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要　　　約

　DNA修復機能阻害は放射線感受性を増強させるた
め，DNA修復に関与する因子の阻害剤は放射線増感
剤となり得る．我々の開発したテロメラーゼ依存的腫
瘍融解アデノウイルス製剤OBP-301（テロメライシ
ン）は，アデノウイルスE1B55kDa タンパクを介して
細胞のDNA修復に重要な役割を果たすMRN複合体
（Mre11，Rad50，NBS1）を分解する機能を有する．
こ のMRN複 合 体 の 分 解 に よ りATM（ataxia-
telangiectasia mutated）の活性化が抑制され結果的に

DNA修復機構が阻害される．我々はOBP-301と放射
線との併用が強力な相乗効果を生み出すことをマウス
の皮下腫瘍モデルおよび食道癌同所性モデルにおいて
証明した．これらの結果はOBP-301が将来有望な放射
線増感剤となり得ることだけでなく，E1B55kDa タン
パクを産生する腫瘍融解アデノウイルス製剤と放射線
との併用が悪性腫瘍に対する有力な治療戦略となり得
ることを示す．

は じ め に

　放射線療法は現在進行癌に対する治療法のひとつで
あり，外科的切除や化学療法との併用など集学的治療
の一部として使用されることも多い．各種固形癌が治
療の対象となり，原発巣のみならず領域リンパ節への
転移層が照射範囲に含まれることもあり，また再発・
遠隔転移巣に対しても腫瘍縮小による症状の緩和を目
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的とした姑息的治療のために用いられるなど，多方面
において使用されている．しかし，腫瘍組織だけでな
く周囲の正常組織にも同様に照射範囲が及ぶため，局
所に強い副作用を生じる可能性がある．その改善策と
して放射線定位照射や多分割照射などの技術改良が進
められており，より効果的で副作用の少ない照射方法
が開発されてきている．また，腫瘍細胞の放射線感受
性を増強する薬剤の開発も進んでおり，いくつかは現
在臨床試験段階にある1,2)．
　放射線はDNA二重鎖を標的としており，二重鎖切
断の増加あるいはその修復阻害により放射線感受性の
増強が得られる．
　ATM（ataxia-telangiectasia mutated）は，DNA修
復や細胞周期チェックポイントに重要な役割を果たす
タンパクであるため，ATMの機能欠失のある細胞は
放射線感受性を示すことが報告されている3)．また
MRN複合体（Mre11，Rad50，NBS1）は，DNA二重
鎖切断により速やかに誘導されその後ATMの活性
化を促すため，DNA傷害反応における重要なセンサ
ーの役割を果たすと考えられている4)．つまり，ATM
シグナル経路やMRN複合体は放射線感受性増強のた
めの重要な標的となり，実際KU55933やCGK733など
のATM阻害剤，mirin などのMRN複合体阻害剤は
DNA傷害を誘導する治療に対する感受性を増強する
ことが報告されている5,6)．

OBP-301と E1B55kDaタンパク

　我々は以前，テロメラーゼ依存的腫瘍融解アデノウ
イルス製剤OBP-301（テロメライシン）を開発し，種
々の固形癌に対する有効性を検証してきた7ﾝ10)．OBP-
301は，多くの腫瘍細胞内で活性が上昇している
hTERT（human telomerase reverse transcriptase）
プロモーターによりウイルスの増殖に必要なＥ１遺伝
子（Ｅ１ＡおよびＥ１Ｂ）の発現をコントロールするこ
とで，腫瘍細胞内でのみ特異的に増殖し細胞死を引き
起こすよう設計されたウイルス製剤である（図１）． 
アデノウイルスＥ１Ｂ遺伝子はE1B19kDa および
E1B55kDa タンパクを産生する．E1B55kDa タンパク
はアデノウイルスE4orf6タンパクと協調して，ウイル
スのタンパク合成に至適な細胞内環境を構築するよう
に働くことが報告されている11,12)．その作用のひとつ
がMRN複合体の分解であり，これはDNAウイルス
であるアデノウイルス同士の連結が細胞内で起こるの

