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研究成果の概要（和文）：強力な抗腫瘍効果を有するキャリアー細胞EHMK-51-35を肺癌細胞よりクローニング
し、マウス、ビーグル犬、ウサギに対する前臨床有効性試験を行った。200Gyの放射線照射により腫瘍形成能は
消失した。投与するオンコリティックアデノウイルスAdE3-midkineに対する、特異的プライマーを作成し、定量
した。AdE3-midkine単独投与およびAdE3-midkine感染キャリアー細胞投与後、ビーグル犬では、投与後生物活性
を有するAdE3-midkineは認められなかった。キャリアー細胞投与後、ビーグル犬、ウサギにおいてADLの低下、
DIC以外、重篤な副作用は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：EHMK-51-35 carrier cell with potent antitumor activity was cloned from lung 
cancer cells and tested for preclinical efficacy in mice, beagle dogs, and rabbits. 200 Gy of 
irradiation abolished tumorigenic potential. Specific primers were generated and quantified for the 
oncolytic adenovirus AdE3-midkine to be administered. No bioactive AdE3-midkine was found to be 
after administration. No serious adverse reactions other than decreased ADL and DIC were observed in
 beagle dogs and rabbits after administration of carrier cells.

研究分野：癌遺伝子治療

キーワード： oncolytic adenovirus　companion animal　preclinical test　beagle dogs
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌に対する治療法は、従来の手術、放射線治療、ホルモン治療に加えて、最近、分子標的治療、ノーベル賞受賞
となったチェックポイント阻害剤が注目されているが、これらは一部の難治性癌には有効性を示すが、癌全体の
予後を改善するまでには至っていない。癌遺伝子治療は、新たな癌治療として期待されているが、GM-CSF導入ヘ
ルペスウイルスtalimogene laherparepveが悪性黒色腫に認可されているが、それ以外の認可は、いまだされて
いない。今回の成績は、強力な抗腫瘍効果を示すキャリアー細胞の安全性が確認されため、今後の早期の臨床導
入が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 
 
１．研究開始当初の背景 
癌の死亡率は､年々増加し、30％近くまで増加している。これは、三大疾患の他の心疾患、脳
血管疾患が、高血圧薬、高脂血症薬等の薬剤治療のめざましい進歩により制御されているのに対
して、癌に対しては、抗癌剤、放射線治療、手術療法、ホルモン療法等の種々の改良にもかかわ
らず、有効な治療法が開発されていないことにある。乳癌に対するハーセプチン、CMLに対す
るグリベック、B 細胞リンパ腫に対するリツキサン等の分子標的治療、抗体療法等の開発によ
り、一部疾患に対しては、治療成績の改善傾向はあるものの、根治的な治療法とはなっていない。
また、最近抗 PD-1抗体によりサプレッサーT細胞を抑制することにより、肺癌等の治療成績の
改善が認められているが、これも根治的な効果とはなっていない。癌の遺伝子治療は、新たな治
療法として期待され、1990年に IL2、TNFαを導入した TIL(tissue infiltrating lymphocyte)に
よる悪性黒色腫による治療から、約 1000の癌に対する遺伝子治療のプロトコールがアメリカで
認可され臨床試験が行われている。2003年に中国でアデノウイルス-p53（Gendicine）、2005年
に E1B を欠失したオンコリティックアデノウイルス(Oncoline)が認可されたが、先進国では認
可されていない。これは、抗体産生により用いられるウイルスベクターの感染抑制が起こるため
である。2012年に Lipoprotein lipase deficiencyに対する AAV-LPLが EUにおいて認可され
たのが先進国で唯一認可された遺伝子治療薬である。これは、単一遺伝子疾患による遺伝子治療
は、AAV、レトロウイルス、レンチウイルス等で一度染色体に組み込まれると、以後、効果が持
続するためであり、1回のみの感染で有効性が認められるからである。一方、癌の遺伝子治療は、
根治のためには頻回投与が必要であり、ウイルスベクターに対する抗体産生により、2回目以降
の感染が成立しないため、臨床的有用性が示されるに至っていない。 
 我々は、腫瘍特異的プロモーターを導入したオンコリティックアデノウイルスは、腫瘍特異的
に腫瘍内で増殖し、抗体非存在下におけるヌードマウスの直径 5mmの小卵巣腫瘍内投与により
根治した。 (Hamada et al, Cancer Research, 2003)。一方、直径 1cmのヌードマウス巨大皮下
卵巣腫瘍では、オンコリティックアデノウイルスでは抗腫瘍効果はなく、ウイルスの増殖に用い
られている非小細胞性肺癌細胞株 A549 にオンコリティックアデノウイルスを感染したキャリ
アー細胞では、巨大皮下卵巣腫瘍においても抗腫瘍効果は認められた。さらに、syngeneic mouse 
modelにおいては、腫瘍の発育速度が速いため、事前免疫していない A549キャリアー細胞では
抗腫瘍効果はなく、むしろ事前免疫して抗体存在下において皮下卵巣腫瘍に対して著明な抗腫
瘍効果を示した。さらに、オンコリティックアデノウイルスにアデノウイルス-GM-CSFを共感
染するとほぼ 100％の皮下腫瘍に完全腫瘍退縮が認められた（Hamada et al, Molecular 
Therapy, 2007）。しかしながら、卵巣癌腹腔内播種性モデルでは、全く抗腫瘍効果は認められな
かった。このため、独自に樹立した肺癌細胞株 EHMK細胞より限外希釈にて細胞クローンを選
択したところ、A549キャリアー細胞より抗体存在下で 12倍の抗腫瘍効果を示す EHMK-51-35
をクローニングすることが出来た（特願 2015-195741）。この細胞にオンコリティックアデノウ
イルスおよびアデノウイルス-GM-CSF を感染させると、卵巣癌腹腔内播種性モデルにおいて
60％の完全腫瘍退縮が認められた。 
我々は、既に農林水産省に二種申請を終了し、ビーグル犬を用いた安全性試験を基に一種申請
を行い平成 28 年度中に終了する予定である。確認申請終了後、東京農工大学での P2A 動物実
験施設において、伴侶動物のウサギの難治性固形癌に対して EHMK-51-35キャリアー細胞によ
る前臨床有効性試験を開始し、伴侶動物さらにヒトへの臨床試験開始のためその安全性と有効
性を検討する。 
 
