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Ａ．研究目的 
 
 独自開発の「多因子での癌特異的増殖制御型ア
デノウイルス」(m-CRA)技術を基盤に、厚労科研
（三次がん一期）で「既存技術を治療効果と安全
性能で大きく凌ぐ Survivin 依存性 m-CRA 
(Surv.m-CRA)の開発」等、同（二期）で「癌幹細
胞治療への Surv.m-CRA の応用」等の成果を上げ
てきた。これを踏まえて本研究の主な目的は以下
である。 
① Surv.m-CRA の臨床化実現 

研究要旨 

 独自開発のm-CRA（多因子で癌特異化する増殖制御型アデノウイルスベクター）作製技術を基
盤に、独創的な癌幹細胞の同定．標的治療技術の開発を目的としている。分担研究者の癌幹細胞と
癌悪性化に関するオリジナルの研究成果を主任研究者らのm-CRAベクターに応用し、また糖鎖技
術からのベクター技術の改良開発という連携した研究体制で以下の基礎研究成果をあげ、また治験
への準備も進めて来た。概要は以下である。 

 
１） 第一弾医薬候補の Survivin 反応性 m-CRA（Surv.m-CRA）の、医師主導治験の準備を進めた。 
２） Surv.m-CRA は癌の全分画に治療効果があるだけでなく、「癌幹細胞（つまり悪性化が増せば）

むしろ治療効果が増加する」という結果を得、従来の治療法への優位性を実証した。 
３） 癌幹細胞で高発現する X 分子に反応性の m-CRA を作製・解析し、本年は特に in vivo 動物モ

デルでの治療効果の実験を進めた。 
４） 癌幹細胞を標的する候補となる遺伝子プロモーターもリコンビネーションで簡単に交換可

能で網羅的解析を可能とし、標的する蛍光蛋白、殺傷遺伝子も搭載したベクターシステムを
開発して特許出願した。 

５） 白血病治療薬の三酸化ヒ素(ATO)による、骨肉腫増殖抑制能を見出した。 

６） マウス人工グリオーマ幹細胞株、ヒト各種グリオーマから樹立した浮遊細胞塊と正常神経幹
細胞に発現亢進・消失しているmiRNA群を同定し、miR-340がプラスミノーゲンアクチベー
ターを含む様々な機能因子の発現抑制を介して腫瘍形成を阻害することを明らかにした。 

７） 癌と正常の幹細胞の分子機構解明という観点から、iPS 細胞の研究も進め、低酸素で培養す
ることで DPSC からの iPS 細胞誘導効率が 5 倍程度上昇することを明らかにした。 

８） ウイルスベクターへ結合する糖鎖の研究を進めた。 
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② m-CRA と癌幹細胞のオリジナルの基盤技術
の開発 

③ 「癌幹細胞への分化誘導による悪性化除去」
の新規遺伝子治療法戦略の開発 

④ 癌幹細胞を真に同定し標的治療できる完全オ
リジナルの m-CRA ベクターの開発 

 
 
Ｂ．研究方法 
＊基本的には前年度と同様の研究の発展である。下記
に主な方法を記載し、各研究者の報告に詳細を記す
。 
① Surv.m-CRAの臨床応用（小戝研究室） 

三 次 が ん （ 一 ～ 二 期 ） で 開 発 し た
Surv.m-CRAの臨床試験（医師主導治験）の
実現を目指す。 

 
② m-CRAと癌幹細胞のオリジナルの基盤技術

の開発 
(i) X分子依存性m-CRA(X.m-CRA)の開

発（小戝研究室）：癌で高発現するX
分子に注目して開発して基本性能ま
で確証したX.m-CRAを、臨床応用化の
有用性を検証していく。 

(ii) CD9 shRNA m-CRA癌治療（小戝研究
室）：不妊の作用以外には機能未知だ
ったY分子が、血管新生作用に必須の
分子であることを見出した。Y shRNA
搭載のSurv.m-CRA等で新規治療法を
開発する。 

(iii) 癌幹細胞分離技術の開発： グリオー
マ（近藤、國貞）と横紋筋肉腫（瀬戸
口）の幹細胞分離法を確立している。
さらに新規マーカーや、その分子メカ
ニズムを解明し、治療法開発に繋げる。
またこれらの成果を新規のm-CRA癌治
療にも応用開発していく。 

