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研究成果の概要（和文）：本研究ではリンパ球が癌細胞を攻撃するために分泌するパーフォリン遺伝子を癌細胞
に導入し、癌微小環境中のパーフォリン増加による抗癌効果について検討した。パーフォリンを癌細胞特異的に
発現させるため、癌特異的な分泌タンパク（PSA）と表面タンパク（PSMA）を発現する前立腺癌をモデルとし
た。PSAプロモーター誘導パーフォリン発現ベクターを送達担体であるリポソーム、抗PSMA抗体付加リポソーム
または前立腺癌由来エクソソームに導入し、前立腺癌細胞とヒト末梢血単核球の共培養に添加すると強い癌増殖
抑制効果を示した。マウスxenograftモデルでも同様の効果を確認できたため有望な治療法となる可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the therapeutic potential of 
liposomes or exosomes containing perforin expression vector. We aimed to increase the concentration 
of perforin in the microenvironment of PC in order to enhance the anti-tumor immune response 
mediated by CTLs and NK cells. The vector introduced to liposomes conjugated with or without 
anti-PSMA antibody, and exosomes isolated from prostate cancer cells. Perforin functions in concert 
with cytotoxic lymphocytes, therefore anti-tumor effect of the agents was analyzed in the presence 
of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Treatment with liposomes significantly 
inhibited growth of prostate cancer cells when co-incubated with PBMCs.  Intravenous administration 
of liposomes via tail vein increased the level of perforin in tumor xenograft of mouse and 
significantly decreased the tumor volume. Our results suggest that gene therapy expressing perforin 
in cancer cells could be a novel therapy for advanced cancer.

研究分野：泌尿器科学

キーワード： 前立腺癌　パーフォリン　リポソーム　エクソソーム　PSA　PSMA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行癌や再発癌の治療効果は依然として低い。免疫チェックポイント阻害薬は奏功すると長期にわたる効果が認
められることがあるため、今後は免疫を軸とした治療法の開発が望まれる。本研究では癌免疫において需要な役
割を果たすパーフォリンに着目し、癌微小環境中のパーフォリン発現を増加させることによってヒト末梢血単核
球による癌増殖抑制効果を証明することができた。また遺伝子導入とその効果発現がリポソームのみならずエク
ソソームでも可能であることが示された。治療薬として癌細胞選択的な発現や担体の癌細胞指向性などを有する
複雑なシステムであっても良好な結果を示すことができ今後の遺伝子導入療法の可能性拡大に寄与できた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
癌の治療法は手術、薬物、放射線治療などの発展によってその成績は徐々に向上しているもの
の、進行癌では効果が認められないことも多い。近年、再発癌に対しては免疫反応を利用した治
療がおこなわれており、従来の治療法と比較して効果が認められることも多い。しかしながら奏
効率は 3-4 割にとどまることが多く十分ではない。一方で免疫療法は免疫チェックポイント阻
害薬による治療に認められるように、一旦治療が奏功するとその効果が長く継続する症例があ
ることも知られている。そのため癌免疫を軸とした治療法の開発が望まれている。 
 癌免疫反応の一部を担うリンパ球は、癌細胞を攻撃する際にパーフォリンとグランザイムを
分泌し、前者が細胞膜に孔を開け、後者が癌細胞の DNAを切断して癌細胞を死滅させる。この
ようにパーフォリンは癌免疫で重要な役割を果たしていると考えられるが、パーフォリンを癌
治療に応用するという報告はない。そのため癌微小環境においてパーフォリンを増加させるこ
とによって免疫細胞による癌細胞攻撃を増強させるための新規癌治療法に着目した。 
 
