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略 語 一 覧 

 

2-ME ・・・・・・・・・・・・・ 2-mercaptoethanol 

Ad ・・・・・・・・・・・・・ Adenovirus vector 

AdRGD ・・・・・・・・・・・・・ RGD fiber-mutant adenovirus vector 

AIDS ・・・・・・・・・・・・・ Acquired immune deficiency syndrome 

Ampr ・・・・・・・・・・・・・ Ampicillin resistance gene (β-lactamase gene) 

CAR ・・・・・・・・・・・・・ Coxsackievirus-adenovirus receptor 

CD ・・・・・・・・・・・・・ Cluster of differentiation 

CMV ・・・・・・・・・・・・・ Cytomegalovirus promoter 

CTL ・・・・・・・・・・・・・ Cytotoxic T lymphocyte 

DMEM ・・・・・・・・・・・・・ Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EGFP ・・・・・・・・・・・・・ Enhanced green fluorescent protein 

ELISA ・・・・・・・・・・・・・ Enzyme-linked immunosorbent assay 

Eu ・・・・・・・・・・・・・ Europium 

FBS ・・・・・・・・・・・・・ Fetal bovine serum 

HE ・・・・・・・・・・・・・ Hematoxylin and eosin 

IFN ・・・・・・・・・・・・・ Interferon 

Ig ・・・・・・・・・・・・・ Immunoglobulin 

IL ・・・・・・・・・・・・・ Interleukin 

IRES ・・・・・・・・・・・・・ Internal ribosome entry site 

ITR ・・・・・・・・・・・・・ Inverted terminal repeat 

Kanr ・・・・・・・・・・・・・ Kanamycin resistance gene (Kanamycin phosphotransferase gene) 

LacZ ・・・・・・・・・・・・・ β-galactosidase gene 

Luc ・・・・・・・・・・・・・ Luciferase 

MCS ・・・・・・・・・・・・・ Multi-cloning site 

MEM ・・・・・・・・・・・・・ Minimum essential medium 

MFI ・・・・・・・・・・・・・ Mean fluorescence intensity 

MHC ・・・・・・・・・・・・・ Major histocompatibility complex 

MMC ・・・・・・・・・・・・・ Mitomycin C 

MTT ・・・・・・・・・・・・・ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NK ・・・・・・・・・・・・・ Natural killer 

P(A) ・・・・・・・・・・・・・ Polyadenylation signal 

PBS ・・・・・・・・・・・・・ Phosphate-buffered saline 

PCI ・・・・・・・・・・・・・ Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25:24:1) 

PCR ・・・・・・・・・・・・・ Polymerase chain reaction 

PMSF ・・・・・・・・・・・・・ Phenylmethylsulfonyl fluoride 

RLU ・・・・・・・・・・・・・ Relative light units 

RT ・・・・・・・・・・・・・ Reverse transcription 

SCID ・・・・・・・・・・・・・ Severe combined immunodeficiency 

Th ・・・・・・・・・・・・・ Helper T lymphocyte 

TNF ・・・・・・・・・・・・・ Tumor necrosis factor 

VP ・・・・・・・・・・・・・ Vector particles 
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緒 論 

 

1953 年に Watson と Crick が DNA 構造を決定してから今日までの 50 年間に、遺伝子解析技術

は目覚しい進展を遂げ、ヒトゲノムのワーキングドラフト配列が完成したことに伴って 1),2)、様々な難治

性疾患の発症機構が遺伝子レベルで解き明かされる時代に突入した。そのような中、これらの情報

を新たな治療法として応用しようとする遺伝子治療は、基礎と臨床との連携によってその開発研究が

様々なアイデアのもと活発に進められており、21 世紀の医療の一端を担うべき治療戦略として大い

に期待されている。 

遺伝子治療の理想像は、正常な遺伝子を特定の標的細胞の核内へ運搬し、遺伝子相同組換え

により疾患原因遺伝子を置換するための手段を確立することであろう。しかし、この遺伝子修復技術

の確立には基礎研究に相当の時間を要するものと思われ、現時点においては正常遺伝子あるいは

治療用遺伝子の補充を目的とした技術的に可能な遺伝子治療の開発に主眼が置かれている。遺伝

子治療臨床研究は、1989 年 5 月 22 日に世界で初めて遺伝子導入腫瘍浸潤リンパ球がメラノーマ患

者に投与され 3)、翌 1990 年 9 月 14 日にアデノシンデアミナーゼ欠損症を対象とした最初の遺伝子

治療が米国国立衛生研究所 (NIH) において開始された 4)-6)。それ以来これまでに、欧米を中心とし

て 600 を超える遺伝子治療臨床研究プロトコールが提出され、治療を受けた患者数は 4,000 人を突

破している 7)。この間、遺伝子治療が臨床の場に登場して 10 年が経過した 1999 年には、「伴性重症

複合免疫不全症 (SCID-X1) 患者に対する共通γ鎖発現レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治

療臨床研究」がフランスのグループにより実施され、治療を受けた11人の患者のうち9人において重

度の免疫不全症が著しく改善されたとの報告は 8)-11)、遺伝子治療の理論的有用性が実証された初

めての臨床研究成果として広く評価された。また、当初適応疾患として設定された先天性代謝疾患

などの単一遺伝性疾患に加えて、悪性腫瘍、AIDS、血管疾患および自己免疫疾患などの難病や慢

性疾患への適応拡大が図られ、とりわけ癌を対象とした遺伝子治療は、患者数の多さと現在確立さ

れている外科療法、化学療法、放射線療法を組み合わせた集学的療法だけでは十分な治癒率が

望めないという理由から、全遺伝子治療臨床研究プロトコールの 60%以上を占めている 7) (Fig. 

1-A)。 

癌の分子病態が解明されるにつれ、癌を複数の遺伝子変異の蓄積により発症する遺伝子疾患 

(多段階発癌) として捉えることが可能となり、遺伝子治療による新しい角度からの治療法の開拓が

望まれている。しかし、個々の腫瘍細胞の変異遺伝子を遺伝子補充により全て正常化することは、極

めて困難であり現実的な治療法ではない。差し当たって、変異した活性化癌遺伝子の一つを阻害
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する 12)-14)、あるいは正常な癌抑制遺伝子を補充する 15)-17)ことにより、多少なりとも脱癌化を図るという

アプローチが検討されているが、現在の癌に対する遺伝子治療臨床研究プロトコールの多くは、既

存の技術レベルでも比較的実施しやすいという観点から、腫瘍局所にサイトカイン遺伝子や自殺遺

伝子を導入することによって癌細胞の排除を狙うアプローチを試みている 18)-20）。これらの臨床研究

では、トランスレーショナルリサーチとして他に治療法のない進行末期癌の患者を対象としていること

もあり、必ずしも当初期待されたような効果が得られているわけではないが、癌を対象とした遺伝子

治療の実用化に向けての課題が抽出され、臨床的有用性の向上に繋がる方法論を探る糸口が見え

てきた。なかでも、既存のベクター技術では腫瘍への十分な遺伝子導入を達成できないことが治療

効果を制限する大きな要因であるとの確かな知見が集積され、ここ数年の癌に対する遺伝子治療研

究においては、既存のベクターを応用した「治療」に観点を置いた研究に加えて、遺伝子導入効率

を高めた「新規ベクターシステムの開発」を中心とした基盤研究も精力的に行われている。 

 

遺伝子治療臨床研究の発展には、疾患原因遺伝子の同定とクローン化技術の著しい進歩はもち

ろんのこと、遺伝子導入用ベクターの集中的な開発研究成果が大きく貢献していることは言うまでも

ない。遺伝子治療研究に用いられてきた遺伝子導入法は、ウイルスが元来有している細胞侵入機構

Fig. 1. The classification of object diseases (A) and vectors (B) in clinical research of gene therapy.
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を利用して細胞への遺伝子導入を行うウイルスベクター法と、化学的 (リン酸カルシウムやリポソーム

などを利用) もしくは物理的 (エレクトロポレーションやジーンガンなどを利用) な操作を加え細胞に

遺伝子 (主にプラスミド DNA) を取り込ませる非ウイルスベクター法に分けられる 7) (Fig. 1-B)。これら

ベクターシステムは、それぞれ一長一短を有しており 21)-24）、現在のところ全ての疾患に対して適用可

能な「万能ベクター」は存在せず、各々のベクターの特長を生かした「疾患別ベクター」の開発に焦

点が絞られている。また、遺伝子導入効率の面から、現状ではレトロウイルスベクターとアデノウイル

スベクターを中心としたウイルスベクターの使用が、遺伝子治療臨床研究においては主流である 7）。

その中でも特にアデノウイルスベクター (Ad) は、①現存する遺伝子治療用ベクターの中では最も

遺伝子導入効率に優れる、②種を問わず非分裂細胞を含めた多くの種類の細胞に遺伝子導入可

能である、③比較的大きな外来遺伝子 (最大約 8.1 kb) を挿入できる、④高力価のベクターの調製

が容易である、⑤物理化学的に安定であり遠心操作により濃縮が可能である、⑥in vivo の組織への

直接の遺伝子導入にも適している、⑦外来遺伝子が染色体へ組み込まれる頻度は極めて低いため

遺伝子毒性を引き起こす可能性がほとんどない、などの特徴を有しており 25)-28)、癌を中心としてこれ

までに提出された全遺伝子治療臨床研究プロトコールの 26.9%で用いられている 7) (Fig. 1-B)。しか

しながら、悪性度が高く既存の治療法では極めて予後の悪いメラノーマやグリオーマといった遺伝子

治療の重要な対象となる一部の腫瘍においては、遺伝子導入効率に優れる Ad を用いてさえ十分な

遺伝子導入は困難であることが知られており、これらに対する有効な遺伝子治療を確立するために

は新規ベクターシステムの開発ならびに関連技術の向上が望まれている 29)-34)。 

そこで本研究では、まずメラノーマ細胞が Ad 介在性遺伝子導入に対して抵抗性を示す原因を探

索し、得られた知見に基づいて構築した改変型 Ad のメラノーマ細胞に対する遺伝子導入効率を評

価した。次に、マウス B16BL6 メラノーマモデルにおいて、従来型 Ad および改変型 Ad を用いたサイ

トカイン遺伝子治療の有効性を比較検討した。さらに、本治療モデルにおける副作用の発現機序を

解析すると共に、サイトカイン発現改変型 Ad を用いたメラノーマ遺伝子治療プロトコールの最適化に

関する提案を行った。 

これらの研究成果は、改変型 Ad を適用することでメラノーマを対象とした遺伝子治療の有効性改

善が見込めることを示すものであり、今後の遺伝子治療の発展・実用化に向けて有用な基礎的情報

を提供しうるものと考え、学位論文としてまとめた次第である。 
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本 論 

 

第一章 AdRGD の構築とメラノーマ細胞における遺伝子発現解析 

 

1953 年に小児の扁桃腺やアデノイド組織培養液中から分離されたアデノウイルスは、臨床的には

小児期に急性気道炎、角結膜炎、膀胱炎などを起こすウイルスである。また、ヒトに対して腫瘍原性

を持たないことや、米国で 30 年以上もの間、約 100 万人の兵士に対しワクチンとして投与され、重篤

な副作用を示さなかったという特徴を持つ 35),36）。ヒトアデノウイルスは A から F までの sub-group に分

けられ、少なくとも 51 種類の血清型 (serotype) が知られている。現在、遺伝子治療に用いられてい

るアデノウイルスベクター (Ad) は、sub-group C に属する 5 型 (あるいは 2 型) ヒトアデノウイルスを

基盤としており、アデノウイルスの感染機構をそのまま利用したベクターシステムである。 

 

直径約 80 nm の Ad 粒子は、252 個のカプソメアからなる正 20 面体構造をしており、そのうち頂点

にある 12 個は突起構造を持ったペントンと呼ばれ、他の 240 個はヘキソンと呼ばれる 37）。ペントンは、

ペントンベースとファイバーからなり、ファイバーはさらに、テール、シャフト、ノブに分けられる (Fig. 

2-A)。Ad の標的細胞内への侵入は、ファイバーノブが Coxsackievirus-adenovirus receptor (CAR) 

に結合し 38)-42)、続いてペントンベースの RGD (Arg-Gly-Asp) モチーフが細胞表面上のαvβ3-あるい

Fig. 2. Structure (A) and schematic gene transduction pathway (B) of Ad.
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はαvβ5-integrin に結合する 43)-46）という二段階の過程を経て、エンドサイトーシスにより起こる。エンド

ソームに達した Ad 粒子は、酸性条件下でカプシド蛋白質の構造変化を起こし、αvβ5-integrin との相

互作用によりエンドソームを破壊して細胞質内へと移行する 46),47)。その後、Ad 粒子は微小管に沿っ

た逆行性輸送により核近傍まで運ばれ 48)、核膜孔複合体に結合し、目的遺伝子の組み込まれたゲ

ノムを核内へと送達することにより遺伝子発現を達成する 49)-51) (Fig. 2-B)。この機序に基づいて、Ad

は種を問わず非分裂細胞を含めた広範な種類の細胞・組織に最も効率良く遺伝子導入可能である

ことから 25),26),52)-54)、遺伝子治療研究のみならず基礎研究の分野においても広く用いられているベク

ターである。また、従来の Ad 作製法には遺伝子相同組換えを含む非常に煩雑で高度な技術が必

要とされたが 55)-59）、Mizuguchi ら 60)-62)により画期的な Improved in vitro ligation method が開発された

ことで作製の簡便性をも兼ね備えた Ad は、今後の生命科学研究において益々重要な位置を占める

と思われる。 

メラノーマ (悪性黒色腫) は、本邦では人口 10 万人に対し 0.4 人と発症率の低い悪性腫瘍である

が、欧米では 10 万人に 12.5 人と高率である 63)。また、昨今のオゾン層の破壊亢進や余暇を野外で

楽しむライフスタイルの変化により、紫外線の照射を受ける機会が増えたことに伴って、世界的にみ

てもその発症率は過去 60 年の間に約 15 倍に増加している 64),65)。メラノーマの治療法としては外科

療法が第一選択であるが、この適応とならない患者も多く、これらに対して化学療法や放射線療法

が試みられてきた。しかし、メラノーマは、高転移性であり、治療後 5 年以上が経過する患者の約 20%

で再発が認められる極めて致死性の高い癌であることから 66)-68)、新しい概念に基づく遺伝子治療の

開発に寄せられる期待は大きい。しかし、現存する遺伝子治療用ベクターの中で最も遺伝子導入効

率に優れた Ad を用いてさえ、メラノーマ細胞は遺伝子導入が困難な細胞種であることが知られてお

り 29）,30)、十分な遺伝子発現を達成するには高用量のベクター粒子の使用を余儀なくされる。 

そこで本章では、まずメラノーマ細胞における Ad レセプター (CAR およびαv-integrins) の mRNA

発現レベルを RT-PCR (Reverse transcription-polymerase chain reaction) 解析により評価し、メラノ

ーマ細胞のAd介在性遺伝子導入に対する抵抗性の原因解明を試みた。さらに、この検討結果に基

づき、ファイバー領域に RGD ペプチド配列を挿入することにより標的細胞との結合にαv-integrin 指

向性を付与した RGD ファイバーミュータント Ad (AdRGD) を作製し、メラノーマ細胞に適用した際の

傷害性ならびに遺伝子導入効率を従来型 Ad と比較検討した。 
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第一節 メラノーマ細胞における Ad レセプターの発現解析に基づいた AdRGD の構築 

 

目的 

本節では、まずメラノーマ細胞における CAR およびαv-integrins の mRNA 発現レベルを RT-PCR

解析により評価し、メラノーマ細胞の Ad 介在性遺伝子導入に対する抵抗性の原因を探索した。また、

RT-PCR 解析の結果に基づいて、αv-integrin に親和性を持つことが知られている RGD ペプチド配

列 69)-71）をファイバー領域に挿入した AdRGD を作製した。 

 

実験材料 

【試薬】 

Minimum essential medium (MEM)、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)、RPMI1640、

