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研究成果の概要（和文）：新規抗ガン遺伝子治療法（チミジル酸キナーゼ（tmpk）とアジ

ドチミジン（AZT）を組み合わせる方法）の効果を検討した。特に高活性化ヌクレオチド体

（tmpk遺伝子導入細胞内で産生）が遺伝子導入細胞の周囲にある非遺伝子導入細胞に転送

され細胞死を誘導すること（Bystander効果）を検討した。その結果、本法はBystander効

果を有し、この効果に細胞間接着装置が必須であることを明らかとした。本法は抗ガン遺

伝子治療法として有効であると期待される。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Bystander effect was observed in the non-gene modified cells 
adjacent to the gene modified cells expressing tmpk-variants treated with nontoxic dose of 
AZT against the normal cells. GJIC formed between these cells are crucial to exhibit the 
effect. These results suggest that our tmpk/AZT approach is feasible to use for the 
anti-cancer gene therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

過去 20 年以上にわたって、がんは日本人の死

亡原因の第 1 位を占め、現在では約 3 人に 1

人ががんで死亡するという状況である。世界的

にみても、ごく最近の WHO の報告によると

2000 年のがん罹患者は一千万人に及び、今後

更に増加することが指摘されており、「がんの克

服を目指す研究」が、社会的要請の高い推進課

題である。がんに対する研究の振興の結果、得

られた知見を取り入れ、科学的基盤的研究に基

づく新たな治療法の開発が現在積極的に行わ

れている。その中でがんに対する有効な治療法
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としての自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法（細胞運命制御遺伝（細胞運命制御遺伝（細胞運命制御遺伝（細胞運命制御遺伝

子治療法）子治療法）子治療法）子治療法）がある。プロドラッグを代謝する酵素

の遺伝子を導入された細胞内において、プロド

ラッグは活性化体へと変換され、細胞の代謝過

程の阻害により、細胞障害性を発揮する。その

方法には種々あるが、最も多く検証を行われて

いるのが、ヘルペスウィルス・チミジンキナーゼ

(HSV-tk)とガンシクロビル(GCV)を組み合わせ

る方法である。腫瘍あるいは血液ガンなどに対

する有効な治療法としてその効果が臨床におい

て検討されている。しかしながら、HSV-tk の

GCV 活性化効率などにまだ問題点も多く、実用

化に対してはさらなる検討を要する。申請者らは、

上記とは異なる方法、すなわち、ヒト由来の酵素

チミジル酸キナーゼ (tmpk)を用いた新規遺伝

子療法の開発に従事してきた。tmpk は、チミジ

ン三リン酸の生合成に関与し、また抗 HIV 薬ア

ジドチミジン(AZT)の活性化反応にも関与する。

AZT 活性化過程において、tmpk が触媒する

AZT-1 リ ン 酸 (AZT-MP) か ら AZT-2 リ ン 酸

(AZT-DP)への変換過程が AZT 活性化の律速

段階である。野生型 tmpk は、AZT-MP の変換

活性が不十分で、従来の細胞あるいは動物を

用いる実験系においては、AZTAZTAZTAZT の活性化体の活性化体の活性化体の活性化体

AZTAZTAZTAZT----3333 リン酸リン酸リン酸リン酸 AZTAZTAZTAZT----TPTPTPTP がほとんど蓄積しないたがほとんど蓄積しないたがほとんど蓄積しないたがほとんど蓄積しないた

め、その細胞毒性について検討することすることめ、その細胞毒性について検討することすることめ、その細胞毒性について検討することすることめ、その細胞毒性について検討することすること

が で き な か っ た 。が で き な か っ た 。が で き な か っ た 。が で き な か っ た 。 我 々 の 研 究 グ ル ー プ が

AZT-MP を効率よく AZT-DP へと変換すること

のできる酵素活性を亢進させた変異型 tmpk を

見いだし、AZT-TP を効率的に産生する変異型

tmpk を分子化学治療法として用いることを試み

た。この研究において、モデルとして用いたヒトT

細胞白血病細胞 Jurkat 細胞に変異型 tmpk

遺伝子を導入したものでは、活性亢進型ヒト

tmpkにより生じた高濃度の AZT-TPは、その細

胞毒性が AZT の活性化中間体 AZT-MP よりも

顕著であり、その細胞毒性は、ミトコンドリア機能

障害を介するカスパーゼ活性化、アポトーシス

誘導による機序であることを示した。従来、AZT

の毒性は、細胞内に蓄積するその代謝物のうち、

AZT-MP が原因と考えられていた（Tornevik Y., 

et al.Biochem. Pharmacol.49, 829-837 

(1995)）が、今までに今までに今までに今までに AZTAZTAZTAZT----TPTPTPTP の蓄積が、細胞の蓄積が、細胞の蓄積が、細胞の蓄積が、細胞

に対し毒性を発揮するということに対し毒性を発揮するということに対し毒性を発揮するということに対し毒性を発揮するということについては、全については、全については、全については、全

