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研究成果の概要（和文）：アデノウイルス（Ad)は、そのゲノムに2種類の小分子非コードRNA（VA-RNA)をコード
している。VA-RNAはAd増殖を促進すること、Dicerによりプロセシングされ、miRNA様の小分子RNAを産生する。
しかし、VA-RNAによるAdの増殖促進と、Dicerによるプロセシングの関係は不明である。そこで本研究では、
DicerによるVA-RNAのプロセンシングがAd増殖に及ぼす影響について検討した。その結果、VA-RNAはDicerによっ
てプロセシングされることでAdの増殖促進能を失うことを明らかにした。さらにその結果を基に、高い抗腫瘍効
果を示す新規腫瘍溶解性Adを開発した。

研究成果の概要（英文）：An adenovirus (Ad) genome encodes two non-coding RNAs, VA-RNA I and VA-RNA 
II. Previous studies demonstrated that VA-RNAs enhance Ad infection and that Dicer processes 
VA-RNAs, producing miRNA-like small RNAs (mivaRNA); however, relationship between Dicer-mediated 
processing of VA-RNAs and VA-RNA-mediated enhancement of Ad infection remained to be elucidated. In 
this study, we examined the effects of Dicer-mediated processing of VA-RNAs on Ad infection. We 
demonstrated that Dicer-mediated proessing of VA-RNA I resulted in loss of promotion activity of 
VA-RNA I for Ad infection. Based on these findings, we developed a novel oncolytic Ad showing 
superior antitumor effects. 

研究分野：遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 
RNA 干渉 (RNA interference: RNAi)は、感
染したウイルスなどに由来する二本鎖 RNA 
(double-strand RNA: dsRNA) が、Dicer によ
って siRNA へとプロセスされ、RNA-induced 
silencing complex (RISC) に取り込まれた
のち、配列依存的に標的 RNA を切断する現象
である。RNAi は、あらゆる真核生物において
保存されている。しかし、植物、昆虫、線虫
などではウイルス由来RNAを切断することで
抗ウイルスシステムとして機能している一
方で、哺乳類の細胞では、RNAi が抗ウイルス
システムとして機能するかは明らかになっ
ていない。近年、哺乳類の未分化細胞 (マウ
ス ES細胞等) において RNAi が 2種の RNA ウ
イルスに対して、そのウイルスゲノムを切断
することで抗ウイルスシステムとして機能
することが報告された。これらの報告により、
哺乳類でも RNAi が抗ウイルスシステムとし
て働くことが示された。一方で、DNA ウイル
スに対しての報告は未だない。むしろ、いく
つかのDNAウイルスは、ウイルス由来のmiRNA
を発現し、このような Post-transcriptional 
gene silencing を利用することで、細胞内を
ウイルス感染に有利な環境を整えている。ウ
イルス由来の miRNA も宿主の miRNA と同様の
経路で成熟化される。すなわち、ゲノム DNA
から転写されたpre-miRNAは核から細胞質へ
と移行し、DicerによりmiRNAへと切断され、
RISC に取り込まれる。RISC に取り込まれた
ウイルス由来 miRNA はウイルス遺伝子、また
は宿主遺伝子の発現を抑制する。 
アデノウイルス (Ad) のゲノム DNA には、
RNA ポリメラーゼⅢによって転写される小分
子 RNA (Virus-associated RNA I, II； VA-RNA 
I, II)がコードされており、インターフェロ
ン誘導因子の 1 つである Double-stranded 
RNA-dependent protein kinase (PKR) の活
性化を阻害することでAdの増殖を促進する。
一方で近年、VA-RNA は、転写後、細胞質へ移
行し、Dicer により VA-RNA 由来 miRNA 
(mivaRNA) へとプロセスされることが報告
された。mivaRNA は、通常の miRNA と同様の
機構で細胞の遺伝子発現を制御することに
より、細胞内の環境を Ad の増殖に適した環
境に整えているものと推察された。しかし未
だに VA-RNA が Dicer によって切断されるこ
とがAdの増殖にどのような影響を示すのか、
mivaRNAを産生することはAdの増殖に必須な
のか明らかになっていない。このように、
VA-RNA は RNAi と密接に相互作用しているも
のの、これが Ad 感染にどのような影響を及
ぼすかは明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウイルス由来小分子 RNA およ
び RNA 干渉関連分子によるウイルス感染（主
には Ad）制御機構を明らかにすることを目指
す。さらに、これらの検討を通して得られた
知見を、腫瘍溶解性 Ad の改良に応用する。 

