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研究成果の概要（和文）：食道がんは日本人での頻度が高く、進行症例や化学療法無効症例では緩和ケアー等に
移行することになり、多くの場合予後不良である。東アジア人の当該患者における全ゲノム配列決定の結果によ
ると、p53遺伝子とその下流の異常が約半数以上の症例で見られ、これは同経路の正常化が主たる治療目標であ
ることを示唆している。そこで本研究では、従来の治療法とは全く異なり、組換型で増殖性アデノウイルスによ
る遺伝子医薬、およびp53経路の活性化に関与する分子標的薬の有用性について検討し、p53経路の活性化が同遺
伝子医薬の殺細胞効果を増強することを見出した。しかし、当該分子標的薬で有用性を示したものはなかった。

研究成果の概要（英文）：Esophageal carcinoma remains intractable despite therapeutic multi-modality 
when it develops into an advanced case or became chemotherapy-resistant. A next-generation 
sequencing technique revealed that a majority of the patients in East Asia had aberration of p53 
gene and the down-stream pathways, which consequently indicated that the p53 pathways was the major 
therapeutic target. We then investigated a novel therapeutic approach to augment the p53 pathways 
with gene medicine and a molecular targeted agent. Recombinant replicative adenoviruses (Ad) induced
 up-regulated p53 expression and produced cytotoxic effects on esophageal carcinoma cells. 
Transduction of the cells with the wild-type p53 gene increased the cytotoxicity but the replicative
 Ad numbers decreased. In contrast, molecular targeted agents which stabilize the wild-type p53 in 
the terms of ubiquitination or functionally convert mutated p53 into the wild-type were not 
effectively cytotoxic to esophageal carcinoma.

研究分野：遺伝子治療
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１．研究開始当初の背景 
進行食道がんや化学療法耐性となった食道
がんは予後不良であり、その治療法の進展は
予後の改善にとって重要である。従来の研究
から食道がんは p53 遺伝子型によらず、p53
分子の強制発現に対して感受性を有してい
ることが判明している。そこで同経路を標的
として、（１）従来の抗がん剤とは作用機序
が全く異なる遺伝子組換えアデノウイルス
を用いて、p53 経路を活性化する遺伝子医薬
の有用性、（２）p53蛋白分解過程を阻害する、
あるいは同経路を増強する分子標的薬剤を
用いて、それ殺細胞効果を検討する。また、
（３）遺伝子医薬と分子標的薬剤の併用効果
における細胞死の機序を検討し、p53 経路あ
るいは非 p53経路に影響を与えるシグナル経
路を解析し、in vivo実験を通じて当該治療戦
略の有用性を解析する。 
 
２．研究の目的 
（１）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（Ad）は強力な融解
能を保持している。そこで、このウイルスの
増殖に必須で、ウイルスや宿主細胞の遺伝子
発現を制御する E1 領域遺伝子を、腫瘍で特
異的に発現させれば、腫瘍に特異性を有した
細胞融解を引き起こすことが可能である。こ
の理論的基盤に基づいて、制限増殖型のアデ
ノウイルスが作成されその抗腫瘍効果が検
討されてきている。本研究では消化器がんで
高頻度に発現上昇が見られる遺伝子ミッド
カイン（MK）およびのサバイビン（Sur）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（Ad-MK, Ad-Sur）を
作成し、その抗腫瘍効果を検討する。 
 
（２） p53 分子は主にユビキチン化
ubiquitination によって分解されることは知ら
れている。また、そのユビキチン化には
MDM2 分子と MDM4 分子とが深く関与して
いる。MDM2は p53分子と結合して、p53分
子のユビキチン化を引き起こし、MDM2分子
と構造が類似しているMDM4分子は、MDM2
分子と結合して同分子のユビキチン化に関
与している。そこで、MDM2-p53分子の結合
阻害薬、あるいは MDM4 分子の阻害薬を使
用すれば、p53の分解を阻止でき細胞内の p53
分子が安定化によって p53経路の活性化が期
待できる。そこでMDM2-p53分子の結合阻害
薬である nutlin-3a、MDM4分子の阻害薬であ
る heat shock protein（HSP） 
90 阻 害 剤 （ 17-AAG ；
17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin, 
17-DMAG; 
17-(Dimethylaminoethylamino)-17-demethoxyge
ldanamycin）の抗腫瘍効果について解析する。
一方高 Ca 血症の治療薬で第三世代のビスフ
ォスフォネート製剤であるゾレドロネート
（ZOL；zoledronate）は、ヒトの腫瘍に直接
作用しアポトーシスを誘導する。このとき、

