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は じ め に

　２本鎖 DNA 型ウイルスであるアデノウイルスを改
変したベクターの特徴として，多種の細胞に高い遺伝
子導入が可能であり，またレトロウイルスベクターと
は異なり，細胞の染色体に組み込まれることが無く，
細胞の増殖を必要としない点が挙げられる．アデノウ
イルスベクターに代表される治療型ベクターの導入遺
伝子発現過程においては，プロモータ遺伝子の働きが
必要であり，従来多種の細胞に機能するプロモータ
（e.g. CAG, CMV, RSV）が遺伝子治療に使用され
てきた．アデノウイルスベクターでは任意のプロモー
タの応用が可能であることより，我々は標的組織・細
胞特異的プロモータを用いた特異的目的遺伝子発現シ

ステムの開発を行っている．これらのプロモータを使
用することにより，標的細胞・組織以外に目的遺伝子
が導入されても蛋白は合成されず，治療の安全性を高
めることが可能となる．

特異的転写エレメントの同定

　マウス，ラットおよびヒトのインスリン遺伝子に関
する研究は古くから進められてきており，特に５ｾ 
flanking region 転写開始部位より上流約２k bp までの
プロモータ部位に関しては詳細な解析なされ報告され
てきている1ﾝ3)．我々は，当該プロモータにおける５ｾ 
flanking region ﾝ363bp よりﾝ１bp を選定し，同部位よ
り TATA box を除外した region ﾝ363～ﾝ31を上流に
直列化することで，インスリン産生細胞 MIN6に特異
的に動作し，強い転写活性を有する artificial 
promoter：hINS ﾝ363 3x を作製，当該システムにより 
GFP を発現させることで，ラット膵管由来 AR42J 細
胞から分化したインスリン産生細胞を検出することに
成功している4)．細胞・組織特異的プロモータから目
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的遺伝子を発現するベクターを構築した場合，一般的
にその転写活性は汎用型プロモータ（e.g. CAG, 
CMV, RSV）よりも低く，この方法では目的遺伝子の
発現を得るために高濃度のウイルスが必要となる．転
写活性を増強させる方法として，enhancer の挿入やア
デノウイルス二重感染法が報告されているが5,6)，我々
はプロモータにおける細胞・組織特異的転写コア・エ
レメントを選択し，これらを tandemize することでそ
の特異性を維持しつつ，目的遺伝子の発現に必要な転
写活性を増強させている．

癌組織特異的プロモータを用いた治療型ベクターの開
発

システムの悪性腫瘍治療への応用
　これまで肝細胞癌，大腸癌，前立腺癌また乳癌治療
を目的とし，それぞれAFPや CEA，PSA，DF3/MUC1
のプロモータを用いたターゲティングベクターによる
遺伝子治療法やウイルス療法が報告されている7ﾝ10)．我
々は，Gordon らにより報告された中皮腫の candidate 
oncogene である CRI1（CREBBP/EP300 INHIBITORY 
PROTEIN）11)に注目し，そのプロモータを用いて中皮
腫を標的とする新規リコンビナント・アデノウイルス
の開発を行った12)．胸膜中皮腫は現在，アスベスト公
害病として社会問題化している予後不良疾患である．
治療法として胸膜肺全摘術などの外科手術や放射線・
化学療法が試みられているが，その治療効果は限られ
ている13)．これまで中皮腫特異的に治療型遺伝子を発
現させる方法として，Calretinin，Mesothelin などの中

皮腫マーカー遺伝子のプロモータを用いた発現システ
ムが報告されている14)．しかしこれらの遺伝子は正常
中皮細胞や神経細胞を含む正常細胞・組織で発現があ
り15,16)，プロモータを治療型ベクターに用いた場合，
正常組織障害が問題となる．
　我々は低組織障害型中皮腫治療型ベクター開発のた
め，中皮腫に高発現し，正常胸膜および中皮に発現の
無い遺伝子CRI1（CREBBP/EP300 INHIBITORY 
PROTEIN）11)に注目し，そのプロモータ領域における
中皮腫特異的転写部位を同定することで，上述の方法
により中皮腫特異的プロモータ・システム：CRI1
ﾝ138 4x を開発した12)．このシステムによりアデノウイ
ルス初期蛋白：E1Aを発現する制限増殖型アデノウ
イルス Ad-CRI1ﾝ138 4x/E1A（図１）は中皮腫細胞内で
特異的増殖による細胞死を誘導でき，一方で E1A 発
現に必要な転写活性が低い正常中皮および正常線維芽
細胞では増殖しないという特徴を有する．Ad-CRI1ﾝ138 4x/
E1Aは中皮腫細胞MSTOﾝ211Hより作製したヌード
マウス皮下腫瘍においてコントロール群と比較して有
意な腫瘍増殖抑制効果を示しており，現在抗癌剤との
併用効果の検討を行っている．