 
２．研究の目的 
イヌ、ネコの伴侶動物は、日本で 2500万匹以上飼育されており、年々増加している。死亡原
因の 50％は癌である。一部の先進動物病院を除いて、地域動物病院では、癌に対しては姑息的
手術が行われており､根治的手術を行うことは稀であり、再発が極めて多い。今回の研究は、ヒ
トへのトランスレーションを目指す前臨床有効性試験が第一義的であるが、動物医療が一つの
マーケットを形成しており、十分その市場性があるものと思われる。このため、動物癌治療薬と
しての可能性を検討し、有効性と安全性の確認のため、動物医薬品としての承認を目指して、動
物前臨床試験としても併せて施行する。 
イヌ、ネコの伴侶動物は、表在性癌が多いため腫瘍内投与がしやすく､直視下に抗腫瘍効果が
評価しやすい。また、深部臓器癌においても体重が最大 10kg前後であるため、超音波診断装置
下に直接注射することも容易である。このため、婦人科癌である乳癌、卵巣癌をはじめとして難
治性固形癌をその治療対象とする。キャリアー細胞作成のための至適感染量および至適感染時
間、また、凍結製剤か新鮮培養後の直接注射かについても検討を加える。Dose escalationによ
り腫瘍径測定による抗腫瘍効果の有効性を検討し、副作用、体外への糞尿、血液、唾液等の排泄
等についての安全性の検討をし、至適投与方法、至適投与量を決定する。 
  
 
３．研究の方法 



オンコリティックアデノウイルスはイヌ、ネコに対して腫瘍マーカーとして用いられ、ヒトに
おける乳癌、卵巣癌、子宮頸癌、子宮体癌、伴侶動物の固形癌にも高いプロモーター活性を有す
る midkine プロモーターを導入した AdE3-midkine、免疫誘導非増殖型アデノウイルスとして
イヌに対しては Ad-cGM-CSF、ネコに対しては Ad-fGM-CSFを用いる。これら 3種類に関して
は、特異的なプライマーを設計し、各ベクター特異的な定量的リアルタイム DNA-PCR による
測定方法を確立する。定量的リアルタイム DNA-PCR では生物活性を有しない変性したアデノ
ウイルス DNA を検出する可能性があるため、さらに、PFU assay による生物活性の測定を併
せて行う。ビーグル犬に対する安全性試験において、AdE3-midkin単独投与、AdE3-midkineお
よび Ad-cGM-CSF共感染 EHMK-51-35キャリアー細胞投与での､血中、尿、糞、唾液に生物活
性を有するアデノウイルスの検出、定量的リアルタイム DNA-PCRによるアデノウイルス DNA
の検出を行う。投与中は、全身所見による副作用、抗体価、CBC、血液生化学検査（肝機能、腎
機能、脂質、糖代謝）、炎症反応（CRP、α１AG）、止血機能等を測定することにより安全性を
検討する。 
臨床試験での治療対象は、乳癌、卵巣癌をはじめとするイヌ、ネコの難治性固形癌であり、今
回は、ウサギの難治性扁平上皮癌を用いた前臨床有効性試験を行い、有効性と安全性を検討する。
オンコリティックアデノウイルスAdE3-midkinとイヌにはAd-cGM-CSFを感染させたEHMK-51-35
キャリアー細胞を投与する。105～107個のキャリアー細胞の dose escalation を行い、、副作用
か投与量について至適条件を決定する。ウサギにおける抗腫瘍効果は、腫瘍径測定により、副作
用については、CBC、生血液化学検査、止血機能等の測定を行い詳細な検討を行う。各アデノウ
イルスに特異的な定量的リアルタイム DNA-PCR および PFU assay で血液、糞、尿、唾液中のアデ
ノウイルスを定量する。 
 
