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研究成果の概要（和文）： 
 小児の癌は成人と比べ生物学的・臨床的な特性も異なり難治であるため治療法開発で主標的
疾患とはされにくい。さらに小児癌への遺伝子治療法の開発の研究もほとんど無い。よって本
研究は「小児の癌への革新的治療法の開発」を最終目的とし、「癌幹細胞を標的治療する m-CRA
ベクター」という革新的治療法の開発の研究を行い以下の成果を上げた。1.軟部肉腫、グリオ
ブラストーマ、肝芽腫などで、マーカー膜蛋白質や sphere 法による小児癌の癌幹細胞の分離法
の確立ができた。2. 我々が開発した m-CRA ベクターが、小児癌の癌幹細胞に有効な治療効果
を示すことを、1 で確立した培養細胞実験にて実証できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Although pediatric carcinomas have different clinical and biological features from 
those of adult carcinomas, gene therapy for pediatric carcinoma has not been well 
developed. The present study aims to develop m-CRAs (conditionally replicating 
adenovirus targeting with multiple tumor-specific factors) that specifically treat cancer 
stem cells, leading to innovative therapy against pediatric carcinoma. First, we have 
established the methods to enrich and purify cancer stem cells in soft tissue sarcoma, 
giloblastoma, hepatoblastoma et al. Second, we revealed that our original m-CRAs 
efficiently treat cancer stem cells in such pediatric carcinoma. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
(１)癌遺伝子治療の歴史と臨床応用で明ら 
  かとなった問題 

 癌への遺伝子治療は、世界で数多くの臨床
試験が行われ高い安全性は明確になった。一
方、当初期待された癌根治レベルの治療効果
が得られていない最大の原因は、いかなる
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「非」増殖型のベクターでも、生体内の癌細
胞に 100%もれなく遺伝子を導入することは
物理的理由から不可能（液が達しない癌細胞
には当然、遺伝子は導入されない）で、この
問題を認識していなかった戦略は遺伝子
「未」導入癌細胞からの再発が起こるからで
ある。研究代表者らは遺伝子治療黎明期より
この問題に取り組み、まず 1990 年代初頭に
世界に先駆けアデノウイルスベクターによ
る免疫治療遺伝子治療である程度克服した。 
 
(２)m-CRA 開発へ 
 
 この問題の根本解決として近年期待され 
ているのが、ウイルス増殖が正常細胞では阻
止され、癌細胞内では旺盛に起こるように遺
伝子改変した癌特異的増殖型アデノウイル
ス （ CRA ； Conditionally replicating 
adenovirus）の開発である。CRA は生体内
の癌細胞特異的にウイルス増幅が起こるた
め、時間経過とともに「投与時は液が接触し
なかった癌細胞」にも到達し、増幅ウイルス
蛋白により癌へ溶解死を誘導する「人工ウイ
ルス療法」である。しかし CRA ベクターの
効率的な標準化作製技術はないという最大
の問題より、従来の CRA は「単一因子での
不十分な癌特異化」で「治療遺伝子も自由に
搭載できない」というレベルで、その大きな
潜在能力を完全に発揮できていなかった。研
究代表者らは「多因子を搭載して精密に癌特
異化／治療が可能な CRA(m-CRA)」という、
「次世代」の m-CRA を効率・迅速・容易に
作製可能な技術を世界で初めて独自開発し
てこれを克服し、さらに本技術で既存の CRA
を 凌 ぐ サ バ イ ビ ン 反 応 性
m-CRA(Sruv.m-CRA)という画期的な癌治療
薬の開発にも具体的に成功した。 
 
(３)小児癌への遺伝子治療の国内外での研究 

状況 
 

 一方、小児の癌は近年、治療の進歩はみら
れるものの、特に浸潤・転移症例は未だ予後
が悪く、革新的治療法の開発が切望されてい
る。しかし、小児癌に焦点を当てた遺伝子治
療の開発は世界的にも進んでおらず、特に小
児癌への CRA 開発は世界でも未だ報告がな
い。 
 
(４)癌幹細胞の国内外での研究状況 
 
 「癌を構成する細胞の中に、自己複製能、
多分化能、高い腫瘍形成能を有する少数の
『癌幹細胞』が存在し、この癌幹細胞が従来
の化学療法や放射線療法に抵抗性であるた
めに癌は難治性である」という説が癌研究で
は最近注目されている。このように癌幹細胞

