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２． 氏名 

中村 貴史 

 

３． 研究のねらい 

癌は日本における死亡原因で最も多い病気であり、特に現行の治療法に対して極めて高い

抵抗性を示す難治性悪性腫瘍の早期診断法、および新規治療法の確立が望まれている。そ

こで本研究では、RNAとウイルスの特性に着目し、１）RNAをゲノムとしてもつ弱毒化麻疹ウイ

ルスに一本鎖抗体を提示させた革新的抗体ディスプレイライブラリーを構築し、その技術を用

いて新規抗体医薬の開発を目指す。２）純国産ワクシニアウイルスワクチン株ゲノムに特定の

マイクロ RNA 標的配列を挿入したマイクロ RNA 制御増殖型ワクシニアウイルスを構築し、癌

細胞のみを破壊する新規癌ウイルス療法の開発を目指す。 

 

４． 研究成果 

研究項目１ 

 
麻疹ウイルスの特性を利用した Virobody ライブラリー開発の概略 

 

A麻疹ウイルスに一本鎖抗体を提示させた革新的抗体ディスプレイライブラリーの構築 

弱毒化麻疹ウイルスのリバースジェネティクス法により、一本鎖抗体（scFv）をウイルス表

面 H 蛋白上に提示し、かつ元来のウイルス親和性を排除することによって、scFv が持ってい

る特異性と親和性を介して特定の標的腫瘍細胞にのみ感染させる技術を開発した。そこで、

このテクノロジーを応用し、ウイルスに scFv を提示させた革新的ディスプレイライブラリー、

“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）”を構築する。 

最初に、より多様性の高いscFv提示麻疹ウイルスライブラリーを調整するため、より効率

の良いプラスミドライブラリーの構築法と、リバースジェネティクスによるウイルスレスキュー

法を最適化する必要があった。従来のライゲーション反応によるプラスミドライブラリーの構

築では、目的とするプラスミドの獲得効率が悪く、同時に不安定なものであった。そこでλファ

ージの部位特異的組換え反応を利用したプラスミドライブラリーの構築法の開発を試みた。

その結果、この構築法では、非常に効率よく、安定して目的とするプラスミドを獲得することが

可能となった。一方、従来の麻疹蛋白発現ヘルパー細胞を用いたリバースジェネティクスに

よるウイルス回収は非常に低い効率であった。この問題を解決するため、非増殖型Ｔ７ポリメ

ラーゼ発現 5 型アデノウイルス（Ad5-T7）、又は非増殖型Ｔ７ポリメラーゼ発現ワクシニアウイ

ルスDIｓ株（DIｓ-T7）を構築し、Ad5-T7、又はDIｓ-T7を293-αHis細胞に感染後、この感染細
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胞へ麻疹ウイルス感染性ｃDNAとＴ７プロモーター下にあるウイルス蛋白発現ヘルパープラス

ミドをトランスフェクションし、その２日後にVero-αHis細胞を加えた。その結果、レスキュー効

率は大幅に向上し、１ｃｍ２あたり１ｘ１０４TCID50 というウイルス産生に達した。  

 

