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研究成果の概要（和文）：これまでの研究により、麻疹ウイルスのエンベロープであるH/F蛋白による膜融合能を、H蛋
白の元来の細胞レセプターCD46及びSLAMへの吸着能を排除する変異（Haals)を加え、かつ一本鎖抗体（scFv）を付加す
ることで制御した。そこでレンチウイルスのエンベロープをHaals-scFv/F蛋白で置換することによって、scFvを介して
特定の標的細胞にのみ感染するシュードタイプレンチウイルスベクターを作出している。さらに、この技術を応用して
レンチウイルスにscFvsを提示させた革新的ライブラリーを確立し、これより網羅的に悪性腫瘍特異的抗体を同定する
ことによって新しい癌標的治療法の開発を目指している。

研究成果の概要（英文）：We previously showed that antibody-targeted cell fusion can be achieved by enginee
ring a fusogenic viral membrane glycoprotein complex. Single-chain antibodies were displayed at the extrac
ellular C terminus of the measles hemagglutinin (H) protein, and combinations of point mutations were intr
oduced to ablate its ability to trigger fusion through the native viral receptors CD46 and SLAM. When coex
pressed with the measles fusion (F) protein, the retargeted H proteins (Haals-scFvs) could mediate antibod
y-targeted cell fusion of receptor-negative or receptor-positive index cells with receptor-positive target
 cells. Now we have successfully pseudotyped lentiviral vectors with the glycoproteins Haals-scFv and F fo
r targeted cell entry. Thus, the use of single chain antibodies for targeting potentially allows us to red
irect the virus against any chosen cellular receptor. We also try to develop lentivirus-displayed scFvs li
brary using the technology for identification of tumor-specific scFv.
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１．研究開始当初の背景 
手術や化学療法を中心とした癌に対する集
学的治療の進歩により、その治療成績は徐々
に向上してきている。しかしながら、難治性進
行癌は現行の治療法に対して極めて高い抵
抗性を示すため、早期診断法、及び効果的な
治療法の確立が望まれている。その一つとし
て注目されているのが抗体医薬であり、欧米
を中心とした臨床試験の結果では、その有効
性が示されている。これは、分子生物学的手
法を用いた抗体作製技術の確立による成果
であり、今も新規抗体医薬の開発に焦点が当
てられている。 
これまでの研究により、麻疹ウイルスのエン
ベロープである H/F 蛋白による膜融合能を、
H 蛋白の元来の細胞レセプターCD46 及び
SLAM への吸着能を排除する変異（Haals)を
加え、かつ一本鎖抗体（scFv）を付加すること
によって制御することに世界で初めて成功し
た(Nakamura T et al. Nature Biotechnology, 
22: 331-336, 2004)。このストラテジーは、標
的分子を認識する scFv ドメインを変えるだけ
で、様々な種類の腫瘍細胞へ特異的に感染
する麻疹ウイルスの作成を可能にした
（Nakamura T et al. Nature Biotechnology, 23: 
209-214, 2005）。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、レンチウイルスのエンベ
ロープをHaals-scFv/F蛋白で置換することに
よって、scFv を介して特定の標的細胞にのみ
感染するシュードタイプレンチウイルスベクタ
ーを作出する。さらに、この技術を応用してレ
ンチウイルスに scFvs を提示させた革新的ライ
ブラリー、“ウイルス(Virus) + 抗体ライブラ
リー(Antibody Library) = ビロボディライ
ブラリー(Virobody Library）”を確立する。
そして、この Virobody Libraryより網羅的
に悪性腫瘍特異的抗体を同定し、新しい癌標
的治療法の開発を目指す。 

 
３．研究の方法 
多様性の異なる３種類の scFv[①複数ドナ
ーのリンパ球より、ｍRNA を単離し RT-PCR 反
応によりｃDNA を合成後、そのｃDNA より VH
（重鎖の可変領域）遺伝子と VL（軽鎖の可変
領域）遺伝子を PCR 反応で増幅し、リンカー
ペプチドで結合した scFv 遺伝子ライブラリ
ー、②あらかじめファージ抗体ディスプレイ
ライブラリーのヒト肺癌、又は膵臓癌細胞に
対する２～３回のバイオパニングによって
濃縮された scFv ライブラリー、又は③CD9、
CD20、CD38、CEA、EGFR、EGFRｖIII、HER2、
TfRなど同定済みの腫瘍特異的scFvからなる

ミニ scFv ライブラリー]を Haals の細胞外 C
末端に連結させ、その Haals-scFv をレンチ
ウイルスベクターに挿入したプラスミドラ
イブラリーを構築した。 
次に、これらのプラスミドライブラリーか
らレンチウイルス抗体ディスプレイライブ
ラリーを作製し、ヒト肺癌、又は膵臓癌細胞
への感染による scFv のスクリーニングを試
みた。 
 
４．研究成果 
医科学研究において遺伝子導入のため広
範に利用されているレンチウイルスベクタ
ーは、自身のエンベロープを水泡性口内炎ウ
イルスの糖タンパク質（VSV-G）でシュード
タイプすることによって宿主域を広げ、広範
な動物種への遺伝子導入を可能にする。 
そこで、VSV-G シュードタイプレンチウイ
ルスを作出する場合と同様に、Haals-scFv/F
発現プラスミドを使った方法でシュードタ
イプ標的化レンチウイルスを作出した。CD9、
CD20、CD38、CEA、EGFR、EGFRｖIII、HER2、
TfRなど同定済みの各腫瘍特異的scFvを変異
Haals蛋白に提示するHaals-scFv/Fシュード
タイプレンチウイルスは、各標的分子を介し
て、標的細胞特異的に感染した。VSV-G シュ
ードタイプレンチウイルス、又は Haals-EGFR 
scFv/F シュードタイプレンチウイルスを、ヒ
ト乳癌細胞MDAMB231、ヒト膵臓癌細胞PancI、
チャイニーズハムスター卵巣細胞 CHO、又は
ヒト慢性骨髄性白血病細胞 K562 に感染させ、
蛍光顕微鏡下で感染によって導入される GFP
の発現を観察した。その結果、VSV-G シュー
ドタイプレンチウイルスはすべての細胞に
感染した（図１）。 

 図１ VSV-Gシュードタイプレンチウイルス
感染細胞：明視野観察(上)と蛍光観察(下) 



それに対し Haals-EGFR scFv/F シュードタ
イプレンチウイルスはEGFR陽性のMDAMB231、
PancIにおいて感染するが、EGFR陰性のCHO、
K562 においては感染せず、標的分子である
EGFR を介して、標的細胞特異的に感染するこ
とが実証された（図２）。 

一方、レンチウイルス抗体ディスプレイラ
イブラリーを作出する場合、Haals-scFvs 発
現ユニットをウイルスゲノムへ挿入する必
要がある。本研究で構築したプラスミドライ
ブラリーからレンチウイルス抗体ディスプ
レイライブラリーを作出した。その結果、
Haals-scFv/F 発現プラスミドを使ったシュ
ードタイプレンチウイルスの作出に比べて、
Haals-scFvs 発現ユニットをウイルスに挿入
した抗体ライブラリーの作出では、ウイルス
の産出量が激減し、十分なライブラリーサイ
ズに達していないことが判明した。 
以上よりレンチウイルス抗体ディスプレ
イライブラリーでは、Haals-scFvs 発現ユニ
ットをウイルスゲノムへ挿入していること
が、ウイルス産出量を低下させる原因である
と考えられた。現在、ウイルス産出量を向上
させるための改良に取り組んでいる。 
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レンチウイルス感染細胞：明視野観察
(上)と蛍光観察(下) 
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