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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで間接的な腫瘍化抑制に過ぎなかったES/iPS細胞の「腫瘍化克服」への取
組みにおいて、革新的な癌遺伝子治療技術として独自開発したSurvivin反応性m-CRA(Surv.m-CRA)を応用し、本問題を
克服する技術開発を行う。
正常ヒトES/iPS細胞の未分化状態でのSurvivinの役割は解析されていなかったが、本研究で、ヒトES/iPS細胞の未分化
状態でのSurvivinプロモーター活性が高レベルで、未分化細胞をSurv.m-CRAが特異的に殺傷できることを見出した。さ
らにin vivoでの細胞移植による奇形腫形成試験では、完全に腫瘍化発生を阻止できることまで見出した。

研究成果の概要（英文）：Incomplete abolition of tumorigenicity creates potential safety concerns in 
clinical human pluripotent stem cells (hPSCs)-based regenerative medicine. We found that conditionally 
replicating adenoviruses that specifically target cancers using multiple factors (m-CRAs), originally 
developed as anticancer drugs, may also be useful as novel antitumorigenic agents in hPSC-based therapy. 
The survivin promoter was more active in undifferentiated hPSCs than the telomerase reverse transcriptase 
(TERT) promoter, whereas both promoters were minimally active in differentiated ones. Accordingly, 
survivin-responsive m-CRA (Surv.m-CRA) killed only undifferentiated hPSCs, but not undifferentiated ones, 
more efficiently than TERT-responsive m-CRAs (Tert.m-CRA). Pre-infection of hPSCs with Surv.m-CRA or 
Tert.m-CRA abolished in vivo teratoma formation following hPSC implantation into mice. Thus, m-CRAs may 
be novel antitumorigenic agents in hPSC-based regenerative medicine.

研究分野： 医歯薬学
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胞
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１．研究開始当初の背景 
(1)学術的背景と国内外の研究動向及び位置
づけ 
	 ヒトES細胞／iPS細胞による再生医療実現
は社会的にも大きく期待され、本研究申請時
には本邦でのヒト iPS細胞の臨床研究はまだ
実施されていなかったが、その次の年に開始
予定と報道されていた（そして、実際に臨床
研究が開始された）。臨床応用において、腫
瘍化（奇形種、癌化）は安全性における大き
な危惧課題とは一般にも認識されていたも
のの、具体的にその重要性はどの程度までな
のかは明確でなく、またその安全基準もはっ
きり定まってはいなかった。 
	 これに対し申請者は、iPS 細胞では高率な
腫瘍化も予想される科学的根拠が示された
論文も数多く出されていたこと（もともとの
多能性幹細胞に基づく科学的性質；例えば無
限増殖性や染色体の培養による不安定性な
ど）、また造血幹細胞への ex vivo遺伝子治療
で、動物実験で問題なくてもヒト患者で予想
以上に高率に腫瘍化が起こったという歴史
のように、腫瘍化の完全なる阻止はヒト
iPS/ES細胞の臨床応用の最大の克服課題（つ
まり当時一般に考えられていた程度よりも
遥かに重要な程度の問題）と考え、本研究に
取り組んだ。 
	 また特に当時の腫瘍化阻止の報告は、
c-myc 除去のリプログラミング法や染色体組
み込みのない遺伝子導入法など、「iPS作製時
の発癌リスクの軽減」などであり、これは腫
瘍化の抑制にはなっても、不完全、あるいは
直接的な腫瘍化阻止まではなりえない、と考
え、従来と違う発想や戦略に基づく、iPS/ES
細胞の腫瘍化を直接阻止する技術開発とい
う、本研究を行うことにした。 
 
 (2)これまでの研究成果を踏まえ着想に至っ
た経緯 
	 前項の経緯から、申請者は「そもそも腫瘍
化は完全には阻止できない」と考え、「全能
性幹細胞の腫瘍化細胞を『直接』標的治療す
る技術を開発」という、全く新しい方向から
この問題の解決を試みることにした。 
	 本研究では、「自死機構の遺伝子構築を
ES/iPS細胞の染色体に組み込んでおく」とい
う一般的な発想だけではなく、革新的癌治療
技術として我々が独自開発した m-CRA ベク
ター（多因子で同時に精密に癌特異標的治療
できる増殖制御型アデノウイルスベクター）
を応用することで、iPS/ES細胞の腫瘍化を直
接阻止する全く新しい技術ができるという
着想に至った。 
 
（補足：詳細な背景説明） 
	 具体的に、その着想に至るまでの研究者の
背景を述べる。まず研究代表者は、遺伝子治
療研究において、黎明期に米国でベクター開
発に取り組んだ後 (PNAS 1995, 1996)、本邦
の自身の研究室で、革新的癌遺伝子治療を可

能とする m-CRA ベクターの効率的作製法に
世界で初めて成功した（Gene Ther 2005）。本
技術で第一段の癌治療医薬として開発した
サ バ イ ビ ン 反 応 性 m-CRA(Sruv.m-CRA) 
(Cancer Res. 2005) は全癌種を治療でき、安全
性、治療効果で従来技術を凌ぐ性能を示した
ため、本邦「発」の医師主導治験を目指して
非臨床研究を、当時進めていた（現時点では
治験開始準備完了し、がん患者に医師主導治
験を開始直前）。 
	 一方、ES/iPS 細胞での再生医学研究には、
①分化誘導法の研究（J Circ 2004; 同誌表紙）
だけでなく、「遺伝子治療のベクター・発現
調節技術を ES 細胞の再生医学研究に初めて
本格的に導入」し、②「ES/iPS細胞由来の目
的細胞を確実に単離できる」Adenoviral 
conditional targeting in stem cell法の開発に成
功した（Mol Ther 2006; 同誌表紙・ニュース；
国内特許取得）。本研究で、両分野の研究を
統合することで、③「m-CRA ベクターで
ES/iPS細胞由来の腫瘍化細胞を治療できる」
と着想するに至ったものであった。 
 
