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がんに対する標的ベクターの網羅的探索 
 

研究分担者 青木 一教 国立がん研究センター研究所遺伝子免疫細胞医学研究分野・分野長 

  

研究要旨 

腫瘍溶解アデノウイルスの効果と安全性を強化するためには、腫瘍標的化能を強化する必要があ

る。我々は、膵がん標的リガンド（SYENFSA）を、サバイビンプロモーターにより増殖を制御する

腫瘍溶解アデノウイルス(AdSur)に組み合わせた膵がん標的腫瘍溶解ウイルス(AdSur-SYE)を開発

し、その腫瘍溶解効果をヒト膵がん切除標本を用いて検討した。ヒト外科切除標本を細切しシングル

セル化した膵がん細胞とマウス胎児繊維芽細胞を共培養して AdSur-SYE を感染すると、腫瘍溶解効

果は AdSur と比較して著明に増強しており、臨床応用に資するベクターであることを示した。また、

特定の腫瘍細胞表面に発現する分子特異的に感染するベクターを開発するモデルケースとして、

“Trop2(Tumor-associated calcium signal transducer2)”を標的とする Ad ベクターの開発を行った。

Trop2 発現細胞で多種多様なリガンドをファイバー上に提示する Ad ライブラリーをスクリーニング

することにより、Trop2 発現細胞に対して 3 倍程度感染効率を上げる配列を同定することに成功した。 

A.研究目的 

 革新的がん治療薬として大きな期待が寄せら
れている腫瘍溶解ウイルス療法には、効果と安
全性を高めるために、ウイルスの自然の感染域
を抑制し、一方で、溶解効果は腫瘍への感染力
に依存するので、腫瘍に対する標的特異性を高
める技術の開発が必要である。 
そこで、我々は、特異的に感染する腫瘍標的化
リガンドの探索を目指し、多種多様なペプチド
をキャプシド蛋白質上に提示するアデノウイル
ス(Ad)ライブラリーを用いて、膵がん細胞をス
クリーニングし、膵がん標的リガンド（SYENFSA）
を同定することに成功した。ついで、サバイビ
ンプロモーターにより増殖を制御する腫瘍溶解
アデノウイルス(AdSur)に、この膵がん標的配列
を組み合わせた膵がん標的腫瘍溶解ウイルス
(AdSur-SYE)を構築した。これまで検討では、動
物モデルにおいて、この AdSur-SYE を腫瘍内に
注入した場合に腫瘍溶解効果が増強することと、
各種臓器へのウイルスの異所性感染が抑制され
ることを明らかとした。また、ヒト膵がん外科
切除標本を用いて、AdSur-SYE がヒト膵がん組
織においても感染効率を６倍程度向上させるこ
とを示した。本年度は、さらに、このヒト膵が
ん検体を用いて AdSur-SYE が実際に腫瘍溶解効
果を増強できるのかどうか検討した。 
 膵がん標的リガンド(SYENFSA)は、ヒト膵がん
細胞株 AsPC-1 に対して Ad ライブラリーをスク
リーニングして同定した配列であり、その感染

受容体は明らかとなっていない。一方、標的す
る細胞表面分子あらかじめを決めておき、その
標的ベクタターを探索・同定するスクリーニン
グ系の開発は重要である。そこで、特定の腫瘍
細胞表面に発現する分子特異的に感染するベク
ターを開発するモデルケースとして、分担研究
者の内田宏昭博士らに提示された、膵がんなど
消化器がんで特異的に発現が増強している分子
Trop2 に対する標的 Adベクターの開発を試みた。 
 
B. 研究方法 

B-1. 膵がん標的腫瘍溶解 Ad ベクターの構築 
 分担研究者である田川雅敏博士との連携のも
と、Survivin の転写調節領域により、ウイルス
の増殖を制御する腫瘍溶解ウイルス(AdSur)の
ファイバーノブに、膵がん標的化リガンド
(SYENFSA)を提示する標的化腫瘍溶解ウイルス
(AdSur-SYE)を構築した。これらのウイルスは、
欠失した E3 領域に EGFP 発現カセットが挿入さ
れており、感染した細胞は EGFP 陽性となる。ま
た、AdSur と AdSur-SYE では、ファイバーノブ
において自然の感染受容体であるコクサッキー
ウイルス・アデノウイルス受容体(CAR)との結合
部に 4 か所の点突然変異が挿入され、CAR との
結合は野生型と比べて抑制は 100 分の 1 以下に
抑制されている。 
B-2. ヒト膵がん外科切除標本での膵がん標的
化腫瘍溶解アデノウイルスの腫瘍溶解効果の検
討 
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ヒト膵菅がん（4 例）の外科切除標本を細切
してシングルセル化した後、96well dish で、1 
x 104の膵がん細胞を 1 x 104のマウス胎児性繊
維芽細胞(MEF:mouse embryonic fibloblasts)
と共培養し、AdSur、AdSur-SYE、非自己増殖型
Ad ベクターAdE1-AP 及び野生型のファイバー
と野生型の E1 領域をもつ Ad-EGFP を、それぞれ
1 x103, 3 x103, 1 x104 ,3 x104vp/cell で感染
させた。6 日後に、ArrayScan VTI HCS Reader
によりEGFP陽性細胞やMUC-1陽性細胞を観察す
るとともに、MTT アッセイにより細胞数を計測
した。 
 

B-3. Trop2 標的化アデノウイルスの探索 
 多種多様なリガンドをファイバーノブ上に提
示する Ad ライブラリーを用いて、膵がんなどの
消化器がんで特異的に発現する細胞表面分子
Trop2(Tumor-associated calcium signal 
transducer 2)を標的する Ad ベクターの探索を
試みた。Trop2 は、膵がんなどがん特異的に発
現する膜一回貫通型の糖タンパク質で、腫瘍細
胞の増殖を促進する機能があり、過剰発現症例
は予後が不良であることが報告されている。ま
ず、Trop2 を発現していないヒト膵がん細胞株
AsPC-1 に、レトロウイルスベクターを用いてヒ
ト Trop2 cDNA を遺伝子導入したトランスフェク
タント AT-5 細胞を作成した。AT-5 と AsPC-1 細
胞に、それぞれ Ad ライブラリーを感染させ、数
日後に cell lysate を回収して、同じ細胞に感
染するといった過程を 3 回行った。最終的に粗
ウイルス液から DNA を抽出して、Ad のファイバ
ー上に提示されている配列をシークエンス解析
した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、所属する研究施設の遺伝子組み換

え実験や動物実験に関わる各種委員会の審査を
受け理事長の承認を得た上で実施した。ヒト外
科切除標本の利用にあたっては、「疫学研究に
関する倫理指針」を遵守し試料等提供者の人権
とプライバシーを保障しつつ研究を進めた。自
己増殖型 Ad ライブラリーを用いた実験は、拡散
防止措置に関して大臣確認を得た上で実施した。 
 
C. 研究結果 

C-1. 標的化腫瘍溶解ウイルスの腫瘍溶解効果
の増強 
 ヒト膵がん外科切除標本 4 例をシングルセル
化し MEF と共培養して、各種ウイルス
(AdSur-SYE, AdSur, AdE1-AP, Ad-EGFP)を感染
させて 6 日後に細胞数を検討した。まず、ウイ
ルス非感染細胞の免疫染色により、MEF の周囲

に MUC-1 陽性細胞が集簇して増殖しており、MEF
との共培養でヒト膵がん細胞が 6 日以上生存す
ることが分かった(図 1A)。また、ウイルス感染
細胞では、EGFP 陽性細胞数は、AdSur-SYE のほ
うが AdSur よりも明らかに多く、Ad-Sur-SYE の
感染効率が高いことが明らかとなった(図 1B)。
また多くの EGFP 陽性細胞は MUC-1 陽性であり、
膵がん細胞に感染していることが明らかとなっ
た(図 1C)。細胞数に関しては、4 例とも
AdSur-SYE のほうが AdSur よりも明らかに細胞
数が少なく、腫瘍溶解効果が著明に増強されて
いることが明らかとなった。AdSur-SYE の腫瘍
溶解効果は、野生型のファイバーと野生型の E1
領域をもつ Ad-EGFP と比べても同等以上であっ
た（図 1D）。  
 
C-2. Trop2 標的アデノウイルスの同定 
 AT-5 細胞と親株の AsPC-1 細胞を用いて、Ad
ライブラリーをスクリーニングし、アデノウイ
ルスのファイバーノブ上に提示されている配列
を解析した。AsPC-1 細胞に感染する配列は両細
胞に共通に出現し、Trop2 細胞を認識する配列
は AT-5 細胞にのみ検出されると考えられた。得
られた配列について AT-5 と AsPC-1 細胞を比較
したところ、AT-5 細胞にのみ認められる 1種類
の配列が同定できた。ついで、この配列をファ
イバー上に提示する Ad ベクターを構築して、
AT-5 と AsPC-1 細胞に同量ずつ感染させて、ル
シフェラーゼアッセイを行うと、AT-5 細胞のほ
うが、約 3 倍程度感染効率が上がっており、
Trop2 を標的していると考えられた。 

 

