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研究成果の概要（和文）：本課題では、膵臓選択的なHGDを膵癌治療に応用するために、膵癌モデルの確立、HGD
パラメーターの確立、治療遺伝子の選択を行った。まず、ヒト膵癌で発現、活性化が報告されている各種の膵癌
関連遺伝子をHGDし、短期間に効率的にラット膵臓での腫瘍形成を認めた。病理組織学的検討の結果、膵管上皮
異型から高悪性度の膵癌、遠隔臓器転移まで多段階の膵癌モデルを作製できた。本モデルを対象として膵癌遺伝
子治療のパラメータ及び組織、血清の遺伝子、蛋白発現変化を解析して治療用遺伝子の選択を進めた。
以上の結果から、膵臓選択的なHGDが膵癌治療に有用な方法論として応用できることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this project, in order to develop a novel therapeutic method for the 
pancreatic cancer, we applied pancreas-targeted HGD to establish a pancreatic cancer model, HGD 
parameters, and therapeutic target genes. Firstly, we performed HGD using various pancreatic 
cancer-related genes which are reported to be activated in human pancreatic cancer. We observed 
tumor formation in rat pancreas and found the tumor development efficiently in a short period of 
time. The histopathological analyses have shown the multistage pancreatic cancer model ranging from 
pancreatic ductal epithelial atypia to high-grade pancreatic cancer, and distant organ metastasis. 
Using this model, we analyzed parameters for pancreatic cancer gene therapy and gene and protein 
expression changes in tissues and serum to select therapeutic genes can be used for the gene 
therapy.
The above results revealed that pancreas-selective HGD can be applied as a useful methodology for 
pancreatic cancer treatment.

研究分野：消化器

キーワード： 遺伝子治療　ハイドロダイナミック遺伝子導入法　膵臓癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は化学療法の効果が十分でないことから、増加傾向にある予後不良な疾患である。その要因として、疾患モ
デル動物が確立されていないこと、そのため新規治療法が開発されていないことが原因で解決すべき課題であ
る。そして、新規治療法については、疾患の進行速度を考慮すると、少ない治療回数で、より長期間の治療効果
を示す方法論の必要性、重要度が高い。これらの点や社会的ニーズを鑑み、膵癌に対する治療法として遺伝子治
療は有用であると考えられる。以上から、本研究成果による膵癌モデル動物作製と新規治療のための対象遺伝子
選択は、臓器選択的なHGDによる新規膵癌遺伝子治療法の確立に向けた学術的基盤の確立に結びつくと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 

 

 

１．研究開始当初の背景 

 

A) 膵癌の新規治療法に遺伝子治療を検討する背景 

 膵癌はわが国の癌死の第 4位を占め、増加傾向にある。罹患数と死亡数がほぼ同数と

予後不良で、5年生存率が 9.2%（がん対策情報センター統計）と、全癌種の中で最も低

い。早期発見が困難で、手術以外の有効な治療法がないこと、化学療法の効果が十分で

ないこと、が不良な予後と関連している。 

 従って、基礎的研究に基づく治療法の開発が膵癌の予後を改善するために重要な課題

である。しかしながら、治療法開発のための効率的な膵癌動物モデルが確立されていな

いことがその課題解決の大きな障壁である。具体的な治療法としては、膵癌の進行の速

度を考慮すると、少ない治療回数で、より長期の治療効果を示す新規治療法確立のニー

ズが高く、その点で、遺伝子治療の特徴、利点が合致する疾患であると考えた。 

 さらに、膵癌に対する化学療法の効果が十分でない理由の一つに、腫瘍選択的な薬液

の到達性が低いことがあげられ、申請者が検討してきた、臓器選択的な遺伝子治療が膵

癌に対する新規治療法として応用可能なのではないかと考えた。 

 そこで、申請者らは、膵癌モデル動物の確立と膵臓選択的な遺伝子治療法の検討が課

題解決のために重要と考え、臓器選択的なハイドロダイナミック遺伝子導入法

(Hydrodynamic gene delivery, 以下 HGD)の活用を考慮した。その理由を以下に述べる。 

 

