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要旨 

多くのがん細胞では，AU-rich element（ARE）を持つ mRNA が核外輸送され

安定化されることが知られている．ARE は細胞の増殖に関連する遺伝子から転

写される mRNA の分解を促す RNA エレメントで，ARE-mRNA は ARE に結

合するタンパク質により分解や安定化が制御される．RNA 結合タンパクの一種

である，embryonic lethal abnormal vision（ELAV）family に属する HuR は

ARE-mRNA の核外輸送と安定化に寄与する．ARE-mRNA が安定化しているが

ん細胞では，細胞質中の HuR 発現量も上昇している． 

我々はアデノウイルスの増殖に必須の E1A 遺伝子の 3’非翻訳領域 （3’-UTR） 

に TNF-遺伝子の ARE を組み込んだ腫瘍溶解アデノウイルス（AdARET）を

開発した．この AdARET を感染させたがん細胞では，ARE を持つ E1A mRNA

が安定化され，がん細胞特異的にウイルスが増殖する．本研究では，このウイル

スの腫瘍溶解効果および，この効果を増強させる因子の検討を行なった． 

AdARET 感染により，がん細胞特異的にアデノウイルスの増殖に必須の E1A

タンパクの発現を認め，正常細胞ではほとんど発現を認めなかった．また，ウイ

ルスの生産効率に関しても，がん細胞である A549 細胞，HeLa 細胞では正常細

胞よりも多くのウイルス産生を認めた．AdARET はがん細胞に対して濃度依存

的に腫瘍溶解効果を示した．また，AdARET と TNF-α との併用により，細胞生
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存率の低下を認め，TNF-α が AdARET の腫瘍溶解効果を増強させる因子とな

りうることが示唆された．以上の結果から，AdARET はがん細胞特異的に腫瘍

溶解効果を発揮し，またがん周囲の炎症を利用し，TNF-α が周囲に存在するが

んではよりその効果が増強されることが示された． 
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緒言 

これまで，がん治療に対して，手術療法，化学療法，放射療法が主に用いられ

ている．しかし，これらの治療法には，生体への大きな侵襲や，薬剤耐性細胞の

存在，治療による有害な副作用など多くの問題点が存在する．近年，腫瘍溶解ウ

イルスによる新たながん治療法が注目されている．腫瘍溶解ウイルスは，ウイル

スゲノム遺伝子に改変を加え，がん細胞特有の様々な形質を利用することによ

り，がん細胞特異的に増殖後，細胞を破壊し，正常細胞には何の影響も与えない

ウイルスである．したがって，腫瘍溶解ウイルスによるがん治療法は，理論的に

は副作用がなく，高い治療効果が期待できる． 

これまで，レオウイルスや単純ヘルペスウイルス，麻疹ウイルス，アデノウイ

ルスなど多くのウイルスを利用した腫瘍溶解性ウイルスが開発され 1)現在，日本

国内でも C-REV2 ~ 3)や G47Δ4)などの腫瘍溶解ウイルスの臨床試験などが行われ

ており，がんに対する新たな治療法として期待されている． 

抗がん剤治療など，これまでのがんの治療法は，患者に対して苦痛や副作用が

伴うことが多いのが現状であるが，このウイルスを用いた治療法が確立されれ

ば，理論上副作用がなく，使用法も簡便で，他のがん治療法との併用も容易なの

で，非常に有用な治療法になると期待できる．特に，アデノウイルスはそもそも

病原性が低く，遺伝子治療用のベクターとしての実績もあり 5~8)，安全性が非常
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に高く，複製効率も高いので，生産方法も簡便で安価なため，実用化しやすい 9)． 

これまでに多くのがん細胞で，AU-rich element（ARE）を持つ mRNA が核

外輸送され安定化されることが見出され 10~12)，また，ARE-mRNA の安定化の

程度はがん細胞の悪性度と関連することが報告されている 13)（図 A）．ARE は

細胞の増殖に必要な遺伝子から転写される mRNA の分解を促す RNA エレメン

トであり，ARE-mRNA は ARE に結合するタンパク質により分解や安定化が制

御される 14,15)． 

 

 

