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研究成果の概要（和文）：本邦における死亡の第一原因は癌であり、約半数の日本人がこれに罹患している。そのなか
でも、消化器固形癌はその頻度が高く、手術適応とならない進行癌の症例では、有用な治療手段がなく緩和ケアに移行
せざるを得ないのが現状である。そこで本研究では、従来の治療法とは全く異なる概念で、アデノウイルスの増殖によ
る遺伝子医薬の有用性を検討し、従来の化学療法剤との併用効果があることを明らかにした。風邪ウイルスである同ウ
イルスの遺伝子を組換えて、その増殖をヒトの腫瘍で高発現を示す遺伝子の転写調節領域で制御させ、かつ感染効率を
増強させた人工ウイルスを作製した。同ウイルスは動物実験でも食道癌に対して有用性を発揮した。

研究成果の概要（英文）：We examined a novel therapeutic strategy for intractable cancer in particular esop
hageal carcinoma. We replaced a transcriptional regulatory region of the E1 region-encoded genes in adenov
iruses (Ad) with a 5' region of a gene that was highly expressed in human tumors but not in normal tissues
 such as midkine, survivin and cyclooxygenase-2. We also changed the fiber region of conventional type 5 A
d, which played a key role in infecting target cells, with a type 35-derived fiber region. The modificatio
n increased the viral infectivity since an expression level of the CAR molecules, which were a cellular re
ceptor of type 5 Ad, were often down-regulated in human tumors. In contract, the expression of CD46 molecu
les, which are the major receptor of type 35 Ad, is rather up-regulated in human tumors. The fiber replace
ment greatly enhanced Ad infectivity in CAR-low tumors and subsequently enhanced the Ad-mediated cytotoxic
ity, and produced combinatory effects with anti-cancer agents.
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１．研究開始当初の背景 
 消化器固形癌は日本人においてその頻度が
高く、死亡者数としても常に上位を占める疾
患である。早期発見の場合は、現在の治療法
でも対応出来る症例も少なくないが、再発例
や進行癌となった場合、さらに化学療法が無
効になった症例では、有用な治療手段は残さ
れていない。そこで、従来の治療方法とは全
く異なる手段によって、直接的に殺細胞効果
を狙う治療戦略を構築するために、風邪ウイ
ルスであるアデノウイルスの遺伝子を組換え
て、腫瘍に特異性を有して増殖し、その結果
腫瘍を破壊する制限増殖型アデノウイルスの
有用性について検討することにした。増殖性
ウイルスによる細胞傷害活性は、従来の抗が
ん剤とその作用機序が異なると推定され、そ
のためウイルス製剤と化学療法との併用も可
能と考えられる。このように新規治療法の開
発は、現行の治療法の選択肢を拡大させるこ
とが可能であり、化学療法剤無効症例に対し
ても、一定療効果を発揮できる利点がある。
当該組換え型アデノウイルスは、正常細胞等
に感染しても、ウイルス増殖が起こらないよ
うに工夫されており、そのため腫瘍に特異性
が高いため、比較的安全に投与することが可
能であると考えられる。また、ウイルスの投
与は特別な手技を必要とせず、通常の内視鏡
で腫瘍局所に投与が可能であり、また抗がん
剤とは異なり免疫応答を抑制することがない
ため、比較的高齢者であって、使用すること