組織および癌特異的プロモータを組み合わせた２ステ
ップ転写システムによる肺癌ターゲティングベクター
の開発

　組織および臓器の発生や分化に関連する転写因子や
関連遺伝子が，近年の再生医療研究の発展の中で明ら
かになってきている．Surfactant protein A1（SPA1）

＋1 ＋84
Human CRI1 promoter ＋1 / ＋84

＋84ﾝ1ﾝ138CRI1 ﾝ138 4x

Ad5
E1ﾝ E3ﾝ

Ad-CRI1ﾝ138 4x/E1A
E1A

Human CRI1 promoter ﾝ138 / ﾝ1
ﾝ138 ﾝ1

図１　Ad-CRI1ﾝ138 4x/E1A 構造図



159

は，Ⅱ型肺胞上皮のみに発現する肺特異的マーカーで
あり，肺の分化転写因子 Thyroid transcription factor 
1（TTF1）により強く制御されている．我々は，癌特
異的 hTERT プロモータ（癌特異的なテロメアの活性
に相関）により発現させた TTF1を，SPA1プロモー
タのTTF1依存性肺特異的転写領域に結合させるこ
とで，正常組織で発現せず，肺癌特異的に目的遺伝子
を発現できる 2 step transactivation system：TTS
（TTF1 gene under the control of hTERT promoter 
and SPA1 promoter）を開発し，報告している（図
２）17)．TTS は，特に SPA1の発現が高率に認められ
る肺腺癌での転写活性が強く18)，本プロモータ・シス
テムにより pro-apoptotic 遺伝子：Bax を発現できる
リコンビナント・アデノウイルスベクター：
Ad-TTS/Bax は肺腺癌細胞に有意な apoptosis を誘導
した19)．当該システムは，１) 正常細胞でありながら
テロメレース活性を有する幹細胞を標的としない．
２) 強い転写活性を有するという点で hTERT プロモ
ータ単独による遺伝子発現系より実用的な肺癌ターゲ
ティング転写システムといえる．またこのような 
Cancer targeted tissue specific promoter system17)は
治療対象とする悪性腫瘍由来である組織特異的転写機
構を解析することで，肺腺癌以外の他種の癌治療への

応用が可能である20,21)．

Drug controllable な目的遺伝子発現系の開発

　ヒト SPA1プロモータは，negative glucocorticoid 
responsible element を持つため，SPA1発現はステロ
イドホルモンにより発現制御を受けている22)．前述の 
TTS システムには同部位を有し，dexamethasone 投
与は目的遺伝子の発現を抑制することができる（図
２）19)．このような drug controllable な遺伝子発現系
は，患者に投与後，必要が生じた場合 dexamethasone 
を用いて目的遺伝子の発現を抑制できる安全な治療型
ベクター開発を可能とする23)．また，これまで報告さ
れている tetracycline や mifepriston（RU486）等の薬
剤を用いた遺伝子発現調節システム 24,25)に比し，
dexamethasone はベクター投与後，ウイルス由来蛋白
質に惹起される炎症を抑制できる利点がある26,27)．

治療型ベクターの持つ課題

　アデノウイルスベクターは多種の細胞に標的化する
ことが可能であるが，感染効率が低い細胞では遺伝子
導入は困難となる．このためウイルスの侵入・吸着に
関与するファイバーやペントンベース改変型ベクター
の開発が報告されてきた．ヒトを宿主とするアデノウ

　 癌治療へ向けての新規転写システム開発：深澤拓也，他４名 　
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Cancer specific promoter

Lung specific
Transcription factor

Lung specific promoter
(tandem hSPA1 proximal promoter)

hSPA1 proximal promoter

ﾝ157 ﾝ36

ﾝ35 ＋59

TTF1 binding site

Lung cancer specific 
expression

hSPA1 transcriptional machinery site
(containing two negative glucocorticoid responsible elements)

