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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子を自由に改変可能なゲノム編集技術により様々な遺伝子を欠失さ
せた癌細胞集団を作製し、その癌細胞集団を用いて、腫瘍溶解性ウイルスであるコクサッキーウイルスB群3型
(CVB3)の細胞傷害性に必要な遺伝子を同定する。CVB3の癌細胞殺傷メカニズムを詳細に理解し、ウイルス感染に
必要な受容体の発現のみならず、CVB3の殺細胞効果に必要な遺伝子を把握することで、治療を受ける患者の適応
基準を科学的に設定することが可能になる。本研究では、次世代シークエンスの結果を解析し、レンチウイルス
に組み込まれたバーコード配列を識別し、さらに様々な遺伝子候補の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed cancer cell line populations in which various 
genes were deleted by genome editing technology and identified genes required for cytotoxicity of an
 oncolytic virus, coxsackievirus group B type 3 (CVB3), using them. used the cancer cell populations
 to generate coxsackievirus group B type 3, an oncolytic virus. 
By understanding the cytotoxicity mechanism of CVB3 in detail, it becomes possible to scientifically
 set adaptation criteria. In this time, we analyzed the results of next-generation sequencing, 
identified the barcode sequence integrated into the lentivirus, and successfully identified various 
gene candidates of CVB3 cytotoxicity.

研究分野：ウイルス療法

キーワード： ウイルス療法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでにCVB3の細胞傷害性に関して報告のない遺伝子が多く見つかっており、さらに報告のない
シグナル経路がウイルス増殖に関連している可能性が示唆され、今後のウイルス療法開発に重要な鍵となること
が予想される。
また、本研究で同定された遺伝子が他のエンテロウイルスに関与しているかどうか解析することにより、他のエ
ンテロウイルスに対する治療薬の開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍は日本国民の死因の第 1 位であり、2016 年には 372,986 人が死亡しており、年々増
加の一途を辿っている。早期発見例における治療成績のみならず罹患後の生存期間も延長して
はいるが、悪性腫瘍による死亡率は依然として高い。特に難治性及び希少がんは有効な治療法が
非常に少なく、新規治療法の導入が望まれている。近年、ウイルスの腫瘍細胞内での特異的増殖
と腫瘍溶解性を誘導し、抗腫瘍活性を期待する「腫瘍溶解性ウイルス療法」（以下ウイルス療法
と略）が開発され、2015 年米国で GM-CSF 産生複製可能遺伝子改変 I 型単純ヘルペスウイルス
(以下 HSV)(IMLYGIC®)を用いたウイルス療法が悪性黒色腫を対象に承認され、日本においても遺
伝子改変 HSV を用いた臨床研究が脳腫瘍患者に実施されており、安全性と有効性が示されてき
ている。現在ウイルス療法の臨床的安全性と腫瘍特異性は確認されてきているが治療効果は限
定的であり、さらなる改良が望まれる。 
 我々は新規ウイルス療法の開発を目的に、ピコルナウイルス科・エンテロウイルス属に着目し
て、これまでに 38 種類のウイルスを各種ヒト癌細胞株及び正常細胞に in vitro で感染させ、
これらの細胞傷害効果について比較検討した。その結果、CVB3 が正常肺線維芽細胞を傷害する
ことなく、複数の肺癌細胞を特異的に溶解することを発見し、担ヒト肺癌ヌードマウスを用いた
in vivo 研究において原発及び転移巣で抗腫瘍効果を誘導することを報告した。 また、近年ウ
イルス療法の抗腫瘍効果誘導機構として、ウイルス感染による腫瘍の直接的破壊後に続く抗腫
瘍免疫応答が重要因子であることが明らかになってきている。我々は、腫瘍溶解性ウイルスで初
めて CVB3 が抗腫瘍免疫誘導能を有すること、すなわち HMGB1 の細胞質放出及び Calreticulin 細
胞膜移行を見出した。(Miyamoto et al. Can Res. 2012)。 
 しかしながら、野生型 CVB3 は高用量投与によりヒトで臓器障害を発生させる可能性が示唆さ
れたため、正常細胞でのウイルス増殖を抑制させる目的で、正常細胞に特異的に発現する miRNA
の結合配列を組み込んだ遺伝子改変 CVB3-miRT を作製し、現在では高用量を投与しても CVB3 の
副作用を完全に抑え込んだ改良型 CVB3-miRT2 の作製に成功した。また、担癌マウスモデルにお
いて CVB3-miRT2 は野生型と同等の抗腫瘍効果を保持しつつ、CVB3 の副作用である体重減少を認
めなかった（図 1、図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、CVB3-miRT2 において臨床応用を念頭に置いた完全閉鎖系精製法を確立し、サル及びマ
ウスにおける非臨床毒性試験を実施した結果、いずれの用量においても重篤な有害事象の発生
は認められず、CVB3-miRT2 を用いた臨床展開の可能性が見出せた。 
 CVB3 の感染及び増殖に関しては古くから研究が進んでおり、感染受容体は他の研究グループ
より Coxsackievirus and Adenovirus receptor (CAR)と Decay-accelerating factor (DAF)が
報告されているが、増殖に関与する細胞内シグナルに関しては幾つかの報告があるものの未だ
解明されていない。臨床応用の際の適応基準を設定するためには、癌細胞の感染受容体の発現の
有無のみならず、癌細胞内における CVB3 の増殖に関与するシグナルの発現を明らかにすること
が極めて重要である 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ゲノム編集ハイスループットノックアウトライブラリーを利用し様々な遺
伝子を欠失させた癌細胞集団を用いてウイルスによる殺傷に必要な遺伝子を同定することで
CVB3 の癌細胞殺傷メカニズムに関して詳細に理解し、臨床試験を行うにあたり適応される患者
の基準を科学的に設定することである。近年、ゲノム配列特異的なヌクレアーゼを利用して、標
的遺伝子を改変する「ゲノム編集」技術が活発になってきており、現在は研究者が CRISPR-Cas9
システム等を用いて容易に遺伝子の編集が可能になった。ゲノム編集ハイスループットノック
アウトライブラリーを利用した CVB3 の増殖に必要な遺伝子の研究は国内外に例はなく、本研究