B麻疹抗体ディスプレイライブラリーからの癌特異的抗体スクリーニング 

上皮成長因子受容体（EGFR）、又はユビキチンに対する既知の scFv を、それぞれ麻疹ウ

イルスゲノムに挿入したプラスミドを構築し、さらに前者には緑色蛍光タンパク質（GFP）を、後

者には赤色蛍光タンパク質（DsRed）を、ウイルス感染細胞において発現するように麻疹ウイ

ルスゲノムへ挿入した。そして、各プラスミド（EGFR: ユビキチン）を１：１から１：１０００の割合

で混合し、上述 A で開発したリバースジェネティクス法にて麻疹ウイルスをレスキュー、増殖さ

せた。その各ウイルスライブラリーを EGFR 発現腫瘍細胞（ヒト乳癌細胞 MDA-MB231）に直接

感染させてバイオパニングを行った。その結果、１：１からのライブラリーでは、MDA-MB231細

胞において広範な GFP 発現と細胞融合が観察されたが、DsRed 発現を伴う細胞融合は見ら

れなかった。一方１：１０００のライブラリーにおいても、１：１と比べると顕著に少なかったが、

GFP 発現と細胞融合は確認された。 

次に、GFP 発現と細胞融合が見られたウイルスプラークより、ウイルス RNA を回収し、

RT-PCR 法により scFv 遺伝子を増幅し、クローニング後、scFv 遺伝子のシークエンスを行っ

た。その結果、１０クローン中、７個が EGFR scFv であった。これらの結果より、ユビキチンを

介してのみ感染する麻疹ウイルスの中に、１：１０００という割合で、ごく少量含まれている

EGFR を介してのみ感染する麻疹ウイルスも、その標的分子 EGFR を発現している腫瘍細胞

でのバイオパニングによって簡単に分離できることを確認した。 

上述Aで開発したプラスミド構築法より、イギリスGeneservice Ltdから提供されているヒト

scFv合成ライブラリーIとライブラリーJを、それぞれ麻疹ウイルスゲノムに挿入したプラスミドラ

イブラリーを構築した。IとJを合わせた麻疹ゲノムscFvライブラリーサイズ は、約５ｘ１０６であ

った。このプラスミドライブラリーから麻疹ウイルスライブラリーを構築し、ヒト膵臓癌PancI細胞

に感染させてバイオパニングを行った。しかしながら、同定されたscFv抗体の親和性は抗体

単体として機能するほど高くはなかった。そこで、複数ドナーの新鮮な末梢血リンパ球から合

成したｃDNAよりscFv遺伝子ライブラリーを調整し、これらを提示する麻疹ウイルスライブラリ

ーによるバイオパニング、癌特異的抗体の同定を試みている。 

 
 

研究項目２ 

癌マイクロ RNA の特性を利用 
した癌特異的ウイルス療法開発の概略 

miRNA 
標的配列 

 

 
正常細胞 

 

核 

ウイルスの増殖能低下
による高い安全性

 
癌細胞 

 

核 

 

 

miRNA の
発現低下  

B5R 発現によるウイルス増殖
と癌細胞の破壊 

miRNA による
B5R 発現抑制 

miRNA 制御ウイルス 

ゲノムへ挿入  
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A癌細胞のみを特異的に破壊するマイクロRNA制御増殖型ワクシニアウイルスの構築 

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癌ウイルス療法に関する

前臨床研究、および臨床治験が積極的に行われている。これは、ウイルスが本来持ってい

る癌細胞に感染後、癌組織内で増殖しながら死滅させるという性質（腫瘍溶解性）を利用す

る新しい癌治療法である。純国産ワクシニアウイルス LC16m8 は、B5R 遺伝子にフレームシ

フト変異が見られ、この蛋白が機能しなくなるため、正常細胞での増殖性が著しく減弱して

いる弱毒化ワクチン株である。一方、B5R はウイルスの弱毒化だけではなく、腫瘍溶解性と

も深く関与していることを見出してきた。これより、癌細胞では B5R を発現するが、正常細胞

では B5R を発現しないように LC16m8 を改良できれば、強力な腫瘍溶解性による抗腫瘍効

果と高い安全性を兼ね備えたウイルス療法になり得る。 

そこで、正常細胞と癌細胞におけるマイクロ RNA(miRNA)の発現プロファイリングにより、

正常細胞に比べて、肺癌、膵臓癌、およびメラノーマなどの癌細胞で発現が低下している

let7a miRNA に注目した。相同組換え法を用いて、LC16m8 株からその変異 B5R 遺伝子を

完全に欠失させたウイルス LC16m8Δに、全長 B5R 遺伝子を再挿入し、その遺伝子の 3’非

翻訳領域（UTR）に miRNA の標的配列（２２塩基）を４回繰り返して挿入した。 

この let7a miRNA 制御増殖型ワクシニアウイルスは、let7a 高発現 Hela 細胞において B5R

の発現が低下し、そのウイルス増殖と殺細胞効果は B5R 遺伝子欠失 LC16m8△と同等であ

った。一方let7a低発現A549細胞では、B5Rの高発現と、それに伴うウイルス増殖と殺細胞

効果の増強が見られた。さらに、let7a が結合できないよう標的配列に変異を加えた場合、

let7a の発現に関わらず両方の細胞で同等のウイルス増殖・殺細胞効果を示した。また、

Hela 細胞の let7a を Decoy RNA によって特異的にノックダウンした Hela－let7ako 細胞への

感染では、let7a 発現 Hela-NC 細胞で抑制された B5R の発現が回復し、それに伴うウイルス

増殖と殺細胞効果を示した。 

以上より、この miRNA 制御型ウイルスでは、let7a マイクロ RNA 制御機構による遺伝子発

現調節と同調して、正常細胞における B5R 発現は抑制されるが、癌細胞では miRNA が低

下しているので、癌特異的に B5R を発現することを証明した。 

 

