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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が開発した腫瘍溶解アデノウイルス（AdΔE4）を応用して、がん細胞のみ
が発行し、蛍光を照射するとがんを可視化できるシステムを構築することを目的とした。当初、ウイルスのゲノム中に
緑色蛍光タンパク（GFP）遺伝子を組み込んだウイルスを作成することを目的としたが、GFPの発現アデノウイルスとAd
ΔE4を同時に感染させる手法も効率的であることを見出し検討した。その結果、両ウイルスを感染させたがん細胞は特
異的に発光し、正常細胞では発光が弱かった。これらの結果より、AdΔE4とGFP発現アデノウイルスを共感染すること
により腫瘍センサーとして機能することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a cancer sensor by applying oncolytic adenovirus 
which we exploited in the previous study. We didn’t succeed to produce a GFP including adenovirus, but 
noticed that the co-infection of two kinds of viruses, a GFP-expressing adenovirus and an our oncolytic 
adenovirus, is available for a cancer sensor. In cancer cell such as HeLa and H1299, GFP was activated by 
co-infection with our oncolytic adenovirus, whereas it was not activated in normal BJ cells. The data 
indicates that co-infection of these virus is suitable for a cancer sensor.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

アデノウイルスは、古くから発がんモデル

として研究され、最近では遺伝子治療用のベ

クターとしても使われている。初期遺伝子群

の一つE4領域には6種類の遺伝子が存在し、

アデノウイルスの複製に必須で、発がん活性

も持つことが知られている。申請者は E4 領

域の遺伝子が、AU-rich element (ARE)を持

つmRNA（がん遺伝子など主に細胞の増殖に

関わる遺伝子の mRNA）を恒常的に核外輸

送・安定化し、細胞がん化に寄与することを

見いだした。この ARE-mRNAの輸送・安定

化による細胞がん化機構は、ウイルスによる

がんだけでなく大多数のがんの発生原因で、

しかも悪性度と輸送・安定化の程度は相関す

ることが申請者達を含む多くの研究グルー

プにより解明された。 

また、ARE-mRNAの核外輸送・安定化は

アデノウイルスの複製にも必須で、申請者

は E4 領域を欠失したアデノウイルス

（AdΔE4）は、正常細胞では増殖しないが、

ARE-mRNAがあらかじめ核外輸送・安定

化されているがん細胞では複製すること

を見出し、現在 AdΔE4 を腫瘍溶解ウイル

スとして開発している。本研究ではAdΔE4

に緑色蛍光タンパク(GFP)遺伝子を組み込

んだウイルス（AdΔE4 センサー）を作成

し、がん細胞での AdΔE4 の増殖に伴い

GFP が発現するシステムを構築すること

を当初の目的とした。 

これまでに腫瘍溶解アデノウイルスと

GFPを発現する目的で作製されたGFP発

現アデノウイルスとを共に細胞に感染さ

せ、がん細胞を特異的に発光させる手法も

報告されている。これは GFP 発現アデノ

ウイルスには含まれていないウイルス遺

伝子 E1A が、腫瘍溶解ウイルス側から提

供されることにより、本来は増殖すること

のない GFP 発現アデノウイルスが増殖す

るため、発光が強くなるというのがその機

序である。本研究でもこの手法を検討する

ことにした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、我々が開発した腫瘍溶解アデ

ノウイルス（AdΔE4）を応用して、がん細胞

のみが発行し、蛍光を照射するとがんを可視

化できるシステムを構築することを目的と

した。そのために、GFP発現用のアデノウイ

ルスと AdΔE4 を同時に感染させ、がん細胞

が特異的に発光するか解析した。 

 