は革新的治療法開発における最有力ターゲ
ットと考えられる一方で、癌幹細胞を標的治
療する方法は未だ確立されておらず、また小
児癌における癌幹細胞の研究は非常に限ら
れている。 
 
２． 研究の目的 
 
 小児の癌は成人の癌と比べ、生物学的・臨
床的な特性も異なり難治でもある一方で、全
癌での治療法開発で主標的疾患とはされに
くく、小児癌へのオリジナルの遺伝子治療法
の開発の研究もほとんど無い。よって本研究
は「小児の癌への革新的治療法を開発」する
ことを最終目的とし、そのために研究者のこ
れまでの「独自開発の m-CRA ベクターによ
る癌遺伝子治療の研究」と「幹細胞での再生
医学研究」を融合することで、「癌幹細胞を
標的治療する m-CRA ベクター」という革新
的治療法の開発の研究を行う。 
 
３． 研究の方法 
 
(１)小児の癌幹細胞の特性解析と分離法 
    を確立 

 
 癌幹細胞（Cancer stem cell あるいは
Cancer-initiating cell）の分画を濃縮・分
離する方法として、①セルソーターでの Side 
population（SP）分画の分離、②Sphere 法に
よる濃縮、③細胞表面マーカーによるセルソ
ーターや磁気ビーズ法での分離が報告され
ている。これらは癌腫によって癌幹細胞の生
物学的特性やマーカーに違いがあることが
示唆され、そのメカニズムの多くも未だ不明
である一方で、小児の癌に「焦点」を当てて 
癌幹細胞分画を濃縮・分離する方法を検討・
確立した報告はない。よって軟部肉腫、肝芽
腫、グリオブラストーマ等の小児癌細胞にて、
癌幹細胞を濃縮・分離する方法の確立を行う。 
 
(２)m-CRA ベクターの小児の癌幹細胞に対 
  する治療効果の検証と小児がんへの治 
    療戦略の確立 
 
 我々が既に開発し、成人癌での治療効果を
実証、報告している Survivin 反応性
m-CRA(Surv.m-CRA)を中心に、上記 1の系で、
癌幹細胞とそれ以外の分画での治療作用と
治療効果を調べる。そのためには、癌幹細胞
とそれ以外の分画での、survivin の発現様式、
surivivn promoterの活性様式を明らかにし、
そして Surv.m-CRA の癌幹細胞分画への殺傷
効果をそれ以外の癌分画と比較して明らか
にする。 
 次に、癌幹細胞で高発現しているある Xと
いう分子に着目し、この X分子の発現に依存



してウイルス増殖制御される m-CRA が、癌幹
細胞を標的治療できるか、同様の方法で検証
する。 
 
 
４．研究成果 
  
(１)小児の癌幹細胞の特性解析と分離法を 
  確立 
 
 軟部肉腫においては FGFR3と培養条件で癌
幹細胞を濃縮、分離できた。グリオブラスト
ーマにおいては、Sphere 法にて効率よく癌幹
細胞を濃縮できる系が確立できた。これらの
細胞は、分離した癌幹細胞の in vivo 移植で
も高い腫瘍形成能を示した。 
 
(２)m-CRA ベクターの小児の癌幹細胞に対す 
  る治療効果の検証と小児がんへの治療 
  戦略の確立 
 
 これらの系において、癌幹細胞分画におい
ては、Survivin の発現、survivin promoter
の活性とも、さらなる亢進がみられた。
Surv.m-CRA は癌の全ての分画を殺傷できる
だけでなく、（抗癌剤や放射線療法が治療効
果を激減するといわれている）癌幹細胞分画
に対して、治療効果を増強するという、画期
的な成果が得られた。 
 また新規に開発した、癌幹細胞で高発現す
る X 遺伝子の発現を標的とした X 反応性
m-CRA は癌幹細胞の濃縮分画を効果的に治療
できた。興味深い事に、同種の癌幹細胞で分
化させた分画においては治療効果が激減し
た。つまり X反応性 m-CRA は癌幹細胞を標的
治療できる可能性を持つ、これまでに報告が
ない全く新しい癌溶解性ウイルスとなる可
能性が示唆された。 
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