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研究成果の概要（和文）：核酸医薬の臨床応用においては、安全で効率的なドラッグデリバリーシステムの構築が不可
欠であるが、麻疹ウイルスは癌治療用ベクターとして様々な利点を有している可能性が高いと考えられる。本研究では
安全性の確立された弱毒化麻疹ウイルスに乳癌特異的な二つの分子、すなわち腫瘍細胞標的化遺伝子と発癌関連遺伝子
標的RNAiを付与し、この二重の腫瘍特異的機能を有する麻疹ウイルスベクターの有効性と安全性を最大限に活用した新
規乳癌治療法の基盤を完成させた。

研究成果の概要（英文）：Breast cancer contains a heterogeneous population of cells with a small 
percentage that have increased resistance to conventional therapies and are capable of establishing 
metastasis. We found that the expression of novel two genes identified the breast cancer stem cells in 
human cell lines. We engineered the new measles-based viral vectors which have several advantages in 
targeted gene therapy. In this study, we proved the potential antitumor capability of the engineered 
vaccine strain of the measles virus against human breast cancer.

研究分野： 医学
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  １版



 

１. 研究開始当初の背景 

わが国において女性の癌罹患数でトップの乳癌

は、既存の治療法で患者の３割が転移再発し、年

間で一万人死亡しており、社会的影響ははかり知

れない。従って、これまでにない独創的な治療ア

プローチが切望されている。現在世界中において、

生きたウイルスを利用して癌を治療するウイル

ス治療に関する前臨床研究、および臨床治験が行

われている。弱毒化麻疹ウイルスは種々の癌に選

択的に感染し、増殖することによって強力な腫瘍

溶解性を発揮している。欧米をはじめ、すでに実

用化されているいくつかの種類のウイルスベク

ターでは、特定の細胞や組織に対する指向性がな

く、非特異的にあらゆる種類の細胞に外来遺伝子

を導入する。つまり治療を必要とする細胞にのみ

遺伝子を導入することが困難であるため、その有

効性、および安全性の低下が危惧される。我々は、

それら問題点を克服すべく、麻疹ウイルスの利点

を活かし、本来ワクチンとして開発された弱毒化

麻疹ウイルスを用いた新規ベクター開発に取り

組むこととした。 

 

２. 研究の目的 
核酸医薬の臨床応用においては安全で効率的な

ドラッグデリバリーシステムの構築が不可欠で

あるが、麻疹ウイルスは生活環が細胞質にあるた

め、オンコウイルスベクターで問題視されている

核内染色体への遺伝子挿入変異によるゲノム毒

性のリスクを回避できる可能性が高い。また、ウ

イルスゲノム中に外来遺伝子を複数個組込むこ

とで、腫瘍細胞中へ治療遺伝子を運び、癌関連遺

伝子発現を制御させるベクターとしても有望と

考えられる。さらにスターシステム (Nat Biotech 

2004, Nat Biotech 2005)を利用して、正常細胞

ではなく、特定の腫瘍細胞にのみ感染するウイル

スを構築することが可能である。我々は、本来ワ

クチンとして開発され、安全性が確立されている

弱毒化麻疹ウイルスを用いた、新規麻疹ウイルス

ベクターの開発を進めてきている。 

治療標的としている PRDM14 は乳癌幹細胞性に関

与し (Cancer Res 2007)、GD2 は乳癌幹細胞の発

現にほぼ一致していることが既に報告されてお

り (J Clin Invest 2012)、乳癌におけるこれら

二つの分子の特性は極めて高いと考えられる。本

研究の目的は、安全性が確認されている弱毒化麻

疹ウイルスをベクターとして用い、これら二分子

を標的とすることで、再発•遠隔転移が問題とな

っている、既存治療に抵抗性の難治性乳癌に対す

る新規分子標的薬剤を開発することである。 

 