D. 考察 

本研究により、ヒト膵がんサンプルにおいて
も、膵がん標的化腫瘍溶解ウイルス AdSur-SYE
が、非標的化ウイルスと比較して、腫瘍溶解効
果が強く増強されること、が確認でき、腫瘍溶
解ウイルスに標的性を付加する有用性を明らか
にすることができた。本 AdSur-SYE の臨床応用
を図る上での根拠を得ることができたものと考
えられる。 
また、分子標的ベクターを開発するために、

Trop2 標的 Ad ベクターの探索を行ったところ、
Trop2 発現トランスフェクタント特異的な配列
が認められ、親株と比較して感染効率も上昇し
ていたことより、Trop2 標的ベクターが同定で
きたものと考えられた。感染効率や標的性の検
討をさらに進め、臨床応用が可能であるかヒト
臨床検体での検証も行う予定である。 
今後は、他のがん腫、特に悪性中皮腫などに

対する腫瘍標的ベクターを探索・開発し、分担
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研究者田川雅敏博士が臨床試験を開始しようと
している悪性中皮腫に対する Ad-NK4 による遺
伝子治療に組み合わせて、標的ベクターによる
中皮腫に対する新たな治療戦略の開発に発展さ
せる。 
 

E. 結論 

1） Survivin の転写調節領域で増殖を制御する
腫瘍溶解ウイルスに、膵がん標的リガンド
を組み合わせることにより、腫瘍溶解 Ad ベ
クターの腫瘍溶解効果の強化が可能である
ことを、ヒト膵がん切除標本で示した。 

2） Ad ライブラリーのスクリーニングにより、
膵がん等の消化器がん特異的に発現する
Trop2 を標的するベクターを同定した。今
後、種々のがん特異的抗原を標的するベク
ターの開発に役立てることができる。 
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転写制御等を利用した腫瘍標的ベクターの構築と 
それによる抗腫瘍効果の検討 

 
研究分担者 田川 雅敏 千葉県がんセンター・部長 

  

研究要旨 

腫瘍溶解性アデノウイルスによる細胞障害活性は、ウイルス増殖によるものであるが、その詳細に

ついてはあまり明確ではなく、感染した細胞によって異なると考えられる。本研究の標的である難治

性の膵がんは多くの症例で、p53 遺伝子が変異または欠損していることが多く、また悪性中皮腫は p53

経路の上流が 70－80％欠損しているため、機能的に p53 経路が失活状態にある。ともに、p53 遺伝

子を発現させると、細胞死が誘導されることから、p53 経路の活性化が腫瘍溶解性ウイルスの細胞死

誘導にどのような影響を与えるかどうかを検討した。その結果、単独の場合に比較して、Ad-p53 と

腫瘍溶解性ウイルスの併用における細胞障害活性は相乗効果を示し、また in vivo の系においても併

用効果が確認された。その分子機構を解析すると、腫瘍溶解性ウイルスは Ad-p53 による p53 発現の

みならず、その経路の活性化を MDM2 分子の発現低下を介して増強し、アポトーシスを誘導する一

方でオートファジーの関与は少ないと考えられた。しかし、p53 の発現自体はウイルス増殖そのもの

を低下させることが判明した。そこで、p53 分子の分解系を阻止する nutlin-3a や heat shock protein 

90 阻害剤を用いて検討すると、確かに両者は内因性の p53 分子の増加と活性化を誘導した。次に

Ad-53 による外因性の p53 分子に関して検討すると、nutlin-3a との併用は細胞障害活性等において

相乗効果を示したが、heat shock protein 90 阻害剤との併用によっては、むしろ拮抗作用が生じてい

た。これは heat shock protein 90 分子が有するシャペロン効果によるものかと推定される。本邦にお

ける腫瘍溶解性ウイルスによる臨床研究は、その実施症例が少ないことから、まず悪性中皮腫を対象

に非増殖性アデノウイルスによる臨床研究を企画し、現在実施に向けてすべての準備を終えて、患者

のリクルートに入っている。 

A.研究目的 

 現在の薬物治療の治療成績の向上のために、
各腫瘍の特性を個別化し、それに応じて標的化
医薬を使用することが大きな方向性の一つにな
っている。したがって、各腫瘍における主たる
シグナル異常をバイオマーカーとして用い、こ
の経路を制御することに研究の主眼が置かれて
いる。遺伝子医薬の作用機構も上記の分子標的
医薬となんら変わる点がなく、特定の標的分子
の発現を制御することによって、直接的な細胞
死を誘導しようとするものである。とりわけ、
ウイルス増殖によって腫瘍の細胞死を惹起する
腫瘍溶解性アデノウイルスでは、その直接的細
胞死のみならず、細胞シグナル系も活性化でき
ることから、他の阻害剤との併用も可能であり、
さらにはウイルスが有するアジュバンド効果に
よって、抗腫瘍免疫応答も促進することが可能
である。すなわち、細胞死を起こした腫瘍より
漏出する腫瘍抗原分子を、抗原提示細胞が効率

的に取り込む一方、同細胞が活性化によって二
次的な抗腫瘍免疫応答の誘導が可能となる。こ
の免疫応答の活性化は、従来の抗がん剤や放射
線治療などが有する免疫抑制作用と一線を画し、
当該ウイルスによる治療の優れた点である。さ
らに遺伝子医薬は従来の医薬品とは異なる細胞
死の機構を有していることから、従来の抗がん
剤等の併用や、他の治療法の補完作用を有する
と考えられる。 
 腫瘍溶解性ウイルスは、中国市場において医
薬品として上市され、欧米を中心に臨床試験が
実施されてきている。これらの臨床試験の成績
は、単独使用で抗がん剤耐性となった患者を対
象にしているため、特段の治療効果を示しては
いない。しかし、当該患者に対してすべての症
例ではないにしても、他の抗がん剤と比較して
もある一定レベル以上の抗腫瘍効果を示してい
る例がある。最近は免疫抑制状態を解除するた
め、制御性 T 細胞等をはじめとする細胞集団の
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機能を抑制する抗体群との併用が盛んに研究さ
れている。これは当該ウイルスの持つ免疫応答
作用の性質を考慮すれば、合理的な選択といえ
る。 
 残念なことに、本邦における遺伝子医薬の臨
床研究は、諸外国に比較して著しく立ち遅れて
おり、国際競争力を完全に失っている状況が続
いている。これは承認された遺伝子医薬が諸外
国でも少なく、開発リスクを本邦製薬企業、ベ
ンチャー企業が負担しきれない点にあると考え
られる。そこで、先行している諸外国に追いつ
くためには、予後不良な腫瘍に絞り込み、それ
に特化した形でベクター開発を進めることが良
い方法ではないかと思われる。その点では、膵
がん、悪性中皮腫がまさにその対象疾患の候補
である。一方で、臨床研究を推進することによ
って、安全性の実証することによって、他の薬
剤にはない遺伝子医薬特有の法的規制面での改
善を推し進めることも必要である。 
 本年度は、腫瘍溶解性ウイルスによる細胞死
の増強を目的に p53 経路が果たす役割について
解析し、細胞死に影響を与える因子の一つとし
て検討した。膵がんでは多くの症例で p53 遺伝
子が変異しており、p53 経路の活性化が期待で
きない。また悪性中皮腫では、p53 遺伝子の上
流に位置する INK4a/ARF 領域が 70 から 80％の
臨床症例で欠損しており、結果的に p53 経路が
機能的に欠損状態となっている。したがって、
これらの難治性腫瘍に対する腫瘍溶解性ウイル
スの細胞傷害活性を検討するうえで、p53 経路
の検討は重要と考えられる。また、p53 分子は
主にユビキチン化を受けて分解されるが、この
経路を薬剤等によって変化させることによって、
p53 経路の活性化が可能となりうる。さらに、
悪性中皮腫を対象に臨床研究を実施するが、前
臨床試験を終了させて、現在その実施に向けて
具体的な準備を進めている。 
 
B. 研究方法 

B-1. 細胞傷害活性と細胞周期の検討 
 細胞増殖機能は WST-8 試薬（和光純薬）を使
用したミトコンドリアの活性を測定する手法
（WST アッセイ）で検討した。未処理の細胞の
吸光度（450 nm）を 100%とし、薬剤等処理群の
測定値との割合で、細胞傷害活性を算出した。
細胞周期の検討は、感染細胞等を 70%のエタノ
ールで固定後、RNase（50 μg/ml）で処理し、
propidium iodide (PI, 50 μg/ml)で染色後、
FACSCalibur（解析ソフト CellQuest、BD, USA）
を用いて解析した。 
 
B-2. 相乗効果の検討 

複数の薬剤の作用の解析については CalcuSyn
ソフト（Biosoft, UK）を使用した。このソフト
では、対象となる薬剤による細胞増殖抑制レベ
ルの各測定時点（Fa, fractions affected）に
おいて、相対的な WST アッセイの曲線の傾きを
算出してこれを combination index として当該
ソフトで算出した。同 index が 1 以下であれば
相乗効果と判定し、1 以上は拮抗作用と判定し
た。 
 

