した右足側の鼠蹊部リンパ節が腫瘍流入領

域リンパ節である[163]。リンパ節の直径はノギスを用いて測定し、リンパ節の

体積は次式を用いて算出した。 
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Lymph node volume = 0.5 × length [mm] × （width [mm]）2  

青色に染色された鼠径部リンパ節を脂肪が付着しないように丁寧に切除し、PBS

により血液を洗い流した。切除した鼠径部リンパ節を gentleMACS C Tube

（Miltenyi Biotec）に回収し、gentleMACSTM Dissociator（Miltenyi Biotec）を用い

てホモジナイズすることで単細胞懸濁液を用意した。単細胞懸濁液を 15 mL 遠心チ

ューブに移した後、MACS buffer（Miltenyi Biotec）で 10 mL にメスアップし、

300×g、10 分間、4°C で遠心分離することでリンパ球を採取した。採取したリ

ンパ球を抗 CD8 抗体により染色した後、フローサイトメーター（ BD 

FACSCaliburTM; BD Bioscience, CA, USA）により解析することでリンパ節中の

CD8+T 細胞数を計測した。リンパ節中の全細胞当たりの CD8+T 細胞の割合はトリパ

ンブルー染色法により算出した。 

 

5.2.2.6 統計解析 

 

統計解析はマンホイットニー順位和検定を用いて行い、P < 0.05 の時、有意差

がある判断とした。 

 

5.2.3 実験結果と考察 

 

5.2.3.1 NPrCAP/M を利用した CTI 療法の治療効果  

 

現在までに、マウス側腹部に皮下移植された B16F1 メラノーマに対して NPrCAP/M

を利用した CTI 療法が有効であることが報告されている[164]。本研究では、流

入領域リンパ節を鼠径部および膝窩リンパ節[162]に限定して解析することを目

的として、マウスのフットパッドに皮下移植したメラノーマに対して NPrCAP/M

を利用した CTI 療法を施した。 

まず、フットパッド担がんマウスモデルを用いた動物実験で、磁場照射によ

って NPrCAP/M が目的治療温度（43°C）まで発熱し、腫瘍組織特異的に加温可
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能であるか調べた（Fig. 38A）。フットパッドに B16F1 細胞を移植して 3 日後、

