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研究成果の要旨 

遺伝子導入法であるが、アデノウイルスベクターのファイバー部位に ProteinA の抗体結合ドメ

インを導入したファイバー改変型ベクターを作製し、抗腫瘍抗体と併用すると抗体依存的に遺

伝子を標的腫瘍細胞に導入でき 10-20 倍の遺伝子発現の増強が確認された。制限増殖型ウイル

スして、テロメラーゼ特異的制限増殖型アデノウイルス 0BP-301 を作成したが、これはヒト非

小細胞肺癌細胞および大腸癌細胞で選択的増殖性が確認できた。また肉腫特異的に増殖する単

純ヘルペスウイルスの GMP レベルでの精製法を開発した。免疫遺伝子治療用遺伝子として、腫

瘍抗体の抗原を検索し、testicular nuclear autoantigenic sperm protein を同定した。また

マウス肺癌遺伝子ライブラリーよりサブトラクション法を用いて抗腫瘍ワクチン用遺伝子とし

て 10 種の遺伝子を分離した。樹状細胞と癌細胞の融合細胞と CpG オリゴ核酸の併用法により抗

腫瘍免疫の誘導の増強と長期維持が極めて効率よくおこり、腫瘍を拒絶できる癌ワクチンとな

りうることがわかった。 
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総括研究報告 

 

 

１ 研究目的 

本研究の目的は癌遺伝子治療の効果を増強さ
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せるための新規技術を開発し将来の臨床応用を

目指すことにある。今年度は癌組織への有効な

遺伝子導入技術、効果的な治療遺伝子、各種遺

伝子治療法の効果増強因子などの評価を行い、

有効な癌遺伝子治療法を提唱する。 

 

