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はしがき

殺腫癌ウイルス(oncolytic virus)は腫癌細胞のみで選択的に複製、

増殖し、細胞傷害性を有するウイルスで、従来の化学療法、放射線療法

などと交差耐性のない高い治療効果が期待されています。今回、われわ

れは、その一つであるvesicular stomatitis virusを用いて悪性骨腫癌

に対する新しい治療法の開発について研究を行いました。

研究組織

研究代表者:久保忠彦　　広島大学　大学院医歯薬学総合研究科　助教

研究分担者:越智光夫　　広島大学　病院　　　　　　　　　　　教授

研究分担者:安永裕司　　広島大学　大学院医歯薬学総合研究科　寄附講座教授

研究分担者:坂口剛正　　広島大学　大学院医歯薬学総合研究科　准教授

研究分担者:下瀬省二　　広島大学　病院

交付決定額(配分額) (金額単位:円)

講師

直 嘩 経 費 車 .).・'..-'蝣;;宣 合 計

平 成 18 年 度 2 , 5 0 0 , 0 0 0 0 2 , 5 0 0 , 0 0 0

平 成 19 年 度 1, 0 0 0 , 0 0 0 30 0 , 0 0 0 1 , 3 0 0 , 0 0 0

総 計 3 , 5 0 0 , 0 0 0 3 0 0 , 0 0 0 3 , 8 0 0 , 0 0 0

研究発表

(1)　雑誌論文

論文名:殺腫癌ウイルスvesicular stomatitis virusの悪性骨腫癌細胞に対す



る選択的抗腫癌効果

雑誌名:日本整形外科学会雑誌、 81巻、 8号、 S911頁、 2007年

執筆者名:久保忠彦

共著者:下瀬省二、松尾俊宏、越智光夫

(2)　学会発表

学会名:第22回日本整形外科学会基礎学術集会

浜松市2007年10月25,26日

演題名:殺腫癌ウイルスV S Vの悪性骨腫癌細胞に対する選択的抗腫癌効果

演者名:久保忠彦

共同演者:下瀬省二、松尾俊宏、越智光夫

2



要旨

【目的】 vesicular stomatitis virus (VSV)およびvsv/磁性体リポソーム複合

体の悪性骨腫癌細胞に対する選択性と細胞増殖抑制効果、さらに骨肉腫ラット

-の抗腫癌効果について検討した。 【方法】培養骨肉腫細胞(Saos-2, MG63, MSK)

と正常ヒト骨髄細胞(MSC605, 701)を対象とした。ウイルス感染率:対象細胞

にVSV-LacZを投与し、 beta-gal染色を行い、LacZ遺伝子の発現率を計測した。

ウイルス遺伝子定量:対象細胞にVSVを投与し、培養上澄み液中のVSVgenomic

RNA量をreal time RT-PCRにて定量解析した。抗腫癌効果:骨肉腫細胞に各種

Multiplicity of Infection (MOI)でVSVおよびvsv/磁性体リポソーム複合体

を感染させ、経時的にcytotoxicity assayを行い、正常ヒト骨髄細胞-の効果

と比較検討した。骨肉腫ラット-の抗腫癌効果:右後肢に骨肉腫細胞(MSK)を

移植後、患側大腿動静脈に人工心肺装置を接続し、VSV-GFPを投与する(Isolated

limb per fusion system)。経時的に腫癌体積、ラット体重を計測した。 【結果】

vsv感染により骨肉腫細胞では高率なLacZ遺伝子の発現が観察されたが、正常

ヒト骨髄細胞では見られなかった。同様にReal time RT-PCRでも骨肉腫細胞で

は正常ヒト骨髄細胞に比べ、 VSV遺伝子の活発な増殖が確認された。 VSVは腫癌

細胞選択性のある殺細胞効果がみられ、その効果は時間、 MOI依存性であった。

一方、 vsv/磁性体リポソーム複合体では殺細胞効果がみられなかった。骨肉腫

ラットに対する工solated limb per fusion systemを用いたVSV投与により著明

な腫癌増殖抑制効果がみられた。 【考察】 Regional therapyが適しているウイル

ス治療において四肢腫癌は理想的な標的病変であり、本研究により　VSVは四肢

腫癌治療の新たなるストラテジーとなる可能性が示唆された。
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背景

