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研究成果の概要（和文）：腫瘍細胞で持続的に活性化されている転写因子STAT3を阻害するセンダイウイルスを
作製し、腫瘍細胞にアポトーシスを誘導するという「治療」をおこなうことを目的とした。最近明らかにしたセ
ンダイウイルスＣ蛋白質とSTAT1の立体構造をもとに、STAT1と近縁のSTAT3と結合する変異C蛋白質の作製を試み
たが、期間内に得ることができなかった。野生型C蛋白質もおそらくSTAT1を介してSTAT3阻害するように思える
データがあったが、これだけでは十分なSTAT3阻害は不可能であった。蛋白質構造予測のin silico実験ではなく
ファージディスプレイのようなwetな実験によって研究を進める必要がある。

研究成果の概要（英文）：Our purpose is that we generate a recombinant Sendai virus expression the 
STAT3-interacting C protein to cause apoptosis in tumor cells for cancer gene therapy. We recently 
determined crystal structure of the complex of the C protein and STAT1. Based on the detailed 
information of interacting surface, we predicted amino acid mutations that cause binding of the C 
protein and STAT3, which is closely related to STAT1. However, we could not obtain the 
STAT3-interacting C protein after several attempts by the collaboration with a crystallographer and 
a theoretical biologist by the end of research period. The original wild-type C protein seemed to 
inhibit the STAT3 activation probably through the inhibition of STAT1, but this did not bring 
sufficient inhibition of STAT3. It is necessary for us to proceed “wet” experiments including 
phage display, not in silico protein structure prediction.

研究分野： ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 センダイウイルス（SeV）は、パラミクソ
ウイルス科のプロトタイプであり、マウスな
どの齧歯類に呼吸器疾患を引き起こす。SeV
では、ウイルスのポリメラーゼ・サブユニッ
トである P蛋白質の mRNAから、Pとはシフ
トした翻訳フレームを用いて C蛋白質、また
P mRNAの特定部位に RNA editingによって
G塩基が挿入されることで途中からフレーム
がシフトした V蛋白質の２種類の付加的な
蛋白質（アクセサリー蛋白質）が合成される。 
 C蛋白質欠損ウイルスの研究から、SeVの
C蛋白質は宿主のインターフェロン系の阻害
を起こすことが知られている。特に転写因子
STAT1に結合し、インターフェロン α/βある
いはインターフェロン γからのシグナル伝達
を阻害することが明らかになっている。  C
蛋白質と STAT1の結合は、そのための重要な
鍵となる。 
 我々はセンダイウイルス（SeV）のＣ蛋白
質と転写因子 STAT1の複合体結晶構造を
Spring-8による放射光を用いて解明し、SeV
が、STAT1二量体を介するインターフェロン
γのシグナル伝達を阻害する分子機構を明ら
かにした（図１，文献②）。これにより C蛋
白質と STAT1の結合面の性状から、結合に関
与するアミノ酸残基が明らかになった。 
 大腸癌、肝癌、多発性骨髄腫、ホジキンリ
ンパ腫などの多くの腫瘍で STAT3が活性化
しており、これによって腫瘍細胞がアポトー
シスから逃れていると考えられている。
STAT3は実際に、ある種の抗がん剤の標的に
なっている。Statファミリーのうち、STAT1
には STAT3がもっとも近縁であるが、共沈殿
法で調べると、Ｃは STAT3とはほとんど相互
作用しない（未発表）。しかし、立体構造を
もとにデザインすることで、ごくわずかの変
異で STAT3と相互作用するＣ蛋白質を作製
することが可能であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 腫瘍に対する遺伝子治療を目的として、 
腫瘍細胞で持続的に活性化されている転写
因子 STAT3抑制活性をもち腫瘍細胞にアポ
トーシスを誘導する SeVを作製することを
目的とする。 
 
(1) STAT3活性化を阻害し、アポトーシスを
誘導するＣ蛋白質を作製する。 

(2) 変異Ｃ蛋白質をもつ SeVを作製する。 
(3) 変異 SeVの腫瘍に対する治療効果を、 
培養細胞レベル、動物レベルで検証する。 

 
 STAT1と STAT3は比較的相同性が高いの
で、STAT1-C複合体結合面の、Ｃ蛋白質のア
ミノ酸残基に変異を導入することで、STAT3
との結合能を獲得したＣ蛋白質をデザイン
することが可能であると考えられる。その場
合に STAT1への結合能を保持した変異体あ