担がんマウスの腫瘍組織に NPrCAP/M を注入し、交番磁場を照射することで温

熱療法を行った。Fig. 38A は磁場照射間の腫瘍表面、直腸内の温度を示してい

る。Fig. 38A より、磁場照射開始から 3 分後には腫瘍温度が 43°C に到達し、出

力を調節することで 43°C を維持することができた。この間、直腸の温度は 36°C

を超えることはほとんどなく、通常の体温を保っていた。以上の結果から、

NPrCAP/M と交番磁場を利用することにより正常組織を傷つけることなく、

NPrCAP/M を注入した腫瘍組織特異的に加温することができ、出力を調節する

ことで正確、簡便に温度を調節可能であることが示唆された。 

次に、CTI 療法開始から 14 日後の腫瘍組織の重さを測り、NPrCAP/M を利用

した CTI 療法の治療効果を評価した（Fig. 38B）。治療温度を 43°C に設定し、

一日おきに 3 回行うことにより、無治療担がんマウスと比較して CTI 療法を行ったマウス

の腫瘍体積が有意に退縮した。治療温度を 46°C に設定し、一日毎に 2 回行うことで

メラノーマを完全に退縮可能であることが報告されており[165]、本研究においても治療

温度を 43°C 以上に設定することで腫瘍の完全退縮が可能であると思われる。し

かし、ネクローシスを起こす 46°C より低い 43°C で加温することでより強力な

抗腫瘍免疫が誘導されたとの報告から[164]、本研究では温熱免疫機構の解明を

目的としているため治療温度を 43°C に設定した。 

さらに、腫瘍に浸潤している CD8+T 細胞を定量するため、抗 CD8 抗体を用い

て治療開始から 14 日後の腫瘍組織の免疫染色を行った（Fig. 38C, D）。無治療

担がんマウスの腫瘍内、腫瘍組織周囲においては CD8+T 細胞は観察されなかっ

たが、CTI 療法を施したマウスの腫瘍組織周囲では CD8+T 細胞の浸潤を多数観

察することができた（Fig. 38C）。そして、僅かながら腫瘍内においても CD8+T

細胞の浸潤を確認した（Fig. 38D）。この結果は、Sato, A.ら、Takada, T.らが行

った側腹部担がんマウスモデルを用いた CTI 療法における結果と一致した[161, 

164]。以上の結果から、NPrCAP/M を利用した CTI 療法を行うことにより、リ

ンパ球が活性化されて腫瘍に浸潤し、腫瘍の退縮に貢献することが示唆された。 
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Fig. 38 Hyperthermia using NPrCAP/M. (A) Temperatures at the tumor surface (closed circles) 
and in the rectum (open circles) during AMF exposure. NPrCAP/M were injected directly into 
subcutaneous B16F1 tumors. Data points and bars are expressed as the mean ± SD of five mice. 
(B) Tumor weight on day 17. Tumors that had been non-treated or injected with NPrCAP/M with 
or without AMF irradiation were resected, and tumor weight was measured on day 17. Data are 
expressed as the mean ± SD of five mice. (C, D) Immunohistochemical staining for CD8+ T cells 
around (C) and within (D) the tumor on day 17. Tumors were resected after NPrCAP/M-mediated 
hyperthermia. Violet-blue cells are anti-CD8 antibody-stained cells visualized by 
diaminobenzidine tetrahydrochloride-nickel solution containing hydrogen peroxide. Slides were 
counterstained with methyl green, and nuclei are light green. Arrows in (D) show a few 
representative CD8+ T cells within the tumor. *P < 0.01 against non-treated mice. **P < 0.01 
against the mice treated with NPrCAP/M alone [147]. 
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5.2.3.2 NPrCAP/M を利用した CTI 療法の免疫誘導効果 

 

 次に、CTI 療法開始から 14 日後の鼠径部流入領域リンパ節を観察することに

より、NPrCAP/M を利用した CTI 療法の免疫誘導効果を評価した（Fig. 39）。

Fig. 39A, B より、左半身の鼠径部リンパ節と比較して、右足に移植した腫瘍組

織の所属リンパ節である右半身の鼠径部流入領域リンパ節が肥大していること

を確認した。このリンパ節のサイズを計測したところ、無治療担がんマウスや

NPrCAP/M を注入したのみのマウスを含む、全ての担がんマウスモデルにおい

て、著しい鼠径部流入領域リンパ節の肥大を確認した（Fig. 39C）。特に NPrCAP/M

を利用した CTI 療法を施したマウスにおいて、ナイーブマウスと比較して著し

く鼠径部流入領域リンパ節が肥大していた（Fig. 39C）。 

観察されたリンパ節の肥大は、がん抗原を認識して腫瘍組織へ浸潤した T 細

胞がリンパ節へ帰還している、また流入領域リンパ節において APC による抗原

提示により活性化し、増殖・分化した特異的な T 細胞が関与していると考えら

れる。そこで、ナイーブマウスの鼠径部リンパ節と CTI 療法を施した担がんマ

ウスの鼠径部流入領域リンパ節を回収し、CD8+T 細胞の数を比較した（Fig. 39D）。

Fig. 39D より、CTI 療法を施した担がんマウスにおいて CD8+T 細胞数が著しく

増加していた。これらの結果から、CTI 療法により抗腫瘍免疫が誘導され、CD8+T

細胞が増幅したことにより流入領域リンパ節が肥大したと考えられる。 
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Fig. 39 Analysis of lymph node after NPrCAP/M-mediated hyperthermia. (A, B) Evans blue dye 
labeling of a representative inguinal NDLN (A) and DLN (B). On day 17, 1% Evans blue dye 
solution was subcutaneously injected into the hind foot pad. (C) Lymph node volume on day 17. 
Closed columns, NDLN; open columns, DLN. Data are expressed as the mean ± SD of five mice. 
(D) The number of CD8+ T cells in a lymph node on day 17. CD8+ T cells were negatively selected 
by magnetic cell sorting. The cells were mixed and stained phycoerythrin-conjugated anti-CD8 
antibody, and flow cytometric analyses were performed to analyze the percentage of CD8+ T cells. 
The number of CD8+ T cells in lymph node was calculated from the percentage of CD8+ T cells 
among the total number of lymphocytes that were counted by the trypan blue dye exclusion 
method using a hemocytometer. Data are expressed as the mean ± SD of five mice. *P < 0.01 
[147]. 
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5.2.4 本節のまとめ 

 