B-3. アデノウイルスの作製 
 本研究で使用したアデノウイルスはすでに作
製ずみである。腫瘍溶解性ウイルスに関しては
E1 領域の転写調節領域を、アデノウイルス固有
のものから、約 600bp のヒト遺伝子 midkine（MK）
あるいは survivin（Sur）由来の 5’側転写調節
領域で置換しており（Ad-MK あるいは Ad-Sur）、
p53 遺伝子、mda-7 遺伝子を発現する非増殖性ア
デノウイルスベクター（Ad-p53, Ad-mda-7）は、
市販のキットを使用して作製している。これら
のベクターは基本的にはタイプ 5 型ではあるが、
併用実験においては、タイプ 35 型ベクターとフ
ァイバー・ノブ領域を置換したベクターを使用
した。これは、同じタイプ同士のウイルスでは
受容体との結合をめぐって競合がおこり、感染
効率が低下するのを回避するためにである。 
 

B-4. ウエスタンブロット法 
 方法は通常の方法で実施し、蛍光は ECL 
system （GE Healthcare, UK）を用いて発色さ
せた。抗体は、caspase-3, cleaved caspase-3, 
caspase-8, cleaved caspase-8, caspase-9, 
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP), 
Beclin-1, Atg5, LC3A/B 等（Cell Signaling, 
Danvers, USA）、目的に応じて適切に選択して使
用した。 
 
（倫理面への配慮） 
なお当該研究においてヒトの倫理に関する事

項はなく、また組換え DNA 実験等に関しては、
遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当たり執
るべき拡散防止措置（大臣確認を含む）が取ら
れおり、その上で実施している。 
 

C. 研究結果 

C-1. 腫瘍溶解性ウイルスの細胞死と p53 発現
の関係 
 アデノウイルスの増殖による細胞死の誘導は
古くから知られているが、その詳細な機構につ
いては、明確な結論が得られているとは言えず、
その詳細な機構は不明である。この細胞死の機
序は、ウイルスが感染した細胞の遺伝的背景に
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よっても異なるはずであり、特に腫瘍細胞の場
合、細胞死に関わる因子は複雑である。MK ある
いはSurの転写調節領域でE1領域遺伝子の発現
を制御する腫瘍溶解性アデノウイルス、Ad-MK、
Ad-Sur による細胞死は基本的にはアデノウイル
スと同一であるが、標的とする腫瘍によって異
なると想定される。ヒト膵がん細胞の PANC-1 細
胞は p53 が変異型であり、AsPC-1 細胞の p53 遺
伝子は欠損型である。まず、この細胞に上記ア
デノウイルスを感染させると、細胞死が誘導さ
れるが、これをトリパンブルー染色検討すると、
細胞死にいたる過程は意外と長時間を要し、感
染後5日から10日かけて完全に細胞死が誘導さ
れていた。しかし、この時 PI 染色とセルソータ
ーによる sub-G1 分画は大体 50％程度であり、
また WST アッセイにおいても細胞の代謝能は約
20％程度残存していた。一方 cytopathic 
effects は、ほとんどの細胞で観察されていた。
さらに、アポトーシスの関わる遺伝子発現につ
いて検討すると、caspase-8 および-9 さらに
PARP の cleavage は生じていたが、シスプラチ
ンによる細胞死と比較すると、その活性は弱い
ものであった。また、Endo G 発現, truncate AIF
発現も増強せず、オートファジーのマーカーで
ある Beclin-1, Atg5 の発現、LC3A/B I から II
への変換もなかった。したがって、確かに p53
非依存的なアポトーシスは誘導されていると判
断されるが、その以外の細胞死の機序は現在不
明のままである。 
また、この時 p53 遺伝子を発現させる非増殖

型アデノウイルス（Ad-p53）を併用した場合の
効果を検討した。Ad-p53 単独でも PANC-1 細胞、
AsPC-1 細胞に細胞障害活性は誘導されたが、当
該腫瘍溶解性アデノウイルスと併用すると、そ
の細胞障害活性は、細胞の種類、アデノウイル
スの種類を関わらず相乗効果を示した。AsPC-1
細胞を使用して p53 経路の下流に関して検討す
ると、Ad-p53 による p53 発現は Ad-Sur との併
用によって増加し、それに応じて caspase-3、
PARP の cleavage が増強していていたが、
Beclin-1, Atg5 の発現は変化がなかった。この
ことを確認するために、annexin V 染色を行う
と、Ad-p53 との併用は、Ad-p53 および Ad-Sur
単独より、優位に陽性染色細胞が増加していた。
すわなち、腫瘍溶解性ウイルスの増殖はおそら
く E1A 発現を解して p53 の安定性に寄与し細胞
死を誘導すると考えられた。そこで p53 の分解
に関わる MDM2 分子の発現を検討すると、腫瘍溶
解性ウイルスとの併用によって、Ad-p53 で誘導
された同分子の発現量が低下していた。一方、
Ad-p53 による p53 発現が、ウイルス増殖自体に
与える影響を TCID50 測定によって検討すると、
Ad-Sur 単独より両者の併用のほうがむしろ低下

していた。またウエスタンブロット法により、
初期応答遺伝子である E1A 発現と構造蛋白質で
ある hexon 発現は、Ad-p53 感染後の時間経過と
ともに、Ad-Sur 単独よりも併用で低下していた。
したがって、腫瘍溶解性ウイルスの細胞死に与
える p53 の影響については、細胞障害活性に関
しては相乗効果を示すが、ウイルスの増殖には
むしろ抑制する作用を示した。MDM2 抑制を介し
た p53 の安定化がその相乗効果の原因と考えら
れ、ウイルス増殖による細胞死誘導よりも、p53
経路の活性化によるアポトーシスの誘導が上回
ると考えられた。 
そこで、p53 変異型のヒト食道がん細胞を使

用して同様な実験を行った。Ad-MK および
Ad-Sur 感染によって caspase-8, -9, -3, PARP
の cleavage が生じ DR5 の発現上昇、Bcl-xL の
発現低下が生じており、また一部ではあるが Bid
の truncation の誘導されていたことより、この
場合は外因性・内因性の両方のアポトーシスが
誘導されていた。しかし、Beclin-1, Atg5 の発
現や LC3A/B の I から II への移行はわずかであ
り、オートファジーの関与は低いと判断された。
Ad-p53 と併用してみると、やはり細胞の種類、
腫瘍溶解性アデノウイルスの種類を問わず、誘
導される細胞障害活性は相乗効果を示していた。
また、両者の併用によって、in vivo における
抗腫瘍効果も増強していた。さらに、p53 経路
の活性化についても、Ad-MK との併用によって
Ad-p53 による p53 発現の増強、p53 の Ser15, 46
残基のリン酸化、Bax, Puma, Fas 発現の増加が
誘導されていた。したがって、腫瘍溶解性アデ
ノウイルス自体では、感染細胞の p53 が変異型
であるため p53 経路の活性化が起こらないもの
の、外来性 p53 による同経路の活性化がより強
く惹起されていた。またこの時、Ad-MK, Ad-Sur
のウイルス増殖能そのものは Ad-p53 感染によ
って低下していた。すなわち、上記のことより
p53 経路が正常であること、あるいは同経路を
正常化することによって、腫瘍溶解性ウイルス
による抗腫瘍効果をより強く誘導することが可
能になると判断される。 
 
C-2. 低分子化合物による p53 経路の活性化 
 上記によって p53 経路の活性化がウイルス増
殖による細胞障害活性に重要であることが明ら
かになったので、この p53 経路について低分子
化合物を使用した活性化について検討した。
MDM2 分子は p53 蛋白質と結合し、同蛋白質のユ
ビキチン化を促進して分解を促進することから、
MDM2 と p53 結合を阻害する nutlin-3a は p53 蛋
白質の分解を阻止してその増加を誘導できる。
一方MDM2と構造が類似しているMDMX分子はp53
蛋白質と結合し、p53 分子の転写活性化を阻害
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する。また、MDMX 分子の安定化にはシャペロン
効果を有する heat shock protein 90（HSP90）
が関与していることから、HSP90 の阻害剤は
MDMX の安定化を阻止し、その結果 p53 分子の転
写活性化能を増加させる。そこで、p53 遺伝子
型が野生型である悪性中皮腫細胞（MSTO-211H、
NCI-H28）を用いて、p53 発現に与える影響につ
いて検討した。Nutlin-3a は p53 蛋白質の増加
とリン酸化を誘導し、標的遺伝子である p21 分
子さらには Puma の発現を増加させ、アポトーシ
スを誘導した。HSP90 阻害として geldanamycin 
誘導体である 17-AAG, 17-DMAG を使用して、同
様な実験を行ってみると、p53蛋白質発現増加、
同蛋白質のリン酸化、p21 遺伝子の発現誘導を
起こし、一方 MDMX の発現自体は低下していた。
さらに AKT のリン酸化が低下しており、細胞障
害活性も誘導されていた。この時、HSP90 は受
容体タイプの tyrosine kinase に対してもシャ
ペロン効果を示すため、HSP90 阻害剤は、当該
tyrosine kinase の活性化を阻害し、AKT のリン
酸化を阻止したと考えられる。そこで、
nutlin-3a と HSP90 阻害剤を併用し細胞障害活
性を検討すると、相乗効果が誘導されていた。
したがって、nutlin-3a および HSP90 阻害剤は
p53 蛋白質の安定化と活性化を誘導することが
可能で、Ad-p53 あるいは腫瘍溶解性ウイルスと
の併用が期待できると想定された。 
しかし、p53遺伝子型の異なる細胞を用いて、