２ 研究成果 

（１）遺伝子導入法について； Protein A の

Z33 モチーフをノブの HI ループ部位に持つアデ

ノウイルスAx3CA-FZ33と抗ErbB2抗体を併用す

ることで卵巣癌の標的化が可能か否か検討した。

ヒト卵巣癌の細胞株として、SKOV3ならびにRMG1

を用いた。アデノウイルスは、EGFP を発現する

Ax3CAEGFP-FZ33、lacZを発現するAx3CAZ3-FZ33、

そして5-FUを活性型のFdUMPに効率的に変換す

る Uracil Phosphoribocyltransferase (UP)を発

現する Ax3CAUP-FZ33 を作製して用いた。細胞を

6 ウェルプレートに播種し、抗 ErbB2 抗体を培地

中に加え反応後、Ax3CAEGFP-FZ33 を感染させ、

24 時間後に FACS で EGFP 陽性細胞を測定した。

また、Ax3CAZ3-FZ33 を感染し、24 時間後に

beta-gal Reporter Gene Assay にて lacZ の発現

量を測定した。Ax3CAUP-FZ33 と抗 ErbB2 抗体を

併用した、5FU の抗腫瘍効果の検討は SKOV3 細胞

を 96 ウェルプレートに播種し、抗 ErbB2 抗体

(SER4)を反応後、Ax3CAUP-FZ33 を感染させ、24

時間後に 5FU を加え、５日後に WST-1 細胞増殖

アッセイキットで生細胞数を測定した。SKOV3

細胞は、コントロール群｛Ax3CAEGFP-FZ33 のみ 

(5.5%)、マウス IgG1 と Ax3CAEGFP-FZ33 (4.8%)｝

と比較して、抗 ErbB2 抗体(SER4)を併用して

Ax3CAEGFP-FZ33 を感染させたものは、約 17 倍

（86.4%）の遺伝子導入の増加が認められた。一

方、lacZ 遺伝子導入では、コントロール群

｛Ax3CAZ3-FZ33 のみ (2459±291 URL)、マウス

IgG1 と Ax3CAZ3-FZ33 (2711±828 URL)｝と比較

して、抗 ErbB2 抗体(SER4)を Ax3CAZ3-FZ33 に併

用して感染させたものは、100 倍以上の（298562

±28412 URL）の遺伝子発現の増加が認められた。

RMG1 細胞でも、SKOV3 細胞の場合と同様の増加

が認められた。次に FZ33 アデノウイルスを用い

て抗癌剤変換酵素遺伝子を腫瘍細胞に導入しそ

の抗腫瘍効果（腫瘍細胞増殖抑制効果）を検討

した。その結果コントロール群｛マウス IgG1 と

Ax3CAUP-FZ33(IC50=約 30&micro;M)｝と比較して、

抗ErbB2抗体(SER4)を併用してAx3CAUP-FZ33を

感染させたものは、約 30 倍（IC50=約 1&micro;M）

の 5FU 感受性の増加が認められた。ErbB2 を高発

現するヒト卵巣癌細胞（SK-OV3 など）への遺伝

子導入は、ErbB2 抗体の併用により、選択的に著

明に（EGFP 遺伝子導入細胞で、5%から 90%へ）

増強できた。同じ抗原分子を認識する異なった

抗体間で比較すると、驚くほどの効果の差が見

られた。このような標的化テクノロジーにおい

ては、標的分子種だけでなく、抗原と対応する

個々の抗体の特性が重要である。至適な抗体の

分離が必要であり、腫瘍細胞と Z33 アデノウイ

ルスとを架橋することによって遺伝子導入効率

が高まるモノクローナル抗体スクリーニングを

行っているところである。同様の手法で、各種

のヒト骨髄腫細胞株に対して、麻疹ウイルス受

容体 CD46 に対する抗体、あるいは骨髄腫のマー

カーCD38 に対する抗体を併用して、FZ33 型アデ

ノウイルスの遺伝子導入効率を測定した結果、

ヒト骨髄腫細胞に対して、抗体の併用により、

30 倍以上の遺伝子導入の増強が得られた。免疫

賦活分子 CD40 リガンドを発現する FZ33 型アデ

ノウイルスと抗CD38抗体を併用することによっ

て、高い効率で CD40 リガンドの遺伝子発現を得

ることができ、Ｔ細胞補助刺激分子(CD80, CD86, 

CD54, HLA-class II)の発現を誘導することがで

きた。この手法で遺伝子導入された骨髄腫細胞
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は遺伝子非導入骨髄腫細胞に比べてアロＴ細胞