Gentamicin sulfate solution、Kanamycin sulfate、Ampicillin sodium salt、Sepasol-RNA I Super および

RNase-free DNase I は Nacalai tesque より、dNTP mix、Random primer (9mer)、oligo(dT)20、ReverTra 

Ace、10× PCR buffer、10× RT buffer、Taq DNA polymerase および Competent high DH5αは

TOYOBO より、PCR 用各種プライマーは SIGMA GENOSYS より、2-mercaptoethanol (2-ME) は

SIGMA より、Antibiotic-antimycotic solution、MEM non-essential amino acid solution、ウシ胎仔血清 

(Fetal bovine serum; FBS) および PCI (Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25：24：1)) は Invitrogen

より、各種制限酵素および T4 DNA ligase は New England Biolabs より、SuperFect Transfection 

Reagent は QIAGEN より、Tryptone peptone、Yeast extract および Bacto agar は Difco Laboratories

より、pEGFP-N1 および pCMVβは Clontech より、それぞれ購入した。 

pCATNF272)、pCAL272)ならびに Ad 構築に必要なベクタープラスミドおよびシャトルプラスミド

60)-62),73),74)は水口裕之先生 (国立医薬品食品衛生研究所遺伝子細胞医薬部) より、mIL-12 

BIA/pBluescript II KS(-)75)は山元 弘先生 (大阪大学大学院薬学研究科細胞生理学分野) より供

与を受けた。 

その他の試薬は、分子生物学研究用グレード、研究用特級グレードまたはそれらに準じるものを

使用した。尚、本研究に使用した FBS は全て、56°C、30 分間の非働化処理を行った。 

【培養細胞】 

B16BL6 細胞、A2058 細胞、EL4 細胞、Colon 26 細胞および HeLa 細胞は、真弓忠範先生 (大阪

大学大学院薬学研究科薬剤学分野) より供与を受けた。B16BL6 細胞の培養には、MEM (5% FBS、

抗生物質を含む) を用いた。A2058 細胞の培養には、DMEM (10% FBS、抗生物質を含む) を用い
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た。EL4 細胞の培養には、RPMI1640 (10% FBS、50 μM 2-ME、抗生物質を含む) を用いた。Colon 

26 細胞の培養には、RPMI1640 (10% FBS、抗生物質を含む) を用いた。HeLa 細胞の培養には、

MEM (10% FBS、抗生物質を含む) を用いた。 

アデノウイルス E1 遺伝子の Transfectant である HEK293 細胞は 76),77)、水口裕之先生 (国立医薬

品食品衛生研究所遺伝子細胞医薬部) より供与を受け、DMEM (10% FBS、抗生物質を含む) で培

養した。 

A549 細胞は大日本製薬より購入し、DMEM (10% FBS、抗生物質を含む) で培養した。 

Caco-2 細胞は ATCC より購入し、DMEM (10% FBS、MEM non-essential amino acid solution、抗

生物質を含む) で培養した。 

 

実験方法 

【RT-PCR 解析】 

Sepasol-RNA I Super を使用して、各種培養細胞から Total RNA を調製した。10 μg の Total RNA

に 2 U の RNase-free DNase I を加え、全量 100 μl で 37°C、30 分間インキュベーションし、その後 PCI

処理およびエタノール沈殿を行い、10 μl の RNase-free 水に溶解した。その後、70°C で 10 分間変

性させた 10 μg の Total RNA を、5 mM MgCl2、1 mM dNTP mix、1 μM Random primer (9mer)、1 μM 

Table 1. Primer sequences and reaction parameter used for PCR amplification on Ad-receptors.

GGAGCAATGATCTTGATCTTCR
20220for 90 s

at 72ºC
for 90 s
at 55ºC

for 60 s
at 94ºC

CCTTCCTGGGCATGGAGTCCTGF
β-actin

CTGGTCATCTTTCACGATGGTR
53130for 90 s

at 72ºC
for 90 s
at 55ºC

for 60 s
at 94ºC

CAGGATGGGGAGAACCAGAGCF
β5-integrin

CTGGCGCGTTCTTCCTCAAAR
23035for 120 s

at 72ºC
for 60 s
at 58ºC

for 30 s
at 94ºC

GAGGATGACTGTGTCGTCAGF
β3-integrin

GGGTACACTTCAAGACCAGCR
61930for 60 s

at 72ºC
for 60 s
at 60ºC

for 60 s
at 94ºC

GAGCAGCAAGGACTTTGGGF
αv-integrin

TACGACAGCAAAAGATGATAAGACR
36620for 120 s

at 72ºC
for 60 s
at 52ºC

for 30 s
at 94ºC

AGCCTTCAGGTGCGAGATGTTACGF
CAR

Human

TTTGATGTCACGCACGATTTCCR
51420for 120 s

at 72ºC
for 45 s
at 60ºC

for 45 s
at 94ºC

TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGF
β-actin

GCTGGACTCTCAATCTCACCR
14640for 90 s

at 72ºC
for 60 s
at 53ºC

for 45 s
at 94ºC

TCGTGTGAAGAATGCCTGTTF
β5-integrin

GCCTCACTGACTGGGAACTCR
13540for 90 s

at 72ºC
for 60 s
at 55ºC

for 45 s
at 94ºC

TCTGGCTGTGAGTCCTGTGTF
β3-integrin

ACTCCAGTGGGTCATCTTTGR
12540for 90 s

at 72ºC
for 60 s
at 53ºC

for 45 s
at 94ºC

CCAGCCTGGGATTGTAGAAGF
αv-integrin

TTAACAAGAACGGTCAGCAGR
21125for 90 s

at 72ºC
for 60 s
at 50ºC

for 45 s
at 94ºC

TGATCATTTTGTATTCTGGAF
CAR

Mouse

Product
size (bp)

Cycle
No.ExtensionAnnealingDenaturationPrimer sequence (5' to 3')GeneSpecies
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oligo(dT)20 および 200 U ReverTra Ace を含む 100 μl の RT buffer に添加し、42°C で 60 分間の RT

反応により cDNA を得た。 

PCR は、5 μl RT 産物、1.5 mM MgCl2、0.2 mM dNTP mix、0.5 μM プライマーセットおよび 1.25 U 

Taq DNA polymerase を含む 50 μl の PCR buffer を用いて、Table 1 に示す条件で行った。 

【ベクター構築】 

ヒトアデノウイルスは約 36 kb の線状二本鎖 DNA をゲノムとして持ち、その遺伝子は初期遺伝子の

E1・E2・E3・E4 と、後期遺伝子の L1・L2・L3・L4・L5 に大別される。初期遺伝子は主にウイルス DNA

の複製に、後期遺伝子は主にカプシドなどの構造蛋白質の合成に関与する。遺伝子治療のベクタ

ーとして用いられているAdは、70以上にも及ぶウイルス蛋白質の合成を誘導する初期遺伝子である

E1 領域 (E1 領域は E1A と E1B に分けられ、E1A により全てのアデノウイルスプロモーターが活性化

される) を外来遺伝子に置き換え、E1 蛋白質をトランスに供給できる HEK293 細胞 76),77)などのヘル

パー細胞を用いて増殖させる。したがって、E1 領域を欠損した Ad は、理論上 E1 遺伝子産物を発現

していない通常の細胞では増殖できず、増殖不能ウイルスとなる。また、E3 領域はウイルス増殖には

必須でないため、外来遺伝子の挿入サイズの上昇を目的に除かれることが多い。アデノウイルスは

野生型ゲノムサイズの 105%までのゲノムをカプシド内にパッケージングすることができるため、E1 およ

び E3 領域を欠損することにより、最大約 8.1 kb までの外来遺伝子を挿入できるベクターが開発され

ている 55),61)。 

本研究に用いた非増殖性 AdRGD および従来型 Ad は、E1 および E3 領域を欠損させた 5 型ヒト

アデノウイルスを基盤に、Mizuguchi ら 60)-62）の開発した Improved in vitro ligation method に従って構

築した。本法は、プラスミド構築等で一般的に行われている in vitro ligation method を用いるだけで

アデノウイルスゲノムへの外来遺伝子発現カセットの組み込みを可能とし、従来の相同組換えを利用

した Ad 作製方法と比較して、極めて簡便に且つ高い効率で新規 Ad を構築できる画期的な方法で

ある。Fig. 3 に本システムの概要を示した。 

ベクタープラスミドは、E1およびE3領域を除去した5型ヒトアデノウイルスの全ゲノムを有しており、

ゲノム両端に制限酵素 Pac I 部位が存在する。また、アンピシリン耐性遺伝子 (Ampr) を搭載してお

り、E1 欠損領域には、外来遺伝子の組み込みを容易にするために、ユニークな制限酵素切断部位

である I-Ceu I、Swa I、PI-Sce I 認識配列が挿入されている。また、ファイバーノブの HI loop 領域へ

の RGD 配列に相当するオリゴヌクレオチドの挿入は、Mizuguchi ら 72),73）の開発した Two-step method

に準拠して行った。この遺伝子改変についても、HI loop 領域にユニークな二つの制限酵素 (Csp45 

I、Cla I) 認識配列が挿入されていることにより、任意の合成オリゴヌクレオチドを簡便に効率良く挿
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入することが可能である。シャトルプラスミドは、サイトメガロウイルスプロモーター (CMV) 制御の発

現カセットの中にマルチクローニングサイト (MCS) を有しており、カナマイシン耐性遺伝子 (Kanr) 

を搭載している。また、発現カセットの両端には I-Ceu I と PI-Sce I の認識配列が挿入されている。 

 

構築の手順は、まず目的の cDNA をシャトルプラスミドの MCS に挿入し、このプラスミドとベクター

プラスミドの I-Ceu I/PI-Sce I 消化産物をライゲーションすることで、ベクタープラスミドの E1 欠損領域

へ外来遺伝子発現カセットを挿入した。ライゲーション産物を Swa I 処理することで親ベクタープラス

ミドの出現を抑止し、さらに Swa I 処理産物でトランスフォーメーションした Competent high DH5αを薬

剤耐性の違いを利用して選択することで、目的とする組換えベクタープラスミドを得た。この組換えベ

クタープラスミドを制限酵素 Pac I で切り出すことにより直鎖状二本鎖 DNA とし、SuperFect 

Fig. 3. Protocol of AdRGD and conventional Ad preparation by an improved in vitro
ligation method. ITR, inverted terminal repeat; CMV, cytomegalovirus promoter; MCS, 
multi-cloning site; P(A), bovine growth hormone polyadenylation signal. 
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Transfection Reagent を用いて HEK293 細胞へトランスフェクションした。E1 領域欠損アデノウイルス

ゲノムは、通常の真核細胞内では転写および複製を起こさず、アデノウイルス粒子を形成することは

ないが、HEK293 細胞はアデノウイルス E1 遺伝子を導入したヘルパー細胞であるため 76),77)、E1 蛋白

質をトランスに供給することにより E1 欠損アデノウイルスゲノムの複製および転写を促進し、ベクター

粒子が形成される。 

作製した従来型 Ad および AdRGD は HEK293 細胞を用いて増幅し、塩化セシウム密度勾配遠心

法により精製した。また、Ad 粒子数の測定は Maizel ら 78）の方法に従った。 

 

結果および考察 

マウス B16BL6 メラノーマ細胞およびヒト A2058 メラノーマ細胞における Ad レセプターの mRNA 発

現レベルを、RT-PCR 解析により確認した (Fig. 4)。 

B16BL6 細胞においては、EL4 細胞および Colon 26 細胞と比較して、従来型 Ad の最初の標的分

子である CAR の mRNA 発現は明らかに低レベルを示した。一方、αv-、β3-およびβ5-integrin の

mRNA については B16BL6 細胞においても十分な発現が確認され、その細胞表面にヘテロダイマー

であるαvβ3-およびαvβ5-integrin の存在が示唆された。同様に、A2058 細胞においても CAR mRNA

の発現は他の 4 種のヒト由来細胞株と比較して極めて低く、一方でαvβ3-およびαvβ5-integrin は豊富

に発現していることが示された。 

 

 

本結果から、メラノーマ細胞の Ad 介在性遺伝子導入に対する抵抗性は、CAR の低発現に基づく

ものであり、Ad の最初の標的指向性にαv-integrin を付与することにより、メラノーマ細胞への遺伝子

導入効率が大幅に改善されるであろうことが示唆された。 
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そこで、αv-integrin に親和性を持つことが知られている RGD ペプチド配列をファイバー領域に挿

入した AdRGD を構築した。本研究では、ヒト由来 Tumor necrosis factor α (TNF-α) 遺伝子、マウス

由来 Interleukin 12 (IL-12) 遺伝子、オワンクラゲ由来 Enhanced green fluorescent protein (EGFP) 

遺伝子、大腸菌由来β-galactosidase (LacZ) 遺伝子、ホタル由来 Luciferase (Luc) 遺伝子の 5 種類

の遺伝子発現カセットをそれぞれ搭載した従来型 Ad ならびに AdRGD を作製した (Fig. 5)。 

 

 

Fig. 5. Schematic representation of conventional Ad and AdRGD used in this study.
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第二節 AdRGD によるメラノーマ細胞への遺伝子導入効率と遺伝子導入機序 

 

目的 

本節では、AdRGD あるいは従来型 Ad を用いた遺伝子導入がメラノーマ細胞の生存率に及ぼす

影響を比較検討した。また、AdRGD-EGFP および Ad-EGFP のメラノーマ細胞に対する遺伝子導入

効率ならびに発現強度を種々の感染ベクター量で比較した。さらに、抗αv-integrin 抗体を用いた結

合阻害実験の結果に基づき、AdRGD の遺伝子導入機序について考察した。 

 

実験材料 

【試薬】 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) は Dojindo より、ウシ血清

アルブミンは SIGMA より、Cy3 reactive dye は Amersham Pharmacia Biotech より、Anti-mouse 

αv-integrin monoclonal antibody (H9.2B8; Armenian Hamster IgG3, λ) および Hamster IgG3 isotype 

control (A19-4) は Pharmingen より、それぞれ購入した。 

その他の試薬は前節の実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前節の実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【細胞生存率の評価 (MTT 法)】 

B16BL6 細胞あるいは A2058 細胞を、それぞれ 5 × 103 cells/well あるいは 1 × 104 cells/well で

96 穴培養プレートに播種し、一晩培養した。上清を除去した後、FBS-free の DMEM で懸濁した

Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を、種々の Vector particles (VP)/cell/50 μl で添加した。37°C で 2

時間インキュベーションした後、ベクター懸濁液を除去し、新たな培養液を 100 μl/well で添加した。

培養 2 日後、これらメラノーマ細胞の生存率を Mosmann79）の方法を若干改変した MTT 法により測定

した。 

PBS (Phosphate-buffered saline) で 5 mg/ml に調製した MTT 溶液を 10 μl/well で添加し、37°C

で 4 時間インキュベーションした後、20% Sodium dodecyl sulfate/0.01N HCl を 100 μl/well で添加し、

一晩暗所に静置することで細胞内に生成された Formazan 結晶を完全に溶解した。この溶液の吸光

度 (主波長: 570 nm, 副波長: 655 nm) をマイクロプレートリーダー (モデル 550; BIO-RAD) にて測
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定し、以下の式に従ってメラノーマ細胞の Viability (%)を算出した。 

Viability （%） = (MTT activity of infected cells) / (MTT activity of uninfected cells) × 100 