るいは消失した変異体の、両方のタイプを得
られる可能性がある。 
 我々の以前の研究から（Irie et al., PLoS One 
5:e10719, 2010）、ウイルス RNA合成に作用し
て、細胞にインターフェロン誘導ならびにア
ポトーシス誘導を起こす変異を同定してい
る。これらをともに導入することで、アポト
ーシス誘導能をさらに高めたＣ蛋白質を作
製する。 
 さらに STAT3結合型および STAT1結合型、
アポトーシス誘導型などの異なる性質をも
つＣ変異蛋白質を用いることで、STAT3活性
化および Jak/Stat経路と腫瘍の増殖・維持に
関する知見が明らかになることが期待され
る。 
 ムンプスウイルスでは、その V蛋白質が
STAT3と結合する。STAT3依存性腫瘍培養細
胞にムンプスウイルスを感染させると高度
にアポトーシスを誘導することが報告され
ている（Ulane et al., J. Virol. 77:6385-6393, 
2003）。一方で、SeV C蛋白質は、STAT1には
強く結合するが、STAT3にはほとんど結合し
ない。SeV C蛋白質を STAT3結合性に変換す
ることで、SeVにも抗腫瘍効果を付与するこ
とが可能であると考えられる。 
 SeVは、表面の膜融合(F)蛋白質の開裂活性
化を起こすトリプシン様酵素をもつ臓器に
増殖が限定される。本実験では、SeVを直接
投与する（すでに開裂活性化したウイルスを
培養細胞に接種ならびに動物の腫瘍塊に局
注する）ことで試験が可能であるが、この効
果を高めるために、さらにＦ蛋白質の開裂プ
ロテーゼ認識部位に、腫瘍が高い確率でもっ
ているマトリックス・メタロプロテアーゼの
認識配列（Kinoh et al., Gene Ther. 11:1137-1145, 
2004）を導入すれば、腫瘍内でウイルスが広
がることで、遺伝子治療の効果がさらに高ま
ることが期待される。このような変異ウイル
スの作製も試みる予定である。 
 SeVはすでに、ヒトに対する遺伝子治療の
ベクターとして臨床試験が行われている（九
州大学、重症虚血肢遺伝子治療製剤）。SeV
を腫瘍に対する治療ツールとして実用化す
る場合のハードルは低いと考えられる。また
将来的には、他のウイルスベクター、例えば、
より選択的に腫瘍で増殖する水疱性口内炎
ウイルスに変異Ｃ蛋白質を搭載することで、
腫瘍抑制活性を高めるというような応用が
可能である。 
 
 
３．研究の方法 
 STAT3に結合して不活化する SeV C蛋白質
をデザインして作製する。これにさらに既報
の変異を加えて、STAT3依存性腫瘍細胞に高
率にアポトーシスを誘導するＣ変異蛋白質
を作製する。次に、この変異 C蛋白質をもつ
組換え SeVを作製し、培養細胞レベルあるい
は動物レベルで腫瘍細胞排除に対する効果
を検証する。効果を高めるために、ウイルス



の膜融合蛋白質に変異を導入して、腫瘍細胞
で広がりやすいウイルスを作製し、抗腫瘍効
果を検証する。 
 
(1) STAT3と結合するＣ蛋白質,アポトーシス
を誘導するＣ蛋白質のデザインと作製調製 
 Ｃ蛋白質と STAT1の立体構造をもとに、 
Ｃ蛋白質と STAT3のモデル構造を構築し、ソ
フトウェア Amberを用いて結合様式を予測
する。STAT3との結合に関わると予測される
アミノ酸残基に部位特異的変異を導入し、
STAT3と結合しないＣ蛋白質を作製する。こ
れとともに、ウイルス感染細胞内に異常な
RNAが蓄積してアポトーシスを誘導するＣ
蛋白質変異（K77R+D80A, D80A; Irie et al., 
PLoS One 5:e10719, 2010）をもつＣ蛋白質も
作製する。 
 これらのＣ蛋白質を培養細胞で発現して、
STAT3の阻害活性、アポトーシス誘導活性を
検討する。STAT3依存的な腫瘍由来細胞で、
変異Ｃ蛋白質の導入によってアポトーシス
が起こるかを検証する。あわせて、Jak/Stat
シグナル伝達系阻害活性、ウイルス出芽促進
活性などの、Ｃ蛋白質が本来もっている他の
機能についても検討する。 
 
(2) 変異導入Ｃ蛋白質をもつ組換えセンダイ
ウイルスの作製立体構造解明による蛋白質
機能、相互作用の解析 
 上記で性質を解析したＣ蛋白質を発現す
る、組換え SeVを作製する。 
 Ｃ蛋白質は、Ｐ遺伝子上の P蛋白質のフレ
ームとシフトしたフレームに、重複してコー
ドされている。従って、Ｃ蛋白質の変異導入
によってはＰ蛋白質に変異が入る可能性が
あるので、Ｃ蛋白質に自由に変異を導入する
ことができない。Ｃ蛋白質を付加遺伝子とし
て発現して、本来のＣ蛋白質を停止コドン挿
入によって不活化したゲノム DNAを利用し
てウイルスを作製する。 
 このバックボーンのゲノム DNAの合成に
すでに成功しており、組換えウイルスの作製
については従来から研究室で行っているの
で技術的な裏打ちがある（Sakaguchi et al., 
1997; 1999; Huang et al., 2000; Sakaguchi et al., 
2002; Fujii et al., 2002; Fukuhara et al., 2002; 
Sakaguchi et al., 2003; Miyoshi et al., 2007; 
Shimazu et al., 2008; Irie et al., 2010a; 2010b）。
個別の変異については事前にカルタヘナ法
に係る文部科学大臣の確認を取って行う。 
 
