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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たに開発した腫瘍溶解アデノウイルスAd+AUの効果を検討した。Ad+AU
は正常細胞に比べてがん細胞の方が効率よく複製し、さらに細胞死が誘導された。また、Ad+AUは臨床応用され
ているウイルスONYX-015よりも有効な腫瘍溶解ウイルスであることが示唆できた。Ad+AUの効果を動物を用いて
検討した結果、Ad+AUは担癌モデルでも腫瘍溶解効果があることを解明した。さらに、抗がん剤とAd+AUとの併用
効果を検討し、パクリタキセルなどと併用した場合、Ad+AUの抗がん活性が増強した。以上の結果より、Ad+AUは
有用な腫瘍溶解ウイルスであることが明かになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of the newly developed oncolytic 
adenovirus Ad + AU. Ad + AU replicated more efficiently in cancer cells than in normal cells, and 
further induced cell death. Ad + AU was suggested to be an oncolytic virus that is more effective 
than the clinically applied virus ONYX-015. As a result of examining the effect of Ad + AU using 
animals, it was clarified that Ad + AU has an oncolytic effect even in a cancer-bearing model. 
Furthermore, the combined effect of the anticancer drug and Ad + AU was examined, and when used in 
combination with paclitaxel, the anticancer activity of Ad + AU was enhanced. These results indicate
 that Ad + AU is a useful oncolytic virus.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： アデノウイルス　口腔がん　腫瘍　溶解　ARE-mRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Ad+AUの腫瘍溶解効果を確立することができた。多くの種類の腫瘍溶解ウイルスが開発されたが、
mRNAの安定化機構を応用したウイルスは我々独自の研究である。抗がん剤など、これまでのがんの治療法は、患
者に対して苦痛や副作用が伴うことが多いが、Ad+AUを用いた治療法は、副作用がなく、使用法も簡便で、他の
がん治療法との併用も容易なので、非常に有用な治療法になると期待できる。また、アデノウイルスは病原性が
低く、遺伝子治療用のベクターとしての実績もあり、安全性が非常に高く、実用化しやすい。さらに、アデノウ
イルスは複製効率も高く、生産方法も簡便で安価なため、企業化の面でもメリットが高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍溶解アデノウイルス 

腫瘍溶解ウイルスによるがんの治療法は近年急速に発展しており、アデノウイルスやヘルペ

スウイルスなど、ヒト細胞を宿主に複製するウイルスをがん細胞に感染、増殖させ、最終的には

がん細胞を死滅させるメカニズムを利用した治療法である。ウイルス学の進展、及び最近の分子

生物学的技術の発達に伴い、大きなウイルスゲノム中の遺伝子も改変が可能になり、ウイルスの

病原性を排除し、正常細胞では増殖できず、がん細胞では増殖できるウイルスが開発可能になっ

た。現在、世界中で盛んに臨床研究が進められており、中国では遺伝子改変アデノウイルスがす

でに実用化されており、アメリカでも腫瘍溶解効果を持つヘルペスウイルスが FDA に承認を得

るまでになっている。今後、腫瘍溶解ウイルス療法は、外科的切除、抗がん剤、放射線照射など

と同様にがん治療法の大きな柱となることが期待されている。 

これまで、大きく分けて 2タイプの腫瘍溶解アデノウイルスが作成されている。Type I はウ

イルス遺伝子の一部が欠失したアデノウイルスである。例えば、E1B55k 遺伝子を欠失したウイ

ルスがこれにあたる。E1B55k タンパクは p53 に結合しウイルス感染時のアポトーシスを阻害し

ウイルス増殖を導くので、このウイルスは p53 に変異がない正常細胞では増殖できないが、変異

型 p53 を持つがん細胞では増殖可能になり、がん細胞特異的に細胞を破壊できる。一方、type 

II はウイルスの増殖に最も重要な E1A 遺伝子の転写調節領域に、がん細胞特異的に活性化され

る転写調節領域（プロモーター）を挿入したウイルスである。前立腺がんで特異的に発現する遺

伝子のプロモーターを E1A 遺伝子の上流に挿入し、前立腺がん特異的に増殖できるウイルスな

どが開発されている。 

ARE-mRNA と細胞がん化 

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。AU-rich 

element (ARE)を持つ 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。ARE

はがん遺伝子など主に細胞の増殖に関わる遺伝子から転写される mRNA の 3’非翻訳領域に存在

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、ストレス等の刺激で一時的に核外輸送・安定化され、しばらくするとまた元の分解サイ

