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カチオン化ゼラチン粒子を用いた腹膜線維症における
遺伝子治療の試み

-HSP47siRNA投与による検討-'
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はじめに

速qT医療において.持統携帯式脱挨透析(亡OntlnuOuS

ambulaLorylだrllonealdlalysIS CAPD)療法は.忠

者のQOLを改善する在宅医療として有用rL治#法で

あるが.数年の捉適役,細 学的に棚 の鉄雄化を発

症することがその普及の肋げとなっていろり｡その持

鞍的な病理所見として.有明なコラ-ゲンの相生を

伴った腹膜の振継化が兜められ'}1,一部の症例では被

7t性腹膜硬化症(encapsulatlngpentOnealsclerosis

EPS)と呼ばれるEi粍な合併癌へと発展するbしかし

ながら現在までのところ.このEPSに対するメカニズ

ムの解明.おJ:び有効な予防 .治療法の確立はなされ

ていないbまた.コラーゲン合成 ･分泌に必豹の分子

シャペロンであるhealshockproteLn47(HSPLL7)は,

ヒトおよび突撃モヂ/レにおいて腹膜の線維化とといこ

その発現が増強することが知られており●V,腹膜線維

化の進展において重要JJt役割を身けこしていることが推

察される｡

そこで今回われわれは.その退転子発現を強力に抑

制する方法およびその専入手段として RNA干渉

(RNAlnterferen⊂e:RN̂ l)とカチオン化ゼラチン粒

千(cat10nlZedge)aimmlCrOSheres:CG_Ms)を用いて

HSP47発現を抑制することにより,マウス腹膜線維

症モデルにL.ける脱灰披推化の進展に対する効炎の検

討を行った｡

l 方 法

1 カチオン化ゼラチン牧子の作製

エチレンジアミンを帝人することにJ:りカチオン化

ゼラチンを作如し,グルタルアルデヒドを用いた後果
墳法により カチオン化ゼラチン粒子(直径32JLm)ド

架席を行ったもの(分解期ril約2-3i日間)を今E)の

実験に使fT]した｡

2 WesternblouLTtg

デザインしたHSPsIRNAの効果を調べるために.

マウス胎児線鎌芽耶胞の Nnl3T3細胞にLIPOfect

amLne2000を用いて.日 PliS.2)HSP47sIRNA.

3)GFlJsERNAを帝人し.斗入24時間後の細胞を回

収した｡それを10%SL)SIPAGE上で電気泳動を行っ

て茄白を分取し,HSPLZ7とactlnの抗拝を用いで間3i

白の検出を行った｡

3 動物実額

雌8i短篇のICRマウスを用いて.0L% ⊂lorhcx

)dlnegluconate(CC)200vIを遇3回腹腔内投与する

ことによりマウス脱醜 推症モデルを作製した｡これ

らを3群に分け,CG投与3EZ前に各S】RNASOJ̀g/

150JL//M y(PBS.HSl'47sIRNA GFPsIRNA)

とCGMs1mg/bodyを混合したtJのをマウスの片句

の驚倒腹膜内に直康注射を1匝】行った｡CG投与開始

後.14.21.35日Elにマウスを席殺し腹粗 拝の採収

を行った｡
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担】l脚 姐itのHE漁色 (x200)

cG授与開始捷2I日日のCGのみ投与し1=群(A).POS-CGMs投与群(B)GFPsIRNAICGMs壬生与J7(C).

HSP47SIRNA-CGMs授与辞(D)