３.研究の方法 

ワクチン株 Edmonston 麻疹ウイルスは、CD46, 

CD150 および Nectin4 レセプターを介して宿主細

胞に感染する。腫瘍標的麻疹ウイルスを構築する

ためには、ウイルス親和性を排除すること、そし

て新しい腫瘍特異的親和性を導入する二つのス

テップが必要となる。そこで、H蛋白への遺伝子

変異の導入によって親和性を排除したウイルス

は、すべての宿主細胞に感染することが不可能と

なる。これに対し、親和性の排除と同時に腫瘍特

異的に結合するリガンドを導入したウイルスは、

特定の標的分子を介して癌細胞にのみ感染する

ことが可能となる。リガンドとしては、標的分子

に対して高い特異性と親和性を併せ持つ一本鎖

抗体 (single chain Fv: scFv) を使用すること

とした。この scFv は、抗体が抗原を認識するた

めに必要な最小単位である VH(重鎖可変領域)お

よび VL(軽鎖可変領域)から構成される可変領域 

(Fv)を、フレキシブルなペプチドリンカーで結合

した単鎖可変領域フラグメントである。本研究の

連携研究者である中村は、野生株とワクチン株の

ウイルスH蛋白の遺伝子解析やリバースジェネテ

ィクス法を用いて、CD46 と CD150 レセプターの結

合に関与するアミノ酸を同定している。これを基

にして H蛋白に点変異を導入し、乳癌幹細胞に高

発現する標的分子 GD2に結合する scFv を、リンカ

ーとともに、この変異 H蛋白の細胞外 C末端に連

結することとした。 

(1) ヒト乳癌細胞株における PRDM14と GD2の発現

およびその相関性の解析 

ヒト臨床検体乳癌細胞で高い発現が示されてい

る PRDM14と GD2について、これら二つの分子の発

現に相関性がみられるかを、フローサイトメトリ

ー法により確認した。 

(2) 抗 GD2抗体 scFv の作製 

一本鎖抗体により標的分子候補を GD2とし、マウ

ス GD2-scFv の配列情報を Memorial Sloan- 

Kettering Cancer Center の Nai-Kong V. Cheung



 

