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要旨

一日中医学協会助成事業一

サイトカイン遺伝子、自殺遺伝子を用いた癌に対する遺伝子治療

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

単保恩

河北医科大学第四医院科研中心

千葉県がんセンター病理研究部

部長 田川雅敏

鵜飼伸一、余玲、永川博康

難治性腫擦に対して現在有効な治療手段が少なく、その治療成績の向上は大きな課題の一つである。

そこで本研究では、直接的な殺細胞効果を狙う治療戦略のーっとして、腫1嘉融解性のアデノウイルスを

用いて、腫蕩特異的な遺伝子発現に基づく新規遺伝子治療の基礎的開発と、新規サイトカイン

interleukin(IL)-21を用いて生体の防御反応を利用した抗腫蕩効果について検討した。細胞融解能を有

するウイルスのうち、野性型のアデノウイルス(5型)は強力な融解能を保持しているため、このウイ

ルスの初期応答遺伝子の一つである EIA遺伝子を腫療においてのみ発現させれば、腫蕩特異的に細胞

融解をおこす可能性のあるウイルスとなることが想定される。この腫蕩特異的発現のために、本研究で

は、正常組織においてはほとんど発現がなく、多くの消化器がん等で高発現をみるミッドカイン遺伝子

のプロモーターを利用した。同プロモーターを EIA遺伝子の直前に挿入した組換えアデノウイルスを

作成し、その殺細胞効果をインピトロで検討した。その結果、このウイルスの正常細胞における殺細胞

効果は比較的低かったが、ヒト肝がん細胞における効果は極めて高いものであった。また、本アデノウ

イルスの増殖も正常細胞より腫蕩細胞の方が充進し、腫擦を特異的に融解しうると考えられた。また、

マウス由来の IL-21遺伝子を単離し、レトロウイルスベクターを利用してマウス結腸がん細胞に IL-21

遺伝子を導入した。この遺伝子導入細胞を同系マウスの皮下に接種し、腫1嘉増殖を検討したところ、遺

伝子導入細胞は一度生着するものの、その後腫蕩は完全に消失することが判明した。以上の結果は、消

化器がんを中心とする固形腫癌に対して、腫蕩融解性アデノウイルスおよび IL-21の腫蕩内遺伝子発

現は、遺伝子治療として有用であることを示唆している。

Key Words 遺伝子治療、アデノウイルス、サイトカイン、 IL-21

緒言:

肝がん、食道がんなどの消化器固形腫療は本邦ならびに中国においてその頻度が高く、その早期診断

法、有効な治療法の確立にむけての努力は現在もなお必要である。近年のバイオサイエンスの進捗に基

づく新規治療法のーっとしての遺伝子治療は、難治性腫寝の治療成績の向上に大きく寄与する可能性が

あると考えられ、いくつかの治療法について米国を中心に臨床試験研究が現在実施されている。そこで

本研究では、直接的な殺細胞効果を狙う将来の治療戦略のーっとして、腫癒融解性のアデノウイルス

( 1 )を用いて、腫揚特異的な遺伝子発現に基づく新規遺伝子治療の基礎的な抗腫蕩効果について検討

することにした。野性型のアデノウイルス(5型)は強力な細胞融解能があり、感染細胞よりウイルス

を放出させ最終的にこの細胞を死滅させることが可能である。このウイルスの初期応答遺伝子産物の一

つである EIA蛋白は、感染細胞における細胞周期の S期への移行等をはじめ、感染性ウイルス産生過

程の最初で直接的なスイッチを入れる働きをしている。従って、隠蕩においてのみ EIA蛋白が発現さ

せることができれば、腫蕩特異的な融解性アデノウイルスとなることが期待される。この腫蕩特異的発

現のために、本研究では 604-bpのミッドカイン遺伝子のプロモーターを利用した(2、3)。ミッド

カインは胎生期の中枢神経系等で発現を認める分泌蛋白で、その生物学的機能は未だ明確ではない。し
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かし、この遺伝子は多くの消化器がん(大腸がん、肝がん、食道がん)等で高額度かつ高発現が認めら

