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研究成果の概要： 
固形癌に対する新しい治療法として，血管新生阻害因子による遺伝子治療を細胞療法と組み合

わせた治療法の可能性について模索した。 

 血管新生阻害因子である PEDF（Pigment Epithelium-derived Factor）遺伝子を用い，PEDF

発現レンチウイルスベクターを構築して細胞株に導入し，PEDF タンパクの産生と分泌を調べた

のち，in vitro でのヒト臍帯静脈内皮細胞の増殖抑制および遊走能の低下を確認し，マウスに

おける移植腫瘍内の血管新生抑制効果および腫瘍に対する治療効果として腫瘍増大抑制効果を

確認した。一方で，PEDF の作用機序の一つとして，骨髄由来の血管内皮前駆細胞（EPC）の誘

導を抑制することが判明した。 

 本治療の有用性が示唆された一方で，従来考えられてきた血管新生阻害療法の問題点も明ら

かになった。血管新生阻害療法では耐性癌細胞株の出現はないと考えられていたが，個々の細

胞ではなく腫瘍全体でみた場合，治療に耐性を持つ細胞が出現することが判明した。この耐性

株 2株は，新生血管の阻害によって壊死は起こすために腫瘍内部には生細胞は減少するが，腫

瘍辺縁の細胞は生存して，腫瘍全体の体積は増大し続ける性質を持っていた。耐性株 2株の組

織型はいずれも扁平上皮癌であり，臨床的にも内部壊死を伴う性質が扁平上皮癌にしばしば観

察されることから考えると，今後の治療研究を模索する際の重要なヒントになることが示唆さ

れた。 
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１．研究開始当初の背景 
癌は医学の進歩によって，早期発見と有効な