を回避するための自己防衛機能のひとつと考えられて
いる11,13ﾝ15)．

OBP-301の放射線感受性増強作用

　今回我々はOBP-301によるE1B55kDa タンパクを
介したMRN複合体の分解が，細胞のDNA修復阻害
を誘導し放射線感受性を増強させることを証明した16)．
１. 細胞増殖抑制試験およびアポトーシス試験
　ヒト非小細胞肺癌細胞株（A549），ヒト食道扁平上
皮癌細胞株（TE8）およびヒト食道腺癌細胞株（SEG1）
に対し，まずOBP-301の治療を行い24時間後に放射線
照射を行ったところ，すべての細胞株においてOBP-
301の前治療は放射線の細胞障害効果を増強し，両者の
併用がいずれの細胞株においても強い相乗効果を有す
ることが示された（図２Ａ）．また併用群において，治
療５日後に活性型 caspase-3と断片化 PARPの有意な
増加を認め，OBP-301が放射線照射によるアポトーシ
スの誘導を増強していることが示唆された（図２Ｂ，
Ｃ）．
２. メカニズム
　OBP-301投与24時間後よりE1B55kDa タンパクの
発現が増強するにつれ，MRN複合体（Mre11，Rad50，
NBS1）の発現が経時的に減弱していった（図３Ａ）．
そこで，OBP-301感染24時間後に放射線照射を行い
ATMリン酸化の程度を比較すると，放射線単独群と
比べOBP-301と放射線との併用群では著名にATM 
のリン酸化が抑制されていた．E1B遺伝子を欠失させ
た制限増殖型アデノウイルス製剤 dl1520と放射線と
の併用でも放射線単独群と比べATMリン酸化が抑
えられていたものの，その程度はOBP-301と放射線と
の併用ほどではなかった（図３Ｂ）．このOBP-301と
dl1520との比較により，E1B55kDa タンパクの存在が

ΔE1

hTERT-p E1A IRES E1B

ITR

図１　OBP-301のDNA構造
OBP-301はＥ１領域に改変を加え hTERTプロモーターにより
IRES で連結したＥ１ＡおよびＥ１Ｂ遺伝子の発現を制御するよ
うに組み換えられている．
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ATM活性化抑制に重要な働きをしていることが確認
された．次にDNA傷害の指標としてγH2AXを用い
てOBP-301のDNA修復機能に及ぼす影響を検討した
ところ，放射線単独では照射３時間後に64%の細胞で
DNA傷害が修復されていたのに対し，OBP-301との併
用群ではその割合が19%にまで抑制されていた（図３
Ｃ，Ｄ）．以上のことから，OBP-301感染細胞ではアデ
ノウイルスE1B55kDa タンパクを介してMRN複合体
の分解誘導が起こり，それによりDNA修復および細
胞周期チェックポイントに重要な役割を果たすATM
シグナル経路が抑制され，結果的に細胞のDNA修復
機構が阻害されるため放射線照射によるDNA傷害が

正常に修復されず，より多くの細胞がアポトーシスへ
と誘導されるため放射線感受性増強がもたらされるこ
とが証明された．
３. マウス移植腫瘍モデル（皮下および同所性）
　マウスにA549，TE8および SEG1の背部皮下移植腫
瘍を作製し，OBP-301腫瘍内投与と放射線照射を３回
繰り返したところ（A549に対しては２日毎，TE8と
SEG1に対しては１週毎），いずれの腫瘍においても併
用群で著名な抗腫瘍効果を認めた（図４Ａ）．またより
進行した腫瘍への効果を検討するため，TE8皮下腫瘍
が前治療実験の約10倍の腫瘍体積となった時点で治療
を開始し計９回繰り返したところ（２日毎に週３回を
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図２　ヒト癌細胞株に対するOBP-301の放射線感受性増強作用
（Ａ） A549，TE8および SEG1細胞に対しOBP-301感染24時間後に放射線照射を行い，照射５日後にXTTアッセイにて細胞障害活性
を測定した（上段）．CalcuSynソフトウェアを用いcombination index（CI）を計算した（下段）．CI＜１，＞１はそれぞれ相乗，阻害
効果を示す．（Ｂ，Ｃ）A549とTE8細胞に対しOBP-301を1MOI で感染させ24時間後に放射線照射10Gy を行い，照射５日後に細胞を
回収しフローサイトメトリーにて active caspase-3（Ｂ）を，ウェスタンブロッティングにて PARP（Ｃ）を測定した．＊：p＜0.01．
（文献16より改変して引用）
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３週），OBP-301と放射線との併用により10匹中９匹で
腫瘍が根治された（図４Ｂ）．投与量増加に伴い治療期
間中は一時的に体重減少を認めたが（コントロール群
と有意差なし），治療後体重の回復がコントロール群と
比べ有意に良好であった．最後に，ルシフェラーゼ遺
伝子を導入したTE8（TE8-Luc）細胞を用いてマウス
の腹部食道に食道癌同所性腫瘍を作製し（図４Ｃ），
OBP-301腫瘍内投与と放射線照射との併用効果を検討
したところ，同所性モデルにおいても併用群において
有意な抗腫瘍効果を認めた（図４Ｄ，Ｅ）．

