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研究成果の概要（和文）：進行した消化器固形癌の治療は難しく、とりわけ化学療法が無効とな

った症例等に対して、有効な治療手段がないのが現状である。そこで、アデノウイルスの増殖

を腫瘍特異的に惹起し、その抗腫瘍効果を検討した。また腫瘍への標的性を増強させるために、

当該ウイルスの受容体結合領域を改変し、抗腫瘍効果をより強化する工夫を行った。また、こ

れらのウイルス導入細胞そのものを用いても、抗腫瘍効果が誘導されることを確認している。 

 
研究成果の概要（英文）：It is difficult to effectively treat patients with an extended tumor in 

the digestive tract in particular those who become refractory to standard chemotherapy. We 

thereby examined a possible anti-tumor effects produced by replication-competent 

adenoviruses that preferentially proliferate within the target tumors. We also modified the 

receptor-binding portion to facilitate the infectivity. The anti-tumor effects were also 

achieved with the adenovirally transduced cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 消化器固形腫瘍の治療は、近年集学的治療
により、一定の進歩が見られ、予後の改善が
見られている。しかし膵癌にあっては早期発
見が難しく、初診時当初より進行癌である症
例も尐なくなく、そのため化学療法が治療の
主体となっている。最近はゲムシタビンを中
心として 5-FU 製剤との併用の有用性も明ら
かにされ、膵癌についても予後改善の兆しが
あるが、他の消化器固形腫瘍と比較して、そ

の予後の不良さは依然として際立っている。
しがたって、従来の枠組みに捉われず、革新
的な手法も考慮されるべきであり、本研究で
はウイルスの増幅による細胞死による細胞
障害活性について検討する。なかでもアデノ
ウイルスは、多くの疫学的調査により発癌性
がないことが判明しており、一方細胞障害性
が強いことが知られている。そこで、ウイル
スの増殖が腫瘍特異的に起これば、腫瘍にお
いてのみ細胞障害活性が誘導され、しかも一
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部の腫瘍にウイルスが感染するだけで、感染
した腫瘍より次々とウイルスが放出され、腫
瘍組織に当該ウイルスが広がっていくこと
が期待される。また、ウイルスによる細胞障
害活性は、抗癌剤や放射線治療とは異なり、
免疫応答を弱めることはなく、むしろ増強す
ることから、ウイルスによる細胞死に引き続
いて放出される腫瘍抗原が、適切に抗原提示
細胞によって処理されれば、抗腫瘍免疫応答
をむしろ増強することも可能と考えられる。 
 また、ウイルスによる細胞死は、抗癌剤に
よる細胞死とその機構が異なれば、両者の併
用による効果も期待できるはずである。また、
ウイルスそのものを腫瘍に投与する方法も
可能であるが、ウイルス感染細胞を当該局所
に投与する手法も考えられ、後者はウイルス
単独よりも、腫瘍局所にとどまる可能性が高
く、より抗腫瘍効果が高いと想定される。 
 アデノウイルスそのものは凍結等で長期
保存が容易であり、内視鏡下、エコーガイド
下による膵癌局所への投与が可能である。ま
た、自己の細胞をウイルスキャリアー細胞と
して利用すれば、倫理的問題や免疫拒絶の問
題は回避される。また、アデノウイルスは最
終的に免疫応答によって排除されるため、持
続的なウイルス血症を起こすことはなく、ウ
イルス感染細胞もウイルス放出後は死滅す
るため、安全に利用可能である。 
 以上のように、当該治療は従来の治療法の
選択肢を広げ、また併用効果によって治療オ
プションを拡大できる利点がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、（１）腫瘍に特異性を有し
て細胞障害性を有するウイルスの作成、また
同ウイルスの感染性を高めるため、（２）細
胞受容体結合部位にあたるファイバー・ノブ
領域の改変、（３）同ウイルスのヒト膵癌細
胞における細胞障害活性の検討、（４）細胞
死に関する機構の解析、（５）キャリアー細
胞を用いた抗腫瘍効果の検討、である。腫瘍
特異性を付与することは、アデノウイルスの
初期転写遺伝子である E1A を、腫瘍特異的に
発現させることで可能となる。なぜなら E1A
はウイルスの増殖や感染細胞の細胞周期を S
期に移行させる働きを有しているからであ
る。したがって、当該分子の発現をヒト腫瘍
で特異的に発現する遺伝子の転写調節領域
で制御すればよい。これらの遺伝子として、
midkine, survivin, cyclooxygenase-2 
(COX-2)を選択し、この 5’側調節領域とウイ
ルス固有の E1A転写調節領域とを置換するこ
とによって、目的のウイルスが作成できるこ
とが推定される。また、従来よりベクターと
して使用されてきたのはタイプ 5型のウイル
スであり、このウイルスの主な細胞受容体は
coxsackie adenovirus receptor(CAR)分子で

