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研究成果の要旨 

膵がん外科切除標本を用いて免疫染色法により、PEDF(Pigment epithelium-derived factor)の発
現低下が膵がんの生物学的悪性度と関連していることを明らかとし、新たな治療標的となる可能性
を示した。新規治療法の基礎開発としては、腫瘍局所へのインターフェロンα遺伝子導入が腫瘍特異
的免疫反応を増強し全身性の抗腫瘍効果を誘導すること、UPRT 遺伝子を搭載した制限増殖型アデノ
ウイルスが 5-FU の併用により強力な抗腫瘍効果を発揮すること、変異型 VAI アデノウイルスが ras
遺伝子異常を標的として殺細胞効果を示すこと、PEDF 遺伝子発現レンチウイルスを腫瘍内に投与す

ることにより血管新生を抑制し腫瘍増殖を抑制できること、を明らかとした。また、IVIS システム
を用いて腫瘍を in vivo イメージングできるハムスター膵がん動物モデルを作製した。新規ベクタ
ー開発としては、キャプシド蛋白質に多種多様なペプチドを提示するアデノウイルス・ライブラリ
ーを用いて、効率良く標的細胞に感染するベクターを探索するシステムを確立した。 
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研究報告 

 

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

存の治療法の効果は限られている。その最大の原因は、 

 

 

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 

ファイバーを改変した制限増殖型アデノウイルスを用い

た膵癌の治療 

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 

遺伝子診断に基づく膵癌遺伝子治療法の開発 

 

進行性膵癌に対する新しい治療法の開発（ゲムシタビン

とＳ－１の併用化学療法） 

 

 

 

 

 

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
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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 研究方法 

2.1 膵がん診療に有用な新たな標的の探索 

PEDF（Pigment epithelium-derived factor）は正常膵

管上皮の異常増殖を抑制していると考えられるが、一方

で、血管新生を強く抑制する機能も有している。膵がん

外科切除標本を用いて免疫染色法により、PEDF の発現と

膵がんの発生や悪性度との関連を検討した（宮本）。 

 

