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1 .助成金額. 600000円

2. 研究テーマ

がんの標的化治療

3. 成果の概要(印字程度)

ras特異的なVAI変異型アデノウイルスは、その作製を終え、現在、東北大学の外科(砂村

ら)並びに東大医科研外科(佐々木ら)との共同研究が始まり、進展が期待されます。ま
た、李さんが作製したZ33シリーズのアデノウイルスAx3CAUP-FZ33をErbB2抗体と併用し

た場合の卵巣癌に対する効果は、すばらしいものになりました。従来ほとんど遺伝子導入
できなかったヒト卵巣癌細胞に対し、ほとんど100%の遺伝子導入を達成し、従来に比し

て5FUの治療効果を200倍高めることに成功しました。今論文を求める中です。

4.研究業績

(1)学会における発表 ⑧ 有(学会名・演題)

(2)発表した論文 ぐさD 有(雑誌名・題名)
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ー日中医学協会助成事業ー

抗E巾82抗体による卵巣癌及び乳がんに対して変異型アデノウイルスadv-FZ33の標的化治療

の検討

研究者氏名 李栄

中国庁属機関 中国吉林創車競陥持癌科

日;材腕樹調 日本酎凶腿科大学分子医学事腕部門

指導責任者 謝受漬田洋文

共同R究者名 中村公則

要旨

がんの遺伝子治療を考える場合に最も大切になってくるのが、がんの樹靴、すなわち腫癌細胞だけを周囲の正
常細胞とどうやって区別するかという課窟である。腫虜だけを見つけて、追っかけて遺伝子導入できるシステムを作
ることができれば、標的化が達政できる。標的に対して選択性の高い強い事拾を瀦尋するために、どのようなリガン

ドないしモチーフを工夫するかが今後の研涜の焦点となる。われわれが作製した233シリーズのアデノウイルス
Ax3CAUP-FZ認をErbB2抗体と併用した場合の卵巣癌に対する効果は、すばらしいものになりました。従来ほとんど
遺伝子導入できなかったヒト卵期鶴田包lこ対し、ほとんど抑似上の遺伝子導入を達成し、従来に比して5FUの治癒
効果を1∞倍高めることに成功しました。

Key W制 s 卵巣癌手l癌遺伝子標的化治療

緒言

腫癒だけに遺伝子導入できる特異f蛍ベクタ→こ付与する方法としては、ニつの方法がある。ひとつは、ベクター表
面抗原崎拾する抗体と繍切翻細胞の表面抗原を議能する抗体を融合した2価の田Fv抗体分子(bi駒批判e

chain variめleregion創出吋y分布nent)などを用いてベクターの表面と腫療表面を架橋する方法である。もうひとつ

の方法として、ウイルスベクターなどでは、ゲノムのエンベロープやキャブシドをコードする部品、を遺伝子工学的に

改変して腫療だけに感染する特異性を付与する方法がある。私たちは、標的細胞に対して高い特異性を持ち、しか

も高効率で遺伝子を導入・発現させることが可能な、標的化アデノウイルスベクターの開発を目指している。現在、ア

デノウイルスなどでは、受容体(ヒト5型アデノウイルスの受容体であればCAR、cox田ckievirusacleno叫rusrec叩tor)

やインテグリンなどと結合しないキャプシト宮漠型を遺伝子工学的に容易に作防できるようになっている。私たちは、

ファイパ一変異型アデノウイルスadv-fZ33シリーズとEGF受容{本ファミリーの-f.重であるE巾82を樹句分子として

利用することで、癌細胞にi盟尺的で効果的な遺伝子ヂリパリー癒去の開発を読みました。
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方法と材料

私たちは、ファーパー改変型アデノウイルス千Z33シリーズとEGF受容体fami防の一種である缶凶2を標的分子と

して利用することで、癌細胞に濁R前で効果自体遺伝子デリパリ一廉去の開発を読みました。ImmunoglobuinFcドメ
インに結合するProteinAのZ33ペプチドモチーフをAd5フアーパ一日|聞に組み込んでA配干233ファーパー改

変聖アデノウイルスシリーズを作成した。航gtXe1) 

Alte刷。nof adenoviraJ tropisms : 