 NPrCAP/M を利用した CTI 療法から 14 日後の腫瘍組織の重さを測定したとこ

ろ、CTI 療法を施したマウスにおいて有意に腫瘍を退縮させることができた。さらに、

CTI 療法開始から 14 日後の腫瘍組織の抗 CD8 抗体を用いた免疫組織学的解析を

行ったところ、CTI 療法を施したマウスの腫瘍組織周囲において CD8+T 細胞の

浸潤を多数確認し、僅かながら腫瘍組織内においても CD8+T 細胞を確認した。 

また、CTI 療法開始から 14 日後の鼠径部流入領域リンパ節を観察したところ、

がんを移植した右半身の鼠径部流入領域リンパ節が著しく肥大していることを

確認した。そして、鼠径部流入領域リンパ節内の CD8+T 細胞の数を比較したと

ころ、CTI 療法を施した担がんマウスにおいて CD8+T 細胞数が著しく増加して

いることが分かり、CTI 療法により抗腫瘍免疫が誘導され、CD8+T 細胞が増殖

したと考えられる。以上の結果から、NPrCAP/M を利用した CTI 療法を行うこ

とにより、がん細胞を認識して攻撃する CD8+T 細胞数が増加し、腫瘍組織の退

縮に貢献することが示唆された。 

  

5.3 NPrCAP/M を利用した CTI 療法後の腫瘍浸潤リンパ球の

TCR レパトワ解析 

 

5.3.1 本節の目的 

 

 前節において、NPrCAP/M を利用した CTI 療法により誘導された抗腫瘍免疫

により、鼠径部流入領域リンパ節において CD8+T 細胞数の増加を確認した。そ

こで、本節では、腫瘍組織、鼠蹊部リンパ節内の T 細胞の TCR Vβ ファミリー

のレパトワ解析を行うことにより、免疫誘導された CD8+T 細胞の特性を調べた。

さらに、抗腫瘍免疫を賦活するために、免疫誘導された CD8+T 細胞を活性化す

る抗原ペプチドの同定を目標とした。 
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5.3.2 実験方法 

 

5.3.2.1 TCRVβ レパトワ解析 

 

 TCRVβ レパトワ解析は、 SuperTCRExpressTM Mouse T Cell Receptor Vβ 

Repertoire Clonality Detecting Kit（BioMed Immunotech, FL, USA）を用いて行っ

た。このキットを利用した解析方法は、VDJβ 領域を PCR 法により遺伝子増幅

した後に、アガロースゲル電気泳動解析を行うという流れである。まず、CTI

療法から 14 日後の腫瘍組織もしくはリンパ節から単離した CD8+T 細胞から

RNA 抽出キット（RNAiso Plus、Takara）を用いて RNA を抽出した。抽出した RNA を用

いて逆転写反応を行うことにより cDNA を採取し、94°C で 3 分間処理した後、94°C

で 30 秒間、55°C で 30 秒間、72°C で 45 秒間を 1 サイクルとし、これを 35 サイ

クル繰り返すことにより TCR 遺伝子を増幅した。そして、Taq DNA polymerase

を用いた 2 段階目の PCR（95°C で 3 分間処理した後、95°C で 30 秒間、58°C で

30 秒間、72°C で 30 秒間を 1 サイクルとし、これを 30 サイクル繰り返す）を行

い、特異的な TCR Vβ 遺伝子を増幅した。その後、4 %の高解像度アガロースゲ

ルを用いた電気泳動を行うことにより、PCR 産物から得られた TCR Vβ 遺伝子に

どのようなレパトワがあるかを調べた。また、DNA 塩基配列解析のために、電

気泳動後のゲルから切り出した TCR Vβバンドを MagExtractorTM-PCR（Toyobo）

と Gel Clean Up Kit（Toyobo）により精製した後に、pGEM®-T vector（Promega, WI, 

USA）に載せクローニングを行った。そして、陽性コロニーから抽出したプラ

スミド DNA の塩基配列を DNA sequencer（Prism® 3130 Genetic Analyzer; Applied 

Biosystems, CA, USA）により解析し、得られた塩基配列を BLAST search engine

を使用して GenBank database と比較した。以上の操作はキットのプロトコールに従っ

て行った。 
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5.3.2.2 所属リンパ節からの CD8+Vβ11+T 細胞の単離 

 

CD8+Vβ11+細胞のフローサイトメトリー解析のために、5.2.2.5 に記載した操

作により回収したリンパ球から抗 CD8 抗体および抗 TCR Vβ11 抗体（clone 

RR3-15; BD Pharmingen）を用いて CD8+Vβ11+T 細胞を単離した。回収した細胞は

フローサイトメーター（BD FACSCaliburTM; BD Bioscience）で解析することで、

リンパ節中の CD8+Vβ11+T 細胞のポピュレーションを解析した。リンパ節中の全細胞当

たりの CD8+Vβ11+T 細胞の割合はトリパンブルー染色法により算出した。 

 

5.3.2.3 培養上清中における IFN-γ の定量 

 