B) ハイドロダイナミック遺伝子導入法を膵癌の治療法として検討する背景・意義 

 遺伝子治療は「種々の疾患に対して、遺伝子（核酸）を細胞内へ投与することによっ

て病気の治療、予防を行うこと」、と定義され、単回の治療で長期間の治療効果が期待

できる。安全で効率の良い核酸の送達方法の確立は、導入する遺伝子を換える事で様々

な疾患への応用が可能である。 

 この遺伝子導入のためにウイルスベクターが多くの研究で使用されているが、免疫原

性、発癌性の問題があり汎用されておらず、臓器選択性はセロタイプの臓器親和性の差

異によって検討されているが、十分でない(Ginn, et al., J Gene Med, 2018)。そこで

申請者らは、遺伝子導入の方法が簡便で、治療レベルに到達する遺伝子導入にウイルス

ベクターなどを必要とせず、核酸そのものを圧負荷により臓器・細胞に効率よく導入す

る方法であるハイドロダイナミック遺伝子導入法(Hydrodynamic gene delivery, 以下

HGD)に着目してきた。 

 マウスでは、HGD は体重 2%容量程度の核酸溶液を尾静脈から高速に注入することによ

って得られる圧力で遺伝子導入・発現を達成する。申請者らは、これまでに、体内での

血管内カテーテル操作を融合することで、ラット、イヌ、ブタ、サル肝臓を対象として

肝区域特異的な HGD が可能で、血液生化学的、生理学的、プラスミドの体内分布の検討

からその安全性を報告した。その利点は、簡便性と、治療レベルに到達する遺伝子導入

にウイルスベクターなどを必要とせず、発癌性や免疫応答などの危険性が低く、生物学

的に安全であることである。従って、HGD による発がん遺伝子導入によるモデル作製と

治療遺伝子導入による腫瘍発生抑制効果を検証できると考えた。 



 

C) 膵臓選択的な HGD の効果と癌に対する HGD 遺伝子治療の検討 

 申請者らはこれまでに、ラットの上腸間膜静脈にカテーテルを留置し、門脈を一時的

にブロックして HGD を行う、膵臓選択的 HGD を確立し、パラメーターの最適化により、

安全で効率的な膵臓選択的な遺伝子発現を実証した。この成果は、臓器選択的な HGD に

よる新規膵癌モデル動物の確立、遺伝子治療への応用の可能性を示唆した。 

 また、申請者らは、これまでの科研費により、肝癌関連遺伝子の肝臓選択的な HGD に

より、肝癌モデル動物を確立し、抗腫瘍細胞効果を有する遺伝子による遺伝子治療効果

を実証した。本遺伝子の抗腫瘍効果が膵癌細胞にも有効であることから、本研究課題の

背景である、臓器選択的な HGD による膵癌遺伝子治療を検証するための基盤が整備され

たと考えた。 

以上より、難治性の膵癌の新規治療法の検証に対して、申請者らの膵臓選択的な HGD に

よる膵癌モデルの確立と遺伝子治療研究が応用できるのではないかという学術的な「問

い」を明らかとするため、本研究を申請した。 

 

２．研究の目的 

膵癌は化学療法の効果が十分でないことから、わが国の癌死の第 4位を占め、増加傾向

にある予後不良な疾患である。その要因として、疾患モデル動物が確立されていないこ

と、そのため新規治療法が開発されていないことが原因で解決すべき課題である。 

 そして、新規治療法については、疾患の進行速度を考慮すると、少ない治療回数で、

より長期間の治療効果を示す新規治療法のニーズが高く、その点で遺伝子治療の特徴、

利点が合致すると考えた。 

 これらの点について、申請者らはこれまでに、核酸溶液を対象臓器に注入し、高効率

の遺伝子発現を得るハイドロダイナミック遺伝子導入法に着目し、遺伝子治療法として

の応用性、膵臓を含む各臓器選択的遺伝子導入法の確立、血友病、肝硬変、肝癌モデル

動物に対する遺伝子治療効果を報告しており、効果的に活用できると考えた。 

 そこで本研究は、膵臓選択的なハイドロダイナミック遺伝子導入法を膵癌の新規遺伝

子治療法に応用するための方法論、抗腫瘍効果を学術的に検証するためのステップと位

置づけ、膵癌モデルの確立、HGD パラメーターの確立、治療遺伝子の選択、効果と安全

性の検証、膵癌モデル動物に対する治療効果の検証を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では申請者らのこれまでの系統的な研究成果に基づき、臓器選択的 HGD を膵癌の