細胞障害活性をさらに詳細に検討してみると、
nutlin-3a は確かに p53 野生型細胞の方がより
同活性を示したが、HSP90 阻害剤の場合は、同
活性は全く p53 遺伝子型に依存していなかった。
このことは、HSP90 阻害剤の場合は、MDMX 阻害
作用に依存しない経路のよって、p53 経路が活
性化することを示唆しており、HSP90 阻害剤と
Ad-p53 あるいは腫瘍溶解性ウイルスとの併用は、
相乗効果を誘導しない可能性があると考えられ
た。 

C-3. Nutlin-3a と HSP90 阻害剤による Ad-p53
発現の効果 
上記の点を踏まえて、まず Ad-p53 と

nutlin-3a あるいは HSP90 阻害剤との併用効果
を検討した。Ad-p53 を p53 遺伝子が変異型の悪
性中皮腫細胞に感染させると、それ単独によっ
て細胞傷害活性が生じたが、これに低濃度の
nutlin-3a を併用することによって、同細胞傷
害活性は相乗効果を示した。実際に、Ad-p53 に
よって生じた p53 蛋白質発現は nutlin-3a によ
って安定化し、さらに発現レベルが上昇してい
た。しかし、Ad-p53 を感染させた上記細胞に
HSP90 阻害剤で処理すると、p53 蛋白質の発現が
むしろ低下しており、細胞傷害活性も併用によ

り拮抗作用が観察された。より詳しく解析をす
ると、HSP90 阻害剤は転写レベルの p53 産生を
抑制しないが、蛋白質合成が著しく傷害されて
いた。なお、HSP90 阻害剤によって、タイプ 5
型 Ad の受容体発現、感染効率そのものには低下
はしていなかった。したがって、p53 は HSP90
のシャペロン作用のクライアント蛋白質である
ため、大量の p53 が産生された場合には、HSP90
阻害剤が同作用を負に制御し、結果的にその合
成速度を遅延させると想定された。 
 また、数多くの蛋白質が HPS90 のシャペロン
のクライアント蛋白質であることから、HSP90
阻害剤は多様な作用を示す。例えば、HSP90 阻
害剤は本研究によって MDA-7 蛋白質の発現を上
昇させるが、この MDA-7 遺伝子を発現させる
Ad-mda-7 と上記腫瘍溶解性ウイルスは、細胞傷
害活性において、相乗効果を示すことを見出し
ている。したがって、HSP90 阻害剤の作用は一
様ではなく、また一方で腫瘍溶解性ウイルスの
効果の増強には、複数の候補分子があり、その
分子の発現を低分子化合物等で制御することの
よって抗腫瘍効果を向上させることが可能であ
ることを示唆している。 
 

C-4. 悪性中皮腫に対する臨床研究 
切除不能悪性中皮腫を対象にアデノウイルス

の胸腔内投与を行う臨床研究を実施する。使用
するベクターは非増殖性であるが、本邦におい
ては胸腔内にアデノウイルスを投与した症例は
ないことから、まず安全性の高い非増殖性ベク
ターより実施する。使用するベクターは、
hepatocyte growth factor（HGF）/c-Met 系を、
競合的に阻害する NK4 分子の発現を可能にする
アデノウイルス（Ad-NK4）で、NK4 分子による
遺伝子治療は世界で最初である。既に、病棟に
おける患者マネージメントの方法、薬剤部にお
けるベクターの廃棄処理、臨床試験部とのデー
タマネージメントの打合せと終了し、患者のリ
クルートに関して関連医療機関、ウェブサイト
で募集しており、またその臨床研究の内容を公
開している。本研究では基本的には第一相臨床
試験に相当する容量増加試験であり、安全性の
検討がその主たる目的である。 

 

D. 考察 

腫瘍溶解性アデノウイルスの細胞障害活性は、
アデノウイルスの増殖によるものと考えられる
が、実際には感染する細胞の遺伝的背景によっ
て異なると考えられる。これまでの報告では、
アポトーシスやオートファジーなどの機構が示
唆されているが、変異型 p53 遺伝子を有する膵



22 
 

がんで検討するとオートファジーの関与は少な
く、非 p53 経路のよるアポトーシスと考えられ
た。一方、機能的に p53 経路が失活している悪
性中皮腫では、p53 遺伝子そのものが野生型で
あることが多いため、腫瘍溶解性アデノウイル
ス感染によって E1A を介して p53 経路が活性化
され、アポトーシスが主に誘導された。オート
ファジーは p53 発現によって抑制される傾向に
あり、悪性中皮腫においては当該ウイルスによ
ってほとんどオートファジーは誘導されていな
かった。そこで、p53 を Ad-p53 で発現させ、腫
瘍溶解性ウイルスとの併用効果を検討すると、
ほとんどの Fa ポイントで CI が 1 以下となる相
乗効果を示した。しかも、p53 経路の活性化か
らアポトーシスに至る経路が、増殖性ウイルス
によって活性化されており、これは同ウイルス
の増殖による E1A 発現が寄与したと考えられる。
すなわち E1A は p53 分子の分解に関与する MDM2
分子の発現を低下させ、結果的に p53 経路が賦
活化する作用があり、p53 経路は増殖性ウイル
スによる細胞死に影響を与えていた。しかし、
p53 経路の活性化は、増殖性ウイルスによる細
胞死を増強し、感染細胞がより早期に死滅する
ため、結果的に産生されるウイルス量は低下し
た。また p53 分子の発現による細胞周期の停止
も、ウイルス増殖には負に作用するはずである。 
 低分子化合物による p53 経路の活性化方法は、
主にMDM2とp53分子の結合阻害によるものが多
く、nutlin-3a をはじめ RITA などの化合物が検
討されている。本研究では、IC50 を計算するこ
とによって、p53 遺伝子型と同薬剤の関係を検
討すると、nutlin-3a は p53 遺伝子型に一致し
て感受性が決定されたが、HSP90 阻害剤は p53
遺伝子型とは一致しなかった。HSP90阻害剤は、
oncogenic 変異型な p53 蛋白質を減少させるた
め、その抗腫瘍効果に与える影響は複雑である。
HSP90 は AKT のみならず MDM2 分子もクライアン
ト蛋白であり、野生型の p53 分子に関してはそ
の発現は増加させると考えられているが、変異
型 p53 の発現減少の理由は明確ではない
（Oncogene 27; 2445-2455, 2008）。また、p53
および AKT 非依存的に p21 分子の発現誘導を
HSP90 阻害剤は誘導するため、増殖性アデノウ
イルスに与える影響は、一概には言えないよう
である。同阻害剤はアデノウイルスの増殖を促
進するという報告があるが、本研究では予備的
実験ながら、同阻害剤はウイルス増殖そのもの
には影響を与えてはいなかった。なお、RITA に
ついてはまだ実施例が少ないが、基本的には
nutlin-3a を同じ効果を示している。 
 Nutlin-3a 類似体をはじめ、p53 経路の作用す
る薬剤、また HSP90 阻害剤類似体は、医薬品と
して開発が進んでいる。これらは単独において

その効果を検討されているが、膵がんや悪性中
皮腫のように p53 経路が欠損した症例が多い場
合は、比較的効果的と考えられており、一方で
ウイルス増殖による遺伝子医薬から見ても関連
性が想定される。本研究で示されたように、当
該遺伝子医薬の効果に p53 経路が一定の役割を
果たすことは、標的細胞の遺伝的背景から当該
ウイルスの効果を知る上で、p53 分子が一つの
バイオマーカーになりうると考えられ、上記低
分子化合物と併用は治療効果の面からよい組み
合わせと考えられる。 
 

E. 結論 

難治性で p53 経路が失活している膵がんおよ
び悪性中皮腫を標的として、腫瘍溶解性アデノ
ウイルスによる細胞死を検討した。その結果、
p53 経路の活性化によって当該ウイルスによる
アポトーシスが増強し、細胞障害活性において
は相乗効果が得られた。しかし、同経路の活性
化自体は、ウイルスの増殖をむしろ抑制してい
た。低分子薬剤を用いた p53 分子の発現上昇に
よる、上記ウイルスの殺細胞効果の増強は、使
用した薬剤によって結果が異なり、MDM2 分子と
p53 分子の結合を阻害する nutlin-3a では、相
乗効果を示したが、MDMX 分子と p53 分子の結合
を阻害する HSP90 阻害剤では、むしろ拮抗作用
を示した。腫瘍溶解性ウイルスの抗腫瘍効果に
作用する分子機構の解明は、今後の遺伝子医薬
の開発に大きな影響を与えるが、上記腫瘍に関
しては、p53 経路の活性化は重要な要素となる
と考えられた。 
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標的ベクターに関する細胞表面分子の探索 
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研究要旨 

