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研究成果の概要（和文）：非小細胞性肺癌細胞 A549に GFP 遺伝子を導入した GFP-A549にオンコ

リティックアデノウイルス AdE3-IAI.3B を感染したキャリアー細胞は、AdE3-IAI.3B と GFP 両

者とも翌日に腫瘍内濃度が最高となり、1週間まで発現が認められ、2週間後には消失した。A549

細胞から限界希釈法により、A549 細胞より 10 倍抗腫瘍効果の高い EHK-2 細胞を樹立した。

AdE3-IAI.3B 感染 EHK-2細胞を皮下注射したところ OVHM の皮下腫瘍は 40%のマウスにおいて腫

瘍形成が抑制され自家抗腫瘍免疫が誘導されていることが明らかとなった。感染条件を検討し

たところ、200MOI、33時間が最も良好な抗腫瘍効果を示した。凍結融解による影響を検討した

ところ、非感染では影響はなく、AdE3-IAI.3B 感染により核膜の分葉化が認められ、凍結融解

により核膜の破綻とアデノウイルス粒子の細胞質への遊出が認められた。この条件下で、20％

の in vitroにおける抗腫瘍効果の増大が認められ、in vivoにおいても事前免疫後 90%のマウ

スが完全治癒となった。腹腔内播種性モデルにおいて、AdE3-IAI.3B感染キャリアー細胞では、

1 匹も完全治癒とはならないが、Ad-mGM-CSF同時感染において 100%のマウスが完全治癒となっ

た。これらのマウスに OVHMを皮下移植したところ、すべてのマウスに腫瘍拒絶が認められ自己

抗腫瘍免疫が誘導されていることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：GFP-introduced non small cell lung cancer A549 cells infected 
with oncolytic adenovirus, AdE3-IAI.3B was injected into the mouse subcutaneous tumors 
and DNA contents of GFP and AdE3-IAI.3B in the tumors peaked one day later and disappeared 

two weeks later.  EHK-2 cell was established from A549 cells by limiting dilution and 

showed the 10 time higher antitumor effect than the original A549 cells.  OVHM 

subcutaneous tumor formation was rejected in 40% of mice after the subcutaneous injection 

of AdE3-IAI.3B-infected EHK-2 carrier cells.  This indicated that xenogenic antitumor 
immunity was introduced after the injection of carrier cells.  The infection condition 

of carrier cells at 200MOI (multiplicity of infection) and 33 hours showed the best 

antitumor effect.  The morphology of non-infected carrier cells was not changed but 

AdE3-IAI.3B-infected carrier cells showed the nuclear membrane lobulation.  After the 
freeze and thaw of carrier cells, the lobulated nuclear membrane was ruptured and the 

adenovirus particles were released from the nucleus into the cytoplasm.  Under these 

infection conditions, the in vitro antitumor effect increased by 20% and 90% of mouse 
showed the complete tumor reduction after the prior immunization of adenovirus.  In the 

mouse model of intraperitoneal dissemination of OVHM ovarian cancer cells, the 

intraperitoneal injection of AdE3-IAI.3B-infected carrier cells did not cure any mice 
but the carrier cells infected with Ad-mGM-CSF and AdE3-IAI.3B showed the complete tumor 
reduction in all treated mice after the prior adenoviral immunization.  The tumor 

formation of OVHM ovarian cancer cells was rejected in all complete tumor reduced mice 

treated with carrier cells and self-antitumor immunity was introduced in these mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々がクローニングした卵巣癌特異的遺
伝子プロモーターIAI.3B を導入したオンコ
リティックアデノウイルス AdE3-IAI.3B は、
卵巣癌特異的に細胞融解作用により抗腫瘍
効果を示すが、他のウイルスと同様に抗体に
よる感染抑制により抗腫瘍効果は消失する。
AdE3-IAI.3Bを肺癌細胞 A549に感染したキ
ャリアー細胞を用いると、アデノウイルス粒
子を含有した細胞断片が抗体存在下でも癌
特異的に取り込まれ、オンコリティックアデ
ノウイルスによる細胞融解作用のみならず
事前免疫による抗アデノウイルス CTL 誘導
により腫瘍内投与により極めて強力な抗腫
瘍効果を示す。しかしながら、卵巣癌腹腔内
播種性モデルにおいて AdE3-IAI.3B 感染キ
ャリアー細胞の腹腔内投与では抗腫瘍効果
は示さない。卵巣癌においては、容易に腹腔
内に転移するため、こうした腹腔内播種に対
する治療法を確立することが重要である。 
２．研究の目的 
オンコリティックアデノウイルス

AdE3-IAI.3B に加えてアデノウイルス
-GM-CSFを同時にキャリアー細胞に感染し、
自己抗腫瘍免疫、A549が多数の腫瘍マーカー
あるいは腫瘍抗原を発現する肺癌細胞であ
ることより自家抗腫瘍免疫を誘導してその
癌ワクチン作用による抗腫瘍効果を検討し
た。 
３．研究の方法 
  免疫機能が正常な B6C3F1マウスに同種
由来の卵巣癌 OVHM を皮下および腹腔内投与
して皮下腫瘍および腹腔内播種性の
syngeneic mouse modelを作製して、その抗
腫瘍効果について検討を加えた。 
４．研究成果 
 非小細胞性肺癌細胞 A549 から limiting 
dilutionにより A549細胞より 10倍抗腫瘍効
果の高い新たな EHK-2 細胞を樹立でき、これ
をキャリアー細胞として用いた。

AdE3-IAI.3B 感染キャリアー細胞を皮下注射
したところ OVHMの皮下腫瘍は 40%のマウスに
おいて形成が抑制され、異種性抗腫瘍免疫が
誘導されていることが明らかとなった。感染
条件を検討したところ、200MOI、33時間が最
も良好な抗腫瘍効果を示した。凍結融解によ
る影響を検討したところ、非感染キャリアー
細胞では形態系に変化はなく、AdE3-IAI.3B
感染によりキャリアー細胞の核膜の分葉化
が認められ、凍結融解により核膜の破綻とア
デノウイルス粒子の細胞質への遊出が認め
られた。抗体存在下、非存在下において 20％
の in vitro における抗腫瘍効果の増大が認
められ、in vivoにおいても事前免疫後 90%
のマウスが完全治癒となった。腹腔内播種性
モデルにおいて、AdE3-IAI.3B感染キャリア
ー細胞では、1匹も完全治癒とはならないが、
Ad-mGM-CSF同時感染において 100%のマウス
が完全治癒となった。これらのマウスに OVHM
を再度皮下移植したところ、すべてのマウス
に腫瘍拒絶が認められ自己抗腫瘍免疫が誘
導されていることが明らかとなった。 
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