(iv) 糖鎖ナノテクノロジーによる新技術
（隅田）：分離濃縮した癌幹細胞の糖
鎖チップ解析で癌幹細胞特異化の表
面分子を見いだし、ウイルス濃縮法を
確立する。最終的にはm-CRAのターゲ
ット技術に応用する。 
 

③ 「癌幹細胞への分化誘導により悪性化除去」
という新たな遺伝子治療法戦略の開発（近
藤、小戝） 

ある分子の強発現で癌幹細胞の腫瘍形
成能を阻止できることを見いだした。これ
を新たな遺伝子治療に応用する。 

 
④ 癌幹細胞を真に同定し標的治療できる完全

オリジナルのm-CRAベクターの開発 

 癌幹細胞を標的する候補プロモーターで
ウイルス増殖制御されるm-CRAを開発し、
癌幹細胞へのターゲット治療効果を検証す
る。 
 

⑤ 癌と正常幹細胞からの新規標的機構と分子
の解明 
 癌幹細胞だけでなく、正常幹細胞である
ES/iPS細胞から、癌幹細胞の生物学的メカ
ニズムを解明していく。その成果を最終的
に治療法開発に応用する。 

 
Ｃ．研究結果 

 独自開発の m-CRA（多因子で癌特異化する増
殖制御型アデノウイルスベクター）作製技術を基
盤に、独創的な癌幹細胞の同定．標的治療技術の
開発を目的としている。分担研究者の癌幹細胞と
癌悪性化に関するオリジナルの研究成果を主任
研究者らの m-CRA ベクターに応用し、また糖鎖
技術からのベクター技術の改良開発という連携
した研究体制で、以下の成果を上げてきた。昨年
度から継続内容であるが、本年度発展した部分を
中心に書く。 
1) 第三次対がん厚生労働科研等にて開発した

基盤 m-CRA 技術（日米欧にて特許取得）に
よる第一弾医薬候補の Survivin 反応性
m-CRA（Surv.m-CRA）（米国特許取得）に
関し、この技術分野での本邦初の医師主導
治験の準備（GMP 製造、GLP 基準の非臨床
試験、PMDA 事前相談等）を進めた。平成
27 年度の医師主導治験開始のスケジュール
に沿って、バイオディストリビューション
スタディ、単回投与毒性試験、GMP 製造と
品質試験など順調に進めることができた。
昨年から進めていたものが、計画通り今年
もさらに進捗しており、平成２７年度に医
師主導治験が開始できる見込みである。 
 また合わせて実施大学となる本学の革新
医薬の治験実施への体制整備も進めた。 

2) 難治の原因の癌幹細胞の治療に対する
m-CRA 戦略の有効性を調べる研究は、さ
らに詳細に解析し進めている。まず上記の
ように治験を計画しているSurv.m-CRAで
は、癌幹細胞分画では Survivin の内因性発
現のさらなる増加、Survivin promoter 活性
の上昇が有意に認められ、Surv.m-CRA の
治療効果のさらなる増強という事実を、詳
細な in vitro と in vivo の実験で実証できた。
従来の治療法（抗癌剤、放射線など）は悪
性化の高い癌細胞（癌幹細胞）では治療効
果が無効になるのとは逆のベクトルで、
Sruv.m-CRA は全分画に治療効果があるだ
けでなく、「悪性化が増せばむしろ治療効
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果が増加する」という結果は従来の治療法
に対する優位性として、この臨床開発を推
進できる成果である。 
 さらに、「m-CRA は、癌一般で、癌全分
画を殺傷できる上に、癌幹細胞はさらに強
力に殺傷できるか」ということを検証する
ため、この Surv.m-CRA、あるいは新型の
m-CRA で、他のマーカーで他の組織形の
癌幹細胞に対する治療効果を同様の方法
で検証した。この結果、やはり m-CRA は
癌の全分画を効率よく殺傷できるだけで
なく、癌幹細胞では治療効果が増強する、
という、好ましい結果が得られた。 

