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研究成果の概要（和文）：新規消化管アデノウイルスAd65、Ad67の大腸癌細胞株に対する癌殺傷効果を腸管指向
性から検討した。各種がん細胞株で大腸癌細胞由来細胞株に対して高い指向性を示した。ファイバー改変型ベク
ターAd5/65-CMV-EGFPを用いてreceptorを解析し、CAR-dependentとCAR-independentの2種の感染経路が関与して
いた。腸内環境におけるacid pHでの安定性はAd5とAd65に差を認めなかった。
Colon cancer stem cellへの感染能（fiber-modified GFP vector）、増殖能（burst assay）の評価準備段階で
ある。

研究成果の概要（英文）：Oncolytic viruses, which selectively kill colon cancer cells but not normal 
cells, were assessed from digestive tropism in newly isolated human enteric adenoviruses Ad65 Ad67. 
Higher tropism was shown for colorectal cancer cell lines selectively in various cancer cell lines. 
We constructed the fiber-modified adenoviral vector which is an Ad5-based replication defective 
vector having the Ad65 fiber knob. Using this vector, we showed that Ad65 used two types of 
CAR-dependent (coxsackie and adenovirus receptor) and CAR-independent as a cellular attachment 
receptors. The stability of the virion in the acid pH which was enteral environment did not show 
differences between Ad5 and Ad65.
The evaluation of infection (fiber-modified GFP vector) and replication (burst assay) to colon 
cancer stem cell are preliminary stages.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 

高齢化に伴う癌罹患率の増加や集学的

治療による癌生存率の向上が見られ、更

なる向上を目的とした新規治療法の開

発や身体的に治療制限のある癌患者に

対する副作用の少ない安全な癌特効薬

として遺伝子治療に寄せられる期待は

大きい。なかでも治療用の DNA を標的癌

細胞に効率よく導入するためのアデノ

ウイルスベクターを用いた臨床試験が

多く試みられてきた。一方で癌細胞だけ

でなく正常細胞への遺伝子導入から副

作用が発現する危険性もある。そこでウ

イルス自体の感染性と増殖能を利用し

た「ウイルス治療」が期待されるように

なった。病原体であるウイルスは、標的

臓器に感染すると自己複製し病原性を

発揮する。ウイルス自体を癌細胞・組織

に感染させて、細胞内で自己複製させる

ことにより①ウイルス毒性による直接

的な癌細胞の殺傷効果②ウイルスの周

囲組織への感染免疫賦活による抗腫瘍

効果③癌免疫賦活による全身における

抗腫瘍効果④正常細胞には感染しない

制限増殖能などの特徴を持つ。 

本研究で使用するアデノウイルスは新

種の消化管（腸炎）アデノウイルスであ

り、これまでの遺伝子治療やベクターに

利用された報告はない。消化管ウイルス

と大腸癌との関係性を見出すことは、結

果として消化管ウイルスとウイルス性

腸炎発症の機序の解明に貢献する期待

もある。新規消化管アデノウイルスベク

ターによる新たな癌幹細胞治療は難治

性大腸癌患者の治療選択肢の一つにな

りえる。 

 

２．研究の目的 

切除不能進行再発大腸癌に対する手術、

抗癌剤、放射線による生存期間中央値は

23 か月と延長したが、更なる延長を期待

する治療法はないのが現状である。そこ

で腸炎ウイルスに由来する「新規消化管

アデノウイルスに由来する腫瘍溶解療

法」は、正常細胞内では増殖できず、標

的とする癌細胞の受容体へ選択的に感

染し増殖するウイルスベクターを投与

し、ウイルス自体による細胞溶解効果や

抗腫瘍免疫の誘導、アポトーシスによる

局所腫瘍縮小効果に加えて、全身感染に

よる遠隔転移巣の抗腫瘍効果を期待し

た新しい治療法である。また癌治療の妨

げとなる癌幹細胞において、iPS 細胞由

来の大腸癌幹細胞モデルを構築し、本治

療法による抗腫瘍効果を評価しオーダ

ーメード治療へ展開する事が目的であ

る。 

 

