
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

プロドラッグシステムを応用した増殖型レトロウイルスによる新規膵癌治療法の開発

Retroviral Replicating Vector (RRV)- Mediated Prodrug-Activator Gene Therapy for
 Pancreatic Cancer

１０７１９５８７研究者番号：

平岡　圭（Hiraoka, Kei）

北海道大学・医学研究科・客員研究員

研究期間：

２６４６１９３６

平成 年 月 日現在２９   ５ １９

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：膵臓がん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）
がウイルスに感染した癌細胞内で抗がん剤に変換される。動物実験モデルにおいて，この新たなウイルスは非常
に効率よく癌細胞に遺伝子を導入できることが確認され、プロドラッグを投与することで強力な抗腫瘍効果を示
した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we are developing a retroviral replicating vector 
(RRV)-mediated prodrug activator gene therapy as a new therapeutic approach for pancreatic ductal 
adenocarcinoma. With this system, the prodrug (antifungal drug) is converted to the anticancer drug 
within RRV infected cells. In pancreatic cancer preclinical models, high levels of transduction were
 achieved and systemic administration of 5-FC resulted in significant inhibition of tumor growth.

研究分野：医歯薬学　外科系臨床医学　外科学一般
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 膵癌の治療の現状 
①外科切除でも約 80％が再発死亡し、膵癌全
体の 5年生存率は約５％に過ぎない。一方我
が国の膵癌死亡者数は年間約 3 万人に迫り、
治療成績の向上が急務である。 
②当教室は、新術式を考案し膵癌の局所制御
に貢献してきたが，遠隔転移や局所再発率は
依然高く、新規治療法の開発に力を注いでい
る。 
(2) 膵臓癌に対する遺伝子治療 
①血管新生阻害因子である PEDF をレンチウ
イルスベクターで膵癌細胞に遺伝子導入し、
腫瘍縮小効果を動物実験モデルで明らかに
してきた。 
②非増殖型ウイルスを用いた方法では，癌細
胞における遺伝子導入効率が不十分であっ
たため，治療効果も限定的であった。 
(3) 増殖型ウイルスベクターの使用 
①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
導入することができる。 
② ウイルスが増殖することにより高い遺伝
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を高用量で使用でき
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”
を用いた新しい膵癌治療を可能とする。 
④わずかに正常分裂細胞に組み込まれた場
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) 膵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用い、膵
癌における高い遺伝子導入効率と腫瘍選択
的治療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膵癌動物モデルを作製し前臨床実験を行

うことした。 
 
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
実験を行うために必要な環境の整備。 
(2) ウイルスベクターの産生 
①本研究に用いるウイルスベクター産生に
必要なプロウイルス配列を含むプラスミド
を入手。 
②遺伝子導入によりウイルスベクターを産
生。 
(3) 膵癌培養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ヒトおよびマウス膵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確認した。 
②ヒトおよびマウス膵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確認した。 
(3) ウイルスベクターにより遺伝子導入さ
れた培養膵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膵癌細胞株に
プロドラッグを投与し、MTS アッセイを用い
て殺細胞効果を確認した。 
(4) 膵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ヒトおよびマウス膵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) 動物モデルによる膵癌治療実験(前臨床
試験)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膵
癌同所移植モデルを作製し、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
感染させた腫瘍を有するマウスにおけるウ
イルス遺伝子の生体内分布解析を，ゲノム定
量 PCR を用いて行った。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子組換え実験準備 
②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本研究に用いるウイルスベクター産生プ



ラスミドを共同研究施設より供与された。 
②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) ヒトおよびマウス膵癌培養細胞株にお
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膵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，速やかなウイルス増殖能と
高い遺伝子導入効率を確認した。（図２） 
②膵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，速やかなウイルス増殖能と高い遺伝
子導入効率を確認した。 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
  図２ 
 
(4) ウイルスベクターにより遺伝子導入さ
れた膵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ヒトおよ
びマウス培養膵癌細胞株では、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) 膵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ヒトおよびマウス膵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を計測した
ところ，導入効率の速やかな増加が認められ
た， 
(4) 動物による膵癌治療実験(前臨床試験)
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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図３ 
 

③ウイルスベクターを感染させたマウス膵
癌同所移植モデルでも、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によ
る腫瘍シグナルの経時的低下が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４ 
 
④免疫能を有するマウスでは、正常臓器にお
けるウイルスの感染は微量であった。 
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