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研究成果の概要（和文）： 

我々は、これまで行われてきたアデノウイルスベクターを用いた治療で効果が認められなかっ

たタイプの膀胱癌に対して、バルプロ酸という薬剤を遺伝子治療前にあらかじめ投与すること

で、アデノウイルスベクターを用いた遺伝子治療の効果を増強することが出来るかという課題

について実験を行った。結果として、培養実験と動物実験において、バルプロ酸を前投与する

ことでアデノウイルスベクターによる遺伝子治療の効果を増強することが可能であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we examined whether the pre-treatment of valproic acid enhance the 
therapeutic effect of gene therapy using adenovirus vector for bladder cancer which do 
not have a significant effect on therapeutic outcome of adenovirus gene therapy. Our data 
showed the feasibility of the enhancement of adenovirus gene therapy using the 
pre-treatment of valproic acid in in vitro and in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、膀胱癌は罹患数、死亡数とも

増加傾向が見られており、米国では

2007 年 に 新 た に 膀 胱 癌 と 診 断 さ れ

る患者数は約 6 万７千人、年間死亡

者数は 1 万 3 千人を超えると推定さ

れている。膀胱筋層に浸潤しかつリ

ンパ節および遠隔転移を認めない場

合、手術療法（根治的膀胱全摘除術）

あるいは放射線療法が選択される。

しかし、根治的膀胱全摘除術の再発

率は約 50％と高く、筋層を超える浸

潤およびリンパ管浸潤を有する場合

では、5 年生存率は 30－ 50％と低い。

一方、手術療法を選択せず放射線療

法を施行された場合も、 5 年生存率
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は約 30％と低い。近年、プラチナ製

剤をベースとした術前他剤併用抗癌

化学療法が試みられているが、生存

率を劇的に改善するものではない。

また、膀胱温存の観点から、経尿道

的膀胱腫瘍切除術後に抗癌化学療法、

放射線療法を施行する試みも行われ

ているが、手術療法と比較して有効

であるかは現在のところ不明である。

さらに、手術療法を施行された患者

では、尿路変更術が施行されるため

術後 QOL の低下を招き、放射線療法

を施行された患者においても、約半

数に排尿障害、頻尿および下部消化

管障害のため QOL の低下を引き起こ

す。このようなことから、既存の治

療法と比較して、より治療効果があ

りかつ QOL を損なわない新たな治療

法の開発が早急に望まれている。  

癌に対する遺伝子治療臨床研究の領

域において、欧米を中心としてアデ

ノウイルスベクターを用いた遺伝子

導入法の開発が進んでおり、中でも

増殖型アデノウイルスベクターは今

後臨床研究の主流となりつつある。

これまでは癌細胞周囲の正常細胞へ

のアデノウイルス感染による危険性

が危惧され、非増殖型アデノウイル

スベクターを用いた基礎及び臨床研

究が盛んに行われていたが、非増殖

型であるがゆえに標的となる腫瘍全

体へのウイルスベクターの暴露が制

限され、臨床的な抗腫瘍効果が十分

には期待出来ないという問題を抱え

ていた。また安全性の面から、癌に

対する遺伝子治療においては、対象

とする遺伝子を癌細胞に特異性に効

率良く発現させるために、癌細胞で

特異性に活性化される腫瘍特異性プ

ロモーターを用いた癌遺伝子治療法

の基礎研究、および臨床試験が盛ん

におこなわれている。これまでに、

我々は前立腺癌に対しての腫瘍特異

性プロモーターであるオステオカル

シンプロモーターを組み込んだアデ

ノウイルスベクターの開発を行い、

その臨床応用として当ウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療臨床研究を

行った実績がある。また、膀胱癌に

対する腫瘍特異性プロモーターとし

て MK プロモーターに着目し、膀胱 癌

細胞株に対す る MK プロモーターの

有用性を証明し た。  

しかし、増殖型アデノウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療をもってし

ても、特に悪性度の高い癌において

は、現状では期待されたほどの治療

効果が得られていない。その原因の

一つとして、アデノウイルスベクタ

ー の 受 容 体 で あ る Coxsackie and 

Adenovirus Receptor（ CAR） の低 発

現による低い導入効率が挙げられる。

膀胱癌細胞株を用いた我々の基礎実

験においても、 KK47 と比較して T24

では CAR の発現が極めて低く、よっ

てアデノウイルスベクターの導入 効

率も非常に低い。近年、 VPA を用 い

ることで、 CAR の発現を上昇させて

アデノウイルスベクターの導入効率

を向上させたとの報告があり、この

ような薬剤と遺伝子治療との併用に

より、悪性度が高くかつアデノウイ

ルスベクターの導入効率が低い癌細

胞においても高い抗腫瘍効果が期待

できる可能性がある。  

 