私たちはアデノウイルスベクターのがん標的化デリバリーに好適な表面抗原の系統的・網羅的探索

を目的に、抗体結合変異型アデノウイルスを用いた抗体スクリーニングを施行した。抗原同定を完了

した抗体（431 クローン）の抗原は 62 種類（重複を除く）に及んだ。本標的分子探索系に加え、抗

体にタンパク合成阻害毒素を結合させたイミュノトキシン（iTox）の殺細胞効果を指標とした抗体ス

クリーニング系を新たに樹立し、この探索系（iTox 系）を用いた抗体スクリーニングを精力的に進め

た。様々なタイプのヒトがん細胞に対する標的化抗体を選抜した結果、高い iTox 活性を有する抗体を

301 クローン樹立することに成功し、そのうち 203 クローンの抗原同定を完了した。これら 2 種類の

スクリーニング法により樹立した抗体の抗原リストにはがん分子標的治療の候補分子として有望な

ものが高い比率で含まれており、今後の標的ベクター開発におけるターゲット分子の候補になりうる

と考えられた。本年度は、これらの抗体スクリーニング法に加えて新規に抗体結合変異型単純ヘルペ

スウイルスベクターを探索プローブに用いた抗体スクリーニング法をデザインし、その樹立に成功し

た。すでに 30 クローンの抗体を選抜・樹立することに成功し、その抗原の同定を進めている。 

A.研究目的 

 難治性がんに対する効果的な遺伝子治療・ウ
イルス療法の開発のためには、ベクターをがん
細胞へ特異的にデリバリーできるかどうかが鍵
となる。私たちは、アデノウイルスベクターの
がん標的化デリバリーに好適な表面抗原の系統
的・網羅的探索を目的に、抗体の Fc 部分に結合
する黄色ブドウ球菌プロテイン A の Z33 モチー
フを組み込んだファイバー変異型 Adv-FZ33 ア
デノウイルスを作製した。Adv-FZ33 の抗体依存
的な細胞侵入を指標とした抗体スクリーニング
系を樹立し、選抜された高性能抗体の抗原分子
の同定を免疫沈降・質量分析にて行った。その
結果、昨年度までに抗原同定を完了した 431 ク
ローンの抗原は 62 種類（重複を除く）に及んだ。
その抗原名は、Integrins, CD9, CD276, MHC 
class I, BSG, CEACAMs, EPCAM, CD55, SLC3A2, 
TFRC, CD59, Na/K-ATPases, CD46, CD47, CD109, 
MCAM, EPHA2, CD44, FOLH1, CD63, CSPG4, NT5E, 
ADAM10, PVR, IL13RA2, ALPP/ALPPL2, ICAM1, 
MME, ENG, ANPEP, F11R, TACSTD2 (Trop-2), CD81, 
TMEM2, MHC class II, ICAM3, EGFR, F3, IGF1R, 
L1CAM, PRNP, PTGFRN, CD151, MFI2, PSCA, LYPD3, 
MS4A1, CD82, CD99, CDH1, SPINT1, JAM3, NCAM2, 
NLGN4X, PRSS8, SCARB1, THY1, ANXA2, BCAP31, 

CA12, PVRL2, ALCAM であった。 
 Adv-FZ33 系に加え、私たちは、がん標的化抗
体の新たな探索方法として、抗体にタンパク合
成阻害毒素を結合させたイミュノトキシン
（iTox）の殺細胞効果を指標とした抗体スクリ
ーニング系を樹立した。ジフテリアトキシン
（DT）と連鎖球菌プロテイン G 由来の抗体結合
ドメイン 3C を持つ DT3C は簡便に抗体へ結合さ
せることができ、抗体と DT3C の結合体すなわち
iToxが表面抗原との結合を介してエンドサイト
ーシスで細胞内へ取り込まれると強力な殺細胞
活性を示す。昨年度までにこの探索系（iTox 系）
を用いた抗体スクリーニングを精力的に進めた
結果、有望ながん標的化抗原・抗体を同定・樹
立することに成功した。膵がん細胞株、肺がん
細胞株、精巣がん細胞株、メラノーマ細胞株、
白血病細胞株、食道がん細胞株、グリオーマ細
胞株、肝がん細胞株、胆管がん細胞株、腎がん
細胞株、骨肉腫細胞株など、合計 19 種類のヒト
細胞株を免疫原とした抗体スクリーニングを行
った。その結果、高い iTox 活性を呈するモノク
ローナル抗体を合計 301 クローン樹立すること
に成功した。このうち 203 クローンに対する抗
原決定を完了した。抗原の種類は 36 種類（重複
を除く）に及び、その中にはがん分子標的治療
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の標的候補分子として有望であるものが高い比
率で含まれていた。特に有望な抗原分子として
TACSTD2 (Trop-2), IL13RA2, PSCA, CD276, 
SLC3A2, NT5E などが挙げられ、今後の標的ベク
ター開発における標的分子の候補になりうると
考えられた。本年度はこれらの抗体スクリーニ
ング法に加えて新規に抗体結合変異型単純ヘル
ペスウイルス（HSV）ベクターを探索プローブに
用いた抗体スクリーニング系を確立することを
目指して研究を遂行した。 
 
B. 研究方法 

右上図は抗体結合変異型単純ヘルペスウイル
スの概念図である。単純ヘルペスウイルス（HSV）
の細胞侵入（エントリー）は、ウイルス外被の
糖タンパク質 gD が宿主細胞表面の受容体に結
合することにより成立する。gD 受容体としては
HVEM および nectin-1 が報告されている。そこ
で私たちはgDが HVEMと nectin-1に結合できな
くなるよう gD 遺伝子に欠失および変異を施し、
これに抗体の Fc 部分に結合するドメインを挿
入することにより、抗体結合変異型 gD をデザイ
ンした（図）。この変異 gD を組み込んだ変異 HSV
を作製し、そのウイルス学的特性を評価した。 
 膵がん細胞株、グリオーマ細胞株、腎がん細
胞株、骨肉腫細胞株、と多彩な種類のヒトがん
細胞株を用いてマウスを免疫し、抗体結合変異
型 HSV の標的細胞株への感染の程度を指標とし
て、新規の標的化抗体のスクリーニングを施行
した。 
 抗原同定に際しては、免疫原として用いたが
ん細胞株または抗体が強く結合するがん細胞株
の表面タンパク質をビオチンにて標識後、1% 
NP40 などを含む可溶化バッファーにて膜タンパ
ク質を可溶化し、抗体と Protein G セファロー
スビーズの結合複合体を用いて免疫沈降を行っ
た。沈降サンプルを SDS-PAGE により分離した後
に膜転写し、認識抗原および共沈分子の分子量
をアビジン-HRP 酵素を用いて決定した。その上
で非標識細胞を用いた免疫沈降を行い、沈降サ
ンプルをSDS-PAGEにより分離した後にCBB染色
し、すでに決定した分子量を示すバンドをゲル
より切り取り、質量分析を行った。質量分析に
て予想された抗原に関しては全長の cDNA を購
入または RT-PCR にてクローニングして発現プ
ラスミドに組み込み、CHO-K1 または 293T 細胞
に遺伝子導入した後、フローサイトメーターに
て抗体の反応性を確認した。 
 

（倫理面への配慮） 
本研究では、がんの遺伝子治療・抗体療法な

どに関する基礎的な検討のみを行う。すでに樹

立された細胞株と動物を用いて行う実験である
ため、人権の保護などの問題に該当する留意事
項は特にない。本研究に関連した組換え DNA 実
験に関しては、課題名「抗体医薬・遺伝子治療・
再生医療の基礎的研究」として、東京薬科大学
で承認済みである。動物実験に関しても課題名
「癌細胞に対するモノクローナル抗体の作製お
よび癌の診断・治療の研究」として東京薬科大
学で承認済みである。 
 
C. 研究結果 

抗体結合変異型 gD プラスミドを CHO-K1 細胞
にトランスフェクションして抗 gD 抗体を用い
たフローサイトメトリー解析を行った結果、変
異 gD タンパク質の細胞膜表面における発現が
確認された。また変異 gD 発現 CHO-K1 細胞を蛍
光標識抗体とインキュベートしてフローサイト
メトリー解析を行った結果、変異 gD タンパク質
に抗体が結合したことによると考えられる蛍光
強度の上昇が観察された。同様の実験を抗体結
合ドメインの IgG との結合に関与するアミノ酸
をアラニンに置換した変異体を挿入した変異 gD
を用いて行ったところ、この変異 gD タンパク質
は細胞膜表面に発現するにもかかわらず蛍光標
識抗体と結合できないことが示された。すなわ
ち変異 gD タンパク質はその抗体結合ドメイン
を介して抗体と結合することが示唆された。 
 そこで、HSV ゲノムに抗体結合変異型 gD 遺伝
子配列を組み込むことにより抗体結合変異型
HSV を作製した。gD 受容体を発現しない CHO-K1
細胞およびこれに HVEM あるいは nectin-1 を発
現させた亜株に野生型 gD をもつウイルスなら
びに変異ウイルスを感染させた結果、変異ウイ
ルスの HVEM および nectin-1 を介したエントリ
ーの効率は野生型 gD をもつウイルスと比較し
て著しく低下していることが示された。また、
膵がん細胞などの表面に発現するがん抗原とし
て 知 ら れ る CEA-related cell adhesion 
molecule 6（CEACAM6）を発現させた CHO-K1 細
胞亜株に抗 CEACAM6 抗体を結合させた変異ウイ
ルスを感染させたところ、ウイルスのエントリ
ーが検出された。しかしながら、抗体非存在下