教授よりご厚意でいただき、その情報をもとに遺

伝子合成を行った。 

同時に、ヒト GD2-scFv 抗体の作製を行った。 

まず、抗原としてヒト GD2 (Merk Millipore)を用

い、ヒト末梢血単核球に対し体外免疫した。免疫

後の細胞より total RNA を抽出して逆転写反応を

行い、cDNA を合成した。これより抗体遺伝子の

VH, VL領域を増幅し、一本鎖抗体遺伝子を構築し

た。pMAL ベクターへ一本鎖抗体遺伝子を挿入し、

形質転換体を取得後、24 時間培養して集菌し、菌

体破砕をしてその上清を用いてELISAスクリーニ

ング試験を実施した。結果をもとに Test Clone

を選択し、10ml の小スケール培養を行い、Amylose 

Resin カラムを用いたアフィニティ精製を行っ

た上で、さらに抗体活性を確認した。活性確認の

結果から、最終的に使用する抗体を選択した。 

(3) 抗 GD2抗体 scFv の機能解析 

複数の候補ヒトおよびマウス scFv を麻疹ウイル

ス Hタンパク質発現ベクター pTNH6-H (Nakamura

ら、Nat. Biotech., 23:209, 2005)に挿入し、こ

れらのキメラ H蛋白の中から、腫瘍標的麻疹ウイ

ルスを構築するうえで、最適な変異の組み合わせ

をスクリーニングした。ウイルスレセプター陽性

細胞に、H蛋白と F蛋白を発現するプラスミドを

コトランスフェクションすると、細胞融合を誘導

し、多核巨細胞を形成する。この特性を利用し、

ウイルスレセプターである CD46、CD150 を発現す

る Vero 細胞、または標的分子である GD2を発現す

る細胞株に、各キメラ H蛋白と F蛋白を発現させ、

CD46、または CD150 発現 Vero 細胞ではなく、GD2

発現細胞のみで細胞融合を示すものをスクリー

ニングした。 

(4) ウイルスの作出（レスキュー）と増殖 

麻疹ウイルスのゲノム全長をコードするプラス

ミドから感染性ウイルスを作出する方法(リバー

スジェネティクス法)は確立されている。それゆえ、

ワクチン株麻疹ウイルスのH遺伝子を標的細胞融

合キメラ H遺伝子に変換すれば、腫瘍細胞特異的

に感染するウイルスの作出が理論上可能となる。

従来のリバースジェネティクス法によって作出

される麻疹ウイルスは、その H蛋白質の CD46 ウ

イルスレセプターへの吸着を介して、CD46 陽性

Vero 細胞(アフリカミドリザル腎臓由来)で作出、

増殖される。しかし、腫瘍標的麻疹ウイルスの場

合は、H蛋白に変異が導入され、CD46 レセプター

に対する親和性を排除されているため、通常のリ

バースジェネティクス法はレスキュー、増殖させ

ることはできない。この問題を解決させるため、

H蛋白にヒスチジンタグを挿入し、このタグを認

識する偽レセプター分子を Vero 細胞に発現させ

る「スターシステム」を中村は開発している。ウ

イルスゲノムの H遺伝子には、①CD46 および

CD150 レセプターに対する親和性を排除するため

の二つのアミノ酸変異の導入、②標的分子 GD2 に

結合する scFv をコードする遺伝子の挿入、③六

つのヒスチジンタグ(Hx6)をコードする遺伝子の

挿入が加えられている。スターシステムでは、腫

瘍標的ウイルスが CD46 (および CD150)を認識す

ることができなくても、ヒスチジンタグを介して

レセプター分子を吸着し、感染、増殖することが

可能となる。 

 (5) 麻疹ウイルスによる PRDM14-RNAi の検討 
RNA 干渉(RNAi)法とは、相補的な塩基配列をもつ

遺伝子の機能を抑制する方法であり、これを応用

した RNAi 医薬は次世代の分子標的治療として大

きく期待されている。合成 small interfering RNA 

(siRNA) の導入では RNAi の効果が一過性である

ため、RNAi の効果を高効率でかつ長期的に持続さ

せることを期待するため、short hairpin RNA 

(shRNA) を麻疹ウイルスベクターに組み込み、細

胞内へ導入する計画を立てた。通常、shRNA は核

外に輸送されたのちDicerによってループ配列が

切断されて二本鎖 siRNA となり、RNA-induced 

silencing complex (RISC) に取り込まれ、RNAi

の効果をもつと考えられている。しかしながら、

麻疹ウイルスベクターは細胞質内でのみ増殖す

るため、Dicer による切断が期待できない。そこ

で、麻疹ウイルスベクターを用いた PRDM14- 

shRNA が RISC に取り込まれるために、リボザイ

ム (Ribozyme) の配列を用いてshRNAが切断され

るようにデザインすることにした。リボザイムと

は、触媒作用をもつリボ核酸 (RNA) のことで、

RNA 分子を特定の部位で切断したり、低分子の物

質と結合させる働きを持つ。Cech らの発見以降、

1987 年ころまでに多くの新しいタイプのリボザ

イムが発見されているが、そのうちの一つに自己



 

切断 RNA があり、その代表的なものとしてハンマ

ーヘッド型またはヘアピン型リボザイムと呼ば

れるものがある。この特性を利用して、PRDM14- 

shRNA を設計することとした。つまり、PRDM14- 

shRNA 配列の 5末端側にハンマーヘッドリボザイ

ム (Hammerhead ribozyme: HHRz)、そして 3末端

側に D型肝炎ウイルスリボザイム (Hepatitis 

delta virus ribozyme: HDVRz) を配する RNA を

設計し、自己切断後に shRNA が放出され、RISC に

取り込まれるようにするものである。 

本研究の連携研究者である谷口は、複数の PRDM14

に対する shRNA 配列候補を見出しており、その情

報をもとに、麻疹ウイルスに組込むのに最適な条

件を検討し、発現プラスミドコンストラクトを作

成した。 

 また、国立感染症研究所の駒瀬勝啓ウイルス第

三部室長より麻疹ウイルスAIK-C株を供与いただ

き、Edmonston 株とは別に、PRDM14-shRNA を配す

る設計を組んだ。AIK-C 株は、我が国でワクチン

に改良する目的でEdmonston株より選別分離され

た株であり、より安全性が高いと考えられる。 

(6) 標的レセプター依存的感染性と抗腫瘍効果 
作成した遺伝子改変麻疹ウイルスについて、二つ

の標的分子の発現を確認した CA1d 細胞を用い、

in vitro において感染特異性を検討した。 

また、CA1d 乳癌細胞異種移植を施したマウス腫瘍

内または静脈内に投与し、特異的な受容体を介し

た抗腫瘍活性を試験した。 

 