RNA 結合タンパクの一種で，embryonic lethal abnormal vision（ELAV）

family に属する HuR は ARE-mRNA の核外輸送と安定化に寄与することが知

図 A AU-rich element（ARE）と ARE-mRNA の安定化 

ARE は，アデニンとウラシルに富み mRNA の 3’-UTR に存在する領域で，主にが

ん遺伝子やサイトカインなど細胞増殖にかかわる遺伝子の mRNA に存在する．ARE-

mRNA は通常，合成後すぐに分解されるが，ストレスが加わると ARE に特異的に結

合する RNA 結合タンパク HuR と結合し，一時的に核外輸送され安定化されるが，が

ん細胞では恒常的に核外輸送され安定化している. 
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られており，ARE-mRNA が安定化しているがん細胞では，細胞質中の HuR 発

現量も上昇している 13,16)（図 A）．  

我々は以前，アデノウイルスのがん遺伝子産物 E4orf6 によりがん化し

た細胞では，ARE-mRNA や HuR などが CRM1 非依存性に細胞質に輸

送されることを見出した 17)．さらに，E4orf6 は核外輸送した ARE-mRNA

を安定化することができ，安定化された ARE-mRNA は細胞をがん化し

た 13)．その後，多くの研究グループが，ウイルスががん化の原因ではな

い様々ながん細胞で ARE-mRNA の核外輸送・安定化がそれぞれの細胞

がん化に寄与することを示し，HuR の核外輸送や ARE-mRNA の安定化

は，必ずしもウイルス遺伝子産物のみにより起こるわけではなく，多く

のがん細胞にみられることがわかっている．さらに，ARE-mRNA の安定

化は，がん細胞のみではなく，炎症やウイルス感染など様々な疾患に関

わる細胞でも見られることが最近明らかになっている 19)．  

アデノウイルスは感染後，初期遺伝子である E1A が最初に発現し，それに続

きそのほかの初期遺伝子 E1B，E2，E3，E4 の転写が活性化される．その後感

染後期になると，後期遺伝子L1~L5が発現しウイルスが複製される．そのため，

アデノウイルスの増殖には E1A の発現が必須となる 20,21)（図 B）．これまでの

腫瘍溶解ウイルスは，特定の遺伝子の欠損が起こっているがん細胞や，一部のが
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ん細胞特異的に活性化しているものを利用して効果を発揮するため，腫瘍溶解

効果は限られた種類のがんにのみにしか有効ではなかった 22~24)． 

 

 

がん細胞周囲には多くの免疫細胞浸潤が認められており，これらの細胞が引

き起こす免疫応答による炎症によってがんの浸潤に好都合な微小環境が作り出

される．炎症性サイトカインである TNF-α は，主にマクロファージや単球など

の免疫細胞から産生され，がんの増殖，発育，転移などを促進し，がんの悪性度

と関連している 25)（図 C）． 

 

図 B アデノウイルスの複製に E1A の発現が必須 

 アデノウイルス感染後，24 時間後までに初期遺伝子 E1A，E1B，E2，E3，E4 の転写が

活性化され，それ以降は後後期遺伝子が発現し，ウイルスが複製される．E1A は他の全

てのウイルス遺伝子の転写を活性化できるため，アデノウイルスの増殖には E1A の発現

が必須となる． 
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本研究では，アデノウイルスの E1A 遺伝子の 3’-UTR に TNF の ARE を組

み込んだ腫瘍溶解アデノウイルス（AdARET）を開発し（図 D），その腫瘍溶解

効果と効果を増強させる因子の検討をおこなった． 

 

図 C TNF-αによる HuR の核外輸送 

がん間質には多くの免疫細胞浸潤が認められており，これらの細胞が引き起こす免疫

応答により生じる炎症によってがんの浸潤を促進する微小環境が作り出される．炎症

性サイトカインである TNF-αは，主にマクロファージや単球などの免疫細胞から産生

され，がんの増殖，発育，転移などを促進し，がんの悪性度と関連している．この

TNF-αの刺激により，HuR の核外輸送が促進され，E1A-ARE-mRNA が安定化され，

AdARET の腫瘍溶解効果が亢進すると考えられる． 
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AdARET は mRNA の安定化システムを応用した腫瘍溶解ウイルスであり，

