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研究成果の概要（和文）：本研究は、以前独自開発した特定細胞系譜を同定単離可能な「ACT-SC法」を応用し、
がんの難治性や再発と密接に関係する特異的プロモーターを指標とした、がん幹細胞の標的・同定と革新的な癌
治療技術の開発を目的とした。まず、種々の遺伝子プロモーター制御下にCre酵素を発現する発現調節アデノウ
イルスと、Cre酵素依存的にEGFPを発現するレポーターアデノウイルスを構築した。次に、これらウイルスベク
ターを共感染したグリオブラストーマ由来細胞株の癌幹細胞分画をモデルとし、FACS解析及びSphere形成実験等
を組み合わせることで癌幹細胞様性質と密接に関わるプロモーターを検討可能なスクリーニング系を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed the novel adenoviral vector systems enabling to 
identify and target the cancer stem cells (CSCs), based on the adenoviral conditional targeting in 
stem cell (ACT-SC) method that we previouly developed. We constructed the adenoviral vectors 
carrying two DNA constructs: the regulatory unit expressing the Cre recombinase under the 
transcriptional control of a various cell-specific promoter and a switching-expression unit that 
under normal conditions expresses an upstream neo gene but not a reporter gene. Using 
glioblastoma-derived cancer stem cell population as a model, we then established the screening 
system of the promoters possibly responsible for cancer stemness by FACS and sphere formation 
analyses without harmful effects.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 腫瘍溶解性ウイルス　がん遺伝子治療　癌幹細胞　アデノウイルス
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１．研究開始当初の背景 
１）癌治療の現状と癌幹細胞理論 
 癌は先進諸国における三大死因の一つで
あり、特に日本では最も高い死亡率となって
いる。現在の癌治療は主に手術療法であり、
これに化学療法やホルモン療法、放射線療法
などの補助療法を組み合わせて行われてい
る。しかしながら、全ての癌細胞を死滅させ
ることはできず、術後の再発、転移、悪性化
などが深刻な問題となっている。この原因を
説明する一つの仮説として近年、癌幹細胞と
いう概念が提唱され、実証されつつある。癌
幹細胞は抗癌剤排出能力、中和能力、DNA
修復能力などを有すること、正常組織幹細胞
と同様に微小環境（ニッチ）内で休眠状態と
して存在することなどから、増殖する細胞を
標的とする従来のがん治療法では効果が期
待できないとされている。しかしながら、癌
幹細胞についての分子生物学的背景あるい
は生理的な性質についてはよくわかってい
ない。その理由として、現在の癌幹細胞単離
法は、主に癌幹細胞の性質における分子生物
学的なメカニズムがほとんど分かっていな
い癌細胞表面抗原マーカーを指標とした
FACS sorting による濃縮方法に限られてい
ることによる。したがって、癌幹細胞性質と
密接に関わる内因性の因子を指標とした癌
幹細胞単離・同定法を開発することで、癌幹
細胞の性質、発生機序の理解ひいては癌の根
治治療法の開発に繋がると期待される。 
 
２）m-CRAを用いた癌遺伝子治療 
 癌治療法の有力候補の一つとして、1990
年代から遺伝子治療が開発・臨床応用されて
きた。1990年代前半に開発された in vivo遺
伝子治療は主に非増殖型アデノウイルスベ
クターであり、その結果安全性の確認はなさ
れたものの、治療効果が不十分で癌再発の可
能性が懸念された。その理由として、物理的
に全ての癌細胞に遺伝子導入することが不
可能であることが考えられる。そこで癌特異
的にウイルスを増殖させてウイルスタンパ
ク質を発現させることにより癌細胞を殺傷
す る CRA （ conditionally replicating 
adenovirus：増殖型アデノウイルス）が主流
となってきた。しかし、既存の CRA は「単
一因子」での不十分な癌特異化、治療遺伝子
の搭載不可（ウイルス療法）、標準的作製技
術の未開発に伴う長期作製時間などの問題
があった。それらを克服する新たな方法とし
て、当研究室の小戝らは、｢多因子のウイル
ス増殖制御による精密かつ高度な癌特異化｣、
｢治療遺伝子の自由な搭載｣（ウイルス療法と
遺伝子治療の融合）、「ウイルスゲノムの性質
も容易に変更可能」といった種々の特性・改
良を加えた、高性能な次世代型ベクターシス
テ ム 、 m-CRA （ CRA with multiple 
tumor-specific factors）を開発した。この作
製法は、「ウイルス骨格をパーツ化し、自由
に組み合わせてウイルスを作製可能」な、初

めての効率的標準化技術で、多種多様な高度
m-CRA を迅速に作製できるものである。こ
の技術により開発された癌特異的因子
Survivin 反応性の m-CRA（Surv.m-CRA）
は強力な癌治療効果を示した（Cancer Res 
2005）。 
 
