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研究成果の概要： 

難治性の消化器固形腫瘍に対する治療成績の向上は、癌治療における大きな課題の一つであ

る。そこで生体の免疫応答を抑制しがちな従来の化学療法、放射線療法とは異なり、その可能

性のないアデノウイルスを用いた殺細胞効果を検討した。すなわち、細胞傷害活性を有する同

ウイルスの増殖を腫瘍細胞特異的に惹起し、正常細胞を傷害せず、腫瘍のみに細胞死を誘導し

ようとするものである。また腫瘍選択的な抗腫瘍効果をウイルスの改変で増強しうるかどうか、

さらに抗がん剤との併用効果の有無についても検討した。 
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１．研究開始当初の背景 

難治性の消化器固形腫瘍、とりわけ膵癌に
対する治療成績の向上は、当該疾患における
重要な課題である。従来の化学療法や最近の
分子標的医薬に中には、膵癌に対して一部に
は有効性が確認されている薬剤もあるが、多
くの場合当該疾患は予後不良であり、それを
打開する方法の一つとして革新的な治療法
の探索が求められている。そこで、この新規
治療法の確立に向けて、細胞傷害活性を有す

るウイルスを用いた直接的な殺細胞効果を
検討することにした。なかでもアデノウイル
スは、ヒトに対する発がん性がないことが、
多くの疫学調査によって確認されており、ま
たその全遺伝子配列が同定され、しかも塩基
配列の短い DNA ウイルスであることから、遺
伝子組換えが比較的容易なウイルスである。
また、これまで遺伝子導入ベクターとして頻
用されているアデノウイルスはタイプ 5型で
あり、その受容体はコクサキー・アデノウイ



ルス受容体（CAR）であることが知られてい
る。アデノウイルスの細胞傷害活性は、ウイ
ルスの増殖によって生じることから、この増
殖を巧みに制御し、腫瘍特異的な増殖を誘導
することができれば、正常細胞にはほとんど
傷害を与えず、腫瘍細胞のみが細胞死に陥る
ことになる。 

また従来の化学療法や放射線療法はしば
しば、生体防御反応である免疫応答を著しく
減弱させる可能性が高く、そのために免疫応
答による抗腫瘍作用から見れば、これらの治
療方法は好ましからざる状況を誘導する。こ
れに反して、ウイルスによる細胞傷害活性は、
基本的にはウイルス感染から開始されるこ
とから、免疫応答を劣化させることはなく、
むしろ生体防御機能を増強できる利点があ
る。したがって、抗原提示機能を適切に行う
ことによって、細胞死によって腫瘍より漏出
するいわゆる腫瘍抗原を、免疫系が捕捉し、
この抗原に対して有効な免疫応答を惹起さ
せることも可能となるはずである。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞傷害活性の高いアデノウ
イルスを用いるが、目的とする組換え型ウイ
ルスの作成にあたって、（１）腫瘍特異的な
ウイルス増殖の誘導（２）腫瘍へのウイルス
感染効率の増強、（３）ウイルスによる細胞
増殖抑制効果の増強、について検討し、とり
わけ難治性腫瘍である膵がんを標的として、
新規治療法の基盤開発に寄与することを目
的とする。 

腫瘍特異的傷害活性を有するウイルスは、
いったん腫瘍に感染すると増殖し、その後ウ
イルス増殖により融解した細胞よりウイル
ス粒子がつぎつぎと、放出されるというサイ
クルが繰り返され、比較的少量のウイルスで
あっても、高い殺細胞効果が得られることが
期待される。また、ウイルスによる細胞死の
機構が、従来の抗がん剤などと異なると考え
られるため、通常の抗がん剤、分子標的医薬
をはじめ、各種薬剤との併用効果が誘導され
るのではないかと推定される。したがって、
上記のウイルスは、これまでの治療法とは異
なる機構によるもので、従来の医薬品にはな
い特徴を有しており、その応用範囲は広いと
考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍特異的なウイルス増殖の誘導： 

細胞融解性を有するウイルスのなかで、野
生型のアデノウイルス（タイプ 5型）の融解
能は強力である。そこで、このウイルスの初
期応答遺伝子で、ウイルスや宿主細胞の遺伝
子の転写を制御する E1 領域遺伝子（E1A およ
び E1B 遺伝子）の発現を腫瘍特異的に制御す
れば、腫瘍に特異性を有した細胞融解を引き