ARE-mRNA が安定化されているがん細胞 26)（すべてのがんの約 80%～90%と

推測される）に対し，特異的に溶解させることが予想される．その結果，AdARET

を感染させたがん細胞では，ARE を持つ E1A mRNA が HuR により安定化さ

れるため（図 E），がん細胞特異的にウイルスが増殖することができ，がん細胞

特異的に殺細胞効果を示した． 

図 D AdARET の構造 

すでに我々が開発している，B：AdARETrv は E1A 遺伝子が逆向きに組み込まれ

ており，E1A の発現が低く，E1B55k 遺伝子も欠失している．新たに開発した A：

AdARETfw は，TNF-遺伝子の ARE を持つ E1A 遺伝子が正方向に組み込まれて

おり，E1A の発現が AdARETrv に比べ高く，腫瘍溶解効果が高いことが期待され

る． 
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また，がん周囲の炎症を利用することを想定した，TNF-α との併用により，細

胞質中に HuR の発現量が増加したがん細胞では腫瘍溶解効果の増強を示した． 

これらの結果は AdARET が，腫瘍溶解効果を持ち，TNF-α との併用によって

その効果を増強できることを示している． 

 

 

 

 

 

図 E E1A-ARE-mRNA はがん細胞で安定化する 

我々の開発した AdARETfw の E1A-ARE-ｍRNA は，正常細胞ではすぐに分解されウ

イルスは増えることはできないが，がん細胞では HuR と結合し核外輸送されることで

安定化するので，E1A が発現し，アデノウイルスが複製することができる． 
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材料および方法 

1．細胞株および細胞培養 

ヒト子宮頸がん細胞 HeLa，ヒト肺がん細胞 A549，ヒト口腔がん細胞 HSC-

2，ヒト口腔がん細胞 SAS，ヒト乳腺がん細胞 MDA-MB-231，ヒト乳腺がん細

胞 MCF-7，ヒト包皮線維芽細胞 BJ，ヒト歯肉線維芽細胞 HGF-1，ヒト胎児肺

線維芽細胞 WI-38，ヒト胎児腎細胞 HEK293 を使用した．すべての細胞は ATCC

より入手し，培地には Dulbecco’s modified Eagle’s medium-high glucose

（DMEM，Sigma-Aldrich，USA）に 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum：

FBS，Sigma-Aldrich，USA）を添加したものを用い 37℃，5%CO2存在下で培

養した． 

 

2．AdARET の構築 

AdARET は pXhoIC plasmid27)と pAxcwit2 cosmid vector（Takara Bio，

Japan） を用いて作成した．pXhoIC は 5 型ヒトアデノウイルスの E1 遺伝子

を持つ．合成した TNF-α の ARE フラグメント（40 base pairs）を pXhoIC vector

の E1A 遺伝子 3’-UTR の HpaI site に組み込んだ．E1 領域全体を PCR 法で増

幅し，制限酵素 ClaI を用いて pAxcwit2 cosmid の E1 欠損部に挿入した．この

時，ClaI を両端に持つ挿入フラグメントが順方向に入ったクローンを AdARET 
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forward（AdARETfw）とし，逆方向に挿入されたクローンを AdARET reverse

（AdARETrv）とした（図 D）．これらのコスミドから AdARET のゲノム DNA

を PacⅠで単離し，DNA フラグメントを 293 細胞に導入後，増殖したウイルス

粒子を，凍結融解を 3 回繰り返し回収した．ウイルス粒子の力価（infectious 

unit；ifu）は Adeno-X™ Rapid Titer Kit（Clontech）を用いて測定した． 

 

