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研究成果の概要（和文）：肺癌に対する新しい治療法として本研究では増殖型レトロウイルスを用いたプロドラ
ッグ活性化遺伝子治療の応用を試みた。このシステムでは、体内に投与されたプロドラッグ(抗真菌薬)がウイル
ス感染により遺伝子導入された癌細胞内で抗がん剤に変換され、選択的に癌細胞のみを破壊することが可能とな
る。研究の結果、培養肺癌細胞、及び動物実験モデルいずれにおいてもこの新たなウイルスベクターは高い効率
で癌細胞に遺伝子を導入できることが確認され、さらにプロドラッグを投与することで強力な抗腫瘍効果が示さ
れた。安全性の面では、腫瘍以外の正常組織において検出されたウイルス感染は僅かであり制御可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, the application of prodrug-activator gene therapy mediated by
 a retroviral replicating vector (RRV) was attempted as a new therapeutic approach for lung cancer. 
With this system, a prodrug (antifungal drug) administered into the body is converted into an 
anticancer drug inside the cancer cells infected with a viral vector and transduced with a 
therapeutic gene, and selectively destroys only the cancer cells. As a result of this study, it was 
confirmed that this newly developed viral vector can transduce therapeutic genes into cancer cells 
efficiently in both cultured human lung cancer cells and orthotopic animal experimental models, and 
systemic administration of a prodrug showed a strong cell-killing effect and resulted in significant
 inhibition of tumor growth. In terms of safety, there was no evidence of uncontrollable spread of 
RRV to adjacent normal organs or tissues.

研究分野：医歯薬学　外科系臨床医学　外科学一般
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって肺癌における増殖型レトロウイルスを用いたプロドラッグ治療システムが確立されれば、他のプ
ロドラッグを本治療システムに応用した新規治療の開発が期待できるだけでなく、予後不良な他の難治性癌に対
しても応用可能であり、本研究から期待される成果の適応範囲は極めて広範囲である。また、本研究で得られる
有効性・安全性データは、肺癌に対する臨床試験へ向けた前臨床研究へと展開が可能であり、北海道大学や北海
道臨床開発機構を始めとする関連機関との連携を図りながら環境整備を進めることで、国内臨床試験の速やかな
導入が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺癌の治療の現状 
①近年、外科治療の進歩、および分子標的薬や免疫治療薬の登場により肺癌治療は大きく変化し
ているが、いまだ我が国の悪性新生物死亡者数において肺癌は第１位であり、治療成績のさらな
る向上が急務である。 
②当教室はこれまで、様々な固形癌に対する新規治療法の一つとして新たな癌遺伝子治療法の
開発に取り組んでおり、動物実験モデルで腫瘍縮小効果を示してきたが（Hase et al. Clin 
Cancer Res 2005, Uehara et al. Cancer Res 2004）、未だ臨床応用には至らず、新規治療法の
開発に力を注いでいる。 
(2) 肺癌に対する遺伝子治療 
①これまでの主流であった非増殖型ウイルスを用いた遺伝子導入法では、ウイルス感染はほと
んど腫瘍内で浸透せず、ウイルス自体が腫瘍選択性を持たないという弱点があった。 
②この遺伝子導入効率の低さにより、非増殖型アデノウイルスを用いた肺癌に対する臨床試験
でも、極めて高力価のウイルスベクターを投与したにもかかわらず、その抗腫瘍効果は限定的で
あった。 
(3) 増殖型ウイルスベクターの使用 
①優れた腫瘍選択性：新たに開発された増殖型のウイルスベクターを用いれば、癌細胞に特異的
に遺伝子を導入することが可能となる。 
②高い遺伝子導入効率：非細胞破壊性の増殖型ウイルスベクターと低毒性の遺伝子産物を選択
することで、高い遺伝子導入効率が得られる。 
(4) プロドラッグ活性化システムの応用 
①細胞内に発現させたシトシン脱アミノ酵素が抗真菌薬（5-FC；フルオロシトシン）を抗がん剤
（5-FU；フルオロウラシル）に変換させることによって抗腫瘍効果を得るシステムである。（図
１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１ 
 
②副作用の少ない薬物（プロドラッグ）を高用量で投与できる。 
③癌細胞内でのみ、抗がん剤に変換されるため、いわゆる“選択的腫瘍細胞内抗癌剤治療”を用
いた新しい肺癌治療を可能とする。 
④わずかに正常分裂細胞に遺伝子が組み込まれた場合でも、プロドラッグの投与により細胞死
をきたすため、組み込み遺伝子による二次癌の可能性はきわめて低くなる。 
 
