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研究成果の概要（和文）：オンコリティックウイルスAdE3-midkineは陰性荷電であるため(1元)、これに対し陽性荷電
のポリエチレンイミン（PEI）(2元)さらには腫瘍特異的なCD44を受容体とする陰性荷電のコンドロイチン硫酸を加工(3
元)し、これらをさらに多重加工することにより抗体存在下においてその抗腫瘍効果を検討した。9元目以降で抗腫瘍効
果は増大し、13元目で最大となった。B6C3F1マウスと同種由来の卵巣癌細胞株OVHMを用いたsyngeneic mouse modelに
おける抗腫瘍効果を検討したところ、腹腔内腫瘍モデルにおいて60％、皮下腫瘍モデルにおいて90％の完全腫瘍退縮が
得られた。

研究成果の概要（英文）：Because oncolytic adenovirus, AdE3-midkine is negatively charged, positively charg
ed polyethylenimine (PEI) and negatively charged chondroitin sulfate were respectively layered on the surf
ace of AdE3-midkine.  In the antiadenovirus antibody, 12 layers with PEI and chondroitin sulfate showed th
e most potent antiproliferative effect. In the B6C3F1 syngeneic mouse model, respectively 90% and 60% of s
ubcutaneous and intraperitoneal tumor growth were completely reduced. 
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスを用いた癌遺伝子治療薬の実用化
が困難となっているのは、抗体産生による感
染抑制により抗腫瘍効果が認められないこ
とにある。我々は、非小細胞性肺癌細胞の
A549 細胞を放射線照射して腫瘍形成能を消
失させ、オンコリティックアデノウイルス
AdE3-midkineに感染させてキャリアー細胞
として用いることで、オンコリティックアデ
ノウイルス感染後に細胞が断片化し、このウ
イルス粒子を含有したキャリアー細胞断片
が、標的癌細胞に直接的に貪食作用により取
り込まれ、抗体存在下においても感染が成立
し、抗アデノウイルス CTL さらには抗腫瘍
免疫誘導によりきわめて強力な抗腫瘍効果
を示し、腫瘍内投与によりマウス卵巣癌は根
治することを明らかにした(Hamada, K. et 
al, Molecular Therapy, 2007)。本キャリアー
細胞の問題点として A549細胞が癌細胞であ
り癌遺伝子が host の染色体に組み込まれる
可能性が否定できないこと、細胞加工製品で
あるため保存に液体窒素が必要、大量工業生
産、輸送、ロット間の安定性等の問題があげ
られる。さらに、アデノウイルス粒子含有キ
ャリアー細胞断片が腫瘍細胞に貪食される
機構は、アデノウイルスの受容体経由に比べ
感染効率が悪いため、よりオンコリティック
アデノウイルスの抗腫瘍効果を高め、さらに
上記の種々の問題点を解決するためには、キ
ャリアー細胞に代わり直接アデノウイルス
表面のカプシド蛋白を加工することにより
抗体による感染抑制を解除し、癌特異的抗原
および受容体経由で感染を成立させる新た
な人工皮膜(artificial envelope)を作成し、よ
り効率的なオンコリティックアデノウイル
スの癌特異的感染システムを確立する必要
がある。我々は、既にポリカチオンのポリエ
チレンイミン(polyethylenimine, PEI)とポ
リアニオンの癌マトリックスでその受容体
CD46 が癌に大量に発現するヒアルロン酸
(hyaluronic acid, HA)をオンコリティックア
デノウイルスに対し多重加工することによ
り、卵巣癌腹腔内播種性モデルにおいて 20％
の完全腫瘍退縮をきたすことを報告した
(Yoshihara, C. et al, Oncology Reports, 
2010)。我々は、プラスミド-GM-CSFの加工
において 10kd 以下のコンドロイチン硫酸が、
ヒアルロン酸より抗腫瘍効果がより高いこ
とを明らかにした (Hamada, K. et al, 
Journal of Gene Medicine, 2012)。しかしな
がら、オンコリティックアデノウイルスの
PEIとコンドロイチン硫酸を用いた多重加工
の報告は、まだない。 
 
２．研究の目的 
我々は、AdE3-midkine(1元)にポリカチオン
として PEI(2 元)さらにポリアニオンとして
ヒアルロン酸(3 元)の重層処理に加えてさら
にポリエチレンイミン、ヒアルロン酸を加え
て 7 元の重層処理まで行うとアデノウイル