3．タンパク質の抽出 

10cm 培養ディッシュ中の細胞をリン酸緩衝食塩水（phosphate buffered 

saline：PBS，ダルベッコ PBS（-），日水製薬株式会社，Japan）にて洗浄後， 

fractionation lysis buffer（10mM Tris-HCL pH7.4，150mM NaCl，1.5mM 

MgCl2，0.5% NP40，protease Inhibitor Cocktail）を 200µl 加え，細胞溶解液

をセルスクレーパーで回収した．細胞溶解液を vortex ミキサーで 4℃，5 分間

撹拌し，その後，4℃，12,000rpm で 30 秒間遠心分離し，上清を 200µl 回収し， 

細胞質分画とした．lysis buffer を 100µl 加えペレットを 2 回洗浄し， 4℃，

12,000rpm で 30 秒間遠心分離し，残ったペレットに lysis buffer を 30µl 加え

超音波ホモジナイザー（Sonifier 250，BRANSON，USA）により核を破砕した．

その後，4℃，14,000rpm で 10 分間遠心分離し，上清 30µl を核分画として回収

した．細胞の全タンパクの抽出には NP40 lysis buffer （150mM NaCl，1% NP-
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40，50mM Tris HCl，50mM NaF，5mM B-Gly，1mM Na3VO4，10%Glycerol，

Protease Inhibitor Cocktail）を 200µl 加えセルスクレーパーで細胞溶解液を回

収し，超音波ホモジナイザーにより細胞を破砕した．その後， 4℃，14,000rpm

で 10 分間遠心分離し，上清 200µl を採取した．これらに，サンプルバッファー

として 500mMTris HCl pH6.8，10%ドデシル硫酸ナトリウム （sodium dodecyl 

sulfate：SDS），50%Glycerol，ブロモフェノールブルー （bromophenol blue：

BPB）を加えたものを混和し，2-メルカプトエタノールを加えたものをそれぞれ

のサンプルに添加した．さらに，95℃で 5 分間熱変性処理を行い，これをタン

パク質の発現解析に用いた．TNF-α 使用実験には Recombinant Human TNF-

α（E．coli derived）（R&D systems，USA），IL-1β 使用実験には Recombinant 

Human IL-1β（E．coli derived）（R&D systems，USA）を用い，細胞を培養デ

ィッシュに播種し 24 時間培養後，TNF-α，IL-1β をそれぞれ 100ng/ml になる

よう添加し，3，6，12，24 時間後に上記方法にて細胞質分画，核分画に分けタ

ンパクの回収を行った． 

 

4．SDS-polyacrylamide gel electrophoresis（PAGE）および Western blotting 

Western blotting は，Aoyagi の方法に従った 28)．抽出したタンパク質は 10%

ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動 （100V，80 分間）し，ポリフッ化
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ビニリデン（poly vinylidene difluoride：PVDF） 膜（Millipore，USA）に転

写（100V，60 分間）した．その後，抗体の非特異的吸着を防ぐため，5%スキム

ミルクで 60 分間反応させ，その後一次抗体 HuR 3A2（Santa Cruz，USA），

β‐tubulin AA2（Millipore，USA），β-actin C4 （Santa Cruz，USA） ，Ad5 

rabbit polyclonal serum L13329)，E1A M58（Santa Cruz，USA），Lamin B C-

20（Santa Cruz，USA）をそれぞれ 4℃で 24 時間反応させた．Washing buffer

にて 45 分間洗浄し，二次抗体として HRP（Horseradish peroxidase）が結合し

た 2 次抗体で処理し，室温で 60 分間反応させた．最後に washing buffer にて

45 分間洗浄後，SuperSignal®West Femto Maximum Sensitivity Substrate

（Thermo，USA）にて標識し，Image Quant LAS-4000mini（富士フィルム，

Japan）を用いて特異的なバンドを検出した． 

 

5．ウイルス生産効率の測定 

ウイルス生産効率の測定は，Yanagawa-Matsuda の方法に従った 30)．12well

プレートに HeLa 細胞，A549 細胞，HGF-1 細胞，WI-38 細胞，BJ 細胞を 1.0

×104個播種し，37℃，5%CO2下で，10%FBS 含有 DMEM を用いて 24 時間培

養後，AdARETfw を multiplicy of infectivity（MOI）1（ifu/cell）で感染させ，

感染後 6 日目にセルスクレーパーで細胞を培地ごと回収し，凍結，融解を 3 回
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繰り返し，ウイルスの回収を行った．24well プレートに HEK293 細胞を 2.5×