(3) 組換えセンダイウイルスの抗腫瘍活性の
評価立体構造に基づく自然免疫抑制機構の
解析 
 STAT3は、Srcによって形質転換された腫
瘍では常に活性化されている。STAT3のドミ
ナントネガティブ変異体は形質転換を阻害
し、一方、恒常活性型は細胞を形質転換する
（Darnell, Nat. Rev. Cancer, 2:740-749, 2002）。
STAT3は細胞をアポトーシスから保護してい

ると考えられている。他に多発性骨髄腫なら
びにホジキンリンパ腫、肝癌でも活性化がみ
られる。大腸癌由来の細胞である SW450、
HT90でも STAT3が活性化している（Lin et al., 
Am. J. Physiol. 167:969-980, 2005）。 
 腫瘍由来細胞株の中から選んだ、STAT3依
存的な細胞株、例えば SW450細胞に、変異
Ｃ蛋白質発現組換え SeVを感染させて、腫瘍
細胞の増殖が抑制されるか、さらにアポトー
シスなどを起こすかどうかを検討する。また、
腫瘍細胞をマウスに移植する系を用いて、担
腫瘍マウスに対する組換え SeVの治療効果
を評価する。 
 SeVの細胞への伝播には、ウイルス表面の
膜融合蛋白質が宿主プロテアーゼによって
部分分解されて活性化していることが必須
である。変異Ｃ蛋白質を発現する組換え SeV
の抗腫瘍効果を高めるために、Ｆ蛋白質のプ
ロテーゼ認識部位に、多くの腫瘍が分泌する
マトリックス・メタロプロテアーゼ認識配列
（PLG↓MTS など; Kinoh et al., Gene Ther. 
11:1137-1145, 2004）を導入したウイルスを作
製する。腫瘍内でウイルスが広がることで、
抗腫瘍効果がさらに高まることが期待され
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) STAT3と結合し不活化する C蛋白質のデ
ザイン 
 小田が Amber法により、E146Q, E153Q, 
R157Qの３個のアミノ酸変異を推測し、これ
らの変異を導入した C-3Qを作製した。また、
蛋白質構造の理論生物学が専門の静岡県立
大学食品栄養科学部助教 中野祥吾博士に
INTMSAlign解析による推測を依頼し、R140E, 
Q146I, I143T（STAT1との相互作用を弱め、
かつ STAT3との相互作用を強める可能性）, 
K135Q, K183Q（STAT3の Glnとの相互作用を
形成できる可能性）, T158V（STAT3の疎水性
残基と相互作用を形成できる可能性）の６個
のアミノ酸変異を推測していただいた。これ
らをすべて入れた変異Ｃ蛋白質 C-Nakanoを
作製した。 
 これらの変異 C蛋白質について、STAT1, 
STAT3との相互作用を免疫沈降で調べたが、
STAT3への結合、STAT1への結合消失は認め
られなかった。さらに STAT3レポーターアッ
セイを行ったところ、特に強い阻害は認めな
かった（データ示さず）。 
 このように蛋白質立体構造から特定の蛋
白質への結合が変化した蛋白質を作出する
ことは、当初は容易であると考えていたので
予想外の結果であった。ファージディスプレ
イのように、実際に結合する変異体を選択す
るような実験手法をとるべきであったと考
えられる。 
 
(2) 野生型 C蛋白質の STAT3結合能 
 レポーターアッセイでは、変異を導入しな
い野生型C蛋白質でも半分程度から若干の抑
制がみられた。これはおそらく STAT1を抑制
し、これを介して STAT3を抑制していると考
えられた。このことから従来の SeVでも腫瘍
にアポプト−シスを誘導できる可能性が生じ
た。 
 そこで STAT3が過剰に発現しているとさ
れ、頻用されている動物培養細胞株 L8M（骨
肉腫由来）、MCF7（乳腺癌由来）、DU145（前
立腺癌由来）を理研セルバンクから入手し、
SeVを感染させて変化をみたが、特に強いア
ポトーシスを認めなかった。 
 
 今後は、ファージディスプレイ等の方法で
STAT3に結合するＣ蛋白質を得て研究を行う
必要がある。ムンプスウイルス V蛋白質は
STAT3と結合することが示されているので、
ムンプスウイルスあるいはこのＶ蛋白質を
発現する SeVを作製して、抗腫瘍効果の検証
をおこなうことを検討している。 
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