BマイクロRNA制御増殖型ワクシニアウイルスの抗癌作用と安全性 

5 x 106個のヒト膵臓癌細胞株BxPC3 を免疫不全ヌードマウスの右腹側の皮下に移植し、

その腫瘍直径が約 0.6ｃｍに到達した時、107pfuのウイルスを腫瘍内に 0 日、3 日、6 日目と合

計 3 回投与した（各群 5 匹）。let7a miRNA制御増殖型ワクシニアウイルス（LC16m8Δ

-B5Rlet7a/LG）は、LC16m8 の

親株でB5Rが機能するウイル

ス（LC16mO/LG）、及びlet7a 
miRNAの標的配列に変異をも

つ ウ イ ル ス （ LC16m8 Δ

-B5Rlet7a mut/LG）と同等に、強

力な抗癌作用を示した（図１

上 ） 。 し か し な が ら 、

LC16mO/LG、又はLC16m8Δ

-B5Rlet7a mut/LGを投与マウス

では、治療６０日後までに急激

な体重減少によって全てのマ

ウスが死亡した。それに対し

LC16m8Δ-B5Rlet7a/LGは、治

療６０日後で 5 匹中 4 匹のマウ

スにおいて完全な腫瘍の消失

が観察され、100％のマウスが

生存していた（図１下）。 

 
図１ BxPC3 担癌マウスに対する癌ウイルス療法 
（上図；腫瘍増殖曲線、下図；生存曲線） 
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次に、このBxPC3 担癌マ

ウスにおいて２７日、５２日後

にルシフェリンを投与して、ウ

イルス感染・増殖細胞を非侵

襲 的 に モ ニ タ ー し た 。

LC16mO/LG と LC16m8 Δ

-B5Rlet7a mut/LGの投与マウス

では、２７日後に全身の正常

組織でウイルス増殖が見ら

れ、５２日後と時間経過に従

ってウイルス増殖は増加し、

それに伴う急激な体重減少

によって死亡した。それに対

しLC16m8Δ-B5Rlet7a /LGの

投与マウスでは、２７日後の

ウイルス増殖は移植した癌

細胞のみに限局し、完全に

腫瘍が消失したマウスを含

め、正常組織におけるウイル

ス増殖は見られなかった。さ

らに、５２日後の腫瘍が消失

したマウスにおいて、ウイル

スは完全に消失していた（図

２）。 図２ let7a 制御ウイルスの腫瘍特異的増殖性 
（各ウイルスは、感染細胞内でルシフェラーゼ

を発現するので、ウイルス投与 27、52 日後に

おける BxPC3 担癌マウス体内のウイルス分布

をルシフェリンの投与によって非侵襲的にモ

ニターした。増殖ウイルス数は赤色ほど多く、

紫色ほど少ないことを示す。） 

以上の結果より、マイクロ

RNA 制御ワクシニアウイルス

は、癌細胞では B5R を発現

するが、正常細胞では B5R

を発現しないため、強力な腫

瘍溶解性による抗腫瘍効果

と高い安全性を兼ね備えた

ウイルスとなった。 

 

５． 自己評価 

研究項目１に関しては、当初の目標に対して５０％程度の達成率であるが、同時に問題点と

その解決策を研究期間内で見いだしていることより、それらは今後の展開として取り組んで

いく。一方、研究項目２に関しては、当初の目標に対して１００％の達成率であり、今後は臨

床応用を視野に入れた研究へと発展させる。 

 

６． 研究総括の見解 

難治性悪性腫瘍の早期診断法および新規治療法の確立を目指し、RNA とウイルスの特性を

活用することが目的である。まず RNA をゲノムとして持つ弱毒化麻疹ウイルスに一本鎖抗体

を提示させた抗体ディスプレイライブラリーを構築し、新規抗体医薬の開発を目指した。第２

に、ワクシニアウイルスワクチン株ゲノムに特定のマイクロ RNA 標的配列を挿入し、癌細胞

のみを破壊する新規癌ウイルス療法の開発を目指した。第１の開発計画は、抗体ライブラリ

ーの性能故に難航したが、ライブラリーを換えることにより進行し始めた。これからも進めて

欲しい。第２の開発計画は大変順調に進行している。LC16m8 株は、B5R 遺伝子に変異があ

り、正常細胞での増殖性が著しく減弱している。B5R はウイルスの弱毒化だけでなく、腫瘍溶

解性とも関係している。そこで、本研究では、ウイルスを、癌細胞では B5R を発現するが、正
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常細胞では B5R を発現しないように改良した。肺癌、膵臓癌、メラノーマなどの癌細胞で発現

が低下している let7a miRNA に注目し、この miRNA の標的配列（２２塩基）を B5R 遺伝子の

3’UTR に挿入した。この組換えワクシニアウイルスは、let7a miRNA の低下している癌細胞で

は B5RmRNA の分解は起こらず、したがって癌細胞は溶解するが、正常細胞では B5RmRNA

の分解が起こり細胞は破壊されない。良く考えられた見事な実験であり、ウイルスを使いこな

している点は、賞賛に値する。 
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