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研究成果の概要（和文）：強力な血管新生因子である VEGF は TNFαにより転写因子 Sp1 を介し

て発現が誘導される．この Sp1 を標的とした，おとり遺伝子導入により，培養癌細胞および実

験的腫瘍において血管新生の抑制のみならず，腫瘍の増殖や浸潤も抑制されることが証明され

た．また，遺伝子導入による強い副作用もなく，安全な新規の遺伝子治療として応用できるこ

とが示唆された． 

 
研究成果の概要（英文）：Expression of VEGF which is a strong vascularization factor, is 
derived through transcription factor Sp1 by TNFα.  In cultured cancer cells and 
experimental tumor, not only angiogenesis but also proliferation and invasion of the tumor 
were inhibited by the decoy system that assumed Sp1 a target. It leads to the suggestion 
that the decoy system is applicable to safe and novel gene therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍が増殖を維持するためには血管新生が

必須である．この腫瘍血管新生は腫瘍細胞か

ら産生される多彩な顕官新生因子が周囲の

血管を活性化することで開始され，多段階の

血管新生過程が展開されて達成される．近年，

腫瘍細胞の血管新生因子発現の誘導に癌組

織中のサイトカインや癌細胞の微小環境の

変化が関与しているという報告が蓄積され，

申請者らも腫瘍壊死因子α（TNFα）や癌細

胞の対酸素環境が強く関与していることを

報告してきた．これらの報告から腫瘍血管新

生の責任分子が解明されており，それらを抑

制することで血管新生制御すると，癌の増殖
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を抑制できるという知見が集積され，血管新

生因子の抑制は新しい癌治療の標的として

注目，応用され始めている．しかし現在，臨

床応用に向けて開発中の血管新生因子抑制

法はアンチセンスの導入，可溶型受容体の強

制発現あるいは中和抗体の投与が主流であ

り，これらの方法は臨床応用に向けて安全性

が確立していないのと同時にいずれも欧米

諸国が研究を先導しているのが現状である． 

 

２．研究の目的 

本研究では，極めて安全な純国産型ウイルス

ベクターを用いて，癌細胞におとり遺伝子を

導入し，複数の血管新生因子群を同時に抑制

するという全く新しい概念に基づく，本邦独

自の新規癌遺伝子治療法の開発を目的とす

る． 

 

３．研究の方法 

（１）おとり遺伝子の調整 

（２）おとり遺伝子導入法の確立 

（３）おとり遺伝子導入の効果の検討 

（４）動物モデルによる実験的腫瘍の形成 

（５）おとり遺伝子導入条件の確立 

（６）遺伝子導入による副作用の観察 

（７）血管新生因子産生におけるおとり遺伝

子導入効果の in vivo 解析 

（８）おとり遺伝子戦略とアンチセンス導入

による抗腫瘍効果の比較検討 

（９）実験的腫瘍において活性化している転

写因子の検索と，おとり遺伝子導入による標

的転写因子の抑制効果の検討 

（１０）実験的腫瘍におけるおとり遺伝子療

法の標的転写因子の選択 

 

４．研究成果 

（１）Sp1 が認識する塩基配列と，上下流に

ダミー配列を含む合成二本鎖オリゴヌクレ

オチドを調整し，おとり遺伝子とした． 

 

（２）おとり遺伝子導入には HVJ-リポソーム

法を用いた．おとり遺伝子を含有する HVJ-

リポソームの調整法を確立するために，培養

癌細胞への様々な導入条件を検討し，90％以

上の効率を示す条件を決定した． 

 

（３）おとり遺伝子を培養癌細胞に導入する

と，VEGF の mRNA およびタンパク質発現を

40％—50％まで抑制した．また，TGF-αや組

織因子などの血管新生に関与する因子も同

時に抑制された． 

 

（４）ヌードマウスの背部皮下に培養口腔扁

平上皮癌細胞を注射し，再現性を持つ実験的

腫瘍の形成条件を確立した． 

 

（５）ヌードマウスに形成した実験的腫瘍に，

HVJ-リポソームを用いてルシフェラーゼ発

現プラスミドを導入した．腫瘍組織を摘出し，

ルシフェラーゼ活性を測定し，遺伝子導入の

間隔，部位および量について検索し，至適導

入条件を確立した． 

 

（６）HVJ-リポソームによる遺伝子導入法に

用いる HVJ は，現在までヒトに対する病原性

は全く報告されていない．実験的腫瘍に対し

て HVJ-リポソームにより遺伝子導入したヌ

ードマウスを用いて，肉眼的所見，解剖学的

および組織学的所見により，強い副作用を認

めなかった． 

 

（７）基底膜構成成分である Matrigel にて

培養癌細胞浮遊液を調整し，ヌードマウスに

注射した．体温によりゲルかした Matrigel 

内に侵入してきた血管を新生血管数として

定量化した． 



 

 

（８）VEGF の開始コドンを含むアンチセンス

を導入した腫瘍と，おとり遺伝子を導入した

腫瘍における増殖能を検討した．腫瘍の大き

さ，体積，重量の評価では抗腫瘍効果を認め

た．おとり遺伝子を導入した実験的腫瘍を摘

出し，HE 染色および CD34 などの免疫染色を

行った．血管密度を測定し，VEGF の抑制によ

る血管新生の抑制効果を認めた． 

 

（９）サイトカイン刺激や低酸素環境下にお

いて，Sp1，AP1，HIF-1 が活性化することを

バンドシフトアッセイにより確認した．また，

Sp1を標的としたおとり遺伝子を HVJ-リポソ

ーム法により導入したところ，TNF-αで促進

される VEGF，TGFβ，TF の発現亢進を同時に

抑制することを認めた． 

 

（１０）動物モデルにおける実験的腫瘍にお

いても Sp1を標的としたおとり遺伝子導入に

より，腫瘍の増殖が抑制されることを確認し

た． 

 

以上より，Sp1 を標的とした，おとり遺伝子

治療は，血管新生の抑制のみならず，腫瘍の

増殖や浸潤も抑制する新規の遺伝子治療と

して応用できることが示唆された． 
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