が可能であり、ヒトに優しい治療法であると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
 細胞融解性を有するウイルスのなかで、野
生型のアデノウイルス（タイプ 5型）は強力
な融解能を保持している。そこで、このウイ
ルスの初期応答遺伝子で、ウイルスや宿主細
胞の遺伝子の転写を制御する E1 領域の遺伝
子（E1A および E1B）を、正常細胞に比較して
腫瘍組織においてより強力に発現させれば、
腫瘍に特異性を有した細胞融解を引き起こす
ことができるはずである。すなわち腫瘍に比
較的特異性を有し、かつ消化器癌に高頻度に
発現上昇が見られる遺伝子の転写調節領域を
用いて、E1 領域遺伝子の発現を制御させたウ
イルスを用いれば、消化器癌を効果的に融解
させることが可能となるはずである。そこで
本研究では、細胞増殖速度に応じて発現が上
昇し消化器癌等で高頻度かつ高発現をみるミ
ッドカイン（midkine）遺伝子の転写調節領域、
細胞周期の G2/M 期に発現が亢進し、細胞増殖
に関連して転写調節が上昇するサバイビン
（survivin）遺伝子、消化器癌での発現上昇
が著しい COX-2（cyclooxygenase-2）遺伝子
の転写調節領域を E1 領域遺伝子の直前に配
して、当該遺伝子の発現を制御させる組換え
アデノウイルスを作製し、その抗腫瘍効果を
検討する。 
 また、ウイルスの標的細胞への感染効率を

向上させるため、腫瘍細胞で高い発現を示す
分子を受容体とするウイルスへと、その受容
体結合構造の一部を変換する。従来のタイプ
5 型ウイルスの標的細胞への感染効率は、ウ
イルスの外殻蛋白の一種であるファイバー構
造と細胞側の受容体である CAR 分子との結合
に主に依存している。しかし、多くの消化器
癌においては、この CAR 発現がしばしば低下
しており、そのため腫瘍へのウイルス感染力
が低下している。そこで、CAR 非依存性の感
染を示すアデノウイルス 35 型のファイバー
構造を、5 型のものと置換したウイルスを作
成する。35 型ウイルスの細胞受容体は、CD46
分子であることが明らかにされており、しか
も CD46 分子の腫瘍における発現は、むしろ亢
進している。すなわち、受容体との結合領域
の遺伝子を従来のタイプ5型から35型へと組
換えることによって、細胞表面の結合分子を
CAR 分子より CD46 分子へと変換させ、腫瘍へ
の感染効率の向上を図ることができるはずで
ある。また抗がん剤との併用効果を、細胞死
という観点から検討し、固形腫瘍への新規治
療法開発に向けて、遺伝子治療と化学療法剤
との併用の有用性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）制限増殖型でファイバー変換型アデノ
ウイルスの作成： 
 食道癌をはじめとする消化器癌において、
高い転写活性の有するミッドカイン、サバイ
ビン、COX-2 遺伝子の転写調節領域（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 ） を
pShuttle2-PL/E1A-E1B ベクターを、用いて E1
領域遺伝子の上流に組み込んだ。さらに上記
の DNA を制限酵素 PI-Sce I および I-Ceu I
で切断後、外来性の転写調節領域＋E1領域を
有する DNA 断片を単離し、タイプ 5型（pAdeX）
あるいはファイバー構造領域のみを 5型から
35 型 に 置 換 し た シ ャ ト ル ベ ク タ ー
（Adeno5/35F）と結合させた。これにより、
E3 領域一部を除いて、ウイルス産生に必要な
全てのアデノウイルスの構造遺伝子を、単一
のプラスミド DNA にクローニングできた。こ
のDNAをパッケージング細胞HEK293細胞に導
入し、細胞融解を繰り返し、当該アデノウイ
ルスを精製した。 
（２）ウイルスの感染効率の検討： 
 Green Fluorescence Protein (GFP)を発現
させるタイプ 5型ウイルス(Ad5-GFP)、タイプ
35 型のファイバー置換型ウイルスを用いて
（AdF35-GFP）、を一定のウイルス量で各種細
胞に 30 分間感染させ、48 時間後の GFP 蛍光
量をセル・ソータ―で検出して、感染効率を
算出した。 
（３）制限増殖型アデノウイルスの抗腫瘍効
果： 
 タイプ 5型（Ad5）あるいはファイバー構造
領域置換型（AdF）で、外来性の転写調節領域
を含むアデノウイルスを、一定のウイルス量



でヒト食道癌細胞に感染させ、その後の細胞
生存率に関して WST 法を用いて検討した。ま
た、この時、感染細胞をプロピディムアイオ
ダイドで染色し、その細胞周期についてセ
