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は じ め に

　オートファジーは，細胞質成分の一部をオートファ
ゴソーム内に取り込み，リソソームとの融合による分
解を介して必要な栄養素を作り出す機構である1)．オ
ートファジーは，低栄養2)，低酸素3)，増殖シグナルの
抑制4)などの飢餓状態の生理的条件下で細胞生存を維
持するために誘導される．一方，がんウイルス療法に
用いられるがん細胞で選択的に増殖する腫瘍融解アデ

ノウイルスが感染した場合もがん細胞にオートファジ
ーが誘導され，最終的に細胞死を引き起こす事が報告
されている5ﾝ7)．腫瘍融解アデノウイルスによるがん細
胞へのオートファジー細胞死の誘導はオートファジー
の腫瘍抑制的機能として重要であるが，腫瘍融解アデ
ノウイルスによるオートファジー細胞死の誘導分子機
構は未だ不明である．
　近年，マイクロRNAと呼ばれるタンパク質をコー
ドしない約22塩基長の短いRNAが新たな遺伝子制御
機構として注目されている．マイクロRNAは複数の
ターゲット遺伝子のメッセンジャーRNAを抑制して
がん細胞の増殖8)，老化9)，アポトーシス10)などに関与
する事が知られている．しかし，腫瘍融解アデノウイ
ルスによるオートファジー細胞死の誘導におけるマイ
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クロRNAの関与は不明である．
　本研究では，独自に開発したテロメラーゼ活性依存
的に制限増殖する腫瘍融解アデノウイルス製剤テロメ
ライシン（開発コード：OBP-301）（図１Ａ）ががん細
胞にオートファジー細胞死を誘導する分子機構におけ
るマイクロRNAによる遺伝子制御ネットワークの関
与について検討した11)．

テロメライシンによるがん細胞へのオートファジー細
胞死の誘導

　テロメライシンに対する感受性の異なる３種類のヒ
トがん細胞株（高感受性：Ｈ1299，低感受性：Ａ549，
抵抗性：T.Tn）と１種類のヒト正常線維芽細胞株
NHLFを用いて，テロメライシンの細胞障害活性とオ
ートファジー誘導能の関連性を検討した（図１Ｂ，１
Ｃ）．テロメライシンに感受性を示すＨ1299細胞とＡ

549細胞は，テロメライシンによる細胞生存率の低下に
一致してオートファジー関連因子の変化（LC3-II/
LC3-I 比の増加，Atg5の増加，p62の低下）を認めた．
一方，テロメライシンに抵抗性を示すT.Tn 細胞や
NHLF細胞は，テロメライシンによる細胞生存率の低
下やオートファジー関連因子の変化を認めなかった．
以上の結果から，テロメライシンはがん細胞にオート
ファジー細胞死を誘導する事が示唆された．

転写因子 E2F1によるマイクロ RNA-7の誘導

　テロメライシンによるオートファジー細胞死の誘導
におけるマイクロRNAの関与を検討するために，テ
ロメライシンと正常５型アデノウイルス感染後のＨ
1299細胞におけるマイクロRNAの発現変化について
マイクロRNAマイクロアレイを用いて網羅的に解析
した．さらにリアルタイムRT-PCRによる検証を行

Ad5

∆E1
▲

ITR

hTERT-p E1A IRES E1B

ITR

H1299

0   1   5  10 50 100
OBP-301
(MOI)

ｹ-actin

Atg5

p62

LC3-II
1.0 1.2  2.2  3.1 6.4  4.6 1.0  1.0 1.3  1.9  3.9 4.4

1.0  2.0  9.8  9.8 11.4  7.6 1.0  1.8  6.2  7.7  8.9  9.7

1.0  1.0  0.7  0.3 0.08 0.07 1.0 1.1  0.9  0.9  0.3  0.1

LC3-II/LC3-I

Atg5/actin

p62/actin

LC3-I

E1A

1.0  1.0  1.0  1.0  0.9  0.9

1.0  0.9  0.9  0.9  0.9 1.1

1.0  0.9  1.1  1.1  1.1  1.1

A549

0   1   5  10 50 100

T.Tn

0   1   5  10 50 100

C

0
20
40
60
80
100
120
140

0 1 5 10 50 100

OBP-301 (MOI)

A549

0
20
40
60
80
100
120
140

0 1 5 10 50 100

C
el
l 
vi
ab
ili
ty
 (
%
)

OBP-301 (MOI)

H1299

0
20
40
60
80
100
120
140

0 1 5 10 50 100

OBP-301 (MOI)

T.Tn

0
20
40
60
80
100
120
140

0 1 5 10 50 100

OBP-301 (MOI)