 

 
 HSV  
 HSV  

gD Fc 

 “A”
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においては変異ウイルスの CEACAM6 発現 CHO-K1
細胞へのエントリーは認められなかった。以上
の結果からこの抗体結合変異型 HSV は抗原およ
び抗体の結合に依存してエントリーすることが
示唆された。 
 これらのウイルス学的解析の結果をふまえて、
膵がん細胞株、グリオーマ細胞株、腎がん細胞
株、骨肉腫細胞株を免疫原とした抗体スクリー
ニングを行った。その結果、抗体結合変異型 HSV
の細胞侵入をサポートしうるモノクローナル抗
体を合計 30 クローン樹立することに成功した。
現在、その抗原の同定を進めている。 
 

D. 考察 

本年度は、新たな抗体スクリーニング法とし
て抗体結合変異型 HSV を探索プローブとしたシ
ステムを立ち上げた。HSV の細胞侵入のメカニ
ズムはアデノウイルスとは大いに異なることか
ら、前述の Adv-FZ33 系の抗体スクリーニングで
選別された抗原・抗体セットのレパートリーと
は異なる新たながん標的化抗原・抗体セットの
樹立が期待される。 
 また、抗体結合変異型 HSV のウイルス学的解
析の結果、このウイルスは抗体非依存的な細胞
侵入能が極めて低いレベルに抑えられているこ
とが判明した。このことは、抗体スクリーニン
グを施行する際のバックグラウンドのレベルが
低いということを意味する。したがって、
Adv-FZ33 系ではその高いバックグラウンドに埋
没してしまい偽陰性の判定をされてしまってい
たような比較的発現量の低いがん抗原を認識す
る抗体も選別することが可能となるものと予測
される。 
 今後も様々なタイプのがん細胞を免疫原とし
て、これら複数の私たち独自のスクリーニング
系で抗体を選抜・樹立してゆくことにより、新
たなターゲット分子を同定できる可能性が高い。 
 

E. 結論 

ファイバー変異型アデノウイルス（Adv-FZ33）
系ならびにイミュノトキシン（iTox）系を用い
た高効率がん標的化抗体のスクリーニングの成
功に続き、本年度は、新規に抗体結合変異型 HSV
を探索プローブとしたがん標的化抗体のスクリ

ーニング系の樹立に挑み、これに成功した。こ
の新たな系もすでに順調に稼働している。今後
もこのプロジェクトを進めることにより、がん
標的化治療への応用が有望な抗原・抗体セット
の樹立が十分に見込まれる。 
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分担研究報告書 

 

アデノウイルスベクターに対する生体反応の解析 
 

研究分担者 水口 裕之 大阪大学大学院薬学研究科分子生物学分野・教授 

  

研究要旨 

制限増殖型アデノウイルス（Ad）を含め、Ad ベクターは、その優れた特性から革新的癌治療薬と

して大きな期待が寄せられている。しかしながら Ad ベクターによる遺伝子治療（導入）の際には、

自然免疫及び獲得免疫が強く惹起されることによって、組織障害および遺伝子発現効率の低下が誘導

される。従って Ad ベクターによる自然免疫および獲得免疫活性化機構の解明は極めて重要な課題で

ある。我々はこれまでに microRNA (miRNA)を利用して、Ad 遺伝子の E1 遺伝子非依存的な発現を

抑制可能な Ad ベクターを開発している。特に E4 遺伝子の 3’非翻訳領域に肝臓特異的 miRNA であ

る miR-122a を挿入した Ad-E4-122aT 投与群では、肝臓における Ad 遺伝子の発現が劇的に抑制され

るとともに、肝障害が顕著に低減していた。そこで H26 年度は Ad-E4-122aT の遺伝子導入特性につ

いてさらに検討を進めた。その結果、Ad-E4-122aT 投与群では、後期の肝障害のみならず自然免疫活

性化によって引き起こされる早期の肝障害についても有意に抑制されていた。また遺伝子発現効率に

ついて検討したところ、従来型 Ad ベクターでは投与後徐々に遺伝子発現効率が低下したのに対し、

Ad-E4-122aT では約 1 年にわたり高い遺伝子発現を示した。さらに E1 遺伝子非依存的な Ad 遺伝子

の発現について検討したところ、炎症性サイトカインが E1 遺伝子非依存的な Ad 遺伝子の発現を誘

導することを見出した。 

A.研究目的 

 腫瘍溶解性アデノウイルス（Ad）を含む Ad ベ
クターは、その高い感染効率（遺伝子導入効率）
から次世代の抗癌剤として大きな期待を集めて
いる。しかしながら一方で、Ad ベクターを生体
に投与すると、自然免疫ならびに獲得免疫が強
く誘導され、組織障害ならびに遺伝子発現効率
の低下につながることが明らかとなっている。
癌治療において癌細胞が免疫系によって排除さ
れることは治療効果の増強につながるものの、
癌組織以外の組織においては組織障害などの副
作用につながる。従って、Ad ベクター投与後の
自然免疫および獲得免疫活性化機構の解明は、
Adベクターの臨床応用に向けて極めて重要な課
題である。これまでに我々は、Ad ベクターによ
る自然免疫活性化に Tank binding kinase１
（TBK1）が重要な役割を果たしていることを明
らかにした。さらに、非増殖型 Ad ベクターは、
自己増殖に必須の E1 遺伝子を欠損させること
で、理論上 Ad 遺伝子が発現しないよう設計され
ている。しかしながら Ad ベクター作用後、わず
かに Ad タンパク質が発現することにより、Ad
タンパク質に対する細胞性免疫や Ad タンパク
質そのものによる組織障害が誘導され、遺伝子
発現が徐々に減弱することが問題となっている。

そこで我々は Ad 遺伝子の E1 遺伝子非依存的な
発現を抑制するために、E2A, E4, pIX 遺伝子の
3’非翻訳領域に microRNA (miRNA)の標的配列
を挿入した Ad ベクターを開発することに成功
した。特に肝臓特異的 miRNA である miR-122a の
標的配列を挿入した Ad-E4-122aT は、肝臓にお
ける Ad 遺伝子の発現を大きく抑制するととも
に、投与後後期の肝障害を改善することに成功
した。そこで今年度は、投与後早期における肝
障害と遺伝子発現効率に関して検討を行った。
さらに、E1 遺伝子非依存的な Ad 遺伝子の発現
に関するメカニズム解明を行った。 
 
B. 研究方法 

B-1. Ad ベクター投与後の早期における肝障害
の評価 
 C57Bl6 マウスに Ad ベクターを 1x1011 vector 
particle (VP)/mouse の投与量で尾静脈内投与
した。投与 2 日後に肝臓を回収し、組織切片を
作製した。組織切片を顕微鏡下観察することに
より、Ad ベクターによる肝障害レベルを評価し
た。さらに Ad ベクター投与後、経時的に血液を
回収し、肝障害マーカーである血清中 Alanine 
aminotransferase (ALT)値を測定した。 
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B-2. Ad ベクター投与後の炎症性サイトカイン
の発現誘導 
C57Bl6 マウスに Ad ベクターを 1x1011 vector 

particle (VP)/mouse の投与量で尾静脈内投与
した。投与より 3 時間後、脾臓より全 RNA を回
収した。その後、cDNA を合成し、定量的 RT-PCR
により各種サイトカイン mRNA 量を定量した。 
 

B-3. Ad ベクター投与後の遺伝子発現効率 
 C57Bl6 マウスに Mouse secreted alkaline 
phosphatase (mSEAP)を発現する Ad ベクターを
1x1010 infectious titer unit (IFU)/mouse の
投与量で尾静脈内投与した。なお、mSEAP 発現
のプロモーターとしては、肝臓特異的プロモー
ターである AHAプロモーター(Apolipoprotein E 
enhancer + α1-antitrypsin promoter)を用い
た。投与後経日的に血清を回収し、血清中 mSEAP
発現量を定量した。 
 
B-4. 各種サイトカインで前処理した初代肝細
胞に対する Ad ベクターの細胞障害性に関する
検討 
 C57Bl6 マウスより回収したマウス初代肝細胞
に Ad ベクターを 300, 3000 VP/cell で作用させ
た。6時間後、Recombinant Interleukin (IL)-6
を含む培地に置換し培養した。その後、48 時間
培 養 後 、 細 胞 障 害 を 培 地 中 の Lactate 
dehydrogenase（LDH）発現量を測定することで
評価した。 
 
B-5. 炎症性サイトカインが Ad 遺伝子の発現に
及ぼす影響 
 各種培養細胞を Recombinant Tumor necrosis 
factor (TNF)-alpha を含む培地で培養した。そ
の後、従来型 Ad ベクターを 100 VP/cell で作用
させ、24時間培養したのち、全 RNA を回収した。
cDNA を合成したのち、定量的 RT-PCR により Ad
遺伝子発現量を定量した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は、各分担研究者が所属する研究施設