105個播種し，それぞれの細胞から回収したウイルスを 10%FBS 含有 DMEM で

1/10，1/100，1/1,000，1/10,000 倍に希釈し，希釈した溶液を 50µl づつ添加し，

HEK293 細胞に感染させ，37℃，5%CO2 下で 48 時間培養した．48 時間後に

PBS 洗浄し，100％メタノールを添加し，-20℃で 10 分間固定した． 固定後 PBS

洗浄を 2 回行い，1 次抗体（Mouse Anti-Hexon Antibody：Adeno-XTMRapid 

Titer Kit，Takara，USA）250µl を加え 37℃，60 分間反応させた． その後 PBS

洗浄を 2 回行い，2 次抗体（Rat Anti-Mouse Antibody（HRP Conjugate）Adeno-

XTMRapid Titer Kit，Takara，Japan）250µl を加え 37℃， で 60 分間反応さ

せた．PBS 洗浄を 2 回行い DAB 染色にてヘキソンタンパクを染色した．Adeno-

XTMRapid Titer Kit のマニュアルに従い AdARETfw のウイルス生産効率の測

定を行った．各細胞で少なくとも 3 回同様の検討を行い，平均値と SD 値を求

め，グラフを作成した． 

 

6．細胞生存率の測定 

ウイルス生産効率の測定は，Yanagawa-Matsuda の方法に従った 30)．HeLa

細胞，A549 細胞，HSC-2 細胞，SAS 細胞，MCF-7 細胞，MDA-MB-231 細胞，

BJ 細胞をそれぞれ 3×103個 96well dish に播種し，37℃，5%CO2存在下で 24
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時間培養後，AdARETfw を MOI1，10，100（ifu/cell）で感染させ，感染させ

た日を 0 日とし，感染後 7 日目に細胞生存率の測定を行った．細胞生存率の測

定には Cell Proliferation KitⅡ（XTT）（Sigma-aldrich，USA）を 100µl づつ

添加し，2 時間 37℃，5%CO2存在下で反応させた．反応後，マイクロプレート

リーダー（GloMax multi detection system：Promega Corporation，USA）に

て細胞生存率の測定を行った（測定波長 560nm）．各細胞で少なくとも 3 回同

様の検討を行い，平均値と SD 値を求め，グラフを作成した．また，AdARET と

TNF-α の併用効果の検討では，TNF-α 単独処理群あるいは AdARET 単独処理

群と, 両者併用処理群との 2群間における統計処理には Student's t-testを用い, 

統計的有意差を P＜0.05 とした.  

同様に，cytopathic effect（CPE assay）にて細胞生存率の測定を行った．HeLa

細胞，A549 細胞，HSC-2 細胞，SAS 細胞， MCF-7 細胞，MDA-MB-231 細胞，

BJ 細胞を 24well プレートに 5×104個播種し，37℃，5%CO2存在下で 24 時間

培養後，AdARETfw を MOI0.1，0.5，1，10，100（ifu/cell）で感染させ，感染

させた日を 0 日目とし，感染後 7 日目に PBS 洗浄を 2 回行い，10%酢酸 10%メ

タノールで 15 分間細胞の固定を行った．固定後，CBB 染色液（Coomassie 

Brilliant Blue R-250，100%メタノール，酢酸）で 30 分間染色を行い，PBS で

2 回洗浄を行った．その後 CBB 脱色液（100%メタノール，酢酸）で 2 回脱色を
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行い，生細胞を染色し細胞変性効果を確認した． 
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結果 

1．がん細胞と正常細胞でのアデノウイルス遺伝子産物の発現 

すでに我々が開発している，AdARETrv は E1A 遺伝子が逆向きに組み込まれ

ており，E1A の発現が低く腫瘍溶解効果は低かった．今回新たに開発した

AdARETfw は，アデノウイルスの E1A 遺伝子が正方向に組み込まれており，

E1A の発現が AdARETrv に比べ高く，腫瘍溶解効果が高いことが期待できる．

そこで，AdARETfw，rv を MOI10（ifu/cell）でがん細胞（A549 細胞と HeLa

細胞）と正常細胞（BJ 細胞）に感染させ，感染 96 時間後にタンパク質を回収

し，アデノウイルスの初期遺伝子産物 E1A の発現量を Western 法で調べた．が

ん細胞では多くの E1A の発現を認めた．特に，A549 細胞でその発現が高く，

HeLa 細胞では低く，正常細胞ではほとんど確認できなかった．また，AdARETrv

の E1A 発現量は AdARETfw の発現量に比べて低かった（図 1）．さらに，ウイ

ルス後期遺伝子産物 Hexon（L3）に関しても E1A の発現と同様に，がん細胞，

特に A549 細胞で多く発現を認めたが，HeLa 細胞ではその発現が低く，正常細

胞ではさらに低かった（図 1）．これらの結果は，両腫瘍溶解ウイルスとも，が

ん細胞特異的に E1A や後期タンパクを発現させることを示している． 
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2．正常細胞及びがん細胞でのウイルス産生効率 