培養上清中における IFN-γ 量測定の実験スキームを Fig. 40 に示す。CTI 療法

開始から 14 日後のマウスから採取したリンパ球細胞をマイトマイシン C 処理し

た B16F1 細胞（1.0 × 107 cells）または抗原ペプチド（10 μg/mL）と共培養する

ことにより再刺激を行い、IFN-γ の分泌を促した。共培養する際の培地は、FBS

を 10 %、ベンジルペニシリンカリウム（Wako）を 100 unit/mL、ストレプトマ

イシン硫酸塩（Wako）を 100 μg/mL、2-メルカプトエタノール（EMD Millipore, 

Darmstadt, Germany）を 50 μM、HEPES（Dojindo）を 25 mM および炭酸水素ナ

トリウム（Wako）を 3.7 g/L 添加した RPMI-1640（日水製薬）を使用した。使用

した FBS は 56°C で 30 分間加温することにより非働化を行った。そして、再刺

激を行う際に用いた B16F1 細胞は、B16F1 細胞が元来発現している MHC クラ

ス I 量が低いため、IFN-γ（100 unit/mL）による発現誘導を行った[166]。また、

抗原ペプチドとして、tyrosinase-related protein（TRP）-1222-229（amino acid sequence: 

TWHRYHLL; Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany）[167]、TRP-2180-188（amino 

acid sequence: SVYDFFVWL; Abgent, CA, USA）[168]、glycoprotein 10025-33（amino 

acid sequence: EGSRNQDWL; Anaspec, CA, USA）[169]を用い、ネガティブコン

トロールとして、ovalbumin peptide（OVA257-263; amino acid sequence: SIINFEKL; 
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Abbiotec, CA, USA）[170]を用いた。これらペプチドの精製度は>90 %である。 

B16F1 細胞、抗原ペプチドを抗原とする再刺激は 5 日間行い、培養中は 2 日

おきに半分量の培地交換を行った。共培養により 5 日間再刺激を行った後に、

培養上清を回収し、Mouse IFN-γ ELISA kit （Thermo Fisher Scientific, IL, USA）に

より培養上清中に含まれる IFN-γの定量を行った。操作はキットのプロトコールに従って

行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 40 Scheme of assay of amounts of IFN-γ in culture supernatants. 
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5.3.3 実験結果と考察 

 

5.3.3.1 腫瘍浸潤リンパ球の TCR Vβ レパトワ解析 

 

 NPrCAP/M を利用した CTI 療法により、鼠径部流入領域リンパ節において

CD8+T 細胞数の増加を確認することができたため、免疫誘導された CD8+T 細胞

の特性を調べるために、腫瘍組織、鼠径部リンパ節内の T 細胞の TCR Vβ ファ

ミリーのレパトワ解析を行った（Fig. 41）。ナイーブマウスの鼠径部リンパ節

では、Vβ20 遺伝子を除くすべての TCR Vβ ファミリーの遺伝子発現を確認した

（20/21 Vβ ファミリー; Fig. 41A）。無治療担がんマウスの鼠径部リンパ節にお

いても、ほぼ全ての TCR Vβ ファミリーの遺伝子発現を確認した（19/21 Vβ フ

ァミリー; Fig. 41B）。しかしながら、無治療担がんマウスの腫瘍組織内には、

TCR 遺伝子の発現は観察されなかったことから（data not shown）、温熱療法を施

さなければ腫瘍組織内にリンパ球はほとんど浸潤してこないと考えられる。一

方で、NPrCAP/M を利用した CTI 療法を施したマウスの流入領域リンパ節にお

いて、CD8+T 細胞の TCR Vβ ファミリーの遺伝子発現は若干限定された（15/21 

Vβ ファミリー; Fig. 41C）。さらに、CTI 療法を施したマウスの腫瘍組織では、

TCR Vβ ファミリーの遺伝子発現はさらに限定され、TCR Vβ5、Vβ8.3、Vβ11 を

もつ CD8+T 細胞が存在していることが分かった（Fig. 41D）。以上の結果より、

CTI 療法により活性化された CD8+T 細胞は、マウスメラノーマを特異的に攻撃

するためにオリゴクローナルに増殖していることが示唆された。 
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Fig. 41 TCR β-chain gene expression in TILs after NPrCAP/M-mediated hyperthermia. Analysis 
of each specimen included 22 separate electrophoreses of DNA amplified with different primer 
sets of each TCR Vβ family gene-specific oligonucleotides. Representative results from Vβ 
amplifications of T cells in single mice are shown. (A) Inguinal lymph node from naive mouse. 
(B) Inguinal DLN from non-treated tumor-bearing mice. (C) Inguinal DLN from the mice treated 
with hyperthermia. (D) Tumor from the mice treated with hyperthermia. The TCR Vβ family 
number is shown above each lane where bands were observed [147]. 

