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緒緒  言言  

 
栄養飢餓により強く誘導されるオートファジーは癌細胞で亢進していることが示され、癌治療研究における有望な 

標的として注目されている［1］。オートファジーは、ミトコンドリアなどのオルガネラの新陳代謝やタンパク質、脂質、

核酸といった生体高分子の分解を担う細胞内大規模分解系であり、細胞内の栄養供給や恒常性維持に重要な役割を   

果たしている。さらに、抗癌剤によってストレス環境に晒された細胞内においても細胞内環境の維持のためオート  

ファジーが重要な役割を担い、治療抵抗性に関与することや、オートファジー抑制による抗腫瘍効果も報告されている

［2］。その一方で、これまでの研究ではオートファジー全体を機能不全に陥らせる薬剤が多く、多大な副作用が問題視

され臨床応用へは新たな観点が必要であった。そこで我々は、オートファジーの実態が多様な加水分解酵素を内包する

細胞内小器官である Lysosome に依存した分解系であることに着目し、Lysosome 内の特定の酵素を制御することで 

オートファジーの抑制を誘導し抗癌剤の治療効果を高める方法を着想した。本研究は癌細胞に Lysosome 酵素欠損を 

引き起こし治療に利用するという逆転の発想である。Lysosome酵素である酸性αグルコシダーゼ（GAA）は細胞内の

グリコーゲンのα1.4、α1.6結合を切断することでグルコースを産生し、生体内において糖代謝を支える重要な役割を

担う。また、Lysosome病の一つであるPompe病の原因遺伝子として知られ、Pompe病患者細胞ではオートファジー

が抑制されていることが知られている［3］。本研究ではGAA を標的とし、癌細胞特異的にGAA の遺伝子発現を抑制

する新たな遺伝子治療法の開発を行ったので報告する。 
 

方方  法法  

 
11.. GGAAAA遺遺伝伝子子発発現現抑抑制制にによよるる抗抗腫腫瘍瘍効効果果のの検検討討  
ヒト膵癌培養細胞（PANC-1、MIA PaCa-2）に siRNA 法を用いて GAA の発現抑制し、細胞増殖アッセイにて    

腫瘍増殖能の評価を行った。siRNA の効果の確認はトランスフェクション後 72 時間で蛋白を回収し、ウエスタン   

ブロッティングにて確認を行った。  
22.. アアデデノノウウイイルルススベベククタターーにによよるるGGAAAA発発現現抑抑制制効効果果のの検検討討  

U6 プロモーターの下流に shRNA を搭載したアデノウイルスベクターを作製し、マウス皮下腫瘍モデルに対して 

治療し、その抗腫瘍効果を確認した。  
33.. EEFF11ププロロモモーータターーをを用用いいたた新新たたなな遺遺伝伝子子抑抑制制ベベククタターーのの開開発発  
我々が開発した、免疫反応を最小限に抑えることが可能な EF1αプロモーターを用いた低炎症型アデノウイルス  

ベクター（AdV）を改変し、細胞特異的遺伝子発現AdVの開発を行う。 
44.. 統統計計学学的的解解析析  
統計学的解析はStudent t-test および反復測定分散分析を行った。p値＜0.05以下を有意な差とした。 
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結結  果果  

 
11.. GGAAAA遺遺伝伝子子発発現現抑抑制制にによよるる抗抗腫腫瘍瘍効効果果のの検検討討  

PANC-1、MIA PaCa-2 に対し siGAA を用いて GAA の発現抑制したところ、両細胞株においてアポトーシス    

シグナルが誘導（cleaved caspase-8、-3、cleaved PARP）された。さらに、siRNAの併用により塩酸ゲムシタビンに

よって誘導されたアポトーシスシグナルタンパク発現が増強していることを確認した（図1）。 

図1. GAA発現抑制によるアポトーシスシグナル 
siRNAの併用により塩酸ゲムシタビンによって誘導されたアポトーシス 
シグナルタンパク発現が増強。 

 
22.. GGAAAAをを標標的的ととししたたアアデデノノウウイイルルススベベククタターーにによよるる抗抗腫腫瘍瘍効効果果のの検検討討  

U6 プロモーターの下流に shRNA を導入したベクターを作製した（図 2）。培養細胞を用いてAdU6shGAA による

GAA タンパク発現抑制効果および酵素活性抑制を確認したのちに、マウス異種同所性担癌モデルに対し腫瘍へ   

ベクターを局注した。治療群においては有意な腫瘍発育抑制効果を示すことができた（図3）。 

 

図2．AdU6shGAA 
U6プロモーターの下流にshRNAを導入したベクター。 

  

図3．AdU6 shGAAによる増殖抑制効果の検討 
AdU6shGAA治療群では腫瘍増殖が抑制。 
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33.. EEFF11ププロロモモーータターーをを用用いいたた新新たたなな遺遺伝伝子子抑抑制制ベベククタターーのの開開発発  
上記 2．にて shGAA を搭載したウイルスベクターによる治療効果が確認され、現在 EF1αプロモーターを用いた 

低炎症型アデノウイルスベクター（AdV）を改変し、任意の目的プロモーターへ組換えることで新たな細胞特異的    

遺伝子発現 AdV の開発を行っている。本ベクターは EF1αプロモーターから dsRed を発現するが、dsRed の     

3’－非翻訳領域に組み込まれている miR30 の miRNA 配列を GAA に対する shRNA に置換するものである。    

今後、EF1αプロモーターを任意のプロモーターへと変換することで、標的細胞特異的な遺伝子導入を目指す（図4）。 
 

 
図4．AdEF1αshGAAベクターの開発 

EF1αプロモーターを置換し標的細胞特異的な遺伝子導入を目指す。 
 

考考  察察  

 
本研究では Lysosome 酵素遺伝子である GAA を発現抑制することにより抗腫瘍効果を認め、抗癌剤による    

アポトーシスシグナルが増強することから、Lysosome 酵素（GAA）が抗癌剤耐性に関与していることが示唆された。

酸性αグルコシダーゼ（GAA）は欠損することで Pompe 病を引き起こすことが知られているが、癌細胞における   

糖代謝における GAA、または Lysosome の機能の位置づけはいまだ不明である。近年臨床研究が行われているオート

ファジーを抑制することにより抗腫瘍効果を誘導する今までの研究とは異なり、本研究では癌細胞のLysosome酵素の

みを抑制するため、標的とした組織以外の正常細胞への影響は非常に小さいと考えられる。 
また、今研究で開発している腫瘍溶解性アデノウイルスベクターは、癌細胞特異的な治療効果を保ちつつ、正常細胞

への影響を最小限に抑える革新的治療法として期待が寄せられている。GAA のみならず他の酵素遺伝子を抑制する 

ことで最も治療効果の高い遺伝子を同定することでさらなる治療効果の改善が期待される。 
今後は、Lysosome 酵素遺伝子の発現抑制が正常膵細胞を含めた各種細胞へ及ぼす影響の分子機構の解明を行い、  

また、効率よく shRNA の遺伝子導入が可能となるウイルスベクターを開発し、安全性、有効性を担保した       

新たな癌治療法の確立を目指す。 
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