２．研究の目的 

本研究では、まず、膀胱癌に対する

腫瘍特異性プロモーターとして有用

であ る MK プロ モーターを組み込ん

だ制限増殖型アデノウイルスベクタ

ー（ AdMKE1a）を作製し、悪性度の異

なるさまざまな膀胱癌細胞株である

KK47、 5637、 T24 に対する 本ウイル

スベクターの有用性を検討 する。次

に VPA 投与による各細胞株における

CAR の発現およ び 本ウイルスベクタ

ーの導入効率に及ぼす影響を検討す

ることで、 VPA 投与により各膀胱癌

細胞株に対するアデノ ウイルスベク

タ ー の 導 入 効 率 が 向 上 す る こ と を

in vitro, in vivo に おいて 明らか

にする。次に、本ウイルスベクター

と VPA との併用療法における抗腫瘍

効果を検討することで、 VPA 投与 に

よるアデノウイルスベクター の導入

効率向上が、各膀胱癌細胞株の殺細

胞 効 果 の 向 上 に 繋 が る こ と を in 

vitro, in vivo に お い て 検 討 す る 。 

 
３．研究の方法 

(1)制 限 増 殖 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク

ターの作製。  

まず、 5 型アデノウイルスの配列を

有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

（ pXC1:E1a gene を含 む） から 492

～ 552bp 領 域 を 欠 損 さ せ た

（ pXC1-491 プ ラ ス ミ ド ）。 こ の

pXC1-491 プラスミドに MK プロモー

ター（ 595bp）をライゲーションさせ

て pXC1-MK プラスミドを作製した。

次 に 、 293 細 胞 を 用 い て 、 pXC1-MK

プラスミド と E3 領域を持つアデノ

ウイルス DNA の pBHGE3 との相同組み

換えを行い、MK プロモーターを組み

込んだ制限増殖型アデノウイルスベ

クター （ AdMKE1a）を作製し た。 293

細胞を用いて作製された AdMKE1a を

増殖させウイルスベクターを精製し、

TCID50 法 に て ウ イ ル ス タ イ タ ー を

測定した。なお、PCR を行うことで、

ワイルドタイプアデノウイルスの混

入がないことを確認した。  

(2)ヒ ト 膀 胱 癌 細 胞 株 に 対 す る CAR

の発現および AdMKE1a 導入効率の検

討。  

ヒト膀胱癌細胞株（ KK47, 5637, T24）

を培養し、 TRIzol Reagent を用いて

RNA を抽出した 後、定量的リア ルタ

イ ム PT-PCR 法により各ヒ ト膀胱癌

細胞株における CARmRNA の発現を検

討した。次に、各ヒト膀胱癌細胞株

におけるアデノウイルスベクターの

導 入 効 率 を 検 討 す る た め に 、

Ad5-CMV-β gal を 96-well plate に 1

×10 4 cells/well で調整しておいた

各ヒト膀胱癌細胞株に感染させ、β

gal 染色法を行 うことで各ヒト膀胱

癌細胞株に対する導入効率を検討し

た。最後に、各ヒト膀胱癌細胞株に

対する CARmRNA の発現とアデノウイ

ルスベクターの導入効率との関係を

解析した。  

(3)VAP 投与による CAR の 発現および

AdMKE1a 導入効率の検討。  

各種ヒト膀胱癌細胞株（ KK47, 5637, 

T24）を T-150 フラスコで培養し 60

～ 70％コンフルエントの状態に調整

した。VPA を 0.25mM の濃度で投与し、

投与 24 時間後、 48 時間後および 72

時 間後に TRIzol Reagent を用 いて

RNA を抽出した 後、定量的リアルタ

イ ム PT-PCR 法により各種 ヒト膀胱



癌細胞株における CARmRNA の発現を

検討した。また、 VPA 非投与群、投

与群における CARmRNA の発現の比較

および VPA 投与群における VPA の濃

度と CARmRNA 発現との関係を解析し

た。次に、 96-well plate に 1×10 4 

cells/well で 調 整 し て お い た 各 種

ヒト膀胱癌細胞株に、VPA を 0、0.5、

1.0、2.0 および 5.0mM の濃度で投与

し、投与投与 24 時間後、 48 時間後

お よび 72 時間後に Ad5-CMV-β gal

を感染させ、β gal 染色法を行うこ

とで各種ヒト膀胱癌細胞株に対する

導入効率を検討した。また、 VPA 非

投与群、投与群における導入効率の

比較、および CARmRNA の発現と導入

効率との関係を解析した。  

(4)AdMKE1a と VAP との併用療法によ

る抗腫瘍効果の検討。  

CARmRNA 発現 およびアデノ ウイルス

ベクターの導入効率の最も低い細胞

株を用いて in vivo における抗腫瘍