れる特徴を有している (4、5)。一方、大人の正常組織では小脳歯状核、肺に弱く発現を認めるのみ

で、その発現様式の随蕩特異性は極めて高い。またそのプロモーターの転写活性化能も SV40のプロモ

ーターや、既存の c-erbB-2やアルファーフェトプロテインのプロモーターよりもはるかに強力である

ことが明らかになっている。そこで、ミッドカインプロモーターを用いて E1A遺伝子の発現を制御し

うる組換えアデノウイルスを作成し、その抗腫療効果を検討することにした。

また難治性腫擦のコントロールには、生体の免疫応答を利用した治療も重要である。この抗腫揚効果

の主体をなすのは、腫嬉特異的な細胞傷害性 T細胞である。最近一部の消化器腫擦で腫蕩抗原ペプチ

ドが同定され、免疫応答を利用したがん治療の可能性が示唆されている。しかし、腫蕩抗原ペプチドの

同定には細胞傷害性 T細胞株の樹立をはじめとする多くの手技が伴い、また主要組織適合抗原 (MHC)

拘束性によって、同定されたペプチドもその応用範囲が限定されることが想定される。一方抗!陸揚効果

を担う細胞性免疫応答にはガンマインターフエロン、インターロイキンー 2 (IL-2)を分泌する Th1タ

イプのへルパー T細胞の活性化が必須である(6 )。また主にクラス I抗原陰性の腫蕩等に対して傷

害活性を有し広範な生体防御作用を司るナチュラルキラー細胞も、その重要性が再認識されている。そ

こで本研究では末梢の活性化へルパーT細胞より分泌される新規サイトカイン遺伝子IL-21に着目し、

その抗腫蕩活性を検討しようとした。 IL-21受容体は T、B細胞およびナチュラルキラー細胞に限定さ

れ、末梢の活性化 T細胞、さらにナチュラルキラー細胞の増殖に関与し、ナチュラルキラー細胞の殺

細胞効果を増強することがインピトロの実験によって示されている(7 )。そこでこの IL-21遺伝子

を腫寝細胞に発現させ、腫蕩局所より分泌される IL-21が、腫蕩周囲に集積する細胞傷害性 T細胞や

ナチュラルキラー細胞を活性化し、最終的に生体の免疫応答を活性化しうるかどうかを検討した。

対象と方法:

1 )組換えアデノウイルスの作成

ミッドカインプロモーターを Roclriguezの方法(8 )にしたがって、アデノウイルスの塩基配列 522

番目の位置に挿入した。すなわち MicrobixBiosystems社の pXC.1を用いて、 522番目に制限酵素部

位 Age1を作成し、この部位に 604-bpのミッドカインプロモーター領域を組み入れた後、 293細胞に

pBHGE3 (Microbix Biosystems社)と共に遺伝子導入した。生じたプラークよりアデノウイルスを

回収し、 293細胞を用いてウイルスを増幅させた。

2 )細胞傷害性試験

96穴プレートを用いて培養したヒト正常繊維芽細胞 (HFF)とヒト肝がん細胞 (HuH-7)に一定量

のアデノウイルスを加えて、さらに 5日間培養した。その後 WST試薬(和光純薬)を加えて、 2-3時

間培養し、 450nmにおける吸光度を測定し、ウイルス非添加群を 100%とて算出した。

3 )ノザンプロット解析

アデノウイルスを multiplicityof infection (moi)=20の条件下で細胞に感染させ、 48時間後に感染

細胞より RNAをTrizolを用いて抽出した。この RNA(20μg)をフォルムアルデハイドを含むアガロ

ースゲルにて電気泳動後、ナイロンフィルターに転写し、 [αー:l2p]clCTPで標識した E1A遺伝子でハイ

ブリダイズさせた。この時glyceralclehycle3-phosphate clehyclrogenase (GAPDH)プロープを RNA

の対照として使用した。またマウス大腸がん細胞 Colon26、およびこの細胞に IL-21遺伝子を導入し

た細胞等より RNAを抽出し、:l2pで標識した IL-21遺伝子でハイプリダイズさせた。この時elongation

factor 1-α(EF-1α)プロープを RNAの対照として使用した。

4) IL-21遺伝子の単離とレトロウイルス発現ベクターの作成

マウス牌臓細胞由来の cDNAより逆転写酵素を利用した polymerasechain reaction法にて IL-21

遺伝子を単離した。このときプライマーとして、 5'-A TTAAAGCTTCTGGTGGCATGGAGAGGAC-3・
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Colon 26 