4 組推染色

加駅組織の形態学的変化はHE炎色を用いて評価

し.IISP47LypclllcoHagen.aSM ,̂F4/8仇TGF-
Pの免疫組織染色を行った｡

5 統 計

IIE染色とLyFXHllcoHagenの免疫組織染色の括兼

は.中皮下鮎 姐巴帰帆紙および粘性帯域の面税測定に

上り評挿した｡HSP47.a-SMA F4/80 TCF-Pの
免疫出鼻染色の範果は,L100倍 1祝野中の陽性風曲数

を計胡し評価した｡赦岳は平均叙襟帯偏差で示し,群

Pの比較は -̂NOVAおよびBorLferTOru/臥nntest

で行い,p<005を有意とした｡

IT 括 黒

目 JnvL/TOにおける引RNAによるHSP47発現

nl制効果の検討

HSP47sLIiNAを帝人した細胞では.IiSP473i白

の発現はコントロ-/レ群(PBS.GFPsIRNA)に比べ

て50%程度減少していた｡

2)組織学的評価

CG投 与 開始 後21日 Elの PJ3SICGMs,GFP

SIRNA-CGMs投与群では,CGのみ授与した群と同様

に.HE炎色にて腹膜の肥Fg_･繰継化を認めた｡一九

lISP47SIRNA-CGMs投与群では腹膜の恩岸･線維化

は寄明に抑制されていた(図1)｡
3)免疫細 字的検討

CG投 与 開 始 後21El日の PBS-CCMs.GFP

slRIIA-CGMs投与群では,HSP47陰性細胞政の増加

を安め.それに伴うLyErlllco11agenの発現増強を認

めた.また.a-SMA.F4/80,TCF-p… 胞数も

増加していた･｡しかしながら,HSPLI7sIRNA-CGMs

を授与した群では.lJSP47陽性細胞乱 lypeulco1-

lagenの発現は有意に誠少しでBり,a-SM ,̂F4/80,

TGFP陽性細胞数も減少していた(義)｡
4)HSP47陰性細胞数の時rj'J的変化
PBS-CGMsまたはHSP47sIRNAのみを投与 し

た群では,CG投与に伴いHSP47の発現は,14El日以

降,帖閥鍵過とともに増加したが,HSl'47S)RNAと
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蓑 HSP47.a-SMA,F4/80,TGF-P陽性細胞牡の検討 (cG投与ZlEIEl)

HSP47 1375±370

a-SMA 849±12g

F4/80 552j:H l

TGF-β 1781t321

284±15 4b

274±96■
143±7 9】

394±152▲

1446±277

948±9D

688±178

I660±388

Dataaremean±SDLp<000lversusCGMswLthPBSandCGMswlthGFPs洞NA
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2vsCJ叫td町21

daytl 血y21 岬 5

回 z cGMsl=よるsIRNA徐劫効果の検討

CGMsを一緒 に授与 した群 で は21日自 注で は

HSP47の発現は有意に抑制されていた(図2)｡

IIJ 考 案

今回､線維化において車要な役割を来たしている

llSP47を.sIRINAを用いてその発現を抑制すること

で,著明な腹膜肥厚の抑制がみられたことは,HSP47

sIRNAは腹膜線維化を予防する新 しい方法として期

待される.また,HSP47の発現を抑制することによ

り.腹膜肥厚およびコラーゲン右横を抑制するTさけで

なく,a-SMA,F4/80,TGトp陽性細胞数の減少も

認められた｡これは,コラーゲンを主とした糾胞外基

質の増生自体が,MCP-1やTGF-pなどのいろいろ

なサイトカインや成長因子の発現を増加は せることが

報告されておりL7),これらを介した鰻序によるものと

考えられた｡

さらに,sLRNA と組み合わせて使用したCGMsは,

生体適合性の高いゼラチンから成るため,その安全性

はすでに確立されている｡また,ゼラチン分子間の架

橋度を変えることにより,その内答物の徐放期間の調

節が可能であることなどが利占としてあげられる8㌧

今回の検討においても,通削ま7-10日程圧しか効果

が持続しないといわれるsIRNAを,CGMsを用いて
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徐放授与することにより,そo)効果が3週間以上持位

した｡

今回.治療標的としたHSP47は,腹膜線維症だけで

なくさまざまな線維化疾患との関真的i示唆されてお

り'･LO),HSP47sIRNAとCGMsを組み合わせた新し

い迫伝子抑制方法は,u線維化'という臓器蘭書を起こ

す現象に対する治療的アプローチにも比淵可能である

と考えられるため.今後の更なる検討が望まれる｡
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