低分子 G 蛋白質のプレニル化阻害によって
当該分子機能を阻害する ZOLが、p53蛋白の
発現をも上昇させて細胞傷害活性を誘導す
る。したがって、ZOLも食道がんに対して検
討すべき薬剤である。 
 
（３）上記アデノウイルスによる細胞傷害活
性に、p53 発現を上昇させる薬剤を併用する
ことによって、どのような効果が生じるかを
検討する。アデノウイルスの感染による E1A
発現とウイルス増殖に伴う DNA 傷害のセン
サー機構は、内因性の p53分子の発現を上昇
させる一方で、p53 経路の活性化は細胞死を
誘導する。したがって、アデノウイルス増殖
の際に p53経路の活性化は抗腫瘍効果にどの
ような影響を与えるかは正確には不明とい
わざるを得ない。 
 
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： 
食道がんで高い転写活性の有するミッドカ
インおよびサバイビン遺伝子の転写調節領
域（5'上流側 604、521bp のゲノム DNA）を
pShuttle2-PL/E1A-E1B ベクターの E1 領域遺
伝子部位に組み込んだ。さらに上記の DNA
を制限酵素で切断後、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と
結合させた（Ad-MK, Ad-Sur）。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。このファイバー構造
領域の置換は、ウイルスの標的細胞への感染
効率を向上させるためである。従来のタイプ
5 型ウイルスの感染効率は、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、多くの消化器がんにお
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した。
35型ウイルスの細胞受容体は、CD46分子で
あり、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タイプ 5 型から 35
型へ置換することにより、腫瘍への感染効率
の向上を図ることができる。 
 
（２）抗腫瘍効果の検討： 
アデノウイルスを、一定のウイルス量でヒト
食道がん細胞に感染させ、その後の細胞生存
率に関して WST 法を用いて検討した。分子
標的薬についても、同様に WST 法によって



その抗腫瘍効果を検討した。また、制限増殖
型アデノウイルスと p53分子を発現するアデ
ノウイルス（Ad-p53）を同一の細胞に感染さ
せるときは、受容体が競合することを避ける
ため、Ad-p53はタイプ 5型のウイルスを使用
した。 
 
（３）制限増殖型ウイルスと p53に作用する
分子標的薬の作用機序についての検討： 
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。ウイ
ルス量は tissue culture infectious dose（TCID50）
法を使用して測定した。 
 
４．研究成果 
（１）制限増殖型アデノウイルスの抗腫瘍効
果とその解析： 
9 種類の食道癌細胞株を用いて、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も、ファイバー領
域置換型ウイルスが細胞傷害活性を有して
いた。但し、CD46 分子の発現レベルと細胞
傷害活性の間に相関性はなく、また転写調節
領域がミッドカインであれサバイビンであ
れ、当該遺伝子発現と細胞傷害活性の間にも
相関性がなかった。この時ウイルス感染細胞
の細胞周期を検討すると、G2/M期が上昇し、
またウイルス増殖を示す hyperploidy 分画が
増加し、時間経過とともに sub-G1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、初期遺伝子産物の E1Aが発現し、その
後後期遺伝子産物であるヘキソン蛋白が増
加した。一方リン酸化 pRB蛋白が減少した細
胞と増加した細胞があり、これらは細胞周期
の回転によるウイルスの増殖、増殖ウイルス
による細胞周期の停止の局面の相違、ウイル
ス増殖のフェーズによる違いを反映してい
ると考えられた。 
細胞死に関してウエスタンブロット法に
より解析すると、PARP 分子、caspase-3 分子
の切断がみられ、一方で caspase-8 および
caspase-9の切断も生じていた。すなわち、外
因性および内因性のアポトーシスが誘導さ
れていた。また Bcl-xl 分子の発現が低下し、
DR5 分子発現が上昇する一方で、Bid 分子の
truncationはほとんど検出されなかった。また
Atg5、Beclin-1 分子の発現は変化せず、
LC3A/B Iから IIへの移行もごく僅かであり、
当該ウイルスによる細胞傷害活性に関して
オートファジーの関与は少ないと考えられ
た。 
 
（２）分子標的薬の抗腫瘍効果： 
MDM2と p53の結合を阻害する nutlin-3aは内
因性 p53分子の増加を誘導する。一方使用し
た 9種類の食道がんの p53遺伝子型は野生型

