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厚生労働科学研究費補助金（第３次対がん総合戦略研究事業） 

総合研究報告書 

 

研究総括 

 

研究代表者  小戝 健一郎  鹿児島大学大学院医歯学総合研究科・教授 

 

研究要旨 

 本研究の目的は、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であり、さらにこれらの
技術を臨床応用に結びつけていくことである。主任研究者の研究室での技術開発を中心に、さら
に分担研究者の癌幹細胞や癌悪性化に関するオリジナルの研究成果、さらに正常幹細胞や糖鎖技
術といった異分野の分担研究者の技術も融合することで、研究グループとして一体となって上記
の研究目的に即した各課題の研究開発を進めて来た。詳細は以下に記載するが、その概要をまと
めると以下である。 
１） 第一弾医薬候補の Survivin 反応性 m-CRA（Surv.m-CRA）は臨床応用を進めるべく、平成２

７年度に医師主導治験開始できるように GMP 製造、GLP 非臨床試験、当局（PMDA）対応
など行ってきた。 

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。さらに
これを一般化すべく、他の癌幹細胞モデル、他の m-CRA でも、この革新的治療効果を実証
した。 

３） 癌幹細胞のみを標的治療する技術の開発を試み、癌幹細胞で高発現する X 分子に反応性の
m-CRA を新規で開発し、その機能解析や治療効果を確かめた。 

４） 正常幹細胞（未分化）ならびに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た。この独自システムにて、癌幹細胞や正常幹細胞を標
的できる適切なプロモーターの同定、ならびにこれらの正常や癌の幹細胞を効果的に殺傷治
療できる自殺遺伝子の同定を開始した。 

５） 骨軟部悪性腫瘍細胞において、Fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3)陽性細胞ががん幹細胞
様の性質を持つことを見いだした。さらに骨軟部肉腫における Hedgehog シグナルの機能解析
を行い、最終的に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） 試験管内でグリオブラストーマ（神経膠芽腫、GBM）形成能力を有する人工がん幹細胞（m
GIC）の作製に成功した。さらにその性状解析から治療標的分子の研究を進め、新規GIC特
異的マイクロRNA（miRNA）群を同定した。特に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細胞の研究も進めた。また、がん幹細
胞を標的にした遺伝子治療の実現化には､日本人由来のがん幹細胞株を用いた研究が必要だ
が、安定したがん幹細胞株の樹立はいまだに困難である。この克服のために､腫瘍細胞のモデ
ルにもなり得るヒトiPSを多くの日本人から樹立することを目指し現在までに約３００人分
の親知らず由来の歯髄細胞を培養し、凍結保存してきた。この細胞を用いて１０以上の日本
人細胞からiPS細胞を安定して樹立することに成功した。また、iPS細胞の樹立効率の個人差
を基に、新規リプログラミング因子を発見した。 

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。その最終目的のため、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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研究分担者氏名・所属研究機関名及び所属研究
機関における職名 
 
三井 薫  鹿児島大学大学院医歯学総合研究  
      科・講師 
入江 理恵 鹿児島大学大学院医歯学総合研究 
      科・助教 
伊地知暢広 鹿児島大学大学院医歯学総合研究 
      科・助教（平成 25 年度から） 
王 宇清  鹿児島大学産学連携推進センター    
      ・プロジェクト研究員（平成 24 年 
            度から） 
小宮 節郎 鹿児島大学大学院医歯学総合研究  
      科・教授 
瀬戸口啓夫 鹿児島大学大学院医歯学総合研究  
      科・助教 
坂本 泰二 鹿児島大学大学院医歯学総合研究  
      科・教授 
夏越 祥次 鹿児島大学大学院医歯学総合研

究科・教授（平成 23 年度から） 
隅田 泰生 鹿児島大学大学院理工学研究科

・教授 
國貞 隆弘 岐阜大学医学系研究科・教授 
近藤 亨  北海道大学遺伝子病制御研究所

・教授 
 
 
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 
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 
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。 
 
（倫理面への配慮） 遺伝子組換え、動物実
験の計画は、承認されたものであり、それぞ
れの法規や規定に従い、適切に実験を行う。 
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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。 
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た。 
 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(J Trans Med 2014)。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。 
 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、意義深いものである。 

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できる、
新たな m-CRA 技術の開発に取り組んだ。この
観点より、癌幹細胞で高発現するある分子 X
に着目し、X の発現に反応して増殖制御する
m-CRA の開発を行って来た。 
 まず X 遺伝子の５種類の候補プロモーター
をクローニングし、これらの X 遺伝子プロモ
ーターの特性解析、特に癌幹細胞でのプロモ
ーター強度と特異性をそれぞれ検証した。つ
ぎに実際に X 反応性 m-CRA（X.m-CRA）を
作製した。In vitro で、正常細胞と癌細胞だけ
で な く 、 特 に ヒ ト 患 者 か ら 樹 立 し た
Glioblastoma の癌幹細胞と一般癌細胞のそれ
ぞれの分画にて、X.m-CRA のウイルス増殖の
程度、ならびに殺傷効果を調べた。さらに in 
vivo 動物モデルでの治療効果の実験も進めた。 
 癌幹細胞を標的する m-CRA が開発できる
かということは非常に重大な意義を持つため、
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、最終検証しているところ
である。但し最終的な治療結果としては、こ
の X.m-CRA は他の m-CRA と比較しても、In 
vitro 実験だけでなく、in vivo の Xenograft 移
植の動物腫瘍モデルでも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。さらに、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た。 

