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研究成果の概要（和文）：びまん型胃がんでも強く発現するがん遺伝子候補GSDMB遺伝子に着目し、プロモーター活性
を調べた。腹膜中皮細胞で活性が弱く、６種のびまん性胃がん細胞株中５株で強い活性を示した。このGSDMBプロモー
ターとHSVtkを組み込んだレンチウイルスベクターを作製した。中皮細胞ではGanciclovir(GCV)投与でほとんど殺細胞
作用を認めなかったが、60As6では、70%の細胞を殺傷した。さらに、60As6細胞をマウス腹腔に接種1週後からGCVを週1
回腹腔内に投与し、30日後の生存の有無で評価したところ、GCV投与なしでは死亡率が67%であるのに対して、GCV投与
では33%であった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the promoter activity of the GSDMB gene, which was identified to b
e expressed preferentially in diffuse-type gastric cancers (GCs). This promoter was found to act weakly in
 human mesothelial cell line MeT-5A but strongly in 5 of 6 diffuse-type GC cell lines. We next constructed
 the GSDMB promoter-driven HSVtk-lentivirus vector. This vector showed no cytotoxicity in MeT-5A cells, wh
ereas 70% of diffuse-type GC-derived 60As6 cells were killed by Ganciclovir (GCV) treatment. We then estab
lished a peritoneal-metastasis control mouse model using 60As6 cells. By GCV treatment only once a week fo
r 30 days after i.p. of 106 60As6 cells, we evaluated in vivo effects of this vector. The survival rate of
 GCV-treated mice showed 67%, but that of control mice showed 33%. 
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１．研究開始当初の背景 
胃がんの再発で最も頻度が高いのは腹膜再
発であり、約半数を占めるびまん型の病理組
織像を示す未分化型胃がんで顕著である。腹
腔洗浄細胞診で陽性症例（進行がんの約
20%）の外科切除後の再発は 90%と高く、予
後不良である。術後化学療法の効果も限定的
であり、革新的治療法の開発が必要であった。
このような背景から未分化型胃がん細胞を
特異的に標的する殺細胞性遺伝子治療ベク
ターの開発を計画した。 
 
２．研究の目的 
腹膜播種を頻発する未分化胃がん細胞に特
異的に攻撃するウイルスベクターを作製し、
腹膜播種を抑制する遺伝子治療法を開発す
る。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下のステップで行った。 
１）プロモーターの選択 
未分化型胃がん組織と分化型胃がん組織の
マイクロアレイデータから未分化型胃がん
で特異的に発現する遺伝子を選抜し、がん細
胞株で発現する遺伝子のプロモーターを同
定する。 
２）プロモーターの in vitro 活性評価 
選抜したプロモーターをルシフェラーゼ遺
伝子に繋げ、ヒト中皮細胞で働かず、未分化
型胃がん由来の複数の細胞株で活性が高い
ことを確認する。 
３）マウス腹膜再発抑制モデルの構築 
未分化型胃がん細胞をScid/scidマウスの腹
腔に接種し、一か月ほどで多重結節を作り、
腹水を貯留するモデルを作製する。 
４）殺細胞性ウイルスベクターの作製 
HSVtk 遺伝子を組み込んだレンチウイルスベ
クターにプロモーターを繋げ、in vitro での
Ganciclovir(GCV)投与での未分化型胃がん
細胞特異的な殺細胞効果を調べる。 
５）in vivo 腹膜再発抑制試験 
３）で構築したマウスモデルを用い、４）で
作製したウイルスベクターを用いて治療効
果を調べる。 

 
４．研究成果 
H23 年度は、びまん型胃がん細胞で特異的に
発現する遺伝子を選抜するため、22 例のびま
ん型胃がん組織と 12 例の充実型胃がん組織
のマイクロアレイによる遺伝子発現プロフ
ァイルを比較し、びまん型で特徴的に発現す
る約 700 種の遺伝子を選抜した。その中で特
にびまん型の多くで強く発現する遺伝子に
MYH11, LIPF, MFAP4, SERPINF1 があったが、
胃がん細胞株での発現は弱く、主に線維芽細
胞等の豊富な間質由来の遺伝子であったた
め、引き続き遺伝子探索を進めた。一方、び
まん型胃がんに特徴的な腹膜再発に関与し、
腹膜中皮では発現しないケモカイン受容体
CXCR4 および CXCR7 遺伝子および充実型胃が

んで遺伝子増幅を示し、びまん型胃がんでも
強く発現するがん遺伝子候補GSDMB遺伝子に
着目し、そのプロモーターをルシフェラーゼ
レポーターに組み込み、プロモーター活性を
調べた。ヒトの腹膜中皮細胞 MeT-5A で活性
が弱く、6種のびまん型胃がん細胞株 44As3, 
58As9, 60As6, HSC44, HSC58, HSC60 で活性
が強いプロモーターを期待したところ、この
プロモーターは6種のびまん型胃がん細胞株
中 5株で強い活性を示し、腹膜中皮細胞では
基本レポーターべクター程度の活性を示す
のみだった。 
H24 年度は、この GSDMB プロモーターを細胞
殺傷用プラスミドベクターに組み込み、細胞
死誘導活性を測定したところ、上記プロモー
ター活性の強い胃がん細胞に高い活性を認
めた。同時に HSVtk 遺伝子を組み込んだレン
チウイルスベクターも準備した。このベクタ
ーは、in vivo 腹膜再発モデルマウスの抑制
試験に使うため、染色体への挿入型を選択し
た。これは腫瘍内への遺伝子導入が充分でな
くとも、バイスタンダード効果によって、染
色体に組み込まれていない周囲のがん細胞
や、殺傷から逃れた細胞分裂を休止させたが
ん細胞への効果が期待できる。さらに、特異
的プロモーター以外にも強力活性を持つＣ
ＭＶプロモーターに細胞死誘導遺伝子 GSDMA
を連結させたアデノウイルスベクターを準
備し、ウイルス粒子を大量に得た。このウイ
ルスを胃がん細胞に感染させ、in vitro の細
胞殺傷効果も確認した。 
最終年度は、HSVtk 遺伝子を組み込んだレ

ンチウイルスベクターの評価を行った。中皮
細胞 MeT-5A では Ganciclovir(GCV)投与でほ
とんど殺細胞作用を認めなかったが、びまん
型胃がん細胞 60As6 では、70%の細胞を殺傷
した(p=0.002)。次に、in vivo 腹膜再発モデ
ルマウスの試験を行った。実際に、106 個の
60As6 細胞を腹腔に接種し、充分に生着が確
認できる 1週後から GCVを週 1回腹腔内に投
与し、30 日後の生存の有無で評価したところ、
GCV 投与なしでは死亡率が 67%であるのに対
して、GCV 投与では 33%であった。現在、接
種細胞数、GCV の投与量の組み合わせを増や
し、統計的な有為差を検証中である。 
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