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研究成果の概要（和文）：本研究では、独立開発したREIC遺伝子ベクター及び前立腺癌のがん幹細胞を用いて、
オートファジー誘導の際のどのような細胞内シグナルが癌幹細胞の静止期維持機構の構築に関与するかを明らか
にし、癌幹細胞に標的な分子基盤を解明した。今回の成果は、REIC/Dkk-3遺伝子を基盤シーズとする日本発の癌
幹細胞標的治療の創出基盤を強化し、泌尿器科領域の癌のみならず、多くの難治固形癌に対する、小胞体ストレ
ス応答より新規オートファジー誘導遺伝子治療の展開基盤になるものと判断した。

研究成果の概要（英文）：In this study, using an independently developed REIC gene vector and 
prostate cancer cancer stem cells, we clarified what kind of intracellular signal during autophagy 
induction is involved in the construction of the stationary phase maintenance of cancer stem cells, 
and elucidated the molecular basis for targeting cancer stem cells. The results of this study are to
 strengthen the foundation for the creation of cancer stem cell-targeted therapies based on REIC / 
Dkk-3 gene seeds in Japan, and to correspond to endoplasmic reticulum stress responses not only to 
urological cancer but also to many refractory solid tumors. We determined that this would be the 
basis for the development of a new autophagy-induced gene therapy.

研究分野：がん遺伝子治療

キーワード： 前立腺がん　癌幹細胞　遺伝子治療

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の申請研究による成果は、REIC/Dkk-3遺伝子を基盤シーズとする日本発の癌幹細胞標的治療の創出基盤を強
化し、泌尿器科領域の癌のみならず、多くの難治固形癌に対する、小胞体ストレス応答より新規オートファジー
誘導遺伝子治療の展開基盤になるものと判断された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

 

近年、がん幹細胞の存在が提歌され、幹細胞が治療抵抗性を示すことから新しい

がん治療の標的として注目されている。すなわち転移を制御する治療のストラ

テジーにおいてがん幹細胞の治療標的にすることが中心課題となっている。 

岡山大学の我々のグループにより同定された癌抑制・治療遺伝子 REIC/Dkk-3

は、前立腺癌に対する 52 症例全ての癌組織でタンパク質の発現が低下してお

り、アデノウイルスを用いて強制発現させると小胞体ストレス応答（図の左）

に基づき癌特異的にアポトーシスが誘導されること（Cancer Res, 65:9617, 

2005，Cancer Res, 68:8333, 2008）より、癌治療における新規標的としての期

待が高い。現在、申請者らによって新規の癌遺伝子治療「癌治療遺伝子 REIC/DKK-

3 を用いた前立腺癌に対する in-situ 遺伝子治療」の臨床研究が実施され、癌細

胞の選択的アポトーシスと抗ガン免疫の活性化による相乗的効果増強作用が誘

導されことが実証されている。 

 一方で、申請者らの研究より、本学で従来使用している前立腺がん細胞株 RM9

のルシフェラーゼ恒常発現株を基盤に、新たに前立腺がんマーカーPSA を恒常発

現する遺伝子組換え細胞「RM9-Luc-PSA 細胞」を樹立した。その結果、「RM9-Luc-

PSA 細胞」を用いて様々な担癌マウスモデルがモニタリング可能となった

（Oncotarget,7:33025,2016）。さらに、マウス iPS 細胞に特定因子を導入するこ

とで、マウス前立腺癌がん幹細胞の誘導に成功した。これらの学術的背景に加え

て、マウスiPS細胞由来のマウス前立腺癌がん幹細胞を用いた最近の研究より、

REIC/DKK-3 遺伝子導入よるオートファジーが誘導することが実証された（未発

表データ）。これらの実験結果は、癌幹細胞静止期維持機構の構築および分子基

盤を解析することが、難治性前立腺癌に対するがん幹細胞を標的する新規オー

トファジー誘導遺伝子治療法の創成基盤の確立につながることを示唆している。 

 

 

 



２．研究の目的 

 

癌の研究開発において、癌幹細胞を標的する新規治療法の開発は重要な中心課

題となっている。申請者らによって新規遺伝子治療「癌治療遺伝子 REIC/DKK-3

を用いた前立腺癌に対する in-situ 遺伝子治療」の臨床研究が実施され、PSA 低

下を伴う抗腫瘍効果及び自己癌ワクチン化作用が誘導されることが実証されて

おり、また、最近、申請者らは前立腺癌幹細胞に対する REIC/DKK-3 遺伝子導入

よるオートファジーが誘導されることを確認した。本申請研究では、独立開発し

た REIC 遺伝子ベクター及び前立腺癌のがん幹細胞を用いて、オートファジー誘

導の際のどのような細胞内シグナルが癌幹細胞の静止期維持機構の構築に関与

するかを明らかにし、癌幹細胞に標的な分子基盤を解明する。さらに、遺伝子治

療におけるオートファジー細胞死の誘導の最適化の観点から、難治性前立腺癌

に対するがん幹細胞を標的とする新規オートファジー誘導遺伝子治療法の創成

基盤の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究は、「REIC/Dkk-3 遺伝子より癌幹細胞に標的する新規オートファジー誘導

