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研究成果の概要（和文）： 
がんに対する標準治療の進歩により、治療成績は格段に向上したが、一方で一部の難治性悪性
腫瘍は未だ予後不良である。悪性胸膜中皮腫（ＭＰＭ）はその代表的疾患であり、胸腔を這う
ように進展し、その浸潤機構にはウロキナーゼ型プラスミノーゲンアクチベータ（uPA）が重
要であることが知られている。我々は独自の組換えウイルス技術により、uPA 選択性に腫瘍を
殺傷する新規ウイルス（バイオナイフ）を構築し、その治療効果をヒト MPM マウス同所性モ
デルにより検討した。バイオナイフは異なる二種のヒト悪性中皮腫（MSTO-211H、H226）に
対し有効であり、強力なアポトーシス誘導効果を示した。興味深いことに H226 は uPA 受容体
（uPAR）の発現は認めるが uPA の発現は検出できないにも拘わらず、バイオナイフに感受性
であり、バイオナイフの感染自身により uPA 発現が強力に誘導された。興味深いことに、この
作用は NF-κB 活性阻害剤および RNA ウイルスセンサーである RIG-I ヘリカーゼの dominant 
negative である RIG-IC を発現するウイルスにより消失した。以上から、バイオナイフは uPA 活
性を標的にしているにも関わらず腫瘍細胞に必ずしも uPA が発現を要せず、がんが特異的に発
現する uPAR があれば強い抗腫瘍効果を発揮することが明らかとなった。現在以上の知見をも
とに、臨床試験用 GMP 製剤の準備を開始している。 
研究成果の概要（英文）： 
Malignant pleural mesothelioma (MPM) is highly intractable and readily spreads 
throughout the surface of the pleural cavity, and these cells have been shown to express 
urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR). We here examined the potential of 
our new and powerful recombinant Sendai virus (rSeV), which shows uPAR-specific 
cell-to-cell fusion activity (rSeV/dMFct14 (uPA2), named “BioKnife”), for tumor cell killing 
in two independent orthotopic xenograft models of human. Multicycle treatment using 
BioKnife resulted in the efficient rescue of these models, in association with tumor-specific 
fusion and apoptosis. Such an effect was also seen on both MSTO-211H and H226 cells in 
vitro; however, we confirmed that the latter expressed uPAR but not uPA. Of interest, 
infection with BioKnife strongly facilitated the uPA release from H226 cells, and this effect 
was completely abolished by use of either pyrrolidine dithiocarbamate or BioKnife 
expressing the C-terminus-deleted dominant negative inhibitor for retinoic acid-inducible 
gene-I (RIG-IC), indicating that BioKnife-dependent expression of uPA was mediated by 
the RIG-I/NK-κB axis, detecting RNA viral genome replication. Therefore, these results 
suggest a proof of concept that the tumor cell-killing mechanism via BioKnife may have 
significant potential to treat patients with MPM that is characterized by frequent uPAR 
expression in a clinical setting. 
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１．研究開始当初の背景 
 がんの治療成績が向上してきた現在にお
いてもなお予後不良な悪性腫瘍の代表とし
て、悪性胸膜中皮腫（MPM）があげられる。 
 MPM が「難治性」である理由は、 
①手術、放射線療法が困難、かつ化学療法に
対する反応性が不良であること、 
②遠隔転移が局所に留まっている場合にお
いてさえ、腫瘍細胞を全て取り切れず早期の
再発を来し死に至ることが多いこと 
が現場の臨床医の最大のジレンマとなって
いる。 
 我々はセンダイウイルスの組換え技術の
改良を進め、より多くの悪性腫瘍が発現す
るウロキナーゼ（uPA）を標的化すること
で汎用性を高め、また膜融合に重要な F 遺
伝子の細胞質内ドメインを遺伝子操作する
ことにより、膜融合活性（＝腫瘍殺傷能力）
を６倍以上に高めた製剤を開発し（Kinoh H, 
et al. Gene Ther 2009）、これを「バイオナ
イフ（BioKnife）」と命名した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウロキナーゼ標的化腫瘍融解
型 M 遺伝子欠損組換えセンダイウイルス（通
称「バイオナイフ」）について、MPM に対
する抗腫瘍効果を、特にヒト MPM における
マウス同所性モデルにより検証する。 
 さらにバイオナイフの MPM への感受性規
定因子を明らかとし、その分子メカニズムを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)バイオナイフの構築： 
 既報（Kinoh et al. Gene Ther 2009）のごとく、

