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研究成果の要旨 

 マイクロアレイを用いて、膵がん細胞の塩酸ゲムシタビン感受性には BNIP3 遺伝子が関与してい

ることを明らかとし、薬剤耐性機構における重要な因子である可能性を示した。新規治療法の基礎

開発としては、インターフェロンα遺伝子導入が、膵がんに細胞死を誘導するとともに細胞障害性 T

細胞や NK 細胞を介した免疫学的機序により強力な抗腫瘍効果を引き起こすこと、p53 経路あるいは

Rb 経路の異常を標的とする制限増殖型アデノウイルスと塩酸ゲムシタビンの併用が相乗的な抗腫瘍

効果をもたらすこと、CEA 発現により制御される制限増殖型アデノウイルスが CEA 産生膵がんに著明

な抗腫瘍効果を引き起こすこと、PEDF を発現するレンチウイルスベクターを用いて血管新生を抑制

することにより膵がんの遠隔転移を制御できること、COX-2 を阻害することにより膵がんの浸潤・転

移を抑制できること、を明らかとした。また、新規ベクターとして、キャプシド蛋白質にランダム

な挿入アミノ酸配列を有するアデノウイルス・ライブラリーを作製し、膵がんを標的するアデノウ

イルスベクターを探索するシステムを開発している。 

 

 

研究者名および所属施設  

  

研究者名 所属施設および職名 

青 木 一 教 国立がんセンター研究所 室長 

 

内 田 英 二 日本医科大学 助教授 

砂 村 真 琴 東北大学大学院医学系研究科 講師

  

佐々木勝則 東京大学医科学研究所 特任助教授

  

宮 本 正 樹 北海道大学大学院医学系研究科 助

手 

上 野 秀 樹 国立がんセンター中央病院 医員 

 

柏 崎 正 樹 大阪医療センター 医員 

   

 

分担研究課題 

サイトカインを用いた膵がんに対する遺伝子治療法の開

発 

動物モデルを用いた膵がんの治療実験 

制限増殖型アデノウイルスと塩酸 Gemcitabine を併用し

た膵がんに対する遺伝子治療 

膵がんの治療を目指した Ras 依存性制限増殖型アデノウ

イルスベクターの開発 

膵がんの遺伝子解析とそれを応用した特異的遺伝子治療

の開発 

放射線化学療法を受けた局所進行膵がん患者の予後の検

討 

膵がんの特性に基づいた診断・治療法開発に関する研究 

 

 

総括研究報告  

 存の治療法の効果は限られている。その最大の原因は、

膵がんが高い浸潤・転移能を有することにある。したが

って、診断においても治療においても膵がんを体内で広

く標的する戦略の開発が重要である。また局所進行膵が

１ 研究目的 

 膵がんは消化器がんの中でも最も予後不良ながんであ 

る。早期発見は未だ困難であり、進行膵がんに対する既 
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んにおいても、十分な局所の制御と、病態の進展に伴っ

て出現する転移への対策が求められている。当研究の目

的は、1)ヒト臨床検体等を用いて、膵がんの特性を分子

生物学的に解析して、膵がんの診療に有用な新たな標的

分子を探索し、2)同定された新規分子を標的として、あ

るいは既に進行している研究成果に基づいて、膵がんに

対する有効な遺伝子治療法の開発を行うことである。 

 

２ 研究成果 

2.1 膵がん診療に有用な新たな標的の探索 

塩酸ゲムシタビン(以下、ゲムシタビン)は膵がんの化

学療法における第一選択薬となりつつあるが、患者間で

の治療効果に差があり、その一因としてゲムシタビンに

対する感受性が異なっていることが挙げられる。そこで、

ゲムシタビン感受性を遺伝子発現情報から予測すること

を目的に、膵がん細胞株 19種のゲムシタビンに対する感

受性を MTT アッセイにて比較し、感受性群、耐性群およ

び中間群に分類した。これらの細胞株より RNA を抽出し

cDNA ライブラリーを作成するとともに、蛍光色素(Cy5)