効果 の検討を行 った。 Balb/C nu/nu

マウスの背側皮下に該当する細胞株

（ 1×10 6 個 /腫瘍）を移植し、マウス

膀胱癌皮下腫瘍モデルを形成した。

腫瘍径が 5mm に到達した時点で、ま

ず VPA 投与３日および７日後に腫瘍

部位における CAR の発現を検討した。

次 に VPA の 投 与 １ 週間 後 に 、 1.0×

10 9plaque-forming unit(PFU) の

AdMKE1a を皮 下腫瘍内に投 与した。

本実験群は、 VPA 投与群と非投与群

に分け、それぞれに対して非治療群

（ PBS 投与）、 AdMKE1a 投与群に振り

分けた。非治療群の最大腫瘍体積が

4000mm 3 に 到 達 し た 時 点 で マ ウ ス を

兵庫医科大学での動物実験規準に従

って屠殺した。  

 
４．研究成果 

(1)制限増殖型アデノウイルスベクター

（AdMKE1a）の作製 

まず 5型アデノウイルスの配列を有するプラ

スミドベクター（pXC1:E1a gene を含む）か

ら 492～552bp 領域を欠損させ（pXC1-491 プ

ラスミド）、この pXC1-491 プラスミドに MK

プロモーター（595bp）をライゲーションさ

せて pXC1-MK プラスミドを作製した。次に、

293細胞を用いてpXC1-MKプラスミドとE3領

域を持つアデノウイルス DNA の pBHGE3 との

相同組み換えを行うことで、目的のウイルス

ベクター（AdMKE1a）を作製した。さらに 293

細胞を用いて、作製された AdMKE1a を増殖さ

せアデノウイルスベクターを精製し、TCID50

法にて精製ウイルスタイターを測定した。ま

た、PCR を行うことで、ワイルドタイプアデ

ノウイルスの混入がないことを確認した。 

(2)各細胞株における CARmRNA の発現 

使 用 し た ヒ ト 膀 胱 癌 細 胞 株 の う ち 、

KK47,5637 においては、それぞれ 3.4×

1010btu/ml、2.2×10９btu/ml と高い導入効率

を認めた。一方、T24 においては、1.0×

107btu/ml と導入効率は低かったことから、

KK47、5637 と比較して T24 においては、

AdMKE1a による抗腫瘍効果は期待できないと

考えられた。 

(3)T24に対するVPA前処置によるCARmRNAの

発現 

24、48 及び 72 時間の VPA 前処置により CAR

ｍRNA 発現は無処置群と比較して、それぞれ

約 4、5.7 及び 15.3 倍に向上した。 

(4)T24に対するVPA前処置によるアデノウイ

ルスベクターの導入効率 

非前処置群ではアデノウイルスベクターの

遺伝子導入効率は 1.0×107btu/ml であった

が、アデノウイルスベクターの遺伝子導入効



率が、72 時間の VPA 前処置をした T24 におけ

るアデノウイルスベクターの遺伝子導入効

率は 1.2×108btu/ml と非前処置群と比較し

て 12 倍の導入効率の向上を認めた。 

(5)T24に対するVPA前処置によるアデノウイ

ルスベクターの抗腫瘍効果（in vitro） 

Day７の時点で非前処置群における抗腫瘍効

果は 100MOI で 23.4％であった。一方、VPA

前処置群では 1、10 及び 100MOI の感染でそ

れぞれ 21％、45.7％及び 74.2％と高い抗腫

瘍効果が認められたことから、VPA による前

処置によってアデノウイルスベクターの初

回感染率が向上し、かつ腫瘍崩壊後の周囲の

非感染細胞へのアデノウイルスベクターの 2

次感染効率も向上した可能性が示唆された。 

(6)T24マウス皮下腫瘍モデルにおけるVPA前

処置による腫瘍部での CAR 発現 

非投与群と比較して、VPA 投与 3 日後で 1.7

倍、投与 7日後で 1.9 倍に向上した。 

(7)T24マウス皮下腫瘍モデルにおけるVPA前

処置によるアデノウイルスベクターの抗腫

瘍効果（in vivo） 

コントロール群（PBS 投与群）と比較して、

AdMKE1a 単独群、VPA 前投与+AdMKE1a 群とも

に有意に抗腫瘍効果を認めた。一方、AdMKE1a

単独群と VPA 前投与+AdMKE1a 群では、VPA 前

投与+AdMKE1a 群では、AdMKE1a 単独群より約

13％の抗腫瘍効果の改善を認めたが、有意差

は認めなかった。 

以上から、VPA 前処置により、既存の遺伝子

治療では効果が認められなかったヒト膀胱

癌細胞株においても、一定の抗腫瘍効果の増

強が確認された。また VPA はてんかんに対す

る薬剤として広く臨床現場で使用されてお

り、その安全性も確認されていることから考

えても、本研究での研究成果をもとに更なる

検討を加えることで、今後の遺伝子治療臨床

研究のプロトコルに組み込むことが可能で

あると考えられた。 
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