多くの悪性骨・軟部腫癌は抗癌剤・放射線感受性が乏しく、原発巣切除が唯

一の治療法となることもしばしば経験する。また、一部の抗癌剤感受性のある

腫療においても、ここ10年間のより強力な化学療法の試みにもかかわらず、生

存率の改善は見られず、特に肺転移のある症例では満足できる結果が得られて

いない(1-3)。従来の治療に抵抗性の四肢悪性腫癌に対する新しい治療法の開発

が望まれている。

ウイルスを用いた遺伝子治療のアプローチは、進行期悪性腫癌に対する近未

来の治療法として大いに期待されている。なかでも殺腫療ウイルス(oncolytic

virus)は腫癌細胞のみで選択的に複製、増殖し、細胞傷害性を有するウイルス

で、従来の化学療法、放射線療法などと交差耐性のない治療効果が期待されて

いる。 Oncolytic virusには腫癌細胞のみで増幅するよう遺伝子工学的に組み返

られたアデノウイルスや-ルペスウイルスなどのDNAウイルスと、生来腫癌細

胞のみで増幅する性格を持つレオウイルス、 Vesicular stomatitis virus (VSV)

などのRNAウイルスがある。これまで、われわれはその一つであるVSVをマウ

ントサイナイ医科大学(New York, NY)と共同で世界に先駆けて癌治療法として

研究し、担癌ラットに対する有効性を報告してきた(4-8)。 VSVはラブドウイル

ス科、べジクロウイルス属で砲弾型粒子である。これまで広くアメリカ大陸で

発生しており口腔内に水癌を生じる家畜伝染病である。豚では重篤となること

もあるが、人-の感染は稀で、感染例もインフルエンザ様症状が報告されてい

るのみである。 VSVは殺腫癌細胞効果が癌腫で証明され前臨床段階であるが、悪

性骨・軟部腫痩においてまだ報告はない。

現在までウイルス治療が固形腫癌に広く応用されない理由としてウイルスデ
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リバリー法の問題がある。全身投与ではホスト免疫反応によるウイルスの早期

不活化が臨床応用-の大きなハードルとなっている。一方、局所投与では壊死

巣、腫癌細胞間組織などの生物学的バリアーや、局所の抗腫癌物質などのため、

腫癌内でのウイルスの広がりが不十分であることがわかっている。 Isolated

regional perfusion法は標的臓器や四肢に選択的に高濃度の薬剤を投与できる

Drug delivery systemである。これまで、全身投与では重篤な副作用が生じる

サイトカイン治療や温熱化学療法のデバイスとして臨床試験が行われ、その有

効性が報告されてきている。また、遺伝子治療のデリバリー法としても注目さ

れている(9-ll)。

われわれはこれまで磁性体リポソームを抗癌剤キャリヤーとした、磁気によ

り誘導されるDrug delivery systemを構築し、さらに遺伝子治療を目的とした

遺伝子導入用磁性体カチオニックリポソームも研究してきた(12-15)。

本研究では、 VSVおよびvsv/磁性体リポソーム複合体の悪性骨腫癌細胞に対す

る選択性と細胞増殖抑制効果、さらにIsolated regional perfusion法を用いた

骨肉腫ラット-の抗腫癌効果についても検討した。

対象および方法

VSVおよび遺伝子組み換えvsvの作成

VSVはP3Aレベル動物接種実験(大臣確認実験)のため広島大学組換えDNA実験

安全委員会と文部科学大臣から広島大学自然科学研究支援センター・動物実験

施設5階感染区・遺伝子導入区での使用承認を受け使用した。

VSVゲノムDNA (pVSv-NX2)を-ルバーブラスミドであるpIRES-L、 PIRES-N、

PIRES-Pと共に、 T7 RNA polymeraseを発現するHamster腎由来BHK細胞に導入
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して、野生型ウイルスVSVを得る。大腸菌を用いてVSVゲノムDNA (PVSV-NX2)