にて標識した。対照としてヒト膵管上皮細胞(HPDE)由来

のcDNAを、異なる蛍光色素(Cy3)で標識し、これらを9464

個のヒト由来遺伝子がスポットされた cDNA マイクロア

レイ(Sanger Center, U.K.)上でハイブリダイゼーション

した。遺伝子発現の差を、蛍光強度として Affymetrix 428 

Scanner (Affimetrix, USA)を用いて計測し、得られた数

値データを解析ソフトウェア(Genespring, Silicon 

Genetix, USA)にて解析したところ、ゲムシタビンに関す

る耐性群や感受性群のクラスタリングが可能となり、群

ごとに膵がん細胞株で共通に高発現もしくは発現低下し

ている遺伝子を抽出することができた。この中で、感受

性群において高発現していた Adenovirus E1B-19K/BCL-2 

interacting protein (BNIP3)遺伝子に着目し、siRNA 法

を用いて膵がん細胞株における BNIP3 の発現を阻害した

ところ、ゲムシタビンに対する感受性は有意に低下した。

BNIP3 はアポトーシス抑制遺伝子 Bcl-2 と結合すること

でその働きを阻害すると考えられており、膵がんの薬剤

耐性機構における重要な因子であると考えられた（砂村）。 

 

2.2 膵がんに対する新規治療法の基礎開発 

(1) インターフェロンは細胞増殖抑制や免疫賦活等の

種々の生理作用を有する。我々は、以前より、アデノウ

イルスベクタ−を用いてインターフェロンα遺伝子を膵

がん細胞に導入すると、正常細胞や他のがん細胞と比較

して、効率よく細胞増殖抑制や細胞死を誘導できること

を報告してきた。本年度は、インターフェロンαの種特

異性を利用して、ヒト型とマウス型のインターフェロン

α発現アデノウイルスを使い分けることにより、ヌード

マウスのヒト膵がん移植腫瘍モデルにおいて、インター

フェロンα遺伝子治療が直接的な細胞死誘導と、少なく

ともナチュラルキラー細胞を介した免疫学的反応の２つ

の機序により、遺伝子導入した腫瘍に対して明らかな抗

腫瘍効果を引き起こすことを示した。しかし、ヌードマ

ウスではナチュラルキラー細胞数が増加しているために、

ナチュラルキラー細胞を介した抗腫瘍効果が実際のヒト

臨床と比較して強調されている可能性がある。また、イ

ンターフェロンαの抗腫瘍免疫賦活には、ナチュラルキ

ラー細胞とともに細胞障害性T細胞の活性化が重要な役

割を果たしているが、本ヌードマウス移植腫瘍モデルで

は、T細胞の抗腫瘍効果の検討は困難である。そこで、シ

リアンハムスターにハムスター膵がん細胞（PGHAM-1）を

皮下移植した同系の膵がんモデルを作成し、腫瘍内にハ

ムスター型のインターフェロンαを発現するアデノウイ

ルスベクターを注入して、その抗腫瘍効果について検討

した。本モデルでは、インターフェロンα遺伝子導入の

直接的細胞死誘導効果と細胞障害性T細胞やナチュラル

キラー細胞を介した免疫学的抗腫瘍効果の複合的な抗腫

瘍効果を検討することができる。コントロールのアデノ

ウイルスベクターを投与した場合と比べて、ハムスター

型インターフェロンαを遺伝子導入した場合には、皮下

腫瘍の増殖は著明に抑制され、生存率に明らかな差が認

められた。また、脾臓よりリンパ球を抽出し、in vitro

での細胞障害アッセイを行ったところ、PGHAM-1細胞に対

する特異的な細胞障害性T細胞が誘導されていることが

明らかとなった。実際の臨床病態に類似した膵がん動物

モデルにおいて、インターフェロンα遺伝子局注が、強

力な抗腫瘍効果を引き起こすことは、本治療法が膵がん

の局所療法として有望な治療戦略であることを示してい

る (青木）。  

(2) 近年、新たながん治療の戦略として、制限増殖型

アデノウイルスを用いた遺伝子治療が注目されている。

制限増殖型アデノウイルス AxdAdB-3 は、E1A と E1B 双方

に変異を持ち、dl1520 (E1B55k 欠失アデノウイルス)や

dl922-947 (E1A 変異アデノウイルス)を上回る腫瘍選択

性と高い抗腫瘍効果が得られる。AxdAdB-3 に感染した膵

がん細胞は、24時間後には S期の増加を認め、48時間後

には細胞内のウイルスの増殖と細胞破壊が始まる。ウイ

ルス増殖が活発に行われているタイミングに S期に作用
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するゲムシタビンを投与することで、細胞内におけるウ

