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研究成果の概要（和文）：腫瘍を特異的に死滅させるが、ヒトに対する病原性が低いシンドビス

ウイルス(SIN)の複製に必要な遺伝子部分のみで構成した RNA分子（SINレプリコン）に腫瘍
融解性のあることを確認し、腫瘍融解性 SINレプリコンを開発した。更に、SINレプリコンに
SINウイルスゲノムの 3’末端側非翻訳領域(3’ UTR)を付加すると、レプリコンの正常細胞に対
する毒性が低下し腫瘍特異性が向上することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated the oncolytic feature of a Sindbis-virus-derived 
RNA molecule, SIN replicon, which constitutes the necessary genome part of an avirulent 
virus Sindbis (SIN) for the replication. Thus, we developed expression vectors for oncolytic 
SIN replicons. We found that the 3’ UTR of the SIN genome allowed the SIN replicon to be 
less toxic to normal cells and more specific to cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 
トガウイルス科アルファ属（アルファウイ

ルス）は、広い宿主域を持ち、高い発現レベ

ルを有することから、近年、発現ベクターと

して用いられるようになり、Sindbis virus

(SIN), Semliki Forest virus (SFV),

Venezuelan Equine Encephalitis virus (VEE)

等をベースにしたウイルスベクターの研究・

開発が進んでいる（K. Lundstrom, Gene

Therapy 12, S92-S97, 2005）。

特に、シンドビスウイルスベクターおよび

SIN AR339株は腫瘍選択的集積性を有するこ

とが、それぞれTseng等（Cancer Research 64,

6684-6692, 2004）と我々のグループ（Clin

Cancer Res 11, 4553-4560, 2005）によって

報告され、腫瘍に対するウイルス療法および

遺伝子治療用ベクターとして有用であること

が期待されている。

SINは節足動物を介してヒトに感染するア

ルボウイルスの一つであり、本来の宿主は昆

虫であると考えられる。ヒトは本来のウイル

スのライフサイクルに含まれず、終末宿主で
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ある。従って、節足動物を介するヒトへの感