２．研究の目的 
 リンパ球は癌細胞を攻撃する際に、パーフォリンを分泌し細胞膜に孔を開け、グランザイムを
放出して DNAを切断し癌細胞を死滅させる（Martínez-Lostao L et al. 2015）。本研究の目的
は、このようなパーフォリンを介した生体内での癌免疫反応を増強する新規治療法を確立する
ことである。細胞膜に孔を開けるためには癌細胞にパーフォリンを作用させる必要があるが、生
体内で免疫細胞にパーフォリンを過剰に発現させることは有害事象の観点から困難と考える。
そのため癌細胞自体にパーフォリンを発現させるという着想を得た。すなわち、癌細胞から分泌
されたパーフォリンにより、自身および周囲の癌細胞の細胞膜に孔を開け、リンパ球による癌細
胞の攻撃を増幅させる、いわば癌をもって癌を治療する方法を考えた。 
具体的にはパーフォリン発現ベクターを内包させた担体を、癌細胞膜表面に特異的に発現し
ているタンパクに対する抗体を付加することにより、癌細胞特異的にパーフォリン発現ベクタ
ーを導入する。しかしながら、抗体が細胞膜表面抗原と非特異的に反応した場合はパーフォリン
発現ベクターが標的以外の細胞にも取り込まれ、標的細胞以外でもパーフォリンが発現する可
能性がある。これらは重大な有害事象につながる恐れがあり、それを回避するためプラスミド上
のパーフォリン遺伝子の上流に癌特異的遺伝子のプロモーターを配置し癌細胞でのみパーフォ
リンを発現させることとした。さらにこれら遺伝子を細胞導入するための担体としてリポソー
ム及び体内動態が有利であると考えられるエクソソームを使用することによって効率の高い遺
伝子導入治療を実現する。このようにパーフォリンをターゲットとして、癌細胞ターゲット抗体
と癌特異的プロモーターを組み合わせ二重に選択することにより安全性を高めた、新規癌免疫
治療法の実現に向けた基礎研究を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 最初に癌細胞のみでパーフォリンを発現させるために、特異抗原と特異表面抗原を有する前
立腺癌をモデルとして選定した。前立腺癌は、細胞表面に前立腺特異的膜抗原（PSMA）を、さら
に血中腫瘍マーカーとして広く利用されている前立腺特異的抗原（PSA）を発現している。前立
腺癌は男性ホルモン依存的に増殖することから、その作用を遮断することにより治療を行うが、
早晩再発する。これが去勢抵抗性前立腺癌として知られる病態であり、これらは新規抗アンドロ
ゲン剤やドセタキセルなどの抗癌剤によって加療されるが、最終的には化学療法を含む様々な
治療に抵抗性となり、患者を死に至らしめる。そこで次世代の新規治療法を開発する目的で本研
究を計画した。本研究では、将来的に去勢・ドセタキセル抵抗性前立腺癌患者への遺伝子導入に
よる治療を目指していることから、去勢・ドセタキセル抵抗性の細胞モデルとして、男性ホルモ
ン非依存性前立腺癌細胞株（22Rv1）を親株としてドセタキセル耐性株（22Rv1DR）を樹立した。
前立腺癌細胞で特異的にパーフォリンを発現させるために、ヒト PSA 遺伝子のプロモーターの
下流にヒトパーフォリン遺伝子(PRF1)の cDNA を組み込んだ発現プラスミドを構築した。本研究
ではエクソソームを送達担体として使用することも検討課題としているが、最初に実績のある
リポソームにこの発現ベクターを内包して効果を確認することとした。このパーフォリン発現
ベクター内包したリポソームを 22Rv1DR 細胞に投与して抗腫瘍効果について検討した。また
22Rv1DR は細胞表面に PSMA を有意に多く発現しているため、抗 PSMA 抗体を付加したパーフォリ
ン発現ベクター内包リポソームも作成して抗腫瘍効果を検討した。癌免疫ではリンパ球の抗腫
瘍効果について確認する必要があるため、それぞれの薬剤をリンパ球を含むヒト末梢血単核球
（PBMC）と癌の共培養に添加することによって、生体内の癌免疫に近い状態を再現し抗腫瘍効果
を検討した。さらに薬剤の全身投与によって期待される抗腫瘍効果を発揮できるかを検討する
ために、22Rv1DR のマウス xenograft モデルを作成し、マウス尾静脈から薬剤を投与してその効
果を検討した。最後に送達担体を前立腺癌由来のエクソソームとしてパーフォリン発現ベクタ
ーを含有させ同様の研究を行い、抗腫瘍効果について検討した。エクソソームを使用する研究で
は、我々の前検討においてエクソソーム分泌が多いことが分かっている前立腺癌細胞株 LNCaP を
用いて行った。 
 



