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研究成果の概要（和文）：本研究は、治療抵抗性の原因となる癌幹細胞を標的として、同定・診断・治療可能な増殖制
御型アデノウイルスベクターの構築および検証をした。細胞表面発現する糖タンパク質CD133は、近年、脳腫瘍、大腸
癌など幾つかの癌の癌幹細胞マーカーとして知られて、今回、多因子制御する増殖型アデノウイルスベクター作製技術
を用いて、新たな「癌幹細胞を標的治療する増殖型アデノウイルスm-CRA」（CD133反応性m-CRA）を開発した。CD133.m
-CRAはヒト神経癌幹細胞を標的に殺傷し、腫瘍マウスモデルにおける腫瘍抑制効果も得られた。難治性癌の標的治療と
再発予防を現実に進めるものであると期待している。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells has been note as an important therapeutic target in cancer, and 
gene therapy such as by virotherapy focused on cancer stem cell maybe provides a novel therapeutic 
approach to anticancer. CD133 is known as a cancer stem marker expressed in nervous system tumors, colon 
cancer and prostate cancer, etc. A novel conditionally replicating adenovirus vector CD133pr.m-CRA was 
constructed and showed cancer stem cell-specific therapy effect in vitro and in vivo tumor model without 
toxicity to normal cells. Our date indicate that CD133.m-CRAs is a useful strategy for treating cancer 
stem cells.
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１．研究開始当初の背景 
癌幹細胞とは転移や腫瘍形成能が高く、

また様々な抗がん剤や放射線療法に抵抗

性を示すため癌再発の原因であり、癌が難

治性について、今後は癌幹細胞を標的とし

た治療法の開発が必須である。しかし、癌

幹細胞を同定、標的治療する技術は未だ開

発されていない。遺伝子治療、あるいは増

殖型ウイルスを使った癌幹細胞の治療と

いう研究も未だ報告されていない。 

現在、固形癌において、癌幹細胞を濃縮

する最有力の細胞マーカーとして、細胞膜

糖タンパク CD133 が報告されているが、

その生物学的意義や確実性、汎用性（一般

化）などは、確定していない。 
 
２．研究の目的 
上述の現状を踏まえ、よって、本研究の

目的は、治療抵抗性の原因となる癌幹細胞

を標的として、同定・診断・治療可能な増

殖制御型アデノウイルスベクターを構築、

検証するものであって、本研究室独自に開

発した m-CRA の作製法を基盤として、癌

幹細胞標的治療する増殖型アデノウイル

ス（CD133 反応性 m-CRA）を開発し、癌

幹細胞分離技術と融合し、新たな革新的、

安全な癌遺伝子治療法の確立を目指す（図

1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本課題は以下の 3 点について明らかにす

る予定。① 癌幹細胞の表面マーカーと報

告された CD133 が真の癌幹細胞マーカー

であることの確認。② 癌幹細胞の細胞学

的・遺伝子学的特徴の解明。③ 癌幹細胞

に標的治療する増殖制御型アデノウイルス

ベクター（CD133 反応性 m-CRA）の構築

と検証。 
 
３．研究の方法 
1) 今まで報告されている CD133 を転写

制御する 5 種類のプロモーターのクロ

ーニングし、CD133 の 5 種類のプロモ

ーターを非増殖型アデノウイルスベク

ターに組み込んで、Ad.CD133pr-LacZ

を構築した。それを用いて、X 高発現

する消化器癌細胞株と臨床グリオブラ

ストーマから浮遊細胞塊形成法で濃縮

してきた神経癌幹細胞 [Soeda et al 

(2008)] における CD133 プロモータ

ーの制御活性を解析する。 

2) CD133 遺伝子発現癌幹細胞をターゲ

ッティングする増殖型アデノウイルス

ベクター(CD133 反応性 m-CRA)を構

築し、各種の CD133 発現する消化器

癌細胞株と臨床グリオブラストーマか

ら浮遊細胞塊形成法で濃縮してきた神

経癌幹細胞にCD133.m-CRAを感染さ

せ、生細胞測定法 WST assay を用い

て、in vitro の殺傷効果を評価する。 

3) ヒト肺由来正常線維芽細胞と皮膚由来

正 常 線 維 芽 細 胞 に お け る

CD133.m-CRA の毒性影響を上記 2)と

同様生細胞測定法 WST assay を用い

て確認する。 

4) NOD-SCID 免疫不全マウスを用いて、

ex vivo と in vivo の動物実験で、

CD133.m-CRA の癌幹細胞標的治療効

果は腫瘍形成能と腫瘍抑制効果で評価

する。 
 
４．研究成果 

1) 臨床グリオブラストーマから浮遊細胞

塊形成法で濃縮してきた神経癌幹細胞

の未分化細胞は分化細胞より内因性の
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CD133 の発現が高い。また、未分化細

胞の CD133 陽性分画も陰性分画より

CD133 の発現が高い。神経癌幹細胞の

未分化マーカーNanog と Oct4 の発現

も確認された。In vivo で NOD-SCID

免疫不全マウスに未分化の神経癌幹細

胞を皮下移植後、腫瘍の形成が確認さ

れ、腫瘍のサイズが移植した細胞数に

依存する。一方、分化した神経幹細胞

の腫瘍形成は認めなかった。 

2) CD133 高発現する消化器癌細胞株と

臨床グリオブラストーマから浮遊細胞

塊形成法で濃縮してきた神経癌幹細胞

における CD133 プロモーターの制御

活性解析に、癌細胞より癌幹細胞には

CD133 のプロモーター活性が顕著に

高いと示され、その中にあるプロモー

ター領域の活性は最も高かった。 

3) CD133 発現癌細胞株と癌幹細胞に

CD133.m-CRA は有意な癌細胞と癌幹

細胞の殺傷効果が示された。 

4) 一方、正常細胞 2 種に CD133.m-CRA

の毒性は見られず、in vitro の安全性も

示された。 

5) CD133.m-CRA に感染した神経幹細胞

を ex vivo の実験で NOD-SCID 免疫不

全マウスに皮下移植し、コントロール

群に比べると、腫瘍の形成は有意に抑

制された。 
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