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研究成果の概要（和文）： 
 p53 の異常は癌の約半数に認められるが，p53 導入のみではアポトーシスが誘導されない癌

も多くある．そこで，アポトーシス阻害的標的遺伝子である p21 の発現を抑制する人工 miRNA
と p53 を共発現する単一アデノウイルスベクターを作成した．このウイルスを癌細胞に感染さ

せると，p53 単独の場合と比較して高い治療効果が認められた．以上の結果から，このベクタ

ーを用いることにより治療抵抗性の改善が期待される． 
 
研究成果の概要（英文）： 

We examined the therapeutic effectiveness of adenovirus (Ad-p53/miR-p21) that 
encoded co-cistronic p53 and artificial microRNAs (miRNAs) that targeted p21. Tumor 
volume was significantly decreased following the direct injection of Ad-p53/miR-p21 
into the tumor, as compared to the injection of Ad-p53/miR-control. Our results suggest 
that adenovirus-mediated transduction of p53 and p21-specific miRNAs may be useful 
for gene therapy of human cancers. 
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１．研究開始当初の背景 

p53 は，細胞が障害を受けた際にアポトーシ
スにより細胞死を誘導する重要な因子であり，数
多くの研究がなされている．p53 の欠失や変異
はヒトに生ずるすべての癌の約半数に認められ，
発癌を引き起こすのみならず化学療法や放射
線治療に対する抵抗性にも関与することが報告
されている．このため，これまでウイルスベクター
を用いて癌に p53 を発現させる遺伝子治療が試
みられてきた．ヒトの癌に対する治療としては，

1996 年にアメリカのＭ．Ｄ．アンダーソン癌セン
ターのグループが肺非小細胞癌に対して p53 発
現ウイルスを用いた治療を初めて行った．日本
国内でも岡山大学が 1998 年に同様の治療を行
っている．その後，国内外で臨床治験が開始さ
れ，アメリカでは頭頚部癌に対して第三相まで
進行した．しかし p53 の導入のみでは細胞死が
誘導されない治療抵抗性の癌も多くあることが
報告されており，さらなる工夫が必要と考えられ
る． 
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２．研究の目的 

様々な癌において高頻度に p53 の異常が報
告されおり p53 の導入による遺伝子治療が有効
であると考えられるが，必ずしも著効するとは限
らず更なる工夫が必要である．p53 により発現誘
導される標的遺伝子の中に，そのアポトーシス
効果に対して阻害的に働くものがあることが知ら
れている．そこで，そのようなアポトーシス阻害的
な標的を特異的にノックダウンする人工 miRNA
を設計し，p53 発現ウイルスベクターと同一のベ
クター内で発現させることで，p53 が発現した際
のアポトーシス阻害的な標的の誘導を抑制し，
細胞死の誘導を増強したい．これにより p53 によ
る遺伝子治療効果の増強，耐性の解除が期待
される． 
 
３．研究の方法 

まず，p53 のアポトーシス阻害的標的遺伝子
の発現を抑制する人工 miRNA 発現プラスミドベ
クターを作成する．次に p53 の翻訳領域をその
ベクターに組み込むことで発現ベクターと抑制
ベクターを統合する．このベクターでの p53 の発
現および標的遺伝子の発現抑制を確認した後，
シャトルベクターとの相同組換えを介して，アデ
ノウイルスベクターを作成する．標的遺伝子の発
現を抑制する miRNA 配列を持つ p53/miRNA
共発現アデノウイルスベクターを消化器癌細胞
に感染させ，p53 単独の場合と比べ細胞死が増
強されるかどうかを確認する．増強が認められた
場合には，消化器癌細胞を移植したヌードマウ
スに対してアデノウイルスベクターを投与し，in 
vivo での腫瘍縮小効果について検討する． 
 
４．研究成果 

p21 を特異的に発現抑制する人工 miRNA を
設計し，発現プラスミドベクターに組み込んだ．
このベクターを p53 発現ベクターと共に HEK293
細胞にトランスフェクションしたところ，p53 が強
発現しているにもかかわらず p21 の蛋白発現誘
導の抑制が認められた．（図１） 

 
【図１】 

 
次に，p53 発現ベクターと p21 抑制 miRNA 発

現ベクターをひとつにハイブリッドしたベクターを
作成した．この単一ベクターを HEK293 細胞や
大腸癌細胞にトランスフェクションしたところ，p53
は強発現する一方，p21 の発現誘導は抑制され
た．（図２） 

 
【図２】 

更に，このプラスミドベクターを元にアデノウイ
ルスベクターを作成した．p53 とp21抑制miRNA
の共発現アデノウイルスベクターを大腸癌細胞
DLD1 および肝癌細胞 HLF, Hep3B に感染させ，
フローサイトメトリーにてDNA量を測定したところ，
p53 単独発現のベクターと比較して有意にアポト
ーシスを示す subG1 の増加を認めた．（図３） 

 
【図３】 

また，大腸癌細胞 SW480 では，アドリアマイ
シンを併用することにより，p53 単独と比較して
p53/p21 抑制 miRNA 共発現ベクターで強くアポ
トーシスが誘導された．（図４） 

 
【図４】 
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ヌードマウスに対して，大腸癌細胞DLD1およ
び SW480 を皮下に接種し腫瘍を形成させた．
腫瘍の大きさが決められたサイズに達したところ
で，高濃度に濃縮したアデノウイルスベクターを
腫瘍に対して１日１回，３日間注入し，その腫瘍
サイズの変化を経時的に測定したところ，p53 単
独と比較して，p21 抑制 miRNA/p53 共発現ベク
ターで有意に腫瘍増殖の抑制効果を認めた．ま
た，DLD1 細胞において p21 抑制 miRNA のみ
の投与は，腫瘍の増大を招いたことから，p53 と
の共発現が必須であると考えられた．（図５） 
 
【図５】 

 
本研究で我々は p21 抑制 miRNA/p53 共発現

ベクターを用いることで，有効な治療効果を得る
ことに成功した．miRNA 発現ベクターは，他の
miRNA をタンデムに接続することで複数の標的
遺伝子の発現を抑制することが可能である．こ
のため，他のアポトーシス阻害的な遺伝子に対
する miRNA を設計し，複数を組み合わせること
で相乗効果を得ることができる．これにより，更な
る治療効果の増強，治療耐性の解除が期待さ
れる．（図６） 
 
 

【図６】 
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