２．研究の目的 
(1) 肺癌に対するプロドラッグ活性化遺伝子治療を応用した新規治療法の開発 
①プロドラッグシステムと増殖型レトロウイルスによる遺伝子発現システムを併用し、肺癌に
おける高い遺伝子導入効率と腫瘍選択性を両立した新規治療法を確立することとした。 
(2) 臨床応用への可能性の模索 
①本システムの有効性、安全性を検討するために、肺癌動物モデルを作製し、前臨床実験を行う
こととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子組換え実験の体制整備 
①ウイルスベクターを用いた遺伝子組換え実験に必要な施設環境整備を行った。 
(2) ウイルスベクターの産生 
①プロウイルス配列を含むプラスミドを用いて、遺伝子導入によりウイルスベクターを産生、回
収、保存した。 
(3) 培養肺癌細胞株におけるウイルスベクターの増殖能と遺伝子導入効率の検討 
①ヒトおよびマウス肺癌細胞株を用いた細胞実験系において、フローサイトメトリーを用いて
感染細胞数を計測しウイルスベクターの増殖能と遺伝子導入効率を評価した。 
②ヒトおよびマウス肺癌細胞株を用いた細胞実験系において、ゲノム定量 PCR を用いてウイル
スコピー数を計測しウイルスベクターの増殖能と遺伝子導入効率を評価した。 



(3) ウイルスベクターにより遺伝子導入された培養肺癌細胞株におけるプロドラッグ投与によ
る殺細胞効果の検討 
①ウイルスベクターを感染させ遺伝子導入されたヒトおよびマウス培養肺癌細胞株にプロドラ
ッグを投与し、MTS アッセイを用いて殺細胞効果を計測した。 
(4) 肺癌細胞移植動物モデルにおけるウイルスベクターの増殖能、遺伝子導入効率の評価 
①ヒトおよびマウス肺癌細胞株それぞれによるマウス皮下移植モデルを作製した。 
②ウイルスベクターを感染させた皮下腫瘍を数日後に摘出し、分離した腫瘍細胞内の遺伝子導
入効率をフローサイトメトリーを用いて計測した。 
(4) 動物モデルによる肺癌治療実験(前臨床実験)の施行 
① ウイルスベクターを感染させたマウス皮下腫瘍移植モデルを作製し、プロドラッグを投与し
た後に腫瘍径の変化を経時的に計測した。 
② ウイルスベクターを感染させたマウス肺癌同所移植（胸膜播種）モデルを作製し、IVIS 生体
イメージングシステムを用いてプロドラッグ投与後の腫瘍シグナルの変化を経時的に測定した。 
③ 安全性試験として、ウイルスベクターを感染させた肺癌細胞をマウスに移植し、ウイルス遺
伝子の生体内分布をゲノム定量 PCR を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子組換え実験準備 
①ウイルスベクターを用いる遺伝子組換え実験に必要な施設承認を取得した。 
(2) ウイルスベクターの産生 
①ウイルスベクター産生プラスミドを用いて遺伝子導入により目的のウイルスベクターを産生
した。 
(3) 培養ヒトおよびマウス肺癌細胞株におけるウイルスベクターの増殖能と遺伝子導入効率の
検討 
①肺癌細胞株を用いた細胞実験系において、フローサイトメトリーを用いて遺伝子導入細胞数
を計測し、ウイルスの速やかな増殖と高い遺伝子導入効率を確認した。（図２） 
②肺癌細胞株を用いた細胞実験系において、ゲノム定量 PCR を用いてウイルスコピー数を計測
し、ウイルスの速やかな増殖と高い遺伝子導入効率を確認した。 
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(4) ウイルスベクターにより遺伝子導入された肺癌細胞株におけるプロドラッグ投与による殺
細胞効果の検討 
① ウイルスベクターを感染させた培養ヒトおよびマウス肺癌細胞株では、プロドラッグ投与に
より強力な殺細胞効果を確認することができた。 
(5) 肺癌細胞移植モデルにおけるウイルスベクター増殖能、遺伝子導入効率 
①ヒトおよびマウス肺癌細胞株それぞれによる皮下腫瘍移植マウスモデルを作製することがで
きた。 
②ウイルスベクターを感染させた皮下腫瘍を摘出して導入遺伝子発現細胞数を計測したところ、
速やかな遺伝子導入率の増加が認められた。 
(6) 動物による肺癌治療実験(前臨床実験)の施行 
①ウイルスベクターを感染させたマウス皮下腫瘍移植モデルでは、プロドラッグ投与により皮
下腫瘍径の縮小が認められた。（図３） 



②ほとんどの腫瘍はほぼ完全消失を示した。 
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③ウイルスベクターを感染させたマウス肺癌同所移植（胸膜播種）モデルにおいて、IVIS 生体
イメージングシステムを用いた計測により、プロドラッグ投与による腫瘍シグナルの経時的な
低下が認められた。 

 
    図４ 
 
④免疫能を有するマウスでは、正常臓器におけるウイルスの非特異的な感染は微量であった。 
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