 
図 1．担腫瘍マウスにおける新規遺伝子改変 

腫瘍溶解性 CVB3-miRT2 接種の抗腫瘍効果 
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図 2．新規遺伝子改変腫瘍溶解性 CVB3-miRT2 接種後

マウスにおける体重変化 
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で得られた CVB3 の増殖に必要とされる遺伝子は、ウイルス学及び疫学的に非常に貴重な知見と
なり得る。一般的に CVB3 を含むエンテロウイルスによる感染症は対処療法しかないため、本研
究で得られた成果は、そのウイルス増殖に必要な遺伝子発現を抑える薬剤を開発することによ
って、ポリオウイルスによる急性灰白髄炎やエンテロウイルス 71 型等による手足口病の治療薬
に繋がる可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
細胞及び培養方法 
 本研究に使用した NCI-H1299(H1299)細胞は American Type Culture Collection (ATCC)より
購入した。H1299 細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）含有 RPMI 1640 培地を用いて継代培養
を行い維持した。また、細胞は 37℃、5% CO2 で平衡化したインキュベーター中で培養を行った。 
ウイルス作製 
 T7 polymerase を用いてプラスミドを RNA に転写し、H1299 細胞に RNA を導入した。その後、
24 時間後、上清を新たに用意した H1299 細胞に加え、cytopathic effect (CPE)が 70%程度確認
出来た時点で、細胞のみを回収した。細胞を凍結融解にて破砕し、ウイルス粒子を回収した。 
Cas9 導入 H1299 細胞の作製 
 H1299 細胞に対して、CRISPR Cas9 Expression Vector pR-CMV-Cas9-2A-Blast (plasmid) 、
Lentiviral High titer packageing Mix 及び Lenti-XTM Concentrator (4X)を用いて、Cas9 導入
NCI-H1299 細胞集団を作製し、Blasticidin にて薬剤選別を行い、H1299-Cas9 細胞を樹立した。 
H1299-Cas9 細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）、3.0ug/mL Blasticidin 含有 RPMI 1640 培地
を用いて継代培養を行い維持した。また、細胞は 37℃、5% CO2 で平衡化したインキュベーター
中で培養を行った。 
ウイルス感染後残存細胞の回収及びゲノム回収 
 Invitrogen LentiPool Human CRISPR Library ユーザーガイドに従い、Genome Library のレ
ンチウイルスを H1299 及び H1299-Cas9 細胞に感染させ、puromycin にて薬剤選別を行った。薬
剤選別を行った細胞に対して CVB3 を MOI=10 で感染させ、48 時間後に生存細胞を回収した。回
収した生存細胞に対して Wizard Genomic DNA Purification Kit を用いて gDNA を回収した。 
Amplicon DNA の調製 
 Invitrogen LentiPool Human CRISPR Library ユーザーガイドに従い、Amplicon DNA を以下
の工程に従い調製した。プライマーを用いて、1st PCR 20 cylces 行い DNA を増幅した。その
後、PCR 反応系 1本 50μL あたり 825 ng の DNA を使用して、各プールについて 50 μL反応系
を 24 本ずつ合計 19.8μg の DNA を使用した。 
 QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit を用いて PCR 産物の精製し、1 プールについて 6 本のカ
ラムを使用。方法はメーカーのプロトコールに従った。1 本のカラムにつき 30 μL の Buffer 
EB で溶出し、同一プールの溶出液を混合した。各プール、160μLの溶出液を取得した。 
 プライマーを用いて、2nd PCR 20 cylces 行い DNA を増幅した。PCR 反応系 1本 50μL あたり 
30μL の溶出液をテンプレート DNA として使用して、各プールについて 50μL反応系を 5本ずつ
実施した。再度、QIAquick PCR & Gel Cleanup Kit を用いて PCR 産物の精製し、1プールにつ
いて 1本のカラムを使用した。1本のカラムにつき 30μLの Buffer EB で溶出した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ライブラリーの調製 