 
３．研究の方法 
（１）Plamsids 
VA-RNAI, II を共発現するプラスミド
pAdVAntageは、Promegaより購入した。VA-RNA 
I, II の 発現を欠失したプラスミド
pAdVAntage-ΔNaeI は、過去に作製した。
VA-RNA I のみを発現するプラスミド pVAI、
VA-RNA II のみを発現するプラスミド pVAII
は、pAdVAntage を制限酵素処理した DNA 断片
の末端を T4 polymerase で平滑末端にした後、
それぞれ再ライゲーションすることで得た。 
野生型の VA-RNA I (wt-VAI) を発現し、
VA-RNA II の発現を欠失した Adベクタープラ
スミド pAdVR7、mivaRNAI へとプロセスされ
る領域に変異を挿入した変異型 VA-RNA I 
(mut-VAI) を発現し、VA-RNA II の発現を欠
失した Ad ベクタープラスミド pAdVR8 は、
相同組換えにより作製した。 
 
（4）shDicer 安定発現細胞の作製 
 HeLa、SK HEP-1、HepG2、H1299 細胞に、H1T2
プロモーター制御下で shDicer を発現し、さ
らに 2Aペプチドでつながれた Tet repressor
と monomeric red fluorescent protein 
(mRFP1) を共発現するレンチウイルスベク
ター(LV-H1T2-shDicer-ETR) を作用させる
ことで、各shDicer発現細胞 (HeLa-shDicer、
SK HEP-1-shDicer 、 HepG2-shDicer 、
H1299-shDicer 細胞) を得た。 

 
（５）Northern blotting analysis 
各細胞から回収した total RNA 10 g を 2
×変性 Dye と混合し 85℃で 5 分処理し、15%
の変性ポリアクリルアミドゲルを用いて電
気泳動を行った。Hybond-N+メンブレンにト
ランスファーを行った後、32P 標識したプロー
ブ  (VA-RNA I: 
5’-aggagcgctcccccgttgt-3’; VA-RNA II: 
5’-gggctcgtccctgtttcc-3’; human U6: 
5’-tgctaatcttctctgtatcgt-3’) と 37℃で
一晩ハイブリダイゼーションさせた。2×
SSC/0.1% SDS を用いてメンブレンを洗浄し、
検出した。 
 
（７）Dicer によりプロセシングされた
VA-RNA I の調製 

VA-RNA Iが Dicerに切断されて生じる
VAmivaIは、in vitro transcriptionにより
作製した。もう一方のVA-RNA Iの切断体であ
るmivaRNAIは、Qiagenに合成を依頼した。 
 
（８）Reporter plasmids and reporter assay 
 mivaRNAIとmivaRNAIに変異が挿入された
mut-mivaRNA に 相 補 的 な 配 列 を Renilla 
luciferase (Rluc) 遺伝子の3’非翻訳領域
に有するレポータープラスミドは、
psiCHECK-2 (Promega) を用いて作製した。 
HEK293細胞に各レポータープラスミドをト
ランスフェクションし、各AdVを作用させた。



48時間後に、Luciferase活性を測定した。 
 
（11）腫瘍溶解性アデノウイルスのマウス皮
下腫瘍に対する抗腫瘍効果 

 H1299 細胞、SK-OV-3 細胞 (2 × 106 
cells/mouse) を、ヌードマウス (BALB/c 
nu/nu) の腹部皮下に移植した。腫瘍が長径
約 5-6 mm まで達したところで各腫瘍溶解性
Ad (1x107 IFU/mouse) を腫瘍内投与した。さ
らに、投与3日後にもう一度同様に投与した。
その後、経日的に腫瘍体積を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）Dicer による VA-RNA のプロセシング 
DicerによるプロセシングがVA-RNAコピー
数を制御しているか調べるため、Dicer ノッ
クダウン細胞、もしくは Dicer 過剰発現細胞
に、VA-RNA 発現プラスミド (pAdVAntage) を
導入し、VA-RNA および mivaRNA コピー数を解
析した。Dicer ノックダウン細胞では、
mivaRNAIおよびmivaRNAIIコピー数の顕著な
減少、VA-RNA I および VA-RNA II コピー数の
有意な増加が見られた。一方で、Dicer 過剰
発現細胞では、mivaRNAI および mivaRNAII コ
ピー数の増加、VA-RNA I および VA-RNA II コ
ピー数の有意な減少が見られた。さらに、野
生型 Ad を用いた検討でも同様の結果が得ら
れた。従って、Dicer が VA-RNA を切断し、そ
のコピー数を制御していることが示された。 
 