 

5.3.3.2 腫瘍浸潤リンパ球の TCR Vβ 遺伝子配列解析 

 

TCR を介した T 細胞の抗原認識の多様性形成において、VDJ 領域の遺伝子配

列が最も重要であると考えられているため、NPrCAP/M を利用した CTI 療法を

施した担がんマウスの TIL の VDJ 領域の遺伝子配列を解析した（Fig. 42）。遺

伝子配列を解析するために、CTI 療法開始から 14 日後の担がんマウスから腫瘍
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を回収し、解析したところ、PCR 産物から Vβ6 のクローンを 1 つ、Vβ8.2 のク

ローンを 5 つ、Vβ11 のクローンを 6 つ採取した。採取したクローンの遺伝子配

列解析の結果、5 つ全ての TCR Vβ8.2 のクローンは同一の遺伝子配列を有して

いた（Fig. 42B）。一方、TCR Vβ11 の遺伝子配列解析の結果、採取した TCR Vβ11

は、Jβ2-3、Jβ2-7 の異なる二つの Jβ 遺伝子、さらに、異なる三つの N-Dβ-N 領

域で構成されていた（Fig. 42C）。これらの結果より、TCR Vβ11+T 細胞は流入

領域リンパ節でオリゴクローナルに増幅し、腫瘍組織に浸潤していることが示

唆され、マウスメラノーマを治療するためには TCR Vβ11+T 細胞を利用するこ

とが重要であると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fig. 42 TCR β junctional sequences from TILs in the mice treated with NPrCAP/M-mediated 
hyperthermia. (A-C) Nucleotide and predicted amino acid sequence from V(D)J regions of TCR 
Vβ6 (A), Vβ8.2 (B) and Vβ11 (C). Tumor samples from five mice were mixed and analyzed. The 
amplified PCR products of TCR Vβ gene were cloned into the plasmid vector. Six or as many as 
possible randomly picked colonies were analyzed, and the plasmid DNA from the positive 
colonies was sequenced [147]. 
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5.3.3.3 メラノーマ関連抗原に対する腫瘍浸潤リンパ球の反応性評価 

 

RT-PCR による TCR Vβ11 遺伝子の定性分析から、マウスメラノーマを認識し、

攻撃するために TCR Vβ11+T 細胞がオリゴクローナルに増幅し、腫瘍組織へ浸

潤していることが示唆されたため、ナイーブマウスと CTI 療法を施したマウス

の鼠蹊部リンパ節から採取した TCR Vβ11+T 細胞の数を定量し、比較した（Fig. 

43A-C）。その結果、ナイーブマウスと比較して CTI 療法を施したマウスにおい

て CD8+/TCR Vβ11+T 細胞の有意な増加を確認した。Harada, M.らが樹立した B16

メラノーマを特異的に認識する CD8+T 細胞株 AB1 細胞においても TCR Vβ11 遺

伝子が発現していることが報告されており[171]、マウスメラノーマを認識して

腫瘍組織に浸潤しているリンパ球の多くが TCR Vβ11 遺伝子を発現していると

考えられる。これらの結果より、所属リンパ節に存在する CD8+T 細胞の多くが

TCR Vβ11 遺伝子を発現しているかを観察することにより、観察されるオリゴク

ローナルな増幅は CD8+T 細胞がマウスメラノーマを認識していることに起因し

ているか評価可能であることが示された。 

次に、TCR Vβ11+T 細胞がメラノーマ関連抗原ペプチドにより活性化されるか

を調べるために、腫瘍抗原特異的な IFN-γ 産生量を測定した（Fig. 43D）。治療

開始から 14 日後の鼠径部流入領域リンパ節から採取したリンパ球を、マイトマ

イシン C 処理を施した B16F1 細胞またはマウスメラノーマ関連抗原である免疫

優性ペプチド TRP-1、TRP-2、gp100 と共培養することにより再刺激を与えた。

共培養後の培地上清を用いた ELISA の結果、TRP-2 ペプチドによる再刺激を与

えた場合のみリンパ球が著しく IFN-γ を分泌していることが分かり、CTI 療法に

より誘導され腫瘍に浸潤しているリンパ球が TRP-2 抗原を特異的に認識してい

ることが示唆された。Harada, M.らが樹立した AB1 細胞は B16 メラノーマ細胞

と同様に TRP-2 ペプチドを抗原として認識していることが報告されている[171]。

さらに、Singh, V.らが樹立した TRP-2 ペプチドを特異的に認識する CD8+T 細胞
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株は、TCR Vβ11 遺伝子を発現していることが報告されている[172]。これらの知