を有意に強く刺激し IFN-gamma の産生が増強し

た。以上の結果より、抗腫瘍抗体と FZ33 型アデ

ノウイルスを用いることにより B 細胞系の腫瘍

に対して、標的化遺伝子導入が可能であり、免

疫遺伝子療法等に応用できることが示唆された。 

（２）癌治療用制限増殖型ウイルスの作成；

Telomelysin は、ウイルス増殖に必須の E1A およ

び E1B 遺伝子を IRES 配列でつなぎ、テロメラー

ゼ構成分子である hTERT (human telomerase 

reverse transcriptase)遺伝子のプロモーター

で制御することで、がん細胞のみで増殖し細胞

死を生じるように改変されたウイルス製剤であ

る。ヒトがん細胞および正常細胞に Telomelysin

を感染させ、経時的に細胞を回収して細胞内の

ウイルス増殖を測定した。ヒ ト 非 小 細 胞 肺

癌 細 胞 お よ び 大 腸 癌 細 胞 で は

Telomel syi n 感 染 後 3 日 で 10e5 – 

1 0e6 倍 の ウ イ ル ス 増 殖 が 認 め ら れ た

が 、 線 維 芽 細 胞 な ど の 正 常 細 胞 で は

100-1000 倍 の 増 殖 に と ど ま り 、 そ の

選 択 的 増 殖 性 が 確 認 で き た 。次 に 各種

ヒトがん細胞に in vitro で Telomleysin を感染

させ、XTT アッセイにて経時的に細胞数の変化を

観察すると、3 日 以 内 に 細 胞 死 が 誘 導 さ

れ 明 ら か な 抗 腫 瘍 効 果 が 観 察 さ れ た 。

そ こ で ヌードマウス背部皮下にヒト肺癌細胞

H1299 を移植し、肉眼的腫瘍が形成された時点で

Telomleysin を腫瘍内投与、増殖抑制効果を検討

したと こ ろ 、有 意 な 増 殖 抑 制 と 腫 瘍 内

壊 死 が 認 め ら れ 、in viv o で の 有 用 性

も 明 ら か に な っ た 。 こ の よ う に 正常細

胞での増殖は癌細胞と比較すると 1%程度である

が、ウイルスが増えることには違いなく、安全

性の評価が必要である。また抗ウイルス免疫が

どのような作用を及ぼすかについての検討も必

要である。 

一方、カルポニンプロモーターを用いた制限増殖型ヘ

ルペスウイルスd12.CALPΔRRはを 平 滑 筋 肉 腫

で 特 異 的 に 増 殖 す る 。 実 際 に ヒト手術

標本から樹立した平滑筋肉腫細胞をSCIDマウス

胸腔内に接種した転移モデルを作成し、胸腔内

にd12.CALPΔRR(3.5x107 PFU)を投与すると微小

な播種性平滑筋肉腫転移病巣が選択的にアポト

ーシスによって破壊され有意な延命効果を得た。

平滑筋肉腫遺伝子治療の臨床応用にむけて、GMP

レベルのウイルス精製を行うために、無血清培

地を用いた組換えウイルスの精製を試みた。本

研究では、d12.CALPΔRRがICP4 欠失変異体であ

るd120 を親株とするため、Vero細胞にあらかじ

めICP4 cDNAを遺伝子導入したVeroE5 細胞を用

いて、無血清培養条件下でのVirus stockの作製

を試みた。さらに、加熱処理によるd12.CALPΔ

RR不活性化の条件を決定した。 無血清培地

VP-SFM（Invitrogen）を用いて、Single Step 

Growth Assay 法 で d12.CALP Δ RR の 増 殖 を

1%CS/DMEM培地と比較した。d12.CALPΔRRは、感

染後 24 時間までは、無血清、血清培地ともに同

程度の増殖を示した。24 時間以後 96 時間では無

血清培地では、血清培地の約 1%のウイルス産生

量であった。培養液にすべて無血清培地を用い

ても、d12.CALPΔRRのLarge scale精製は可能で

あり、～10９ＰＦＵにまで濃縮可能であった。無

血清培地を用いて精製したd12.CALPΔRRは、平

滑筋肉腫に対する細胞傷害活性、熱やガンシク

ロビルに対する感受性など、血清存在下で精製

したlotと変わりはなかった。加熱による不活性

化の検討では、d12.CALPΔRRは 65℃、2 分間ま

たは 55℃、5 分間の加熱により増殖能を完全に

失活させることができた。ガンシクロビルの

IC50%は 1.3 ng/mlであり、野生型ウイルスより

も高い感受性を示した。VP-SFMを用いたICP4 導
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入Vero細胞の無血清培養でマスターセルバンク