にオワンクラゲ由来GFP相補DNAを挿入し、全長のDNAを作製する。このDNA

を-ルバーブラスミドと共に、 T7 RNA polymeraseを発現するHamster腎由来

BHK細胞に導入して、組換えウイルスVSV-GFPを得る。

VSV/磁性体リポソーム複合体の作成

Phosphatidylethanolamine(DOPE)と　cholesterol (DC-cholesterol)より成る脂

質二重膜に、酸化鉄微粒子を超音波処理法にて封入し、磁性体カチオニックリ

ポソームを作製する。磁性体未封入リポソームは磁気分離により除去する。

この磁性体カチオニックリポソームをVSVまたはVSV-GFPと室温で3 0分間反

応させ、 VSV or VSV-GFP/磁性体リポソーム複合体を作成する。未結合のVSVは

磁気分離により除去する。

骨肉腫細胞に対するVSVの感染効率の評価

ヒト由来培養骨肉腫細胞(MG-63, Saos-2) 、ラット培養骨肉腫細胞(MSK) 、

正常ヒト骨髄細胞(MSC605, 701)にVSV-GFPを投与する。ウイルス感染率は

beta-gal染色を行い、 LacZ遺伝子の発現を観察した。ウイルス遺伝子定量は、

培養上澄み液中のVSV genomic RNA量をreal time RT-PCRにて定量解析した。

骨肉鹿細胞に対するVSVの抗塵癌効果の検討

骨肉腫細胞に各種Multiplicity of Infection (MOI)でVSVおよびvsv/磁性体

リポソーム複合体を感染させ、経時的にcytotoxicity assayを行い、正常ヒト

骨髄細胞-の効果と比較検討した。
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骨肉腫ラットモデルの作製

ネンブタール麻酔下に6過齢F344ラットの右後肢にラット骨肉腫細胞MSK (1X

107 cells)を移植した。

Isolated Limb per fusion systemの作成

イソフルレン全身麻酔下に腫癌移植1週間後、手術用顕微鏡を使用し、患側大

腿動静脈に24ゲージカテーテルを挿入し、人工心肺装置を接続、その中枢部で

駆血を行い、患側下肢血流を体外循環させる。動脈-のポンプ流量は2ml/mim

とし、静脈からのフローはポンプをラットより低い位置に置き、重力により行

った。回路中のリザ-バーにてIL/minの酸素化を行った。 5単位/ml -パリン

生食にて5分回路を流した後、 VSVl.3xlO plaque-forming unitsをリザ-バー

より加え15分間循環させた。さらに1分間-パリン入り生食で洗い流した。

ラット骨肉腫に対するIsolated Limb perfusionsystemによるVSV治療

Isolated limb per fusion systemを用いVSV-GFPを15分間患側下肢に濯流させ

た。対照群として生食投与群を作成した。経時的に腫癌体積、ラット体重を計

測した。

結果および考察

骨肉腫細胞に対するVSVの感染効率の評価

10"3 MOI VSV-LacZ投与24時間後の骨肉腫細胞ではいずれのcell lineも、ほ

ぼ100%感染を生じていた。しかし、正常ヒト骨髄細胞では同濃度のVSV-LacZ投
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与24時間後でもLacZ遺伝子発現細胞はみられなかった(Fig. 1)。