【EGFP 遺伝子導入効率・発現強度の評価】 

6 穴プレートに培養した B16BL6 細胞あるいは A2058 細胞の培養上清を除去し、FBS-free の

DMEM で懸濁した Ad-EGFP あるいは AdRGD-EGFP を 100、1,000 あるいは 10,000 VP/cell/500 μl

で添加した。37°C で 2 時間インキュベーションした後、ベクター懸濁液を除去し、細胞を PBS で 2 回

洗浄した。その後、新たな培養液を 1 ml/well で添加し、培養 2 日後における EGFP 遺伝子導入効

率ならびに発現強度を FACSCalibur flow cytometer と CellQuest software (Becton Dickinson) を用

いた Flow cytometry により解析した。 

【結合阻害実験】 

B16BL6細胞をStaining buffer (0.1% ウシ血清アルブミンおよび0.01% NaN3を含むPBS) で1 × 106 

cells/50 μl に懸濁し、25 μg の Anti-mouse αv-integrin monoclonal antibody または Hamster IgG3 

isotype control を添加した。30 分間インキュベーションした後、Leopold らの方法 80）に従って Cy3 ラ

ベル化した Ad-LacZ または AdRGD-LacZ を、1 × 105 VP/cell で 200 μl の Staining buffer に懸濁し

て添加した。さらに 30 分間インキュベーションした後、細胞を Staining buffer で 3 回洗浄し、Flow 

cytometry 解析により細胞表面への Cy3 ラベル化ベクターの結合を評価した。 

尚、Adは4°Cにおいて細胞表面に結合するが、細胞内への侵入は起こらないことが報告されてい

るため 80）、本操作はすべて氷冷した試薬を用いて氷上で行った。また、蛍光分光光度計を用いて、

Cy3 でラベル化した Ad-LacZ と AdRGD-LacZ のベクター粒子あたりの蛍光強度が等しいことを確認

した。 

 

結果および考察 

Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を用いた遺伝子導入の B16BL6 細胞および A2058 細胞に対する

傷害性を MTT 法で検討した (Fig. 6)。 

Ad-Luc および AdRGD-Luc ともに、20,000 VP/cell という高用量を感染させた場合においても、メ

ラノーマ細胞への傷害性は全く観察されなかった。したがって、Ad のファイバーHI loop 領域への

RGD ペプチド挿入は、遺伝子導入過程ならびに遺伝子導入後における標的細胞の生存率に影響

を及ぼさないことが明らかとなった。そこで、以降の AdRGD および従来型 Ad を用いた in vitro 遺伝

子導入実験は、細胞傷害性の認められなかった 20,000 VP/cell 以下の感染ベクター量で行うのが

妥当であると判断した。 
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Ad-EGFP および AdRGD-EGFP のメラノーマ細胞に対する遺伝子導入効率および発現強度を

Flow cytometry で解析したところ、両ベクターともに、EGFP 陽性細胞率 (% of M1-gated) ならびに

EGFP 発現強度 (MFI; mean fluorescence intensity) を感染ベクター量依存的に増加させたが、同

用量で比較すると総じて AdRGD-EGFP 適用群で高値を示した (Fig. 7, Table 2)。 

 

Fig. 6. Cytopathic effect of AdRGD and conventional Ad on gene transduction into melanoma 
cells. B16BL6 cells (A) or A2058 cells (B) were infected with Ad-Luc (open column) or AdRGD-
Luc (closed column) at indicated VP/cell for 2 h. Two days later, cell viability was evaluated by 
MTT assay. All data are represented as means ± SD of 5 independent cultures.
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Fig. 6. Cytopathic effect of AdRGD and conventional Ad on gene transduction into melanoma 
cells. B16BL6 cells (A) or A2058 cells (B) were infected with Ad-Luc (open column) or AdRGD-
Luc (closed column) at indicated VP/cell for 2 h. Two days later, cell viability was evaluated by 
MTT assay. All data are represented as means ± SD of 5 independent cultures.
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Fig. 7. The transduction efficiency and the expression efficacy of EGFP genes on 
melanoma cells by AdRGD or conventional Ad. B16BL6 cells or A2058 cells were 
infected with Ad-EGFP or AdRGD-EGFP at 100 (green lines), 1,000 (blue lines), or 
10,000 (red lines) VP/cell for 2 h. Two days later, EGFP expression in cells was 
evaluated by flow cytometry. Black lines represent untransfected cells.
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Fig. 7. The transduction efficiency and the expression efficacy of EGFP genes on 
melanoma cells by AdRGD or conventional Ad. B16BL6 cells or A2058 cells were 
infected with Ad-EGFP or AdRGD-EGFP at 100 (green lines), 1,000 (blue lines), or 
10,000 (red lines) VP/cell for 2 h. Two days later, EGFP expression in cells was 
evaluated by flow cytometry. Black lines represent untransfected cells.
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B16BL6 細胞においては、Ad-EGFP を 10,000 VP/cell で感染させた場合の EGFP 陽性細胞率は、

わずか 6.51%にすぎなかったのに対して、等用量の AdRGD-EGFP を用いた場合には、約 10 倍の

65%もの細胞に EGFP 遺伝子を導入することができた。A2058 細胞に対しては、10,000 VP/cell で感

染させた場合に Ad-EGFP 適用群においても比較的高い遺伝子導入効率 (約 70%) が認められた

が、AdRGD-EGFP 適用群では 1/10 用量にあたる 1,000 VP/cell の感染で同等の遺伝子導入効率

を示し、10,000 VP/cell の感染ではほぼ全ての細胞に遺伝子導入が可能であった。また、B16BL6

細胞および A2058 細胞ともに、AdRGD-EGFP 適用群においては、その 10 倍用量の Ad-EGFP を

用いた場合に匹敵するかあるいはそれ以上の EGFP 発現強度が得られた。 

次に、従来型 Ad と AdRGD のメラノーマ細胞表面への結合機序を比較するために、Cy3 ラベル化

した Ad-LacZ および AdRGD-LacZ を用いて結合実験を行った (Fig. 8)。 

 

コントロール抗体の存在下においては、AdRGD-LacZ は Ad-LacZ と比較して 5 倍以上高い

B16BL6 細胞表面への結合能を示した。一方、抗αv-integrin 抗体を共存させることで、AdRGD-LacZ

の B16BL6 細胞表面への結合は Ad-LacZ と同程度にまで低下したことから、AdRGD がαv-integrin

指向性を有することが実証された。 

Table 2. Summary of flow cytometric analysis of melanoma cells 
infected with Ad-EGFP or AdRGD-EGFP.
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Fig. 8. Relative Ad-binding to B16BL6 cells. B16BL6 
cells were incubated with anti-mouse αv-integrin 
monoclonal antibody or hamster IgG isotype control for 
30 min on ice. Then, the cells were resuspended in 
staining buffer containing Cy3-labeled Ad-LacZ (open 
column) or AdRGD-LacZ (closed column). After 
incubation for 30 min on ice, cells were washed and 
analyzed using a flow cytometer. The relative value of 
Ad-binding against B16BL6 cells was determined using 
the following formula: fluorescence intensity/cell = 
(MFI of tested sample) – (MFI of B16BL6 cells’ self). 
Data are presented as means ± SD of 4 experiments.
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以上の結果から、AdRGD はαv-integrin を介して CAR 低発現のメラノーマ細胞に結合することによ

り、従来型 Ad と比較して極めて効率良くメラノーマ細胞への遺伝子導入・発現を達成できるベクター

であることが判明した。 

 

第三節 小括 

 

Ad は現存する遺伝子治療用ベクターの中で最も遺伝子導入効率に優れたベクターとされており

25)-28）、遺伝子治療臨床研究においてはレトロウイルスベクターに次いで多く使用されている 7)。また、

高力価のベクター調製が容易であることから、in vivo 直接投与も視野に入れた種々の疾患に対する

遺伝子治療への適用が期待されている 53）。しかしながら、遺伝子治療の重要な対象とされるメラノー

マは、Ad を用いてさえ遺伝子導入の困難な癌であることが知られており 28),29）、有効な遺伝子治療を

確立するためには十分な遺伝子発現が得られる新規ベクターシステムの開発が不可欠である。Ad

による遺伝子導入機序は比較的良く解明されており 37)-50)、その遺伝子導入効率が標的細胞上の感

染受容体 (CAR) 発現レベルに大きく影響されることは容易に予想できる。そこで、メラノーマ細胞に

おける CAR およびαv-integrins の mRNA 発現レベルを RT-PCR 解析により評価したところ、メラノー

マ細胞では CAR mRNA の発現が極めて乏しく、αvβ3-およびαvβ5-integrin については十分な mRNA

発現レベルが確認された。本研究ではマウス CAR あるいはヒト CAR に対する特異抗体を用いた検

討は行っていないものの、CAR mRNA 発現レベルと細胞表面上の CAR 蛋白発現量は極めて高い

相関関係を示すことが報告されている 81),82)。したがって、メラノーマ細胞の Ad 介在性遺伝子導入に

対する抵抗性は、Ad との最初の結合に必要な CAR の発現がその細胞表面上に極めて乏しいことに

起因しており、Ad の標的指向性にαv-integrin を付与することができれば、メラノーマ細胞への遺伝

子導入効率を大幅に増強できる可能性が示唆された。 

近年、bispecific 抗体等のアダプター分子 83)-86）やカチオニックリポソーム 87)-90）を併用することにより

Ad の tropism を拡大あるいは改変しようという試みがなされているが、これらのアプローチは修飾分

子と Ad との結合が in vivo では不安定なために遺伝子治療での使用が制限される。一方、特定の分

子に親和性を有するペプチド配列をファイバー領域に挿入することで Ad の tropism を改変しうること

が報告され 29)-33),91)-97）、Curiel らは、ファイバーノブの HI loop がアデノウイルス粒子から外側に突き出

た構造をしており、この部位への外来ペプチド挿入はウイルス増殖に全く影響しないことから、Ad の

tropism を改変するための外来ペプチド表現部位として HI loop が最適であることを示した 92),93）。また、

従来の Ad 構築法では目的遺伝子の搭載やファイバー領域の遺伝子改変に相同組換えを利用して
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いたため効率が非常に低く、作製に煩雑な作業を必要とすることが Ad の欠点の一つとされてきたが、

最近 Mizuguchi らにより、Ad への目的遺伝子の組み込みと、ファイバー (HI loop) 遺伝子領域への

任意のペプチド配列に相当する合成オリゴヌクレオチドの挿入が、プラスミド構築等で一般的に行わ

れている in vitro ligation method を用いるだけで簡便に且つ短期間で行うことができる“ファイバーミ

ュータント Ad システム”が開発され 60)-62),72）,73)、これらの問題点は一挙に解消された。そこで、本シス

テムをメラノーマ細胞への遺伝子導入に応用することで、簡便性および汎用性に優れたメラノーマ遺

伝子治療用ベクターの開発に繋がるのではないかという着想に至った。 

RGD ペプチド配列は、αv-integrin が認識する最小活性単位であることが知られている 68)-70)。そこ

で、メラノーマ細胞に豊富に発現するαv-integrin への指向性を付与する目的で、ファイバーノブの

HI loop に RGD ペプチドを挿入した AdRGD を作製した。レポーター遺伝子を用いた遺伝子導入実

験の結果、AdRGD は細胞傷害性を伴わないベクター用量で、従来型 Ad と比較して極めて効率良く

メラノーマ細胞へ目的遺伝子を導入することが可能であった。また、抗αv-integrin 抗体を用いた結合

阻害実験により、AdRGD が当初の目的どおりαv-integrin 指向性を有していることも判明し、AdRGD

によるメラノーマ細胞への遺伝子導入効率ならびに発現強度の増強が、αv-integrin を介したベクタ

ー粒子の効率の良い細胞表面への結合と、それに続く多くのベクター粒子の細胞内への侵入という

機序に基づくことが強く示唆された (Fig. 9)。 

 

本章の結果を総合すると、αv-integrin 指向性を付与した AdRGD は、従来型 Ad では十分な遺伝

子導入が困難とされてきた CAR 低発現メラノーマ細胞に対しても極めて効率の良い遺伝子導入を

達成し、効果的なメラノーマ遺伝子治療法の開発において高い有用性が期待されるベクターシステ

ムであることが示された。 

Fig. 9. Schematic infection pathway of AdRGD to melanoma cells.
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第二章 メラノーマに対するサイトカイン遺伝子治療における AdRGD の有用性評価 

 

サイトカインは免疫担当細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞など様々な細胞より産生・分泌され、免

疫応答、造血、炎症反応、組織修復など、恒常性の維持や生体防御に関わる多くの生命現象を制

御していることは周知のとおりである。したがって、生体機能制御に関与する分子そのものを病態改

善に応用するサイトカイン療法は非常に魅力的な治療法であり、遺伝子工学技術によってサイトカイ

ンの大量生産が可能となったことに伴って、多くの疾患に対して臨床応用が図られている。しかし、

その臨床応用にあたっては、個々のサイトカインについての情報を十分に理解するだけでなく、様々

な生体反応が常に複雑なサイトカインネットワークの中で制御されているという視点を忘れてはならな

い。サイトカインの多くは糖蛋白質であり、特異的な受容体に結合することによりその機能を発揮する。

この生物活性の特徴として、一つのサイトカインが多種類の標的細胞に働き、異なった機能発現を

促すこと (pleiotropy: 多様性)、刺激を受ける側の細胞においても、一つの細胞がいくつかのサイト

カイン受容体を有しており、異なったサイトカインが同じ機能を示すこと (redundancy: 重複性) が知

られている。また、サイトカインは情報伝達を担うという本来的な性質上、長期間にわたる作用発現の

持続は好ましくなく、一般的に生体内における安定性は乏しい。すなわち、サイトカイン療法で有効

な治療を達成するためには、サイトカイン機能の多様性から治療に必要とされる作用のみを引き出

す工夫が必要とされ、重篤な副作用の発現が予想される大量頻回投与を回避するための製剤設計

や投与経路の探索が不可欠とされる。 

癌治療においても様々なサイトカイン療法が精力的に研究されており、適用されるサイトカインの

代表格に TNF-αと IL-12 が挙げられる。TNF-αは、マウスに移植した腫瘍に出血壊死を誘導する生

理活性物質として、1975 年に Old らにより報告され 98）、現在では、炎症を基本とした生体防御・免疫

機構に広く関わるサイトカインであることが明らかとされている 99)-102)。TNF-αの抗腫瘍作用は、(1) 直

接的な腫瘍細胞傷害、(2) 抗腫瘍エフェクター免疫細胞の賦活化、(3) 腫瘍血管の特異的崩壊、に

基づくと考えられており 102)-104）、腫瘍を特異的に傷害するサイトカインとして臨床応用が期待された

が、他のサイトカインと同様に体内安定性が極めて乏しい (血中半減期が数十分から数時間 105)-107)) 

ために大量頻回投与を余儀なくされ、発熱、悪寒、悪心、頻脈、嘔吐、血圧低下、頭痛、消化管障

害、エンドトキシン様ショックなどの重篤な副作用発現が、有効な治療の達成を妨げている 105)-109)。一

方、IL-12 は、分子量 40 kD (p40) と 35 kD (p35) の互いに相同性のないサブユニットが一個のジス

ルフィド結合により結ばれた分子量約 70 kD (p70) のヘテロ二量体であり 110),111)、末梢血リンパ球に

対する Interferon-γ (IFN-γ) 産生誘導因子として発見された 112）。近年、強力な腫瘍免疫を誘導する
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サイトカインとして注目を集めており、その機序はナチュラルキラー (NK) 細胞および細胞傷害性 T

細胞 (CTL) の細胞傷害活性の増強ならびに増殖促進 113),114)、IFN-γの産生誘導 114)-116)、ヘルパー

T 細胞タイプ 0 (Th0) から Th1 細胞への分化促進 114),117)、による細胞性免疫系の活性化に基づくこ

とが知られている。IL-12 も TNF-αと同様に、全身投与により副作用を発現することが報告されており

118)、治療における用量、投与経路、投与スケジュールの設定が困難を極める。したがって、これらの

サイトカインを用いた癌治療においては、サイトカイン遺伝子を搭載したベクターを腫瘍内投与する

ことにより、腫瘍局所で持続的なサイトカイン発現を可能とする試み、すなわち in vivo サイトカイン遺

伝子治療が、全身性の副作用発現を抑制しつつ強力な抗腫瘍効果を誘導するための有望なアプロ

ーチとして期待される。 

Ad は高力価のベクター調製が容易であることから、ex vivo 遺伝子治療のみならず in vivo 遺伝子

治療に適用するベクターとしても非常に魅力的である 53)。しかし前章で示したとおり、Ad の遺伝子導

入効率は標的細胞における CAR 発現レベルに依存するため、CAR 低発現のメラノーマに対してこ

れまでに試みられてきた in vivo 遺伝子治療臨床研究においては 18),19),119)-122)、Ad を含めた既存のベ

クターシステムによるメラノーマへの低い遺伝子導入効率が、期待された治療効果の発揮を妨げた

最大の障壁であったと言っても過言ではない。そこで本章では、メラノーマ細胞への遺伝子導入に

おける AdRGD の優位性が、マウス B16BL6 メラノーマモデルにおけるサイトカイン遺伝子治療の有

効性向上に反映されるかについて検討した。 

 

