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研究成果の概要（和文）：トレイルには強いアポトーシス誘導作用があるが、膵癌ではアポトー

シス回避機構が優勢である。本研究では膵癌のアポトーシス回避機構の修飾により、トレイル

経路による癌細胞死を誘導する戦略を開発した。膵癌のアポトーシス回避機構は言いかえれば

生存シグナルであるが、膵癌組織では IAP (inhibitor of apoptosis)の一つであるサバイビンの

発現が強い。サバイビン発現を標的として、サバイビン発現細胞のみで殺細胞性に働く腫瘍溶

解性ウイルスベクターを開発し、治療につながる癌の抑制効果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：TRAIL induces cancer cell apoptosis, but pancreatic cancer cells  
hava a mechanism to strongly avoid apoptosis. In this study, we tried to develop a strategy 
to induce apoptotic cell death by modifying the mechanism to avoid apoptosis in pancreatic 
cancer cells so that TRAIL can induce pancreatic cancer cell death. The mechanism to 
avoid apoptosis in pancreatic cancer cell is, in other words, a survival signal. Pancreatic 
cancer tissue strongly expresses survivin, an inhibitor of apoptosis. We have successfully 
developed oncolytic virus that acts only in cells expressing survivin. 
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１． 研究開始当初の背景 
膵癌は日本人の食生活の変化、これに伴う

生活習慣病である糖尿病の罹患率の増加に
伴い、発生数、死亡数ともに増加の一途をた
どっている。最新の統計では年間発生数、年
間死亡数ともに 2 万人を越えており、消化器
癌のなかで最も根治が困難な癌腫である。ま
た、膵癌は早期発見が困難であり、われわれ
の施設で行った320例の膵癌切除例の解析で

は進行した stage IV の患者割合は 75%と高
率であった。 
膵癌の生存率は少しずつ改善してはいる

が、外科手術のみでは依然として根治が困難
である。一方、膵癌は手術以外の治療に対し
ても治療抵抗性を示す。現在膵癌の化学療法
は塩酸ゲムシタビンに頼らざるを得ないが、
唯一有効性を示す DNA チェーンターミネー
ターである塩酸ゲムシタビンを用いた化学
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療法や放射線治療にも膵癌は抵抗性であり、
若干の生存期間の延長を認めるにすぎない。
この大きな原因の一つに膵癌細胞の治療抵
抗性、すなわち強いアポトーシス回避機構が
ある。 
 癌細胞に直接強いアポトーシスを誘導す
る化合物として TRAIL (tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand)が
ある。最適化した recombinant TRAIL は、
ヒト正常肝細胞に細胞障害をきたさず、また
マウスやヒト以外の霊長類に投与しても、肝
臓はじめ他の臓器障害は認めない。したがっ
て TRAIL は新しい抗腫瘍剤としての応用が
期待される。しかしアポトーシス回避機構が
強力に働く膵癌では、TRAIL 単独では抗腫瘍
効果が弱いことが容易に予想され、TRAIL
を膵癌に有効な治療手段とするためには新
たな戦略が必要である。 
 アポトーシス回避機構は、言いかえれば癌
にとっての生存シグナルである。これまでに
われわれの施設で切除した膵癌組織では IAP 
(inhibitor of apoptosis) の 一 つ で あ る
survivin が強く発現しており、survivin の発
現が予後不良と相関する；すなわち survivin
発現が膵癌の治療抵抗因子となっているこ
とが明らかになっている。これに対抗する手
段として治療抵抗因子である survivin 発現
そのものを直接阻害する考え方もある。
survivin 発現を標的として、survivin 発現細
胞のみで殺細胞性に働く腫瘍溶解性ウイル
スベクターによる治療法を開発できれば、膵
癌治療の新しい治療戦略を生み出すことが
可能である。 
 
２．研究の目的 
膵癌における TRAIL のアポトーシス誘導

効果と抵抗性機序について明らかにする。ま
た survivin 発現を標的として、survivin 発現
細胞のみで殺細胞性に働く腫瘍溶解性ウイ
ルスベクターによる治療法を完成させる。 
 
３． 研究の方法 
研究方法は、①培養細胞系、②動物実験系、

③膵癌手術切除標本を材料とした研究に大
別し、研究内容は大きく TRAILシグナル経路
の修飾による膵癌治療実験、腫瘍溶解性制限
増殖型単純ヘルペスウイルス（HSV-1）ベク
ター開発実験に分けて行った。TRAILシグナ
ル経路の修飾を種々の方法で検討し、TRAIL
による膵癌のアポトーシスを効率的に誘導
する方法を検討した。また、癌にだけ発現す
る survivin promoter存在下で腫瘍細胞溶解
をひき起こす HSV-1ベクターを開発し、単独
ならびに従来治療との併用につき検討した。 
 
４．研究成果 
① 膵 癌 細 胞株 AsPC-1, PANC-1, BxPC-3, 

CFPAC-1, MiaPaCA-2, L3.6pl, SUIT-2, HPAC, 
および HUVEC（コントロール）の TRAIL に対
する感受性試験を行った（下図）。 

IC50で高感受性株（BxPC-3, HPAC）と低感
受性株（AsPC-3, SUIT-2, CFPAC-1）に分類
し、機能性 TRAIL 受容体である DR4, DR5, 
decoy受容体である DcR1, DcR2発現を RT-PCR
で検討した（下図）。 

