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＜背景・目的＞ 

 現在の抗がん療法の最大の問題点は、正常な細胞への副作用である。がん抑制因子 pRB及

び p53の機能不全は、ほぼ全てのがんに存在する。この異常に基づき、正常細胞には影響を及

ぼさず、がん細胞特異的に傷害する方法を開発できると考えられる。転写因子 E2Fの活性は pRB

によりは抑制され、pRBの不活性化に伴い活性化される。現在までに、正常細胞で観察される

pRBの生理的な不活性化により生じた生理的な E2Fには活性化されず、がん細胞でのみ観察さ

れるpRBの機能不全で生じたE2Fに特異的に活性化される人工プロモーターが作製されている。

従って、その人工プロモーターはがん細胞でのみ活性化されており、そのプロモーターを用い

て自殺遺伝子を発現制御することで、自殺遺伝子をがん細胞で特異的に発現させることができ、

がん細胞を特異的に傷害できると考えられる。そこで、本研究は（１）がん細胞特異的な E2F

により特異的に活性化される人工プロモーターのがん細胞特異的傷害法における有用性の検討

を１つ目の目的とした。また、CDKインヒビターである p21を過剰発現することで、がん細胞

のみに存在するがん抑制遺伝子を活性化する E2F活性を増強することが明かとなっている。こ

のことから、がん細胞特異的な E2Fに対して抑制的に機能する Cyclin/CDK複合体が存在する可

能性が示唆された。そこで、（２）Cyclin/CDKが、がん細胞特異的な E2Fに及ぼす影響の検討

を２つ目の研究目的とした。以上、2017年度に上記（１）及び（２）の検討を行った。 

＜結果＞ 

（１）がん細胞特異的な E2Fにより特異的に活性化される人工プロモーターのがん細胞特異的

傷害法における有用性 

①人工プロモーターの傷害法のがん細胞特異的傷害性の検討 

人工プロモーターを用いた傷害法のがん細胞特異的傷害性を検討するために、自殺遺伝子であ

る HSV-TKを人工プロモーターで発現制御した組換えアデノウイルスを作成し、そのウイルスの

正常細胞及びがん細胞に対する傷害作用を調べた。細胞は正常細胞である HFF細胞と 4種類の

がん細胞株（5637、Saos-2、HLF、DLD-1）を用い、傷害作用はアポトーシス細胞の指標である

SubG1期細胞の割合を指標に判定した。その結果、人工プロモーターのウイルスは正常細胞 HFF

に対する傷害作用は認められなかった。また、自殺遺伝子 HSV-TKを CMVプロモーターで発現制

御した組換えアデノウイルスは傷害作用を示しており、本実験は HFFを傷害しうる条件下で行

えている。一方、人工プロモーターのウイルスはがん細胞に対して傷害作用を示しており、が

ん細胞特異的に傷害作用を示すことが明らかとなった。さらに、HSV-TKを人工プロモーターで

発現制御することで HSV-TKはがん細胞で特異的に発現した。このとき、人工プロモーターで発

現制御した場合、正常細胞での HSV-TK の発現量は CMVプロモーターの場合よりも約 1/1000で

あった。従って、人工プロモーターで HSV-TKを発現制御することで正常細胞での発現量を低レ

ベルで抑えつつ、がん細胞で特異的に発現させることができることが示唆された。これらのこ



とから、人工プロモーターのウイルスは HSV-TKをがん細胞で特異的に発現させ、がん細胞を特

異的に傷害することが明らかとなった。 

➁人工プロモーターの傷害法の抗腫瘍性及び副作用の検討 

人工プロモーターを用いた傷害法が腫瘍を特異的に傷害できるのかを検討するために、抗腫瘍

効果及び副作用を調べた。抗腫瘍効果はがん細胞株 DLDD-1の皮下腫瘍モデルマウスを用い、皮

下腫瘍の体積及び重量を指標に判定した。アデノウイルスは肝臓の細胞に対する指向性が高く、

人工プロモーターのウイルスは肝障害を誘導する可能性がある。そこで、血中の肝障害マーカ

ー及び肝臓の HE染色切片により本アプローチの副作用を検討した。その結果、人工プロモータ

ーのウイルス投与群は未治療群に比べ、腫瘍体積及び腫瘍重量が低くかった。また、肝障害マ

ーカーは正常値であり、HE染色により肝細胞の傷害は確認できなかった。このとき、CMVプロ

モーターのウイルスは肝障害マーカーが異常高値であり、HE染色により肝細胞の傷害は確認で

きおり、本実験は肝障害を誘導しうる条件下で行えている。従って、人工プロモーターのウイ

ルスは、肝障害を誘導せずに抗腫瘍効果を示しうることが明らかとなった。 

（２）Cyclin/CDKが、がん細胞特異的な E2Fに及ぼす影響の検討 

①がん細胞特異的な E2Fに対して、抑制的に機能する Cyclin/CDK複合体の同定 

CDKインヒビターである p21は CDK2に対して指向性が高い。そこで、CDK2が、がん細胞特異的

な E2Fに対して抑制的に機能するのかを、ドミナントネガティブ CDK2（dnCDK2）の発現により

がん細胞特異的な E2F活性を増強するのかで検討した。dnCDK2の発現により E2F標的遺伝子の

発現が亢進し、がん細胞特異的な E2Fにより特異的に活性化される人工プロモーターが活性化

された。また、dnCDK2による人工プロモーターの活性化は E2F配列に起因し、RBの過剰発現に

より E2F活性を抑制することで dnCDK2による人工プロモーターの活性化は消失した。従って、

CDK2が、がん細胞特異的な E2Fに対して抑制的に機能することが明らかとなった。また、同様

な手法で CyclinA の過剰発現により E2F 活性の減弱、shRNA による CyclinA のノックダウンに

より E2F 活性が亢進することが明らかとなった。また、CyclinA 過剰発現による人工プロモー

ターの抑制は dnCDK2 の発現により減弱することから、CyclinA/CDK2 複合体が E2F に対して抑

制的に機能することが明らかとなった。 

②CyclinA/CDK2によるがん細胞特異的な E2Fの抑制機構の検討 

CyclinA/CDK2によるがん細胞特異的な E2Fの抑制機構の検討するために、CyclinA/CDK2の過剰

発現が E2F1の局在に及ぼす影響を検討した。その結果、E2F1の局在は CyclinA/CDK2の過剰発

現した場合でも核に存在しており、E2F1と CyclinAは共局在していた。また、CyclinAと結合

能を欠損した E2F1は CyclinA/CDK2による抑制が消失した。このことから、CyclinA/CDK2は核

で E2F1と複合体を形成することで E2F1の活性を抑制することが示唆された。さらに、その抑

制機構の検討するために、遺伝子変異が生じている多種のがん細胞でCyclinA/CDK2によるE2F1

の抑制能を比較したところ、p65活性が減弱していると考えられる MCF-7,HeLa細胞でその抑制

が消失していた。また、MCF-7 で p65 の過剰発現によりその活性をレスキューしたところ、

CyclinA/CDK2による E2F1の抑制能が回復した。このことから、CyclinA/CDK2による E2F1の抑

制に p65が必須な役割を果たしていることが示唆された。以上より、がん細胞特異的な E2F活

性を活用したがん細胞特異的傷害法を開発でき、その活性機構として CyclinA/CDK2による p65

を介した抑制機構があることを新たに見出すことができた。 
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