を作成するための条件が整った。 

（３）免疫遺伝子治療のための治療遺伝子の分

離；１つのアプローチは遺伝子治療を受けた患

者血清中の抗体を用いた新たな腫瘍関連抗原の

探索である。東京大学医科学研究所病院で実施

された第IV期腎細胞がん患者を対象とした遺伝

子治療臨床研究は、自家腫瘍細胞に GM-CSF 遺伝

子を導入／発現させ放射線照射で不活化した後、

腫瘍ワクチンとして患者に投与したもので、

GM-CSF の作用により腫瘍本来の免疫原性を人為

的に高めることで患者体内の抗腫瘍免疫能の誘

導増殖を期待したものであった。既に我々の報

告により、本臨床研究を実施された患者体内に

自己 RCC に対する細胞誘導性 T 細胞活性の誘導

と RCC タンパク質に対する液性免疫反応の誘導

が報告されている。本研究では後者に注目し、

液性免疫反応の標的となった腫瘍抗原を同定す

ることを目的にGM-CSF遺伝子導入ワクチン接種

後に良好な臨床経過を示した患者（Case2）の腎

癌細胞および株化腎癌細胞であるVMRC-RCWを用

いて腫瘍細胞の発現ライブラリーを構築し、同

患 者 体 内 に 誘 導 さ れ た 抗 体 を 用 い て

SEREX(Serological identification by 

recombinant expression cloning)法を実施した。

それにより同定された SEREX 抗原について新た

な免疫療法の開発につながる可能性を期待して

GM-CSF 遺伝子導入ワクチン接種前後における抗

体価の変動の解析とその RCC 特異性を正常組織

と癌組織における抗原mRNAの発現量及び健常人

と癌患者における血清中抗体の出現頻度の観点

から検討した。その結果、tNASP (testicular 

nuclear autoantigenic sperm protein)mRNA 発

現が癌組織において有意に増加している傾向が

見られた。また、tNASP と TMF (TATA element 

modulatory factor 1)に対する抗体価が GM-CSF

遺伝子導入ワクチン接種後に有意に増加してい

る傾向が見られた。そして、健常人 23 名及び各

種癌患者計 107 名の血清を検討した段階では、

抗 tNASP 抗体価は健常人に対して子宮体癌患者

血清で陽性率に統計学的に有為な差が認められ、

特に抗 TMF 抗体価は健常人全員が検出限界以下

であったのに対し、担癌患者では RCC (69%の陽

性率)をはじめとして大腸癌、子宮癌で 50%以上

の患者血清が陽性を示し、メラノーマ(39%の陽

性率)、食道癌(33%の陽性率)においても統計学

的に有為な差が認められた。tNASP と TMF につい

ては、癌抗原になりうる可能性ばかりでなく、

その抗体を用いて癌診断にも大きな示唆を与え

るものと考えられた。 

もう１つのアプローチはサブトラクション法に

よる癌特異的に発現している遺伝子の探索であ

る。マウス肺癌サブトラクティブライブラリー

より選択した10種の遺伝子についてワクチンを

作成し抗腫瘍効果の検討を行った。この結果、

osteopontin および c-myc を単独で用いたワク

チンにて癌特異的な細胞障害性 T 細胞（CTL）の

誘導が確認され、さらにこの効果は候補遺伝子

を全て用いた場合に増強した。これらより、サ

ブトラクティブライブラリーを抗原として用い

ることと、さらにこれらの中の有効な遺伝子を

複数組み合わせて用いるpolyvalentワクチンの

有用性が示唆された。また、以上のワクチンは

naked DNA とアデノウイルスの組み合わせ投与

法を用いており、抗腫瘍ワクチンにおけるこの

投与法の有用性が示されたと考えている。さら

に 、 HVJ(Hemagglutinating virus of Japan) 

envelope ベクターを用いた High-Throughput 

gene screening system を用いて新たな腫瘍関連

抗原や腫瘍由来免疫抑制性分子の探索を行って

いる。具体的には、マウス肺癌 cDNA ライブラリ

ーから、樹状細胞のサイトカイン分泌を誘導す
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る遺伝子の screening を進めており、現在まで