イルス増殖による細胞死に加えて、ゲムシタビンによる

DNA 合成阻害という作用により、より効率よく細胞を死

滅させる可能性がある。AxdAdB-3 は、ゲムシタビン感受

性の比較的低かった AsPC-1 や PANC-1、およびゲムシタ

ビン感受性の比較的高かった PK-45p において強い殺細

胞効果を示した。しかし、p16 に変異のない細胞株であ

る PK-59 は、AxdAdB-3 に対する感受性が低く、Rb 経路

が正常で細胞周期が正常に近い細胞ではウイルスの増殖

が抑制される可能性が示された。AxdAdB-3 感染から 48

時間後にゲムシタビンを 72 時間曝露させると、AsPC-1

では、併用群は AxdAdB-3 単独群の 1.6 倍、ゲムシタビン

単独群の 2.9 倍の殺細胞効果を認め、さらに、AxdAdB-3

に感受性の低い PK-59 においても、併用群は AxdAdB-3

単独群の 2.8 倍、ゲムシタビン単独群の 3.4 倍の相乗的

殺細胞効果を認めた。AsPC-1 皮下腫瘍モデルにおいて、

AxdAdB-3 腫瘍局注群およびゲムシタビン腹腔内投与群

は、それぞれ高い抗腫瘍効果を示した。さらに、AxdAdB-3

腫瘍局注とゲムシタビン腹腔内投与併用群は、単独群に

比べて有意に強い抗腫瘍効果を示し、早期より遠隔転移

を起こす膵がんにおいては、併用療法が有用な治療戦略

となりうるものと考えられた(砂村) 。 

(3) 膵がんの特性の一つである CEA 蛋白質の高発現に

着目し、CEA 産生腫瘍において特異的に増殖するアデノ

ウイルス AdCEAp/Rep を作製した。AdCEAp/Rep は、CEA プ

ロモーターにより E1A13S を制御し、CMV プロモーターに

より E1B19K の発現を誘導し、かつ正常細胞の保護を目的

に E1B55K を欠失させて、CEA 産生腫瘍特異的な増殖を可

能としたものである。CEA 産生膵がん細胞株 BxPC-3 の in 

vitro 培養で、AdCEAp/Rep を添加したところ、ウイルス

の感染多重度(MOI)の増加に依存して細胞増殖抑制効果

が認められた。一方、CEA 非産生肝がん細胞株 PLC/PRF/5

に対しては細胞障害活性を示さなかった。次に in vivo

腹膜播種モデルとして BxPC-3 細胞をマウスの腹腔内に

注入し、109pfu の AdCEAp/Rep を５日間連続して腹腔内

投与した後、腹膜播種マウスの生存曲線を比較したとこ

ろ、PBS 投与群や AdCEAp/nlacZ（増殖不能アデノウイル

ス）投与群に比べて、AdCEAp/Rep 投与群では有意にマウ

スの生存期間が延長した。さらに AdCEAp/nlacZ 投与群で

観察された血清腹水は、AdCEAp/Rep 投与群では見られな

かった。CEA プロモーターにより制御される自立増殖型

アデノウイルスを開発し、CEA 産生膵がんに対して明ら

かな抗腫瘍効果を示すことができた（佐々木）。  

(4) アデノウイルスが感染した細胞内では、