2.2 膵がんに対する遺伝子治療法の開発 

2.2.1 治療戦略の開発 

(1) インターフェロンは細胞増殖抑制効果、血管新生

抑制や免疫賦活等の種々の抗腫瘍作用を有する。従来の

組換えインターフェロンα蛋白質を用いた膵がんに対す

る臨床試験では、その抗腫瘍効果は明らかではなかった

が、遺伝子治療においてはベクターを用いて標的部位局

所に強くかつ持続的に治療用遺伝子を発現させることが

可能であり、有害事象を回避しつつより有効な治療効果

を得ることが期待できる。インターフェロンαの種特異

性を利用して、ヒト型、マウス型、ハムスター型のイン

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やシリ

アンハムスター同系膵がん移植モデルにおいて、インタ

ーフェロンα遺伝子導入のin vivoでの抗腫瘍機序につい

て解析した（青木）。 

(2) 現在、がん遺伝子治療のベクターとして、アデノ

ウイルスが広範囲に用いられているが、 遺伝子治療に汎

用されている非増殖型アデノウイルスでは、がん細胞の

増殖に伴うウイルスの希釈効果により十分な治療効果を

得ることができない。そこで、ある特定の条件の下でア

デノウイルスを増殖させ治療効果を上げる試みとして、

制限増殖型アデノウイルスの開発が進んでいる。また、

制限増殖型アデノウイルスは、腫瘍細胞特異的に増殖す

るため、それ自身が殺腫瘍効果を持つだけでなく、腫瘍

特異的に治療効果のある遺伝子を強力に発現することが

可能であり、ドラックデリバリーシステム(DDS)として非

常に有望なストラテジーとなりうる。そこで、p53や Rb

経路に異常を持つがん細胞を標的とする制限増殖型アデ

ノウイルス (AxdAdB3) のファイバー部分を改変し、腫瘍

細胞や腫瘍新生血管に多く発現するとされるインテグリ

ン・レセプターを介して感染することを可能とした

AxdAdB3-F/RGDを構築し、腫瘍選択的増殖能を検討した。

ついで、このAxdAdB3-F/RGDに、抗がん剤5-FUの感受性を

高 め る 遺 伝 子 Uracil phosphoribosyl transferase 

(UPRT)を組み込みCAGプロモーターにて強力に発現する

AxdAdB3CAUP-F/RGDを作製し、これと5-FUとの併用療法の

抗腫瘍効果を検討した（砂村）。 

(3) アデノウイルスが感染した細胞においては、ウイ

ルスに対する防御反応としてdsRNA-activated protein 

kinase (PKR) の活性が上昇し、細胞内でのアデノウイル

スの増殖を抑制しようとする。これに対抗するために、

アデノウイルスは、細胞内PKRを不活化するsmall RNAの

一種であるVAIを産生し、宿主細胞のアデノウイルス排除

機構からエスケープしようとする。一方、細胞内PKRの発

現は、ras遺伝子の活性化状態にも関連しており、ras遺

伝子が活性化すると、下流のシグナル伝達経路の作用に

よりPKRの発現は抑制される。従って、VAI遺伝子に変異

を挿入して不活化したアデノウイルスは、正常細胞では

PKRの発現が亢進するために増殖できないが、ras遺伝子

が活性化した細胞においてはPKRの発現が抑制されてい

て、ウイルスは効率よく増殖できるようになる。そこで、

そのようなras依存性に増殖する制限増殖アデノウイル

スの開発を目的に、まず、VAIの活性部位であるApical 

stem形成を阻害した34塩基欠失型VAI cDNA(変異型VAI)

をPCR法にて作成した。ついで、Rb蛋白結合部をコードす

る領域に2アミノ酸置換を挿入したE1A遺伝子と野生型の

E1B19K遺伝子を有し、E1B55K遺伝子全体と一部のE3領域

を欠失した制限増殖型アデノウイルス・ゲノムにおいて、

野生型VAI遺伝子を変異型VAIと置換した。このVAI変異ア

デノウイルスが、ras遺伝子の変異を標的として殺細胞効

果をもたらすか検討した（佐々木）。 

(4) 膵がん外科切除標本を用いた組織病理学的解析に

より、PEDF遺伝子の発現低下が膵がんの生物学的悪性度

と密接に関連しており、治療法開発の標的となりうると

考えられた。そこで、まず、PEDFを過剰発現した膵がん

細胞株（PCI35P、PCI43p5P）と対照株より得られた上清

を、膵がん細胞株および血管内皮細胞（HUVEC）に暴露し、

各細胞の増殖能や遊走能の変化を検討した。ついで、PEDF

のcDNAをレンチウイルスベクターに導入した発現ベクタ

ー（Lv-PEDF）を構築し、野生型の膵がん細胞株をマウス

に移植して得られた腫瘍に対する抗腫瘍効果を検討した
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（宮本）。 

(5) 新規治療開発のための前臨床試験では、動物を屠

殺・剖検することなくリアルタイムで動物個体の腫瘍の

状態を、経時的に観察できるシステムが有用である。そ

こで、新たな膵がん実験動物モデルを確立する目的で、

N-nitrosobis(2-oxopropyl) amine (BOP)誘発により得ら

れたハムスター膵がん細胞株(PGHAM-1)に、アデノ随伴ウ

イルスベクターを用いてルシフェラーセ遺伝子を導入し

(PGHAM-1-Luc)、ハムスターの膵臓内あるいは皮下に移植

して、同系膵がん腫瘍モデルを作製した（内田）。 

 

2.2.2 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を開発することが可能と考えら

れている。しかし、現在までのところ、インテグリン分

子群やヘパラン硫酸等のごく限られた細胞表面分子を標

的するベクターの構築に成功しているのみである。これ

は、多くの細胞・組織でアデノウイルスベクターに利用

できる特異的なリガンド・レセプター系が分かっていな

いことによる。そこで、キャプシド蛋白質に多種多様な

アミノ酸配列を提示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（青木）。 

 