く報告が無く、私たちの研究成果は新規自殺遺く報告が無く、私たちの研究成果は新規自殺遺く報告が無く、私たちの研究成果は新規自殺遺く報告が無く、私たちの研究成果は新規自殺遺

伝子治療法伝子治療法伝子治療法伝子治療法の可能性を示唆した（の可能性を示唆した（の可能性を示唆した（の可能性を示唆した（Sato T., et Sato T., et Sato T., et Sato T., et 

al., Mol Ther 15, 962al., Mol Ther 15, 962al., Mol Ther 15, 962al., Mol Ther 15, 962----970 (2007970 (2007970 (2007970 (2007））））))))。。。。    

 

２．研究の目的 

悪性腫瘍に対する自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法の適用に

おいて、治治治治療遺伝子は注射等の方法により、腫療遺伝子は注射等の方法により、腫療遺伝子は注射等の方法により、腫療遺伝子は注射等の方法により、腫

瘍組織へ直接導入瘍組織へ直接導入瘍組織へ直接導入瘍組織へ直接導入されるが、腫瘍組織全体に

遺伝子導入を行うことは現実的に不可能である。

自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法は、活性を持たないプロドラ

ッグを用いるため、非遺伝子導入細胞では、そ

の活性化体を生じないために、細胞死誘導効果

は発揮されない。一方、遺伝子導入細胞におい

ては、細胞内に入ったプロドラッグが活性化体

へ変換・蓄積し、細胞死が誘導される。しかしな

がら、遺伝子導入細胞と隣接する非遺伝子導入

細胞（Bystander または adjacent(隣接)細胞）

において (1)両者間に細胞間接着装置 (Gap 

Junction: GJ)を介した細胞間の連絡がある場

合、あるいは(2)遺伝子導入細胞から薬物代謝

酵素あるいは活性化代謝物が細胞外へ放出さ

れ、それを隣接細胞が取り込んだ場合に、隣接

細胞においても活性化代謝物が蓄積し、細胞毒

性を発揮するいわゆる“Bystander 効果”がある

ことが知られている。一方、私たちの tmpk/AZT

による自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法自殺遺伝子治療法において、抗腫瘍治

療法への応用もその視野に入っているが、

Bystander 効果に関する詳細な検討は、未だ

行われていない(予備検討の結果は、(1)を支持

し て い る ) 。 そ こ で 、 抗 腫 瘍 治 療 法 と し て 、抗 腫 瘍 治 療 法 と し て 、抗 腫 瘍 治 療 法 と し て 、抗 腫 瘍 治 療 法 と し て 、

AZTAZTAZTAZT----TPTPTPTP の細胞毒性を利用するの細胞毒性を利用するの細胞毒性を利用するの細胞毒性を利用する tmpk/AZTtmpk/AZTtmpk/AZTtmpk/AZT のののの

応用について自ら開発した本手法を用い、本申応用について自ら開発した本手法を用い、本申応用について自ら開発した本手法を用い、本申応用について自ら開発した本手法を用い、本申



 

 

請においては、請においては、請においては、請においては、tmpk/AZT tmpk/AZT tmpk/AZT tmpk/AZT による分子化学療による分子化学療による分子化学療による分子化学療

法における法における法における法における BystanderBystanderBystanderBystander 効果の有無とその特異効果の有無とその特異効果の有無とその特異効果の有無とその特異

性について検証する。性について検証する。性について検証する。性について検証する。    

 

３．研究の方法 

BystanderBystanderBystanderBystander 効果の検討とその分子機構の解析効果の検討とその分子機構の解析効果の検討とその分子機構の解析効果の検討とその分子機構の解析    

Tmpk 遺伝子あるいは緑色蛍光タンパク質遺伝

子を組み込んだレンチウィルスベクターで実験

に用いる細胞（ヒト前立腺がん由来 PC-3 細胞）

に遺伝子導入する。EGFP 遺伝子導入した

PC-3 細胞を隣接細胞として、tmpk 遺伝子導入

した PC-3 細胞と適切な AZT 濃度存在下で共

培養することで、得られる Bystander 効果が起

きるのかどうかについて検討を行う。Bystander

効果が得られた場合、この効果が細胞間接着装

置 (Gap Junction)を介して活性化代謝物が直

接隣接細胞にトランスファーされるのか、それと

も遺伝子導入細胞から一度細胞外に放出され

て隣接細胞が取り込むのかについて、数種の実

験系を用いて検討を行う。 

 

４．研究成果 

遺伝子導入細胞内で発現した Tmpk により生

ずる AZT 活性化体 AZT-3 リン酸は、がん細胞

のモデル系として用いた PC-3 細胞培養系にお

いてその細胞間に形成される細胞間接着装置

を介して周辺の非遺伝子導入細胞へと輸送され、

遺伝子導入細胞とともに非遺伝子導入細胞もア

ポトーシスが誘導される Bystander 効果が観察

されることが明らかとなった。この結果は、本法

が固形ガンに対する遺伝子治療法として有効で

あることを示唆するものである。 
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