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I草島細胞シ}トへの改良型アデノタイルスベクタ}を用いた抗アポトーシス遺

学位論文題名 l伝子導入の検討

[はじめに]1型糖尿病に対する新たな細胞移植治療として、温度応答性培養皿上で勝島細胞

を単層培養した勝島細胞シートが開発されている。この勝島細胞シートを結尿病モデルマウス

の皮下に移植することによって、長期の血糖制御が得られた。様々な部位への勝島移植モデル

において、皮下移植は他の部位に比し、治療効果を得るためにはより多くの細胞数を要する。

これは皮下における血行分布が少ないため移植部位における低殴素が生じ、酸化ストレスに起

因するアボートーシスが誘導され、移植片の生着率低下が生じると考えられる。近年、酸化スト

レスに対する抵抗性の獲得を目的として、アデノウイルスベクターを用いた遺伝子導入が報告

されている。本研究では、路島細胞シートの作製過程における改良型アデノウイルス (AdK7)

ベクターを用いた抗アポトーシス遺伝子導入法を開発し、酸化ストレスに対するアポトーシス

抑制効果について検証した。[方法]Lewisラットから分離した勝島をトリプシン処理で単離

細胞とし、温度応答性培養血上で単層培養した。培養 24時間後にMOI{m叫tip1ici討.esof 

infection) =口、 5、10、30の通常型アデノウイルス (Ad)ベクタ」もしくはAdK7ベクター

を勝島細胞に感染させ、遺伝子導入効率および細胞毒性をもとにベクタ}感染の至適濃度を決

定した。 AdK7ベクターで勝島細胞に抗アポト}シス蛋白 (FNK)をコ}ドした遺伝子を導入

し、過酸化水素で誘導されるアポトーシスの抑制効果を検証した。また、 AdK7ベクタ」感染

後におけるインスリン分認能への影響を検証した。 【結呆1AdK7ベクターによる勝島細胞へ

の遺伝導入効率は、Adベクタ}と比較してすべてのMOI条件(5，10，30)下で有意に高かった。

遺伝子導入効率はウイルス濃度依存性に上昇したが、 MOI=30では細胞毒性が生じ、 E草島細

胞のvia凶 ityを有意に低下させたため、AdK7ベクターによる遺伝子導入の至適条件はMOI=

10とした。過酸化水素処理により FNK遺伝子非導入君事ではカスパーゼ活性が有意に上昇しア

ポトーシスが誘導された。一方、 FNK遺伝子導入群ではカスパーゼ活性が過酸化水素非処理

群と同程度でありアポトーシスが抑制された。また、グルコース刺激試験ではFNK遺伝子導

入鮮は非導入群より高いインスリン分泌能を有していた。 【結語]本研究により、勝島細胞シ

ートに対するAdK7ベクターを用いたFNK遺伝子導入の至遺条件が明らかにされた。本法を

用いることにより、インスロン分泌能を障害することなく、過酸化水素処理によって誘導され

るアポトーシスを抑制することが可能であった。{1l13文字)
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