（２）切断体VAmivaIおよびmivaRNAIのPKR
阻害活性 

 次に、VAmivaI および mivaRNAI が eIF2
のリン酸化を阻害するかを検討した。まず、
VA-RNA 発現プラスミドを導入した HeLa 細胞
に polyI:C をトランスフェクションし、リン
酸化 eIF2量を解析した。その結果、コント
ロールプラスミド  (pAdVAntage-NaeI: 
NaeI) 導入細胞では eIF2リン酸化レベル
が上昇したのに対し、VA-RNA I 発現プラスミ
ド (pVAI) 導入細胞ではこれが抑制されて
いた。次に、VAmivaIおよびmivaRNAIを HeLa
細胞に導入して同様の検討を行った。その結
果、VAmivaI および mivaRNAI を導入した
HeLa 細胞にて、コントロール細胞と同様に、
顕著な eIF2のリン酸化が見られた。以上の
結果より、VA-RNA I は全長の状態で PKR 阻害
活性を示し、Dicer により VAmivaI および
mivaRNAI に切断されることで、その PKR 阻害
活性を失うことが示唆された。 
 
（３）切断体 VAmivaI および mivaRNAI が Ad
増殖に与える影響 

 次に VAmivaI および mivaRNAI が Ad の増
殖に必要かを VA-RNA 欠損型 Ad (Sub720) を
用いて検討した。VA-RNA を過剰発現させた
HeLa 細胞に Sub720 を作用させ、その増殖を
検討したところ、VA-RNA の発現は有意に
Sub720 の増殖を促進した。一方で、VAmivaI
および mivaRNAI を導入しても、Sub720 の増

殖は促進されなかった。従って、VA-RNA I は
全長の状態で PKR を阻害し、Ad 増殖を促進す
るが、Dicer により切断されることで、その
Ad 増殖促進活性を失うことが示唆された。 
 
（４）Dicer による Ad 増殖の抑制 
 次に、Dicer が Ad 増殖を制御するか検討し
た。Dicer 過剰発現細胞、Dicer ノックダウ
ン細胞に WT-Ad を感染させたのち、細胞内 Ad
ゲノムコピー数、および子孫 Ad 粒子数を測
定した。その結果、Dicer を過剰発現させた
HeLa、H1299 細胞では、Ad ゲノムコピー数が
それぞれ約 35％、40％に減少した。さらに、
Dicer 過剰発現 HeLa 細胞において、子孫 Ad
粒子数が 50％以下に減少した。一方で、Dicer
をノックダウンさせたHeLa、H1299細胞では、
Ad ゲノムコピー数がそれぞれ約 3.5、2.3 倍
増加した。また、Dicer ノックダウン HeLa 細
胞において、子孫 Ad 粒子数も約 6 倍に増加
した。さらに、他の血清型の Ad でも Dicer
ノックダウンによる Ad 増殖促進効果が見ら
れた。以上の結果より、Dicer の発現は Ad の
増殖を負に制御することが示された。 
 