クルに戻る。そして、何らかの発がん刺激が細胞に加わると、ARE-mRNA は恒常的に安定化され、

細胞がん化を誘発する。そして、申請者らは、口腔がん細胞でも ARE-mRNA が核外輸送・安定化

されていることを確認した。 

この現象を背景に、申請者は上述したような Type I や Type II などの既存のウイルスとは異

なる、新しい理論基盤に基づく腫瘍溶解アデノウイルスを開発した。このウイルス(Ad+AU)は、

アデノウイルスの複製に必須の E1A 遺伝子の 3’非翻訳領域に ARE を持つため、正常細胞では

E1A-ARE mRNA はすぐに分解されるのでウイルス増殖は制限されるが、ARE-mRNA が安定化されて

いるがん細胞では E1A-ARE mRNA も核外輸送・安定化され、その結果アデノウイルスの増殖が起

こり、がん細胞が破壊される。申請者は、平成 26年度に採用された挑戦的萌芽研究により Ad+AU

の開発に成功し、肺がん細胞など、いくつかのがん細胞でこのウイルスが効果を持つことを予備

実験で確認した。 

 



２．研究の目的 

本研究の目的は、我々が開発した腫瘍溶解アデノウイルス Ad+AU が口腔がん及び多くの種類

のがん細胞に対して腫瘍溶解効果を持つか検討することである。そのために Ad+AU が口腔がん

やその他のがんの培養細胞や、ヌードマウスに移植したがんに対して有効か検討し、さらに、他

のがん治療法との併用や、転移がんに対する効果など、臨床応用を想定した検討も加え、がんを

標的とした Ad+AU の実用化のための基礎検討をする。また、ARE-mRNA が安定化されている口腔

がん細胞でより特異的に腫瘍溶解効果を示す可能性があるハイブリッドウイルスを開発するこ

とも目的に加える。 

 

３．研究の方法 

（１）口腔がん細胞への効果検証 

① 口腔がん及びその他のがん細胞に対する Ad+AU の効果 

a. HSC2、HSC3、HSC4、Ca9.22、SAS 等の口腔がん細胞や、肺がん、子宮頸がん、などのがん

細胞と、正常細胞に、Ad+AU を感染させ、感染後 24－48 時間後の増殖ウイルス数を titer 測

定キット（クローンテック社の Adeno-X rapid titer kit など）で確定する。この実験で

Ad+AU ががん細胞で増殖し、正常細胞ではその増殖が制限されることを確立させる。 

b. 同様の細胞を用いて、XTT assay（Roche 社の Cell Proliferation kit II など）により

細胞死を検討する。この検討によりがん細胞のほうがよりウイルス増殖後の細胞死が促進さ

れることを確認する。 

この研究から、Ad+AU が、各がんに対して効果があるか解明できる。 

② 既存の腫瘍溶解アデノウイルスと比較 

現在、臨床応用されている ONYX-015 と Ad+AU の腫瘍溶解効果を比較する。 

a. 上述の A と同様の方法で、ONYX-015 の口腔がんへの腫瘍溶解効果を検討し、Ad+AU と比

較する。 

b. ONYX-015 の効果がない、U2OS（骨肉腫）、MCF7（乳がん）細胞などを使い、Aと同様の方

法で Ad+AU の腫瘍溶解効果を検討し ONYX-015 のそれと比較する。 

 

（２）動物実験 

Ad+AU を用いて、ヌードマウスに移植したヒトのがん腫瘍に対する腫瘍溶解効果を検証する。 

① ヌードマウスに移植した口腔がんに対する効果 

ヌードマウスの皮下に HSC3 などの細胞を移植し、形成できた腫瘍に Ad+AU を直接腫瘍内投与

することにより腫瘍溶解効果を検討する。具体的には以下の様な手順で実験を行う。 

a.ヌードマウス（athymic nu/nu: ６週令）を購入し、１週間順化（馴化）させる、b.約 107

個程度の HSC3 を皮下に移植し経過観察する、c.直径が 10mm 程度になったら腫瘍に直接 1010 

virus particles の Ad+AU を投与する、d.３日間連続で投与し２日おきに腫瘍の体積を測定

する、e.３～４週間後終了する。 

時間経過とともに変化する腫瘍の大きさをグラフにし、コントロール（ウイルスが入ってい

ない溶液を投与した群）と比較して、Ad+AU の腫瘍溶解効果を決定する。 

② Ad+AU の動態解析 

 投与した Ad+AU が、腫瘍中で増殖したか解析する。 

a.①で縮小した腫瘍を摘出し、増殖した Ad+AU の存在をウイルスタンパク（ヘキソンタンパ

ク）の抗体を用いて、免疫組織化学的に解析する。 



③ Ad+AU の効果及び安全性等を検討 

a.ヌードマウスの腹腔に口腔がん細胞を移植して腫瘍を形成し、Ad+AU を腹腔に投与し、カ

プランマイヤー法により生存率を解析する。 

b.単回投与毒性試験を行う。 

ヌードマウスに皮下、腹腔もしくは尾静脈から Ad+AU を投与し、数日おきに体重を測定し続

け、マウスに対する Ad+AU の毒性を検討する。 

 