ある。この CAR 分子はヒト腫瘍においてその
発現がしばしば低下しており、そのため腫瘍
における感染効率が低下していることが知
られている。一方タイプ 35 型ウイルスは、
その主たる細胞受容体が CD46 分子であり、
腫瘍における CD46 分子は、正常細胞に比較
してむしろ高発現であることが知られてい
る。したがって、細胞受容体結合領域である
ファイバー・ノブ領域を、タイプ 5 型から 35
型へと置換することによって、ウイルスのト
ロピズムが変わり、より効率的に腫瘍に感染
すると想定される。このようにして作成した
アデノウイルスの細胞障害活性を、ヒト膵癌
細胞に感染させ、その抗腫瘍効果を in vitro
の系で検討し、当該ウイルスの有用性を明ら
かにする。また、その細胞死の機構について
は、果たしてアポトーシスであるのか、ある
いはオートファジーであるのかを検討する。
また、ウイルスを繊維芽細胞に感染させ、こ
の細胞を使用した抗腫瘍効果についても検
討する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞融解性アデノウイルスの作成： 
ヒト腫瘍細胞において高頻度で高発現であ
る上記遺伝子の5’側各DNA ﾌラグメントを用
いて、ルシフェラーゼアッセイ法によって、
膵癌細胞で高値を示す当該転写調節領域を
決定した。その領域を、E1A 転写調節領域を
除いた部位にクローニングサイトを有する
シャトルベクター(pShuttle2-PL/E1A-E1B)
に組み入れ、当該転写調節領域による
E1A/E1B 遺伝子（上記シャトルベクターに挿
入済）の発現制御を可能にした。このとき使
用した転写調節領域は、midkine, survivin, 
cyclooxygenase-2 (COX-2)遺伝子の転写開始
点より、5'上流側のそれぞれ 604、521 およ
び 387bp のゲノム DNA である。このプラスミ
ド DNA にタイプ 5 型の場合は、pAdeno-X と、
またタイプ 35 型の場合は、あらかじめ作成
した Adeno5/35F（ファイバー・ノブ領域部分
のみをタイプ 5型から 35型に置換したもの）
と結合させ、HEK293 細胞にリポフェクチンを
用いて導入した。約 2 週間で cytopathic 
effectsが見られたHEK293細胞よりウイルス
が放出され、カラムを用いてウイルスを精製
し実験に使用した。ファイバー・ノブ領域の
改変については、当該領域（E3B 14.7K 分子、
E4 ORF6/7分子がコードされている領域の間）
について、CAR 結合領域（accession number 
M73260 において 31042-32787 に相当）と CD46
結合領域（accession number AY271307 にお
いて 30956-31798 に相当）を置換すればよい。
このために、RHSP Ad35 の Eco RI 断片 (23.8 
kb から 29.0 kb)と pAdeno-X の Eco RI 断片
（23.9 kb から 29.4 kb）を組み換えること
によって Adeno5/35F を作製した。 



 

 