３．研究の方法 

(1) AdΔE4を用いた CPE assay 

がん細胞として HeLa（子宮頸がん細胞）、

H1299（肺がん細胞）を用い、正常細胞とし

て BJ（陰茎線維芽細胞）を用いて、CPE

（Cytopathic effect；細胞変性効果）を検討

した。各細胞に、MOI（multiplicity of 

infection）が、0.1、0.5、1、10、100 pfu(plaque 

forming unit)/cells になるように AdΔE4 を

感染させ、1～2週間後に生き残った細胞をク

リスタルバイオレットで染色した。 

(2) AdΔE4 と GFP発現用アデノウイルスの

感染 

HeLa、H1299、BJ 細胞に GFP 発現アデノ

ウイルスをMOI 1の力価で感染させ、12時

間後蛍光顕微鏡を用いて各細胞を観察した。

次に、同細胞に同様に GFP 発現アデノウイ

ルスと、同時に AdΔE4をMOI 10で感染さ

せ、12時間後蛍光顕微鏡で細胞を観察し，写

真撮影を行った。 

 

４．研究成果 

(1) AdΔE4を用いた CPE assay 

概略でも述べたように、GFP発現アデノウ

イルスと AdΔE4 を同時に感染させる手法が

より強い効果を持つと考え検討した。この実

験系では、増殖に必須な E1A 遺伝子を持た

ず、自立増殖できない GFP 発現アデノウイ



ルスが、AdΔE4が発現する E1Aにより増殖

することにより、より強く発光する。従って、

この方法が成功する前提として AdΔE4 がが

ん細胞特異的に増殖することが必須になる。 

そこで、AdΔE4が実際にがん細胞に対して

効果があるか、CPE assayを行った。Fig. 1

に示すように、HeLa細胞では、MOIが 0.1

の場合、細胞がほとんど生き残ったが、0.5、

1 ではかなり細胞がウイルスの効果により減

少した。さらに、MOI が 10、100 の系では

ほとんどの細胞が死に、ウイルスの効果が顕

著に認められた。また、肺がん細胞 H1299

の実験系では、0.1 で HeLa 細胞より効果が

見られ、0.5、1でも同様に細胞死が認められ、

HeLa同様 MOIが 10、100でほぼ細胞が全

滅した。一方、正常細胞 BJ に AdΔE4 を同

様に感染させた実験系では、MOI が 100 の

場合でも細胞死は認められず（Fig. 1）、

AdΔE4 は正常細胞に対しては効果を持たな

いことが明らかになった。これらの結果は、

AdΔE4ががん細胞特異的に増殖し、宿主細胞

の細胞死を誘導することを示している。 

 

(2) AdΔE4 と GFP発現用アデノウイルスの

感染 

次に、GFP発現アデノウイルスと AdΔE4

の同時感染が、腫瘍センサーとして利用でき

るか検討するために、がん細胞と正常細胞に

両ウイルスを感染させ、正常細胞よりがん細

胞の方が発光量が多くなるか観察した。   

HeLa、H1299、BJ 細胞にまず GFP 発現ア

デノウイルスを単独で MOI 1 の力価で感染

させ、12時間後蛍光顕微鏡を用いて各細胞を

観察した。その結果、それぞれの細胞で発光

がみられた（Fig. 2～4）。これは GFP発現ア

デノウイルスが本来持っている機能で、感染

した細胞でウイルスゲノム中の GFP 遺伝子

が発現した結果である。次に、同様の細胞に

GFP 発現アデノウイルスと、同時に AdΔE4

をMOI 10で感染させ、12時間後蛍光顕微鏡

で細胞を観察し、写真撮影を行った。その結

果、がん細胞の HeLa、H1299 では、GFP

発現ウイルス単独感染に比べて、両方のウイ

ルスを感染させた方が顕著に発光量が多か

った（Fig. 2, 3）。それに対し、正常細胞に両

ウイルスを感染させた系では、がん細胞ほど

の発光量の差はなかった（Fig. 2）。これらの

結果は、がん細胞では AdΔE4 が増殖できる

ため細胞中の E1A 量が増加し、その結果

GFP 発現ウイルスも複製するため、GFP 量

も増加したため起こった現象であると考察

できる。 

 

 



 

本研究から、GFP 発現アデノウイルスと

AdΔE4を同時に感染させると、がん細胞の方

がより強く発光することが明らかになり、こ

の結果は両方のウイルスを感染させる手法

が腫瘍センサーとして有用であることを示

している。   
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