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研究成果の概要（和文）：陰性荷電のアデノウイルスを陽性荷電の40％、55％、5％の比率で8mMの濃度で配合し
たリポソームDOPE/DOTAP/EPCで加工し、さらに腫瘍特異性を有する陰性荷電のコンドロイチン硫酸で加工したと
ころ、腫瘍特異的な抗腫瘍効果を示し、さらに抗アデノウイルス抗体存在下においても抗腫瘍効果を有する事が
明らかとなった。さらに、弱い陰性荷電のコンドロイチン硫酸が強い陽性荷電を有するリポソームを中和できて
いないため、強い陰性荷電を有するヘパリンで加工すると抗体存在下においても強力な抗腫瘍効果を示すことが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Negatively charged adenovirus was processed with positively charged 
liposomal DOPE/DOTAP/EPC formulated at a concentration of 8 mM at a ratio of 40%, 55%, 5% and 
further processed with negatively charged chondroitin sulfate having tumor specificity. Processed 
adenovirus showed tumor-specific anti-tumor effect even in the presence of anti-adenovirus antibody.
 Since weak negatively charged chondroitin sulfate was not able to sufficiently neutralize strongly 
positively charged liposomes, treatment with heparin having a strong negative charge shows a 
stronger antitumor effect even in the presence of the antibody as compared with 
adenovirus/liposome/chondroitin sulfate complex.

研究分野： 外科系臨床医学・産婦人科学

キーワード： 産婦人科学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
IAI.3B 遺伝子は、卵巣癌肺転移組織の高分子
領域からクローニングされた遺伝子で、卵巣
癌の腫瘍マーカーCA125 と類似した発現パ
ターンを示す (Campbell et al, Human 
Molecular Genetics, 1994)。我々は、IAI.3B
遺伝子プロモーターをクローニングしたと
ころ、卵巣癌特異的に非常に高い活性を有し、
また、アデノウイルス E1A 遺伝子プロモー
ターと置換してオンコリティックアデノウ
イルス AdE3-IAI.3B を作成すると、卵巣癌
特異的に増幅し、強力な抗腫瘍効果を示すこ
とを明らかにした(Hamada, K et al, Cancer 
Research, 2003)。アデノウイルス-p53 およ
び E1B 遺伝子欠損型オンコリティックアデ
ノウイルスは、それぞれ 2004 年、2007 年に
中国において世界で最初の癌遺伝子治療薬
として認可され実用化されている。これらの
癌遺伝子治療薬が欧米、日本において実用化
が困難となっているのは、抗体産生による感
染抑制により抗腫瘍効果が認められないこ
とにある。我々は、非小細胞性肺癌細胞の
A549 細胞を放射線照射して腫瘍形成能を消
失させ、オンコリティックアデノウイルス
AdE3-IAI.3B に感染させてキャリアー細胞
として用いることで、オンコリティックアデ
ノウイルス感染後死滅した細胞が断片化し、
このウイルス粒子を含有したキャリアー細
胞断片が、標的癌細胞に直接的に貪食作用に
より取り込まれ、抗体存在下においても感染
抑制を解除し、抗アデノウイルス CTL さら
には抗腫瘍免疫誘導によりきわめて強力な
抗腫瘍効果を示し、腫瘍内投与により卵巣癌
皮下腫瘍は根治することを明らかにした
(Hamada, K et al, Molecular Therapy, 
2007)。一方、卵巣癌の正常位モデルである
腹腔内播種性モデルにおいては、オンコリテ
ィックアデノウイルス単独感染キャリアー
細胞では抗腫瘍効果無く、アデノウイルス
-GM-CSF 共感染キャリアー細胞 2 回腹腔内
投与により完全治癒となることが明らかと
なった。 
最近、種々のキャリアー細胞を用いた遺伝子
治療が開発されているが、本キャリアー細胞
の問題点として癌細胞であり細胞由来の癌
遺伝子が host の細胞に integration される可
能性が否定できないこと、間葉系幹細胞等の
人由来の正常細胞は A549 ほどアデノウイル
ス産生能力が無く抗腫瘍効果も少ないこと、
細胞加工製品であるため保存に液体窒素か
－150 度の超低温層が必要、大量工業生産、
安定性、輸送等に問題があり、ロット間の抗
腫瘍効果に差が出て来易いこと、オンコリテ
ィックアデノウイルス由来の adenovirus 
death protein(ADP)により核膜が被薄化、分
葉化し細胞が脆弱化するため長期保存に問
題があり、ビーグル犬への安全性試験でキャ