(5・primer)と 5・-TAGGATCCTGTGTTCTAGGAGAGATGCTG-3・0・primer)を利用した。 IL-21cDNA
をレトロウイルスベクター LXSNに連結させ、これをパッケージング細胞 Psi-2(エコトロピック)さ

らに PA317細胞(アンフォトロピック)に遺伝子導入をおこない、培養上清中にレトロウイルスが分

泌されていることをスロットプロット解析で確認した。

5 )遺伝子導入細胞の作成

PA317細胞培養上清中に含まれるレトロウイルスをポリプレン (Alclrich社)の存在下で

細胞に感染させたのち、 G418(800μg/ml、Gibco社)添加培義液で培養した。 G418薬剤耐性とな

った細胞をクローニングし、これを IL-21遺伝子導入細胞として使用した。

6 )抗腫揚効果の測定

細胞(1x101i個)を BALB/cマウスの皮下に接種して腫擦を形成させ、計時的に腫蕩体積を

径)x (腫蕩短径)2+2という式を用いて算出した。

(腫楊長

結果:

1)腫療融解性アデノウイルスの細胞傷害効果

ミッドカインプロモーターを挿入したアデノウイルス (Acl/MK)を用いて、ヒト正常繊維芽細胞

(HFF)とヒト肝がん細胞 (HuI-l-7)に対する細胞傷害活性を検討した(図 1)。その結果、 Acl/MK

を感染させた正常繊維芽細胞は高濃度のウイルスであっても比較的よく生存したのに対して、 Acl/MK

を感染させた肝がん細胞は低濃度のウイルスでも死滅する割合が高かった。この場合両者の IC;;uの比

較を行うと、 Ad/MKは正常細胞に比較して、肝がん細胞に対しては約 1000倍もの殺細胞効果がある

と考えられた。また他のヒト肝がん細胞を用いても Ad/MKに対する感受性は、 HuH-7細胞と同様に

高かった。

HuH-7 

Parent Ad/WT Ad/MK 

E1A 

HuH-7 

HFF 

一-0-

~・一一100 

75 

50 

(
決
)
時
祉
制
型
嬰
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日》ぷ7芯話必謀、総:~:;，溺主主主r&k~l.総

図2:アデノウイルス感染細胞
における遺伝子発現

25 

。。 100 10 1 0.1 

アデノウイルス添加量 (μl/well)

図1:細胞傷害活性

2)腫痕融解性アデノウイルスの腫療細胞における増殖

野生型のアデノウイルス (Acl/WT)および Ad/MKを一定の moiで HuH-7細胞の感染させた後、

これらの細胞のおける E1A遺伝子の発現を検討した(図 2)。その結果、 E1A発現は Acl/WT、Acl/MK

感染細胞とも大差がなく、非感染の親株 (Parent)では発現を認めなかった。同様に正常繊維芽細胞

HFFにAd/MKを感染させた場合、 E1A遺伝子の発現はほとんど検出されなかった (clatanot shown)。

Ac1/MKを感染させた細胞の RNAでは Acl/WTを感染させた場合に比較して、分子量の大きな E1A

mRNAが検出されたが、 mRNAサイズより判断するにこの転写産物は本来の E1A転写開虫台点から始ま

りMKのゲノム領域を含むものと考えられた。
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3)IL-21遺伝子導入細胞における遺伝子発現

マウス大腸がん細胞 Colon26にレトロウイルスで IL-21遺伝子を導入した細胞 (Colon26/IL-21) 

を薬剤耐性マーカーを用いて作成した。この遺伝子導入細胞をクローニングし IL-21mRNAの発現が

高い 2つのクローンを単離した(IL-21#1および IL-21#2)