第一節 サイトカイン発現ベクターを適用したメラノーマにおけるサイトカイン産生量 

 

目的 

本節では、メラノーマへのサイトカイン遺伝子導入における AdRGD の有用性を評価するために、

まず従来型 Ad あるいは AdRGD を用いてサイトカイン (TNF-αあるいは IL-12) 遺伝子を導入したメ

ラノーマ細胞におけるサイトカイン分泌量を比較した。また、分泌されたサイトカインによるメラノーマ

細胞への直接的な傷害性を検討した。さらに、マウスにあらかじめ生着させた B16BL6 腫瘍内に各サ

イトカイン発現ベクターを投与した際の、腫瘍内サイトカイン産生量を比較した。 

 

実験材料 

【試薬】 

Human TNF-α ELISA Kit および Mouse IL-12 p70 ELISA Kit は Biosource International より、
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Aprotinin および Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) は Nacalai tesque より、それぞれ購入した。 

その他の試薬は前章の実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前章の実験材料に準じた。 

【動物】 

C57BL/6 マウス (6 週齢、メス) は SLC より購入した。 

 

実験方法 

【メラノーマ細胞からのサイトカイン分泌量の測定】 

培養した B16BL6 細胞あるいは A2058 細胞に FBS-free の DMEM で懸濁した Ad-TNFα、

AdRGD-TNFα、Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を種々の VP/cell で添加し、37°C で 2 時間インキ

ュベーションした。その後、ベクター懸濁液を除去し、細胞を PBS で 2 回洗浄した後、新たな培養液

を添加した。2 日後、回収した培養上清中の TNF-αあるいは IL-12 濃度を ELISA により定量し、105

細胞あたりのサイトカイン分泌量を算出した。 

【分泌されたサイトカインのメラノーマ細胞に対する傷害性評価】 

第一章 第二節の実験方法 【細胞生存率の評価 (MTT 法)】  に準じて、Ad-TNFα、

AdRGD-TNFα、Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 により遺伝子導入したメラノーマ細胞の 48 時間後

における生存率を評価した。 

【メラノーマ腫瘍におけるサイトカイン産生量の測定】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した Ad-TNFα、AdRGD-TNFα、Ad-IL12 あるいは

AdRGD-IL12 を 108 あるいは 109 VP/50 μl で腫瘍内に投与した。2 日後、摘出した腫瘍の重量を測

定し、Aprotinin (10 μg/ml) と PMSF (100 μM) を含む PBS を用いて 20%ホモジネートを調製した。ホ

モジネートは 15,000 rpm で 30 分間遠心分離することで不溶画分を除去した後、上清中の各サイトカ

イン濃度を ELISA により定量し、腫瘍あたりのサイトカイン産生量を算出した。 

 

結果および考察 

Ad-TNFα、AdRGD-TNFα、Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を用いてメラノーマ細胞への遺伝子

導入を行い、48 時間の培養中に分泌された各サイトカイン量を比較した (Fig. 10)。 

いずれのベクターを用いた場合においても、B16BL6 細胞および A2058 細胞における目的サイト
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カインの分泌量は、感染ベクター用量に依存して上昇した。また、従来型 Ad の適用と比較して、

AdRGD の適用はメラノーマ細胞からの極めて高いサイトカイン分泌を可能とし、TNF-α発現ベクター

の場合は B16BL6 細胞において 75～125 倍、A2058 細胞において 6～19 倍、IL-12 発現ベクターの

場合は B16BL6 細胞で 70～90 倍、A2058 細胞で 6～32 倍の差が認められた。したがって、第一章 

第二節の EGFP 遺伝子導入実験の結果と同様に、メラノーマ細胞におけるサイトカイン遺伝子の導

入効率と発現レベルにおいても、AdRGD は非常に優れたベクターであることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、培養上清中に分泌されたTNF-αあるいはIL-12のメラノーマ細胞に対する傷害性を検討す

るために、各サイトカイン発現ベクターにより遺伝子導入した B16BL6 細胞の生存率を MTT 法で評

価した (Fig. 11)。 

各ベクターを 20,000 VP/cell という高用量で感染させた場合においても、B16BL6 細胞の生存率

には全く影響が認められず、従来型 Ad あるいは AdRGD を用いた遺伝子導入に基づいて分泌され

た TNF-αならびに IL-12 は B16BL6 細胞を直接的に傷害しないことが明らかとなった。 

Fig. 10. The transduction efficacy of TNF-α gene or IL-12 gene in melanoma cells by 
AdRGD or conventional Ad. B16BL6 cells (A, C) or A2058 cells (B, D) were infected with 
Ad-TNFα ( ), AdRGD-TNFα ( ), Ad-IL12 ( ), or AdRGD-IL12 ( ) at indicated VP/cell 
for 2 hr. Two days later, the level of TNF-α or IL-12 secreted into culture medium was 
measured by ELISA. Each point represents the mean ± SD of 3 independent cultures.
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Fig. 10. The transduction efficacy of TNF-α gene or IL-12 gene in melanoma cells by 
AdRGD or conventional Ad. B16BL6 cells (A, C) or A2058 cells (B, D) were infected with 
Ad-TNFα ( ), AdRGD-TNFα ( ), Ad-IL12 ( ), or AdRGD-IL12 ( ) at indicated VP/cell 
for 2 hr. Two days later, the level of TNF-α or IL-12 secreted into culture medium was 
measured by ELISA. Each point represents the mean ± SD of 3 independent cultures.
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さらに、C57BL/6マウスにあらかじめ接種したB16BL6腫瘍に各サイトカイン発現ベクターを投与し、

AdRGD と従来型 Ad による in vivo サイトカイン遺伝子発現レベルを比較した (Fig. 12)。 

 

AdRGD-TNFα投与後 2 日目に摘出した腫瘍においては、Ad-TNFα投与腫瘍と比較して、108 

VP/tumor では約 38 倍、109 VP/tumor では約 5 倍高い TNF-α産生が認められた (Fig. 12-A)。同

様に、AdRGD-IL12 を 109 VP/tumor で投与した腫瘍では、同用量の Ad-IL12 を投与した場合と比

較して約 7 倍高い腫瘍内 IL-12 産生量が検出された (Fig. 12-B)。また、AdRGD-TNFαあるいは

AdRGD-IL12 を 108 VP/tumor で投与することにより、それぞれに対応する従来型 Ad を 109 

VP/tumor で投与した場合と同レベルの腫瘍内サイトカイン産生が認められた。AdRGD が従来型 Ad

よりもベクター用量比で 10 倍効率良く遺伝子発現を達成するというこの結果は、in vitro 培養系にお

Fig. 12. The transduction efficacy of TNF-α gene (A) or IL-12 gene (B) in B16BL6 tumors by 
AdRGD or conventional Ad. Established B16BL6 tumors in C57BL/6 mice were injected with 
Ad-TNFα (A; open column), AdRGD-TNFα (A; closed column), Ad-IL12 (B; open column), or 
AdRGD-IL12 (B; closed column) at indicated VP/tumor. Two days later, tumors were removed 
and homogenized in PBS containing 10 μg/ml aprotinin and 100 μM PMSF. The homogenates 
were centrifuged and the TNF-α or IL-12 level in the supernatants was determined by ELISA. 
Data are presented as mean ± SD of 3 mice. N.D.: IL-12 level was not detectable.
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Fig. 12. The transduction efficacy of TNF-α gene (A) or IL-12 gene (B) in B16BL6 tumors by 
AdRGD or conventional Ad. Established B16BL6 tumors in C57BL/6 mice were injected with 
Ad-TNFα (A; open column), AdRGD-TNFα (A; closed column), Ad-IL12 (B; open column), or 
AdRGD-IL12 (B; closed column) at indicated VP/tumor. Two days later, tumors were removed 
and homogenized in PBS containing 10 μg/ml aprotinin and 100 μM PMSF. The homogenates 
were centrifuged and the TNF-α or IL-12 level in the supernatants was determined by ELISA. 
Data are presented as mean ± SD of 3 mice. N.D.: IL-12 level was not detectable.
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Fig. 11. Viability of B16BL6 cells infected by TNF-α- or IL-12-expressing AdRGD or 
conventional Ad. B16BL6 cells were infected with Ad-TNFα (A; open column), 
AdRGD-TNFα (A; closed column), Ad-IL12 (B; open column), or AdRGD-IL12 (B; 
closed column) at indicated VP/cell for 2 h. Two days later, cell viability was evaluated 
by MTT assay. All data are represented as means ± SD of 5 independent cultures.
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conventional Ad. B16BL6 cells were infected with Ad-TNFα (A; open column), 
AdRGD-TNFα (A; closed column), Ad-IL12 (B; open column), or AdRGD-IL12 (B; 
closed column) at indicated VP/cell for 2 h. Two days later, cell viability was evaluated 
by MTT assay. All data are represented as means ± SD of 5 independent cultures.
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ける EGFP 遺伝子発現解析 (Fig. 7, Table 2) およびサイトカイン分泌量測定 (Fig. 10) の結果と極

めて高い整合性を示しており、AdRGD が in vivo においてもメラノーマへの遺伝子導入に優れたベク

ターであることが判明した。 

 

第二節 AdRGD-TNFαあるいは Ad-TNFαの腫瘍内投与による抗 B16BL6 腫瘍効果 

 

目的 

メラノーマは TNF-αの全身投与に対しては比較的抵抗性を示す腫瘍とされているが 123)、一方で、

TNF-αを腫瘍内投与した場合には高い奏功率が得られることから、腫瘍局所における持続的な

TNF-α発現を目指した in vivo 遺伝子治療は有望なアプローチである。そこで本節では、マウス

B16BL6 メラノーマモデルを用いて、AdRGD-TNFαあるいは Ad-TNFαの腫瘍内投与による抗腫瘍

効果を比較した。また、本系における抗腫瘍効果発現のメカニズムについても検討した。 

 

実験材料 

【試薬】 

前節までの実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前節までの実験材料に準じた。 

【動物】 

前節までの実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【in vivo TNF-α遺伝子治療実験】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 108、109 あるいは

1010 VP/50 μl で腫瘍内に投与した。また、AdRGD-LacZ (コントロールベクター) を 1010 VP/50 μl で

腫瘍内投与した群ならびに 50 μl の PBS を腫瘍内投与した群も併せて作製した。経日的に体重なら

びに腫瘍径を測定し、腫瘍体積を以下に示す Janik ら 124)の式に従って算出した。 

Tumor volume （mm3） = （major axis: mm） × （minor axis: mm）2 × 0.5236 

尚、腫瘍接種後 90 日目において腫瘍の生着が認められない個体を完全治癒とした。 
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【B16BL6 腫瘍の病理組織像観察】 

各ベクターを投与した B16BL6 腫瘍を 2 日後または 3 日後に摘出し、10%中性緩衝ホルマリンによ

る組織固定処理を行った後、パラフィンブロックに包埋した。5 μm の組織切片を作製し、ヘマトキシリ

ン-エオシン (HE) 染色した標本の病理組織学的観察および所見をアプライドメディカルリサーチに

依頼した。 

 

結果および考察 

C57BL/6 マウスにあらかじめ接種した B16BL6 腫瘍内に AdRGD-TNFαあるいは Ad-TNFαを投

与した際の、経日的な腫瘍体積変化を Fig. 13-A に示した。 

 

AdRGD-TNFα投与群および Ad-TNFα投与群ともに、ベクター用量に依存して腫瘍増殖抑制効

果の増強が認められたが、同用量のベクター投与による抗腫瘍効果は AdRGD-TNFα投与群でより

顕著であった。また、各ベクターを 1010 VP で腫瘍内投与した場合には、極めて強力な抗腫瘍効果

が観察され、Ad-TNFα投与群では 6 例中 1 例において、AdRGD-TNFα投与群では 6 例中 2 例に

おいて腫瘍の完全退縮 (完全治癒例) が確認された。一方、1010 VP のコントロールベクター 

(AdRGD-LacZ) 投与群では腫瘍増殖の抑制がほとんど認められなかったことから、Ad-TNFαあるい

は AdRGD-TNFαの腫瘍内投与に伴う抗腫瘍効果は、腫瘍内で産生された TNF-αの作用に基づく

ものであることが確認された。さらに、腫瘍増殖曲線およびベクター投与後 15 日目の腫瘍体積を比

Fig. 13. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change upon an intratumoral administration of 
Ad-TNFα or AdRGD-TNFα. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with Ad-TNFα ( ; 108, ; 109, or ; 1010

VP/tumor), AdRGD-TNFα ( ; 108, ; 109, or ; 1010 VP/tumor), AdRGD-LacZ ( ; 1010 VP/tumor), or 
PBS ( ). The tumor volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point 
represents the mean ± SE of 5-6 mice. †: Sudden death in 2 of 6 mice injected with1010 Ad-TNFα ( ).
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Fig. 13. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change upon an intratumoral administration of 
Ad-TNFα or AdRGD-TNFα. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with Ad-TNFα ( ; 108, ; 109, or ; 1010

VP/tumor), AdRGD-TNFα ( ; 108, ; 109, or ; 1010 VP/tumor), AdRGD-LacZ ( ; 1010 VP/tumor), or 
PBS ( ). The tumor volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point 
represents the mean ± SE of 5-6 mice. †: Sudden death in 2 of 6 mice injected with1010 Ad-TNFα ( ).
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較すると、AdRGD-TNFαを 108 VP あるいは 109 VP で腫瘍内投与した場合の抗腫瘍効果は、

Ad-TNFαをそれぞれ 109 VP あるいは 1010 VP (すなわち AdRGD-TNFαの 10 倍用量) で投与する

ことにより得られる効果に匹敵した。この結果は、各ベクターを投与した B16BL6 腫瘍における

TNF-α産生量の結果 (Fig. 12-A) を完全に反映しており、AdRGD と従来型 Ad のメラノーマに対す

る遺伝子導入効率の差が、本系での AdRGD-TNFα適用による有効性向上に直結したと考えられ

た。 

しかしながら、Ad-TNFα投与群および AdRGD-TNFα投与群ともに、1010 VP という高用量のベクタ

ーを適用したマウスにおいては、処置後数日間にわたって著しい体重減少が認められ、Ad-TNFα

投与群では 6 匹中 2 匹のマウスが処置後 9 日目に突然死した (Fig. 13-B)。この結果は、有効性の

向上を目的としてむやみにベクター用量を増加させることは、かえって副作用の発現および増悪を

招くことを示しており、腫瘍局所での TNF-α発現に基づく抗腫瘍効果を狙った in vivo 遺伝子治療に

おける慎重なベクター用量設定の重要性をうかがわせる。この点に関しては、次章において詳細な

検討および考察を行うこととした。 

次に、顕著な体重減少が認められなかった 109 VP までのベクター用量において、AdRGD-TNFα

あるいは Ad-TNFαを投与した B16BL6 腫瘍の外見的変化ならびに病理組織学的変化を観察するこ

とにより、抗腫瘍メカニズムを比較検討した。Fig. 14 は、各ベクター投与後 2 日目における B16BL6

腫瘍の状態を撮影したものである。108 VP の AdRGD-TNFαを投与した腫瘍の表面には、一部に壊

死領域が観察され (Fig. 14-E)、109 VPのAdRGD-TNFαを投与した場合には、明らかな壊死がほぼ

腫瘍全体に認められた (Fig. 14-F)。一方、108 VP の Ad-TNFαを投与した腫瘍の表面 (Fig. 14-C) 

は、PBS (Fig. 14-A) あるいは 1010 VP のコントロールベクター (AdRGD-LacZ; Fig. 14-B) を投与し

た腫瘍と同様に壊死領域は確認されず、109 VP を適用した場合においても、108 VP の

AdRGD-TNFαを投与した腫瘍と同様の部分的な壊死しか認められなかった (Fig. 14-D)。 

前述のとおり、TNF-αの抗腫瘍作用の一つに直接的な腫瘍細胞傷害が挙げられるが、Fig. 11 の

結果が支持するように B16BL6 細胞は TNF-α感受性に乏しいことが知られており、その作用が本系

での抗腫瘍効果に及ぼす影響は小さいことが推察された。そこで、これらの腫瘍の病理組織像を観

察することで、腫瘍壊死機構の解明を試みた (Fig. 15)。PBS あるいは 1010 VP の AdRGD-LacZ を投

与して 2 日後の B16BL6 腫瘍においては、周縁部に多くの血管が認められ、底部または中心部に一

部壊死が認められた (Fig. 15-A,B)。この壊死は、急速な腫瘍増殖に栄養分の供給が伴わなかった

ことに起因しており、大きな腫瘍塊の形成に際して一般的に認められることが知られている。これらの

病理組織学的所見に対して、109 VP の AdRGD-TNFαを投与した 2 日目の腫瘍においては、血管の
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異常な拡張が認められ、生きている腫瘍組織は周辺部に僅かに存在するのみであり、出血を伴った

顕著な壊死が広範囲にわたって観察された (Fig. 15-D)。さらに 3 日後の腫瘍においては、生きてい

る腫瘍組織はほとんど認められず、腫瘍全体が劇的に退縮して壊死塊となっていた (Fig. 15-F)。一

方、109 VP の Ad-TNFαを投与した腫瘍においては、2 日目に血管の拡張と出血壊死が認められた

が、AdRGD-TNFαを投与した腫瘍と比較すると壊死領域は小さく、生きた腫瘍組織が大半を占めて

いた (Fig. 15-C)。また、処置後 3 日目の腫瘍ではわずかに壊死領域の拡大が認められたものの、

依然として生きた腫瘍組織が多く残存しており、腫瘍の再増殖を強く示唆する所見であった (Fig. 