3) Surv.m-CRA の全癌分画への治療面での有
用性とは別の観点で、癌幹細胞を標的治療
する試みとして、癌幹細胞で高発現するあ
る分子 X に反応して増殖制御する m-CRA
の開発を行って来た。初年度、２年目まで、
X遺伝子プロモーターの活性と癌幹細胞特
異性を明らかにし、実際にX反応性m-CRA
を作製し、解析を行い、癌幹細胞分画を特
異的に治療できる in vitro データーを一部
得た。昨年度は特に、癌幹細胞特異性の点
でさらに実験を重ねて詳細に検証し、また
in vivo 動物モデルでの治療効果の実験も
進めた。本年度は、この in vitro, in vivo の
両実験系で、確証実験を精力的に行った。
特に癌幹細胞の特異的標的性に関しては
慎重かつ、繰り返しの実験で、検証してお
るところである。但し最終的な結果として
は、この X.m-CRA は他の m-CRA と比較し
ても、In vitro、in vivo の両方で強力な治療
効果を示した。 

4) 遺伝子導入・発現ウイルスベクターを使っ
た革新的な癌幹細胞の単離技術を開発し
ている。現在の癌幹細胞の分離濃縮法はマ
ーカー膜蛋白や Sphere 法が中心だが、癌幹
細胞同定の特異性が低いこと、単離レベル
ではない限界がある。候補となる遺伝子プ
ロモーターもリコンビネーションで簡単
に交換可能で網羅的解析を可能とし、標的
する蛍光蛋白、殺傷遺伝子（異なる３種類
を用意）も搭載したベクターシステムを作
製し、基盤の作製技術は完成して特許出願
した。よって本年度は、ベクターに搭載す
る殺傷遺伝子の機能解析に進み、つまりど
の治療遺伝子が癌幹細胞、あるいは正常の
幹細胞（未分化）を効率よく殺傷できるか、
ということを詳細な実験を進めて来た。ま
た合わせて、癌ならび正常の幹細胞の単離
に適切なプロモーターの解析も行って来
た。 

 また本年度は合わせて、癌用に開発した
この m-CRA 技術を、正常の幹細胞の未分
化細胞に殺傷効果を示すか、詳細に調べた。 

5) Hedgehog シグナルは正常な幹細胞やがん
幹細胞の維持・増殖に関与していることが
報告されているので骨軟部肉腫における
Hedgehog シグナルの機能解析を行ってき
た。近年になって、かねてより使用されて
いた抗がん剤である arsenic trioxide (ATO)
に Hedgehog シグナル阻害作用があること
が報告された。早期の臨床応用のために
ATO の骨肉腫細胞に対する効果を検討し
た。また、欧米で基底細胞がんに承認され
て い る Hedgehog シ グ ナ ル 阻 害 薬
Vismodegib の効果を検討した。 
 その結果として、1)ヒト骨肉腫臨床検
体・細胞株における GLI2 の発現が亢進、
2)GLI2 の knock down で移動能と浸潤能は
低下、3)GLI2 knock down 骨肉腫細胞株を
ヌードマウスに移植すると肺転移抑制、
4)ATO の in vitro で骨肉腫細胞に投与で
GLI の転写活性低下、腫瘍抑制、5)同 in 
vivo動物モデルで ATO投与で腫瘍増殖抑
制、６）ATO, GANT61, Vismodegib を投与
で骨肉腫細胞株の移動能・増殖能が低下、
7)ATO, GANT61, Vismodegibの濃度を減ら
して併用で相乗的に骨肉腫細胞の浸潤能
が低下、が得られた。 

6) 試験管内で、神経幹細胞（NSC）とオ

リゴデンドロサイト前駆細胞を起源と

するグリオブラストーマ幹細胞（mGIC）

の作製に成功した。この mGIC は、１

０個をヌードマウス脳内に移植するこ

とによりヒト GBM と同じ病理所見を

示す悪性脳腫瘍を形成する。 (Hide et 
al, Cancer Res. 2009; Nishide et al, 
PLoS One 2009; Hide et al, Stem 
Cells 2011)。よって本年度は、新規 GIC
マーカー・治療標的の同定を目的とし