３．研究の方法 

(1) 新規消化管アデノウイルスを用いたベ

クターの作製 

(2) 新規消化管アデノウイルス各血清型

（Ad61、Ad65、Ad67）の siRNA を用いた

レセプター同定 

(3) iPS による大腸癌幹細胞様細胞・前駆細

胞の培養、再生 

(4) 癌幹細胞様細胞における新規消化管ア

デノウイルスベクターの動物実験（マウ

ス） 

 

(1) －１ 新規消化管アデノウイルスベクタ

ーの作製。PCR により増幅した共通配列

を持つ DNA 断端をベクターに組み込む方

法は Gibson Assembly 法を用いた。36Kbp

の大きな Easy-Track へ戻しサブクロー

ニング、プラスミドの作製を経て新規ア

デノウイルスベクターを作製した。 

(2) －１レセプターの同定は、確実で簡易な

siRNA を用いておこない、分子生物学的

手法を組み合わせた。dsg2 siRNA (h), 



CD46 siRNA (h), CAR siRNA (h) 

(3) －１大腸癌幹細胞の培養、AdV 感染能力

の検討、ウイルス力価の至適化を行う。

マウスへ移植し癌幹細胞、前駆細胞の再

生実験を行い、癌幹細胞に対する抗腫瘍

実験 in vitro へ移行する。 

(4) －１癌組織再生から自己癌細胞を再生し、

新規消化管アデノウイルスベクターを投

与し抗腫瘍効果を解析する。Receptor 

Booster kit による感染効率の比較実験

を行い、更なるレセプターターゲティン

グ治療の精度を上げる。 

(5) －１新規消化管アデノウイルスベクター

へ遺伝子導入を行う。治療用の遺伝子と

して抗腫瘍サイトカイン（ＧＭ－ＣＳＦ

など）の遺伝子をコードしたＤＮＡを用

いた遺伝子治療へ移行する。担癌マウス

に１日おきに５回腫瘍局所内投与し、マ

ウス大腸癌の局所，転移巣に対する本治

療による免疫賦活経路と抗腫瘍評価を行

う。異なる投与方法による免疫発現状況

から機能経路を解析し、免疫賦活、発現

消退、効果持続を把握し，全身への投与

方法、回数を検討する。 

 

４．研究成果 

各種がん細胞株を用いた TCID50 では、大腸

癌細胞由来細胞株に対して高い指向性を示

した。 

 

ファイバー改変型ベクターAd5/65-CMV-EGFP

を用いた FACS 解析により Ad65 は Ad5 の感染

パターンに類似していた。 

 

 

fiber の realtime PCR でウイルス量を測定し、

A549では同じ腸管親和性を有するAd9のプラ

ークサイズは Ad65 よりも小さかった。更に

ファイバー改変型ベクターAd5/65-CMV-EGFP

を用いて attachment receptor を解析し、

HeLaやSW480では主にCARを用いていること

が明らかとなった。Ad65 は Ad9 と同様、

CAR-dependent と CAR-independent の 2 種の

感 染 経 路 が あ る こ と が わ か り 、

CAR-independentとして、ITGAV-KO hiPSCs を

用いた実験から ITGAV が示唆された。腸内環

境での安定性や細胞内での複製効率が腸管

tropism を規定しているかについて検討し、

acid pH の安定性は Ad5と Ad65 とではっきり

した差を認めなかった。 

本研究をより大腸癌へ特化するために、

Colon cancer stem cell へ の 感 染 能



（ fiber-modified GFP vector ）、増殖能

（burst assay）の評価が必要で準備段階で

ある。また野生型 Ad40, Ad5, Ad61, Ad65, 

Ad67 などの腸内環境 acidic pH や腸内細菌叢

における virion の安定性を検討する予定で

ある。 
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