15-E)。また、原因は不明であるが、AdRGD-LacZ をはじめとするベクターを投与した 2 日後の腫瘍

は、PBS を投与した腫瘍と比較して全体に膨張 (swelling) していることが観察された。さらに、いず

れの群においても腫瘍内への免疫担当細胞の浸潤は認められなかった。以上の結果を総合すると、

Ad-TNFαまたは AdRGD-TNFαの腫瘍内投与による B16BL6 腫瘍増殖抑制効果は、局所で発現し

た TNF-αが腫瘍血管を崩壊させることにより腫瘍細胞への栄養供給を遮断し、出血壊死を導く機序

に基づくことが判明した。また、外見的および病理組織学的所見においても、メラノーマに対する in 

vivo TNF-α遺伝子治療へのAdRGDの適用は、有効性の向上とベクター投与量の削減に繋がること

が支持された。 
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Fig. 14. Photographs of B16BL6 tumors on day 2 after an intratumoral administration of Ad-
TNFα or AdRGD-TNFα. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 ×
105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with PBS (A), AdRGD-LacZ at 1010

VP/tumor (B), Ad-TNFα (C; at 108 VP/tumor, D; at 109 VP/tumor), or AdRGD-TNFα (E; at 108

VP/tumor, F; at 109 VP/tumor).
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Fig. 14. Photographs of B16BL6 tumors on day 2 after an intratumoral administration of Ad-
TNFα or AdRGD-TNFα. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 ×
105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with PBS (A), AdRGD-LacZ at 1010

VP/tumor (B), Ad-TNFα (C; at 108 VP/tumor, D; at 109 VP/tumor), or AdRGD-TNFα (E; at 108

VP/tumor, F; at 109 VP/tumor).
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Fig. 15. Hematoxylin and eosin staining of paraffin-embedded B16BL6 tumor sections (original 
magnification, ×3.85). B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with PBS, AdRGD-LacZ at 1010 VP/tumor, Ad-
TNFα at 109 VP/tumor, or AdRGD-TNFα at 109 VP/tumor. Tumor was removed from these mice on 
day 2 or 3 after treatment, placed in neutral 10% formalin/PBS, and embedded in paraffin. Sections 
(5 μm) were prepared for hematoxylin and eosin staining and histopathological examination. (A) On 
day 2 after PBS administration; (B) on day 2 after AdRGD-LacZ administration; (C) on day 2 after 
Ad-TNFα administration; (D) on day 2 after AdRGD-TNFα administration; (E) on day 3 after Ad-
TNFα administration; (F) on day 3 after AdRGD-TNFα administration.
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Fig. 15. Hematoxylin and eosin staining of paraffin-embedded B16BL6 tumor sections (original 
magnification, ×3.85). B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with PBS, AdRGD-LacZ at 1010 VP/tumor, Ad-
TNFα at 109 VP/tumor, or AdRGD-TNFα at 109 VP/tumor. Tumor was removed from these mice on 
day 2 or 3 after treatment, placed in neutral 10% formalin/PBS, and embedded in paraffin. Sections 
(5 μm) were prepared for hematoxylin and eosin staining and histopathological examination. (A) On 
day 2 after PBS administration; (B) on day 2 after AdRGD-LacZ administration; (C) on day 2 after 
Ad-TNFα administration; (D) on day 2 after AdRGD-TNFα administration; (E) on day 3 after Ad-
TNFα administration; (F) on day 3 after AdRGD-TNFα administration.
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第三節 AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 の腫瘍内投与による抗 B16BL6 腫瘍効果 

 

目的 

本節では、マウス B16BL6 メラノーマモデルを用いて、AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 の腫瘍内投

与による抗腫瘍効果を比較した。また、免疫学的手法を用いて、本系における抗腫瘍効果発現のメ

カニズムを検討した。 

 

実験材料 

【試薬】 

Mitomycin C (MMC) は協和発酵より、Recombinant mouse IFN-γは Pepro-Tech より、DELFIA 

enhancement solution は PerkinElmer より、Rabbit anti-asialoGM1 antiserum は和光純薬より、それぞ

れ購入した。 

GK1.5 抗体 (anti-CD4)125) および 53-6.72 抗体 (anti-CD8)126) は、山元 弘先生 (大阪大学大

学院薬学研究科細胞生理学分野) より供与を受けた。 

その他の試薬は前節までの実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

YAC-1 細胞は、真弓忠範先生 (大阪大学大学院薬学研究科薬剤学分野) より供与を受け、

RPMI1640 (10% FBS、50 μM 2-ME、抗生物質を含む) を用いて培養した。 

その他の細胞は前節までの実験材料に準じた。 

【動物】 

前節までの実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【in vivo IL-12 遺伝子治療実験】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を 108、109、1010 ある

いは 1011 VP/50 μl で腫瘍内に投与した。また、50 μl の PBS を腫瘍内投与したコントロール群も併せ

て作製した。経日的に体重ならびに腫瘍径を測定し、腫瘍体積は前節と同様に Janik ら 124)の式に従

って算出した。 
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【細胞傷害試験】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を 109 VP/50 μl で腫

瘍内に投与した。1 週間後、これらのマウスから脾細胞を調製し、NK 細胞活性評価にはこの脾細胞

をそのまま Effector 細胞として用いた。 

一方、CTL 活性評価においては、調製した脾細胞と B16BL6 細胞 (Stimulator 細胞) とを 10：1 で

5 日間共培養することで in vitro 抗原再刺激を行い、Effector 細胞を得た。尚、Stimulator 細胞として

用いた B16BL6 細胞は、あらかじめ 100 U/ml の IFN-γを含む培養液で 24 時間培養し、50 μg/ml

の MMC を含む RPMI1640 で 30 分間インキュベーションした。 

細胞傷害試験は Europium (Eu)-release assay127)-129)により行った。Eu ラベルした Target 細胞を

RPMI1640 (10% FBS、50 μM 2-ME、抗生物質を含む) で懸濁し、1 × 104 cells/50 μl/well で U 底 96

穴培養プレートに播種した。また、種々の Effector/Target 比となるように、RPMI1640 (10% FBS、50 

μM 2-ME、抗生物質を含む) で懸濁した Effector 細胞を 50 μl/well で添加した。尚、Target 細胞か

らの Maximum Eu-release および Spontaneous Eu-release を測定する well には、Effector 細胞懸濁

液の代わりにそれぞれ 0.5% Triton X-100/PBS および RPMI1640 (10% FBS、50 μM 2-ME、抗生物

質を含む) を 50 μl/well で添加した。4 時間インキュベーションした後、50 μl の上清を 150 μl の

DELFIA enhancement solution と混合し、マイクロプレートリーダー (SPECTARAFLUOR Plus; 

TECAN) を用いた時間分解蛍光測定法 (Ex: 340nm, Em: 612nm, lag time: 400 μs, integration 

time: 400 μs) により Eu 濃度を測定した。尚、Effector 細胞の細胞傷害活性 (%) は以下の式に従っ

て算出した。 

(% of lysis) = {(A) – (C)} / {(B) – (C)} × 100 

(A): Experimental Eu-release, (B): Maximum Eu-release, (C): Spontaneous Eu-release 

【in vivo depletion assay】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した AdRGD-IL12 を 109 VP/50 μl で腫瘍内に投与した。 

CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞あるいは NK 細胞を枯渇させる群については、それぞれ 100 μl の

GK1.5 抗体溶液、100 μl の 53-6.72 抗体溶液、あるいは 40 μl の Anti-asialoGM1 antiserum を、

AdRGD-IL12 投与当日から 2 日間隔で 5 回腹腔内投与した。経日的に腫瘍径を測定し、前節と同

様に Janik ら 124)の式に従って腫瘍体積を算出した。 

尚、抗体投与を行ったマウスにおいては、2 回目の投与の翌日 (投与開始から 4 日目) には、脾
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細胞中の抗体標的リンパ球サブセットの 90%以上が消失していることを、Flow cytometry 解析により

確認した。 

 

結果および考察 

C57BL/6 マウスにあらかじめ接種した B16BL6 腫瘍内に AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 を投与

した際の、経日的な腫瘍体積変化を Fig. 16-A に示した。 

 

前節の in vivo TNF-α遺伝子治療実験と同様に、AdRGD-IL12 投与群および Ad-IL12 投与群と

もに、ベクター用量に依存して腫瘍増殖抑制効果の増強が認められ、同用量のベクター投与におい

ては AdRGD-IL12 投与群でより優れた抗腫瘍効果が観察された。また、腫瘍増殖曲線およびベクタ

ー投与後 14 日目の腫瘍体積を比較すると、AdRGD-IL12 を 108 VP で腫瘍内投与した場合の腫瘍

増殖抑制効果は、Ad-IL12 を 109 VP で投与した場合と同等であり、本系においてもベクター投与に

伴う抗腫瘍効果と腫瘍内 IL-12 産生量 (Fig. 12-B) との間に極めて良好な相関が認められた。さら

に、1010 VP あるいは 1011 VP という高用量の Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を投与したマウスにお

いては、より顕著な抗腫瘍効果が観察されたが、やはりベクター投与後数日間にわたって体重減少

が引き起こされる結果となった (Fig. 16-B)。この副作用発現機序に関しても、前節の in vivo TNF-α

遺伝子治療実験と同様に、次章において詳細な解析を試みた。 
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Fig. 16. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change upon an intratumoral administration of 
Ad-IL12 or AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with Ad-IL12 ( ; 108, ; 109, ; 1010, or ; 1011

VP/tumor), AdRGD-IL12 ( ; 108, ; 109, ; 1010, or ; 1011 VP/tumor), or PBS ( ). The tumor 
volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point represents the mean ±
SE of 4-5 mice.
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Fig. 16. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change upon an intratumoral administration of 
Ad-IL12 or AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105

cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with Ad-IL12 ( ; 108, ; 109, ; 1010, or ; 1011

VP/tumor), AdRGD-IL12 ( ; 108, ; 109, ; 1010, or ; 1011 VP/tumor), or PBS ( ). The tumor 
volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point represents the mean ±
SE of 4-5 mice.
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次に、AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 を B16BL6 腫瘍内に投与した際の抗腫瘍メカニズムを解析

する目的で、109 VP の各ベクターを投与した 1 週間後のマウスから脾細胞を調製し、その細胞傷害

活性を Eu-release assay により評価した (Fig. 17)。 

 

NK 細胞依存性の細胞傷害に対して高感受性である YAC-1 細胞 130)を Target 細胞として用いた

場合には、AdRGD-IL12 投与群および Ad-IL12 投与群の脾細胞に、PBS 投与群と比較して明らか

に高い細胞傷害活性が認められ、その傷害レベルは AdRGD-IL12 投与群でより高値を示した。一

方、B16BL6 細胞および Syngeneic thymoma である EL4 細胞を Target 細胞とした場合には、どの群

の脾細胞も傷害活性を示さなかった。したがって、Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を腫瘍内投与し

たマウスにおいては、NK 細胞の傷害活性が顕著に亢進されており、同用量 (109 VP/tumor) のベク

ターを適用した場合には、AdRGD-IL12 投与群においてより効率良く NK 細胞を活性化できることが

明らかとなった。 

さらに、これらの脾細胞を B16BL6 細胞と共培養することで in vitro 抗原再刺激を行い、脾細胞中

に含まれる B16BL6 特異的 CTL の細胞傷害活性を比較した (Fig. 18)。 

Fig. 17. NK activity of splenocytes from mice injected intratumorally with AdRGD-IL12 or Ad-IL12.
B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the 
tumors were injected with Ad-IL12 at 109 VP/tumor ( ), AdRGD-IL12 at 109 VP/tumor ( ), or PBS ( ). 
At 1 week after treatment, non-adherent splenocytes were prepared from these mice, and directly used in 
cytolytic assays against YAC-1 cells, B16BL6 cells, or EL4 cells. Likewise, cytolytic activity of 
splenocytes from intact mice ( ) was measured. Each point represents the mean ± SE from 3 independent 
cultures using splenocytes prepared from 3 individual mice.
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Fig. 17. NK activity of splenocytes from mice injected intratumorally with AdRGD-IL12 or Ad-IL12.
B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the 
tumors were injected with Ad-IL12 at 109 VP/tumor ( ), AdRGD-IL12 at 109 VP/tumor ( ), or PBS ( ). 
At 1 week after treatment, non-adherent splenocytes were prepared from these mice, and directly used in 
cytolytic assays against YAC-1 cells, B16BL6 cells, or EL4 cells. Likewise, cytolytic activity of 
splenocytes from intact mice ( ) was measured. Each point represents the mean ± SE from 3 independent 
cultures using splenocytes prepared from 3 individual mice.
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B16BL6 細胞に対する傷害活性を比較したところ、PBS 投与群の Effector 細胞は、腫瘍を接種し

ていない Intact なマウスの Effector 細胞よりも低い活性しか検出できなかった。これは、B16BL6 担癌

マウスにおいては、T 細胞の感作・活性化が抑制された状態にある可能性を示唆している。一方、

Ad-IL12 投与群においては、Intact マウスと同程度の B16BL6 細胞傷害が認められ、さらに

AdRGD-IL12 投与群ではより高い傷害活性が検出された。これらの Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12

投与に伴う B16BL6 細胞傷害活性の上昇は、IFN-γ処理によって MHC (Major histocompatibility 

complex) class I 分子の発現を増強させた B16BL6 細胞を Target 細胞とすることで一段と明確となっ

た。また、EL4 細胞あるいは YAC-1 細胞を Target 細胞とした場合には、どの群の Effector 細胞もほ

とんど傷害活性を示さなかったことから、Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 の腫瘍内投与によって