2.2.3 膵がんに対する全身化学療法の検討 

膵がんは高い浸潤・転移能を有しているので、将来的

には、局所制御に優れる遺伝子治療法と有効な全身化学

療法の併用が有望な治療戦略となるものと考えられる。

ゲムシタビンは、進行膵がんに対する化学療法の第一選

択薬として世界的に認知されているが、ゲムシタビン無

効例に対する化学療法は確立しておらず、有効なセカン

ドライン治療の確立が望まれている。S-1は本邦で開発さ

れた経口の抗がん剤であり、胃がんを含む様々ながん種

に対する有効性と安全性が報告されている。膵がんに対

しても、進行膵がんの初回化学療法例を対象にS-1の臨床

試験が現在行われており、前期第Ⅱ相試験では21％

（4/19）、後期第Ⅱ相試験では37.5％の奏効率が報告され

ている。このように、S-1は今後、膵がん化学療法の中心

となる可能性を秘めた抗がん剤と考えられる。そこで、

ゲムシタビン耐性膵がんに対するS-1の有効性と安全性

を評価することを目的として臨床第II相試験を実施した。

S-1は、1日量を朝と夕に2分割して28日間経口投与した後、

14日間休薬した。これを1コースとして、継続困難な有害

事象もしくは病態の悪化が認められない限り、治療を継

続した。初回投与量は、体表面積にあわせて設定した

（1.25m2未満；40mg/回、1.25m2以上1.50m2未満；50mg/

回、1.50m2以上；60mg/回）。期待奏効率は20％とし、40

症例の集積を目標とした（上野）。 

 

３ 研究成果 

3.1 膵がん診療に有用な新たな標的の探索 

膵がん組織80例中、PEDFの発現が認められたものは22

例（27.5％）であり、残る58例ではPEDFの発現は低下し

ていた。PEDF陰性症例では、Microvessel density (MDV)

が有意に上昇していた。PEDF陰性症例は、有意に病期

III-IVが多く、肝転移再発が多いことが示された。また、

PEDF陰性症例は、陽性症例と比較して有意に予後不良で

あった。さらに、Coxの比例ハザードモデルを用いた多変

量解析において、PEDFの発現低下は、リンパ節転移、血

管侵襲、腫瘍径、切除断端と共に独立した予後規定因子

であった。これらのことから、PEDFの発現低下が膵がん

の血管新生を促して悪性度を増大させることと、PEDF遺

伝子治療が膵がんに対して有用である可能性が示唆され

た（宮本）。  

 

3.2 膵がんに対する遺伝子治療法の開発 

3.2.1 治療戦略の開発 

(1)これまで、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(NK)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強い抗腫瘍効果を引

き起こすことを報告してきた。また、ヌードマウスのヒ

ト膵がん移植腫瘍モデルにおいて、一つの皮下腫瘍にイ

ンターフェロンα遺伝子を導入することにより、血液生

化学検査や各種臓器の病理組織像に異常所見を示すこと

なく、反対側の皮下や腹腔内に移植した腫瘍の増殖を明

らかに抑制することを見出した。一般に、インターフェ

ロンの抗腫瘍免疫賦活効果には、NK細胞の活性化以外に

も、細胞傷害性Ｔ細胞(CTL)の活性化、樹状細胞の成熟や

MHCクラスＩ遺伝子の発現増強による抗原提示能の強化

等が知られている。そこで、これら免疫学的抗腫瘍反応、

細胞死誘導や血管新生抑制等の総合的な抗腫瘍効果を検

討するために、免疫不全動物ではない実験動物としてシ
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リアンハムスターを用いて、インターフェロンα遺伝子