に二次スクリーニングを施行し、約 20 の候補遺

伝子を得ている。 

（４）新たな癌ワクチン増強法の開発；１つの

アプローチは腫瘍免疫抑制因子に対する抗体の

産性による免疫の活性化である。実際には腫瘍

から分泌される免疫抑制性サイトカインである

TGFβを標的としてワクチンを作成し、腫瘍由来

TGFβを中和することにより有効に宿主の抗腫

瘍免疫能を賦活させることを目的に研究を行っ

た。これまでにマウスに対してカエル(Xenopus 

leaves) TGFβ2、ヒト TGFβ１が自己抗原に対す

る液性免疫の誘導に有利であることが判明し、

さらにヒト TGFβ１ワクチン投与群では腫瘍増

殖抑制効果も認められた。しかしながらヒト TGF

β１ワクチンのみでは腫瘍を完全に消退させる

ことはできず、他の免疫抑制性サイトカインワ

クチンとの組み合わせ、あるいは化学療法や放

射線等と併用が必要であると思われた。したが

って現在、もう一つの腫瘍由来免疫抑制性サイ

トカインとして IL-10 を標的として異種動物ホ

モログワクチンの開発を行っている。 

もう１つのアプローチは樹状細胞と癌細胞ワク

チンの増強である。X線照射またはマイトマイシ

ン処理により増殖能をなくさせたマウス癌細胞

200 万個（腎癌細胞のRENCA, メラノーマの

B16BL6）とマウス骨髄由来樹状細胞 400 万個（マ

ウスの大腿骨、頸骨の骨髄より取り出した単核

球をGM-CSFで１週間培養して分離した浮遊細

胞）を不活性化HVJと混合し、試験管内で 37 度

30 分インキュベートして融合させた。マウス癌

細胞は緑色色素で樹状細胞は赤色色素でラベル

し、融合効率をFACSで解析した。癌細胞（B16BL6）

と樹状細胞を融合し、CpGオリゴ核酸の有無によ

る 24 時間後のサイトカインの分泌を測定した。

次にメラノーマ細胞で脾臓細胞を刺激したとき

の細胞傷害性T細胞の活性をクロミウムの放出

により調べた。同様にマウスを免疫し、10 日後

に 10 万個のメラノーマ細胞を皮内に移植し、マ

ウスの腫瘍の生着、生存率、肺への転移を調べ

た。ワクチン接種後マウス足底部にメラノーマ

をうち、腫瘍塊を形成させ、その後の肺への転

移を調べた。HVJの量に依存して融合効率が上昇

し約 30％の融合細胞が再現性よく得られた。500 

HAU（1.5 x 109  particles）のHVJ envelope vector

を用いたときが最も効率がよく、かつ 24 時間後

の細胞も 90％以上が生存していた。また樹状細

胞をCD11cに対する抗体で検出し、メラノーマ細

胞をgp100 に対する抗体で検出する方法を用い

て融合を調べたところ、25％程度の確率で両方

の抗体で同定できる細胞が出現し、融合細胞が

作成されたこと、その中では両細胞に由来する

抗原がたしかに存在していることが明らかにな

った。位相差顕微鏡を用いて形態を調べたが、

樹状細胞由来の樹状突起を有する大きな細胞

（樹状細胞の約２倍直径）が見られ、融合細胞

であることが形態学的にも示唆された。また１

対１で融合したと思われるdikaryonが半数を占

めていた。HVJ envelope vectorの量を 1000 HAU

以上用いると多核細胞が多く認められ、これら

は１，２日で死滅すると考えられた。二核のヘ

テロカリオンを如何に効率よく作成できるかが

融合細胞の寿命を延長して抗腫瘍効果を期待で

きるかの鍵である。ポリエチレングリコールや

電気パルス法ではこの調節が難しい。融合 24 時

間後のサイトカインの分泌を測定した。

TNF-alpha, IL12 の発現が融合細胞を用いると

2500 pg／ml程度分泌されたが、CpGオリゴ核酸

を同時に用いると有意に高い（1.5 から 2 倍の）

分泌が見られた。これをマウス皮内に１週間隔

で２回接種し10日後に脾臓を取り出しメラノー

マ細胞で刺激したときのinterferon-gammaの分
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泌を測定した。融合細胞のみを用いると 1500 pg

