
 
様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 5 月 13 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：癌の新規治療法を開発するために、選択的腫瘍溶解性を示すシンドビ

スウイルス AR339 株を分離同定し、腫瘍溶解責任遺伝子の解析を行った。このウイルスには

３つの構造蛋白遺伝子（カプシド蛋白遺伝子 capsid、エンベロープ蛋白遺伝子 E1,E2）があり、

腫瘍細胞傷害性を検索した結果、E1、E2 に高い傷害性があった。Ｅ１による細胞傷害性の報

告はなく新しい機能と考えられ、E1 タンパクが新たながん治療薬と期待できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
I identified sindbis virus (SIN) has remarkable oncolytic effects on human cancer cell lines, and 
examined the involvement of the major components of SIN structural proteins, capsid, E2, and E1, 
in the oncolysis. E1 was shown to play an important role in the oncolysis. This finding suggested 
that the E1 protein may be used as an agent for cancer therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年の腫瘍溶解性ウイルスは、主に制限増
殖型ウイルスを用いて、低毒性化や腫瘍選択
性の向上による遺伝子治療の応用として開
発されてきたが、遺伝子組み換えが必要ない
ワイルドタイプの腫瘍溶解性ウイルスも確
認されている。 

トガウイルス科アルファウイルス属のシン
ドビスウイルスは、従来 Oncolyitic virus と
して認識されていなかったが、in vivo で腫瘍
溶解性のあることが我々の研究により最近
明らかになった（ Clin Cancer Res 11, 
4553-4560, 2005, 「癌治療用医薬組成物
（PCT/JP2004/010042） ＰＣＴ出願中」、「A 
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PHARMACEUTICAL COMPOSITION 
FOR TREATMENT OF CANCERS 
(60/493,324) アメリカ特許出願中」）。同ウイ
ルスは、蚊が媒介して、ヒトに感染するが、
軽微な発熱が見られるだけで、低病原性ウイ
ルスであることが知られている。 
シンドビスウイルスの腫瘍溶解性メカニズ
ムの解明は、シンドビスウイルスを腫瘍溶解
性ウイルスとして治療へ応用するだけでな
く、シンドビスウイルスのコンポーネントを
癌治療に応用するために必要である。 
しかし、現在までに、シンドビスウイルの腫
瘍溶解性は、アポトーシス誘導によることは
明らかになっているが、詳しい分子メカニズ
ムは解明されていない。 
 
２．研究の目的 
我々は、各種悪性腫瘍細胞株（子宮頸癌、神
経芽腫、肝細胞癌、口腔癌、肺癌、胃癌）
（ Unnno et.al. Clin Cancer Res 11, 
4553-4560, 2005）で、腫瘍選択的に増殖し、
腫瘍溶解性を示すシンドビスウイルス
AR339 株を分離している。 
J.Jan 等 （ J Virol. 1999 
Dec;73(12):10296-302.）は、紫外線で不活化
したシンドビスウイルスが腫瘍細胞融解能
を持つことを報告している。我々も神経芽細
胞腫株にて同様の現象を確認している（未発
表データー）。 このことから、シンドビス
ウイルスの選択的腫瘍細胞融解性には、ウイ
ルスの複製が必須ではなく、ウイルス構造蛋
白質のアポトーシス誘導能が関連している
ことが推測され、その分子メカニズム解明の
ために以下の事項を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
シンドビスウイルスの選択的腫瘍細胞融解
性には、ウイルスの複製が必須ではなく、ウ
イルス構造蛋白質の腫瘍融解能が関連して
いることが推測されている。そこで、その責
任部位の解明と、同部位の蛋白質を精製分離
して、製剤としての機能の解析を、以下のよ
うに行う。 
 
(１)シンドビスウイルスの構造蛋白質の塩
基配列の解析を行い、プロトタイプのシンド
ビスウイルスの塩基配列と比較検討する。塩
基配列の相違と選択的腫瘍融解性との関連
を推察する。 
(２)シンドビスウイルスの各構造蛋白質遺
伝子（カプシド蛋白遺伝子 capsid、エンベロ
ープ蛋白遺伝子 E1,E2）の発現ベクターを作
製する。 
(３)各種正常組織初代培養細胞（角化上皮細
胞、唾液腺細胞など）と、各種悪性腫瘍由来
細胞株（扁平上皮癌、悪性黒色腫、唾液腺腫
瘍、骨肉腫、線維肉腫、その他の腫瘍）にシ

ンドビスウイルスの構造タンパク質を発現
させ、細胞生存率、形態変化、増殖性変化を
調べ、正常細胞に対する毒性と、悪性腫瘍に
対する腫瘍融解性を検証する。 
(４)シンドビスウイルス構造蛋白質のうち
の同定した選択的腫瘍融解性をもつコンポ
ーネントの蛋白質の発現系を作成して精製
を行う。 
(５)精製したコンポーネント蛋白を各種悪
性腫瘍由来細胞株に添加、あるいわ、導入を
行い、細胞変性と生存率を調べ、細胞レベル
での腫瘍溶解効果を評価する. 
 
