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要     旨 

 【緒言】切除不能胃癌は化学療法を行っても 1 年生存率が 50%と予後不良であり、新たな治療法の開

発が望まれている。腫瘍溶解性ウイルス療法や光線力学的療法は、臨床応用されてきており、新たな治

療法として期待されている。哺乳類オルソレオウイルス(MRV)は、いくつかの癌に対して臨床試験が行

われている腫瘍溶解性ウイルスである。本研究の目的は、光照射により細胞毒性活性酸素種を生成する

光感受性蛍光蛋白質で細胞膜に局在する KillerRed (KRmem)を発現する組換え MRV（T3D 型）を作成

し、その評価を行い、新規治療法の開発を行うことである。 

【研究対象および方法】MRV のσ2 遺伝子の 3‘末端に KRmem 遺伝子を 2A ペプチドで融合させた組

換え S2 分節ゲノムプラスミドを構築し、他 9 本の分節ゲノムプラスミドとともに BHK/T7-9 細胞株に

co-tansfection させた。培養液の上澄みを回収し、新たな BHK/T7-9 細胞に継代し、蛍光発現を確認し

た。作成した組換え MRV の性状は RNA 電気泳動、ウエスタンブロット、免疫蛍光染色により確認し

た。野生型および組換え MRV をそれぞれ BHK/T7-9 細胞に感染させ、24、48，72，96 時間後に培養 
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上清を回収して力価測定を行い、増殖曲線を作製した。組換え MRV を 3 種類の胃癌細胞株(MKN7、

MKN45P、NUGC-4)に多重感染度 2,000(BHK/T7-9 細胞における力価を用いて実施)で接種し、感染の

有無を調べた。さらに MKN45P 細胞において組換え MRV を多重感染度 100 (BHK/T7-9 細胞における

力価を用いて実施)感染させたのちに光照射(598nm、560mmW、5min、168J/cm2)を行い、Annexin V 

Apoptosis and Necrosis Assay kit を用いてアポトーシスとネクローシスを経時的に測定した。              

【結果】ゲノムプラスミドの BHK/T7-9 細胞への co-tansfection 後 6 日目に蛍光発現細胞が確認でき、

9 日目にはその周囲への蛍光陽性細胞の拡がりが確認された。その培養液を回収して新たな BHK/T7-9

細胞に接種し、接種後 3 日目に蛍光発現が確認でき、5 日目にはウェル全体に広がったことから目的の

組換え MRV の作成が確認された。RNA 電気泳動により組換え S2 分節のバンドの M2 分節と M3 分節

のバンドの間への移動が確認された。免疫蛍光染色により組換え MRV 感染ではλ2 蛋白質の発現細胞

と KRmem 蛍光発現細胞が一致した。ウエスタンブロット法により組換え MRV 感染細胞において 2A

ペプチドの作用により KRmem がσ2 蛋白質とは切り離されて発現していることが確認された。組換え

MRV は BHK/T7-9 細胞において野生型とほぼ同等の増殖能を示した。組換え MRV は 3 種類の胃癌細

胞株(MKN7、MKN45P、NUGC-4)に対して感染性があり、最も高い感受性を示した MKN45P 細胞で

は組換え MRV 感染において光照射による殺細胞効果（ネクローシス）の増強が確認された。 

【考察】今回、KRmem を発現する組換え MRV の作成に成功した。S2 分節 3’末端側への KRmem 遺

伝子（774 bp）の挿入は MRV の増殖性を阻害しないことが分かった。組み換え MRV が感染した

MKN45P 細胞では光線照射後にネクローシスによる細胞死が有意に強く誘導された。通常、光線照射

や MRV 感染ではアポトーシスが誘発されることが報告されているが、組換え MRV 感染により発現し

た KRmem（膜型 KillerRed）が光照射により細胞膜直下で活性酸素種を産生し、その結果、細胞膜が

破壊されやすくなり、ネクローシスが強く誘導されたと考えられた。組換え MRV の胃癌細胞株への感

染性は高くなかったが、S1 分節の改変により改善できる可能性がある。癌の光線力学療法において光

増感剤の標的細胞への送達が課題となるが、今回の組換え MRV はその点を解決しうるものであり、さ

らに MRV 自体による抗腫瘍効果もあるため、光増感剤単独よりも優れた抗腫瘍効果が期待できる。                                          

【結語】KRmem 発現組換え MRV を用いた光線力学療法は、今後、細胞への感染性を改良することに

より胃癌に対して新規の治療法となりえる。                                             