染は起きるが、飛沫感染、経口感染等を起こ

さない。腫瘍融解性ウイルスとしてのSINが持

つこの性質は、従来検討されてきたオンコリ

ティックウイルスにはないユニークな特徴で

あり利点である。

ヒト・ヒト感染が起こるアデノウイルス、

ヘルペスウイルス、レオウイルス等を用いた

腫瘍融解性ウイルス療法に比較して、このよ

うなユニークなSINの利点からリバータント

の出現、野生株との組み換え等の危険性は極

めて少ないが、安全性における障害は依然と

して残っている。

本研究では、以上のようなSINの腫瘍融解性

ウイルスとしての利点を残しつつ安全性を確

保する新しいタイプの腫瘍特異的融解性レプ

リコンの開発を行うこととした。

２．研究の目的

トガウイルス科アルファウイルスは、近年、

新しいウイルスベクターとして開発研究が進

んでいる。アルファウイルスの一つであるシ

ンドビスウイルス(SIN)AR339株は、腫瘍特異

的融解能を持ち、オンコリティックウイルス

（腫瘍融解性ウイルス）として利用可能な性

質を持つことが我々の研究により明らかにな

っている（Clin Cancer Res 11, 4553-4560,

2005, 「 癌 治 療 用 医 薬 組 成 物

（PCT/JP2004/010042） PCT出願中」, 「A

PHARMACEUTICAL COMPOSITION FOR TREATMENT

OF CANCERS (60/493,324) アメリカ特許出

願中」）。特に、SIN AR339は他の腫瘍融解

性ウイルスにないユニークな腫瘍選択的集積

性を持つ。

しかしながら、腫瘍融解性ウイルス療法に

は、自律増殖性のウイルスを用いることによ

るリバータントの出現等のデメリットが存在

し、臨床応用の際の問題点となっている。

そこで、本研究では、SIN AR339株の腫瘍特

異的複製能およびアポトーシス誘導能に着目

し、SIN AR339ゲノムの複製およびアポトーシ

ス誘導に必要なサブウイルスゲノムRNA（以下、

SINレプリコンと呼ぶ）作成および腫瘍特異

的アポトーシス誘導能の高いSINレプリコン

変異体を開発すると同時に、SINレプリコンの

腫瘍特異的複製能の機構を解明することを目

的とした。 
 
３．研究の方法 

(1)腫瘍特異的融解性変異 SIN の選別
『腫瘍融解性』および『正常細胞非融解性』

の両側面からのアプローチによる 2つの異な
る戦略を用いることにより、変異体の作製を
より確実なものとする。具体的には、以下の

２つの戦略を用いる。
① 腫瘍細胞において、高い融解性を示す

SIN ウイルス株を選別する。
② 正常細胞に対するアポトーシス誘導

能が低い SIN ウイルス株を選択する。

(2)腫瘍特異的融解性変異SINの解析

① 腫瘍特異的アポトーシス誘導能を持つ

SIN株のcDNAを作成する。

② 腫瘍特異的融解能を持つSIN株cDNAの

塩基配列を決定し、腫瘍特異的融解性

に関与する可能性のある領域を同定す

る。

③ 5’UTR, 変異体nsp1-4,3’UTRを含む

cDNAを発現プラスミドに組み込み、レ

プリコン発現プラスミドを構築する。

(3)腫瘍特異的融解性SINレプリコンの評価

① in vitro転写したRNAレプリコンの腫瘍

特異的融解能を評価する。

② RNAレプリコンの正常細胞（ヒト線維芽

細胞、Vero細胞）に対する毒性の評価

を行う。

４．研究成果

(1)腫瘍特異的融解性変異SINの選別

腫瘍融解性SINレプリコンの開発のために、

増殖能が高いSINクローンを選別する戦略に

より変異株の選別を平成20年度に行った。そ

の結果、HeLa細胞に対する細胞傷害性が高い

クローンを選択し、ov-SINと命名した。

ov-SINは、非癌細胞であるVero細胞の増殖

期に対しても細胞傷害性を示したが、静止期

の正常ヒト繊維芽細胞および静止期のVero細

胞に対しては細胞傷害性を示さなかったこと

から、SINの腫瘍特異性には、細胞周期が関連

していることが明らかとなった。

(2) 腫瘍特異的融解性変異SINの解析

ov-SINゲノムのcDNA(Fig.1A)を作成し、

5’UTR、nsp1-4領域、3'UTRの塩基配列を決定

した。ov-SINには、5'-UTRのnt35にG→Aの変

異およびnsp2の438番アミノ酸にP→Lの変異

が存在した。



ov-SIN cDNAの5’UTR、nsp1-4およびウイル

スの構造蛋白領域プロモーター（26Sプロモー

ター）を含む領域をT7プロモーター下流に組

み込みpSINnspを構築した(Fig.1B)。

pSINnspは、T7上流にCMVプロモーターを持

ち、T7プロモーターよりin vitro RNA合成に

よりSINレプリコンを作製するための鋳型で

あると同時に、それ自身を細胞に導入するこ

とによってもレプリコンを発現できる

layered expression vectorとして構築した。

更に、3’UTRの関与、レプリコンの複製をモ

ニターするために26Sプロモーター下流にGFP

を組み込んだpSINnsp3UTRおよびpSINnspGFP

を構築した。

pSINnspGFPをHeLa細胞およびヒト線維芽細

胞に導入したところ、各細胞においてGFP発現

が確認されたことから、本レプリコンcDNAか

ら発現したRNAが複製することにより、マイナ

スRNA上の26Sプロモーターが機能しているこ

とを確認した(Fig.1C)。

まず、pSINnsp, pSINnsp3UTRを細胞に導入

し、G418で選択することにより、レプリコン

発現が癌細胞および正常細胞（ヒト線維芽細

胞、Vero細胞）におよぼす影響を検討した。

その結果、レプリコン発現はHeLa細胞に対

して強い毒性を示したものの、Vero細胞およ

びヒト線維芽細胞に対しても少なからず毒性

が観察された。興味深いことに、HeLa細胞に

対する毒性はpSINnsp > pSINnsp3UTRであった

が、Vero細胞およびヒト線維芽細胞において

両者の差は観察されなかった（Fig.2）。

このことから、3’UTRが癌細胞におけるレ

プリコンの細胞毒性に関与していることが示

唆された。更に、ヒト口腔癌細胞株のHSC4、

胃癌細胞株のMKN45、肝癌細胞株のHepG2に対

するSINレプリコン発現の毒性を検討したと

こ ろ 、 HeLa 細 胞 と 同 様 に pSINnsp >

pSINnsp3UTRの細胞毒性があることを確認し

た(Fig.3)。

(3)腫瘍特異的融解性SINレプリコンの評価

3’UTR の 関 与 を 検 討 す る た め に 、

pSINnsp3UTRを鋳型として、in vitro転写した

RNAレプリコンを正常細胞(Vero細胞、ヒト線

維芽細胞)および癌細胞に導入し、SIN RNAレ

プリコンの細胞毒性の評価を行った。

その結果、ov-SIN レプリコンは、HeLa 細
胞に対してアポトーシスを誘導するが、Vero
細胞および正常ヒト線維芽細胞に対するア
ポトーシス誘導能が極めて低く、ov-SIN 自体
よりも腫瘍融解特異性の高いことを確認し
た(Fig.4)。
また、CMV プロモーターにより強制発現さ

せた SIN レプリコンよりも in vitro 合成し
た SIN RNA レプリコンの方が非癌細胞に対す
る傷害性が低く、腫瘍融解特異性の高いこと

が明らかとなった。更に、3’UTR を組込んだ
RNA レプリコンは細胞傷害性が低くなるが正
常細胞への毒性が低く、3’UTR は腫瘍融解特
異性を高めることが明らかとなった。
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