 
②アポトーシス促進蛋白である FADD, Bax, 
Smac, cytochrome C, caspase-8, caspase-9, 
caspase-3、アポトーシス抑制蛋白である
FLIP-L, FLIP-S, Bcl-2, Bcl-XL, XIAP の発
現を検討した（下図）。 

 
③ 膵 癌 の TRAIL 抵 抗 性 細 胞 に お け る
cycloheximide の TRAIL 誘導アポトーシスの
増強効果と、cycloheximede によるアポトー
シス関連蛋白の発現の変化を検討し、TRAIL
抵抗性分子を同定した。低感受性株（AsPC-3, 
SUIT-2, CFPAC-1）は cycloheximede により
アポトーシス促進し、caspase-8, caspase-9, 
caspase-3の cleaved formが強く発現、一方



 

 

FLIP-S, XIAPは cycloheximedeにより発現が
減弱した。 

 
④Smac -polyarginine peptide による XIAP
の抑制を検討した。Smac peptide 導入で低感
受性株の TRAIL 感受性は増強した。FLIP 
antisense phosphorodiamidate morpholino 
oligomers 作成し、Smac peptide と FLIP 
antisense の同時処理による増感作用を検討
した。 

 
⑤embelin 処理、embelin + Smac peptide、
embelin + FLIP antisense処理による TRAIL
感受性の増強効果を評価した。 

 

⑥ Ly294002(PI3-kinase inhibitor) 、 Akt 
inhibitorによる FLIP-S, XIAPの活性低下を
観察した。 
 
⑦HSV-1（herpes simplex virus-1）の mutant
株 で あ る d120 を ベ ー ス に 、 survivin 
promoterにより HSV-1の初期転写因子である
ICP4がドライブされる制限増殖型 HSV-1ベク
ター(d120.surv)を作成した。d120 は ICP4 
gene を 欠 く 。 d120.surv で は survivin 
promoter 存在下のみで ICP4 が発現し腫瘍選
択的に細胞破壊をおこす。さらに survivin 
promoter の上流に 4f2 enhancer を組み込ん
だ d120.survEを作成した。 

 膵癌細胞株で survivin とその isoform で
ある survivinΔE3 の mRNA 発現を確認した。
いくつかの株で survivin2B の発現を確認し
た。PANC-1, AsPC-1 は X線照射後 survivin2B
の mRNA 発現増大は認めず、 survivin, 
survivinΔE3の mRNA 発現が増大した。放射
線耐性細胞株 PANC-1/RAD-15, AsPC-1/RAD-10
は、元株に比し survivin 蛋白の発現が増大
することを確認した。 
⑧PANC-1, AsPC-1, MIAPaCa-2, HPAC, BxPC-3, 
Capan-2, CFPAC-1 を 2×105/well 播種、24
時 間 後 に pGL3surv Vector (survivin 
promoter-luciferase) 1.0 μ g ， pRL-TK 
Vector (HSVTK promoter-R luciferase) 0.1
μg/wellを transfection、48時間後に dual 
luciferase assay を行った。397bp survivin 
promoter 活性は膵癌細胞株の survivin mRNA
発現量と相関することを確認した。放射線耐
性株 Panc-1/Rad15, AsPC-1/Rad10 は元株に
比して survivin 蛋白が強発現しており、
survivin promoter 活性が増大していること
を確認した。 
⑨ICP4 geneが欠損している d120, d120.surv, 
d120.survE は ICP4 非存在下では自己複製し
ない。膵癌細胞株 2×106/wellを播種、24時
間後に各ベクターを MOI 0.1 で感染させ、72
時間後に細胞を回収、蛋白を抽出した。
Western blotで ICP4蛋白(IE175)発現を評価
した。 
⑩膵癌細胞は survivin promoter が発現し、
ICP4 geneがドライブされるため LacZが発現
する。これによりウィルスの増殖を確認する。
膵癌細胞株を 2×105/wellを播種し、24 時間
後に d120.surv、d120.survE を様々の MOIで
1 時間感染、72時間後に X-gal染色を施行し
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た。 
⑪膵癌細胞と HUVEC（対照）を 1×105/well
播 種 、 24 時 間 後 に d120, d120.surv, 
d120.survE, HrR3を MOI 0.1 で 1 時間感染さ
せ、以降一定時間後に virus を収穫。各々を
ICP4 が存在する E5 細胞で titer を測定し、
感染させた細胞 4株の PFU/wellを決定。d120
は複製不可能であった。膵癌細胞では
d120.surv, d120.survE, HrR3 は複製可能で
あり、survivin陰性の HUVEC では複製不可能
であった。 
⑫48 時間後に virus を収穫、Galacto-Light 
Plus でα-galactosidase 活性を定量した。
細胞の survivin promoter 活性に比例して、
α-galactosidase活性が増加した。 
⑬3日目、6日目に生細胞数を計測する。HUVEC
の生細胞数は不変または増加に対し、膵癌細
胞は MOI 依存性に生細胞が減少した。殺細胞
効果は株細胞の survivin promoter活性の強
さに比例した。 
⑭47例の膵癌切除組織について 32例（68%）
に survivin の強発現を認めた。 
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