治療法に応用するための膵癌モデルの確立、治療遺伝子による抗腫瘍効果を明らかにす

る。具体的には下記の概要を計画的に実施することを目標とした。 

 

(a, b) 膵癌モデル動物の確立と治療遺伝子の検討 

1)膵臓選択的な HGD によるラット膵癌モデルの確立： 

膵癌で発現、活性化が報告されている各種の膵癌関連遺伝子発現ベクター(Myc, K-ras

及びその変異体 K-rasG12D, 及び Yap 等)を単独あるいは複合で、ラット 15 匹ずつに膵

臓選択的に HGD で送達し、膵臓での前癌性病変、発癌を誘導する。この方法により、多

数の遺伝子変異が関与するヒト膵癌を模倣した膵癌モデルの確立が可能である。経時的



な状態観察、本学動物実験施設に設置されている動物用 CT、超音波装置を用いた腫瘍

形成のスクリーニングを行なう。これまでの予備検討で、上記遺伝子の膵臓選択的 HGD

後、12 週前後でラット膵臓での腫瘍形成及び周囲の間質の線維化などの変化を生ずる

ことが示唆されており、本検証により HGD による種々の膵癌モデル確立の有用性を実証

する。発癌率が低い場合は、Kras-Tg ラットに Ad-CAG-Cre を膵管内注入することで発

癌する膵癌モデルを使用し、ピットフォールに対応する。 

2) ラット膵癌モデルの発癌過程での経時的な遺伝子発現解析： 

上記モデルの膵発癌過程で、経時的に発現が変化する遺伝子群について、マイクロアレ

イ、real time PCR、mRNA/ncRNA を定量する Cap analysis of gene expression (CAGE)

法により、また蛋白発現変化を免疫染色、Western Blot 法により解析する。これらの解

析から、膵癌モデルの癌組織及び周辺組織の遺伝子発現変化が明らかとなり、膵癌遺伝

子治療のための治療遺伝子確立及び膵癌細胞選択性を担保するためのプロモーターの

確立に結び付く。 

3) 膵癌遺伝子治療のための治療遺伝子の選択と抗腫瘍効果の評価： 

申請者の肝癌に対する遺伝子治療開発の過程で、細胞の蛋白合成を阻害し、細胞死を誘

導する遺伝子X発現プラスミドの抗細胞増殖効果、蛋白合成阻害効果が示唆されている。

本遺伝子X及び、上記で確立する治療遺伝子候補からHGDによる膵癌治療のための遺伝子

発現プラスミドを確立する。その抗腫瘍効果をin vitroで膵癌培養細胞株(AsPC-1, 

Capan-1, 等)に遺伝子導入し、細胞増殖、アポトーシス等を評価し、抗腫瘍効果を評価

する。 

以上の結果から、HGD による膵癌遺伝子治療を行うためのモデル、治療遺伝子が確立す

ると考えた。 

 

(c-1) 膵癌に対する HGD を安全に行うためのパラメーターの最適化：申請者らの HGD シ

ステムは、設定した時間－内圧曲線を再現し、臓器選択的 HGD の再現性を担保する 6,12。

そこで、ラット膵癌モデルに対する本システムの最適なパラメーターを確立する。発癌

遺伝子導入後 4 週ごとに、12 週後まで、経時的にラット各 5 匹に対し、各パラメータ

ーでレポーター発現プラスミドの膵臓選択的 HGD を施行し、24 時間後に膵組織を採取

する。遺伝子導入効率をレポーター活性と免疫染色による蛋白発現により評価する。ま

た、HGD 中の状態観察、生理学的（内圧、血圧、等)、血液生化学的、組織学的、免疫学

的（サイトカイン活性等）評価により安全性を検証する。 

 

(c-2) 膵癌モデル動物に対する HGD の遺伝子治療効果と安全性の検討: 複数の膵癌モ

デルラット各 10匹を対象として、発癌遺伝子導入後、4週、8週、12 週で、前年度まで

に確立した治療用遺伝子を膵臓選択的に HGD により送達し、その膵癌治療効果を評価す

る。治療効果は、発癌率、腫瘍径の CT での評価、治療後 12 週前後で回収した腫瘍の壊

死、組織学的変化及び腫瘍組織内の治療遺伝子発現量により行う。安全性評価は c-1)