見と得られた結果から、TCR Vβ11+T 細胞を用いた養子免疫治療法や、TRP-2 ペ

プチドワクチン治療法を併用することにより、NPrCAP/M を利用した CTI 療法

により誘導される抗腫瘍免疫をさらに賦活することが可能になると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 43 T-cell response in the mice treated with NPrCAP/M-mediated hyperthermia. (A-C) Flow 
cytometric analysis of CD8+/TCR Vβ11+ T cells in an inguinal lymph node of a naive mouse (A) 
and in an inguinal DLN of a mouse treated with NPrCAP/M-mediated hyperthermia (B). CD8+ T 
cells in the lymph node were purified by the magnetic cell sorting, and the representative data 
from single mice (A and B) and five mice for statistical analysis (C) are shown. Data are the 
means and SDs. (D) T-cell response to melanoma-associated antigen peptides. After the 
hyperthermia treatment, DLNs from five mice were harvested on day 17, and lymphocytes were 
then restimulated in vitro with antigen peptides or mitomycin-treated B16F1 cells for 5 days. 
OVA257-264 peptide was used as a negative control. After the restimulation, culture supernatants 
were collected and amounts of IFN-γ were measured by ELISA. Data are the means and SDs of 
triplicate experiments. *P < 0.01 [147]. 
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5.4.4 本節のまとめ 

 

 本節において、腫瘍組織、鼠径部リンパ節内の T 細胞の TCR Vβ ファミリー

のレパトワ解析を行ったところ、TCR Vβ11+T 細胞がマウスメラノーマを治療す

る上で重要なツールとなることがわかった。さらに、採取した TCR Vβ11 のク

ローンの遺伝子配列解析を行い、3 種類の遺伝子配列を得た。そして、B16 メラ

ノーマ特異的な抗原ペプチドとして TRP-2 ペプチドが有用であることが示唆さ

れた。今後は取得した遺伝子配列を利用して人工 CTL の作製に着手したいと考

えている。 

 

5.5 本章のまとめ 

 

本章ではまず、NPrCAP/M を利用した CTI 療法をメラノーマ担がんマウスモ

デルに施すことにより、有意に腫瘍体積を退縮可能であることを示した。さら

に、CTI 療法後の鼠径部流入領域リンパ節において、CD8+T 細胞の増加による

リンパ節の肥大化が観察され、CTI 療法により抗腫瘍免疫が誘導されることが

わかった。そして、鼠径部流入領域リンパ節内、および腫瘍組織に浸潤してい

る T 細胞の TCR Vβ ファミリーのレパトワ解析結果により、マウスメラノーマ

を攻撃するために TCR Vβ11+T 細胞がオリゴクローナルに増幅し、腫瘍組織に

浸潤していることが示唆された。また、免疫誘導された CD8+T 細胞は TRP-2 ペ

プチドにより活性化されることも分かった。以上の結果より、CTI 療法により

誘導された抗腫瘍免疫を賦活することを目的として、CTI 療法に人工 CTL を利

用した TCR 遺伝子療法、メラノーマ抗原ペプチドを利用したワクチン療法を組

み合わせた治療法を開発することの有用性が示された。この治療法は抗腫瘍免

疫を誘導できることが最大の利点であり、原発がんを治療した後に再発・転移

がんの根絶も可能になると考えられる。また、本研究の手法では、「CTI 療法

後に免疫誘導された TIL」の CDR3 領域の解析結果を基に人工 CTL を作製、お

よび抗原ペプチドを同定するため、患者一人ひとりに高い抗腫瘍効果を提供で
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きる個別化医療を開発することが可能となる。これまでの研究で、腹腔注射に

より NPrCAP/M をメラノーマへ送達することに成功しているが、細網内皮系に

より肝臓や脾臓へも取り込まれてしまうことが分かっている[113, 147]。本章で

標的としたマウスメラノーマは表在性腫瘍であるので NPrCAP/M の投与が容易

であったが、今後、直接注入が困難ながんへ応用するためにはより高度な腫瘍

標的性を獲得する必要がある。 
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第 6 章 総括 
 

6.1 本論文のまとめ 

 

磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療法後に誘導される抗腫瘍免疫を賦

活する治療法を開発することができれば、がんを「不知の病」たらしめている

再発・転移がんを身体に備わる免疫系により治療可能な画期的ながん治療と成

り得る。抗腫瘍免疫を賦活する手段として、T 細胞の増殖・分化を誘導するサ

イトカインなどの治療遺伝子を用いることが最適であると考えられるが、これ

ら遺伝子の生体内発現における副作用の低減を達成しなければならない。した

がって、温熱療法と遺伝子療法の課題である局所性を克服するシステムを開発

することが重要である。そこで、本研究ではまず、機能性磁性ナノ粒子と交番

磁場を利用した温熱療法による加温を起因として目的遺伝子を大量発現させる

温熱誘導型遺伝子発現システムの開発を行った。そして、温熱療法後の抗腫瘍

免疫を温熱誘導型遺伝子発現システムによりさらに賦活するために、誘導され

た抗腫瘍免疫のエフェクター細胞である CTL の特性を調べた。 

 

第 1 章では、本研究の背景、目的を示し、本研究の方針について説明した。 

 

第 2 章では、本研究の関連分野の既往の研究を紹介し、本研究の意義につい

て説明した。 

 

第 3 章では、加温をスイッチとして目的遺伝子を大量発現する温熱誘導型遺

伝子発現システムの開発を試みた。まず、目的遺伝子発現プラスミドベクター

と tTA 発現プラスミドベクターを作製後、LacZ 遺伝子を用いたレポーターアッ

セイを行った結果、加温をスイッチとして目的遺伝子が発現し、tTA による発

現量の増強が観察できた。さらに、機能性の向上を目的として One-pack システ
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ムを開発した。この One-pack システムは、ウイルスプロモーターを利用した構

成的遺伝子発現システムに匹敵する活性を示した。次に、One-pack システムを

利用したがん治療応用への検討では、加温と tTA による治療遺伝子 HSV-tk およ

び TNF-α の発現増強により強くがん細胞の増殖が抑制され、温熱療法と遺伝子

療法の併用効果が示された。 

 

第 4 章では、機能性磁性ナノ粒子 MCL と交番磁場を利用して、第 3 章で開発

した遺伝子発現システムを磁場誘導型遺伝子発現システムへ発展させた。まず

in vitro において、磁場照射の加温により HSP70B’プロモーターが駆動し、tTA

により目的遺伝子の発現が増強されることを示した。担がんマウスを用いた動

物実験においても、腫瘍組織特異的に加温可能であり、磁場照射により目的遺

伝子の発現を制御可能であることを示した。また、磁場照射による温熱療法後

の腫瘍体積を経時的に観察したところ、30 日間強く腫瘍組織の増大を抑制でき

た。さらに、磁場照射を行わなかった条件では、目的遺伝子の発現は誘導され

なかったことから、開発した磁場誘導型遺伝子発現システムは磁場照射により

目的遺伝子の発現を厳密に制御可能であることが示された。以上の結果より、

磁場誘導型遺伝子発現システムは、温熱療法により誘導された抗腫瘍免疫を賦

活する治療法を開発する上で有用なツールとなると考えられる。 

 

第 5 章では、機能性磁性ナノ粒子 NPrCAP/M と交番磁場を利用して、温熱療

法後に誘導される抗腫瘍免疫のメカニズム解析を行った。まず、治療から 14 日

後のマウスを観察したところ、腫瘍組織の退縮、腫瘍流入領域リンパ節内にお

ける CD8+T 細胞の増加がみられ、温熱療法により抗腫瘍免疫が誘導されたこと

が示唆された。そして、腫瘍組織、腫瘍流入領域リンパ節に浸潤してきた CD8+T

細胞の TCR のレパトワ解析を行うことで、腫瘍を特異的に認識して攻撃してい

る CTL の質的解析を行った。その結果、CTI 療法により誘導され腫瘍組織に浸

潤している CTL の多くが TCR Vβ11 遺伝子を発現していることが示された。そ
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して、抗腫瘍免疫をさらに賦活することを目的として、腫瘍流入領域リンパ節

に浸潤してきた CD8+T 細胞を活性化させる抗原ペプチドの探索を行ったところ、

TRP-2 ペプチドが有用であることが分かった。以上の結果より、CTI 療法に人工

CTL を利用した TCR 遺伝子療法、メラノーマ抗原ペプチドを利用したワクチン

療法を組み合わせることにより、CTI 療法により誘導された抗腫瘍免疫をさら

に賦活することが可能となり、再発・転移がんをも治療可能な理想的ながん治

療法の開発が可能となると考えられる。 

 

6.2 今後の展望 

 