Fiber-mutant Adv. bindinl1' 1I1'G-Fc: FZ33 

e可..--、.Ad5bac~加newith Z33・nωdifiedAd5 Fiber 
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宵gtXe1* Z33 motif(consist afおaminoacid) derived rrom sequence of Protein A廿lats問C陥callybind JgG 
遺伝子rnarkerとしてLacZ、EG伊治療遺伝子としてLPRTになります。

E巾82は卵巣癌、手凶んの伽0%で鯨腰間し、ロ33アデノウイルスと抗缶随2抗体を架橋させることで、卵期喜

細胞株 SKOV3.RMG1、乳がん細臨株である SI侶問を使って遺伝子導入効率を(EGFPは FACSで.LacZは

chemilumi問 scent.-Gal r叩αterge問 as泊yにて)評価した。5FUでの治療効果はh叶加でSKOV3に5RJをその

active formであるFUMPに効率制こ変換するUPRfase遺伝子を錦見し、FZ33アデノウイルスに抗E巾82抗体を着

付き後120時間後、WST-1にて評価した。

結果

まず、最初に各腫がん細胞のE巾82猿賠プローサイトメトリーで翻面しました。使用した抗体は Ser4で、使用し

た細樹朱は卵劇甚であるSKOV3.剛 G1.手l擢細腔であるSK8R3です。何回re2)

lE肌 sslon01帥 2in同問団IlIi闇l
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告別e2.Has細胞以外SKOV3.RMG1.8R3においてE巾82の発現は陽性を認めました。

つぎは、マーカー遺伝子にEGFPをコードしTこ233アデノウイルスと抗E巾82抗体を付着させて、各種細胞に感染さ

せて遺伝子効率をプローサイトメトリーで評価しました。SKOV3ではウイルス量1∞叩/cellでコントローlレと比較して

約却倍、 10∞叩';cellで約18倍の遺伝子導入効率の増強が見られた。(官gl.Xe3)
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官gt.re3. SKOV3細胞において抗E巾82抗体による導入効率

RMG1でも同欄こ1∞vp/cellでは約10倍、10∞vp/cellで約5倍の遺伝子導入効率のt自動4見られた。印刷r叫
RMGl 

官gt.re4.剛G1細卸こおいて抗励82抗側こよる導入効率

SKBR3でも同欄こ1∞vp/cellでは約10倍、1αゅvp/cellで約4倍の遺伝子導入効率の増強が見られた。(育割問5)
S阻 R3

1M!‘-E虎渥躍

自glre5SKBR3細卸こおいて抗E巾82抗倒こよる導入効率
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一方、E巾82樹鋭四割asでは、遺伝子導入効率の上昇はまったく見られませんでした。相即re6)

}セ暗-

旬gtre6.Has細旬こおいて抗E巾>82抗仰こよる導入効率

次に、in伽でSKOV31こ5刊をその帥eformであるFUMPIこ効鞘せな変換するUPRTasei遺伝子を知見する、

Z33アデノウイルスに抗体缶凶2捌本を付着後、感染した。5刊(∞lLm-印刷)処理した。120時間後WST-1にて

生組胞数を測定しました。(告別re7)
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官gtre7.5-FUの治療効果

結果、5刊の謝佳IC50で1∞倍増強することが可能でがん細胞の5-FU耐鎧克服できる新しい治療法となりま

した。

研翼線命

実験の結果ですが、遺伝子導入効率はvirus量が1∞vp/cellでSKOV3、RMG1、SkBRはE巾b2陰f強間包Hasと比
べて約却倍、10倍、10倍の増強を認めました。5FUの毒性をお切で1∞倍増強することが可能で、がん細胞の5FU

耐性を克服できる札い治療法となった。以上の実験の結果により、もともとアデノウイルス受容体CARの算見が低

い1草がん、前到泉がん、メラノーマなどの腫揚細胞は、これらのがん細胞に選択的に遺伝子導入できるような標的

化の樹高分子を探索している。これらの知見をもとにして、今後さらに、ウイルス州出こ修飾を施すことによって、目

的とする細割こ選閥抗遺伝子導入できる安全性の蔵、治療ベクターを作製してゆきたい。
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