と同様に行うとともに、他臓器への長期的な影響を遺伝子の分布、細胞毒性等により検

証する。 

以上の結果から、膵臓選択的 HGD による膵癌遺伝子治療の方法論の確立と有効性、安全

性が示され、学術的基盤が確保されると考えた。  

 



４．研究成果 

本研究助成により、下記の成果を得ることができた。 

(1) 膵臓選択的な HGD によるラット膵癌モデルの確立 

ヒト膵癌で発現、活性化が報告されている各種の膵癌関連遺伝子について、その発現ベ

クターを準備し、単独あるいは複合で、野生型ラット 15 匹ずつに膵臓選択的 HGD によ

り送達し、膵臓での前癌性病変、発癌を誘導した。遺伝子は Myc, K-ras 及びその変異

体 K-rasG12D, N-ras 及び Yap 遺伝子を対象として、HGD のパラメータ（注入容量、速度、

プラスミド濃度）は申請者らのこれまでの結果に基づいて（Ogawa K, Kamimura K, et 

al. (2017) Mol Ther Nucleic Acids）決定した。遺伝子注入後の経時的な状態観察、

超音波装置を用いた腫瘍形成のスクリーニングを行い、短期間に効率的にラット膵臓で

の腫瘍形成を認めた。 

 病理組織学的検討の結果、膵管上皮の異型から癌病変である膵上皮内腫瘍性病変を形

成する素地となる腺房-導管異形成の発生や悪性度の高い膵癌、肝臓、皮下、リンパ節

転移モデルまで様々な段階の膵癌モデルを作製することができた(特許第 6943427 号)

（特願 2020-102959）(論文 Cancers 2020; Mol. Ther. Nucleic. Acids 2022)。 

(2) 膵癌遺伝子治療法確立のためのパラメータの検討 

 膵癌関連遺伝子の HGD により、野生型ラットの膵臓にヒト膵癌と組織学的に近似する

悪性腫瘍が発生したことから、HGD パラメータを変えることで、悪性度に変化があるか

検討した。 

 結果として、導入遺伝子量、導入後経過時間、発がん遺伝子の組み合わせ、複数回注

入などの条件を変えることで、膵管上皮細胞の異型から、癌病変である膵上皮内腫瘍性

病変を形成する素地となる腺房-導管異形成の発生、悪性度の高い膵癌、肝臓、皮下、

リンパ節転移を形成するモデルまで、多段階の膵癌モデルを作製できた。 

 これらの解析から、膵臓選択的 HGD による遺伝子発現状況が発現型にも関わることが

明らかとなり、膵癌モデル作製に加えて、の癌組織及び周辺組織の遺伝子発現変化も検

証できたことから、膵癌遺伝子治療のための治療遺伝子確立及び膵癌細胞選択性を担保

するためのプロモーターの確立に結び付くと考える。 

(3) 膵癌遺伝子治療のための治療遺伝子の選択 

 上記で膵癌を発症したラットの腫瘍及び非癌部膵臓について、遺伝子発現の変化を

real time PCR により、蛋白発現変化を免疫染色、Western Blot 法により検証した。さ

らに、腫瘍組織及び血清を対象として発現蛋白質の変化を網羅的に解析している。 

 これらの解析から、膵癌モデルの癌組織及び周辺組織の遺伝子発現変化、蛋白質発現

変化が明らかとなり、膵癌遺伝子治療のための治療遺伝子確立及び膵癌細胞選択性を担

保するためのプロモーターの確立に結び付くと考える。膵癌組織で上皮系マーカーであ

る Eカドヘリンの発現低下と、間葉系マーカーである Nカドヘリンの発現上昇を認める

など、この膵癌モデルの癌組織及び周辺組織の遺伝子発現変化の検討から、膵癌遺伝子

治療のための細胞選択性を担保するためのプロモーター候補が選択された。 

以上より、膵癌に対する新規遺伝子治療法開発のために、膵臓選択的な HGD による膵癌

モデルを作製し、その解析が遺伝子治療の応用に向けた基盤となったことから、抗腫瘍

効果を学術的に検証するための段階的な検証を次のステップとして進める必要がある

と考えた。 
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