／ml程度であったが、CpGオリゴ核酸を併用する

と 3000 pg／ml以上に上昇した。免疫部位はいく

つか検討したが、皮内か皮下が最もよく、特に

皮内投与では注入樹状細胞が所属リンパ節まで

移動することがわかっている。静脈注射では安

全性の問題があり、骨格筋投与や腹腔内投与で

は免疫効果が乏しかった。なお融合細胞のみを

セルソーターで分離して免疫した場合とソーテ

ィングせずに融合細胞と非融合細胞を混合して

免 疫 し た 場 合 と で は 、 産 生 さ れ る

interferon-gammaなどのサイトカインには差が

なかったので、これ以降はソーティングせずに

免疫することにした。メラノーマの場合、脾細

胞とターゲットの癌細胞の比率が90のときに約

30%の特異的な細胞破壊が得られた。CpGオリゴ

核酸により細胞破壊はさらに約 50％まで高めら

れた。このCTLはメラノーマ特異的であり、同じ

C57Black／6由来のリンパ腫細胞のEL4に対して

はどの群も反応しなかった。融合細胞を用いな

いと全てのマウスは約 50 日後に死亡した。融合

細胞で免疫した場合の生存率 20％であったが、

すべてのマウスに腫瘍生着がおこった。融合細

胞と同時CpGオリゴ核酸導入を行った場合は、生

存率は 80％であり、8 匹中 6 匹のマウスに腫瘍

ができなかった。肺転移については無処理では

マウス１匹あたり約65個の腫瘍転移巣がみられ、

CpGオリゴ核酸のみ、或いは、樹状細胞と癌細胞

の混合物の注入でもほとんど減少しなかった。

一方、樹状細胞と癌細胞を混合し、CpGオリゴ核

酸を併用すると約 35 個まで減少した。融合細胞

を用いると約 25 個に減少し、融合細胞とCpGオ

リゴ核酸の併用でさらに転移巣の数も減少し 10

個以下になった。この効果はメラノーマに限っ

たものではなく、腫瘍関連抗原が未知の腎癌細

胞RENCAと樹状細胞を融合したときにも同様の

抗腫瘍免疫の活性化が見られ、高いCTLが得られ

た。またCpGオリゴ核酸による増強も同様にみら

れた。このときもRENCA特異的なCTL活性が得ら

れ、同じBalb／cマウス由来の大腸癌細胞CT26

に対してはCTLは誘導されなかった。ただし

RENCA細胞は増殖が遅く、マウスの生存率では大

きな差が出なかった。しかし腫瘍フリーのマウ

スは融合細胞のみの免疫で 50％, 融合細胞と

CpGオリゴ核酸の併用で 80％であり、やはり併用

による効果が見られた。メラノーマと樹状細胞

の融合細胞とCpGオリゴ核酸併用により腫瘍生

着がおこらなかったマウスに対して再度同じメ

ラノーマ細胞を 60 日後に移植したが、全て拒絶

された。しかしEL4 はすべてに生着した。RENCA

と樹状細胞の融合細胞を移植して得られた腫瘍

フリーのマウスにRENCA細胞を移植すると 40％

が腫瘍を拒絶し 60％が生着した。融合細胞とCpG

オリゴ核酸を用いて得られた腫瘍フリーマウス

にRENCA細胞を移植すると 100％のマウスが腫瘍

拒絶を示した。CT26 を接種するとすべて生着し

た。このような腫瘍細胞と樹状細胞の融合によ

る利点は腫瘍関連抗原が知られていなくても、

また癌細胞が抗原提示能がなくなっていても、

樹状細胞側から供給される MHC class I, 

costimulatory moleculeなどによりすべての腫

瘍関連分子が抗原提示される点である。RENCA細

胞においても抗腫瘍免疫が効果的に誘導された

ことはこのことを実証している。融合細胞によ

り異種抗原以外の分子が提示されて自己免疫疾

患のような病態に陥る危険性もあるが、メラノ

ーマ細胞との融合ではメラノーマ細胞特異的な

CTLが誘導されリンパ腫には反応しなかったの

で、そのような懸念はまずないと思われる。本

研究において見出されたもう１つのメリットは

CpGオリゴ核酸の同時導入によって樹状細胞の

活性化、ナイーブT細胞の成熟もおこり、Th1 反
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応が促進されたと考えられる。以上の２つがあ

いまって効果的なCTLを誘導できたのではない

だろうか。融合細胞を用いた癌治療が行われて

いるが、目立った成果が得られていない。末期

癌の患者が多いということも原因であろうが、

融合細胞だけではTh1 反応が進まないと考えら

れる。効果的なアジュバントを用いなければな

らないと判断できる。またHVJは他の融合剤より

も効果的で再現性高く細胞融合をおこすことが

できるが、樹状細胞の場合でも同様な効果が収

められた。しかしそれ以外にこのウイルス自体

たとえ不活性化されていてもアジュバントとし

ての効果があると思われる。もちろん不活性化

されていない野生株では極めて強いインターフ

ェロンの誘導が知られているが、細胞毒性も強

く正常細胞への影響が想定されるので治療とし

てはかえって良くないのではないかと考えられ

る。 

 

以上のように、遺伝子導入法についてはアデノ

ウイルスベクターのファイバー改変型夫開発に

より腫瘍特異抗体との併用による腫瘍選択的な

遺伝子導入が可能になった。制限増殖型ウイル

スを２種作成でき動物実験での有効性を示すこ

とに成功した。癌治療においては転移や再発の

抑制が重要であるが、そのためには免疫治療の

増強が望ましい。本研究を通じて将来の癌の免

疫治療に有効であると判断できる材料や方法が

開発された。ここで得られた成果を組み合わせ

ることにより治療効果を増強できる可能性が高

く、今後はそのような複合化が望まれるところ

である。 

 

３ 倫理面への配慮 

本研究における倫理面への配慮については、

主として動物愛護の観点から実験動物に与える

苦痛を極力除去するようにつとめ、各実験施設

における動物実験ガイドラインに沿った動物実

験を行った。また患者サンプルの利用について

は各施設での倫理委員会での承認を受けた後に

実施している。 
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