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研究成果の概要：我々は、予後不良とされる婦人科進行癌に対して、遺伝子治療の開発に着手

した。腫瘍は自らを栄養する血管やリンパ管を新たに導き（血管新生やリンパ管新生と呼ばれ

る）、それにより増殖や転移を起こす。卵巣癌や子宮体癌モデルマウスに対し、血管新生やリン

パ管新生を抑制する遺伝子治療を行った。その結果、治療用遺伝子を用いると腫瘍増殖や転移

の抑制が認められた。これは婦人科癌に対する将来の遺伝子治療の可能性を示唆した結果であ

る。 
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１．研究開始当初の背景 

化学療法をはじめとした治療法の進歩に

より、婦人性器癌の予後は改善されつつある

が、腹膜播種を伴う進行卵巣癌、進行子宮体

癌、子宮頚部小細胞癌などは、完治例は尐な

く、依然として予後不良の疾患である。既存

の抗癌剤による化学療法には限界が見えて

いる。 

癌の進展、播種、転移には、血管新生、特

にvascular endothelial growth factor(VE

GF)が強く関与している。VEGFの産生抑制、

あるいはその働きを抑制出来れば、これらの

難治性婦人科癌の増殖、進展を抑制出来る可

能性がある。そこで、我々は、VEGFを標的と

した分子標的治療ならびに遺伝子治療の研

究をスタートさせた。 

VEGF阻害因子として、VEGF受容体-1の可溶

型で、VEGFのアンタゴニストとして作用する

soluble Flt-1(sFlt-1)に注目した。また、s

Flt-1を生体内で長期にわたり発現させるた

めの手段として、筋肉等の正常細胞にも遺伝

子導入可能なアデノ随伴ウイルス (AAV) ベ
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クターに注目した。そこで、sFlt-1発現AAV

ベクター(AAV-sFlt-1)を作製し、これを用い

た難治性婦人科癌に対する遺伝子治療の確

立に向けて基礎的研究を企図した。 

 
 
２． 研究の目的 

(1)sFlt-1発現AAVベクター(AAV-sFlt-1)を

作製し、担癌マウスへのAAV-sFlt-1の筋注に

より、卵巣癌腹膜播種、リンパ節転移・遠隔

転移を伴った子宮体癌、子宮頚部小細胞癌に

対する腫瘍進展抑制効果を検討する。 

 

(2)sFlt-1に血管新生抑制作用があることは

確認済みだが、sFlt-1に癌細胞の遊走抑制作

用や浸潤抑制作用などがあるかどうかにつ

いても検討する。 

 

(3)AAVベクターは現在、血清型が1型から11

型まで11種類存在するが、血清型により臓器

親和性が異なる。各々の癌種に最も効果的な

血清型と投与対象臓器を検討する。 

 

(4)将来のヒトへの臨床応用に向けて、AAV-s

Flt-1の肝機能、腎機能、創傷治癒などの有

害事象について検討する。 

 
 
３． 研究の方法 
(1)sFlt-1に関する研究方法 
①AAV-sFlt-1、および、コントロールベクタ
ーの AAV-LacZを作製：Iodixanol を使用した
密度勾配超遠心法により精製し、ドットプロ
ットハイブリダイゼーション法により力価
を測定した。 
②卵巣癌腹膜播種モデルマウスに対する、
AAV-sFlt-1 の効果の検討：AAV-sFlt-1 ある
いは AAV-LacZ をヌードマウス骨格筋に注射
し、同時に、卵巣癌細胞株を腹腔内に接種し
た。その後、腹水貯留量、腹膜播種重量、生
存期間について比較検討した。 
③sFlt-1 の血管新生抑制作用以外の作用機
序の検討：sFlt-1 に、癌細胞の遊走抑制作用、
浸潤抑制作用があるかどうかを各々、in 
vitro scratch wound healing assay、in vitro 
invasion assay にて行った。 
④AAV-sFlt-1の有害事象の検討：AAV-sFlt-1
あるいは AAV-LacZ を筋肉内投与したヌード
マウスの体重変化、創傷治癒過程を観察した。
また、同マウスから採血し、血算、腎機能、
肝機能、電解質を測定した。 
 
(2)PTEN に関する研究方法 
 PTEN は、最近 VEGF の産生抑制作用がある
と言われている癌抑制遺伝子である。PTENを

用いての癌遺伝子治療の可能性についても
探るため、以下の実験を行った。 
①卵巣癌モデルマウスに対する、PTENの効果
の検討：卵巣癌細胞株 SHIN-3に PTENを遺伝
子導入し、得られた安定発現株 SHIN-3/PTEN
をヌードマウスの皮下あるいは腹腔内に投
与した。その後、皮下腫瘍の増殖あるいは腹
膜播種の程度や生存期間について観察した。 
②PTEN の卵巣癌抑制作用機序の一端を解明
するための実験：SHIN-3/PTEN の培養上清中
の VEGF濃度、および、SHIN-3/PTEN 腹腔内接
種マウスの腹水中の VEGF 濃度を測定した。
また、SHIN-3/PTEN 皮下接種マウスの皮下腫
瘍内新生血管数を測定した。 
 