の各種委員会の承認を得た上で実施している。
なお本研究においては、公知の細胞株以外のヒ
ト由来の試料は使用していない。 
 
C. 研究結果 

C-1. Ad ベクター投与後の早期における肝障害
の評価 
 これまでに我々は E2A, E4, pIX 遺伝子の 3’
非翻訳領域に肝臓特異的な miRNA である
miR-122a、もしくは脾臓特異的な miRNA である
miR-142-3p の標的配列（完全相補配列）を挿入

した Ad ベクターを開発するとともに、それらの
Adベクターでは挿入した miRNA 標的配列と該当
組織での miRNA 発現プロファイルに応じて、Ad
遺伝子の発現が抑制されることを見出している。
特に E4 遺伝子の 3’非翻訳領域に miR-122a の
標的配列を挿入した Ad ベクター（Ad-E4-122aT, 
Fig.1）では、肝臓において Ad 遺伝子の発現が
大きく抑制されるとともに、投与後後期（6-10
日後）の肝障害が大きく抑制されることを明ら
かにしている。Ad ベクターによる肝障害は、投
与後早期の肝障害（投与 1-3 日後）と後期の肝
障害（6-10 日後）に大別される。後期の肝障害
は一般的に獲得免疫によるものと考えられてい
るが、早期の肝障害は Ad ベクターによる自然免
疫活性化が関与していることが知られている。
そこで H26 年度は、Ad-E4-122aT による早期の
肝障害について検討を行った。 
まず Ad-E4-122aT 投与 2 日後の肝臓の組織切

片を作製し、肝障害を評価した。その結果、従
来型 Ad ベクター投与群では、肝臓中に炎症細胞
の浸潤や肝細胞のアポトーシスが観察された。
一方で Ad-E4-122aT 投与群においては、そのよ
うな肝障害は大きく抑制されていた。また血清
中 ALT 値を測定したところ、従来型 Ad ベクター
投与群では有意な ALT 値の上昇が観察されたの
に対し、Ad-E4-122aT 投与群では PBS 投与群と
同程度の ALT 値のみしか観察されなかった。以
上の結果より、Ad-E4-122aT 投与群では、後期
の肝障害のみならず、早期の肝障害も抑制され
ることが示された。 
 
C-2. Ad ベクター投与後の炎症性サイトカイン
の発現誘導 
 これまでに Ad ベクターによる早期の肝障害
に、Ad ベクターによって惹起される炎症性サイ
トカインが大きく関与することが報告されてい
る。そこで Ad ベクター投与後の脾臓における炎
症性サイトカイン mRNA 量（IL-6, IL-12, 
IFN-gamma）を検討した。その結果、従来型 Ad
ベクター、Ad-E4-122aT 投与群ともに同程度の
炎症性サイトカイン mRNA 量を示した。以上の結
果より、Ad-E4-122aT は従来型 Ad ベクターと同
程度の自然免疫活性化能を有することが示され
た。 

 
C-3. Ad ベクター投与後の遺伝子発現効率 
次に Ad ベクター投与後の遺伝子発現効率に

つ い て 検 討 を 行 っ た 。 こ れ ま で に
Helper-dependent Ad ベクターを用いた報告か
ら、Ad 遺伝子の発現を抑制することにより遺伝
子発現量が向上するのみならず、遺伝子発現期
間も改善されることが報告されていることから、
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レポーター遺伝子として mSEAP 遺伝子を用いる
ことで、経日的に遺伝子発現効率を評価するこ
ととした（mSEAP は血中に分泌されるため、血
液を回収することで遺伝子発現効率を評価する
ことが可能）。その結果、投与後初期（～7日目）
の遺伝子発現量に関しては、従来型 Ad ベクター
と Ad-E4-122aT とで有意な差は観察されなかっ
た(Fig.2)。しかしその後、従来型 Ad ベクター
投与群では徐々に遺伝子発現量が低下していっ
たのに対し、Ad-E4-122aT 投与群においては約 1
年にわたり高効率な遺伝子発現を示した。以上
の結果より、Ad-E4-122aT は早期および後期の
肝障害が抑制されることにより、長期にわたり
高効率な遺伝子発現を示すことが明らかとなっ
た。 
 

C-4. 各種サイトカインで前処理した初代肝細
胞 
 C-2 における検討において、従来型 Ad ベクタ
ーと Ad-E4-122aT は同程度の自然免疫活性化能
（炎症性サイトカイン誘導能）を示したことか
ら、従来型 Ad ベクターと Ad-E4-122aT 投与群に
おける早期の肝障害レベルの差は、誘導された
炎症性サイトカイン量の差ではないことが示唆
された。しかしこれまでに Ad ベクターによって
誘導された炎症性サイトカインが Ad ベクター
による早期の肝障害に関与することが報告され
ていることから、我々は炎症性サイトカインが
従来型 Ad ベクターによる肝障害を増強してい
るのではないかと考えた。そこで、マウス初代
肝細胞に Ad ベクターを作用させたのち、IL-6
を含む培地で培養した。その結果、まず炎症性
サイトカイン非存在下では、Ad-E4-122aT 作用
群では有意な細胞障害は観察されなかったのに
対し、従来型 Ad ベクター作用群では有意な細胞
障害（培養上清中の LDH 活性の上昇）が観察さ
れた。さらに IL-6 もしくは IFN-gamma 含有培地
で培養したところ、従来型 Ad ベクター作用群で
は IL-6 を作用させた場合で約 1.5 倍 LDH 活性
の上昇が観察された。それに対し、Ad-E4-122aT
作用群では IL-6 を作用させた場合には有意な
LDH 活性の上昇は観察されなかった。以上の結
果より、Ad ベクターによって誘導された IL-6
が Ad ベクターによる肝障害を増強しているこ
とが示唆された。 
 
C-5. 炎症性サイトカインが Ad 遺伝子の発現に
及ぼす影響 
 そこで次に炎症性サイトカインが Ad 遺伝子
の E1 遺伝子非依存的な発現に及ぼす影響につ
いて検討することとした。HeLa 細胞をヒト
TNF-alpha で前処理したのち、Ad ベクターを作
用させ、Ad 遺伝子の発現を測定したところ、E2A

遺伝子で約 1.8 倍、E4 遺伝子で約 3 倍の mRNA
量の上昇が観察された。以上の結果より、炎症
性サイトカインが Ad 遺伝子の E1 遺伝子非依存
的な発現を活性化することが示唆された。 
 

D. 考察 

Ad ベクターによる肝障害は、投与後早期（投
与１～３日後）に起こる肝障害と後期（投与６
～１０日後）に起こる肝障害とに大別される。
後期の肝障害は、Ad タンパク質に対する細胞性
免疫によって誘導されることが報告されている。
さらに我々は、Ad-E4-122aT では肝細胞におけ
る Ad タンパク質の発現を抑制することで、抗原
提 示 が 抑 制 さ れ る た め に Cytotoxic T 
lymphocytes（CTL）による攻撃を受けないため
肝障害が軽減されていることを明らかにしてい
る。一方で早期の肝障害については、Ad ベクタ
ーによって誘導された炎症性サイトカインが肝
障害の原因であることが報告されているものの、
後期の肝障害と比較して解明が進んでいないの
が現状である。 
我々が開発した Ad-E4-122aT は、miR-122a を

利用して Ad 遺伝子の不要な発現を抑制するこ
とにより、後期の肝障害を抑制可能であること
を明らかにしている。今回、後期の肝障害のみ
ならず早期の肝障害についても検討したところ、
Ad-E4-122aT 投与群では、早期の肝障害も軽減
していた。そこで Ad-E4-122aT による炎症性サ
イトカインの誘導について検討したところ、従
来型 Ad ベクターと比較し有意な差は観察され
なかった。Ad ベクターによる炎症性サイトカイ
ンの誘導メカニズムについては様々な機構が報
告されているが、主には Ad ゲノムが Toll-like 
receptor 9 (TLR9)をはじめとするパターン認識
受容体に認識されることで誘導されると考えら
れている。Ad-E4-122aT も従来型 Adベクターも、
miR-122a 標的配列以外は違いがないことから、
両ベクター間に炎症性サイトカイン発現誘導に
差がないと考えられる。 
しかしながら本検討により炎症性サイトカイ

ンは、Ad 遺伝子の発現を活性化させることで、
肝障害を促進させていることが示唆された。Ad
遺伝子のうち、一部の Ad 遺伝子のプロモーター
領域には NF-ｋB の結合領域が存在することが
報告されている。従って炎症性サイトカインに
より活性化した NF-ｋB が Ad 遺伝子の転写を活
性化したものと考えられる。また我々は
Rag2/IL2Rcg ノックアウトマウス（免疫不全マ
ウス）においても従来型 Ad ベクターによって肝
障害が誘導されること、さらには Ad-E4-122aT
では全く肝障害が誘導されないことから、Ad 遺
伝子産物そのものが獲得免疫非依存的に肝障害
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を誘導していることが示唆された。以上の結果
より、投与早期においても、炎症性サイトカイ
ンによって誘導された Ad 遺伝子産物が肝障害
を誘導しているものと考えられる。 
 