（２）細胞融解性アデノウイルスの抗腫瘍効
果： 
細胞傷害活性については WST 試薬を用いて、
相対的な吸光度で表示した。また、生細胞の
カウントにはトリパンブルーを用いた染色
法を利用した。細胞周期の検討は、propidium 
iodide を用いてフローサイトメトリーで解
析し、細胞の形態についても検討した。 
（３）細胞死の機構についての解析： 
細胞死については、上記フローサイトメトリ
ーやトリパンブルーによる染色の他に、アポ
トーシス・オートファジーに関わる蛋白質の
発現をウエスタンブロット法にて解析した。 
（４）繊維芽細胞を用いたキャリアーによる
抗腫瘍効果： 
ヒト繊維芽細胞 P6X を用いて、インターフェ
ロン・ガンマを発現させるアデノウイルスを
感染させ、それより分泌される当該分子の抗
腫瘍効果について検討した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞融解性アデノウイルスの細胞傷害
活性： 
ヒト膵癌細胞として、PANC-1、AsPC-1, BxPC-3, 
MIA-PaCa-2の4種類の細胞を対象として検討
した。これらの細胞の CAR および CD46 分子
の発現をフローサイトメトリーで検出した
ところ、対照として用いた HEK293 細胞に比
較して、CD46 分子の発現は維持されていたが、
CAR 分子の発現は MIA-PaCa-2 と BxPC-3 細胞
で低下していた。また各細胞へのアデノウイ
ルスの感染効率を検討するために、green 
fluorescence protein(GFP)遺伝子を発現す
るタイプ 5型およびファイバー・ノブ領域を
35 型へと置換したアデノウイルスを用い、し
かもウイルス量を変えて検討した。その結果
いずれの細胞においても、タイプ 35 型の方
がタイプ 5型より感染効率は高かった。この
場合、CAR 発現が低い MIA-PaCa-2 と BxPC-3
細胞において、MIA-PaCa-2 細胞ではタイプ 5
型の感染効率は低かったが、BxPC-3 細胞では
そのようなことはなく、CAR 分子の発現レベ
ルと感染効率とは一概に相関関係がなかっ
た。 
 また各種転写調節領域のルシフェラーゼ
アッセイの結果は、細胞ごとに、また各調節
領域によって異なっていたが、どの細胞にお
いても、またその調節領域においても、SV40T
抗原の転写活性化能よりも強い活性を示し
た。そこで、それぞれのアデノウイルスを、
各細胞に感染させて、WST 法にて細胞傷害活
性を検討すると、どの組合せにおいても細胞
傷害活性が検出された。時間経過を検討する
と、アデノウイルスを感染させて 3 日目まで
は、細胞増殖に変化はないが、4 日目ごろよ
り細胞が死滅しはじめ、10 日ほどで完全に細
胞死が誘導されていた。この時対照として用

いた beta-galactosidase(LacZ)遺伝子を発
現するアデノウイルスでは全く細胞増殖に
影響を受けなかった。細胞の形態を検討する
と、ウイルス感染細胞にあっては典型的な
cytopathic effect が観察されており、同
effect が観察された細胞は、トリパンブルー
で染色されていた。そこで、この感染細胞に
ついて細胞周期を検討すると、細胞死の増加
によって sub-G1 分画が増え、確かにアポト
ーシスが誘導されていることが確認された。 
 タイプ 5型と 35型の抗腫瘍効果の比較は、
細胞傷害活性を検出するWST法におけるIC50
値を使用して検討した。その結果、いずれの
膵癌細胞においても、またどの転写活性化領
域を用いても、タイプ 35 型の方がタイプ 5
型に比べて、IC50 値は低値を示し、タイプ
35 型の方がより強い細胞傷害活性を示して
いた。この時ウイルス量としては virus 
particle を同じにして細胞傷害活性を検討
したので、感染効率の改善とともに抗腫瘍効
果が増強したことは明らかである。 
 