(3)sFlt-4に関する研究方法 
 リンパ節転移が独立予後因子となってい
る子宮体癌に対する遺伝子治療の可能性を
探る実験を行った。用いた遺伝子は、リンパ
管 新 生 因 子 で あ る VEGF-C の 受 容 体
Flt-4 の可溶型で、リンパ管新生抑制作
用を有する sFlt-4 である。 
①子宮体癌モデルマウスの作製：子宮体
癌細胞株 HEC-1A を用いて、子宮体癌の
主な進展形式である、リンパ節転移、腹
膜播種、肺転移、各々のモデルマウスを
作製した。 
②AAV-sFlt-4 の作製：AAV-sFlt-1 と同
様の方法で作製した。 
③AAV-sFlt-4 の効果の検討：AAV-sFlt-4
をヌードマウス骨格筋に注射し、子宮体
癌の各種モデルマウスに対する治療効
果を検討した。具体的には、リンパ節転
移数、肺転移数について測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)sFlt-1に関する研究成果 
①AAV-sFlt-1 と AAV-LacZ の作製：AAV の血
清型は 1型から 11型まで 11種類存在するが、
最も頻用されている 2 型だけではなく、5 型
と 1型も作製した。英字論文として発表した
実験では、効果が最も強かった 1 型
(AAV1-sFlt-1)を使用した。sFlt-1 を発現す
る AAVベクターで 1型を使用した発表は世界
で初めてのものであった。 
②卵巣癌腹膜播種モデルマウスに対する、
AAV1-sFlt-1 の効果の検討：AAV1-sFlt-1 筋
注群において、腹水貯留量、腹膜播種巣の重
量がコントロールと比較し有意に抑制され
た。なお、AAV ベクターの血清型については、
2 型、5 型、1 型の順に効果を試したが、1 型
が最も強い腹膜播種抑制効果を発揮した。た
だし、生存期間の延長効果までは認められな
かったため、今後、AAV ベクターの他の血清
型による検討や筋注以外の投与経路の検討
により、さらなる効果を目指し検討が必要と



 

 

考える。 
③sFlt-1 の血管新生抑制作用以外の作用機
序の検討：sFlt-1 に、癌細胞の遊走抑制作用、
浸潤抑制作用があるかどうかを各々、in 
vitro scratch wound healing assay、in vitro 
invasion assay にて行ったが、いずれもコン
トロールと差はなかった。 
④ AAV1-sFlt-1 の 有 害 事 象 の 検 討 ：
AAV1-sFlt-1 を筋肉内投与したヌードマウス
の体重変化、創傷治癒過程を観察したがコン
トロールと差がなかった。また、同マウスか
ら採血し、血算、腎機能、肝機能、電解質を
測定したが、こちらもコントロールと差はな
かった。よって、AAV1-sFlt-1 の筋注は、検
討した範囲内では有害事象は認められなか
ったということになる。 
 
(2)PTEN に関する研究成果 
①卵巣癌モデルマウスに対する、PTENの効果
の検討：SHIN-3/PTEN 群ではコントロールと
比較し、皮下腫瘍の増殖が顕著に抑制され、
腹膜播種を抑制し、マウスの生存期間を延長
させた。 
②PTEN の卵巣癌抑制作用機序の一端を解明
するための実験：SHIN-3/PTEN の培養上清中
の VEGF濃度、および、SHIN-3/PTEN 腹腔内接
種マウスの腹水中の VEGF 濃度を測定したと
ころ、コントロールと比較し有意に減尐して
いた。また、SHIN-3/PTEN 皮下接種マウスの
皮下腫瘍内新生血管数を測定したところ、こ
ちらもコントロールと比較して有意に抑制
されていた。すなわち、PTEN の卵巣癌抑制作
用機序の一端として、VEGF抑制を介した血管
新生抑制作用が考えられた。 
 
(3)sFlt-4に関する研究成果 
①子宮体癌モデルマウスの作製：子宮体
癌細胞株 HEC-1A を用いて、子宮体癌の
主な進展形式である、リンパ節転移、腹
膜播種、肺転移、各々のモデルマウスを
作製した。ひとつの細胞株で３種類の転
移モデルマウスを作製したのは、子宮体
癌研究では貴重な成果である。 
②AAV-sFlt-4 の作製：sFlt-4 の研究成
果は数尐なく、AAV-sFlt-4 を用いた研究
は世界で初めてである。 
③AAV-sFlt-4 の効果の検討：AAV-sFlt-4
をヌードマウス骨格筋に注射し、子宮体
癌の各種モデルマウスに対する治療効
果を検討した。その結果、コントロール
マウスと比較し、リンパ節転移数の抑制、
肺転移数の抑制が認められた。これは、
子宮体癌に対する、将来の遺伝子治療の
可能性を示唆するものである。 
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