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研究成果の概要（和文）：我々は、これまで行われてきたアデノウイルスベクターを用いた治療で効果が認められなか
ったタイプの膀胱癌に対して、アデノウイルスベクターのファイバーノブを置換することで、アデノウイルスベクター
を用いた遺伝子治療の効果を増強することが出来るかという課題について実験を行った。結果として、培養実験と動物
実験において、ファイバーノブを置換したアデノウイルスベクターによる遺伝子治療の効果を増強することが可能であ
った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined whether the fiber knob substituted adenovirus vector en
hance the therapeutic effect of gene therapy for human bladder cancer which do not have a significant effe
ct on therapeutic outcome of adenovirus gene therapy. Our data showed the novel fiber knob substituted ade
novirus vector, Ad5F35/MK, is more useful for the gene therapy of bladder cancer than the non fiber knob s
ubstituted Ad5/MK is for human bladder cancer in vitro and in vivo.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 膀胱癌　アデノウイルスベクター　遺伝子治療

外科系臨床医学・泌尿器科学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌に対する遺伝子治療臨床研究の領域に

おいて、欧米を中心に 5 型アデノウイルス

(Ad5)ベクターを用いた遺伝子導入法の開発

が進んでおり、近年は、細胞融解性 Ad5 を

用いた遺伝子治療の基礎および臨床研究が

主流となっている。また安全性の面から、導

入遺伝子を癌細胞に対し特異的かつ効率良

く発現させるために、癌細胞内で特異的に活

性化される腫瘍特異的プロモーターを用い

た癌遺伝子治療法の開発が盛んにおこなわ

れている。これまでに我々は、膀胱癌に対す

る腫瘍特異的プロモーターとしてミドカイ

ン(MK)プロモーターに着目し、ヒト膀胱癌細

胞株 KK47 に対する MKプロモーターの有用性

および MK プロモーターを組み込んだ細胞融

解性Ad5ベクターの抗腫瘍効果を証明してき

た。しかし、細胞融解性 Ad5 ベクターを用い

た遺伝子治療をもってしても、特に悪性度の

高い癌においては、期待されたほどの治療効

果が得られていないのが現状である。その理

由の一つに、特に悪性度の高い癌細胞におい

ては、Ad5 の受容体である Coxsackie and 

Adenovirus Receptor (CAR)の発現が低く、

Ad5 ベクターの導入効率が非常に悪いことが

判明している。ヒト膀胱癌細胞株を用いた

我々の基礎実験においても、悪性度の高い細

胞株では CAR の発現が極めて低く、Ad5 ベク

ターの導入効率も非常に低い。この問題を解

決するため、近年、CAR 非依存的な感染能力

を有する様々なベクターの開発が進められ

ているが、未だ臨床応用されていない。今回、

悪性度の高い細胞株に対する遺伝子導入効

率を向上させるため、我々は、Ad5 ベクター

のファイバー・ノブ領域を 35 型アデノウイ

ルス(Ad35)のファイバー・ノブ領域で置換し

た キ メラ型 ア デノウ イ ルスベ ク タ ー 

(Ad5F35)に着目し、その作製方法を検討して

きた。Ad35 の受容体である CD46 タンパク質

は、赤血球以外のヒト細胞に広く発現してお

り、特に腫瘍細胞では高発現している。我々

のデータでは、悪性度の高いヒト膀胱癌細胞

株においても CD46 の高発現が認められた。

また、Ad5 ベクターおよび Ad5F35 ベクターに