B16BL6 腫瘍特異的な CTL の誘導が増強される可能性が示唆された。 

Fig. 18. B16BL6-specific CTL response in mice injected intratumorally with AdRGD-IL12 or Ad-
IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days 
later, the tumors were injected with Ad-IL12 at 109 VP/tumor ( ), AdRGD-IL12 at 109 VP/tumor ( ), 
or PBS ( ). At 1 week after treatment, non-adherent splenocytes were prepared from these mice, and 
then were re-stimulated in vitro for 5 days with IFN-γ-stimulated and MMC-inactivated B16BL6 cells. A 
cytolytic assay was performed using B16BL6 cells stimulated with or without IFN-γ, EL4 cells, and 
YAC-1 cells. Likewise, splenocytes from intact mice ( ) were re-stimulated with IFN-γ-stimulated 
B16BL6 cells, and then their cytolytic activity was measured. Each point represents the mean ± SE from 
3 independent cultures using splenocytes prepared from 3 individual mice.
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Fig. 18. B16BL6-specific CTL response in mice injected intratumorally with AdRGD-IL12 or Ad-
IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days 
later, the tumors were injected with Ad-IL12 at 109 VP/tumor ( ), AdRGD-IL12 at 109 VP/tumor ( ), 
or PBS ( ). At 1 week after treatment, non-adherent splenocytes were prepared from these mice, and 
then were re-stimulated in vitro for 5 days with IFN-γ-stimulated and MMC-inactivated B16BL6 cells. A 
cytolytic assay was performed using B16BL6 cells stimulated with or without IFN-γ, EL4 cells, and 
YAC-1 cells. Likewise, splenocytes from intact mice ( ) were re-stimulated with IFN-γ-stimulated 
B16BL6 cells, and then their cytolytic activity was measured. Each point represents the mean ± SE from 
3 independent cultures using splenocytes prepared from 3 individual mice.
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そこで次に、AdRGD-IL12 の腫瘍内投与により誘導される抗 B16BL6 腫瘍効果に寄与するリンパ

球サブセットを同定するために、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体、抗 asialoGM1 抗体を用いた in vivo 

depletion assay を行った (Fig. 19)。 

 

B16BL6 腫瘍に 109 VP の AdRGD-IL12 を投与した際の増殖抑制効果は、CD4+ T 細胞の枯渇で

は全く影響を受けなかったが、CD8+ T 細胞あるいは NK 細胞を枯渇させたマウスにおいては明らか

な腫瘍の増大が認められ、さらに、これら三種類のリンパ球サブセットを全て枯渇させたマウスでは、

抗腫瘍効果がより顕著に抑制された。したがって、AdRGD-IL12 の腫瘍内投与に伴う B16BL6 腫瘍

の増殖抑制においては、NK 細胞と CD8+ CTL が主要なエフェクター細胞として機能することが示さ

れた。 

本節の結果をまとめると、AdRGD-IL12 の投与による抗 B16BL6 腫瘍効果の増強は、腫瘍局所で

効率良く産生された IL-12 が、NK 細胞および B16BL6 特異的 CTL をより効果的に活性化し、強力

な腫瘍免疫を誘導したことに基づくと考えられた。 

 

第四節 小括 

 

これまでに提出された全遺伝子治療臨床研究プロトコールのうち、治療用遺伝子としてサイトカイ

Fig. 19. Determination of immune subsets responsible for B16BL6 tumor regression induced by 
intratumoral administration of AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into 
C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with AdRGD-IL12 at 109

VP/tumor ( ), or PBS ( ). Antibodies, GK1.5 (anti-CD4) alone ( ), 53-6.72 (anti-CD8) alone ( ), 
anti-asialoGM1 alone ( ), or combination of these 3 antibodies ( ), were intraperitoneally injected 
according to the indicated schedule. Depletion of T cell subsets and NK cells was monitored by flow 
cytometry, which showed >90% specific depletion in splenocytes at day 4 after the first antibody 
administration. Each point represents the mean ± SE of 6 mice.
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Fig. 19. Determination of immune subsets responsible for B16BL6 tumor regression induced by 
intratumoral administration of AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into 
C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with AdRGD-IL12 at 109

VP/tumor ( ), or PBS ( ). Antibodies, GK1.5 (anti-CD4) alone ( ), 53-6.72 (anti-CD8) alone ( ), 
anti-asialoGM1 alone ( ), or combination of these 3 antibodies ( ), were intraperitoneally injected 
according to the indicated schedule. Depletion of T cell subsets and NK cells was monitored by flow 
cytometry, which showed >90% specific depletion in splenocytes at day 4 after the first antibody 
administration. Each point represents the mean ± SE of 6 mice.
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ン遺伝子を用いたプロトコールは約 20%を占めており 7)、鋭敏な作用活性を有するものの生体内安定

性に乏しいサイトカインの疾病治療への応用に当たっては、局所での持続的なサイトカイン産生を狙

った遺伝子治療が重要な戦略として位置づけられている。前章の結果から、従来型 Ad の最初の標

的分子である CAR の発現が低いメラノーマ細胞に対しても、AdRGD は極めて効率の良い遺伝子導

入を達成できるベクターシステムであることが明らかとなった。そこで本章では、強力な抗腫瘍活性が

報告されている TNF-αおよび IL-12 の各遺伝子を搭載した AdRGD あるいは従来型 Ad を用いて、

in vivo メラノーマ遺伝子治療における有効性を比較検討するとともに、各サイトカイン発現ベクター

の投与による抗腫瘍効果発現機序を解析した。 

AdRGD-TNFαあるいは AdRGD-IL12 により遺伝子導入したメラノーマ細胞においては、それぞれ

対応する従来型 Ad を適用した細胞と比較して、目的とするサイトカインの極めて高い分泌が認めら

れた。また、あらかじめマウスに生着させた B16BL6 メラノーマ腫瘍内に、これらのサイトカイン発現ベ

クターを投与したところ、108 VP の AdRGD-TNFαあるいは AdRGD-IL12 を投与した腫瘍では、109 

VP の Ad-TNFαあるいは Ad-IL12 を投与した腫瘍と同等のサイトカイン産生が検出された。これらの

結果を反映して、108 VP あるいは 109 VP のサイトカイン発現 AdRGD を投与した B16BL6 腫瘍では、

同用量の従来型 Ad を適用した場合と比較して、より強力な増殖抑制効果が観察され、108 VP の

AdRGD 投与群における抗腫瘍効果は 109 VP の従来型 Ad 投与群で認められた効果に匹敵した。 

さらに、各サイトカイン発現ベクター投与による抗腫瘍メカニズムについて検討したところ、

Ad-TNFαを投与した B16BL6 腫瘍と比較して、AdRGD-TNFαを投与した腫瘍ではより広範な壊死

領域が観察され、AdRGD-TNFαの投与による抗メラノーマ効果の増強は、腫瘍局所で TNF-αが効

率良く発現したことに伴う、より強力な腫瘍血管の崩壊と出血壊死の誘導に基づくことが判明した。

一方、AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 を腫瘍内投与したマウスでは、NK 細胞および B16BL6 特異

的 CTL の細胞傷害活性に増強が認められ、それらの活性亢進は AdRGD-IL12 投与群でより顕著で

あった。また、in vivo depletion assay の結果から、AdRGD-IL12 の腫瘍内投与により誘導される抗腫

瘍効果においては、NK 細胞と CD8+ T 細胞の存在が必須であることも明らかとなり、AdRGD-IL12 の

投与による抗メラノーマ効果の増強は、腫瘍局所で効率良く産生された IL-12 が、NK 細胞および

B16BL6 特異的 CTL をより効果的に活性化し、強力な腫瘍免疫を誘導したことに基づくと考えられ

た。 

以上の検討結果は、AdRGD のメラノーマに対する優れた遺伝子導入効率が、治療用遺伝子とし

てサイトカイン遺伝子を用いた in vivo メラノーマ遺伝子治療の有効性向上と投与ベクター用量の削

減に直結することを示しており、AdRGD がメラノーマ遺伝子治療の開発において非常に有用性の高
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いベクターシステムであることを実証するものである。また、一般に癌細胞は悪性度の進行に伴って、

CAR 発現レベルの減少および従来型 Ad による遺伝子導入効率の低下が報告されており 131)-133)、従

来型Adを用いて癌を対象とした遺伝子治療臨床試験を進める上で考慮すべき問題とされている。さ

らに、多くの癌細胞 (特に固形癌) はαv-integrin 陽性であることを考え合わせると 134)-136)、AdRGD は

メラノーマのみならず、種々の進行癌に対する遺伝子治療においても高い有用性が期待される。 

ところで、従来型 Ad および AdRGD は、高力価のベクター調製が容易であることから、治療の有効

性向上を目的として、高用量のベクターを in vivo 投与することも可能である。確かに、サイトカイン発

現 AdRGD あるいは従来型 Ad を 1010 VP あるいは 1011 VP という高用量で B16BL6 腫瘍内へ投与し

た際には、劇的な腫瘍退縮が観察された。しかしながら、これらのマウスにおいては治療効果の増強

ばかりでなく、ベクター投与後数日間にわたる著しい体重減少を招く結果となり、1010 VP の

Ad-TNFα投与群では突然死する個体も認められた。本系におけるこれら副作用の発現機序は、in 

vivo サイトカイン遺伝子治療の臨床プロトコールを設定する際の重要な情報であると考えられるため、

次章において詳細な解析を行った。 
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第三章 メラノーマに対するサイトカイン遺伝子治療における副作用発現機序の解析と治

療プロトコールの最適化 

 

前章の検討において、メラノーマに対する in vivo サイトカイン遺伝子治療に AdRGD を応用するこ

とによって、従来型 Ad の低い遺伝子導入効率によって制限されていた治療効果を大幅に改善でき

ることが実証され、効果的な治療を達成するための投与ベクター量を 1/10 に削減できることも明らか

となった。しかし一方で、治療効果のさらなる増強を目的としてむやみに高用量のサイトカイン発現

ベクターを腫瘍内投与した場合には、著しい体重減少や突然死といった副作用が誘発され、むしろ

治療の安全性を損なう結果に繋がることが判明した。 

Ad は高力価のベクター調製が容易であることから、in vivo 直接投与も視野に入れた種々の疾患

に対する遺伝子治療への適用が期待され 53）、将来的に最も有用な遺伝子治療用ベクターとなること

を念頭に置いた臨床応用研究が精力的に進められている。しかしながら、米国で実施された嚢胞性

線維症に対する臨床治験などから、Ad を用いた in vivo 遺伝子治療における副作用発現の要因とし

て免疫反応の課題が提起された 137)。Ad を動物個体へ全身投与した際には、三種類の免疫反応の

惹起が知られている 138)-140)。第一に、生体に元来備わっているウイルス感染防御機構による免疫反

応が挙げられ、Ad 粒子を貪食した肝クッパー細胞の活性化などに伴うサイトカイン産生が中心となる。

第二の免疫反応は、ウイルス蛋白質に対する体液性免疫系の活性化であり、抗アデノウイルス抗体

が産生される。第三の免疫反応は、非特異的な転写などによりベクター感染細胞において産生され

た少量のウイルス蛋白質に対して誘導される細胞性免疫系の活性化である。また Toloza ら 141)は、少

量の Ad を慎重に局所投与した場合においても、一部の Ad 粒子の投与部位から循環血中への漏出

を免れないことを報告している。したがって、高用量のサイトカイン発現ベクターの腫瘍内投与に伴う

副作用の発現機序の一つとして、循環血中へと漏出したベクター自身に対する免疫反応に基づく炎

症反応が考えられた (Fig. 20-A)。 

また、TNF-αおよび IL-12 は様々な生理活性を有するサイトカインであり、全身性に大量投与した

場合には免疫担当細胞の過剰な活性化に基づく炎症反応を惹起することが知られている 105)-109),118)。

したがって、腫瘍から漏出した TNF-αあるいは IL-12 発現ベクターが他臓器の細胞に感染し、局所

で持続的にこれらのサイトカインが産生された場合には、免疫担当細胞の集積と組織傷害を伴った

炎症反応が誘導される可能性がある (Fig. 20-B)。あるいは、高用量のベクター投与により腫瘍内で

高濃度に産生された TNF-αまたは IL-12 が循環血中へと漏出し、全身性に持続的に作用すること

に起因する炎症反応も予想された (Fig. 20-C)。 
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これらの仮定を踏まえて、本章ではメラノーマに対する in vivo サイトカイン遺伝子治療の副作用発

現機序を詳細に解析し、AdRGD を用いた最適な治療プロトコールの確立に繋がる基礎的情報の収

集を試みた。また、その結果に基づいて、AdRGD-TNFαと AdRGD-IL12 とを併用することによって、

高い有効性と安全性を兼ね備えた in vivo メラノーマ遺伝子治療が達成できることを示した。 

Fig. 20. Speculative mechanism of adverse effects in B16BL6 melanoma-gene therapy using 
cytokine-expressing Ad or AdRGD. (A): Mechanism on the basis of inflammatory reaction in 
highly Ad- or AdRGD-infected organs due to an immune response to Ad or AdRGD which 
leaked from a tumor into systemic circulation. (B): Mechanism on the basis of inflammatory 
response by the cytokine expressed in various tissues due to infection by Ad or AdRGD 
disseminated from a tumor. (C): Mechanism on the basis of inflammatory response by the 
cytokine produced in a tumor excessively, and leaked into systemic circulation.
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Fig. 20. Speculative mechanism of adverse effects in B16BL6 melanoma-gene therapy using 
cytokine-expressing Ad or AdRGD. (A): Mechanism on the basis of inflammatory reaction in 
highly Ad- or AdRGD-infected organs due to an immune response to Ad or AdRGD which 
leaked from a tumor into systemic circulation. (B): Mechanism on the basis of inflammatory 
response by the cytokine expressed in various tissues due to infection by Ad or AdRGD 
disseminated from a tumor. (C): Mechanism on the basis of inflammatory response by the 
cytokine produced in a tumor excessively, and leaked into systemic circulation.
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第一節 腫瘍内投与した従来型 Ad および AdRGD の循環血中への漏出 

 

目的 

サイトカイン発現ベクターの高用量腫瘍内投与に伴う副作用発現機序を解析する上で、腫瘍から

循環血中へと漏出するベクター量を見積ることが必要とされる。そこで本節では、Luciferase 発現

AdRGD あるいは従来型 Ad をマウスに静脈内投与あるいは腫瘍内投与した際の主要臓器における

遺伝子発現レベルを比較することで、腫瘍から循環血中へのベクター漏出率を評価した。 

 

実験材料 

【試薬】 

5× Cell Culture Lysis Reagent ならびに Luciferase Assay Reagent は Promega より購入した。 

その他の試薬は前章までの実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前章までの実験材料に準じた。 

【動物】 

前章までの実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【RT-PCR 解析】 

C57BL/6 マウスから摘出した脳、肺、心臓、肝臓、脾臓、腎臓の Total RNA を Sepasol-RNA I 

Super を使用して調製し、第一章 第一節の実験方法【RT-PCR 解析】に準じてマウス CAR および

Integrins の RT-PCR 解析を行った。 

尚、本実験における PCR は、CAR ならびに Integrins は 30 サイクル、β-actin は 20 サイクルの条

件でそれぞれ行った。 

【Luciferase 発現ベクターを静脈内投与した際の遺伝子発現解析】 

PBS に懸濁した Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を 108、109 あるいは 1010 VP/100 μl/mouse で、

C57BL/6 マウスに尾静脈内投与した。2 日後、脳、肺、心臓、脾臓、腎臓、肝臓を摘出し、Aprotinin 

(10 μg/ml) と PMSF (100 μM) を含む PBS を用いて 20%ホモジネートを調製した。50 μl のホモジネ

ートと 50 μl の 5× Cell Culture Lysis Reagent を混合し、室温で 15 分間インキュベーションした後、さ

らに 150 μl の水を加えてサンプル溶液とした。10 μl のサンプル溶液に 100 μl の Luciferase Assay 
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Reagent を加えて混合し、ルミノメーター (MINILUMAT LB9506; EG & G BERTHOLD) を用いて

Luciferase 活性 (RLU; relative light units) を測定した。 

【Luciferase 発現ベクターを腫瘍内投与した際の遺伝子発現解析】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を 108、109 あるいは 1010 