起こすことができるはずである。このために
は、膵がんにおいて高頻度に発現上昇が見ら
れるが、正常組織での発現が低い遺伝子の転
写調節領域を利用すれば良い。そこで、膵が
ん細胞をはじめとするヒト消化器がんで、高
頻度かつ高発現をみる転写調節領域として、
細胞増殖速度に応じて発現が亢進するミッ
ドカイン、細胞周期の G2/M 期に特異的発現
をみるサバイビン、消化器がんでの発現上昇
が著しいコックスー２遺伝子の転写調節領
域を、アデノウイルスの E1 領域の上流に配
置した DNA を作成した。この組換えアデノウ
イルス DNA を、パッケージング細胞である
HEK293 細胞に導入して、当該ウイルスを作成
した。 
 
（２）腫瘍へのウイルス感染効率の増強： 
（１）で作成するアデノウイルスはすべてタ
イプ 5型であり、標的細胞への感染は、ウイ
ルスの外殻蛋白の一種であるファイバー・ノ
ブ部分と細胞側の受容体である CAR分子との
結合に主に依存している。しかし、膵がんを
はじめ多くのヒトの腫瘍においては、この
CAR の発現レベルがしばしば低下しており、
そのため腫瘍への感染力が低下し、高い抗腫
瘍効果を得るには大量のアデノウイルスの
投与が必要である。そこで、CAR 非依存性の
感染を示すアデノウイルス 35 型のファイバ
ー・ノブ構造を、従来の 5型のものと置換し
て検討したところ、このキメラ型ウイルスは
膵がんをはじめ、消化器がんへの感染力が 5
型に比較して良好であった。35 型ウイルスの
細胞受容体は CD46 分子であり、しかも CD46
分子の腫瘍における発現は、むしろ亢進して
いた。したがって、細胞傷害活性の高い 5型
ウイルスのファイバー・ノブ構造のみを 35
型のそれと置換したキメラ型のウイルスを
作製すれば、5 型の強い細胞傷害活性は維持
されたまま、腫瘍への感染力が増し、抗腫瘍
効果の増強が期待できるはずである。そこで、
タイプ５型のファイバー・ノブ領域のみをタ
イプ 35 型と変換したキメラ型で、しかも腫
瘍で高い転写調節領域を有するアデノウイ
ルスを作成した。 
 
（３）細胞増殖抑制効果の増強： 
上記ウイルスによる効果を増強するため

にいくつかの方法を検討した。その一つがウ
イルスの腫瘍へのデリバリーを改善する方
法であり、もう一つが他の薬剤や他の遺伝子
発現との併用効果である。体外から投与され
たウイルスは、比較的短期間に腫瘍から漏出
し、なかなか腫瘍局所に留まらない欠点を有
している。そこで、腫瘍局所にウイルスを産
生する細胞そのものを投与し、その細胞から
ウイルスを放出させた方が、より強い抗腫瘍
効果を示すと期待される。そこで、ウイルス



を感染させた正常細胞を、ウイルスデリバリ
ーのツールとしての有用性を検討した。また、
腫瘍細胞に特異性を有して細胞死を誘導す
る MDA-7（インターロイキン２４）が知られ
ている。当該蛋白は本来免疫系に作用するサ
イトカインであるが、さまざまな機序で腫瘍
細胞死を誘導する。そこで、当該蛋白を発現
するアデノウイルスを使用して、上記ウイル
スとの抗腫瘍効果について WST法を用いて検
討した。また、従来の抗がん剤（5-FU, CDDP, 
MMC, VP-16）との併用効果も合わせて検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）腫瘍特異的なウイルス増殖による殺細
胞効果： 
 転写調節領域が異なるそれぞれのウイル
スを、４種類の膵がん細胞（AsPC-1, PANC-1, 
MIA-PaCa-2, BxPC-3）に対象に、WST アッセ
イ法によってその細胞傷害活性を検討して
みると、対照として用いたベータガラクトシ
ダーゼ遺伝子を含む非増殖型のウイルスに
比較して、有意に当該腫瘍の増殖を阻害した。
その阻害効果は、用いた細胞あるいはウイル
スによって異なっていたが、陽性対照として
用いたサイトメガロウイルスプロモーター
で E1 領域遺伝子を制御する増殖性ウイルス
と、その傷害活性において大差はなかった。
また、増殖性アデノウイルスで、上記の転写
調節領域を使用せず、E1B 遺伝子産物のうち
55 キロダルトン分子だけを欠くタイプのウ
イルスを用いた場合でも、本研究で作成した
ウイルスはそれ同等の傷害活性を有してい
た。すなわち、作成した当該ウイルスはそれ
ぞれ、腫瘍細胞に対して強い細胞傷害活性を
有していることが判明した。 
 