２．研究の目的 
	 前項記載のように、ヒト ES細胞、iPS細胞
の臨床応用において、安全性確保、中でも「腫
瘍化克服」は最重要課題であるが、これまで
の取組みは間接的な腫瘍化抑制の戦略や発
想である。本研究は、革新的な癌遺伝子治療
技術として研究者が独自開発した m-CRA ベ
クター作製技術を異分野の幹細胞再生医学
に応用することで、腫瘍化 ES/iPS細胞を標的
治療する m-CRA ベクターを開発して、本問
題を克服する新技術確立を行うことを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
	 癌治療用に開発した m-CRA ベクター技術
にて、ヒト ES/iPS細胞由来の腫瘍細胞を直接
標的化でき、さらに治療できる技術の開発の
ため、以下の科学的検証の実験を行う。 
(1) ES/iPS 細胞中の未分化／腫瘍化細胞を同
定できる遺伝子／プロモーターの探索と
検証 

(2) m-CRA のヒト ES/iPS 細胞由来の腫瘍細
胞を直接標的・殺傷する技術の開発と確
立 

 
 
４．研究成果 
(1) ES/iPS 細胞中の未分化／腫瘍化細胞を同
定できる遺伝子／プロモーターの探索と
検証： 

	 従来の方法で探索していくだけでなく、
m-CRA に搭載する未分化／腫瘍化細胞を同
定できる候補遺伝子／プロモーターをさら
に効率よく探索する方法の開発も同時に進
めた。 
	 このため、新しいレンチウイルスベクター
の迅速作成技術を開発した。このウイルスベ



 

 

クターは、①リコンビネーションシステムを
用いプロモーター配列が簡便に組換え可能、
②蛍光タンパク質と薬剤感受性自殺遺伝子
が同一プロモーター下で発現、という特徴を
持つ。これにより、複数の候補となる未分化
細胞特異的な遺伝子プロモーターを効率的
に解析できるという理論である。 
	 後述する Survivin プロモーターをこの新
しいシステムに用いて機能検証を行い、本シ
ステム自体の有用性を実証できた。 
 
(2) m-CRA のヒト ES/iPS 細胞由来の腫瘍細
胞を直接標的・殺傷する技術の開発と確
立： 

	 これまでにがん細胞以外では明確な発現
の報告がなかった Survivin と、ヒト多能性幹
細胞において高発現を示すという報告があ
るTertの両遺伝子の発現とプロモーター活性
を確認した。ヒト多能性幹細胞において、両
遺伝子は未分化状態特異的に高発現し、さら
に Survivinプロモーターは Tertプロモーター
よりも高い活性を有していた。そこで、アデ
ノウイルス増殖に必須である E1A 遺伝子の
発現制御に Survivin プロモーターあるいは
Tert プ ロ モ ー タ ー を 用 い た m-CRA 
(Surv.m-CRA、Tert.m-CRA)を用いた in vitro
感染実験を行った。 
	 その結果、両 m-CRA 群ともに、ウイルス
の盛んな増殖による強力な細胞殺傷効果が
示された。一方で、ヒト多能性幹細胞由来の
分化細胞あるいは正常分化細胞では、m-CRA
は感染したものの、ウイルスの増殖及び殺傷
効果はほとんどみられなかった。さらに
Surv.m-CRAは、Tert.m-CRAより強い殺傷効
果を示し、がん細胞だけでなく、多能性幹細
胞に対しても、治療効果と特異性（安全性）
ともに優れていることを明らかにした。 
	 また、m-CRA感染させたヒト ES細胞を免
疫不全マウスに移植した in vivo実験により、
m-CRA 感染群の奇形腫形成阻止は、m-CRA
による未分化細胞（腫瘍化原因細胞）特異的
な殺傷効果によるものであることが示唆さ
れた。 
	 以上のことから、革新的ながん治療薬の技
術として開発された m-CRA 技術を応用し、
分化細胞中に残存する多能性幹細胞（腫瘍化
原因細胞）を直接的かつ特異的に殺傷除去す
る、全く新たな「多能性幹細胞の直接的腫瘍
化阻止技術」の開発に成功した。 
	 腫瘍化原因細胞内でのみ増殖し、細胞を殺
傷する遺伝子組換えウイルス技術を用いた
「多能性幹細胞の腫瘍化原因細胞の除去技
術」は、世界初の報告であり、科学的な独創
性・先駆性の高いものである。 
	 今後、(1)の研究で開発した方法で検証した
候補プロモーターで新たな m-CRA を開発・
検証を効率的に行っていくことで、ヒト
ES/iPS細胞の腫瘍化原因細胞（残存する未分
化細胞やがん化細胞）への殺傷性や、特異性
をより向上する新規 m-CRA の開発・確立が

期待される。 
	 また Surv.m-CRA は、がんへの革新的医薬
として、実用化を目指した医師主導型治験の
最終準備を進めており、臨床用 GMP グレー
ドの m-CRA の製造・試験などはすでに行わ
れている。再生医療分野での臨床応用へも比
較的迅速にできる可能性があるため、今回の
研究成果は、科学的にも臨床的の両面で意義
は高いと考える。 
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