 
４．研究成果 
① PSA プロモーター誘導パーフォリン発現ベクター封入リポソーム作成と癌増殖抑制効果 
PSA プロモーターによってパーフォリンを発現するベクターを作成しリポソームに内包した
（pLipo、図 1A）。pLipo を前立腺癌細胞（PC-3、22Rv1DR）に添加すると、PSA を発現している
22Rv1DR細胞でのみパーフォリン発現を確認できた（図2B）。22Rv1DRとヒト末梢血単核球（PBMC）
を共培養すると軽度の癌増殖抑制効果が認められたが、pLipo を追加すると著明な増殖抑制効果
が認められた（図 1C）。 

 
② pLipo のマウス xenograft モデルにおける癌増殖抑制効果 
①で作成したpLipoの効果をin vivoで検討するため、22Rv1DRをマウス皮下に接種しxenograft
モデルを作成し、2週間後にマウスをランダムに 2群に分け、第 2週、3週に pLipo を経尾静脈
投与した。経時的に腫瘍体積を測定したところ 4 週目で pLipo による有意な癌増殖抑制効果を
認めた（図 1A、B）。さらに腫瘍内ではコントロールと比較して有意に多くのパーフォリンを産
生していた（図 C）。 

 
 
③ 抗 PSMA 抗体付加パーフォリン発現リポソームの作成と癌増殖抑制効果 
選択的な癌細胞ターゲットのため前立腺癌表面に多く発現している PSMA に対する抗体（抗 PSMA
抗体）を pLipo に付加した（PSMALipo、図 3A）。抗体を付加した PSMALipo でも 22Rv1DR におい
て効率よく高濃度のパーフォリンを発現した（図 3B）。PBMC との共培養では PSMALipo は著明な
癌増殖抑制効果を示した（図 3C）。 

 
④ PSMALipo のマウス xenograft モデルにおける癌増殖抑制効果 
③で作成した PSMALipo の効果を in vivo で検討するため、22Rv1DR 皮下 xenograft モデルを作
成し、2 週間後にマウスをランダムに 2 群に分け、第 2 週、3 週に PSMALipo を経尾静脈投与し
た。経時的に腫瘍体積を測定したところ、4週目で抗 PSMA 抗体と比較して PSMALipo による有意
（p=0.0313）な癌増殖抑制効果を認めた（図 1A、B）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
⑤ PSA プロモーター誘導パーフォリン発現ベクター導入エクソソーム作成と癌増殖抑制効果 
PSA プロモーターによってパーフォリンを発現するベクターをエクソソームに導入するため、
PSA 発現前立腺癌細胞である LNCaP 細胞上清より、ポリマー沈殿法を用いてエクソソームを回収
した。そのエクソソームにパーフォリン発現ベクターを導入し PSA プロモーター誘導パーフォ
リン発現ベクター封入エ
クソソーム（pExo）を作成
した。pExo を PSA 発現前立
腺癌細胞（LNCaP）に添加し
強固なパーフォリン発現
を確認した。（図 5A）。LNCaP
と ヒ ト 末 梢 血 単 核 球
（PBMC）の共培養に pLipo
を追加すると著明な増殖
抑制効果が認められた（図
5B）。 
 
 
以上から遺伝子導入による腫瘍微小環境中のパーフォリン発現増加は癌免疫細胞による癌抑制
効果に寄与することが明らかとなった。この効果はヒト末梢血単核球を用いた in vitro でもマ
ウス xenograft モデルの in vivo でも同様に認められたことからヒト生体内でも抗癌効果が見
込まれ、化学療法耐性となった前立腺癌に対する新しい治療法となる可能性がある。また遺伝子
導入のための担体としてはリポソーム、抗体付加リポソームと同様にエクソソームも有望であ
ることが示された。今後はエクソソームに癌細胞選択性を持たせるために、二重特異性モノクロ
ーナル抗体を用いた方法により精度が高い遺伝子導入方法を開発していく。 
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