て、GIC 腫瘍形成能を関与する新規

miRNA 群の同定を試みた。 
 その結果として、２種類の mGIC、３

種類の hGIC、２種類のヒト GBM 細胞

株、ヒトとマウス NSC に発現している

miRNA の網羅的な解析を行い、候補

miRNA 群を同定した。GBM における機

能が報告されていない GIC-miRNA1 に

ついて検討を進めた結果、それが腫瘍抑

制因子として機能することを発見した。

更に、GIC-miRNA1 の標的因子が細胞外
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マトリックスのリモデリング制御因子

であることも明らかにした。これらの結

果から、GIC-miRNA の強制発現やその

誘導が新規GBM治療法となることを示

した。 
7) 癌と正常の幹細胞の共通点と相違点か

らの分子機構解明という観点から、iPS
細胞の研究も進めている。本年度は特

に、DLX4 を OCT3/4, SOX2 とともに歯

髄細胞に導入したところ（OSD）、

c-MYC、KLF4 無しでも iPS 細胞が誘導

できるという結果を得た。また、KLF4
を加えることによって、さらなる誘導

効率の上昇が観察された。また、遺伝

子以外に、リプログラミング処理中の

酸素濃度が iPS 細胞の誘導効率に大き

く影響することを DPSC を用いて明ら

かにし、国際誌に発表した。 
 さらに市販の無血清培地をスクリー

ニングして、LONZA 者の MSCGM-CD
が、歯髄細胞培養に利用できることを

明らかにした。そこで、無血清で樹立

した歯髄細胞から、ゲノムへの組み込

みとそれに伴う発がんリスクの少ない

センダイウイルスベクターを利用した。

CytoTune-iPS(DNAVEC)を用いて、iPS
細胞を誘導したところ、充分な数の iPS
細胞クローンを得られ、さらにこれら

の iPS 細胞は従来の方法と遜色ない分

化能力を示した。 
8) ウイルスベクターへ結合する糖鎖を同定

し、糖鎖固定化ナノ粒子にて、アデノウイ
ルスベクターの高効率かつ簡便な濃縮法
を開発している。本年度は関連して、糖鎖
または、特異糖鎖へ結合する一本鎖抗体を
固定化した蛍光性ナノ粒子の開発を行っ
ている。本年度は、中性糖を固定化した蛍
光性ナノ粒子を 10 種類、また成人Ｔ細胞
白血病患者から樹立したＳ１Ｔ細胞に特
異的に結合する一本鎖抗体 S1TSCFr3-1
を固定化した蛍光性ナノ粒子を調整し、各
種培養細胞への結合性を検討した。  
 結果として、半導体金属に直接 His タグ
の親和性で固定化した scFv-FNP 4b の
S1T 細胞に対する結合性は、細胞への結合
性において再現性が得られなかった。
scFv-FNP 4a も同様であった。この結果か
ら、FNP 上の scFv は非特異的に脱着して
いると考えられる。一方、NTA、ニッケル、

Hisタグを介して固定化した scFv-FNP 5a、
5b では、FACS 解析と共焦点顕微鏡による
蛍光観察により、再現性よく、S1T 細胞に
結合性を示し、非 ATL 細胞である CEM 細
胞には結合性を示さなかった。このことか
ら、NTA-ニッケル-His タグ結合を介する
ことによって、強固に FNP 上に固定化さ
れており、また、scFv の方向性も規定され
て抗原を認識できていると考えられる。 

 
Ｄ．考察 
 各研究項目に関する意義と発展性は各研究者の
項に記載した。 
 本プロジェクトは、癌幹細胞を標的治療する
m-CRAを開発するという最終的な目標に向かって、
連携して研究を進めてきた。 
 最終年度となる本年度は、m-CRAの医師主導治
験実現を強力に進めることができ（平成27年度開
始予定）、さらにm-CRA技術での革新的な癌幹細胞
治療法開発に繋がる各成果を上げることができた。
今後は第一弾のSurv.m-CRAの治験で安全性と治療
効果を確認するのに加え、癌幹細胞への効果もヒ
トで検証していきたい。またさらに各技術につい
ては、今後も継続発展して研究を進め、実用化に
向かいたい。 

 
Ｅ．結論 
 各成果の結論は、各分担研究者の報告に記載した。 

 総合的な結論として、m-CRA の医師主導治験実現

を強力に進めることができ、さらに m-CRA 技術で

の革新的な癌幹細胞治療法開発に繋がる各成果を上

げることができた。 
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