E. 結論 

1) Ad-E4-122aT では、後期の肝障害のみなら
ず早期の肝障害も軽減されることが示さ
れた。また Ad-E4-122aT は、従来型 Ad ベ
クターよりも長期間にわたり高効率な遺
伝子発現を示すことが示された。 

2) 炎症性サイトカインがAd遺伝子のE1遺伝
子非依存的な発現を促進しており、それに
よって早期の肝障害が誘導されている可
能性が示唆された。 
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Fig.1  Schematic diagram of Ad-E4-122aT. Four copies of a sequence perfectly complementary to miR-122a 
were incorporated into the 3’-untranslated region of the E4 gene. Translation of the E4 genes are efficiently 
suppressed by miR-122a. 
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Fig. 2  Ad vector-mediated transgene expression in mice. mSEAP production in the serum following Ad vector 
administration. C57BL/6 mice were intravenously administered Ad vectors expressing the mSEAP gene under the 
control of an AHA promoter at 1×1010 IFU/mouse. Blood samples were collected via retro-orbital bleeding on the 
indicated days after injection. mSEAP production in the serum was determined by SEAP chemiluminescence 
assay. The data are expressed as the mean values ± S.D. (n=4). mSEAP expression in the PBS-treated mice was 
below the detectable level. 
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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

標的ベクターの臨床面からの検討と評価 
 

分担研究者 水野 正明 名古屋大学医学部附属病院・教授 

  

研究要旨 

本研究では、難治がんに対する標的バイオ医薬の一つとして腫瘍標的型アデノウイルスベクター

を、ファースト・イン・ヒューマン臨床試験で使用することを視野に入れて開発するため、腫瘍標的

型アデノウイルスベクターの品質、有効性、安全性について検討を加えるとともに、それを実施する

周辺インフラの整備を進めている。本年度は腫瘍標的型アデノウイルスベクターの GMP 製造法を確

立するため、非臨床試験の対象項目とその研究グレード（GLP or Non-GLP）を見極め、必要な手順

書等のリスト化と文書化を行った。さらに腫瘍標的型アデノウイルスベクターの製造法の確立におい

ては、製造過程で生じる余剰の腫瘍標的型アデノウイルスベクターや生物材料を適切に処理する方法

の基礎を確立した。 

A.研究目的 

本研究では、本研究班内で開発が進められて
いる腫瘍標的型アデノウイルスベクター（以下、
当該ベクターという）を対象に臨床面から評価
する仕組みつくりを進めてきた。 
 昨年度は、当該ベクターを用いる臨床試験を
実施するにあたり求められる体制の検証並びに
臨床試験における当該ベクターの品質、有効性、
安全性を確保するためのバイオマーカー探索や
その評価方法の検証を進めた。本年度はこれら
を非臨床 Proof of Concept (POC)の観点から整
理し、臨床試験実施に向けてのプロセスを進め
た。さらに製造過程で生じる余剰の当該ベクタ
ーや生物材料を適切に処理する方法について検
証を加えた。 
 
B. 研究方法 

当該ベクターの GMP 製造法を確立するため、
非臨床試験の対象項目とその研究グレード（GLP 
or Non-GLP）を見極め、手順書や文書の策定を
進めた。さらに試験デザインの具現化に向け、
規制当局を念頭に入れた戦略的な開発を実施し、
非臨床 POC 及び臨床試験実施の観点からそれぞ
れ検証を加えた。 
 
C. 研究結果 

C-1. 臨床試験実施に必要な手順書等のリスト
化と文書化 
当該ベクターを用いる臨床試験を実施するに

あたり、求められる非臨床 POC はその基礎的な
安全性と有用性のプロファイルである。そこで

臨床試験実施にあたり、求められる手順書や文
書、さらには業務のリスト化と文書化を進めた。 
１）当該ベクターの品質： 
 当該ベクターの品質を評価するには規格と安
定性の検討が必要となる。本研究の最終年度の
成果として品質の担保ができるよう、品質管理
(QC:Quality Control)と品質保証(QA:Quality 
Assurance)体制をそれぞれ構築した。 
２）当該ベクターを用いた非臨床試験： 
当該ベクターを用いた非臨床試験の実施を

前提に、試験項目をまとめた。 
①薬効薬理試験 
・効力を裏付ける試験（in vitro） 
・効力を裏付ける試験（in vivo） 
・副次的薬理試験 
・安全性薬理試験（中枢神経系）（GLP） 
・安全性薬理試験（心血管系）（GLP） 
・安全性薬理試験（呼吸器系）（GLP） 
・薬力学的薬物相互作用試験 
②動態試験 
・吸収 
・分布 
・代謝 
・排泄 
３）毒性試験 
・単回投与毒性試験（GLP） 
・反復投与毒性試験（GLP） 
・局所刺激性試験（GLP） 
・遺伝毒性試験（GLP） 
・がん原性試験（GLP） 
・生殖発生毒性試験（GLP） 
・免疫毒性試験（GLP） 
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・造腫瘍性試験（GLP） 
・目的外細胞への形質転換 
３）当該ベクターを用いた臨床試験に必要な手
順書及び文書の策定： 
当該ベクターを用いた臨床試験の実施を前

提に、必要な手順書等のリストをまとめた。 
①試験物製造 
・試験物の製造に関する手順書 
・試験物の運搬に関する手順書 
・試験物の管理に関する手順書 
②臨床試験手順書 
・試験調整委員会への業務委嘱に関する手順書 
・試験調整委員会の業務に関する手順書 
・試験実施計画書及び症例報告書の見本の作成

に関する手順書 
・試験薬概要書作成に関する手順書 
・説明文書及び同意文書作成に関する手順書 
・被験者の健康被害補償に関する手順書 
・安全性情報の取扱いに関する手順書 
・記録の保存に関する手順書 
・効果・安全性評価委員会に関する手順書 
・モニタリングに関する手順書 
・監査の実施に関する手順書 
・総括報告書作成に関する手順書 
・緊急時開錠手順書 
・検体保管・管理・輸送及び測定実施に関する

手順書 
・データマネジメントに関する手順書 
・登録・割付けに関する手順書 
③文書 
・実施計画書（プロトコル検討委員会） 
・説明文書及び同意文書 
・症例報告書 
・試験物概要書 
・当該治験の実施を科学的に正当と判断した理

由 
・症例ファイル 
・併用禁止薬・制限薬、同種・同効薬リスト 
４）当該ベクターを用いた臨床試験に必要な業
務関連： 
当該ベクターを用いた臨床試験の実施を前

提に、必要な業務を整理した。 
①データマネジメント 
・データマネジメント計画書 
・症例登録計画書 
・登録システム構築 
・データベース構築 
・EDC 入力マニュアル 
・EDC ユーザー管理手順書 
・EDC ユーザー教育・訓練手順書 
・データチェックリスト 
・CRF 記入マニュアル 
・CRF の変更に関する手引き 

・データ固定 
・データマネジメント報告書 
②統計解析 
・統計解析計画書 
・統計解析プログラム 
③モニタリング 
・モニタリング計画書 
・モニタリングチェックリスト 
④監査 
・監査計画書 
・監査チェックリスト 
 
C-2. 当該ベクターの GMP 製造法の確立 
 本年度は、当該ベクター製造時に生じる余剰
の当該ベクターや生物材料（293 細胞など）の
効率的な処理方法について大気圧プラズマが当
該ベクター並びにその製造に関連した生物材料
の処理に適しているか否かを検討した。その結
果、10 分間の大気圧プラズマ照射により生物的
活性を完全に抑えることがわかった。 
 
D. 考察 

当該ベクターを用いる臨床試験の実施にあた
り、規制当局が求める前臨床試験項目や臨床試
験概要について研究当初から念頭に入れておく
ことは極めて重要である。 
昨年度までに、前臨床試験項目や臨床試験実

施の際の人的支援体制、臨床試験の計画から報
告までの過程を整理した。これを受け、本年度
は実施に必要な手順書や文書の策定を行い、ほ
ぼ完了した。事業性を重視した本取り組みは本
研究が単なる基盤研究に留まらず、独立行政法
人日本医療研究開発機構が目指す医療の産業化
にも直結する成果と考えている。 
一方、臨床試験用の当該ベクター製造におい

ては、最終試験物の品質管理(QC)と品質保証
(QA)が必要である。その際、製造の過程ででて
くる不要な生物材料の処理は重要なポイントと
なる。本年度は大気圧プラズマが当該ベクター
並びにその製造に関連した生物材料の処理に適
しているか否かを検討し、期待されたデータを
得ることができた。本技術は今後、当該ベクタ
ー製造法において閉鎖系ユニットを活用する際
に有用であると思われた。 
 

E. 結論 

難治がんに対する標的バイオ医薬の一つであ
る腫瘍標的型アデノウイルスベクターの臨床試
験実施に必要な品質、非臨床 POC、手順書並び
に文書、さらには業務について考察を加え、リ
スト化並びに文書化を行った。 
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 今後はこれらの成果を踏まえ、早期の臨床試
験実施を目指したい。 
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