LacZ 遺 伝 子 を 導 入 し た Ad5-LacZ と

Ad5F35-LacZ を用いて遺伝子導入効率を検討

した結果、Ad5-LacZ の遺伝子導入効率と比較

して、キメラ型アデノウイルスベクターでは

悪性度の高いヒト膀胱癌細胞株に対する遺

伝子導入効率が劇的に向上した。この結果か

ら、悪性度の高い細胞株に対してアデノウイ

ルスベクターを用いた遺伝子治療を試みる

場合、これまで用いられてきた Ad5 ベクター

を用いるよりは、CAR 非依存性の感染能を有

するキメラ型細胞融解性アデノウイルスベ

クターである Ad5F35 ベクターを用いる方が

抗腫瘍効果において有用であり、新規遺伝子

治療法としての実際の臨床研究に向けた有

用な方法と考えられた。 

そこで本研究で我々は、難治性膀胱癌に対

する新規治療法としてキメラ型細胞融解性

アデノウイルスベクターである Ad5F35 ベク

ターを用い、この方法の確立は多くの難治性

膀胱癌患者に対して福音となると考えてい

る。また新規の生物製剤の創薬事業としても

本研究成果は純国産遺伝子治療法に相当し、

これまでの本分野の治療法の権利の大半が

欧米におさえられている現状を打開するも

のと考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、再発率が高く、予後不良であ

る浸潤性膀胱癌に対する QOL を重視した新

規治療法として純国産の遺伝子治療薬の開

発を目指す。過去に、本疾患に対する様々な

実験的治療法が施行されてきたが、未だ有用

な治療法は確立されていない。これまでの課

題を克服するために、ヒト膀胱癌細胞株に対

する腫瘍特異性プロモーターであるミドカ

インプロモーターを組み込み、Ad5 のファイ



バー・ノブ領域を Ad35 のファイバー・ノブ

領域で置換したCAR非依存性の感染能を有す

るキメラ型細胞融解性アデノウイルスベク

ターである Ad5F35 ベクターを作製する。そ

れを用いた難治性膀胱癌に対する新規治療

法の臨床応用への可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)キメラ型細胞融解性アデノウイルスベク

ター(Ad5F35/MK)の作製 

Ad5 のファイバー・ノブ領域を Ad35 のフ

ァイバー・ノブ領域で置換したプラスミドベ

クター(pAd5F35)を作製する。Ad5 の E1A 転写

調節領域を除き、そこにマルチクローニング

部位とその 3’下流に E1A、E1B 遺伝子を有す

るプラスミドベクター(pS-PL/ E1A-E1B)を作

製し、腫瘍特異性プロモーターとして MK プ

ロモーターをマルチクローニング部位に挿

入する。上述の両プラスミドベクターを制限

酵素ユニーク部位と呼ばれる I-CeuI と

PI-SceI で切断して得られた断片をライゲー

ションして 、1本のプラスミドベクターとす

る。得られたプラスミドベクターに PacI 処

理を加えて、293 細胞にトランスフェクショ

ンすることで、キメラ型細胞融解性アデノウ

イルス Ad5F35/MK ベクターを作製する。作製

した Ad5F35/MK ベクターを、293 細胞へ感染

させることで増殖させた後、Ad5F35/MK を精

製し、精製されたウイルスの生物的および物

理 的 タイタ ー を測定 す る。作 製 し た 

Ad5F35/MK ベクターを、各種のヒト培養細胞

を用いて、様々なウイルス粒子数で感染させ、

殺細胞効果を Alamar blue assay により検討

し、非治療群および Ad5F35/MK 投与群におけ

る抗腫瘍効果の比較検討を行う。 

 

(2)ヒト膀胱癌細胞株における抗腫瘍効果の

検討  

 本研究で用いるヒト膀胱癌細胞株は、これ

までの我々のデータによってAd5ベクターの

導入効率が低いと判断された細胞株（T24、

TCC-SUP、253J）と Ad5 ベクターの導入効率

が高いと判断された細胞株KK47である。様々

なウイルス粒子数でAd5F35/MKベクターをヒ

ト膀胱癌細胞株に感染させ、殺細胞効果を

Alamar blue assay などにより検討し、非治

療群および Ad5F35/MK 投与群における抗腫

瘍効果の比較検討を行う。 

 