VP/50 μl で腫瘍内に投与した。2 日後、腫瘍および肝臓を摘出し、Aprotinin (10 μg/ml) と PMSF 

(100 μM) を含む PBS を用いて 20%ホモジネートを調製した。Luciferase 活性は、上記の方法に準じ

て測定した。 

 

結果および考察 

Luciferase 発現ベクターを全身投与した際の遺伝子発現分布の解析に先立ち、C57BL/6 マウス

の脳、肺、心臓、肝臓、脾臓、腎臓における CAR ならびにαv-、β3-、およびβ5-integrin の mRNA 発現

レベルを RT-PCR 解析により評価した (Fig. 21)。 

CAR mRNA に由来する PCR 産物は、脳および脾臓において若干低レベルであったものの、検討

した主要臓器すべてにおいて検出された。また、各臓器間で発現レベルに多少の違いはあるものの、

αv-、β3-、およびβ5-integrin の mRNA の発現についてもすべての臓器において確認された。AdRGD

および従来型 Ad の標的細胞への感染機序に基づいて考えると、この結果は、循環血中に投与され

たこれらのベクターがほぼ全身性に遺伝子導入できることを示している。 

 

Fig. 21. RT-PCR analysis of CAR, αv-integrin, β3-integrin, and β5-integrin in 
murine major organ. Total RNA was prepared from 6 whole organs, and then 
RT-PCR was performed. To ensure the quality of the procedure, RT-PCR was 
performed on the same samples using specific primers for β-actin.
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Fig. 21. RT-PCR analysis of CAR, αv-integrin, β3-integrin, and β5-integrin in 
murine major organ. Total RNA was prepared from 6 whole organs, and then 
RT-PCR was performed. To ensure the quality of the procedure, RT-PCR was 
performed on the same samples using specific primers for β-actin.
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そこで、C57BL/6 マウスに Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を尾静脈内投与し、2 日後における脳、

肺、心臓、脾臓、腎臓および肝臓における遺伝子発現レベルを測定した (Fig. 22-A)。 

 

Ad-Luc 投与群および AdRGD-Luc 投与群ともに、主要臓器の Luc 活性は投与ベクター量依存的

に上昇し、108 ならびに 109 VP 投与では、心臓以外の全ての臓器において Ad-Luc 投与群よりも

AdRGD-Luc 投与群で高い遺伝子発現が認められた。一方、1010 VP 投与における AdRGD-Luc 投

与群の遺伝子発現レベルは、全ての臓器において Ad-Luc 投与群と同程度であった。Mizuguchi ら

は 139）、3 × 1010 VP という高用量の AdRGD-Luc を尾静脈内投与したマウスの肺、心臓、脾臓、腎臓

および肝臓における 48 時間後の Luc 活性は、同用量の Ad-Luc 投与群よりも低くなることを報告し

ている。また彼らは、in vitro において AdRGD によるマウス赤血球の凝集を確認しており、高用量の

AdRGD を尾静脈内投与した場合、赤血球に結合することによって組織に到達できるベクター量が減

少すると考察している。AdRGD の投与量とマウス赤血球凝集活性の関係について詳細な検討は行

っていないが、おそらく 109 VP 以下の投与量においては AdRGD の組織到達量に及ぼす赤血球凝

集活性の影響は非常に小さく、従来型 Ad とほぼ同量で分布した AdRGD の高い遺伝子導入効率が

発揮された結果、各臓器において従来型 Ad 投与群よりも高い遺伝子発現が達成されたのではない

かと考えられた。 

Fig. 22. Luciferase activity in mice after the intravenous injection (A) or intratumoral injection (B) 
of Ad-Luc or AdRGD-Luc. (A) Ad-Luc and AdRGD-Luc were intravenously injected into C57BL/6 
mice at 108, 109, or 1010 VP in a 100-μl PBS. Two days later, the brain, lung, heart, spleen, kidney, and 
liver were removed, weighed, and homogenized in PBS containing 10 μg/ml aprotinin and 100 μM 
PMSF. (B) C57BL/6 mice were intradermally injected with 2 × 105 B16BL6 cells, and then tumors with 
diameters of 5-7 mm were injected with Ad-Luc and AdRGD-Luc at 108, 109, or 1010 VP in a 50-μl PBS. 
Two days later, the tumor and liver were removed and treated as described above. Luciferase activity in 
the homogenates was determined by a luciferase assay system. All data represent the mean ± SE of 3 (A) 
or 6 (B) experiments. Mean background value of luciferase activity in each organ has been subtracted 
from the data. N.D.: luciferase activity was not detectable.
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Fig. 22. Luciferase activity in mice after the intravenous injection (A) or intratumoral injection (B) 
of Ad-Luc or AdRGD-Luc. (A) Ad-Luc and AdRGD-Luc were intravenously injected into C57BL/6 
mice at 108, 109, or 1010 VP in a 100-μl PBS. Two days later, the brain, lung, heart, spleen, kidney, and 
liver were removed, weighed, and homogenized in PBS containing 10 μg/ml aprotinin and 100 μM 
PMSF. (B) C57BL/6 mice were intradermally injected with 2 × 105 B16BL6 cells, and then tumors with 
diameters of 5-7 mm were injected with Ad-Luc and AdRGD-Luc at 108, 109, or 1010 VP in a 50-μl PBS. 
Two days later, the tumor and liver were removed and treated as described above. Luciferase activity in 
the homogenates was determined by a luciferase assay system. All data represent the mean ± SE of 3 (A) 
or 6 (B) experiments. Mean background value of luciferase activity in each organ has been subtracted 
from the data. N.D.: luciferase activity was not detectable.
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また、遺伝子発現分布については、従来型 Ad による遺伝子導入が CAR 依存性であるにも関わら

ず、各臓器における CAR mRNA の発現レベル (Fig. 21) と Luc 活性レベル (Fig. 22-A) との間に

は特に相関は認められず、Ad-Luc 投与群および AdRGD-Luc 投与群ともに、総 Luc 活性のうち 99%

以上が肝臓で検出された。肝臓は、CAR およびαv-integrins を十分に発現していることに加えて、脈

管構造に直径 100 nm 程度の Fenestra が存在するため 143),144)、Ad の容易な組織内浸透と広範な感

染が予想される。また最近、ファイバーシャフトに存在する KKTK (Lys-Lys-Thr-Lys) からなるヘパ

リン結合ドメインが、Ad の肝集積性に寄与していることも明らかとされた 145)。これらの理由から、

AdRGD あるいは従来型 Ad を腫瘍内投与した際に循環血中に漏出するベクター量、ならびに漏出

ベクターの組織傷害性および遺伝子発現に伴う二次的な毒性は、肝臓における遺伝子発現強度お

よび病理学的所見を指標に判断することが妥当であろうと考えられた。 

そこで次に、C57BL/6 マウスにあらかじめ接種した B16BL6 腫瘍内に Ad-Luc あるいは

AdRGD-Luc を投与し、2 日後の腫瘍ならびに肝臓における Luc 活性を測定した (Fig. 22-B)。 

各ベクター投与群ともに腫瘍において投与量依存的な遺伝子発現の上昇が認められたが、それ

に伴って肝臓における Luc 活性も上昇し、投与量増大に伴って腫瘍から循環血中に漏出するベクタ

ー量も増加することが明らかとなった。また、腫瘍における Luc 活性に対する肝臓における Luc 活性

の比を算出したところ、いずれの投与量においても AdRGD-Luc 投与群のほうが Ad-Luc 投与群より

も低値を示した (Fig. 23)。これは、AdRGD が CAR 低発現メラノーマ細胞へ効率良く感染できること

に伴い、血中へ漏出するベクター量を抑えら

れることを示唆しており、メラノーマ遺伝子治療

における AdRGD の有用性を支持するものであ

る。 さらに、Fig. 22-A と Fig. 22-B を比較する

と、Ad-Luc あるいは AdRGD-Luc を 1010 VP で

腫瘍内投与した際の肝臓での Luc 活性が、各

ベクターを 108 VP で尾静脈内投与した時の肝

臓での Luc 活性とほぼ同レベルとなっている。

すなわち、1010 VP で腫瘍内投与された両タイ

プのベクターは、その約 1%が循環血中へと漏

出することが判明した。 

 

Fig. 23. The ratio of luciferase activity of liver to 
luciferase activity of tumor in mice injected 
intratumorally with Ad-Luc or AdRGD-Luc.
Each ratio was calculated from raw data in Fig. 22.
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第二節 サイトカイン発現 AdRGD の高用量腫瘍内投与における副作用発現機序 

 

目的 

本節では、Ad-Luc、AdRGD-Luc あるいは AdRGD-TNFαを静脈内投与したマウスの肝臓病理組

織像、ならびに Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを腫瘍内投与したマウスの肝臓病理組織像を比

較することにより、腫瘍から循環血中へと漏出したベクター自身に対する免疫反応に起因する組織

傷害 (Fig. 20-A)、漏出ベクターにより遺伝子導入された他臓器からのサイトカイン産生に起因する

組織傷害 (Fig. 20-B)、あるいは腫瘍内で高濃度に産生されたサイトカインが循環血中へと漏出し、

全身性に作用することに起因する組織傷害 (Fig. 20-C) のそれぞれの可能性を検討した。また、高

用量のサイトカイン発現ベクターを腫瘍内投与したマウスにおける血中サイトカイン濃度と体重変化

との相関を解析し、副作用発現に関与する主な要因を考察した。 

 

実験材料 

【試薬】 

Mouse IFN-γ ELISA Kit は Biosource International より購入した。 

その他の試薬は前節までの実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前節までの実験材料に準じた。 

【動物】 

前節までの実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【肝臓病理組織像観察】 

PBS に懸濁した Ad-Luc (1010 VP)、AdRGD-Luc (1010 VP)、あるいは AdRGD-TNFα (109 VP) を

100 μl/mouse で C57BL/6 マウスに尾静脈内投与した。また別に、C57BL/6 マウスの腹部皮内に

B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径が 5～7 mm に達した時点で、PBS

に懸濁した Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 1010 VP/50 μl で腫瘍内に投与した。ベクター投与 2

日後にこれらのマウスの肝臓を摘出し、10%中性緩衝ホルマリンによる組織固定処理を行った後、パ

ラフィンブロックに包埋した。5 μm の組織切片を作製し、HE 染色した標本の病理組織学的観察およ

び所見をアプライドメディカルリサーチに依頼した。 
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【血中サイトカイン濃度の測定】 

PBS に懸濁したサイトカイン発現ベクターを種々の VP で C57BL/6 マウスに尾静脈内投与した。ま

た別に、C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の

長径が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁したサイトカイン発現ベクターを種々の VP で腫瘍内

に投与した。これらのマウスから経日的に採血し、遠心分離により得られた血清に 10 mM EDTA と

100 μg/ml Aprotinin を含む PBS を 1/9 容添加した。血清中 TNF-α、IL-12 あるいは IFN-γの濃度

は、それぞれ ELISA により定量した。 

 

結果および考察 

腫瘍から漏出したベクター自身による組織傷害性を評価する目的で、Ad-Luc あるいは

AdRGD-Luc を 1010 VP で尾静脈内投与したマウスの 2 日後における肝臓病理組織像を観察した 

(Fig. 24-B,C)。その結果、高用量のベクターを全身性に投与したにもかかわらず、intact なマウス 

(Fig. 24-A) と比較して目立った肝組織傷害は認められなかった。また、1010 VP で腫瘍内投与した

際に漏出が予想されるベクター量の 10 倍にあたる 109 VP の AdRGD-TNFαを静脈内投与した際に

も、肝臓の組織像に異常は認められなかった (Fig. 24-D)。これらの結果は、Fig. 20 で仮定した副作

用発現機序の (A) および (B)、すなわち腫瘍内から循環血中へと漏出したベクター自身に対する

免疫反応、あるいは遺伝子導入された他臓器からのサイトカイン産生に基づく炎症反応が、副作用

の発現に大きく寄与しないことを示している。一方、Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 1010 VP で

腫瘍内投与したマウスの肝臓においては、空胞化や好酸体の出現、壊死につながる核の異常など

著しい肝組織傷害が認められ (Fig. 24-E,F)、さらに、多くの消化器官で外見的に明らかな組織変

性が観察された。この結果から、高用量のサイトカイン発現ベクターを腫瘍内投与した際に認められ

る著しい体重減少は、腫瘍から漏出した高濃度のサイトカインが全身性に作用したことに起因すると

推察された。 
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Fig. 24. Hematoxylin and eosin staining of paraffin-embedded liver sections (original 
magnification, ×600). Intact C57BL/6 mice were intravenously injected with 1010 Ad-Luc (B), 
1010 AdRGD-Luc (C), or 109 AdRGD-TNFα (D). Mice with an intradermal B16BL6 tumor (5-7 
mm in diameter) were intratumorally injected with 1010 Ad-TNFα (E) or 1010 AdRGD-TNFα
(F). Liver was removed from these mice on day 2 after Ad-treatment and from intact mice (A), 
placed in neutral 10% formalin/PBS, and embedded in paraffin. Sections (5 μm) were prepared 
for hematoxylin and eosin staining and histopathological examination.
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magnification, ×600). Intact C57BL/6 mice were intravenously injected with 1010 Ad-Luc (B), 
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そこで、1010 VP の Ad-TNFαまたは AdRGD-TNFαを腫瘍内投与したマウスの血中 TNF-α濃度と

体重を経日的に測定したところ、各ベクター投与群間で異なるプロファイルを示した (Fig. 25-A,B)。 

 

AdRGD-TNFα投与群では、投与後早期に血中 TNF-α濃度の上昇と体重減少が観察され、2 日

目には血中 TNF-α濃度の低下と体重の回復が認められた。一方、Ad-TNFα投与群では、投与 1 日

後における血中 TNF-α濃度は AdRGD-TNFα投与群よりも低値であったものの、2 日目にはそのレ

ベルが上昇し、それに伴って体重が減少し続けた。この両者の違いは、各ベクターのメラノーマに対

する TNF-α遺伝子導入効率の差を反映した結果であることが、経日的な腫瘍病理組織像の観察 

(Fig. 15) から推察できた。すなわち、メラノーマ細胞への遺伝子導入効率に優れる AdRGD-TNFα

を投与した腫瘍では、多くの細胞から速やかな TNF-α分泌が達成されることにより広範囲に出血壊

死が誘発され、結果として TNF-α産生細胞数の減少を来たす。これに対して、Ad-TNFαの腫瘍内

投与では、AdRGD-TNFα投与ほど広範な腫瘍壊死には至らず、残存する Ad 感染細胞から TNF-α

が産生され続けるために血中 TNF-α濃度が高く維持されたと考えられた。さらに、血中 TNF-α濃度

と体重減少の関係を最小二乗法で解析したところ、相関係数 (R) = 0.938 という極めて良好な相関

Fig. 25. TNF-α level in blood and body weight change upon intratumoral administration of 
Ad-TNFα or AdRGD-TNFα at 1010 VP. B16BL6 cells were intradermally inoculated into 
C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. The tumors (5-7 mm in diameter) were injected with Ad-
TNFα or AdRGD-TNFα at 1010 VP. (A) TNF-α concentration in blood collected from the tail vein 
was measured using the human TNF-α ELISA kit. (B) Relative body weight was calculated by the 
following formula: (relative body weight) = (body weight after Ad-treatment) / (body weight 
before Ad-treatment). Each point represents the mean ± SE of 6 mice. (C) Body weight reduction 
was plotted against the TNF-α levels in blood from all examined mice. The regression line was
calculated by the least-squares method.
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Ad-TNFα or AdRGD-TNFα at 1010 VP. B16BL6 cells were intradermally inoculated into 
C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. The tumors (5-7 mm in diameter) were injected with Ad-
TNFα or AdRGD-TNFα at 1010 VP. (A) TNF-α concentration in blood collected from the tail vein 
was measured using the human TNF-α ELISA kit. (B) Relative body weight was calculated by the 
following formula: (relative body weight) = (body weight after Ad-treatment) / (body weight 
before Ad-treatment). Each point represents the mean ± SE of 6 mice. (C) Body weight reduction 
was plotted against the TNF-α levels in blood from all examined mice. The regression line was
calculated by the least-squares method.
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が得られ (Fig. 25-C)、Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 1010 VP で腫瘍内投与した際の副作用