（ TE-2,TE-11,YES-4,YES-6 ） と 変 異 型
（TE-1,TE-10,YES-2,YES-5,T.Tn）が混在して
おり、p53 分子の発現増加による同経路の活
性化が見られれば、p53 遺伝子型にほぼ一致
して細胞傷害活性が観察されるはずである。
しかし、WST 法による nutlin-3a に対する感
受性は、すべての食道がん細胞で同一であり、
この結果は使用した食道がんでは p53経路が
失活している可能性を示唆している。HSP90
分子の機能は多彩であり、多くの蛋白質のシ
ャペロン分子として作用する。そのなかの一
つが MDM4 であり、同分子の阻害剤は結果
的に MDM4 機能を阻害することになる。ま
た MDM4 分子は p53 のユビキチン化には直
接関与しないが、間接的に MDM2 と複合体
を形成することにより、同ユビキチン化を阻
害する。事実、HSP90 阻害剤を使用すると、
内因性p53発現が増大する一方で、変異型p53
分子の一部ではあるが、その機能を修正し野
生型の p53機能を回復することも可能である。
そこで、HSP90 阻害剤である 17-AAG と
17-DMAG に対する上記 9 種類の食道がん細
胞の感受性を検討すると、p53 遺伝子型によ
らず感受性に差はなかった。また ZOLを使用
した食道がんの感受性を検討したが、これに
ついても p53遺伝子型によらず、ほぼ同様な
細胞傷害活性が誘導されていた。このことは、
上記食道がんにおける p53経路は失活してい
る可能性を示唆している。一方で、Ad-p53を
食道がんに感染させると、すべての細胞で類
似したウイルス量で細胞死を誘導できるこ
とは、当該細胞では p53 遺伝子型によらず、
p53 経路が活性化していることを意味してい
る。したがって、細胞処理後の p53分子の発
現量の差が、分子標的薬と Ad-p53 の結果の
違いを反映していると想定された。 
 
（３）p53 経路の活性化による制限増殖型ウ
イルスの抗腫瘍効果への影響 
制限増殖型ウイルスは E1A発現や DNA損傷
シグナルによって、内因性で野生型 p53分子
の発現が増加するが、変異型p53の場合もp53
分子のリン酸化が生じるため、その応答性は
複雑になる。そこで、Ad-MKあるいは Ad-Sur
を、変異型 p53を有する T.Tnあるいは YES-2
細胞に感染させ、さらに受容体結合部位が異
なる Ad-p53 を感染させた。当該実験系にお
いては、増殖性ウイルス感染細胞において
p53 分子が発現し、内因性の変異型 p53 分子
に打ち勝って p53経路が活性化する。なおこ
の場合、制限増殖型ウイルスと Ad-p53 は相
互に感染効率を低下させないことが判明し
ている。この実験系において、細胞傷害活性
をそれぞれ単独のアデノウイルスによるも
のと比較して、CalcuSyn ソフトを使用した
Combination Indexで解析すると、相乗的な効
果を誘導したことが判明した。 
そこでこの併用効果を検討するために、産
生ウイルス量について TICD50 値を算出して
測定した。その結果、Ad-p53を感染させると



最終的な合成ウイルス量は非感染群に比較
して低下していたが、対照として用いた
Ad-LacZ（beta-galactosidase発現型）感染群で
は非感染群と同様なウイルス量を産生して
いた。さらに、増殖性ウイルスと Ad-p53 と
の併用では、感染細胞で p53分子の発現、お
よびリン酸化 p53（セリン残基 15および 46）
が、Ad-p53単独感染群に比較して上昇してお
り、これに対応するようにBax, Puma, Fas, p21 
14-3-3s 発現が、Ad-p53 単独群に比較して著
しく増加していた。すなわちこのことは、
Ad-p53の感染によって、細胞死誘導がおこり
産生ウイルス量が減少するものの、増殖性ウ
イルスによって外因性 p53分子の安定化が起
こり、細胞傷害活性が生じてものと想定され
る。活性化 p53経路が、ウイルス増殖に伴う
過程で一層強化された結果と解釈された。 
またこのAd-MKあるいはAd-SurにAd-p53
を併用した場合の、相乗的な細胞傷害活性は
ヌードマウスに食道がんを接種した動物実
験モデルにおいても実証された。 
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