本研究では、磁性ナノ粒子と交番磁場を利用した温熱療法後に誘導される抗

腫瘍免疫を賦活する新規がん治療法の開発を目指し、第 3 章および第 4 章にお

いて「温熱誘導型遺伝子発現システムの開発」、第 5 章において「腫瘍浸潤リ

ンパ球の解析」および「抗原ペプチドの解析」を並行して研究を行った。今後

は、これらの研究成果を工学的発想により一体化した効率的な新規がん治療法

の開発を試みる。 

上記の目的を達成するために、「腫瘍標的性」「磁性ナノ粒子」「温熱誘導

型遺伝子発現ベクター」の特性をすべて含有したバイオナノマテリアルを開発

することが有益であると考えられる。具体的には、カチオニックリポソームで

包埋した磁性ナノ粒子とプラスミドベクターを静電的に結合させ、ベクター結

合型 MCL を作製する。温熱誘導型遺伝子発現ベクターにより発現させる治療遺

伝子は、T 細胞の増殖・分化を促す IL-2、IL-12、IFN-γ をまず使用し、治療効

果を確認する。そして、ベクター結合型 MCL のリポソーム表面にリンカーを用

いて腫瘍特異的抗体を結合させることにより、抗腫瘍免疫を賦活するためのバ

イオナノマテリアルへと発展させる。生体内に投与されたバイオナノマテリア

ルは、結合させた腫瘍特異的抗体によって腫瘍組織特異的に接着し、静電相互

作用により磁性ナノ粒子と共にプラスミドベクターをがん細胞に取り込ませる
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ことが可能である。その後、交番磁場照射による磁性ナノ粒子の発熱をスイッ

チとして治療遺伝子を発現させ、温熱療法と遺伝子療法の相乗効果を狙う。磁

性ナノ粒子に結合させるプラスミドベクター搭載量や抗体量、および遺伝子導

入効率を評価することにより最適条件を調べる。 

次に、温熱療法により誘導された抗腫瘍免疫をさらに賦活するために、治療

後の患者の腫瘍組織から TIL を単離して、TCR Vβ 遺伝子配列の解析、抗原ペプ

チドの同定を行う。TCR Vβ 遺伝子配列の解析結果を基に、TCR 遺伝子をクロー

ニングし、レトロウイルスベクターを用いて TIL に TCR 遺伝子を導入し、人工

CTL の作製を試みる。その後、IL-2 および IFN-γ を培地中に添加することによ

って抗原特異性を維持したまま大量培養する。同定した抗原ペプチドを生体内

に投与することにより、腫瘍組織に浸潤してきた CD8+T 細胞を活性化し、腫瘍

特異的な強力な抗腫瘍免疫が誘導される。この抗腫瘍免疫のエフェクター細胞

は CTL であるが、内在性 CTL と生体内に投与した人工 CTL の併用効果により、

さらなる抗腫瘍効果の増強が期待される。 

以上のように、温熱療法により誘導される抗腫瘍免疫をさらに効率的に賦活

することで、がんを「不知の病」たらしめている再発・転移がんの根治も視野

に入れることができ、さらに外部刺激により治療遺伝子の発現を厳密に制御可

能であるため副作用の低減と強力な抗腫瘍免疫を達成可能な未だかつてないが

ん治療法を確立できると考えられる。 
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略語一覧 
 

APC   antigen presenting cell 

CDR3  third complementarity-determining region 

CMV   cytomegalovirus 

CTI   chemo-thermo-immuno 

CTL   cytotoxic T-lymphocyte 

DC    dendritic cell 

DLPC   dilauroylphosphatidyl-choline 

DOPE   dioleoylphosphatidyl-ethanol-amine 

Dox    doxycycline 

GCV   ganciclovir 

HSE   heat-shock element 

HSF-1   heat shock transcription factor-1 

HSP   heat shock protein 

HSV-tk   herpes simplex virus thymidine kinase 

IFN-γ  interferon-γ 

MCL   magnetite cationic liposome 

MHC   major histocompatibility complex 

NPrCAP/M   N-Propionyl-4-S-Cysteaminylphenol/magnetite 

SA   splicing donor sequence 

SD   splicing donor sequence 

TCR   T-cell receptor 

TIL   tumor infiltrating lymphocyte 

TMAG   N-(α-trimethylammonioacetyl)-didodecyl-D-glutamate chloride 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 

TRE   tetracycline-responsive element 

TRP-2   tyrosinase-related protein-2 

tTA    tetracycline-responsive transcriptional activator 

TUNEL  terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick labeling 

VDJ   variable, diversity, ioining 
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