導入した細胞を Vectorとして表記した)。

レトロウイルスベクターのみを(図 3、

また主要組織これらの IL-21遺伝子導入細胞のインピトロにおける増殖は親株のそれと変わらず、

適合抗原(トト2Kおよび H-2D)の発現は親株と比較して大差がなかった (clatanot shown)。

Vect 一一『。一ーPar巴nt一-cトー

IL-21#2 IL-21#1 -ー0一一

3000 

2000 

(
的

E
E
)
拠
品
中
憤
盟

IL-21#2 Vector 

IL-21 

EF-1α 

1000 

図3:遺伝子導入マウス大腸がん細胞
おけるIL-21遺伝子の発現

30 10 20 
腫療接種後の日数

図4: IL-21遺伝子導入マウス大腸
がん細胞の抗腫療効果

。。

4) IL-21遺伝子導入による抗腫揚効果

親株、レトロウイルスベクター導入細胞、 Colon26/IL-21細胞を同系マウスである BALB/cマウス

の皮下に接種し、その腫療体積を計時的に測定した(図 4)。その結果、ベクター導入細胞は腫擦を形

成し、その増殖は親株腫蕩の増殖と同じであった。しかし、 Colon26/IL-21細胞は一旦腫療を形成す

るも、しだいに退縮を始め、その後2つのクローン由来の腫療とも完全に消失した。

考察:

腫揚特異的発現に関与する転写調節領域をアデノウイルスの遺伝子発現に利用し、腫傷融解性を持

たせた例としては、本研究以外に前立腺がん特異的な PSAプロモーター(8 )、肝がん特異的な

alpha-fetoproteinプロモーター(9 )、乳がん等で高い発現をみる MUC1(1 0)の転写調節領域を

用いたものがあり、いずれも目的の腫療を効率的に融解することが報告されている。ミッドカインが比

較的広汎な臆療に高い発現を示すことから、同遺伝子のプロモーター領域を組み込んだアデノウイルス

は多くの腫蕩で殺細胞効果を示すことが期待され、この点は今後ともさらなる解析が必要である。また、

cox -2 (cyclooxygenase-2)、テロメラーゼ (telomerase)あるいはサパイピン (survivin)遺伝子な
どの腫蕩特異性の高い遺伝子の転写領域を用いて、 EIA遺伝子の制御に加えて、第二の初期応答遺伝

子である E1B遺伝子の発現を制御する改変型腫蕩融解性アデノウイルスの抗腫蕩効果も、今後検討す

べき課題である。従来より遺伝子導入用とした使用されてきたアデノウイルスは E3領域の欠損株であ

った。今回、腫痕融解性の観点から E3領域の有無と抗腫療効果を検討したところ、多くの細胞株の場

合、 E3領域を含み野生型に近いアデノウイルスの方が、強い抗腫療効果を示した (clatanot shown)。
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この実験結果は Yuらの報告と一致している(1 1 )。本治療法の安全性であるが、投与されたアデノ

ウイルスは、最終的に生体の免疫応答によって排除されるため、持続的なウイルス血症を起すことはな

いことが知られている。したがって局所投与においては、比較的安全に使用可能で、かつ有効な抗腫揚

効果が惹起されると考えられる。本研究とほぼ同様な構築によるアデノウイルスによる臨床試験は、米

国の Calyclol1社(現 Cel1Gel1esys社)が前立腺癌に対して、 PSAプロモーターを使用して実施してお

り、これまでのところ該当ウイルスは安全性が高いことを報告している(1 2)。アデノウイルスは凍

結等で保存が容易であり、化学療法や放射線療法との併用も可能で、内視鏡下、エコーガイド下投与と

いう臨床応用への道が聞かれる可能性を秘めていると考えられる。

本研究の第二の目的は新規サイトカイン IL-21の抗腫療効果であり、隠寝細胞より分泌される IL-21

は、同系マウスにおいて完全に隠擦を拒絶せしめることが可能であることを示した。この場合の抗腫療

効果を担当する細胞であるが、成熟 T細胞を欠くヌードマウスでは Colon26/IL-21腫揚は生着したこ

とから、 T細胞がまず必要であることがわかる。またヌードマウスでの Colol126/IL-21腫揚増殖は親

株腫揚より低下していることから、ナチュラルキラー細胞も関与していると推定される。これらのイン

ビポの抗腫療効果から得られる結果は、インピトロでの解析で判明している IL-21の機能、すなわち

末梢の活性化 T 細胞、ナチュラルキラー細胞の増殖とその殺細胞効果の増強、と一致している。この

ような細胞免疫応答を活性化するサイトカインの遺伝子を腫療に発現させる治療法は、個々の腫癌抗原

の特異性や患者個人の:¥4HCを考慮する必要がなく、より広範な腫擦を対象とすることが可能と思われ

る。
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