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はしがき

近年、種々の臓器・細胞特異的なペプチドの存在が報告されている。特に癌治

療の領域で組織特異的なペプチドを用いた治療が試みられている。しかし、.神

経領域ではごく少数である。本研究は神経難病である筋萎縮性側索硬化症の治

療として、前角細胞特異的なペプチドを結合させた遺伝子治療ベクターを作製

し、神経栄養因子などの種々の神経保護作用を有する因子を細胞内に導入し遺

伝子治療を行わんとするものである。
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研究成果

1.脊髄後根神経節ニューロンに特異的な配列べフ。チドの同定

①脊髄前角細胞のターゲ、ッティングを最終目的としているが、並行して既に培養技術

を習得している脊髄後根神経節(DRG)ニューロンを用いて標的ベフ。チドの探索技術

の獲得を目指した。

②7桁のランダムなペプチド配列を含むphagedisplay peptide library (Ph.D.-CX7C 

kit)を利用してDRG特異的なペプチド配列の候補ペプチドA，B，Cを得た。

③mouseに候補ペプρチドを含むファージを静注し抗ファージ抗体を用いで DRGを免

疫染色することによりペプチドAのみが DRG~こ染色性を示し特異的と考えられた。

次に、 neuro2A(neuroblastoma cell line)、HEK293，mouse proximal tubular 

cell，opossum kidneyなどの DRG以外の細胞を用いたsubtractivepanning protocolを

5回繰り返してファージ数の増幅を行う方法にても候補ペプチドの同定を行し、候補ペ

プチドD，E，Fを得た。培養細胞に候補ペプチド配列を含むphageを鮮置した後、固定

し免疫染色を施行した。ペプチドDを含むphageを投与したときDRGのみで染色され

peptide 0がDRG特異的なものと考えられた。

2.脊髄後根神経節ニューロンに対する遺伝子治療ベクターの開発

ファージを用いた研究が文部科学省の方針により中断している問、ペプチド配列を用

いずに行う方法として、脊髄後根神経節ニューロンに対して親和性を有するアデ、ノ随

伴ウイルス(AAV)ベクターを用いた検討を行い、マウス神経組織より PCR法によりクロ

ーニングした神経成長因子ならび、にエリスロポイエチン遺伝子に CMVプロモータなら

びにpolyAを接着し、シャトルベクターを作成した。この配列はAAV作成に際し、組み

込める適正容量より小さいことから、 stufferを作成し、現在ベクター作成の最終段階に

ある。今後、動物モデルを用いた治療研究に移る準備状態にある。
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