遺伝子治療およびメカニズムの解明」をする in vitro 研究と、「がん幹細胞を

標的する新規オートファジー誘導遺伝子治療法での最適化」に関する in vivo 研

究から成る。この二つの結果を有効的にリンクすることにより、初年度、すなわ

ち in vivo での癌幹細胞マウスモデル治療実験での解析結果に基づき、in vitro

研究で外来性 REIC/DKK3 遺伝子からの小胞体ストレス応答により、オートファ

ジー誘導の際のどのような細胞内シグナルが癌幹細胞静止期維持機構の構築に

関与するかを明らかにした。二年目以後には、基盤的な研究として癌幹細胞マウ

スモデルに対する REIC/DKK3 遺伝子の有効性検証した。さらに、遺伝子治療にお

けるオートファジー細胞死の誘導の最適化の観点から、難治性前立腺癌に対す

るがん幹細胞を標的する新規オートファジー誘導遺伝子治療法の創成基盤を実

施した。 



 

４．研究成果 

 

① がん幹細胞におけるREIC遺伝子ベクターの抗癌作用の機序を解明、その有

効性を検証について、 

マウス ips細胞の培地過程中にはマウス前立腺癌細胞 RM-9 の培養上清と正常

ips 培地１：１混合し、35 日間培養することにより、マウス前立腺癌幹細胞を樹

立した。さらに、新規樹立した幹細胞の遺伝子発現性や腫瘍形成性の解析を行っ

た。新規前立腺癌幹細胞を用いた REIC 遺伝子発現アデノウイルスベクターの in 

vitro および in vivo での細胞・腫瘍増殖抑制効果の観点から解析した。さら

に、Ad-REIC の抗癌作用に基づく小胞体ストレス応答に関する機序を解明し、そ

の有効性を検証した。 

 

②外源性 REIC より小胞体ストレス応答に基づきの分子動態を解明、その key 分

子の検証について、 

㋐人工作成したマウス前立腺癌幹細胞に REIC/Dkk-3 遺伝子ベクターを作用さ

せ、１分、30 分、１時間、６時間、24 時間後細胞内タンパク質を抽出し、また

は特異的 siRNA によりノックダウンさせ、遺伝子-タンパク質発現変動をマイク

ロアレイやタンパク質抗体アレイ等により解析した。また、Western blot 法に

よりERストレスおよびCa2+ シグナリングパスウェイ内の各種タンパク質(ATF6 

IRE1,XBP1,ATF4,EIF2, Bip）およびそのリン酸化の動態を解析した。 

 ㋑ 上記㋐のそれぞれの実験状態において細胞核内の標的遺伝子群（転写され

るタンパク質群）の同定を行い、REIC/Dkk-3 の癌幹細胞の細胞膜上での結合分

子・受容体の同定を試みた。㋐㋑併せて、細胞内シグナルが癌幹細胞静止期維持

機構の構築に関わる知見を解明した。 

 

③ がん幹細胞を標的する新規オートファジー誘導遺伝子治療法での最適化に

ついて、 



外源性REICより小胞体ストレス応答に基づく癌幹細胞に標的治療のメカニズ

ムの一端を解明するため、癌幹細胞マウスモデルに対する REIC/DKK3 遺伝子の

有効性を検証した。さらに、我々の確立した REIC/Dkk-3 ノックアウト（KO）マ

ウスを用いた実験系では、生体内の内在性・機能的 REIC/Dkk-3 タンパク質の影

響を回避することが可能となり、以下の研究を行った。 

㋐REIC 遺伝子発現アデノウイルスベクターの in vivo でのオートファジー誘導

腫瘍増殖抑制効果の解析では、GFPとPSAを恒常発現する前立腺癌幹細胞株（mice 

ips-RM-9））を用いて同所移植モデル、肺転移モデル等を作製し、REIC 遺伝子発

現アデノウイルスベクターを投与した場合の全身の転移に対するオートファジ

ー誘導され治療効果を解析した、さらに、REIC 遺伝子発現アデノウイルスベク

ターを用いて治療を行った腫瘍内における抗癌免疫担当細胞の出現動態、特に

抗癌免疫に強く関わるとされる、MDSC、樹状細胞、細胞傷害性 Tリンパ球（CTL）、

制御性 Tリンパ球、ヘルパーTリンパ球、ナチュラルキラー（NK）細胞等の細胞

について、それぞれの細胞表面マーカーに基づき免疫組織学的に解析した。特に

当該治療効果については、in vitro 検証した key 分子に関する検証した。 

 

㋑REIC/Dkk-3 KO マウスを用いた生体内での小胞体ストレス応答の機序・免疫抑

制作用の解明では、REIC/Dkk-3 KO マウスを用いて、GFP と PSA を恒常発現する

前立腺癌幹細胞株より同所移植モデル、肺転移モデル等を作製し、REIC 遺伝子

発現アデノウイルスベクターを腫瘍内局所または全身投与した場合の、腫瘍内・

骨髄・全身での小胞体ストレス応答よりオートファジー誘導遺伝子治療を含む

種々の癌免疫担当細胞の出現動態を解析した。 
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