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研究成果の概要（和文）：腫瘍融解RNAウイルスSINは、染色体への組込みを起こさず、癌細胞特異的に感染・増
殖し、癌細胞を融解する腫瘍融解ウイルスである。本研究では、SINを更に安全性の高い腫瘍融解ウイルスとす
ることを目的として、ヘルペスウイルスtk遺伝子を発現し、抗ヘルペスウイルス薬であるガンシクロビル
（GCV）により増殖抑制可能な腫瘍融解ウイルスの開発を行った。その結果、E2に1アミノ酸変異を持ちカプシド
遺伝子（C）とエンベロープタンパク質遺伝子（E2）間にtkとGFPのキメラ遺伝子を挿入したSINtkGFPmE2が最も
安定した組換え体ウイルスであり、GCVによりウイルスの増殖が抑制されることを確認した。

研究成果の概要（英文）：An RNA virus, SIN, is an oncolytic virus, which cause no integration of 
viral genome into chromosome, specific infection and proliferation in cancer cells. In this study, 
to improve the safety of SIN as an oncolytic virus, we developed a SIN that expresses herpesvirus tk
 gene and is sensitive to anti-herpesvirus drug ganciclovir (GCV).
A recombinant SIN, SINtkGFPmE2, which have chimera gene of tk and GFP between capsid gene (C) and 
envelope protein gene (E2) mutated in 1 amino acid, was the most stable among recombinants we 
constructed. The SINtkGFPmE2 was sensitive to GCV and the proliferation was inhibited.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 腫瘍融解ウイルス　ガンシクロビル　RNAウイルス　HSV tk
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がん治療にウイルスを利用する目的で、ア

デノウイルス、ヘルペスウイルス等のウイル

スが非増殖性ウイルスベクター、更には、が

ん細胞特異的融解能を持つ腫瘍融解ウイル

スとして近年注目され、研究・開発されてい

る。 

 現在用いられているウイルスベクターの

多くは、DNAウイルスか複製中間体としてDNA

を経る RNAウイルス(レトロウイルス)である。

これらのウイルスがウイルスベクターとし

て用いられてきた理由は技術的にDNAウイル

スの扱いがRNAウイルスに比較して容易であ

ることにあるが、ウイルスゲノムの染色体へ

の組み込みリスクがある。 

 一方で、最近の RNA ウイルス複製に関する

知見および技術の進歩により、RNA ウイルス

をウイルスベクターとして利用するための

知識・ 技術が蓄積され、注目されてきてい

る。しかしながら、DNA ウイルスベクターに

比べて、RNA ウイルス一般の基盤知見・ 技術

が十分に整備されていないのが現状である。 

 RNA ウイルスベクターの中でも、トガウイ

ルス科アルファウイルス属のシンドビスウ

イルス(SIN)は、がん治療用のウイルスベク

ターに適した下記のような特徴を有する。 

 

(1)増殖型ウイルスベクターあるいは腫瘍融

解ウイルスとしての SIN の優位性 

 ①ゲノムは RNA であり、複製中間体として

DNA を経ることがないため、宿主染色体への

組み込みのリスクがない。 

 ②SIN は、ヒトに対する病原性は低く、病

原性を呈しても軽微の発熱・ 関節痛・ 発疹

を引き起こすのみである。 

 ③構造蛋白質をコードするmRNAの発現は、

RNA 上のプロモーター様配列(subgenomic 

promoter, sgPr)により調節され、ウイルス

がコードするRNAポリメラーゼにより転写さ

れるため高発現である。このため、構造蛋白

質コード領域を外来遺伝子で置換すること

により、外来遺伝子の高発現系を得ることが

出来る。 

 ④複数の subgenomic promoter (sgPr)をタ

ンデムに配置し、複数の外来遺伝子をウイル

スのRNAポリメラーゼにより高発現させるこ

とができる。 

 ⑤腫瘍特異的な複製とアポトーシス誘導

能を持つため、腫瘍での発現は高発現である

一方で、一過性である。がんをターゲットと

した治療では利点となる。 

 ⑥IFN 応答の誘発能が高く、強いアポトー

シス誘導能が加わり、持続的な外来遺伝子発

現系としては適さないが、細胞性免疫誘導ワ

クチン、腫瘍融解ウイルスとしての効果が高

い。 

 ⑦血液媒介性のウイルスとして進化した

ウイルスであるため、血液中に投与した際の

免疫応答が弱い。 

 ⑧ウイルスのトロピズムが広く、様々な組
織型に親和性がある。特に神経系に対する親
和性が高い。 

 一方で、SIN は、低病原性ではあるが、ウ

イルス増殖を阻害する抗ウイルス薬が開発

されていない。そのため、安全性に課題が残

されている。 

 
 