ウイルスの産生効率を測定するために，がん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞）

と正常細胞（HGF-1 細胞，BJ 細胞，WI38-40 細胞）に，AdARETfw を MOI1 

で感染させ，感染 6 日目にウイルスの回収を行った．回収したウイルスを

HEK293 細胞に感染させ，感染後 48 時間後に Hexon タンパクの染色を行い，

ウイルスの産生効率の測定を行った．がん細胞では AdARETfw の産生効率が高

く，HeLa，A549 細胞ではそれぞれ 5.60×10⁶，2.20×10⁷ （ifu/ml） であった．

正常細胞では，HGF-1，BJ，WI-38 細胞で，それぞれ 5.60×10³，1.93×10⁶，

3.92×10⁴ （ifu/ml）で，がん細胞と比べて，4 倍程度から 104倍程度の差があっ

図 1 がん細胞と正常細胞でのアデノウイルス遺伝子産物の発現 

AdARETfw，AdARETrv を MOI10（ifu/cell）でがん細胞（A549 細胞，HeLa

細胞）と正常細胞（BJ 細胞）に感染させ，感染から 4 日後にタンパクを回収

し，アデノウイルスの初期遺伝子産物である E1A と後期遺伝子産物 Hexon の

発現量を Western 法で調べた． 
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た （図 2）．これらの結果は，AdARETfw はがん細胞特異的にウイルス産生効

率が高いことを示している． 

 

 

3．AdARETfw はがん細胞特異的に殺細胞効果を示す  

AdARETfw の腫瘍溶解効果を検討するため，がん細胞（HeLa 細胞，A549 細

胞，SAS 細胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，MCF-7 細胞）と正常細胞 

（BJ 細胞）に AdARETfw を MOI1，10，100（ifu/cell）で感染させ，感染後 7

日目に XTT assay によって細胞生存率の測定を行った．すべてのがん細胞にお

図 2 正常細胞及びがん細胞でのウイルス産生効率 

ウイルスの感染効率の測定を行うため，がん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞）と正常

細胞 （HGF-1 細胞，BJ 細胞，WI-38 細胞）に AdARETfw を MOI1 （ifu/cell）で感

染させ，感染から 6 日後にウイルスの回収を行った．回収したウイルスを HEK293 細

胞に感染させ，感染後 48 時間後に Hexon タンパクの染色を行いウイルスの産生効率

の測定を行った． 
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いてウイルス濃度依存的に細胞死の増加を認め，正常細胞では細胞死を認めな

かった（図 3-1）． 

 

 

同様に，AdARETfw の腫瘍溶解効果を検討するため，CPE assay によりがん細

胞（HeLa 細胞，A549 細胞，SAS 細胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，

MCF-7 細胞）と正常細胞（BJ 細胞）に AdARETfw を MOI0.1，0.5，1，10，

100（ifu/cell） の濃度で感染させ，感染後 7 日目に生細胞の染色を行った．全

てのがん細胞ではウイルス感染濃度依存的に殺細胞効果が見られ，MOI100 で

ほぼすべてのがん細胞が死滅した．一方，正常細胞では，MOI100 でも多くの細

図 3-1 AdARETfw によるがん細胞溶解効果 

AdARETfw の腫瘍溶解効果を調べるためがん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞，SAS

細胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，MCF-7 細胞）と正常細胞（BJ 細胞）に

AdARETfw を MOI100（ifu/cell）で感染させ，感染後 7 日目に細胞生存率の測定

を XTT assay で行った． 
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胞が生き残った．また，細胞質中に HuR が多く発現している A549 細胞では，

XTT assay 同様，ほかのがん細胞と比べてより多くの細胞死を認めた（図 3-2）． 

これらの結果は，AdARETfw は強い腫瘍溶解効果を持つことを示している． 

 