 
４．研究成果 
 
前臨床有効試験に使用する EHMK-51-35 キャリアー細胞の改良の研究を行った。EHMK-51-35 細
胞は、肺癌由来細胞のキャリアー細胞であり、イヌ、ネコに投与した際には異種であるため生着
する可能性は極めて低いが､生着する可能性が全くないとはいえない。このため、放射線照射に
よるヌードマウスへの腫瘍形成能を検討したところ、200Gy 以上の照射で腫瘍形成能が消失した。
オンコリティックアデノウイルス感染後 EHMK-51-35 キャリアー細胞回収後の照射、オンコリテ
ィックアデノウイルス観戦前の EHMK-51-35 細胞へ照射とオンコリティックアデノウイルス産生
能を検討したが差は認められなかった。このため、操作が簡便である放射線照射後にオンコリテ
ィックアデノウイルスを感染することとした。in vitro においてオンコリティックアデノウイ
ルス感染 EHMK-51-35 細胞、放射線照射 EHMK-51-35 細胞、放射線照射後オンコリティックアデノ
ウイルス感染 EHMK-51-35 キャリアー細胞を培養したところ､全ての細胞が 2 週間後に死滅し、
安全性が確認された。オンコリティックアデノウイルスの感染条件と検討すると、200MOI、33 時
間感染が最も強力な抗腫瘍効果を示したが、ビーグル犬投与によりキャリアー細胞の急速な死
滅による DIC 症状が強く出た。電子顕微鏡的検討を行ったところ、大量のオンコリティックアデ
ノウイルス産生により核膜破壊が起こることによるものと思われた。このため、20MOI、24 時間
感染としたところ、ビーグル犬による DIC 症状は軽減したため、この条件でキャリアー細胞は作
成し、凍結保存液は 5%アルブミンを 95%とグリセリン 5％として凍結融解後直接投与可能な剤型
とした。 
キャリアー細胞投与後の各アデノウイルスを検出するために、各アデノウイルス特異的なリ
アルタイム定量的 DNA-PCR による検出システムを構築した。各アデノウイルスに対する特異的
プライマー作成のため、各アデノウイルスのシャトルベクターを用いて PCR およびリアルタイ
ム定量的DNA-PCRを行った。pXC1は野生型アデノウイルス(AdE3)作成用のシャトルプラスミド、
pXC1-448-mid 0.6 は腫瘍溶解性アデノウイルス（AdE3-midkine）作成用のシャトルプラスミド、
pCA13-cGMCSF はイヌ cGM-CSF 発現非増殖性アデノウイルス（Ad-cGM-CSF）作成用のシャトルプ
ラスミド、pCA13-fGM-CSF はネコ fGM-CSF 発現非増殖性アデノウイルス（Ad-fGM-CSF）作成用の
シャトルプラスミドで、各プラスミドに対する特異性と定量性を検討した後に、各アデノウイル
スに対する特異性と定量性についても検討した。各アデノウイルスに対する特異的プライマー
は、各プラスミド、各アデノウイルスに対して特異的に定量的に測定できることが明らかとなっ
た。また、キャリアー細胞を投与した供試験犬から採取したサンプルで、1×10000000 細胞を投
与された供試験犬の血漿サンプルにおいて投与後１日目(6.96 copy/ml)、3 日目(1.64×10 
copy/ml)にて腫瘍溶解性アデノウイルス AdE3-midkine DNA が特異的に検出された。2×1000000
細胞を投与された供試験犬の血漿サンプルにおいて投与後 1 日目(2.62×10 copy/ml)、3 日目
(5.43×10 copy/ml)に腫瘍溶解性アデノウイルス AdE3-midkine DNA が特異的に検出された。野
生型アデノウイルス(AdE3)、Ad-cGM-CSF、生物活性を有するアデノウイルスは検出されなかった。  
アデノウイルス単独による副作用を検討するために、ビーグル犬を用いて検討を行った。DNA-
PCR により経時的な体内動態を調べて、すべての検体にアデノウイルス DNA は検出されなかった
が、生物活性を有するオンコリティックアデノウイルスについては、PFU assay は DNA-PCR より
感度が勝るため、今回は PFU assay により検討した。オンコリティックアノデウイルス AdE3-
midkine を 10-10PFU 皮下投与後、24 時間後、4日後、11 日後に屠殺し、経時的なオンコリティ