２．研究の目的 

(1)腫瘍融解ウイルスとしてのシンドビスウ

イルス(SIN)の課題の克服 

 RNA ウイルスの増殖をプロドラッグにより

制御することができれば、安全性の高い腫瘍

融解ウイルスとなる。効率の良いウイルス増

殖抑制のメカニズムはウイルスの複製とリ

ンクすることが望ましいことから、ウイルス

ゲノムの複製および転写に必須のRNAポリメ

ラーゼに自殺遺伝子(HSV-tk)を融合させれ

ばプロドラッグのガンシクロビルにより増

殖制御可能な改変ウイルスを作製できるの

ではないかと考える。 

 SIN の RNA ポリメラーゼは一つのペプチド



として翻訳され、自身のプロテアーゼ活性に

より、nsp1, nsp2, nsp3, nsp4 の四つの分子

となり、RNA ポリメラーゼ複合体を形成する。

nsp3 は、融合タンパクとしても活性を維持出

来ることが知られていることから、nsp3 に

HSV-tk を融合させた改変ウイルスを作製す

ることを試みる。 

 また、RNA ポリメラーゼに HSV-tk を融合さ

せた SIN に比較して、安定性は劣ると考えら

れるが、自殺遺伝子(HSV-tk)を外来遺伝子と

して発現する増殖性の SIN も、ガンシクロビ

ルにより増殖制御可能なウイルスになると

考えられる。この改変ウイルスの実現性は高

いが、HSV-tk の欠失変異体が生じる可能性が

想定されるため、この点を検討する。 

(2)改変 SIN の開発研究経緯と本課題の目的 

 我々は SINが腫瘍特異的な融解性を持つ腫

瘍融解ウイルスであることを既に報告し

(Clin Cancer Res 11, 4553-4560, 2005, Br 

J Cancer 101, 684-890, 2009)、自己複製を

する RNA分子のシンドビスウイルス RNAレプ

リコンに腫瘍特異性のあることを報告し、腫

瘍特異的融解能の高い SIN AR339 株のレプリ

コン変異体を作製している。 

 本研究では、SIN AR339 株レプリコンをベ

ースとし、がん治療に応用する際に問題とな

る課題を克服した増殖性ウイルスベクター

および改変腫瘍融解ウイルスをリバース・ 

ジェネティクスにより作製するための基盤

技術確立を目的とする。 

 
３．研究の方法 

 本研究においてはシンドビスウイルス

(SIN)の腫瘍溶解性ウイルスとしての課題を

克服するために、ガンシクロビル感受性改変

SIN を作製し、評価を行った。 

 まず、我々が開発した腫瘍融解性 SIN レプ

リコンをベースとして、HSV-tk を外来遺伝子

として発現するレプリコンを作成し、ガンシ

クロビル(GCV)によるレプリコン複製抑制効

果を確認した後に、ウイルスの RNA ポリメラ

ーゼにインフレームで HSV-tk を挿入したガ

ンシクロビル(GCV)感受性レプリコンを評価

する。それぞれのレプリコンをベースとして、

HSV-tkを外来遺伝子として発現する改変SIN

およびウイルス RNA ポリメラーゼに HSV-tk

を融合させた改変 SIN の GCV 感受性を確認・ 

評価した。 

 

４．研究成果 

(1) ガンシクロビル感受性改変 SIN の作製 

  本研究において、SIN AR339を親株として、

下図に示す４種類のガンシクロビル(GCV)感

受性シンドビスウイルスを作製した。 

 

 図１ 本課題で作製したGCV感受性改変SIN 
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定される。そこで、RNA ポリメラーゼのコン

ポーネントの一つである nsp3 と HSV-tk の融

合蛋白質を発現する組換え体の作製を試み

た。その結果、HeLa 細胞より回収されるウイ

ルスでは HSV-tk が欠落し、組換え体ウイル

スが不安定であることが想定された。 

(6)考察 

 本研究では、ウイルスの３’末端に付加し

たサブジェノミックプロモーター（sgPr）よ

り HSV-tk を発現する SINsgtk、カプシド遺伝

子（C）とエンベロープタンパク質遺伝子（E2）

間に HSV-tk と GFP のキメラ遺伝子を挿入し

た SINtkGFP、E2 に 1アミノ酸変異

(127Lys->127Glu)を持つ SINtkGFPmE2、およ

び nsp3 と HSV-tk のキメラ遺伝子を持つ

SINtkmE2 を作製することに成功し、これらの

HSV-tk発現組換えSINを用いてGCVに対する

感受性について検討を行った。 

 その結果、SINtkGFPmE2 が最も安定した組

換え体ウイルスであり、GCV によりウイルス

の増殖が抑制されることを確認した。また、

GCV 添加によるウイルスの増殖抑制と共に見

られる細胞毒性は、正常細胞の Vero 細胞で

は低い一方で、癌細胞の HeLa 細胞で顕著で

あることを見出した。この現象は、腫瘍融解

ウイルスとして好ましい性質であるが、癌細

胞である HeLa 細胞において SIN の複製・発

現が高く HSV-tk の発現が癌細胞において高

いためであると考えられた。一方で、HSV-tk

が組込みこまれた SINは野生型 SINと比較し

て不安定であることが明らかとなり、増殖安

定株の選択を試み、E2に 1アミノ酸変異を持

つ変異体のクローニングに成功した。この変

異を持つ SINtkGFPmE2 および SINtkmE2 を得

たが、SINtkGFPmE2 のみが安定した株となり、

HSV-tk発現SINの安定性が今後の課題となっ

た。 
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