４．結果 
（１）シンドビスウイルスの塩基配列解析 
シークエンス用ﾌﾟﾗｲﾏｰを１６個作成し、
PRISM310Genetic Analyzer (ABI)で行った。
プロトタイプと比較して、全構造蛋白遺伝子
の塩基数は、１２塩基塩長い 4117 塩基であ
った。変異は全部で３箇所あり、すべて E2
領域で起きていた。図１に示すように、１２
塩基の挿入と、点変異が 2か所にあり、アミ
ノ酸が Asp から Gly へと、Val から Glu へと
変化していた。現在までに、点変異の報告は
あるが、挿入の報告はないため、データーベ
ースへ、Sindbis virus genomic RNA, 26S 
messenger RNA reagion, complete sequence, 
ov-100 varia ｎ t(Accession number  
AB372876 )として登録をした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. E2(8631-9087)領域シークエンス結果 
 
 
（２）シンドビスウイルスの各構造蛋白質の
発現ベクターの作製 
 各構造蛋白遺伝子を PCR 法 TA クローニン
グを行い、最終的に pCI-neo Manmalian 
Expression Vector へ導入した。 
 
（３）シンドビスウイルスの各構造蛋白質の
腫瘍溶解効果の検討 
リポフェクション法にて、正常組織初代培養
細胞（線維芽細胞）、各種悪性腫瘍細胞株（扁

SIN     GGATCGTCTGGCAGAAGCAAAAGAAGCGTCATTGACGACTTTACCCTGACCAGCCCCTAC 

ov-SIN    GGATCGTCTGGCAGAAGCAAAAGAAGCGTCATTGACGGCTTTACCCTGACCAGCCCCTAC 

SIN     TTGGGCACATGCTCGTACTGCCACCATACTGTACCGTGCTTCAGCCCTGTTAAGATCGAG 

ov-SIN    TTGGGCACATGCTCGTACTGCCACCATACTGAACCGTGCTTCAGCCCTGTTAAGATCGAG 

SIN     CAGGTCTGGGACGAAGCGGACGATAACACCATACGCATACAGACTTCCGCCCAGTTTGGA 

ov-SIN    CAGGTCTGGGACGAAGCGGACGATAACACCATACGCATACAGACTTCCGCCCAGTTTGGA 

SIN     TACGACCAAAGCGGAGCAGCAAGCGCAAACAAGTACCGCTACATGTCGCTTAAGCAGGAT 

ov-SIN    TACGACCAAAGCGGAGCAGCAAGCGCAAACAAGTACCGCTACATGTCGCTTAAGCAGGAT 

SIN     CACACCGTTAAAGAAGGCACCATGGATGACATCAAGATTAGCACCTCAGGACCGTGTAGA 

ov-SIN    CACACCGTTAAAGAAGGCACCATGGATGACATCAAGATTAGCACCTCAGGACCGTGTAGA 

SIN     AGGCTTAGCTACAAAGGATACTTTCTCCTCGCAAAATGCCCTCCAGGGGACAGCGTAACG 

ov-SIN    AGGCTTAGCTACAAAGGATACTTTCTCCTCGCAAAATGCCCTCCAGGGGACAGCGTAACG 

SIN     GTTAGCATAGTGAGTAGCAA------------CTCAGCAACGTCATGTACACTGGCCCGC 

ov-SIN    GTTAGCATAGTGAGTAGCAAGAATGGCTCATTCTCAGCAACGTCATGTACACTGGCCCGC 

SIN     AAGATAAAACCAAAATTCGTGGGACGGGAAAAATATGATCTACCTCCCGTTCACGGTAAA 

ov-SIN    AAGATAAAACCAAAATTCGTGGGACGGGAAAAATATGATCTACCTCCCGTTCACGGTAAA 

8987－ 



 

 

平上皮癌、神経芽腫）に遺伝子導入し、蛋白
を発現させ、細胞形態の観察と、生存率の測
定を行った。結果は、コントロールと比較し
て、細胞傷害性が有意に高かった遺伝子は、
扁平上皮癌では E1 と E2 で、神経芽種では E1
であった（図２）。形態観察とカスパーゼの
誘導があることから E1 遺伝子が細胞内での
アポトーシスを誘導していると推測できた
（図３）。 

図２. 各構造蛋白導入時の細胞生存率 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．カスパーゼ３の開裂状態 
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