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研究成果の概要（和文）：AU-rich element（ARE）は、細胞増殖に関わる遺伝子などのmRNAに存在し、多くのが
ん細胞ではARE-mRNAが安定化される。 また、ARE-mRNAの安定化は、がんの悪性度に相関している。本研究で
は、アデノウイルスの増殖の必須のE1A遺伝子にAREを挿入したウイルス（Ad+AU）を開発し、がん細胞に対する
腫瘍溶解効果を検討した。Ad+AUは、正常細胞と比べて、がん細胞で増殖効率が高く、その細胞溶解効果もがん
細胞の方が顕著に高かった。さらに、動物に移植した腫瘍は、Ad+AU投与により縮小することが見出された。こ
れらの結果は、Ad+AUが腫瘍溶解効果を持つことを示している。

研究成果の概要（英文）：AU-rich elements (ARE) are RNA elements that enhance the rapid decay of 
mRNAs including those of the genes required for cell growth and proliferation. The stabilization of 
ARE-mRNA has been correlated with the malignancy of cancer cells. We herein developed an adenovirus 
designated Ad+AU including ARE in the 3’-untranslated region (3’-UTR) of the E1A gene. The 
expression level of E1A was high when the virus infected cancer cells, but was very low in normal 
cells. The productive rate of the virus correlated with the expression of E1A. Ad+AU exerted 
markedly stronger cytolytic effects in multiple cancer cell lines than in normal cells. The growth 
of human tumors that formed in nude mice was inhibited by an intratumoral injection of Ad+AU. These 
results indicate that Ad+AU has potential as an oncolytic adenovirus for a vast majority of cancers 
in which ARE-mRNA is stabilized.

研究分野： 分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム時代をむかえた現在、様々な

RNA と発がんとの関わりが指摘されている。
ARE-mRNA も細胞がん化との関連が注目され
ており、ARE-mRNA が核外輸送され安定化され
ると細胞がん化に寄与することを申請者を
含む多くの研究グループが解明した(1, 2)。
ARE はがん遺伝子など主に細胞の増殖に関わ
る遺伝子の mRNA に存在するアデニンとウラ
シルに富んだエレメントで、ARE-mRNA は正常
細胞では転写後すぐに分解されるが、heat 
shock 等の刺激で一時的に核外輸送・安定化
され、何らかの発がん刺激で恒常的に安定化
されると細胞がん化を誘発する。 
申請者はアデノウイルス感染細胞でもウイ

ルスの E4 領域により ARE-mRNA が核外輸送・
安定化され、ウイルスの増殖にも ARE-mRNA
が寄与することを見出した。そこでアデノウ
イルスの E4 領域を欠失したウイルス AdΔE4
を腫瘍溶解ウイルスとして開発してきた。こ
のウイルスは正常細胞では E4 領域がないた
め増殖できないが、ARE-mRNA があらかじめ輸
送・安定化されているがん細胞では良く増殖
し、がん細胞を破壊する能力を持つことを見
出した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでとは異なる新しい理

論に基づく腫瘍溶解アデノウイルスを開発
する。このウイルス(Ad+AU)は複製に必須の
E1A 遺伝子の 3’非翻訳領域に ARE を持つた
め、ARE-mRNA が安定化されているがん細胞で
は E1A の mRNA も安定化され、その結果アデ
ノウイルスの複製が起こる。それに対して、
正常細胞では E1A mRNA は安定化しないので
ウイルス増殖は制限される。本研究ではこの
ウイルスががん細胞を特異的に破壊するこ
とを検討する。 
 
３．研究の方法 
初年度は Ad+AU を作成し、様々ながん細胞

および正常細胞を用いてそのウイルスの増
殖効率（タイタ－）と、増殖によって誘導さ
れる細胞死を決定した。また既存の腫瘍溶解
アデノウイルス ONYX-015 とその効果を比較
した。次年度は、ヌードマウスにヒトの腫瘍
を移植し、Ad+AU の in vivo での効果を検討
した。最後は、Ad+AU と抗がん剤などの他の
がん治療法との併用を検討した。 
 
４． 研究成果 
 

(1)Ad+AU の作製 
E1A 遺伝子の 3’非翻訳領域に、TNF-α 遺

伝子の ARE を挿入したアデノウイルス
（Ad+AU; 図 1A）を作製した。また、このウ
イルスをがん細胞（A549）と正常細胞（BJ）
に感染させて、E1A の発現が本当にがん細胞
で高いか確認した。その結果、Ad+AU を感染
させたがん細胞では、高いレベルの E1A およ
びウイルス構成タンパクのヘクソンの発現
が見られた（図 1B）。 
この結果は、Ad+AU はがん細胞特異的に複製
出来る可能性を示している。 

 
(2) Ad+AU の複製 
Ad+AU を C33A、HeLa、H1299、A549 などの

がん細胞と、WI38 や BJ などの正常細胞に感
染させ、ウイルス生産を確定した。その結果、
がん細胞の方が正常細胞よりも生産効率が
高いことが明らかになった（図 2）。 

 
(3) Ad+AU の細胞溶解効率 
次に、Ad+AU の腫瘍溶解効果を検討するた

めに、Ad+AU を各種がん細胞（A549、H1299、
C33A）と正常細胞（BJ）に感染させ、7 日後
に生き残った細胞を染色し、CPE assay を行
った（図 3）。その結果、がん細胞は感染ウイ



ルス濃度依存的に細胞が死んだが、それに対
して正常細胞は高いウイルス濃度でも生き
残った。 

 Ad+AU の腫瘍溶解効果をさらに検討するた
めに、Ad+AU を各種がん細胞（A549、H1299、
C33A、HeLa、U2OS、SAS）と正常細胞（BJ、
HGF-1）に感染させ、生細胞の活性を測定で
きる XTT assay を行った。その結果、がん細
胞は感染後 7日目までに、ウイルス感染によ
り細胞が全滅したが、正常細胞はほとんど影
響がなかった（図 4）。CPE assay と XTT assay
の結果は、Ad+AU が腫瘍溶解効果を in vitro
で持つことを示している。 

 
(4) Ad+AU の in vivo での効果 
 最後に、Ad+AU の in vivo での効果を検証
するために、ヌードマウスに HeLa S3 細胞を
移植し、できた腫瘍に対して Ad+AU を直接投
与し（合計 2 回）、感染後の腫瘍の体積を求
めた。その結果、Ad+AU を問うよした群は、
コントロールのPBS投与群と比較して顕著に
腫瘍が縮小した（図 5）。 
 
以上の検討より、Ad+AU はがん細胞特異的

に増殖し、がん細胞を溶解できる腫瘍溶解効
果を持つアデノウイルスであることが明ら

かになった。今後は、このウイルスの臨床応
用を目指して研究を進める予定である。 
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