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研究成果の概要（和文）：我々が以前開発した腫瘍選択的増殖型アデノウイルス製剤(Telomelysin)の投与は現時点で
は局所投与に限定されるが、その全身投与の可能性を検討するために、GFP蛋白を発現するTelomelysin(TelomeScan)の
プラスミドDNAを、リポソームに包埋した複合体(Lipo-TelomeScan-pDNA)の治療効果をin vitroにおいて検討したとこ
ろ、種々のヒト固形腫瘍に対して抗腫瘍効果を認めた。中でもHCT-116(ヒト大腸癌細胞株)に対してはコントロールプ
ラスミドDNAと比較し容量依存的に有意に高い抗腫瘍効果を認め、現在マウス背部皮下腫瘍に対して治療効果確認中で
ある。

研究成果の概要（英文）：We previously established telomerase-specific oncolytic adenovirus (Telomelysin). 
Since the application of Telomelysin is basically restricted to local injection because of nonspecific cap
ture in the liver and inactivation by immune system, we investigated the possibility of systemic delivery 
of Telomelysin by combining with one of the common nanomaterials, liposomes. TelomeScan, modified Telomely
sin expressing green fluorescent protein (GFP), was alternatively used in this study. TelomeScan plasmid D
NAs encapsulated by liposomes (Lipo-TelomeScan-pDNA) showed potent cytotoxic effects in vitro study agains
t various types of cancer cells by yielding vigorous virus progenies. Especially, Lipo-TelomeScan-pDNA pro
duced significantly strong cytotoxic activity against HCT-116, a human colon cancer cell line, compared to
 control plasmid DNA encapsulated by liposomes. In vivo examination is ongoing to evaluate the availabilit
y of Lipo-TelomeScan-pDNA for systemic delivery.
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍内でのみ選択的に増殖するアデノウイ
ルスを用いたがんウイルス療法は、既存の放
射線や抗癌剤とは異なるメカニズムで細胞
死を誘導する新規治療法のひとつである。し
かしながら、中和抗体の存在や肝臓への取り
込みのために全身投与による治療効果は乏
しく、その使用が腫瘍内投与に限られている
のが現状である。一方、ドラッグデリバリー
の分野ではナノサイズ (数十～数百 nm)のキ
ャリアの有効性が示されており、様々なナノ
デバイスを用いたドラッグキャリアが開発
されている。 
我々は、腫瘍内で特異的に活性の高いヒトテ
ロメラーゼ逆転写酵素 (hTERT)のプロモー
ターにより増殖を制御される腫瘍選択的増
殖型アデノウイルス製剤 (Telomelysin、テロ
メライシン)を開発し (Kawashima T et al. 
Clin Cancer Res. 2004)、近年米国にて各種
固形腫瘍に対する第Ⅰ相臨床試験を終え、そ
の人体における安全性・体内動態を確認した。
現在岡山大学において頭頚部・胸部悪性腫瘍
に対する放射線との併用による臨床研究を
申請中であるが、これは申請者が行ったテロ
メライシンと放射線との併用効果の研究 
(Kuroda S et al. Cancer Res. 2010) (Kuroda 
S et al. Acta Med Okayama. 2012)に基づい
て立案されたものである。 
申請者は近年、陽イオンリポソームのひとつ
であるDOTAPコレステロールを用いた遺伝
子治療の研究や、他のナノデバイスを用いた
癌治療の研究に携わって来ており (Kuroda 
S et al. Pan Stanford Publishing Pte Ltd. 
2011) (Yokoyama T et al. PLoS One. 2011)、
このたびこれらの経験と知識を生かしてテ
ロメライシンをナノデバイスを用いること
で全身投与可能や製剤へと発展させること
が可能ではないかという発想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、核酸 (DNA や RNA など)のデ
リバリーに適した陽イオンリポソームを用
いてアデノウイルス DNA のナノキャリアを
作成し、がんに対する全身投与での治療効果
を検討する。 
 
３．研究の方法 
本研究では蛍光顕微鏡にて視覚的にウイル
スの増殖を確認することができる、GFP蛋白
を発現する Telomelysinである TelomeScan
を使用した。 
（１）TelomeScan-pDNAの作成と複製 
（２）H1299（ヒト肺癌細胞株）に対する
TelomeScan-pDNA とリポソームの複合体
（Lipo-TelomeScan-pDNA）の感染性と凍結
融解法による活性を有するウイルス産生の
確認 
（３）in vitro における種々のヒト消化器固
形腫瘍に対する Lipo-TelomeScan-pDNA の
治療効果の検討 

（４）in vivoにおけるHCT-116マウス背部
皮下腫瘍に対する Lipo-TelomeScan-pDNA
の治療効果の検討 
 
４．研究成果 
（１）大腸菌を用いて TelomeScan-pDNAの
複製を行い、電気泳動にてその質的評価を行
った。＜図１＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図１＞TelomeScan-pDNAの複製 
 
（２）H1299（ヒト肺癌細胞株）に対する
Lipo-TelomeScan-pDNA の感染性は容量依
存的に増大し、感染後７２時間で最大となっ
た。＜図２＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜ 図 ２ ＞ H1299 に 対 す る
Lipo-TelomeScan-pDNAの感染性 
 
また、凍結融解法（Freeza-thaw procedure）
にて、Lipo-TelomeScan-pDNA感染細胞内で
生物学的活性を有する TelomeScan（アデノ
ウイルス）が産生されていることを確認した。
＜図３＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜図３＞凍結融解法による活性ウイルス産
生の確認 

 

 

 



（３）種々のヒト消化器固形腫瘍に対する
Lipo-TelomeScan-pDNAの感染性、細胞障害
活性を幅広く検討し、最も効果の期待できる
HCT-116（ヒト大腸癌細胞株）に対する細胞
障害活性を GFP 発現コントロールプラスミ
ドとリポソームの複合体（Lipo-GFP-pDNA）
と 比 較 検 討 し た と こ ろ 、
Lipo-TelomeScan-pDNA が容量依存性に有
意に細胞増殖を抑制した。＜図４＞＜図５＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜ 図 ４ ＞ Lipo-TelomeScan-pDNA の
HCT116細胞株に対する感染性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜ 図 ５ ＞ Lipo-TelomeScan-pDNA の
HCT-116細胞株に対する細胞障害活性 
 
（４）BALB/cヌードマウスにHCT-116細胞
の 背 部 皮 下 腫 瘍 を 作 成 し 、
Lipo-TelomeScan-pDNA の腫瘍内投与によ
る治療効果を Lipo-GFP-pDNA と比較検討
中である。 
 
今後、通常免疫を有する BALB/cマウスを用
いて、Lipo-TelomeScan-pDNA全身投与後の
アデノウイルス中和抗体価を、アデノウイル
スである TelomeScan全身投与後の中和抗体
価と比較する予定である。 
 
in vivo における追加の検討が必要な状況で
はあるが、本研究において、腫瘍選択的増殖
型アデノウイルスのプラスミド DNA をナノ
キャリアを用いて投与することで、ウイルス
自体と同様の治療効果を期待できることを
確認できたことは、我々の開発したテロメラ
イシンの適応拡大につながるだけでなく、ウ
イルス療法全体の癌治療に対する適応拡大

に寄与する可能性を秘めている。 
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