リアー細胞の崩壊による急性 DIC による重
篤な副作用の懸念があること等のことがあ
げられる。さらに、アデノウイルス粒子含有
キャリアー細胞断片が腫瘍細胞に貪食され
る機構は、アデノウイルスの受容体経由の感
染に比べ時間がかかり効率が悪いため、より
オンコリティックアデノウイルスの抗腫瘍
効果を高め、さらに上記の種々の問題点を解
決するためには、キャリアー細胞に代わり直
接アデノウイルス表面のカプシド蛋白を加
工することにより抗体による感染抑制を解
除し、癌特異的抗原および受容体経由で感染
を成立させる新たな人口皮膜 (artificial 
envelope)を作成し、より効率的なオンコリテ
ィックアデノウイルスの癌特異的感染シス
テムを確立する必要がある。 
我々は、既にポリカチオンのポリエチレンイ
ミン(polyethyleneimine, PEI)とポリアニオ
ンの癌マトリックスでその受容体CD44が癌
に大量に発現するコンドロイチン硫酸
（chondroitin sulfate、CS）をオンコリティ
ックアデノウイルスに対し多重加工するこ
とにより、皮下腫瘍モデルおよび卵巣癌腹腔
内播種性モデルにおいてそれぞれ 80％と
60％の完全腫瘍退縮をきたすことを報告し
た(Yoshihara, C et al, Oncology Reports, 
2010)。しかしながら、静脈投与を行うと PEI
の毒性のため急性ショック死を引き起こし、
全身投与による転移性腫瘍の治療が不可能
となった。このため、従来より静脈投与にも
使用されてきた陽性荷電のリポソームを用
いて腫瘍特異的な CS を表面加工することに
より、全身投与可能な卵巣癌特異的な遺伝子
治療システムを構築する必要となった。 
 
２．研究の目的 
アデノウイルスは、陰性に荷電しており、陽
性荷電のリポソームと陰性荷電のコンドロ
イチン硫酸を多重加工し、腫瘍特異的な抗体
による感染抑制に影響されない腫瘍特異的
アデノウイルス感染システムを構築する。陽
性荷電リポソーム作成には、膜融合性脂質で
電 荷 を 持 た な い 膜 融 合 性 脂 質 DOPE
（L-dioleoyl phosphatidylethanolamine、ジ
オレオイルホスファチジルエタノールアミ
ン ）、 陽 性 荷 電 脂 質 の DOTAP
（ 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-prop
ane 、1,2-ジオレオイル-3-トリメチルアンモ
ニウム-プロパン）、中性りん脂質でリポソー
ム 安 定 作 用 を 有 す る EPC （ egg 
phosphatidylcholine、卵黄ホスファチジルコ
リン)を用いる。それぞれを種々の比率で配合
し 、 陽 性 荷 電 の リ ポ ソ ー ム
DOPE/DOTAP/EPC を作成しβ-gal 発現ア
デノウイルス Ad-β-gal を包埋し、抗アデノ
ウイルス抗体存在下でβ-gal の発現を見るこ
とにより、DOPE/DOTAP/EPC の至適配合比



率を決定する。至適配合比率を決定後、至適
濃度でないと各成分が非特異的に結合する
可能性があるため、DOPE/DOTAP/EPC の作
成時の至適濃度を決定する。アデノウイルス
を被覆加工するに際し、反応時間の選択、溶
媒の選択、マイクロミキサー・ボルテック
ス・スタラー・静置等の反応方法、反応容量・
アデノウイルス濃度・リポソーム濃度等の反
応至適条件の決定を行う。Ad-β -gal と
DOPE/DOTAP/EPC との反応条件が決定し
た後、陰性荷電のコンドロイチン硫酸を付加
し 同 様 に 反 応 条 件 の 設 定 を 行 う 。
DOPE/DOTAP/EPC の陽性荷電に対して、生
体物質であるコンドロイチン硫酸は陰性荷
電が弱いため、DOPE/DOTAP/EPC の陽性荷
電を充分に中和することが出来ない。このた
め、強い陰性荷電を有するヘパリンを用いて
最終的な DOPE/DOTAP/EPC の陽性荷電陽
性荷電の中和を試みて抗体存在下での遺伝
子発現量の改良を試みる。また、ヘパリンは
多くの蛋白と特異的に結合することが知ら
れており、こうしたヘパリン結合蛋白として
FGF1、FGF2、EGF、HB-EGF 等がある。
ヘパリン結合後の多重リポソーム加工アデ
ノウイルスに対して、さらにこれらの腫瘍特
異的に発現する蛋白との親和性そして抗体
存在下でのアデノウイルスの遺伝子発現に
対する効果について検討する。 
 