（２）感染効率を向上させたアデノウイルス
による抗腫瘍効果： 
 上記ウイルスはタイプ 5型であるので、そ
の受容体である CAR分子の発現レベルによっ
て左右される可能性がある。そこで CAR 発現
レベルとタイプ 35型の受容体である CD46 分
子の発現レベルに関して、蛍光を発する遺伝
子を有するアデノウイルスを指標に、当該ウ
イルスの感染効率を比較すると、タイプ 35
型の方が膵がん細胞に対してはより感染効
率が高かった。そこで、タイプ 35 型のファ
イバー・ノブ構造に置換したものと、タイプ
5型のウイルスの当該細胞に対する細胞傷害
活性を比較すると、キメラ型の方がより少な
いウイルス量で膵がん細胞を殺傷した。しか
し、このとき、タイプ５型ウイルスと 35 型
のファイバー・ノブ領域を有するキメラ型ウ
イルスの抗腫瘍効果が、かならずしも、それ
ぞれの受容体である CAR あるいは CD46 分子
の発現レベルとも一致しなかった。これは、

上記の受容体分子以外にも、インテグリンな
どの分子が第二の受容体として重要である
こと、あるいはウイルスによる細胞死が、細
胞ごとによって異なる可能性があることを
示唆している。すなわち、ウイルスの増殖が
感染効率によって一義的に決定されるので
はなく、アデノウイルスの増殖に関わる細胞
側の因子の影響が考えられる。アデノウイル
スの増殖に関わる因子はすでにいくつか同
定されているが、現時点ではそのいずれもが
ウイルス感受性を決定する主要なものと結
論を出すことはできていない。また細胞死に
関わる経路の活性化も細胞によって異なる
と考えられ、このような細胞側の要因によっ
て、ウイルスの殺細胞効果が左右されること
が想定される。 
 
（３）ウイルスデリバリーおよび薬剤による
併用効果： 
ウイルス産生細胞として、正常繊維芽細胞

を用いる可能性を検討した。その結果、当該
細胞は CD46 分子を発現しており、キメラ型
での感染がタイプ５型に比較して良好であ
った。また正常繊維芽細胞では、上記の転写
活性化領域でも、下流の標的遺伝子を活性化
し得た。すなわち当該細胞は非腫瘍細胞であ
るが、不死化しておりインビトロの条件下で
は、細胞周期が回転し細胞増殖が可能である
ことから、上記領域の転写活性能が検出され
たものと考えられる。したがって、インビト
ロでウイルスを感染させ、細胞融解時に感染
細胞をインビボ投与ということが可能では
ないかと思われる。 
また MDA-7を発現できるアデノウイルスは、

感染させた腫瘍を、主に G2/M においてその
細胞周期を停止させたが、実際に膵がん細胞
を殺傷する効果はあまり高いものではなか
った。しかし、当該ウイルスに感染させた後、
熱ショック蛋白である HSP90の阻害剤を作用
させると、MDA-7 の発現レベルが上昇し、殺
細胞効果が向上する可能性が示唆された。ま
た、従来の抗がん剤と上記の増殖型ウイルス
との併用効果も合わせて検討したが、これら
の薬剤との併用効果は、一部の組み合わせで
見られたものの、かならずしもすべての薬剤
やウイルスで併用効果が得られなかった。こ
のことは抗がん剤によってウイルス増殖が
抑制される可能性を示唆しており、この可能
性については、今後さらに検討を要すると思
われた。また、使用した膵がん細胞はすべて
p53 がん抑制遺伝子の変異があったが、当該
遺伝子を発現するタイプ 5型ウイルスを用い
ても、ほとんど殺細胞効果がみられなかった。
しかし、上記キメラ型で細胞傷害活性を有す
るウイルスと併用すると、両者は相加効果を
示すことが判明した。したがって、キメラ型
ウイルスは細胞受容体の異なるタイプ 5型ウ



イルスの遺伝子導入ベクターと併用するこ
とが可能であり、両者の併用による効果も期
待できる。 
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