5) 癌用に開発したこの m-CRA 技術を、正常の幹
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細胞の未分化細胞に殺傷効果を示すか、詳細
に調べた。まず、アデノウイルスの感染、導
入実験など基本的な技術の改良も行った。次
に、癌幹細胞でも問題となるであろう、未分
化と分化状態での適切な恒常的強発現プロモ
ーターの選択なども行った。この結果、ES/iPS
細胞由来の分化細胞では、正常分化細胞(HDF)
と同様にm-CRAによる殺傷効果はほとんど見
られず、m-CRA の殺傷効果は未分化細胞に限
定されることを実証できた。さらに、残存未
分化細胞のモデルとして、未分化多能性幹細
胞と HDF を共培養して m-CRA を感染させた
ところ、未分化細胞のみが選択的に除去でき
ていることを示し、分化誘導後の残存未分化
細胞においても効果があることを示唆した。
さらに生体内での解析のため、Ex vivo で
m-CRA を感染させたヒト多能性幹細胞を免疫
不全マウスに移植し、奇形種の形成能の抑制
実験を行い、m-CRA が生体での腫瘍形成抑制
に著明な効果を示すことを実証できた。 

6) がん幹細胞を標的とした治療の確立にはが
ん幹細胞の単離精製が必要であるため、我々
は骨軟部悪性腫瘍細胞において、Fibroblast 
growth factor receptor 3 (FGFR3)陽性細胞がが
ん幹細胞様の性質を持つことを見いだした。 
 次に、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。 

7) がん幹細胞の精製は未だ難しいため、

我々は試験管内でグリオブラストーマ

（神経膠芽腫、GBM）形成能力を有する

人工がん幹細胞（mGIC）を作製し、その

性状解析から治療標的の同定を試みた。

まず試験管内で、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、１０

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

性脳腫瘍を形成した (Hide et al, Cancer 
Res. 2009; Nishide et al, PLoS One 
2009; Hide et al, Stem Cells 2011)。 
 つぎに、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。 
8) 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。また、がん幹細胞

を標的にした遺伝子治療の実現化には､

日本人由来のがん幹細胞株を用いた研究

が必要だが、安定したがん幹細胞株の樹

立はいまだに困難である。この克服のた

めに､腫瘍細胞のモデルにもなり得るヒ

ト iPS を多くの日本人から樹立すること

を目指し現在までに約３００人分の親知

らず由来の歯髄細胞を培養し、凍結保存

してきた。この細胞を用いて１０以上の

日本人細胞から iPS 細胞を安定して樹立

することに成功した。また、iPS 細胞の樹

立効率の個人差を基に、新規リプログラ

ミング因子を発見した。 
 具体的には、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
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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 DPSC を用いて明らかにした。 
 さらに市販の無血清培地をスクリーニ

ングして、LONZA 社の 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。 
9) 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。その最終目的のため、ウイルスベク
ターへ結合する糖鎖の研究を進めた。 
 まず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。まず糖鎖または、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た。中性糖を固定化し
た蛍光性ナノ粒子を約 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製し、各種培
養細胞への結合性を検討した。 
 さらに半導体金属に直接 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。 
 細胞が癌化すると、その表層の糖鎖構造が
変化すること、また細胞には種々の糖鎖が結

合することも知られている。細胞を糖鎖に基
づいて簡単に分類・識別することは需要であ
り、本法により癌細胞の簡便な検査法を確立
させ、遺伝子治療をさらに有効なものに発展
させる可能性がある。 

 
 
Ｄ．考察、ならびに Ｅ．結論 

 本研究の目的は、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であり、さ
らにこれらの技術を臨床応用に結びつけてい
くことである。つまり主任研究者の研究室で
の技術開発を中心に、さらに分担研究者の癌
幹細胞や癌悪性化に関するオリジナルの研究
成果、さらに正常幹細胞や糖鎖技術といった
異分野の分担研究者の技術も融合することで、
研究グループとして一体となって上記の研究
目的に即した各課題の研究開発を進めて来た。
例えばFGFR3陽性の癌幹細胞へのSurv.m-CRA
治療などは、マーカーの発見から治療法確立
まで本グループでの連携の成果の実例で、よ
って全て完全オリジナルでもある。 
 成果として、第一弾のSurv.m-CRAの医師主
導治験を平成27年度開始できるように、GMP
製造や非臨床試験等を進めることができた。
さらに前述のように、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。よって今後は第一弾の
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。 
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幸一郎、松原 修一郎、小戝 健一郎、高尾 尊

身 : Immunohistochemical comparative analysis of 
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