dsRNA-activated protein kinase (PKR)の活性が上昇し、

ウイルスに対する排除機構が働く。しかし、アデノウイ

ルスゲノムから転写される small RNA の１種である VAI

は、PKR を不活性化し、その結果、感染したアデノウイ

ルスは宿主のウイルス排除機構から逃れることができる。

一方、Ras 下流のエフェクターは、PKR 活性化を抑制する

ことが知られている。従って、VAI に変異を持ちその機

能を欠失したアデノウイルスは、Ras 依存性に増殖する

ようになる。そこで、膵がんでは Ras 活性化が高頻度に

認められることに着目し、膵がん細胞を標的する目的で、

VAI 変異型アデノウイルスを構築した。今後は、この VAI

変異型アデノウイルスの膵がんに対する抗腫瘍効果につ

いて、ras や PKR 遺伝子との関連に注目しながら解析す

る予定である（佐々木）。 

(5) PEDF (Pigment epithelium-derived factor)は強

力な血管新生阻害物質であり、近年、PEDF が正常膵組織

の過剰な増殖を抑制していることが示された。昨年度、

膵がん切除検体を用いて PEDF の発現を検討したところ、

この遺伝子の発現低下が膵がん症例の予後と相関してい

ることが明らかとなり、PEDF が膵がんの生物学的悪性度

と関連している可能性がある。そこで、PEDF を用いて血

管新生を阻害して膵がんの浸潤・転移を抑制することを

目指した遺伝子治療の基礎研究を行った。まず、PEDF-GFP

発現レンチウイルス（Lenti-PEDF）およびコントロール

ベクターとして GFP 発現レンチウイルス（Lenti-GFP）を

構築した。これらを感染させて作製した PEDF 産生膵がん

細胞株(PCI24-p および PCI43p5-p)より得られた上清は、

HUVEC（ヒト臍帯静脈内皮細胞）の増殖を抑制し、その遊

走能も有意に減少させた。一方で、膵がん細胞株の増殖

には影響しなかった。また、Lenti-PEDF 感染細胞株

（PCI24、PCI43p5）はいずれもコントロール（Lenti-GFP

感染株）と比較して、ヌードマウスにおける造腫瘍性は

明らかに低下していた。さらに、PEDF 発現株を、マウス

の腹腔内に注入すると、腹膜播種巣の数は有意に減少し

た。現在、マウス移植モデルにおいて、腫瘍形成後にレ

ンチウイルスを投与して腫瘍の増殖が抑制されるかどう

か確認している。PEDF は、膵がんの血管新生を阻害し腫

瘍の増殖を抑制する治療遺伝子として有用であると考え

られた（宮本）。 

(6) 樹状細胞は強力な抗原提示細胞であり、細胞性免

疫の中心的役割を担っている。そこで、膵がんの病態の

中でも最も治療困難と考えられる腹膜播種に対して、樹

状細胞を用いた免疫治療の基礎開発研究を行った。ハム

スター骨髄由来樹状細胞(DC)は、採取した骨髄細胞を
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mGM-CSF と mIL-4 の存在下に培養し、DCが豊富な細胞集