局注療法の膵がんに対する抗腫瘍効果を検討した。ハム

スター型インターフェロンα遺伝子発現アデノウイルス

(AdCA-hamIFN)を構築し、ハムスター膵がん細胞

(PGHAM-1)に感染させたところ、細胞増殖を抑制し細胞死

を誘導するとともに、MHCクラスＩ遺伝子の発現を明らか

に増強した。さらに、このPGHAM-1細胞を、ハムスターの

皮下に移植した腫瘍モデルにおいて、AdCA-hamIFNを腫瘍

内に注入すると、コントロールベクターを注入した場合

と比べて、著明に腫瘍の増殖を抑制した。組織学的には、

AdCA-hamIFNを注入した腫瘍では、リンパ球等の単球の明

らかな腫瘍内への浸潤が認められた。さらに、遠隔転移

巣への抗腫瘍効果を検討するために、ハムスターの皮下

と腹腔内にPGHAM-1細胞を移植し、皮下腫瘍のみに

AdCA-hamIFNを注入したところ、皮下腫瘍を縮小するのみ

でなく、PGHAM-1に対する特異的CTLが誘導・活性化され

て、腹膜播種巣の形成も抑制し、生存率を延長すること

を見出した。また、治療したハムスターの血液生化学検

査では、明らかな毒性は認められなかった。このように、

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、有害事象を示すこと

なく、遠隔転移巣にも抗腫瘍効果を引き起こすことは、

本治療法が早期に転移を起こす膵がんに対する有望な治

療戦略であることを示していると考えられた(青木）。  

(2) AxdAdB3-F/RGDを膵がん細胞株や正常細胞株に感

染させ、ウィルス蛋白の定量およびViral replication 

assayを用いて腫瘍選択的増殖能を検討したところ、

AxdAdB3-F/RGDは、in vitroにおいて従来のAxdAdB3に比

較して、膵がん細胞株に対する強い腫瘍選択性と殺細胞

効果を示した。また、AxdAdB3-F/RGDを担がんモデルマウ

スに尾静注し、免疫組織化学的にウィルスの腫瘍選択性

を検討すると、全身投与下においても腫瘍集積性が認め

られた。ついで、このAxdAdB3-F/RGDに、UPRTを組み込ん

だAxdAdB3CAUP-F/RGDと5-FUとの併用療法をin vitroで

検討したところ、AxdAdB3CAUP-F/RGDは、単独にて殺腫瘍

効果を示すが、さらに膵がん細胞の5FUに対する感受性を

高めることを示した。また、in vivoにおいては、全身投

与１週後に腫瘍特異的にUPRT を発現すること、さらに

5-FUとの併用により強力な腫瘍抑制効果が得られること

明らかとした。本研究で示されたように、ファイバーを

改変した制限増殖型アデノウイルスは、腫瘍特異的に治

療遺伝子をデリバリーすることが可能であり、 DDS とし

ても有望なベクターとなりうると考えられた(砂村) 。 

(3)まず、HEK293細胞にて、VAI変異アデノウイルスの

産生を試みたが、HEK293細胞が傷害されず十分量のアデ

ノウイルスを得ることが出来なかった。これは、HEK293

細胞のras遺伝子が野生型であるために、PKRの発現が上

昇してウイルス産生が抑制されることが原因になってい

ると考えた。そこで、レトロウイルスベクターを用いて、

HEK293細胞に活性型H-ras遺伝子を導入したトランスフ

ォーマントを作成し、このトランスフォーマントにウイ

ルスを感染させたところ、変異型VAIアデノウイルスを十

分量得ることが出来るようになった。次に、VAI変異アデ

ノウイルスの、膵がん細胞株に対する殺細胞効果を検討

するために、膵がん細胞株の中でも野性型ras遺伝子を有

するBxPC-3細胞にウイルスを感染し、50%細胞傷害活性

(IC50)を比較した。野生型VAIアデノウイルスでは、IC50

がMOI=50であったのに対して、変異型VAIアデノウルスで

はMOI=1,000と、初期感染ウイルス量として20倍もの開き

があった。一方、活性型ras遺伝子を導入したBxPC-3細胞

を作製し、同様に50%細胞傷害活性を比較したところ、変

異型VAIアデノウイルスと野生型VAIアデノウイルスとの

間に差はなくなり、変異型VAIアデノウイルスにおいては、

より少ないウイルス量で殺細胞効果を得ることができた。

今回構築した変異型VAI遺伝子を持つアデノウイルスは、

膵がんで高頻度に認められるras遺伝子の変異を標的と

して細胞内で増殖し殺細胞効果をもたらすので、膵がん