発現は、腫瘍局所で高濃度に産生された TNF-αの全身循環血中への漏出が主要な原因となって

いることが強く示唆された。尚、Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 108 または 109 VP で尾静脈内投

与あるいは腫瘍内投与したマウスにおいては、血中 TNF-α濃度は検出限界以下であり、体重減少

も認められなかった。 

以上の結果を総合すると、高用量の TNF-α発現ベクターを腫瘍内投与したマウスでは、腫瘍から

漏出した高濃度の TNF-αにより全身性に炎症反応が惹起され、これにより誘発された多臓器不全に

よって著しい体重減少や突然死に至ることが強く示唆された。 

同様に、高用量の Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を腫瘍内投与したマウスにおける血中 IL-12

濃度と体重の経日変化を解析した (Fig. 26-A,C)。 

 

各ベクターを 1011 VP で投与した 1 日後における血中 IL-12 濃度は 6～10 ng/ml という高値を示

すものの、その後速やかに消失し、体重減少がピークを迎える 5 日目には約 0.2 ng/ml にまで減少し

ていたことから、血中IL-12濃度の上昇は体重減少の直接的な要因とはなっていないものと考えられ

た。そこで、IL-12 の作用により産生誘導が起こると予想された IFN-γの血中濃度を測定したところ、

体重減少と血中 IFN-γ濃度のパターンには、極めて高い相関性が認められた (Fig. 26-B,C)。尚、

Ad-IL12 あるいは AdRGD-IL12 を 1010 VP で尾静脈内投与したマウスおよび 108 または 109 VP で腫

Fig. 26. IL-12 level in blood (A), IFN-γ level in blood (B), and body weight change (C)  upon 
an intratumoral administration of Ad-IL12 or AdRGD-IL12 at 1010 or 1011 VP. B16BL6 
cells were intradermally inoculated into C57BL/6 mice at 2 × 105 cells/mouse. The tumors (5-7 
mm in diameter) were injected with Ad-IL12 ( ; 1010, or ; 1011 VP/tumor), AdRGD-IL12 ( ; 
1010, or ; 1011 VP/tumor), or PBS ( ). IL-12 (A) and IFN-γ (B) concentration in blood 
collected from the tail vein was measured using the murine IL-12 ELISA kit and murine IFN-γ
ELISA kit, respectively. (C) Relative body weight was calculated by the following formula: 
(relative body weight) = (body weight after Ad-treatment) / (body weight before Ad-treatment). 
Each point represents the mean ± SE of 5 mice.
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mm in diameter) were injected with Ad-IL12 ( ; 1010, or ; 1011 VP/tumor), AdRGD-IL12 ( ; 
1010, or ; 1011 VP/tumor), or PBS ( ). IL-12 (A) and IFN-γ (B) concentration in blood 
collected from the tail vein was measured using the murine IL-12 ELISA kit and murine IFN-γ
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瘍内投与したマウスにおいては、IL-12とIFN-γの血中濃度は検出限界以下であり、体重減少も認め

られなかった。したがって、IL-12 発現ベクターを高用量で腫瘍内投与した場合の体重減少は、腫瘍

内で高濃度に産生された IL-12 が血中へ漏出し、二次的に産生誘導された内因性 IFN-γの作用に

基づく全身性の炎症反応により引き起こされることが強く示唆された。 

 

第三節 AdRGD-TNFαと AdRGD-IL12 の併用による抗腫瘍効果の増強と副作用の軽減 

 

目的 

本研究のサイトカイン遺伝子治療モデルにおいて、血中サイトカイン濃度の上昇とそれに伴う体重

減少を引き起こすことなく有効な抗腫瘍効果を示す AdRGD-TNFαおよび AdRGD-IL12 の‘limiting 

dose’は、ともに 109 VP であった。このベクター用量以下で、さらなる抗腫瘍効果の増強を達成しつ

つ副作用の発現を抑制するためには、抗腫瘍メカニズムの異なる TNF-αと IL-12 とを腫瘍内に共発

現させるアプローチが有効であろうと考えた。そこで本節では、B16BL6 腫瘍内に AdRGD-TNFαと

ADRGD-IL12 を併用投与した際の腫瘍増殖抑制効果を、各ベクターを単独投与した場合と比較検

討した。 

 

実験材料 

【試薬】 

前節までの実験材料に準じた。 

【培養細胞】 

前節までの実験材料に準じた。 

【動物】 

前節までの実験材料に準じた。 

 

実験方法 

【in vivo サイトカイン遺伝子治療実験】 

C57BL/6 マウスの腹部皮内に B16BL6 細胞を 2 × 105 cells/50 μl/mouse で接種し、腫瘍の長径

が 5～7 mm に達した時点で、PBS に懸濁した AdRGD-TNFαあるいは AdRGD-IL12 を 109 VP/50 μl

で腫瘍内に投与した。また、併用投与群については、AdRGD-TNFαおよび AdRGD-IL12 を 5 × 108 

VP ずつ (Total 109 VP) あるいは 109 VP ずつ (Total 2 × 109 VP) 混合して腫瘍内投与した。コント
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ロール群には 50 μl の PBS を腫瘍内投与した。経日的に体重ならびに腫瘍径を測定し、腫瘍体積は

第二章 第二節の Janik ら 124)の式に従って算出した。 

尚、腫瘍接種後 90 日目において腫瘍の生着が認められない個体を完全治癒とした。 

 

結果および考察 

AdRGD-TNFαと AdRGD-IL12 を 5 × 108 VP ずつ混合して腫瘍内投与したところ、各ベクターを単

独で 109 VP 投与した群と比較して抗腫瘍効果の増強が認められた (Fig. 27-A)。さらに、それぞれ

109 VP の AdRGD-TNFαと AdRGD-IL12 を併用投与した場合には、全例において完全治癒が達成

されるという極めて強力な抗腫瘍効果が観察された。また、これら併用群において、顕著な体重減少

は認められなかった (Fig. 27-B)。 

 

以上の結果より、メラノーマに対するサイトカイン遺伝子治療において、作用機序の異なるサイトカ

インを発現する複数の AdRGD の併用が、副作用発現を抑制しつつ有効性の向上を達成しうる治療

プロトコールとして有望であることが明らかとなった。 

 

第四節 小括 

 

Ad は増殖停止期 (G0/G1 期) の組織細胞にも非常に高い遺伝子導入効率を有することから、

Fig. 27. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change in response to a combination of 
AdRGD-TNFα and AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 
mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with 109 AdRGD-TNFα alone 
( ), 109 AdRGD-IL12 alone ( ), combination of 5 × 108 AdRGD-TNFα and 5 × 108 AdRGD-
IL12 ( ), combination of 109 AdRGD-TNFα and 109 AdRGD-IL12 ( ), or PBS ( ). The tumor 
volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point represents the 
mean ± SE of 3-6 mice.
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Fig. 27. Anti-B16BL6 tumor effect and body weight change in response to a combination of 
AdRGD-TNFα and AdRGD-IL12. B16BL6 cells were intradermally inoculated into C57BL/6 
mice at 2 × 105 cells/mouse. Six days later, the tumors were injected with 109 AdRGD-TNFα alone 
( ), 109 AdRGD-IL12 alone ( ), combination of 5 × 108 AdRGD-TNFα and 5 × 108 AdRGD-
IL12 ( ), combination of 109 AdRGD-TNFα and 109 AdRGD-IL12 ( ), or PBS ( ). The tumor 
volume (A) and body weight (B) were determined three times a week. Each point represents the 
mean ± SE of 3-6 mice.
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種々の疾患に適用する in vivo 遺伝子治療用ベクターとしてその有用性が大いに期待されている。し

かしながら、Ad はウイルスベクターであることから抗原性の問題は拭い去れず、有効性を増強する目

的で Ad を in vivo 大量投与した場合には、ウイルス蛋白質に対する免疫応答が強力に惹起され、重

篤な副作用を引き起こす可能性が懸念される。1999 年には、米国ペンシルバニア大学・ヒト遺伝子

治療研究施設で行われた Ad を用いたオルニチントランスカルバミラーゼ欠損症に対する遺伝子治

療臨床研究において、18 歳の男性患者がベクター投与後 4 日目に一過性ウイルス血症により死亡

した事件が明らかになった 146),147)。このニュースは、遺伝子治療臨床研究の適正な発展に必要とされ

る慎重な対応への警鐘となったとともに、ある種の疾患に対して十分な臨床的効果を期待するには、

治療の安全性を損なう結果に繋がる大量投与を余儀なくされるという現在のAdの機能限界を浮き彫

りにした。現在、Ad 投与に伴う免疫反応を抑制するためのアプローチがいくつか試みられているが

148)-154)、抗原となる Ad の投与量を低く抑えることは、最も簡便な打開策の一つであろう。すなわち、前

章で示したとおり、メラノーマを対象とした in vivo 遺伝子治療における有効性の向上と投与ベクター

量の削減を一挙に達成しうる AdRGD は、より安全性に優れた遺伝子治療プロトコールの確立に不

可欠なベクターシステムであると言える。しかし、本研究の in vivo サイトカイン遺伝子治療モデルで

は、メラノーマへの遺伝子導入効率に極めて優れる AdRGD の腫瘍局所投与においてさえ、ベクタ

ー投与量が 1010 VP を超えた場合には著しい体重減少や突然死といった副作用の発現を招き、さら

なる有効性の増強を狙った治療プロトコールの実現を阻む障壁となった。したがって、高い有効性と

安全性を兼ね備えた in vivo 遺伝子治療を達成するためには、優れた遺伝子導入用ベクターの開発

とともに、副作用の発現を制御するために必要とされる情報を収集することが重要であると考えられ

た。 

本系における副作用発現については、腫瘍内投与したベクターが循環血中へと漏出し、(1) 他臓

器に感染したベクター自身に対する免疫反応に起因する機序、 (2) 遺伝子導入された他臓器から

のサイトカイン産生に起因する機序、あるいは (3) 腫瘍内で高濃度に産生されたサイトカインが循環

血中へと漏出し、全身性に作用することに起因する機序、が予想された。そこでまず、腫瘍内に投与

した AdRGD あるいは従来型 Ad の循環血中への漏出率を評価したところ、in vivo サイトカイン遺伝

子治療実験で副作用発現が確認された 1010 VP 投与においては、両タイプのベクターともに投与量

の約 1% (108 VP) が腫瘍から循環血中に漏出することが明らかとなった。しかし、1010 VP の

AdRGD-Luc あるいは Ad-Luc を静脈内投与したマウスの肝臓病理組織像、および 109 VP の

AdRGD-TNFαを静脈内投与したマウスの肝臓病理組織像に異常は認められなかったことから、前

述の予想された副作用発現機序の (1) と (2)、すなわち腫瘍から漏出したベクターに起因する組織
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傷害および他臓器でのサイトカイン遺伝子発現に伴う二次的な毒性、はほとんど関与していないこと

が判明した。一方、Ad-TNFαあるいは AdRGD-TNFαを 1010 VP で腫瘍内投与したマウスの肝臓に

おいては著しい組織変性が観察され、さらにこれらのマウスの血中 TNF-α濃度と体重減少率との間

には極めて良好な相関が認められた。また、高用量の AdRGD-IL12 あるいは Ad-IL12 を腫瘍内投

与した際に認められた体重減少は、腫瘍から循環血中へと漏出した IL-12 の作用によって二次的に

産生誘導された高濃度の内因性 IFN-γに起因することが強く示唆された。 

以上の検討結果を総合すると、サイトカイン発現ベクターの腫瘍内投与による in vivo 遺伝子治療

においては、ベクター用量の増加に伴って腫瘍内で産生されたサイトカインの循環血中への漏出量

が増大し、一過性とはいえ全身性に高濃度に分布したサイトカインは、その多様な作用によって組

織変性や体重減少などの重篤な副作用を発現する要因となることが明らかとなった。これは、分泌型

生理活性物質の作用機構に基づいた遺伝子治療全般において、高い遺伝子導入・発現効率を達

成するためにむやみに高用量のベクターを適用することは、治療効果の増強ばかりでなく、かえって

副作用の顕著な増大を招くという警告を与えており、高濃度の生理活性物質が全身循環血中へと移

行することを防ぐためには投与ベクター量の慎重な escalation trial、すなわち risk/benefit 比を考慮

した厳密な limiting dose の設定、に大きな注意を払う必要があると考えられた。 

本研究のサイトカイン遺伝子治療モデルにおいて、血中サイトカイン濃度の上昇とそれに伴う体重

減少を引き起こすことなく有効な抗腫瘍効果を示す AdRGD-TNFαおよび AdRGD-IL12 の limiting 

dose は、ともに 109 VP であった。今後、in vivo サイトカイン遺伝子治療の開発研究を適正に進めて

いくには、このような limiting dose の設定が極めて重要であると思われ、安全性を確保しつつさらなる

有効性の向上を達成するためには、単一のサイトカイン発現ベクターによる治療効果のみに頼るの

ではなく、種々の治療法との併用効果に関する検討も必要であろうと考えられた。そこで、

AdRGD-TNFαおよび AdRGD-IL12 を limiting dose 以下で併用投与するアプローチを試みたところ、

マウスの体重減少を伴うことなく、各ベクター単独投与群よりも強力な抗腫瘍効果が発揮された。本

結果と同様に他の研究グループからも、サイトカイン遺伝子治療において単一のサイトカイン遺伝子

発現だけでは十分な治療効果が得られない場合、作用機序の異なる複数のサイトカイン遺伝子を併

用することにより相乗的な効果増強が達成できることが報告されている 155)-157)。したがって、今後のサ

イトカイン遺伝子治療の開発においては、単一のサイトカイン発現ベクター投与による有効性および

安全性を検討することはもちろんのこと、適用疾患に応じて複数のサイトカイン発現ベクターの併用

も視野に入れた探索を進めることで、有効性と安全性の両面に優れた治療法の確立が可能であると

考える。 
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結 論 

 

AdRGD のメラノーマに対する遺伝子導入効率の評価、およびマウス B16BL6 メラノーマモデルに

おけるサイトカイン発現AdRGDを用いた遺伝子治療の有効性評価ならびに副作用発現機序の解析

を行い、以下の結論を得た。 

 

1) 従来型Adを用いた遺伝子導入に対するメラノーマ細胞の抵抗性が、Ad感染受容体であるCAR

の低発現に起因することを明らかとした。 

 

2) ファイバー領域に RGD ペプチド配列を挿入したαv-integrin 指向性 AdRGD を適用することで、メ

ラノーマ細胞 (in vitro) ならびに腫瘍 (in vivo) への極めて効率の良い遺伝子導入・発現に成

功した。 

 

3) メラノーマに対するサイトカイン遺伝子治療に AdRGD を適用することにより、従来型 Ad を適用し

た場合と比較して、投与ベクター量の削減と有効性の向上が達成できることを明らかとした。 

 

4) 高用量のサイトカイン発現従来型 Ad あるいは AdRGD を腫瘍内投与した際の副作用発現には、

腫瘍から循環血中へ漏出したベクター (投与量の約 1%) の影響はほとんど認められず、腫瘍内

で過剰に産生されたサイトカインの全身性作用が深く関与することを明らかとした。 

 

5) AdRGD-TNFαと AdRGD-IL12 を併用することにより、副作用を発現しないベクター用量で抗腫

瘍効果の増強が達成された。 

 

これらの研究成果は、AdRGD がメラノーマ遺伝子治療の開発において非常に有用性の高いベク

ターシステムであることを実証するものである。また、サイトカイン遺伝子治療においては risk/benefit

比を考慮した慎重なベクター用量設定が不可欠であること、および複数のサイトカイン発現ベクター

の併用というアプローチが高い有効性と安全性を備えた治療プロトコールとなりうるという知見は、今

後のサイトカイン遺伝子治療の開発に貴重な基礎的情報を提供するものと考える。 
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