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研究成果の概要（和文）：われわれが開発した腫瘍溶解アデノウイルスAdΔE4はARE-mRNAの核外輸送・安定化し
ているがん細胞を破壊することができる。AdΔE4はARE-mRNAの核外輸送の程度が高いほど複製効率は高いことが
推測されるので、ARE-mRNAをより多く核外輸送するシステムによりAdΔE4はより多く複製し、腫瘍溶解効果が増
強されることが予想される。そこで抗がん剤やエタノールなどARE-mRNAを核外輸送・安定化する刺激により、Ad
ΔE4の腫瘍溶解効果が増強されるか検討した。その結果、これらの処理により、HuRの局在が変化し、AdΔE4の
併用によりAdΔE4の効果が増強した。

研究成果の概要（英文）：We developed an oncolytic adenovirus AdΔE4 that can proliferate depending 
on the nuclear export and stabilization of ARE-mRNA and lyse cancer cells in which ARE-mRNA is 
stabilized. We investigated whether the effect of AdΔE4 would be enhanced by stimulation of a 
system that exports ARE-mRNA to the cytoplasm. Therefore, we examined whether stimulation of 
ARE-mRNA such as anti-cancer drug and ethanol for nuclear export and stabilization would enhance the
 oncolytic effect of AdΔE4. Under these treatments, the cytoplasmic relocalization of HuR was 
enhanced, and the effect of AdΔE4 was activated by the combined use with AdΔE4.