NHLF

NHLF

0   1   5  10 50 100

1.0 1.0  1.0  1.1  1.1  1.3

1.0  1.0  1.0  1.2  4.4  5.7

1.0  1.0  1.1  1.1  1.1  0.7

B

A

図１　テロメライシンの構造とオートファジー細胞死の誘導
Ａ：テロメライシンの基本構造．正常５型アデノウイルス（Ad5）のE1領域に IRES 配列で連結したE1Aと E1Bが hTERT遺伝子プ
ロモーター（hTERT-p）によって制御されるカセットが挿入されている．Ｂ，Ｃ：ヒトがん細胞株（Ｈ1299，Ａ549，T.Tn）とヒト
正常線維芽細胞株（NHLF）におけるテロメライシン感染後の細胞生存率の変化（Ｂ）とオートファジー関連因子（LC3，Atg5，p62）
の発現変化（Ｃ）．
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い，マイクロRNA-7の発現上昇がテロメライシンの細
胞障害活性と一致する事を確認した（図２Ａ）．テロメ
ライシン感染後のE1Aタンパク質の蓄積に伴い転写
因子E2F1が活性化する12)事から，E2F1とマイクロ
RNA-7の関連性を検証したところ，E2F1の活性化に伴
うマイクロRNA-7の発現上昇（図２Ｂ，２Ｃ）やE2F1 
siRNAによるマイクロRNA-7発現増強の減弱を認め
た（図２Ｄ）．以上の結果から，テロメライシンの感染
に伴う転写因子E2F1の活性化がマイクロRNA-7の発
現を増強する事が示唆された．

マイクロ RNA-7による EGFRの抑制とオートファジ
ーの誘導

　マイクロRNA-7の発現増強は，がん遺伝子である上
皮成長因子受容体（EGFR）の発現低下を介してがん

細胞の増殖を抑制する事が知られている13)．そこで，
テロメライシン感染後のEGFRの発現を確認したと
ころ，マイクロRNA-7の発現上昇あるいはテロメライ
シンの細胞障害活性とEGFRの発現低下との間に有
意な相関関係を認めた（図３Ａ，３Ｂ）．さらに，マイ
クロRNA-7誘導剤を用いてＨ1299細胞とＡ549細胞に
マイクロRNA-7を強制発現させると，濃度依存的な細
胞生存率の低下を認めた（図３Ｃ）．マイクロRNA-7
の発現増強は，EGFRの発現低下とともにオートファ
ジー関連因子 p62の発現を低下させ，オートファジー
の誘導を認めた（図３Ｄ）．以上の結果から，マイクロ
RNA-7の発現増強はがん遺伝子EGFRの発現を抑制
し，オートファジーを誘導する事が示唆された．

　 アデノウイルスのオートファジー誘導機構：田澤　大，他12名 　
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図２　転写因子E2F1の活性化に伴うマイクロRNA-7の発現増強
Ａ，Ｂ：ヒトがん細胞株とヒト正常線維芽細胞株におけるテロメライシン感染後のマイクロRNA-7の発現変化（Ａ）と転写因子E2F1
の発現変化（Ｂ）．Ｃ：ヒトがん細胞株におけるE2F1発現性非増殖型アデノウイルス（Ad-E2F1）感染後のマイクロRNA-7（上段）
とE2F1（下段）の発現変化．Ｄ：E2F1 siRNAあるいはコントロール siRNA前処理したヒトがん細胞株におけるテロメライシン感染
後のマイクロRNA-7（上段）とE2F1（下段）の発現変化．＊：P＜ 0.05（スチューデント t検定）
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お わ り に

　今回，腫瘍融解アデノウイルス製剤テロメライシン
がマイクロRNAによる遺伝子制御ネットワークを介
してオートファジー細胞死を誘導する分子機構を明ら
かにした．本研究で解明されたテロメライシンの治療
メカニズムにおけるマイクロRNA-7やがん遺伝子
EGFRは，これまで不明であったがんウイルス療法に
おける治療効果を規定するバイオマーカーとなる可能
性がある．また，アデノウイルス由来E1Aタンパク質
の蓄積に伴う転写因子E2F1の活性化による治療メカ
ニズムの解明は，E1Aを有する他の腫瘍融解アデノウ
イルス製剤を用いた治療効果の判定にも応用可能であ
る．さらに，放射線化学療法によるアポトーシス細胞
死の誘導分子機構は広く研究が進められている一方，
オートファジー細胞死の誘導分子機構は未解明な点が

多く，マイクロRNAによる誘導分子機構の存在は今
回初めて明らかとなった．
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