３．研究の方法 
５，Ad-β gal と DOPE/DOTAP/EPC の反応条件
を決定した後、腫瘍特異的 CD44 をその受容
体とする陰性荷電のコンドロイチン硫酸を
付加し、その至適反応量と反応条件を決定す
る。 
６，DOTAP の陽性荷電は強力であり、生体由
来物質であるコンドロイチン硫酸は陰性荷
電が相対的に弱く、DOTAP の陽性荷電を中和
できない可能性が高い。このため、コンドロ
イチン硫酸よりさらに強い陰性荷電を有す
るヘパリンを用いてコンドロイチン硫酸に
よって中和できていないDOTAPの残留陽性荷
電を中和して、血中血球および蛋白成分への
結合を抑制する。ヘパリンについては、通常
実験で使用されているヘパリンナトリウム
以外に、未分画ヘパリン、低分子ヘパリンに
ついて、また、ヘパリンは多くの製薬会社か
らも製造商品化されており、各会社において
製造方法および原材料およびその成分が異
なるためこうした点においても比較検討を
行う。 
７，ヘパリンは種々の成長因子にも結合し、
細胞増殖に関与している。このため、腫瘍特
異性を有するヘパリン結合蛋白質である EGF、
HB-EGF、FGF1、FGF2 等をさらに結合すること
により、コンドロイチン硫酸のみならず他の
腫瘍抗原を結合することにより、より広範囲

な癌組織に対するターゲティングが可能と
なることと思われる。 
８， DOTAP 以外のやや弱い陽性荷電を有する
脂 質 と し て は 、 DOTMA
（ N-(2,3-dioleyloxy)propyl 
-N,N,N-trimethylammonium ） 、 DD
（ didodecylammonium bromide ）、 DODAC
（dioctadecyldimethyl ammonium chloride）
DC-Chol （ 3 β
-N-(N',N',-dimethyl-aminoethane)-carbam
ol cholesterol ） 、 DMRIE
（ 1,2-dimyristoyloxypropyl-3-dimethylhy
droxyethyl ammonium ） 、 DOSPA
（ 2,3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxami
do)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminum 
trifluoroacetate）等があり、これらのアデ
ノウイルス被覆による抗体による感染抑制
の解除効果を Ad-βgal の発現、粒子径、ζ
電位、電子顕微鏡的検討により比較検討する。 
９，中性荷電脂質としてジアシルホスファチ
ジルコリン、ジアシルホスファチジルエタノ
ールアミン、コレステロール、セラミド、ス
フィンゴミエリン、セファリン、セレブロシ
ド等が挙げられ、これらのアデノウイルス被
覆による抗体による感染抑制の解除効果を
比較検討する。 
１０，陰性荷電脂質としては、例えば、カル
ジオリピン、ジアシルホスファチジルセリン、
ジアシルホスファチジン酸、Ｎ－スクシニル
ホスファチジルエタノールアミン（Ｎ－スク
シニルＰＥ）、ホスファチジン酸、ホスファ
チジルイノシトール、ホスファチジルグリセ
ロール、ホスファチジルエチレングリコール、
コレステロールコハク酸等が挙げられ、これ
ら中性脂質のアデノウイルス被覆による抗
体による感染抑制の解除効果を比較検討す
る。 
 
４．研究成果 
陽性荷電のリポソーム DOPE/DOTAP/EPC を作
成しβ-gal 発現アデノウイルス Ad-β-gal 
を包埋し、抗アデノウイルス抗体存在下でβ
-gal の 発 現 を 見 る こ と に よ り 、
DOPE/DOTAP/EPC の至適配合比率を決定した。
24 well dish に HEY 細胞を 20000/500ul/well
で撒き、抗アデノウイルス抗体存在下で 3日
間培養し、X-gal で染色し細胞の X-gal 陽性
率を検討した。溶媒について検討すると、水、
5％糖腋、10mM HEPES, 5%糖腋＋10mM HEPES
等の比較を行うと、10mM HEPES+5%糖腋が最
も良好であった。リポソーム DOPE/DOTAP/EPC
については、その比率を 40％、55％、5％で
8mM の濃度が最も良好な抗体存在下での感染
効率を示した。量的比率に関しては、Ad-β
-gal を 1000MOI 15ul にリポソーム 10ul を
加えるのが最も良好であった。腫瘍特異性を
持たせるために、軟骨等の生体内物質のポリ



マーで、陰性荷電を有しその受容体が CD44
で腫瘍特異性を有するコンドロイチン硫酸
を用いて検討した。Ad-β-gal/1000MOI 15ul-
リポソーム 10ul にコンドロイチン硫酸 5mM
を１ul 加えると、非添加時に比べ抗体存在下
における感染効率が 10 倍に増加した。腫瘍
特異性を有するヘパリン結合蛋白質である
EGF、HB-EGF、FGF1、FGF2 等をさらに結合し
ても感染性は増加しなかった。コンドロイチ
ン硫酸の陰性荷電は、生体内物質であるため
弱く、リポソームの陽性荷電を十分に中和し
ていない可能性があるため、さらに、強い陰
性荷電を有するヘパリンの添加を行ったと
ころ、さらに、感染効率が 3倍増加した。 
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