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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究の目的は、遺伝子治療で変動する癌組織のレドックス状態を非侵襲的に評価できる分

子イメージング法や、MALDI/LC 質量分析を用いた治療応答特異的に産生される微量代謝産物の

解析法の開発である。活性酸素が治療機序とされる TNF-α 遺伝子治療により皮下腫瘍のオーバ

ーハウザーMRI	 (OMRI)で解析したラジカル消退速度は対照群に比較して亢進していた。一方、

腹膜播種ではラジカル消退は一定の結果を得られなかった。腫瘍と正常組織がヘテロに存在す

る腹膜播種では腫瘍領域特異的なゲート設定が必要と考えられた。また、レドックス応答因子

YB-1 の	 RNAi 抑制後の細胞内微量代謝産物を MALDI-TOF 質量分析し、NAD の低下、Histidine、

Aspartate の増加が検出できた。空間的領域識別能を有するレドックスイメージング(OMRI)に

より遺伝子治療応答性の非侵襲的評価法が確立できる可能性が示唆された。	 

 
研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to develop the non-invasive assays to evaluate therapeutic 
response to gene therapy, as the indexes of redox state assessed by Overhauser MRI 
(OMRI) and metabolic profiling analyzed by MALDI-TOF mass-spectrometry. The 
ratio of radical disappearance curve analyzed by OMRI was increased for the TNF-α 
gene therapy compared with the control in subcutaneous tumor model. However, there 
was no significant difference between two groups in peritoneal dissemination, where 
the heterogeneity of tumor and normal tissues was present, suggesting the gating 
technology of redox imaging restricting tumor area may be necessary to improve the 
assay. In a separate experiment, the microanalysis of metabolites in endothelial cells 
post-transfection of redox-related transcription factor: YB-1-targeting siRNA using 
MALDI-TOF mass-spectrometry revealed the reduction of NAD and the increase of 
Histidine and Aspartate in cells with YB-1-siRNA. These results suggest that the 
improvement of visualizing (gating) ability of OMRI for tumor area could potentiate 
the redox imaging-based non-invasive assay to estimate the response to gene therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
	 我々は非ウイルス性遺伝子キャリアを用

いた難治膵がんや腹膜播種に対する

RGD-TNF-α遺伝子治療を軸とする新しい遺

伝子・核酸治療を開発中であるが、新規治療

法の臨床応用を促進するためには、個体レベ

ルで薬効の評価法や病巣の分子機能の可視

化技術の開発が重要となる。	 

	 TNF-α遺伝子治療の作用機序はがんで高

産生される活性酸素であることが基礎実験

結果で見出されている。一方、兵藤（分担）

博士は生体内のレドックス変動を非侵襲的

にイメージングできるオーバーハウザー効

果 MRI	 (OMRI)/	 ESR の開発を精力的に推進し

てきた。また、三浦、藤村（分担）博士らは

バイオマーカー代謝物を網羅的・迅速に分

析・同定するための MALDI/LC 質量分析装置

を用いた手法を確立しつつある。	 

	 
２．研究の目的	 

１）遺伝子・核酸治療に反応して変動する生

体内（膵がんや腹膜播種）のレドックス状態

（活性酸素産生）を非侵襲的に評価できる分

子イメージング法を開発する。	 

２）MALDI/LC 質量分析装置などを用いて、遺

伝子・核酸治療に反応して生じる膵がん特異

的な微量代謝産物を網羅的に解析する方法

を確立する。	 

 
３．研究の方法 
	 本研究計画・方法の骨子は、新規遺伝子・

核酸治療を担がん動物モデルに行い、１）レ

ドックス分子イメージングによるレドック

ス動態解析で治療応答の予測が可能か否か

を検討する。２）MALDI-TOF/LC 質量分析を用

いて治療応答の結果生じる組織 in	 situ レベ

ルでの微量代謝産物の網羅的検出を行い、治

療応答群・コントロール群との比較で相違の

ある候補産物に関して、血液・尿検体を用い

て検出できるアッセイ系を開発する。	 

	 最終的には、このアッセイ法の解析結果と

抗腫瘍効果や副作用との相関を検証し、薬効

試験としての有用性の検討を行う。	 

	 
４．研究成果	 

１）レドックス分子イメージングによる治療

応答の予測アッセイ系の確立	 

	 腫瘍内においてTNF-α遺伝子治療応答群で

はレドックス反応が高く、OMRIで検出したラ

ジカル消退曲線における傾きが急速に減衰す

るという仮説を立てている。ヌードマウス腹

腔内に癌細胞を移植し腹膜播種／同所移植モ

デルを作成し、基礎実験としてラジカル消退

曲線の解析プログラムを作成した(下図)。	 

	 皮下腫瘍モデルにおいて、TNF-α遺伝子治

療群で生食対照群に比較して腫瘍局所のOMRI

で検出したラジカル消退曲線における傾きが

急速に減衰する結果が再確認できた（下図）。

治療応答がレドックス変動により予測される

可能性が示唆された。従って、腹膜播種モデ

ルにおいても同様の実験を行ったが、皮下腫



 

 

瘍とは異なりラジカル消退は一定の減衰係数

を示す結果を得られなかった（個体間のバラ

ツキが著明）。腫瘍部と正常部の組織が混在

する領域のラジカル消退度を検出している可

能性が高く、臨床応用へ向けての検討課題と

して機能イメージングに立体空間的なゲート

設定が必要と考えられ、現在検討を進めてい

る。	 

	 

２）MALDI/	 LC質量分析による薬効・副作用予

測アッセイ系の確立	 

	 MALDI-TOF-MSに機器トラブルが生じ、その

原因がはっきりしないため修理に時間を要し

た（ほぼ全部品交換）。修理後、検出感度の

問題から代謝産物の検出法の検討は培養細胞

レベルでの解析に終始することとした。	 

	 血管内皮細胞YB-1の発現抑制を	 siRNAを用

いて行い、MALDI-TOF-MSを用いてsiRNA群と

siControl群で微量代謝産物の比較を行った。

YB-1ノックダウン群でNADの低下、Histidine、

Aspartateの増加が認められた。レドックス変

動で生じる微量代謝産物を検出できる可能性

が示唆された。今後、動物モデルを用いた分

析と治療応答性との関連を検討する意義が示

唆された。	 
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