研究分野：実験病理学

キーワード： 腫瘍溶解ウイルス　HuR　ARE-mRNA　アデノウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在まで多くの種類の腫瘍溶解アデノウイルスが開発されたが、ARE-mRNAの輸送・安定化によりその増殖が制限
されるウイルスの開発はわれわれ独自の研究である。これまでに外からの刺激を加えることで、腫瘍溶解効果を
さらに増強できる腫瘍溶解ウイルスは他に報告されていない。AdΔE4はARE-mRNAの核外輸送・安定化を促進する
と考えられる抗がん剤や放射線など他のがん治療法との併用により効果が増強されると考えられ、非常に有用な
治療法になると期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腫瘍溶解ウイルスによるがんの治療法は、アデノウイルスやヘルペスウイルスなど、ヒトの細胞
を宿主として複製するウイルスをがん細胞に感染、増殖させて、最終的にがん細胞を死滅させる
ことを目的とし、近年急速に発展している。ウイルス学の進展、及び最近の分子生物学的技術の
発達に伴い、大きなウイルスゲノム中の遺伝子も改変が可能になり、ウイルスの病原性を排除し、
正常細胞では増殖できず、がん細胞では増殖できるウイルスが開発可能になった。現在、世界中
で盛んに臨床研究が進められており、中国では遺伝子改変アデノウイルスがすでに実用化され
ており、アメリカでも腫瘍溶解効果を持つヘルペスウイルスが FDA に承認を得るまでになって
いる。今後、腫瘍溶解ウイルス療法は、外科的切除、抗がん剤、放射線照射などと同様にがん治
療法の大きな柱となることが期待されている。 
アデノウイルスは、DNAをゲノムに持つDNAウイルスで、古くから発がんモデルとして研究され、
最近では遺伝子治療用のベクターとしても使われている。アデノウイルスゲノムには多くの遺
伝子が存在し、大きく分けると初期遺伝子（early genes；E1 から E4が存在）と後期遺伝子（late 
genes；L1 から L5 が存在）に分類される。初期遺伝子群から産生されるタンパクは、宿主細胞
側のタンパクと相互作用し、それらの機能を制御することにより、ウイルスが生存・増殖しやす
いように宿主細胞を改変する。また後期遺伝子群はウイルス粒子を構成するタンパクをコード
しており、ウイルスの複製に必須の働きをしている。E4 領域の中には６種類の遺伝子が存在し、
その中のいくつかの遺伝子は、アデノ
ウイルスの複製に必須で、発がん活性
も持つことが知られている。申請者ら
は E4 領域のタンパクが、通常ならす
ぐに分解される AU-rich element 
(ARE；がん遺伝子など主に細胞の増殖
に関わる多くの遺伝子のmRNAに存在)
を持つ mRNA を恒常的に核外輸送・安
定化し、細胞がん化に寄与することを
見いだした（図１）。この ARE-mRNA の
輸送・安定化による細胞がん化機構
は、ウイルスによるがんだけではな
く、口腔がんを含む大多数のがんの発
生原因であり、しかも悪性度と ARE-
mRNA の核外輸送・安定化の程度は相関
することが申請者らを含む多くの研
究グループにより解明されている。 
申請者は E4 領域のタンパクが持つ ARE-mRNA を核外輸送・安定化する機能が、アデノウイルスの
複製にも必須であることを見出した。このことから、申請者は E4 領域を欠失したアデノウイル
ス（AdΔE4）は、ARE-mRNA があらかじめ核外輸送・安定化されている細胞では複製可能で、ARE-
mRNAの核外輸送の程度が高いほど複製効率は高いのではないかと推測した。即ち、AdΔE4はARE-
mRNA が核外輸送・安定化されているがん細胞では効率よく増殖・細胞破壊し、ほとんど輸送さ
れていない正常細胞では増殖でき
ず、何の影響も与えないのではない
かと考えた（図２）。その後、HSC-3 な
どの口腔がん細胞を用いた実験で
は、予想通り、AdΔE4 はがん細胞で
は正常細胞に比べて 100～1000 倍増
殖効率がよく、さらに、正常細胞より
がん細胞の方が効率よく細胞死が誘
導されることも明らかになった。 
そこでこのウイルスの効果をさらに
増強する因子を探し、臨床応用につ
なげていくことを考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、口腔がんに対して腫瘍溶解効果を持つ AdΔE4 の腫瘍溶解効果を増強するため
の検討を行うことである。AdΔE4 は ARE-mRNA の核外輸送の程度が高いほど複製効率は高いので
はないかと推測されることから、ARE-mRNA をより多く核外輸送するシステムがあれば AdΔE4 は
より多く複製し、腫瘍溶解効果が増強されることが考えられる。そこで抗がん剤やエタノールな
ど ARE-mRNA を核外輸送・安定化すると考えられる刺激により、AdΔE4 の腫瘍溶解効果が増強さ
れるかどうか検討し、これらの刺激と AdΔE4 の併用効果を検討することとした。 
 
３．研究の方法 
ARE-mRNA を核外輸送・安定化すると考えられる抗がん剤、エタノール、UV など様々な処理によ
り、ARE-mRNA を核外輸送する RNA 結合タンパク HuR の核外輸送が活性化されるか Western blot



法により検討し、細胞質に存在する HuR が最も多い条件を確立させた。次に、その条件下で、Ad
ΔE4 の口腔がんに対する腫瘍溶解効果、即ち増殖効率と細胞死効果を検討した。また、既存の
腫瘍溶解アデノウイルス ONYX-015 と AdΔE4 でどちらがその効果が増強されるか、上述と同様
に検討した。さらにヌードマウスにヒト腫瘍を移植し、AdΔE4 と同時に抗がん剤、エタノール
を投与し、腫瘍溶解効果の増強を in vivo で検討した。 
 