(3)マウスを用いた抗腫瘍効果の検討 

膀胱癌細胞株 T24 を用いて、in vivo にお

ける抗腫瘍効果の検討を行う。Balb/C nu/nu 

マウスの背側皮下に該当する細胞株（1×106

個/腫瘍）を移植し、マウス膀胱癌皮下腫瘍

モデルを形成する。腫瘍径が 5mm に到達した

時点で、アデノウイルスベクターによる治療

を開始する。本実験は、PBS 投与群(非治療群)、

Ad5/MK 投与群、および Ad5F35/MK 投与群に振

り分け、各群 6匹のマウスを使用する。治療

前より 1週間ごとに腫瘍体積を測定し、抗腫

瘍効果を検討する。また、非治療群の最大腫

瘍体積がマウス体重の 10%に到達した時点で

マウスを兵庫医科大学での動物実験規程に

従って屠殺し、治療部位の病理組織学的検討

を行う。 
 
４．研究成果 

(1)キメラ型細胞融解性アデノウイルス

(Ad5F35/MK）ベクターの作製 

Ad5 のファイバー・ノブ領域を Ad35 のファ

イバー・ノブ領域で置換したプラスミドベク

ター(pAd5F35)を作製した。マルチクローニ

ング部位とその 3’下流に E1A、E1B 遺伝子を

有するプラスミドベクター(pS-PL/E1A-E1B)

を作製し、腫瘍特異性プロモーターとして MK 

プロモーターをマルチクローニング部位に

挿入した。上述の両プラスミドベクターを制

限酵素 I-CeuI と PI-SceI で切断した。得ら

れた断片をライゲーションして 、1本のプラ

スミドベクターとした。得られたプラスミド

ベクターに PacI 処理を加えて、293 細胞に



トランスフェクションすることで、キメラ型

細胞融解性アデノウイルスベクターである

Ad5F35/MK ベクターを作製した。作製した

Ad5F35/MK ベクターを、293 細胞へ感染させ

ることで増殖させた後、Ad5F35/MK ベクター

を精製し、精製されたウイルスの生物的およ

び物理的タイターを測定した。 

 

(2)ヒト膀胱癌細胞株における抗腫瘍効果の

検討 

 用いたヒト膀胱癌細胞株(253J、5637、

KK-47、T24、TCCSUP、UMUC-3)のうち、T24、

TCCSUP において、CAR の発現が低下している

ことを確認した。また、CD46 は全てのヒト膀

胱癌細胞株において293細胞と同等のレベル

で発現していることを確認した。一方、MK の

発現は、5637 において 293 細胞と同等のレベ

ルで発現しており、253J、KK-47、T24、TCCSUP

においては293細胞よりも発現レベルが低く、

UMUC-3において293細胞よりも非常に低いこ

とを確認した。そこで、ヒト膀胱癌細胞株に

対するAd5F35/MKベクターの抗腫瘍効果を調

べたところ、MK 発現が低かった UMUC-3 以外

の全ての細胞株においてAd5F35/MKベクター

による抗腫瘍効果を確認することができた。

また、KK-47、UMUC-3 細胞株以外ではファイ

バー・ノブ領域の置換による抗腫瘍効果の増

強を確認することができた。 

 

(3)マウスを用いた抗腫瘍効果の検討 

(1)、(2)の結果から、CAR 低発現膀胱癌細

胞株を用いて作製した膀胱癌皮下移植マウ

スにおいても抗腫瘍効果があることが期待

された。そこで、CAR 発現が低レベルである

ヒト膀胱癌細胞株T24を用いて膀胱癌皮下移

植マウスを作製し、Ad5F35/MK ベクターの抗

腫瘍効果を検討した。腫瘍が形成された局所

にアデノウイルスベクター1x1010 virus 

particles/マウスの条件で皮下投与し、その

抗腫瘍効果を調べるために腫瘍径を経時的

に測定した。Ad5F35/MK 投与群では PBS 投与

群と比較して、腫瘍体積の増加が抑制される

ことが観察された。一方、Ad5F35/MK 投与に

よる体重減少は観察されなかったことから、

強い副作用はないと考えられた。 

これらの結果は、Ad5F35/MK は遺伝子治療

薬として臨床への応用が可能であると示唆

している。 
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