（５）Dicer と VA-RNA の PKR 阻害活性 
 前項で、Dicer は Ad 増殖を負に制御してい
ることを示した。次に、これが Dicer による
VA-RNAの切断でそのPKR阻害能を失ったこと
によるものか検討した。まず、Dox 添加で
DicerをノックダウンしたHeLa-shDicer細胞
に、WT-Ad もしくは Sub720 を感染させ、eIF2
のリン酸化レベルを解析した。コントロール
として、polyI:C 作用群の eIF2リン酸化レ
ベルの解析を行い、Dox 添加による Dicer の
ノックダウンだけでは、eIF2のリン酸化レ
ベルに変化がないことが示された。Dox 非添
加時において、Sub720 の感染は顕著な eIF2
のリン酸化を誘導した。一方で、WT-Ad 作用
群は低いレベルで eIF2をリン酸化した。こ
れは、WT-Ad 感染細胞にて効率的に VA-RNA が
発現し、PKR を阻害したためだと思われる。
また、Dox 添加で Dicer をノックダウンした
WT-Ad感染細胞は、Dox非添加群と比較して、
さらに低いレベルで eIF2がリン酸化され
た。Dicer のノックダウンが VA-RNA コピー数
の増加につながったことから、Dox 非添加群
と比較して、Dox 添加群（Dicer ノックダウ
ン群）では、より効率的に PKR の活性化が阻
害され、eIF2のリン酸化が誘導されなかっ
たものと考えられる。 
 次に、PKR 阻害が Ad 増殖を促進することを
確認するために、PKR ノックダウン細胞にお
ける Ad の増殖を解析した。PKR のノックダウ
ンにより、細胞内 Ad ゲノムコピー数が顕著
に増加した。さらに、Dicer の過剰発現は Ad
増殖を阻害したが、PKR をノックダウンする
ことでAd増殖が回復した。以上の結果より、
DicerによりVA-RNAが切断されると効率的に
eIF2のリン酸化が生じるのに対して、Dicer
のノックダウンによる VA-RNA コピー数の増



加は、eIF2のリン酸化阻害と Ad 増殖促進に
つながることが示された。 
 
（８）shDicer 発現腫瘍溶解性 Ad の開発と各
種癌細胞株での機能評価 
腫 瘍 溶 解 性 Ad で あ る
Telomerase-specific 
replication-competent Ad (TRAD) は、Ad の
増殖に必須である E1 遺伝子を腫瘍特異的プ
ロモーターであるhTERTプロモーターによっ
て発現させることで、腫瘍細胞特異的に増殖
し死滅させる腫瘍溶解性 Ad である。上記で
得られた知見を、この TRAD に応用するため
に、TRAD ゲノムに shDicer 発現カセットを搭
載した TRAD (TRAD-shDicer) を作製した。ま
ず、TRAD-shDicer 感染細胞における Dicer の
発現を解析したところ、従来型 TRAD、コント
ロールである Luciferase に対する shRNA 
(shLuc) を発現するTRAD (TRAD-shLuc) と比
較して、TRAD-shDicer は顕著に Dicer の発現
をノックダウンした。次に、各 TRAD 感染細
胞における VA-RNA の発現を解析した。その
結果、コントロールの TRAD と比較し、
TRAD-shDicer 群で約 8 倍 VA-RNA コピー数が
増加していた。さらに、HeLa 細胞での
TRAD-shDicer の増幅を解析したところ、コン
トロールの TRAD と比較し、感染 48 時間後で
は細胞内 TRAD ゲノムコピー数、子孫 Ad 粒子
数がそれぞれ約 8、12 倍に増加しており、
TRAD-shDicer は高い増殖能を示した。他の癌
細胞株でも同様の結果が得られた。そこで、
TRAD-shDicer の殺細胞効果を検討したとこ
ろ、コントロールの TRAD と比較して、
TRAD-shDicer は各種癌細胞に対し高い殺細
胞効果を示した。以上より、TRAD-shDicer は
高い増殖能および殺細胞効果を示すことが
明らかとなった。 
 
（10）腫瘍モデルマウスにおける shDicer 発
現腫瘍溶解性 Ad の抗腫瘍効果 

 各種ヒト癌細胞 (H1299、SK-OV-3 細胞) を
移植した担癌腫瘍マウスを用いて、
TRAD-shDicer の抗腫瘍効果を解析した。PBS
投与群と比較して、従来型 TRAD、TRAD-shLuc
投与群でもある程度の腫瘍の退縮が見られ
た。一方で、TRAD-shDicer 投与群では、従来
型 TRAD、TRAD-shLuc 投与群と比較して、さ
らに高い腫瘍退縮効果が見られた。以上より、
TRAD-shDicer は、in vivo でも高い抗腫瘍効
果を示すことが明らかとなった。 
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