同様にReal time RT-PCRでも骨肉腫細胞では経時的にウイルス遺伝子の指数

関数的増幅がみられたが、正常ヒト骨髄細胞では一時的増幅または全く増幅が

見られなかった(Fig.2)。

骨肉腫細胞に対するVSVの抗腫癌効果の検討

VSVはすべての骨肉腫細胞に対して時間依存性の殺腫癌細胞効果があったが、正

常ヒト骨髄細胞ではicrmoiのVSVでも24時間までの短時間の細胞増殖抑制し

かみられなかった(Fig.3)。これを濃度で検討すると、正常骨髄細胞に対する

細胞毒性は弱く、骨肉腫細胞と同等の抑制効果を得るために一万倍以上のウイ

ルス濃度が必要であった(Fig.4)。

以上より本研究により腫癌細胞選択性のある殺細胞効果がみられ、その効果

は時間、 MOI依存性であった。

一方、 vsv/磁性体リポソーム複合体ではいずれの細胞においても殺細胞効果

がみられなかった。これは、 vsv/磁性体リポソーム複合体作成過程におけるエ

バポレーション処理、超音波処理、またはその処理過程で発生する発熱により

ウイルスの不活化が生じたものと考えられた。今後、われわれが新しく磁気タ

-ゲッテイング法として研究している磁性細胞を用い(16-19)、 VSVウイルスデ

リバリーシステムの構築を展開する予定である。

ラット骨肉腫に対するIsolated Limb perfusion法によるVSV治療

Isolated limb per fusion system (Fig. 5)によるVSV治療4週後の腫癌体積は

コントロール群に比べ、有意に治療効果を認めた(P〈O.01),また、体重減少
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などの副作用もみとめなかった(Fig.6)。

Oncolytic virotherapyの臨床試験では、遺伝子治療用ベクターとして基礎デ

ータが豊富なDNAウイルスであるアデノウイルスが中心に行われている。いず

れもPhasel or II studyで、安全性についてはほぼ確認されているが、有効性

についてはまだ未知数である(20)。特にVSVに関してまだ報告がないが、 RNA

ウイルスはDNAウイルスに比べ腫療細胞内における高い増幅性からoncolytic

virotherapyに適していると期待されている。

臨床応用に向けたoncolytic virotherapyの課題として、ウイルスデリバ

リー、感染効率、生体免疫反応、ウイルス毒性の問題がある。特に全身投与

では抗体、細胞性免疫の問題が大きなハードルになっており、現在のデリバ

リー技術では局所投与または臓器投与が適している。その点、四肢悪性腫癌

の原発巣は理想的な病変と考えられる。

本研究により骨肉腫細胞に対するVSVの選択的ウイルス増幅、殺腫癌効果

が証明され、 Isolated limb per fusion systemによる　ウイルスデリバリー

システムも構築された。 Regional therapyが適しているウイルス治療におい

て四肢悪性腫癌は理想的な標的病変であり、 VSVは四肢腫痩治療の新たなる

ストラテジーとなる可能性が示唆された。
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図説明文

Fig. 1骨肉腫細胞(A, B, C) 、正常ヒト骨髄細胞(D, E)に対するウイルス

感染率(beta-gal x40)

Fig. 2　ウイルス遺伝子定量

横軸はウイルス投与後時間、縦軸はコントロールとして用いた正常ヒト骨髄細

胞MSC701の6時間値を1とした相対的ウイルスRNA量を10g表示。

Data are mean ±　SD (n = 3 wells).

Fig. 3　骨肉腫細胞(A, B, C) 、正常ヒト骨髄細胞(D, E)に対するVSVの経

時的細胞増殖抑制曲線

縦軸は未治療細胞と比較した相対的生細胞数。

Data are mean ±　SD (n = 4 wells).

Fig. 4　VSVの濃度別細胞増殖抑制曲線

縦軸は未治療細胞と比較した相対的生細胞数。

Data are mean ±　SD (n = 4 wells).

Fig. 5 Isolated limb per fusion system

Fig. 6　ラット骨肉腫に対するVSVの抗腫痩効果(A)とラット体重(B)およ

びその典型例(C, D)

Data are mean ±　SD obtained from 4 athymic mice. P< 0.01, Students t-test.
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Fig. 3.
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