（２）各種パラメーターと細胞傷害活性との
検討： 
細胞傷害活性の指標として、IC50 値を使用し、
細胞受容体分子の発現はフローサイトメト
リーでの蛍光量、ウイルスの感染効率として
は GFP 発現量の平均蛍光量、転写活性化能と
しては SV40T 抗原を標準としたルシフェラー
ゼ活性を用いて、細胞傷害活性と上記の指標
との間に相関性があるかどうかを検討した。
その結果 IC50 値とは上記のいずれの値とも
相関性は見出せなかった。このことはアデノ
ウイルスの殺細胞効果に、単一のバイオマー
カーは指標になりえないことが判明した。そ
の理由としては、細胞の感染効率は、CAR 分
子あるいは CD46 分子以外の受容体との影響
をうけること、CAR 分子あるいは CD46 分子が
低値を示した場合は、各細胞受容体の感染効
率への寄与レベルが異なること、さらには受
容体発現の閾値の存在などが想定される。細
胞自体についても、細胞死に対する感受性の
違い、またアデノウイルス感染によって誘導
される分子、例えばインターフェロン蛋白に
よるウイルスの不活化と同蛋白による細胞
傷害活性、またウイルス増殖能の各細胞にお
ける違いなど、さまざまな因子がウイルスの
殺細胞効果に影響を与えていると考えられ
る。同ウイルスを用いた効果を判定する上で、
どのようなバイオマーカーが適切であるか
を検討することは、今後有意義と考えられる。 
 
（３）細胞死の機構解析： 
アデノウイルスで細胞死が誘導されていた
ので、caspase 経路の関与について検討した。
その結果、caspase-8 および caspase-9 の
cleavage はどの細胞においても弱く、また



 

 

caspase-3ではcleavageは観察されなかった。
一方 PARP の cleavage も LacZ 遺伝子を発現
するアデノウイルスによる感染細胞と比較
しても大差がなかった。以上のことは、おそ
らく内因性あるいは外因性のアポトーシス
経路について、当該細胞死に関与していない
可能性が示唆している。そこで、オートファ
ジーの可能性を、同経路に関わる蛋白質発現
によって検討した。その結果、beclin-1, Atg5
の発現は LacZ 発現のアデノウイルス感染の
場合と同じであり、また LC3A/BI と LC3A/BII
との発現の移行についても検出されなかっ
た。したがって、当該ウイルスによる細胞死
は、caspase 非依存的なアポトーシスであり、
オートファジーの関与はないものと考えら
れる。 
 
（４）キャリアー細胞を用いた抗腫瘍効果： 
間葉系幹細胞を用いてウイルスの感染効果
を検討したところ、タイプ 5 型のウイルスは
全く感染しなかったが、タイプ 35 型ウイル
スについても感染効率が低く、同細胞を用い
ての抗腫瘍効果の検討は難しいと思われた。
そこで繊維芽細胞である P6X 細胞をキャリア
ー細胞として使用すると、タイプ 35 型のウ
イルスが良く感染することが判明した。そこ
で同細胞に非増殖型でインターフェロン・ラ
ムダを発現させるアデノウイルスを感染さ
せ、同インターフェロンの分泌を確認した。
インターフェロン・ラムダは特定の細胞に細
胞傷害活性があることが判明している。そこ
で同アデノウイルスを感染させた P6X細胞と
腫瘍細胞とを混和して、培養すると腫瘍細胞
に細胞傷害活性が誘導されたが、P6X は同イ
ンターフェロンの受容体分子を欠くため、細
胞傷害活性は示さなかった。そこで同アデノ
ウイルスをまず P6X 細胞に感染させ、腫瘍細
胞と混和してヌードマウスの皮下に接種し
たところ、当該腫瘍の発育は、対照である
LacZ 遺伝子を発現するアデノウイルスを感
染させた P6X 細胞を用いた場合に比較して、
著しくその腫瘍増殖が抑制されていた。また、
同様な実験系において、あらかじめ皮下に作
製した腫瘍局所に同インターフェロンを発
現するアデノウイルスを直接接種しても、抗
腫瘍効果は誘導されなかった。 
 本実験にあたっては、もともとは細胞融解
性アデノウイルスを用いて上記手法の有用
性を検討する予定であったが、動物実験施設
の都合もあり、実施できなかった。しかし、
上記のように、細胞傷害活性のあるアデノウ
イルスを使用した場合、ウイルスそのものを
用いた場合に比較して、キャリアー細胞を用
いた方が高い有用性が示され、この結果から
細胞融解性アデノウイルスを使用した場合
にも、同様な結論が得られると想定される。 
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