 

 

4．TNF-α，IL-1β 刺激による HuR の局在の変化 

図 3-2 AdARETfw によるがん細胞溶解効果 

AdARETfw の腫瘍溶解効果を検討するため,がん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞，SAS 細

胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，MCF-7 細胞）と正常細胞（BJ 細胞）に AdARETfw

を MOI0.1，0.5，1，10，100 (ifu/cell) で感染させ，感染後 7 日目に生細胞の染色を行

った. 
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がんの周囲には炎症を伴うことが多いため，炎症が起こっている環境での

AdARETfw の効果を検討した．HeLa 細胞を炎症性サイトカイン IL-1β，TNF-

α（それぞれ 100ng/ml）で処理し，3，6，12，24 時間後に細胞を細胞質分画と

核分画に分け，細胞質分画中の HuR の発現量を Western 法にて解析した．そ

の結果，IL-1β では効果はなかったものの，TNF-α 処理により 3，12，24 時間

後に，細胞質中の HuR 発現量の上昇を認めた（図 4）． 

 

 

5．TNF-α 刺激による HuR の局在の変化  

図 4 TNF-α，IL-1β刺激による HuR の局在の変化 

HeLa 細胞に IL-1β，TNF-αを 100ng/ml の濃度でそれぞれ添加し，3 時間，6 時

間，12 時間，24 時間後に細胞質分画，核分画に分けタンパクを回収し，細胞質中

の HuR の発現量を Western 法にて確認した． 
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次に，がん細胞に対する TNF-α の効果を検討するために，がん細胞（HeLa 細

胞，A549 細胞，SAS 細胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，MCF-7 細胞）

を100ng/mlのTNF-αで処理し，3時間後に細胞質分画のHuR発現量をWestern

法にて確認した.その結果，TNF-α 処理により HeLa 細胞，HSC-2 細胞では細胞

質中の HuR 発現量の上昇を認めた（図 5）． 

 

 

 

6．AdARETfw と TNF-αとの併用効果 

TNF-α により AdARETfw の腫瘍溶解能が活性化されるかを検討するために，

AdARETfw を MOI10 でがん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞，HSC-2 細胞）と正

図 5 TNF-α刺激による HuR の局在の変化 

がん細胞（HeLa 細胞，A549 細胞，SAS 細胞，HSC-2 細胞，MDA-MB-231 細胞，

MCF-7 細胞）に TNF-αを 100ng/ml の濃度で添加し，3 時間後に細胞質分画，核分

画に分けタンパクを回収し，細胞質中の HuR の発現量を Western 法にて確認した．  
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常細胞（BJ 細胞）に感染させ，TNF-α を 100ng/ml で同時に添加し，感染後 7

日目に細胞生存率の測定を XTT assay を用いて行った．HeLa 細胞，HSC-2 細

胞では，AdARETfw と TNF-α の併用を行ったものでは，それぞれ単独で細胞

を処理した時よりも細胞生存率は低下した．一方，正常細胞ではどの処理によっ

ても細胞死は認められなかった（図 6）．これらの結果は，TNF-α 処理により

AdARETfw の腫瘍溶解能が活性化されることを示しており，特に TNF-α によ

り HuR の細胞質発現が上昇する細胞では，この効果が顕著であることを示して

いる． 

 

 

 

図 6 AdARETfw と TNF-αとの併用効果 

AdARETfw と TNF-αとの併用効果を確認するため，がん細胞（HeLa 細胞，A549

細胞，HSC-2 細胞）と正常細胞（BJ 細胞）を播種し，24 時間培養後 AdARETfw を

MOI10（ifu/cell）で感染させ，TNF-αを 100ng/ml で同時に添加を行い，感染後 7

日目に細胞生存率の測定を XTT assay で行った． 
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考察 