＋79

図２　TTS system
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イルスについて，これまで51種類以上の血清型が報告
されているが，遺伝子治療用に用いられてきたアデノ
ウイルスの血清型は２型と５型である．５型アデノウ
イルスは252個のカプソメアよりなる正20面体構造を
とり，頂点にあるカプソメアは突起構造を持ったペン
トン（ペントンベースとファイバーから成る），他の
240個はヘキソンと呼ばれる28,29)．５型アデノウイルス
を含む多くのアデノウイルスは，そのレセプターとし
て coxsackievirus and adenovirus receptor（CAR）を
認識して細胞に感染するため30)，ヘパラン硫酸に親和
性があるポリリジンペプチドやα integrin に親和性が
ある RGD ペプチドをファイバーに発現させることに
より，CARを発現していない細胞に対しても効率良く
遺伝子を導入することが可能となった31,32)．この方法
は癌細胞の表面に発現する分子を標的化する方法とし
て応用可能であるが，問題点としてベクターの作製効
率が低い点等が挙げられる33)．また５型アデノウイル
スにおいて，ファイバー・ノブ領域を35型アデノウイ
ルスの同領域で置換したキメラ型アデノウイルスは，
ヒトに対する５型の特性を生かした上で，35型アデノ
ウイルスのレセプターであるCD46を発現する広汎な
細胞に遺伝子導入が可能であり，CAR発現の少ない細
胞への効率的な遺伝子導入が可能であることが報告さ
れている34,35)．
　リコンビナント・アデノウイルスによる癌治療に関
与する他の課題として，アデノウイルスに対する免疫
の問題があげられる．一般に in vivo におけるアデノ
ウイルスベクターの目的遺伝子発現は一過性（３～４
週）であり，長期発現には反復投与が必要であるが，
アデノウイルス中和抗体によるウイルスベクターの不
活化が問題となる36)．この免疫応答を抑制するために，
抗 CD40リガンド抗体を投与することで，活性化Ｔリ
ンパ球を介した，抗原提示細胞とＢ細胞間の相互作用
を抑制する方法37)，また E1，E3領域さらに E2a，E4
領域等のウイルス遺伝子を欠損させた低抗原性アデノ
ウイルスベクターの開発38,39)，さらに中和抗体のエピ
トープが主としてアデノウイルスのヘキソンおよびフ
ァイバーであることより，これらの型を変えたキメラ
型アデノウイルスの開発が進められてきている40,41)．
このように特異的プロモータの利用に加え，免疫回避
型ウイルスベクターの開発，カプシド蛋白の遺伝子改
変さらには抗体，蛋白質，高分子によるベクター表面
の修飾を行うことでさらに有効な治療型ベクターを作

製することができる．
　1997年米国においてオルニチントランスカルバミラ
ーゼ（OTC）欠損症の18歳男性が，アデノウイルスベ
クターの全身投与後，血液凝固異常と多臓器不全にて
４日後に死亡した症例では，血液中の多量のアデノウ
イルスが強い免疫反応を誘起し，全身性炎症反応症候
群（SIRS）に陥ったことが推測されている42)．アデノ
ウイルスは，現在臨床で用いられている遺伝子治療ベ
クターの中では免疫原性・炎症惹起性が強く，全身投
与については特に慎重を期すべきウイルスでもある．

システムの分子創薬への応用

　成長因子あるいはサイトカインに属するミッドカイ
ン（MK）は塩基性の低分子量タンパク質で，細胞の
生存や移動を促進し，癌の進行，炎症性疾患の発症，
組織傷害後の修復に関与し，その発現は，食道癌，胃
癌，大腸癌，肝癌，膵癌等の癌において増強している
ことが報告されている43ﾝ46)．特異的プロモータを活用
した癌治療への新しい試みとして，現在我々は海外共
同研究によりヒトMKプロモータ下にルシフェラー
ゼを発現できるプラスミドから作製したトランスフェ
ンクタント癌細胞株に対して，ライブラリー由来の化
合物を順次添加後のルシフェラーゼ活性を測定するこ
とで，MK に対する複数の標的化合物の選定に成功し
ている．この方法は一般にCell-based target specific 
assay と呼ばれ，被験化合物によりルシフェラーゼ活
性が低下すればMK遺伝子の転写活性を抑制作用が
あると評価することができる47)．
　以上，我々の最近の研究について書かせていただい
た．このような細胞・組織特異的プロモータは新規ウ
イルス療法や分子標的療法の開発に応用可能であり，
今後も新しい癌治療法開発にむけて取り組んで行きた
い．
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