治療法の開発が進んでいるにもかかわらず，

先進国の死亡要因の第一位となっている。他

の疾患は極めて有用な治療法が開発されて

いるために，治療成績が格段に改善している

一方で，癌については生存率の改善がわずか

であることが，その要因のひとつと考えられ

ている。 

 これまでに報告されてきた研究成果より，

癌の中でも多数を占める固形癌については，

多くの場合外科的な切除が臨床的にもっと

も有用な治療手段であると考えられている。

しかし，物理的に切除不可能な進行癌の多く

は致死的であり，また，根治手術が施行され

た場合であっても，微細な転移巣が増大して

再発した場合の多くは切除不可能となる。ま

た，化学療法や放射線療法、遺伝子治療やが

ん免疫療法などでは，動物実験においても臨

床的にも，既に増大した腫瘍が縮小して治癒

するといった減少は極めてまれで，微細な腫

瘍が増大することを抑制する効果を期待し

てこれらの治療を施行することがもっとも

有用であると考えられる。 

 以上のことを踏まえると，根治を目的とし

た固形癌に対する治療は，手術による主病巣

や周辺の局所制御と，補助療法による微細な

残存病巣の増殖抑制によって成否が決定さ

れる。多くの腫瘍で有用性が認められている

手術においては，術式の標準化が進み，最近

では非侵襲的術式の開発に主眼がおかれて

いるが，治療成績を向上させるためには，補

助療法に相当する治療手段の選択肢を増や

すことが必要であると考えられる。 

 固形癌に対する新たな治療法の開発には，

発癌が遺伝子異常を原因としておこること

から，分子生物学的に癌の特徴を解析し，そ

れに応じた治療法の開発が必要であると考

えられてきた。新たに開発されている遺伝子

治療などでは，癌の遺伝子異常を標的として

アポトーシスを誘導するなどの手法が試み

られているが，遺伝子導入ベクターに問題が

ある場合や，腫瘍細胞に対する特異性が低い

こと，あるいは腫瘍細胞が耐性を獲得するな

どの障壁が多数存在している。   

 一方で，癌細胞が腫瘍を形成するためには，

血管の新生が必須であることから，これを阻

害することで，腫瘍の分子生物学的特徴に関

わらずに治療効果が期待できると考えられ

るようになり，アバスチンなどをはじめとす

る抗血管新生療法が開発されるようになっ

てきた。抗血管新生療法は，先に述べた腫瘍

特異性や耐性などの問題がほとんどないこ

とから，有用性が期待されており，すでに臨

床応用されている抗血管新生療法では，抗癌

剤との併用によって有意な生存期間の延長

が認められている。 

 PEDF （ Pigment Epithelium-derived 

Factor）はヒトの網膜や正常膵で発現する強

力な血管新生阻害因子であることが示され

ており，当教室の研究から，膵癌症例の 70%

以上で発現が低下しており，さらにこの発現

低下が見られる症例では，そうでない症例と

比較して有意に生存率が不良となることが

示されている。また，PEDF の発現が低下して

いる腫瘍では，そうでない腫瘍と比較して有

意に腫瘍内微細血管の数が増加しているこ

とが判明している。したがって，PEDF の発現

が低下することが，腫瘍内に新たな新生血管

を誘導して腫瘍を増大させ，癌の進行を促進

させて生存率を低下させていることが考え

られる。 



 以上より，癌細胞において PEDF の発現を

回復させることで，腫瘍の増大を抑制できる

と考えられる。 

 一方，臨床応用されている抗血管新生療法

は抗体を用いて新生血管を阻害する手法が

採用されているが，これは遺伝子治療ベクタ

ーに問題があることに起因する。PEDF 遺伝子

を導入する場合に，ベクターの遺伝子導入効

率や感染の特異性などの問題から，遺伝子発

現ベクター導入による遺伝子治療には障壁

が多い。 

 そこで，現在，いくつかの分野では，採取

した宿主の細胞を用いて体外で遺伝子導入

を行い，培養増殖させた後に宿主に投与（移

植）する手法（細胞療法）が研究され，癌免

疫療法においては臨床試験が進められてい

る。当教室においても癌患者の樹状細胞（DC）

を体外で培養，抗原刺激して投与する癌免疫

療法の臨床試験を施行している。 

 以上の背景を総合して考えると，抗血管新
生療法として有用であることが予想される
PEDF 遺伝子治療を細胞療法に適応して，新し
い治療法を開発することが有用であるとい
う仮説が導かれる。 
２．研究の目的 
進行癌患者に対して有効で安全と思われる
術後補助療法の開発を行うことを目的とす
る。つまり，最終的には，癌患者自身から採
取した正常細胞に治療遺伝子を導入し，これ
をもとの患者に移植する治療系を想定し，こ
れによって抗腫瘍効果が認められるかどう
かや安全性について検証する。まず PEDF の
遺伝子を用いてマウス癌移植モデルにおけ
る治療効果を評価し，この際に移植腫瘍に発
生している変化を分子生物学的に解析する。 
３．研究の方法 
以下の方法で PEDF を用いた細胞療法を構築

する。PEDF 発現レンチウイルスベクターを用

いる。ヒト正常組織からクローニングされた

PEDF の cDNA を導入したシャトルプラスミド

を用い，遺伝子相同組み換えを利用してレン

チウイルスベクタープラスミドを作成する。

作製したプラスミドを HEK293T細胞に遺伝子

導入してレンチウイルスベクターを複製さ

せて回収し，超遠心分離法で精製する。精製

したベクターを用いて，正常組織である繊維

芽細胞株に遺伝子導入し過剰発現株を樹立

する。それぞれの遺伝子導入株で PEDF の発

現を Western blot 法で確認すると同時に，

ELISA 法で PEDF タンパクの分泌を確認する。

これらの PEDF 過剰発現株を用い，in vitro

でヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）と共培養

した場合の HUVECの増殖抑制効果や遊走能の

変化などを検証する。 

 上記の効果を確認後，PEDF 過剰発現株をマ

ウスに移植し，血清中の PEDF 濃度を ELISA

法で検出する。対照群（空ベクターを導入し

た繊維芽細胞を移植した群および未治療の

群）と比較することで腫瘍増大抑制効果検討

すると同時に、作用機序を解明するために末

梢血単核球分画における骨髄由来の血管内

皮前駆細胞（EPC）を、FACS にて解析する。

更にこの腫瘍を切除して二重免疫染色法で

検討し、腫瘍内血管の由来を明らかにする。 

 上記研究を複数の癌細胞株で施行し，効果

に差がみられた場合，差の原因となる因子の

検索を行う。腫瘍細胞における DNA アレイと

新生血管内皮細胞数の検討を施行すること

によって，血管新生因子発現と細胞治療によ

る効果の予測が可能かどうかを検証する。 

 一方で，PEDF 受容体の探索を行う。PEDF
タンパクを用いた免疫沈降を施行し，PEDF と
特異的に結合する受容体タンパクを同定す
る。 
４．研究成果 

レンチウイルスベクターに PEDF，GFP 遺伝子

を導入し，PEDF と GFP 遺伝子の両方を発現す

るベクター（Lv-PEDF-GFP），および GFP 遺伝

子のみを発現するベクター（Lv-GFP：対照ベ

クター）を構築した（図 1）。 



 

 

 

 これを用いて各種癌細胞株に遺伝子導入

を行い，PEDF と GFP 遺伝子の両方を発現する

細胞株と GFP遺伝子のみを発現する複数種の

細胞株（膵癌細胞株，食道癌細胞株）を樹立

した。 

 これらの細胞株において，PEDF 発現株の培

養上清に暴露した HUVECの増殖および遊走が，

対照株と比較して有意に抑制され，マウスに

移植した PEDF 発現株で有意に腫瘍増大が抑

制され，かつ腫瘍内血管内皮細胞数が減少す

ることが確認された。さらに，PEDF 発現株移

植マウスにおいては骨髄由来の血管内皮前

駆細胞（EPC）数が減少していることを確認

した。このことから，分泌された PEDF が骨

髄に作用を及ぼしている可能性が考えられ

た（図表は論文投稿中につき版権未取得）。 

 Lv-PEDF-GFP 投与マウスにおいて，有害事

象は認められなかった。 

 本治療の有用性が示唆された一方で，従来
考えられてきた血管新生阻害療法の問題点
も明らかになった。血管新生阻害療法では耐
性癌細胞株の出現はないと考えられていた
が，個々の細胞ではなく腫瘍全体でみた場合，
治療に耐性を持つ細胞が出現することが判
明した。癌細胞に直接 PEDF 遺伝子を導入し
て過剰発現株を樹立し，マウスに移植した場
合，腫瘍内の血管新生が抑制されているにも
かかわらず，腫瘍の増大が抑制されない耐性
株が出現することが確認された。この細胞株
は，野生型細胞株と比較した場合，腫瘍内部
が壊死を起こしたまま，腫瘍辺縁部の細胞の
みが生存して増殖する形質を有しているこ
とが判明した。つまり，細胞自体は血管新生

阻害によって壊死を起こすが，腫瘍としては
増大を続けることになるため，結果的に治療
効果としての腫瘍増殖抑制は認められなく
なる。耐性株 2株の組織型はいずれも扁平上
皮癌であり，臨床的にも内部壊死を伴う性質
が扁平上皮癌にしばしば観察されることか
ら考えると，今後の治療研究を模索する際の
重要なヒントになることが示唆された。 
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