ル・ソータ―で検討した。また当該細胞につ
いて、アポトーシス関連蛋白、オートファジ
ー関連蛋白等の発現をウエスタンブロット法
等によって併せて検討し、ウイルス増殖と細
胞周期の関連性を解析し、どのような機構・
経路によって細胞死が誘導されるのかを検討
した。 
（４）制限増殖型ウイルスと化学療法剤との
併用効果： 
 ヒト食道癌細胞を用いて、代表的な抗がん
剤である 5-FU あるいは CDDP 単独投与群と制
限増殖型ウイルス単独投与群、および両者の
併用群における in vitro 細胞傷害活性を WST
法によって検討した。また、ヌードマウスに
食道癌細胞を接種し、腫瘍を形成させた後、
ウイルスと抗がん剤を投与し、その併用効果
を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ファイバー変換型アデノウイルスの感
染効率の向上： 
 GFP の遺伝子を組み込んだタイプ 5 型の
Ad5-GFP、タイプ 35 型のファイバーを有する
ウイルス AdF35-GFP を用いて、ヒト食道癌株
におけるアデノウイルスの感染効率を検討し
たところ、検討した９種類の細胞のすべてに
おいて、35 型ウイルスの方が感染効率は良か
った。特に、CAR 分子の発現レベルが殆んど
検出できない YES-2 細胞ではタイプ 5型ウイ
ルスの感染は極めて困難であったが、ファイ
バー領域置換型では、その効率は他の細胞と
変わらなかった。しかし、ファイバー領域置
換型の感染効率そのものは、CD46 分子の発現
と一定の相関性を示してはいなかった。これ
は、CD46 分子以外にもタイプ 35 型のウイル
ス受容体がある可能性を示している。またタ
イプ 5型ウイルスでも、インテグリン分子が
CAR 分子以外の受容体であることが知られお
り、ファイバー領域置換型ウイルスもこのイ
ンテグリン分子の発現等が、感染効率に影響
を与えていることが考えられる。 
（２）制限増殖型アデノウイルスの抗腫瘍効
果： 
 ９種類の食道癌細胞株を用いて、タイプ 5
型あるいはファイバー領域置換型の制限増殖
型ウイルスを用いて、細胞傷害活性を検討し
た。その結果、CAR 分子発現の低い細胞にお
いては、ファイバー領域置換型ウイルスの方
が、タイプ 5型のものに比べて殺細胞効果は
優れていた。しかし、CAR 分子発現が一定レ
ベル以上のものは、双方のウイルスによる細
胞傷害活性には差がなかった。以上の結果は、
転写調節領域がミッドカイン、サバイビン、
COX-2 のいずれであっても同じであったこと
から、CAR 分子の低発現株においてのみ、フ
ァイバーの置換効果が検出でき、CAR 高発現

細胞では、通常のタイプ 5型のウイルスで支
障ないことが判明した。さらに、このウイル
ス感染細胞の細胞周期を検討すると、まず
G2/M 期が上昇し、G2/M 期よりもプロピディム
アイオダイド染色が強い hyperploidy 分画の
ちに subG1 分画が上昇していた。この細胞傷
害活性の経路を検討すると、カスペース８お
よび９分子の分解が生じ、かつ TNF 分子の受
容体発現が上昇しており、外因性さらに内因
性アポトーシスが、細胞傷害活性に関与する
ことが判明した。しかしオートファジー経路
の活性化に関する Atg5、Beclin-I 分子の発現
には差がなく、オートファジーは細胞死に関
与しないと考えられた。 
（３）制限増殖型ウイルスと化学療法剤との
併用効果： 
 ウイルス増殖に伴う細胞死の誘導は、アポ
トーシス経路によるものであったが、通常に
化学療法剤との併用効果があるかどうかを
WST 法によって検討した。この時、併用効果
を判定するために、抗がん剤単独による IC50
値がアデノウイルスの併用によって、どのよ
うに減少するかを指標にした。その結果、用
いた抗がん剤 5-FU, CDDP, MMC, VP-16 のいず
れであっても、制限増殖型ウイルスとの併用
によって、ごく少数の例を除いて、いずれの
ケースであっても、IC50 値は減少した。すな
わち、このことは、通常の抗がん剤とウイル
ス増殖に伴う細胞死は、並立し双方の併用は
臨床的にも有用であるという可能性が示され
てことを意味している。また、ヌードマウス
のヒト食道癌細胞 TE-11 の腫瘍を形成させた
のち、5-FU を腹腔内に、制限増殖型ウイルス
を腫瘍局所に投与したところ、両者の併用は、
それぞれ単独投与群に比較して、腫瘍に増殖
が優位に低下していた。すなわち、in vivo
動物実験モデルにおいても、制限増殖型ウイ
ルスと化学療法剤は併用効果を誘導した。 
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