に対する有効な治療戦略となりうると考えられた（佐々

木）。 

(4) PEDFを過剰発現した膵がん細胞株（PCI35P、

PCI43p5P）より得られた上清を、膵がん細胞株および血

管内皮細胞（HUVEC）に暴露し、増殖能や遊走能の変化を

検討したところ、膵がん細胞株自身（野生型）の増殖能

には影響を与えなかったが、HUVECの増殖能と遊走能を有

意に低下させた。ついで、これらの細胞株をヌードマウ

スの皮下または腹腔に注射した移植モデルを作製し、皮

下腫瘍径の増大や腹膜播種巣の個数を比較検討すると、

皮下に移植されたPCI35PやPCI43p5Pは、未処理の細胞株

（PCI35、PCI43p5）およびGFPを導入した対照株（PCI35G、

PCI43p5G）と比較して有意に腫瘍の増殖が抑制され、ま

た、腹腔内に移植されたPCI43p5Pの腹膜播種巣は、対照

株と比較して有意に少数であった。SCIDマウスに移植し

た腫瘍において、MVDを計測したところ、PEDF過剰発現株

では有意にMVDが低値であり、切除組織での結果と一致し

た。さらに、PEDFのcDNAをレンチウイルスベクターに導

入した発現ベクター（Lv-PEDF）を腫瘍内に投与すると、

対照群と比較して明らかに腫瘍の増大が抑制され、PEDF

遺伝子治療の有用性が示された(宮本)。  
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(5) 5 x 106個のPGHAM-1-Luc細胞をハムスターの膵臓

内に、あるいは1 x 106個を皮下に移植して、同系ハムス

ター膵がん腫瘍モデルを作製した。このハムスターにお

いては、ルシフェリンを腹腔内に投与することにより、

IVIS imaging systemを用いてin vivoで腫瘍をリアルタ

イムに描出することが可能であり、膵がんに対する新規

治療法を開発する上で有用な動物モデル系になるものと

考えられた（内田）。 

 

3.2.2 遺伝子治療に有用なベクターの開発 

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、U138MGグリオー

マ細胞（CAR発現なし）及びAsPC-1膵がん細胞（CAR発現

あり）をスクリーニングしたところ、3-4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、それぞれの細胞において、数種類にまで濃縮

された。さらに、それらのウイルスがスクリーニングに

用いた細胞に効率良く感染することを確認した。本スク

リーニング法は、細胞・組織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と考えら

れた（青木）。 

 

3.2.3 膵がんに対する全身化学療法の検討 

2004 年 9 月から 2005 年 11 月までに 40 人の進行膵が

ん患者が登録され、不適格例はなかった（国立がんセン

ター中央病院 24人、東病院 16人）。登録された 40人の

背景は、男性 21 人、女性 19 人で、年齢の中央値は 62

歳（範囲、36歳～74歳）、KPS は全例 80点以上と良好で

あった。全例ゲムシタビンがファーストラインの化学療

法として行われた後に無効となった患者であり、術後再

発の患者は 6人含まれていた。測定可能な遠隔転移を全

例有しており、肝転移が 33人、リンパ節転移が 16人、

腹膜転移が 4人、肺転移が 3人であった（重複あり）。有

害事象は、骨髄抑制と消化器症状が主に認められたが、

多くが軽度で一過性であり、2006 年 3月現在までに、治

療関連死など重篤な副作用は認めていない。抗腫瘍効果

に関しては、現時点では 33 人が評価可能であった。33

人中、完全奏効（CR）は認められなかったが、部分奏効

（PR）が 5人に認められ、現時点での奏効率は 12.5％と

比較的良好な結果であった。S-1 は、ゲムシタビン耐性

膵がん患者に対して安全に投与することが可能であり、

また、5人に PRが認められ、ゲムシタビン耐性膵がんに

対する有効性が示唆された（上野）。 

 

４ 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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