３）癌幹細胞特異的プロモーターの探索 
一方我々は以前、特定細胞系譜を同定・単離
可能な「ACT-SC 法」を独自開発した（Mol 
Ther. 2006）。これは、特定細胞系譜特異的プ
ロモーター制御下にCre組換え酵素を発現す
るアデノウイルス（発現調節ベクター）と、
Cre酵素依存的にEGFPを発現するアデノウ
イルス（レポーターベクター）を構築・共感
染させ、FACS法などで EGFP発現を指標に
特定細胞系譜を同定・単離するというもので
ある。本研究では、癌幹細胞を標的とした新
たな m-CRA開発のための新規プロモーター
を探索するに当たり、本法を応用できると着
想するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
このような背景から、癌幹細胞特異的
m-CRA の開発へ向け、独自開発した特定細
胞系譜の同定・単離法を応用し、がんの難治
性や再発と密接に関係する癌幹細胞特異的
プロモーターを指標としたがん幹細胞の標
的・同定技術の開発を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
１）癌幹細胞モデルとして、臨床サンプルよ
り浮遊細胞塊形成法にて濃縮されたグリオ
ブラストーマ細胞株を用いた（Soeda, et al., 
2008）。本細胞株は癌幹細胞細胞表面マーカ
ーの 1つ、CD133が陽性であることが明らか
とされている。さらに、癌幹細胞との機能的
関連が注目されている CD133 の 5 種の
alternative promotersを癌幹細胞特異的プロモ
ーター候補とした。 
２）次に、癌幹細胞特異的プロモーターの同
定を可能とする新たなベクターシステムを
構築するため、上記１）の各プロモーター制
御下に Cre 酵素を発現するアデノウイルス
（発現調節ベクター）と、Cre 酵素依存的に
EGFP を発現するアデノウイルス（レポータ
ーベクター）を作製した。 
３）グリオブラストーマに上記２）のウイル
スを共感染後、FACS 解析により、CD133 表
面抗原陽性/陰性分布及び EGFP 発現陽性/陰
性分布を検討した。 
４）癌幹細胞特異的プロモーターの評価系と
して、感染細胞の Sphere 形成実験を行い、
EGFP陽性率との相関を検討した。 
 
 
４．研究成果 
１）癌幹細胞特異的プロモーター探索のため



のベクターシステム及び評価系の構築： 
 まず、癌幹細胞特異的プロモーターモデル
として、CD133遺伝子の 5種の alternativeプ
ロモーターそれぞれの制御下に Cre組換え酵
素を発現するアデノウイルス（発現調節ベク
ター）を構築した。加えて、2つの loxP配列
に挟まれた EGFP遺伝子が Cre酵素依存的に
発現するアデノウイルス（レポーターベクタ
ー）も構築した。 
 次に、グリオブラストーマ細胞株をモデル
とし、アデノウイルスの感染効率及び細胞傷
害効果を検討した。その結果、100%の感染率
且つ細胞傷害効果が見られない至適感染
MOIを選定した。 
 さらに、アデノウイルスを共感染後、FACS
による sortingを行った細胞において、Sphere
形成能を検討した。これにより、CD133陽性
/陰性細胞の Sphere 形成能の違いを指標にし
ながら、Sphere形成能を損なわない、至適な
感染・培養・assay条件を確立した。 
 以上の検討から、癌幹細胞の幹細胞様性質
を規定する内因性因子（特異的プロモータ
ー）を簡便且つ網羅的に同定・評価可能なベ
クターシステム及びアッセイ系を構築した。 
 
２）癌幹細胞特異的プロモーターとしての検
証： 
 上記１）のベクターシステム・アッセイ系
を用いて、特異的プロモーター候補とした
CD133の 5種の alternative promoterの検証を
行った。5 種のプロモーターいずれのウイル
スにおいても、感染細胞における細胞傷害性
は見られなかった。一方、そのうちの 2種の
プロモーターについては、EGFP 陽性分画の
割合が高く、これは以前のプロモーターアッ
セイの結果と一致していた。さらに、Sphere
形成能を検討したところ、Sphereを形成した
細胞集団における EGFP陽性率がコントロー
ルに比べ、先の 2種のプロモーターにおいて
高い傾向が得られたものの、有意差を得るに
は至らなかった。これらの結果から、2 種の
プロモーターは癌細胞様性質と密接に関連
する可能性はあるものの、確定的な判断を下
すには至らず、in vivoの皮下移植実験等での
評価がさらに必要であると示唆された。 
 
 以上のことから、特定細胞系譜を同定単離
可能な独自開発の「ACT-SC 法」を応用し、
癌幹細胞特異的プロモーターを同定・評価可
能なベクターシステム及びアッセイ系を構
築できた。本技術は、これまであまり同定さ
れていなかった、癌幹細胞様と密接に関連す
る内因性因子（プロモーター）の網羅的な検
討・評価を可能とするものであり、癌幹細胞
の分子生物学的な理解や、我々の m-CRA 技
術との融合による革新的な癌幹細胞標的医
薬の開発につながる成果であると期待され
る。加えて、m-CRA 医薬の第一弾である
Surv.m-CRAは、がんへの革新的医薬として、
実用化を目指した医師主導型治験を実施中

であり、GMP製造から GLP非臨床試験、規
制当局対応から治験承認までの経験・ノウハ
ウを蓄積している。これらを生かし、癌幹細
胞を標的とした新たな視点からの革新的医
薬の実用化も迅速に行えると期待される。 
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