本研究ではアデノウイルスの E1A 遺伝子の 3’-UTR に TNF-α 遺伝子の ARE

を組み込んだ腫瘍溶解アデノウイルス AdARETfw の腫瘍溶解効果の検討を行

なった．AdARETfw を感染させたがん細胞では E1A タンパクの発現量が上昇

したが，正常細胞ではほとんど検出されなかった．また，E1A の発現と呼応し

て AdARETfw の生産効率はがん細胞で高くなり，殺細胞効果もがん細胞の方が

高いことが明らかになった．さらに，TNF-α の添加により，HuR の細胞質発現

レベルが上がり，AdARETfw の腫瘍溶解効果も上昇した．これらの結果は，

AdARETfw が腫瘍溶解ウイルスとして利用可能であり，特に周りに炎症がある

環境でその機能をより発揮できることを示している． 

がん細胞では，常時 ARE-mRNA が安定化されているため，E1A-ARE-mRNA

が安定化され，正常細胞では逆に ARE-mRNA が分解され，E1A-ARE-mRNA

が分解され，E1A タンパクが合成されなかったために，AdARETfw はがん細胞

特異的に増殖したと考えられる．この結果は AdARETfw はがん細胞特異的に

増殖できることを示しており，同様に，E1A タンパクを多く発現していた A549

細胞，HeLa 細胞ではウイルス産生効率が正常細胞と比べ高く，E1A タンパク

の発現量と生産効率が相関するような傾向があり合理的な結果であった． 

がん細胞を取り巻く微小環境にはマクロファージや好中球などの炎症細胞が
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多く存在し，IL-1β や IL-6，TNF-α などの炎症性サイトカインが産生されてい

る．このような正常組織の微小環境と異なる癌微小環境因子を応用し，

AdARETfw の腫瘍溶解効果を増強させることができるのではないかと考えた．

ARE-mRNA の安定化は炎症やウイルス感染，低酸素状態，放射線照射など様々

な生物学的，病理学的刺激により，HuR の核外輸送が促進されると報告されて

いる 31~33)．本研究では，炎症性サイトカインである IL-1β や TNF-α に着目し，

それぞれの刺激下による HuR の核外輸送の有無を Western 法で検討を行なっ

た．その結果，HeLa 細胞では，IL-1β 刺激により細胞質に存在する HuR の発

現量の上昇を認めなかったが，TNF-α ではその発現量の上昇を認めた．この結

果は，TNF-α レセプターと IL-1 ファミリーサイトカインに対するレセプターの

発現の違いなどによるものと考えられ，今後，検討を行なう必要がある 34,35)． 

さらに，上述の結果より，TNF-α の刺激により ARE-mRNA が安定化され，

より E1A-ARE-mRNA が安定化し AdARETfw の複製がより活性化されること

が予想されたため，その他の多くのがん細胞に対しても TNF-α の効果を検討し

たところ，HeLa 細胞，HSC-2 細胞では TNF-α 刺激で細胞質中の HuR 発現量

が増加した．そこで，TNF-α がこれらの細胞で AdARETfw の腫瘍溶解効果を

増強させるかどうか検証した．その結果，TNF-α 刺激により，これらのがん細

胞では AdARETfw 単独よりも高い腫瘍溶解効果を示し，TNF-α が AdARETfw 
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の効果を増強させる因子として有用であることが示された．これまで関節リウ

マチやベーチェット病など，TNF-α の関連する疾患の治療では，TNF 阻害薬な

どにより TNF-α の働きを抑制する治療法が行われてきている 36)．TNF-α を利

用し効果増強させることができれば，AdARET は周囲に炎症が存在するがん以

外の疾患に対しても有用である可能性がある．今後は，AdARETfw を用いた治

療法が，がん以外の治療法となりうるかどうかについても検討を進めていく． 

これらの結果から，AdARETfwはがん細胞特異的に腫瘍溶解効果を示すこと，

また周囲に炎症を伴う環境下では，より大きな効果を発揮する可能性が示唆さ

れた．今後は動物を用いた in vivo での実験を行いて AdARETfw の効果の検証

を行う必要がある．さらに，TNF-α との併用効果を他の腫瘍溶解ウイルスと比

較し，さらに AdARETfw の有用性を解析する必要がある． 
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結論 

我々の開発した腫瘍溶解アデノウイルス AdARETfw はがん細胞特異的に増

殖し腫瘍溶解効果を発揮した．また，TNF-α との併用によりその腫瘍溶解効果

を増強され，炎症の存在する環境下で有用なウイルスであることが明らかにな

った． 
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