４．研究成果 
シスプラチン（図３）、5-FU（図４A）、エトポシド、
パクリタキセルなどの抗がん剤、エタノール、GM-CSF
（図５A）、TNF、UVC などでがん細胞を刺激し、細胞
をそれぞれ細胞質分画、核分画に分け回収した。ARE-
mRNA と結合し、核外輸送・安定化に関与する RNA 結
合タンパク HuR の細胞質における局在が増加するこ
とを Western blot 法により示した。これにより前述
の刺激により、ARE-mRNA が核外輸送される
ことが示唆された。 
がん細胞をこれらの因子で処理し、AdΔE4
を感染させることにより、AdΔE4 の産生効
率が増加することをウイルスの力価を測
定することにより示した。この結果から
ARE-mRNAが核外輸送・安定化する条件でAd
ΔE4 の産生効率が向上することが示され
た。 
またパクリタキセル処理により、がん細胞
に発現するアデノウイルス受容体CARの発
現が増加することが示され、パクリタキセ
ル処理においては、ARE-mRNA の核外輸送に
よる AdΔE4 の産生効率に加え、宿主細胞
におけるアデノウイルス受容体 CAR の発
現の増加によりAdΔE4のがん細胞への感
染効率が増加することが示された
（Hossain, et.al, Cancer, 2020）。 
Ad の遺伝子のうち唯一 3’非翻訳領域に
ARE 部位をもつⅣa2 mRNA の発現がエタノ
ールと AdΔE4の併用により増加すること
が示された。この結果よりエタノール処
理によりⅣa2 mRNA の核外輸送・安定化が
促進され、Ad 産生効率が向上することが
示唆された（Ahmed,et.al,BBRC, 2020 ）。 
シスプラチンや 5-FU、エタノール、GM-CSF、TNF と AdΔE4 の併用による腫瘍溶解効果を XTT 
assay、CPE assay により検討した。がん細胞ではシスプラチンや 5-FU（図４B）、エタノール、
GM-CSF（図５B）、TNF 単独処理や AdΔE4 の感染以上に併用による腫瘍溶解効果の増強が認めら
れた。正常細胞では併用によってもほとんど細胞溶解効果はみられず、腫瘍周囲の正常組織にお
いて併用による影響は少ないことが示唆された。アポトーシスの初期に切断される PARP の
clevage を Western blot 法 により検討すると、抗がん剤あるいはエタノールと AdΔE4 の併用
群で PARP の clevage が増加することが示され、これらの併用による腫瘍溶解効果の増強はアポ
トーシスの促進によるものであることが示唆された(Ahmed,et.al,BBRC, 2020 ）。 
既存の腫瘍溶解アデノウイルス ONYX-015 との比較では、がん細胞で ONYX-015 と比較し AdΔE4
の感染効率や腫瘍溶解効果が高いことが示された、また正常細胞では ONYX-015 と比較し AdΔE4
の感染効率や腫瘍溶解効果が低いことが示された。このことから AdΔE4 は ONYX-015 と遜色な
く、あるいはより高い腫瘍溶解効果を期待できることが示唆された。（Matsuda, et. al, Oncol 
Rep, 2019） 
ヌードマウスにヒトがん細胞を皮下移植し、できた腫瘍にシスプラチン、エタノールと AdΔE4
を直接投与し、治療実験を行った。シスプラチン、エタノール、AdΔE4 投与後の腫瘍の体積を
測定することにより、腫瘍溶解効果を検討した。その結果、シスプラチン、エタノール、AdΔE4
の単独投与群と比較し、シスプラチン＋AdΔE4、あるいはエタノール＋AdΔE4 併用群でより腫
瘍が縮小することが示され、中には腫瘍が消失したものもみられた。摘出した腫瘍を Ad たんぱ
くによる組織免疫染色により検討し、腫瘍に Ad たんぱくが発現することが示された。この結果
から、AdΔE4 が腫瘍細胞に感染し、腫瘍内で増殖していることが示唆された。また腫瘍の縮小
は AdΔE4 の腫瘍溶解効果によるものであることが示唆された。AdΔE4 を投与したマウスではコ
ントロールと比較し、体重減少や組織の障害など AdΔE4 による毒性を示す所見はみられなかっ
た(Habiba, et. al, Cancers, 2020) 。 
以上の結果より、AdΔE4 は ARE-mRNA の核外輸送・安定化を促進すると考えられるさまざまな刺



激との併用により効果が増強されると考えられ、非常に有用な治療法になることが期待できる。 
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