（３）臨床応用を想定した検討 

他のがん治療法との併用を検証し、臨床応用を目指した検討を加える。 

① 抗がん剤との併用 

がん細胞を用いて、Ad+AU とパクリタキセルなどの抗がん剤を投与し、腫瘍溶解効果が相乗

的に活性化されるか検討する。 

② 放射線療法との併用 

Ad+AU を感染させたがん細胞に、放射線照射し、腫瘍溶解効果が活性化されるか検討する。放

射線照射により、ARE-mRNA が安定化されるので相乗効果が期待できる。 

 

４．研究成果 

(1) Ad+AU の複製能検討 

Ad+AU のがん細胞と正常細胞での

複製能を検討した。がん細胞では、

H1299（肺がん）、A549（肺がん）、C33A

（子宮頸がん）、HeLa（子宮頸がん）

細胞で Ad+AU の増殖能は高く、正常

細胞の WI38（肺線維芽細胞）、BJ（陰

茎上皮）、HGF（歯肉線維芽細胞）細

胞では低く、100 倍から 1000 倍くら

い複製能に差があった（Fig. 1）。一

方、野生型の 5 型アデノウイルス

（WT300）で同様の解析を行うと、

Ad+AU ほどがん細胞と正常細胞とで

その差がなかった。従って、Ad+AU 複製能は、がん細胞と正常細胞とでその差が大きいことが明

かになった。 

 

(2) Ad+AU の腫瘍溶解能検討 

Ad+AUの腫瘍溶解能をがん細胞と正常細胞を用い

て検討した。A549、H1299、C33A などのがん細胞で

は、低い MOI でも細胞死が CPE assay で認められた

のに対して、正常細胞の BJ、WI38 細胞ではほとん

ど細胞は死ななかった（Fig. 2）。この結果は、Ad+AU

ががん細胞特異的に細胞を溶解したことを示して

おり、Ad+AU が腫瘍溶解ウイルスとして有用である

ことを示している。 



 

(3) Ad+AU と既存のウイルスとの比較 

これまでに E1B55k 遺伝子を欠失したアデ

ノウイルス ONYX-015（dl1520）が腫瘍溶解ア

デノウイルスとして知られている。このウイ

ルスは E1B55k タンパクが宿主細胞の p53 と

結合し、その機能を抑制することによりウイ

ルス増殖を導くことを応用している。即ち、

p53 の機能が欠失したようながん細胞では、

p53 の機能を抑制する必要がないので、

ONYX-015 が効率良く複製され、p53 が正しく

機能する正常細胞ではその増殖が厳しく制

限される。そこで、Ad+AU と ONYX-015 との腫瘍溶解効果を比較するため、各種がん細胞及び正

常細胞でのウイルス複製と、細胞溶解能を検討した。Fig. 3 に示すように、測定した全てのが

ん細胞で、Ad+AU の方が複製効率が高いことがわかった。特に、A549 細胞など、p53 遺伝子に損

傷を持たない細胞で、よりその傾向が強かった。しかし、細胞溶解能に関しては、Ad+AU の方が

若干強かったが、複製効率で見られたような差はなかった（Fig. 3）。以上の結果より、Ad+AU は

既存の腫瘍溶解アデノウイルス ONYX-015 に勝るとも劣らない腫瘍溶解効果を持つことが示され

た。 

 

(4)動物実験 

 次に、ヌードマウスに形成した、HeLa 細胞の

腫瘍に対して、Ad+AU が溶解効果を持つか検討し

た。その結果、PBS を投与したコントロール群に

比べて、Ad+AU を投与した群では明らかに腫瘍の

体積が小さくなった（Fig. 3）。この結果は、Ad+AU

が in vivo でも有効であることを示している。 

 

(5)腫瘍溶解アデノウイルスとパクリタキセルとの併用効果 

次に、Ad+AU とパクリタキセルとの併用効果を検討した。パクリタキセル、ウイルス単独で処理

したときよりも併用したときの方がウイル

ス複製効率が高く、同様に、細胞溶解能も併

用した方が高かった（Fig. 5）。これらの結果

は、パクリタキセルとウイルスの併用が、が

ん細胞溶解に有用であることを示しており、

パクリタキセルに対して抵抗性を持つがん

細胞でも Ad+AU を併用することにより、治療

効果が期待できる可能性を示している。 

   

以上の検討より、Ad+AU は非常に有用な腫

瘍溶解ウイルスであることが明かになった。 
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