OBP-301と放射線の併用療法に対する期待と展望

　これまでOBP-301が放射線照射による細胞障害活
性を増強させることを述べてきたが，我々は同時に放
射線照射がOBP-301の細胞障害活性を増強させるこ
とも証明した16)．これは放射線照射が，アデノウイル

スの細胞内への取り込みに重要な働きをする細胞表面
のCAR（coxsackievirus and adenovirus receptor）発
現を増強させることでOBP-301の細胞内への取り込
みが増えるためにもたらされる効果と考えられた．つ
まりOBP-301と放射線は相互に効果を高め合う関係
にあり，治療回数が増えるほどより強い相乗効果を期
待できる．実際，図４ＢのTE8巨大皮下腫瘍モデルに
て治療回数を９回に増やしたところ，10匹中９匹にお
いて根治が可能であった．この事実は通常繰り返し治
療の行われる実際の臨床において，OBP-301と放射線が
非常に魅力的な組み合わせであることを証明している．
　OBP-301と放射線療法との併用の利点は他の点から
も上げることができる．ひとつは，局所投与された
OBP-301はリンパ流を介し領域リンパ節内にも到達す
るため，転移リンパ節においても放射線との相乗効果
が期待できる17ﾝ19)．二つ目に，放射線照射は腫瘍組織
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図３　OBP-301の放射線感受性増強メカニズム
（Ａ）A549細胞にOBP-301を10MOI で感染させ細胞を回収した後，ウェスタンブロッティングにてMre11，Rad50，NBS1および
E1B55kDa タンパク発現の推移を経時的に観察した．（Ｂ）A549細胞にOBP-301および dl1520を10MOI で感染させ，24時間後に放射
線照射10Gyを行い，照射30分後に細胞を回収し，ウェスタンブロッティングにてpATM，ATM，Mre11，Rad50，NBS1およびE1B55kDa
タンパクの検出を行った．（Ｃ）A549細胞にOBP-301を10MOI で感染させ24時間後に放射線照射10Gy を行い，照射0.5，１，３時間
後に細胞を回収しウェスタンブロッティングにてγH2AXタンパク発現の推移を観察した．（Ｄ）Ｃのウェスタンブロッティングをも
とに Image J ソフトウェアにてγH2AXタンパクの発現強度を定量化し，30分でのγH2AXタンパク発現強度を100とした時のそれに
対する各時間（１および３時間）における発現強度の割合を示した．（文献16より改変して引用）



107

　 OBP-301の放射線感受性増強作用：黒田新士，他12名 　

A

＊

A549

0

200

400

600

800

1000

1200

0 7 14 21 28 35 42

T
um
or
 v
ol
um
e 
(m
m
3)

Days after treatment

Mock
IR
OBP-301
IR+OBP-301

TE8

0

200

400

600

800

1000

1200

0 7 14 21 28

＊

Days after treatment

T
um
or
 v
ol
um
e 
(m
m
3)

SEG1

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

0 7 14 21 28 35 42

＊

Days after treatment

T
um
or
 v
ol
um
e 
(m
m
3)

B

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

0 7 14 21 28
T
um
or
 v
ol
um
e 
(m
m
3)

