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研究成果の概要（和文）： 

胃癌、膵癌では腹膜転移の頻度が高いため、治療法選択には正確な腹膜転移診断が必要

不可欠である。しかし現在用いられている検査法による腹膜転移診断の正診率は約 20

－50％といまだ低いため、癌特異的でかつ正確な腹膜転移診断法の確立が急務である。

そこで本研究では、癌特異的に感染・増殖する制限増殖型レオウイルスを利用し、腹膜

転移の新しい診断法の開発、すなわち新しいトレーサーの開発を行ってきた。23年度

は継続してレオウイルスに蛍光プローブを付加する実験を行った。 

ウイルスはレオウイルス serotype 3 を用い、Alexa Fluor 488, carboxylic acid succinimidyl 

ester をヒト胃癌細胞株 MKN45P に付加した。その後 Alexa Fluor 488-labeled レオウイルス

の感染効果（CPE ；cell count 法、形態変化）を検討した。これまでの結果として、Alexa Fluor 

488-labeled レオウイルスの CPE を認め、感染細胞に蛍光を認めた。さらに抗腫瘍効果も認め

臨床応用への展開が期待された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Oncolytic reovirus is susceptibility to cells with the activated Ras signaling pathway. The oncolytic 

efficacy of reovirus has been demonstrated in several cancer experimental models. We preliminarily 

evaluated the functional activity of reovirus labeled with Alexa Fluor 488, a stable fluorescent dye, as a 

new tracer for sentinel navigation technique. MKN45p human gastric cancer cell line, L929 cell line as a 

control, and reovirus serotype 3 were used in this study. The cytopathic effect and morphological change 

after reovirus labeled with Alexa Fluor 488 infection were examined. After the labeled reovirus infection, 

cytopathic effect was observed in MKN45p cell line, but not in control cell. In addition, severe 

morphological changes were also seen especially in the infected cancer cell line. In conclusion, reovirus 

labeled with Alexa Fluor 488 could specifically infect a human gastric cancer cell line. This labeled 

virus might act as a novel tracer for sentinel node navigation surgery of gastric cancer. 
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１．研究開始当初の背景 

制限増殖型レオウイルスは ras 経路が活性化し

ている癌細胞に選択的に感染・増殖し、細胞溶

解を引き起こす（Lee et al. Science,1998）。膵

癌では 80%以上の症例にK-ras遺伝子の変異が

存在し、細胞内 ras 経路が活性化しているため、

レオウイルスの標的となりうることを我々は世

界で初めて報告した（Etoh et al. Clin Cancer 

Res, 2003, Himeno et al. Int J Oncol, 2005）。 

一方、消化器癌の治療を困難にしている原因と

して腹膜転移がある。特に胃癌、膵癌では腹膜

転移の頻度が高いため、治療法選択には正確な

腹膜転移診断が必要不可欠である。しかし CT

検査や超音波検査など現在の画像診断法では、

腹膜転移診断の正診率は約 20－50％とされて

いるのが実情である。至適な治療選択のために

は、癌特異的でかつ正確な腹膜転移診断法の確

立が急務である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、癌特異的に感染・増殖する制限増

殖型レオウイルスを利用し、腹膜転移の新しい

診断法の開発、すなわち新しいトレーサーの開

発を行いたい。具体的には蛍光プローブとして

GFP をレオウイルスに導入、腹膜転移巣に特異

的に感染させ、赤外線イメージ装置および現在

大分大学工学部で開発中の光 CT での検出を行

う。 

 

３．研究の方法 

(1) GFP 導入レオウイルスの作成 

レオウイルスは 2 本鎖 RNA ウイルスでるため

遺伝子導入は Reverse genetics 法が必要であり、

RNAウイルスの各 segment のベクター作成を行

い、GFP 遺伝子導入レオウイルスを構築する。

その後、viability を確認し癌特異的感染能力が

保たれていることを明らかにする。 

 

(2) GFP 導入レオウイルスの検出法の開発 

GFP をいかに可視化するかが課題となる。術中

腹膜転移の検出方法としては、現在一般臨床で

使用されている赤外線イメージ装置（Typhoon 

9400 laser scanning fluorescence imager: 

Amersham Biosciences）で可視化できるかを

検証する。 

また、術前診断に関しては現在大分大学工学部

で開発中の光 CT での検出を行う。すなわち近

赤外線レーザー光を生体に照射した際に得られ

る散乱光強度の測定データに着目し、生体組織

の光学パラメーターを計算、可視化を試みるも

のである。この光 CT は従来のエックス線 CT

のような被爆はなく、造影剤の注入に伴う患者

の負担もない利点がある。現在、開発段階であ

るが、GFP が候補となりえるか検討中である。 

 
 
 
４．研究成果 

ウイルスはレオウイルス serotype 3 を用い、Alexa 

Fluor 488, carboxylic acid succinimidyl ester

をヒト胃癌細胞株 MKN45P に付加した。その後

Alexa Fluor 488-labeled レオウイルスの感染効

果（CPE ；cell count 法、形態変化）を検討した。

これまでの結果として、Alexa Fluor 488-labeled 

レオウイルスの CPEを認め、感染細胞に蛍光を認

めた。さらに抗腫瘍効果も認め臨床応用への展開

が期待された。 

一方、胃癌腹膜転移モデルを用いて in vivo での
蛍光を検出する実験を進めてきた。蛍光プローブ
作成のため、レオウイルスへの遺伝子導入方法と
して Reverse genetics 法が必要であるが、RNA ウ
イルスの各 segment のベクター作成および再構築
が困難であった。現在、ベクターを改良しながら
鋭意実験を進めている。一方で先述のようにウイ
ルスに蛍光色素をラベル化することで同様の効果
を示すことができることを示してきた。簡便で実
用的であるため、今後蛍光色素の開発も進めてい
く。 
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