ックアノデウイルスの体内分布を検討した。24時間屠殺例においては、注射前、注射後 3時間、
6 時間、12 時間、24 時間に血液、唾液、尿、糞便を採取し、オンコリティックアノデウイルス
の存在を PFU assay により定量した。4 日後屠殺例においては、注射前、注射後 1 日、2 日、3
日、4 日に同様にサンプリングした。11 日後屠殺例においては、注射前、注射後 1 日、2 日、3
日、4日、5日、7日、9日、11日に同様にサンプリングした。3匹の屠殺した犬に関しては、全
臓器を摘出し、オンコリティックアノデウイルスの存在を PFU assay で検討した。すべての犬に
おいて、血液、唾液、尿、便、摘出臓器において生物活性を持つオンコリティックアノデウイル
スは検出できなかった。 
キャリアー細胞およびアデノウイルス単独による副作用を検討するために、ビーグル犬を用
いて検討を行った。キャリアー細胞は、オンコリティックアデノウイルス AdE3-midkine を 20MOI
感染させ、1×10e4 細胞、1×10e5 細胞、1×10e6 細胞、1×10e7 細胞のキャリアー細胞をビーグ
ル犬計 4 頭の大腿部筋肉内に注射し、14 日間、採血して、血液生化学所見および全身所見にお
ける副反応を検討した。アデノウイルス単独ではオンコリティックアデノウイルス AdE3-
midkine を 1×10e10 PFU をビーグル犬計 3 頭の大腿部筋肉内投与を行い、1～11 日間の血液生
化学所見および全身所見における副反応を検討した。キャリアー細胞を投与した 4 匹のビーグ
ル犬において、10e4 細胞以上投与したすべてのビーグル犬に抗アデノウイルス抗体の上昇が認
められた。1×10e6 細胞、1×10e7 細胞のキャリアー細胞を投与すると、炎症反応の CRP、α1AG、
total bile acid の上昇と daily activities の低下、1×10e7 細胞のキャリアー細胞を投与す
ると、赤血球の MPV、PDW、P-LCR の増加、生化学的検査の ALP、LDH、lipase、amylase の上昇と
RBC、Ht、HBG、PLT の減少が認められた。以上より、1×10e7 細胞のキャリアー細胞を投与する
と、DIC が発症している可能性があり、5×10e6 細胞以下での治療を行うべきと思われた。AdE3-
midkine 単独投与では、3頭とも投与 24 時間後より炎症反応の CRP、α1AG の上昇が認められた
が、他の血液生化学的検査、daily activities に異常は認められなかった。 
オンコリティックアデノウイルス AdE3-midkine 感染キャリアー細胞の安全性と比較するため
にオンコリティックアデノウイルス AdE3-midkine 単独での安全性試験を行った。AdE3-midkine
の急性安全性を評価するため、1010PFU の AdE3-midkine をビーグル犬 3 頭の大腿部にそれぞれ
1回大腿筋肉内注射した。①24時間後、②4日後、③11 日後に犬を屠殺し、臓器を取り出して組
織学的検査を行い、AdE3-midkine特異的なプライマーを用いたqPCRを実施した。①では注射前、
注射直後、3時間、6時間、12時間、24時間後に、血液、唾液、尿、便を採取して屠殺した。②
では、注射前、注射直後、1 日目、2 日目 3 日目、4 日目に血液、唾液、尿、便を採取して屠殺
した。③では、注射前、注射直後、1日目、2日目、3日目、4日目、5日目、7日目、9日目、11
日目に血液、唾液、尿、便を採取して屠殺した。炎症反応性のマーカーであるα1AG は注射後 2
〜4 日目にかけて増加した。CRP は、AdE3-midkine の注射後 3時間で増加し始め、2日目にピー
クを迎え、9日目に正常値に戻った。その他の CBC および生化学検査の臨床血液検査は注射前後
に変化しなかった。ビーグル犬 3 頭のいずれにも異常な臨床症状は検出されなかった。qPCR 検
査で、血液、唾液、尿、糞便中に AdE3-midkine は検出されなかった。以上により、オンコリテ
ィックアデノウイルス AdE3-midkine 単独では、オンコリティックアデノウイルス AdE3-midkine
は体内で急速に消失し、体内外で認められなかった。また、軽度の急性炎症反応は認められたが、
副作用は全く認められなかった。 
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