４. 研究成果 

(1) ヒト乳癌細胞株における PRDM14と GD2の発現

およびその相関性の解析 

①フローサイトメトリー法により CA1d 細胞にお

ける PRDM14および GD2タンパクの発現解析 

正常乳腺細胞株MCF-10Aに癌遺伝子であるHa-ras

遺伝子を導入した CA1d 細胞において、GD2発現は

PRDM14発現の高い細胞に多く認められ、またそれ

ら PRDM14hi GD2hi分画は、癌幹細胞に特徴的とされ

ているCD44hiCD24loを表していた。一方で、PRDM14lo 

GD2lo分画は、CD44loCD24hiであった。逆に、CA1d

細胞の CD44hiCD24lo分画には、PRDM14hi GD2hi発現

細胞が多く、一方でCD44loCD24hi分画には、PRDM14hi 

GD2hiの細胞がほとんど認められなかった。 

(2) 抗 GD2抗体 scFv の作製 

GD2 抗原により体外免疫より得られた菌体破砕液

96サンプルに対し、GD2とBSAを抗原としたELISA

スクリーニング試験を実施したところ、複数クロ

ーンにて GD2抗原に陽性反応が認められ、かつそ

れらはBSA抗原については反応性が低いことを確

認した。 

反応性の高いクローンについて Amylose Resin カ

ラムを用いたアフィニティ精製を行い、SDS PAGE

にてタンパクを確認したところ、MBP-scFv の存在

を示す約70kDaサイズの蛋白を認めることができ

た。 

さ ら に 、 そ れ ら の 塩 基 配 列 を 解 析 し 、

IgBLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast

/)にて解析したところ、それらが軽鎖および重鎖

を併せ持つ一本鎖抗体の構造を呈していること

が確認できた。 

(3) 抗 GD2抗体 scFv の機能解析 

麻疹ウイルスは、そのエンベロープの全面に、H 

(ヘマグルチニン又は血球凝集素) タンパク質と

F (膜融合) タンパク質とがスパイク状に突起し

て存在する。麻疹ウイルスエンベロープタンパク

質は、麻疹ウイルスとその細胞受容体との相互作

用に関わり、特に Hタンパク質が、細胞受容体に

結合する性質を持ち、F タンパク質は、細胞膜と

の融合に関わる。H/F タンパク質発現プラスミド

をトランスフェクトすると、細胞表面に発現した

H/F タンパク質の作用により隣接する細胞との間

で融合が起き、多核細胞 (合胞体) が生じる。481

番目のアミノ酸をアスパラギンからアラニンに、

533 番目のアミノ酸をアルギニンからアラニンに

置換したキメラ蛋白は、CD46 または CD150 ではな

く、標的分子に対する scFv を介した効率のよい

標的細胞融合を示した。この結果から、細胞の表

面には機能的なH/Fタンパク質が発現しているこ

とが確認された。 

(4) 麻疹ウイルスによる PRDM14-RNAi の検討 

PRDM14遺伝子の発現阻害作用を介して、癌細胞の

増殖を抑制するとともに、抗癌剤に対する感受性

を増大させて抗癌剤により惹起される癌細胞の

アポトーシスを増強する効果を目的に、PRDM14遺

伝子の発現を阻害するshRNAを麻疹ウイルスベク

ターに組込み、細胞に感染させることによって、



 

細胞内に遺伝子を導入する。  

我々の麻疹ウイルスアンチゲノムの N 遺伝子 3’

側 の non-coding 領 域 に enhanced green 

fluorescent protein (eGFP)遺伝子が挿入されて

おり、eGFP 遺伝子と shRNA 配列を入れ替えること

は容易で、下流の蛋白発現への影響を最小限に押

さえることが可能となる。さらに、shRNA の 3’

側にハンマーヘッド型リボザイム(HHRz)を、5’

側に D 型肝炎ウイルスリボザイム(HDVRz)を挿入

し、その自己切断により shRNA が遊離され、

RNA-induced silencing complex (RISC)に捕捉さ

れて silencing 効果が発揮されることを想定し、

PRDM14-RNAi のためのコンストラクトを決定した。 

 また、国立感染症研究所の駒瀬勝啓ウイルス第

三部室長より供与いただいた麻疹ウイルス AIK-C

株についても、PRDM14-RNAi のためのコンストラ

クトをデザインし作製した。 

(5) 作製した組換え麻疹ウイルスについて、ヒト乳

癌株化細胞を用いたin vitroでの有効性と毒性の評

価、および担ヒト癌免疫不全マウスモデルを用いた

抗腫瘍トロピズムの検討を継続して遂行している。 
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