団を集めたもので、それに PGHAM-1 細胞溶解液をパルス

した（DC+lysate）。PGHAM-1 細胞 2ｘ10⁶個を 4週齢雌性

シリアンハムスターの腹腔内に移植後、1ｘ10⁷個の DC、

１ｘ10⁷個の DC+lysate、PBS をそれぞれ 1 週間ごとに 3

回腹腔内に注入した。24日目に屠殺剖検したところ、腫

瘍重量、腫瘍結節数および腹水量は、DC群と DC+lysate

群では、PBS 群と比べて減少していた。さらに、腫瘍結

節や腹水量に関しては、DC+lysate 群は DC 群よりも有意

に減少していた。平均生存期間はDC群35.0日、DC+lysate

群 48.8 日であり、PBS 群 25.0 日と比べて有意に延長し

ていた。本研究により、樹状細胞を用いた膵がんに対す

る免疫療法の抗腫瘍効果を確かめることができた（内田）。 

(7) COX-2 は、サイトカインなどの刺激により、マク

ロファージ、線維芽細胞、血管内皮細胞やがん細胞にお

いて発現が誘導され、炎症反応・血管新生・アポトーシ

スや発がん過程に密接に関与している。ヒト膵がんや膵

管内乳頭粘液腫瘍においても COX-2 が高率に発現してお

り、膵腫瘍の発生・進展に深く関連していると考えられ

ている。N-nitrosobis(2-oxopropyl) amine (BOP)誘発に

よるハムスター膵がん細胞株 PGHAM-1 は、高浸潤能・高

転移能を持つうえ、K-ras 遺伝子の codon12 の点突然変

異、血管内皮増殖因子（VEGF）や matrix 

metalloproteinase (MMP)-2, 9 の発現といったヒト膵が

んと類似した細胞生物学的特性を有している。PGHAM-1

細胞における COX-2 の局在を免疫組織染色にて検討した

ところ、細胞膜および細胞質に COX-2 の発現が認められ

た。また、in vivo の実験として、4週齢の雌性シリアン

ハムスターに PGHAM-1 細胞 5 x 10⁶個を同種膵内移植し

た。3週後に屠殺剖検して、膵腫瘍や肝転移巣を免疫組

織学的に検討すると、特に腫瘍先進部に強く COX-2 の発

現が認められ、PGHAM-1 細胞はヒト膵がんと同様に COX-2

を発現していることが確かめられた。この PGHAM-1 細胞

を用いて、選択的な COX-2 阻害剤である Nimesulide の効

果を検討したところ、PGHAM－1細胞の増殖は Nimesulide 

100μg/ml 未満で濃度依存性に弱い増殖抑制効果がみら

れ、100μg/ml 以上で有意に増殖が抑制された。また、
3H-チミジン取り込みは Nimesulide 100μg/ml 以上で有

意 (p=0.001) に低下した。さらに、Nimesulide 100μ

g/ml で、浸潤細胞の明らかな減少を認め（p=0.003）、

Nimesulide が膵がんの増殖や細胞浸潤の抑制に有用で

あると考えられた(内田）。 

(8) これまでに、膵がんでは COX-2 の高発現例が多いこ

と、及び COX-2 高発現例は低発現例より予後不良である

ことを報告してきた。今回は、COX-2 阻害剤(JTE-522)の

膵がん細胞株に対する作用を in vitro で検討した。

JTE-522 は、COX-2 発現株と非発現株双方に対して濃度依

存的な増殖抑制効果を示した。一方、浸潤能、運動性や

細胞外基質に対する接着能に関しては、JTE-522 は、

COX-2 発現株に対して抑制効果を示したが、COX-2 非発現

株に対しては影響を与えなかった。また、COX-2 発現株

KMP-4 では、MMP-9 や MMP-2 のプロフォームの構成的な

分泌が認められるが、JTE-522 によりこれらの分泌は濃

度依存的に抑制された。また、コンカナバリン Aにより

MMP-9の発現増強と活性型MMP-2の誘導が認められるが、

JTE-522 によりこの発現増強と活性型の誘導は抑制され

た。これらの検討により、COX-2 阻害剤 JTE-522 は、膵

がんの増殖、浸潤・転移を抑制する治療法として有望で

あることが示唆された（柏崎）。 