 Illumina 社製次世代シーケンサー用ライブラリをプロトコールに従い、以下の工程で調製し
た。AmpliconDNA を全量使用し、末端修復後に Aテイル付加した。その後、イルミナシーケンサ
ー用アダプターのライゲーション反応を行い、USERenzyme によるアダプターループ構造の切断
後、磁性ビーズによる精製を実施した。精製後、13 サイクルの PCR を行い、再度磁性ビーズに
よる精製を行った。 
 その後、DNBSEQ シーケンサー用ライブラリへの Conversion ため、MGIEasy Universal Library 
Conversion Kit を用いて、Illumina 社次世代シーケンサー用ライブラリを以下の工程に従い、
Conversion した。精製済みライブラリを 50ng 使用し、Conversion 用アダプターを使用して 5
サイクル PCR を実施した。その後、磁性ビーズによる精製を行い、熱変性後、環状一本鎖 DNA を
生成した。再度、磁性ビーズによる精製を実施し、Conversion を完了させた。 

 

図 3．PCR の反応条件 

PCR反応組成 

5x Phusion Green HF Buffer 10µl 

10 mM dNTPs 1.25µl 

Forward Primer (10 µM) 1.0µl 

Reverse Primer (10 µM) 1.0µl 

DMSO (100%) 1.5µl 

gDNA + PCR grade water 34.75µl 

Phusion DNA Polymerase (2 U/µL) 0.5µl 

Total 50µl 

 

PCR反応条件 

98°C 20 秒  

↓    

98°C 10 秒  

62°C 20 秒 20 cycles 

72°C 20 秒  

↓    

72°C 1 分  

    



シーケンス 
 DNBSEQ-G400RS(MGI 社)を用いて、シーケンスを実施した。取得データを解析プログラムを使
用して解析した。解析プログラムは、Cutadapt version 3.4、Bowtie2 version 2.4.4、 MAGeCK 
version 0.5.9.5 を使用した。プログラム Cutadapt を用いて(1塩基ミスマッチ許容)、各リード
から sgRNA の配列を抽出後、プログラム Bowtie2 を使用して、デフォルト設定で sgRNA 参照配
列にアライメントし、sam ファイルを作成した。プログラム MAGeCK(コマンド magecktest)を使
用して、デフォルト設定でノーマライズ(median normalization)を行い、Nomal プール(control 
sample として指定)と Cas プール(treatment sample として指定)を比較させ、sgRNA 単位の比
較(log2 fold change)と gene 単位の比較(robust rank aggregation, RRA method)を実施した。 
 