テンプレートであるクローン化センダイウイ

ルスゲノムのＭ遺伝子部位に GFP 遺伝子を挿

入し、Ｆ遺伝子に対する変異を挿入した。F/M
遺伝子を恒常的に発現する LLC-MK2 細胞に

遺伝子導入し、シードウイルスを得た。これ 
を本製造に供し、カラム精製の後に力価を測

定し、-80 oC にて保存した。 
 

図１：バイオナイフのゲノム構造 
 
(2)同所性ヒト中皮腫モデルの構築と治療・評

価系： 

 対数増殖期にあるヒト中皮腫細胞株

(H226：epithelioid type および MSTO-211H：

biphasic type)を balb/c nu/nu の胸腔内へ投与す

る事により臨床病態に類似したモデルマウス

を作成した。これらのモデルマウスに対して

腫瘍接種後 7 日目より治療を開始した。皮下 
腫瘍モデルは、ルシフェラーゼを恒常的に発

現する腫瘍細胞を用い、IVUS バイオイメージ

ングシステムにより経時的に腫瘍量を計測し

た。バイオナイフ投与後 2 日の検体において

は、蛍光実体顕微鏡にて GFP 蛍光の広がりを

記録した後に、TUNEL 染色によりアポトーシ

スの状況を検討した。 
 
(3)培養系における諸検討： 
 バイオナイフによるアポトーシスの誘導
に関わるカスパーゼ 3/7 活性測定には Apo- 
OneTM Homogeneous Caspase-3/7 Assay キット
（プロメガ社）を使用した。細胞障害性定量
には、WST-8 法を使用した。uPAR 蛋白の発
現検出には通常の Western blot 法、uPA 活性
測定には Casein zymography 法、uPA 抗原量測
定には ELISA 法、uPA 遺伝子発現定量には
real-time RT-PCR 法をそれぞれ実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 同所性モデルの自然経過： 
H226、MSTO-211H いずれにおいても、胸腔
内投与後 7 日において肉眼的に検出し得る腫
瘍結節を形成し、その後はさらに進展後、宿
主の死に至ることが確認された。 

 

 

(2) バイオナイフの治療効果： 
 いずれのモデルにおいても、バイオナイフ
は 1 回投与で有意な生存率の改善を示し、以
後投与回数依存的に生存率は延長した。 

 



(3) 腫瘍におけるバイオナイフの進展： 
 腫瘍形成後、バイオナイフを胸腔内投与し、
2 日後に胸腔内を蛍光実態顕微鏡で観察した。 
腫瘍塊に一致して GFP の蛍光が観察された。 
 

 
 
 

 

 
 
 また、腫瘍の組織切片を作成し、TUNEL 染
色を実施したところ、バイオナイフ群で後半
なアポトーシスが観察された。 
 

 
 

 
 またライブイメージングでは、バイオナイ
フ投与後に経時的に腫瘍量が減少すること
が明らかとなった。 

 
 

 
 

 

 
(4)バイオナイフの腫瘍殺傷メカニズムに関
する in vitro における検討： 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 バイオナイフの感染により Caspase 3/7 が
顕著に活性化し、細胞障害性は uPA の活性を
阻害する PAI-I および z-VAD にて有意に低下
することが証明され、バイオナイフの抗腫瘍
効果はアポトーシスにより、さらに uPA 活性
に依存性であることが裏付けられた。 
 
 

 
 
 

一方、H226 細胞は uPAR は発現するが uPA
を発現せず、baseline においても uPA の蛋白
発現は無く、活性も無い（上図）ことがわか
った。 
 uPA の発現が無いにも拘わらず、バイオナ
イフが H226 に高い抗腫瘍活性を示す理由と
して、「バイオナイフの感染そのものが uPA
の発現を刺激する」という仮説を立て、検討
した。 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
その結果、バイオナイフ（のみならずセン

ダイウイルス感染を含め）が感染するのみで、
uPA の遺伝子発現（略）および蛋白発現（上
図）が顕著に更新し、これは PDTC および
RIG-IC を発現するバイオナイフにより消失
することから、ウイルスゲノム複製のセンサ
ーである RIG-Iおよびその下流の NF-κB 系の
活性化が主たるメカニズムであることが明
らかとなった。 
 以上の成績を、以下の論文として報告した。 
Morodomi Y, et al. 
BioKnife, a uPA activity-dependent oncolytic 
Sendai virus, eliminates pleural spread of 
malignant mesothelioma via simultaneous 
stimulation of uPA expression. 
Mol Ther. 2012;20:769-777. 
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