(9) 当院で放射線化学療法を受けた局所進行膵がん患

者の予後の検討では、生存期間中央値は 10.0 ヶ月であり、

PS、膵周囲リンパ節腫脹、CA19-9 の 3つが独立した予後

因子であった。特に、PSが 2以上の例や、膵周囲リンパ

節腫脹を認め CA19-9 が 1,000U/mL 以上と高値の例は、治

療後早期より遠隔転移をきたすことから予後が不良（生

存期間中央値 4.7 ヶ月）であり、遺伝子治療を含めたよ

り優れた局所制御の治療戦略と、転移を抑制する全身性

の有効な治療法の開発が必要と考えられる。進行膵がん

に対する全身性の化学療法としては、5-FU を中心とした

化学療法が試みられてきたが、近年、ゲムシタビンが

5-FU よりも進行膵がん患者の予後を改善することが比

較試験の結果明らかにされた（1 年生存率：ゲムシタビ

ン群 18％ vs. 5-FU 群 2％ P=0.0025）。さらに、ゲムシ

タビン+5-FU 併用療法の方がゲムシタビン単独療法より

も median time to progression が有意に優れていたこと

が報告されている。S-1 は、5-FU のプロドラッグである

テガフールにギメラシルとオテラシルカリウムを配合し

た経口の抗癌剤であり、5-FU の血中濃度を高めて抗腫瘍

効果を増強すること、および消化管毒性を軽減すること

を目的として開発された。S-1 の効果は膵がんでも注目

されており、前期第 I相試験では 21％（4/19）の奏効率

が報告されている。そこで今回、より有効な全身性の化

学療法を開発する目的で、進行膵がんを対象としたゲム

シタビンと S-1 の併用化学療法の臨床試験を行った。18

例の進行膵がん患者が登録され、男性が 13 例、女性 5

例で、年齢の中央値は 61歳であった。レベル 4に登録さ

れた 6例は、蓄積毒性が認められず安全に投与が実施さ

れたことから、レベル 4を本試験方法の推奨用量に決定
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した。主な副作用は、白血球減少、好中球減少、食欲不

振、悪心、皮疹などであり、多くは一過性で外来治療が

可能であった。また、第 I相試験ではあるが、18例中 PR

が 6 例（奏効率 33％）と良好な抗腫瘍効果が認められ、

ゲムシタビンと S-1 の併用療法は進行膵がん患者に対し、

高い安全性と良好な抗腫瘍効果を示した。今回の試験の

結果に基づき、レベル 4（ゲムシタビン 1000mg/m2、S-1 

80mg/m2）を投与方法に採用した第 II 相試験を、現在多

施設共同で実施している（上野）。 

 

2.3 遺伝子治療に有用なベクターの開発 

アデノウイルスのキャプシド蛋白質を遺伝子工学的に

改変することにより、細胞・組織特異的に感染する標的

アデノウイルスベクターの開発が可能と考えられている。

しかし、現在までのところ、インテグリン分子群等のあ

らかじめ特定された細胞表面分子を標的するベクターの

構築に留まっている。そこで、キャプシド蛋白質にラン

ダムな挿入アミノ酸配列を有するアデノウイルス・ライ

ブラリーを作製し、標的目標となるがん細胞の特性に応

じたアデノウイルスベクターを体系的に探索・開発する

システムを開発している。2ｘ105程度の多様性を有する

キャプシド蛋白質改変アデノウイルス・ライブラリーを

用いて、AsPC-1膵がん細胞をスクリーニングしたところ、

3回のウイルス感染・回収により、特定のアミノ酸配列を

有するアデノウイルスが、2-3種類にまで濃縮された。現

在、得られたウイルスの感染特異性について検討してい

る。本スクリーニング法は、膵がん細胞特異的に感染す

るアデノウイルスベクターを直接同定する上で有用であ

る可能性が示された（青木）。 

 

３ 倫理面への配慮 

 動物実験に関しては、各研究機関の動物実験倫理規

定に基づいて実験を行っている。ヒト臨床検体の研究へ

の応用に当たっては、各研究者の所属する施設の倫理委

員会の審査・機関長の承認のもと本研究を進めている。 
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