４．研究成果 
ゲノム編集ハイスループットノックアウトライブラリーにおける CVB3 感染残存細胞 DNA の回収 
 ライブラリーウイルスを用いてノックアウトさせる癌細胞の樹立を試みた。本ライブラリー
が正しく機能しノックアウトするためには、Cas9 を恒常発現している細胞を樹立する必要 があ
る。まず、CVB3 に感受性の高い NCI-H1299 細胞(肺癌)に Cas9 を導入し、H1299-Cas9 細胞を樹立
した。次に、本 H1299-Cas9 細胞を用いてノックアウトした細胞集団に CVB3 を均等に感染させる
ことが可能なウイルス量の検討を実施したところ、MOI=10 で感染させることで、ほぼ全て細胞
を殺傷することが可能であると判明した。今後は MOI=10 で 24 時間感染させることを基準に実
験を進めた。 
 次に、レンチウイルスライブラリーを H1299-Cas9 細胞に感染させ、ノックアウト細胞集団を
作製し、上記で設定した感染力価で CVB3 を感染させ、生存した細胞を回収した。回収後、細胞
からゲノムを抽出し、Agilent 4200 TapeStation により DNA Integrity Number（DIN）を計測
した。Agilent 4200 TapeStation の電気泳動像から回収した DNA の分解度を算定したところ（10 
点を満点とし、0 に近いほど DNA の分解を受けている）、どの DNA も 9 前後であり、十分にシ
ーケンスに供与可能なレベルであることが明らかとなった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ノックアウトライブラリーによる CVB3 の細胞傷害性に関与する遺伝子の同定 

 残存細胞より回収した DNA を用いて、次世代シーケンスに供与するライブラリの作製を実施
した。ライブラリ作製後、次世代シーケンスを実施した（図 5）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 取得データは十分解析に足るものであったため、その後データを用いて解析を実施した。Nomal 
プール(control sample として指定)と Cas プール(treatment sample として指定)を比較し、
sgRNA 単位の比較(log2 fold change)と遺伝子単位の比較(robust rank aggregation, RRA 
method)を実施した。（データの遺伝子名は a, b, c,,,,とアルファベットで記載） 
 sgRNA 毎の比較では、ノックアウト細胞で多く挿入されていたバーコードは上位 30 sgRNA の
中で重複はなく、様々な遺伝子の gRNA が各々一つずつ認められた（図 6）。 

 

図 5．シーケンス取得データ 

No. Sample ID Sample Name 取得リードペア数 

1 KK1304_01, _02, _03 Nomal 1, 2, 3 655,969,062 

2 KK1304_04, _05, _06 Cas 1, 2, 3 615,178,198 

 
図 4．回収した DNA の電気泳動像と DIN 
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A1 Ladder 
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C1 KK1304_02 

D1 KK1304_03 

E1 KK1304_04 

F1 KK1304_05 

G1 KK1304_06 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、遺伝子毎の比較においては、驚くべきことに上位 30 に sgRNA の上位 30に存在した遺伝

子は、存在しておらず、全て違う遺伝子が新たな候補として浮かび上がった（図 7）。本結果よ

り、各々の上位を対象に今後の実験を進めることとした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、上位遺伝子の一部を個別にノックアウトした細胞を樹立するために、レンチウイルスに
て gRNA を導入して、そのノックダウン効率を確認したところ、完全にノックアウトされていな
い事例が認められた。現在は、完全にノックダウンできる gRNA を選別しており、その細胞傷害
性抵抗性への影響を再確認している。 
 
 本研究において CVB3 の細胞傷害性に影響を与える可能性がある遺伝子候補を同定することに
成功した。しかしながら、その遺伝子の影響力を評価することができていないため、今後も個別
に遺伝子をノックアウトさせていくことで確認していく予定である。また、今後はデータベース
を利用し、候補遺伝子を用いて細胞傷害性に関与しているシグナル経路等を解明していくこと
で、癌細胞殺傷メカニズムに関して詳細に理解することを予定している。一般的にエンテロウイ
ルスによる感染症は対処療法しかないため、本研究で得られた成果は、そのウイルス増殖に必要
な遺伝子発現を抑える薬剤を開発することによって、ポリオウイルスによる急性灰白髄炎やエ
ンテロウイルス 71 型等による手足口病の治療薬に繋がる可能性を秘めている。また、本研究成
果により、腫瘍溶解性ウイルス療法を用いた臨床試験を行うにあたり適応される患者の基準を
科学的に設定することが可能になると期待している。 
 

 

図 6．sgRNA 比較データ（上位 15候補） 

 
図 7．遺伝子比較データ（上位 15候補） 
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