＊

TE8 giant tumor

Days after treatment
C

Abdominal esophagus

Tumor

Stomach
Duodenum

D

0.0E+00

5.0E+06

1.0E+07

1.5E+07

2.0E+07

0 7 14 21 28

Lu
m
in
es
ce
nt
 in
te
ns
ity

＊

＊＊

Days after treatment

Orthotopic esophageal
cancer model

E
Day 0 Day 14 Day 28

M
oc
k

IR
O
BP
-3
01

IR
+O
BP
-3
01

図４　マウス移植腫瘍に対するOBP-301と放射線との併用効果
（Ａ）A549，TE8および SEG1細胞（200万）をBALB/c ヌードマウスの背部皮下に移植し，腫瘍径が３～５㎜となった時点で放射線
照射（A549に対しては３Gy，TE8および SEG1に対しては２Gy）およびOBP-301腫瘍内投与（1.0×108PFU/回）を３回（A549に対
しては２日毎，TE8および SEG1に対しては１週毎）行った（各群６～８匹）．週２回腫瘍径測定を行い，腫瘍体積± SD として腫瘍
増殖曲線を描いた．矢印は治療のタイミングを示す．＊：p＜0.01．（Ｂ）TE8皮下腫瘍径が８～10㎜（腫瘍体積量はＡの約10倍）とな
った時点で放射線照射（２Gy）およびOBP-301腫瘍内投与（1.0×108PFU/回）を２日毎に週３回を３週間（計９回）行った（各群10
匹）．＊：p＜0.01．（Ｃ）TE8-Luc 細胞（200万）をマウスの腹部食道に移植後３週間での肉眼所見．（Ｄ）TE8-Luc マウス同所性食道
癌に対し放射線照射（２Gy）およびOBP-301腫瘍内投与（1.0×108PFU/回）を２日毎に計３回行った（各群５匹）．治療評価は IVIS
により得られたイメージから腹部食道周囲の発光強度を計測して行った．＊：p＜0.01，＊＊：p＜0.05．（Ｅ）治療０，14および28日に
おける各治療群の IVIS イメージ．（文献16より改変して引用）
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の血管上皮を傷害し血管を閉塞させるため，局所投与
されたOBP-301の体循環への漏出を抑えるかもしれ
ない20)．また，放射線抵抗性の低酸素組織においても
OBP-301は hTERTプロモーターの特性からその効果
を維持できることが期待されている21)．さらに，OBP-
301は宿主免疫系を刺激し，インターフェロンγなどの
抗新生血管阻害因子の産生を促すことも確認されてい
る22)．
　OBP-301は近年アメリカにて各種進行固形癌を対象
として第Ⅰ相臨床試験を終了し，その体内動態および
人体における安全性が確認された．この第Ⅰ相臨床試
験の結果と上述した基礎データをもとに，岡山大学に
て“進行頭頚部・食道癌に対するOBP-301と放射線と
の併用”の臨床研究が計画された．現在，厚生労働省
にて審議中であり，OBP-301付加による患者生存率の
向上または患者QOLの向上が期待されている．OBP-
301は hTERTプロモーターによりその増殖をコント
ロールされているため各種固形癌に対しその効果を期
待でき，臓器別治療のカテゴリーにとらわれず使用す
ることが可能である．ただ，アデノウイルス製剤であ
る以上その使用は現時点では局所投与に限られてお
り，今後，遠隔転移を有する症例もターゲットとする
ためには全身投与が可能なベクター開発が必要となる
かもしれない．

お わ り に

　我々の開発したテロメラーゼ依存的腫瘍融解アデノ
ウイルス製剤OBP-301は，E1B55kDaタンパクの MRN
複合体分解作用を介して細胞のDNA修復機構を阻害
することで放射線の細胞障害活性を増強させることが
証明され，OBP-301が将来有望な放射線増感剤となり
得ることが示された．さらにOBP-301と放射線照射は
相互に効果を高め合う理想的な組み合わせであり，マ
ウスでの皮下腫瘍および同所性モデルにおいてその併
用の有効性が立証された．またこの放射線感受性増強
作用はOBP-301のみならずE1B55kDa タンパクを産
生する腫瘍融解アデノウイルス製剤全般に適応される
可能性があり，アデノウイルス療法の臨床応用に向け
てのひとつの糸口になるかもしれない．
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