スにより事前免疫を行った免疫機能が正常
な B6C3F1 マウス由来の OVHM 卵巣癌腹
腔内モデルにおいて、3回投与で 20％の完全
腫 瘍 退 縮 を 得 る ま で に 至 っ て い る
(Yoshihara, C. et al, Oncology Reports 
2010)。臨床試験あるいは将来的な臨床医薬
に至るまでは、人においては 95％にすでにア
デノウイルスに対する抗体を有しているた
め、抗体存在下においてより良好な抗腫瘍効
果が得られるために、さらにポリマー加工技
術の改良を行う必要がある。このため、プラ
スミドベクターのポリマー加工における検
討から腫瘍特異性がヒアルロン酸より高い
とされる 10kD以下の低分子量のコンドロイ
チン硫酸をポリアニオンとして用いて検討
を行った。ζ電位測定器による電荷測定と粒
子径測定ならびに電子顕微鏡的検討により、
凝集の抑制をはかりながら、効果的な薄層状
の被覆加工を行い、オンコリティックアデノ
ウイルス、PEI、コンドロイチン硫酸の各の
反応量、反応時間、ミキサー等を用いたミキ
シングによる反応方法、7 元以上の超多層被
覆加工等の検討を行い、adenovirus-β gal
による抗体存在下での遺伝子発現、さらには
AdE3-midkineを用いた抗体存在下における
in vitro での卵巣癌細胞の増殖抑制効果等を
基に抗体存在下におけるオンコリティック
アデノウイルスの抗腫瘍効果の改善を目指
すため、事前免疫を行った卵巣癌皮下腫瘍モ
デルさらには卵巣癌腹腔内腫瘍モデルを用
いて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)アデノウイルス加工に関する基礎実験お
よび遺伝子発現実験には、蛍光顕微鏡で観察
が容易な adenovirus-GFP に比べ、X-gal によ
る染色が必要で観察に時間の要するものの
発現感度の高いadenovirus-βgalを用いた。
in vitro および in vivo における増殖抑制実
験には、アデノウイルス E1A プロモーターを
腫瘍特異的なmidkineプロモーターに置換し
たオンコリティックアデノウイルス
AdE3-midkine を用いた。in vitro における
増殖抑制実験にはヒト卵巣癌細胞株 HEY と
x600 の抗体価を有する抗アデノウイルス抗
体(武田製薬)を用いて、ポリマー加工による
免疫原性の克服（アデノウイルス感染性の回
復）について検討した。in vivo における増
殖 抑 制 効 果 実 験 に は 、 (C57BL/6 x 
C3/He)F1(B6C3F1)マウス由来の高転移性、高
回転性の卵巣癌細胞株 OVHM を用いた
syngeneic mouse model において行った。 
(2)ζ電位測定には（ゼータサイザーナノ S、
マルバーン）を用い、アデノウイルスの PEI
およびコンドロイチン硫酸付加による電位
の変化、粒子径の変化を測定し、各反応量の
基準量を決定した。走査型電子顕微鏡を用い、
凝集を抑制し、薄層のポリマー多重加工がで
きるよう、静置、ボルテックス、ミキシング
等による反応方法を検討した。 



(3)10％FCS加 RPMI培養液1mlを各wellに入
れた 24well dish にヒト卵巣癌細胞株 HEY を
20000細胞/well撒き、翌日培養液を吸引し、
FCS(-)RPMI 培養液と置換し、ポリマー加工し
た adenovirus-βgal 1000MOI を入れ 3 時間
反応後、抗アデノウイルス抗体を入れ、3 日
間反応し、固定した後 X-gal にて染色し、陽
性細胞を顕微鏡にて観察した。 
(4)同上の条件でポリマー加工したオンコリ
ティックアデノウイルス AdE3-midkine をい
れ、抗体存在下の増殖抑制実験を行い、5 日
間反応した後に crystal violet assay にて
IC50 の計算を行った。 
(5)in vivo の増殖抑制実験としては B6C3F1
マウスに 1x1010PFU の adenovirus-βgal で
事前免疫後3週間して同種由来の卵巣癌OVHM
細胞を 1x106 細胞マウス皮下に移植し、腫瘍
径が5-8mmとなった時点でポリマー加工した
AdE3-midkine の腫瘍内投与を行った。2日毎
に腫瘍径を測定し、死亡するまで経過観察し
た。腹腔内腫瘍モデルとしては、事前免疫後
3週間して卵巣癌OVHM細胞を1x106細胞マウ
ス腹腔内に移植し、4 日後から治療を開始し
た。死亡するまで経過観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 電子顕微鏡的検討により、アデノウ
イルスは皮膜を有しないため、アデノウイル
ス単独(1 元)でも互いに凝集しやすいことが
明らかとなった。また、反応方法において静
置のみでは凝集しやすいことが明らかとな
った。このため、ローター、ボルテックス、
ミキシング等の検討を行ったところ、ミキシ
ングで最も凝集が抑制でき、ポリマー加工に
よる薄層の多重加工が可能となった。凝集が
最も起こりやすいのは、アデノウイルス単独
であり、PEI を加えても凝集は起こりにくく、
コンドロイチン硫酸負荷後に凝集が起こり
やすいことが明らかとなった。また、PEI と
コンドロイチン硫酸の負荷量は等量加える
のがもっと良好で、コンドロイチン硫酸の量
が多くなればなるほど凝集が起こりやすい
ことが明らかとなった。 
(2) adenovirus-β gal(1 元)を PEI(2
元)、コンドロイチン硫酸（3元）さらに PEI、
コンドロイチン硫酸で多重ポリマー加工し
て遺伝子発現を検討すると、ミキシングによ
る反応では 10 分程度の反応が最も良好な遺
伝子発現を示した。AdE3-midkine（1 元）を
同様にポリマー加工すると、9 元目以降で抗
体存在下の抗腫瘍効果が増大し、13 元目で最
大となった。このため、最外層にコンドロイ
チ ン 硫 酸 で 加 工 し た 13 元 加 工 の
AdE3-midkine を in vivo の実験に用いること
とした。 
(3) 腹腔内腫瘍モデルにおいて、事前免
疫後では AdE3-midkine 単独では、抗腫瘍効
果は認められなかった。13 元加工の
AdE3-midkine では、3回腹腔内投与で 60％の
完全腫瘍退縮が得られた。皮下腫瘍モデルに

おいて、2回の腫瘍内投与により 80％の完全
腫瘍退縮が得られた。 
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