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フレンドウイルスエンベロープ遺伝子導入によるラット癌細胞の

異物化

Xenogenization of rat tumor cells by transfection with 

envelope gene derived from Friend murine leukemia virus. 

杉浦千尋

北海道大学歯学部口腔外科学第一講座

(主任 福田博教援)
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結言

生体内で正常細胞が癌化する際、その多くは免疫学的監視機構

により認識され、癌化が完了して致死的増殖をする以前に排除さ

れると考えられている。したがって、生体内で増殖を示す癌細胞

の多くは抗原性が低く、免疫学的監視機構に認識され難い場合が

多い 1) 2)。そのような癌細胞に、宿主に認識され易い異物性抗原

を細胞膜面上に表現するウイルスを、人工的に感染させることに

より、その癌細胞の抗原性が上昇し、正常同系宿主では自然退縮

する。この現象は、癌細胞の異物化として報告されてきた引。そ

の後、癌細胞の抗原性を上昇させ異物化する試みはウイルスだけ

でなく、バクテリア、変異原性を有する化学物質、レクチンなど

を癌細胞に処理することによってもなされてきた 4ト 11)。さらに

近年、分子生物学や違法子工学の発達に伴い、異物化のあらたな

方法が模索されるようになった。ウイルスやバクテリアだけでな

く、真核生物のさまざまな遺伝子も単離されるいっぽうで、単離

した遺伝子の組換、複製や、さらには、それら遺伝子を各種細胞

内に人工的に導入し、導入した遺伝子産物を産生させる技術も確

立された。これらの技術を背景に、マウスの主要組織適合抗原で

ある MHCクラス工(立-2 )遺伝子を癌細践に導入することに

よっても、同様の異物化をおこしうることが報告されている 12)。

これらの試みのうち、抗原性の上昇による腫癌原牲の低下という

観点からは、ウイルスによる異物化が最も効果的である。この場

合用いられたウイルスはマウス由来の自血病ウイルスで、正常ラッ

トに対する自然感染性は認められないものの、なおその病原性は
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否定できない。

そこで、今回筆者は、感染性を有したウイルス粒子を用いずに、

ウイルス複製のために必要な遺伝子構造はもたず、ウイルスの抗

原のみをコードする、エンベロープ遺伝子のみを癌細抱に導入す

ることによっても、ウイルス粒子を用いた場合と開様の、異物化

を起こしうるかいなかを検討した。さらに、異物化された場合、

正常同系宿主が異物化癌細胞を拒絶した後に、未処置親癌細胞に

対する特異的腫蕩移植抵抗牲を誘導しうるか否かを検討した。

8
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材料と方法

ラット: 北海道大学医学部付属動物実験施設より供与された、

8適齢から 12遇齢の雌近交系WKAjHokラットをもちいた。

腫第細胞 WKAjhokラットに3'-methyl-4-dimethylaminoazo-

-benzeneにより誘発した、可移植性肝細胞癌cKDH-8由来のサブク

ローン cKDH-8cl-llをもちいた。 フレンドウイルス感染癌細胞

( FV-KDH-8)は、生後24時間以内の新生児期のWKAjHokラットに、

フレンドウイルスを皮下および腹腔内に接種し、フレンドウイル

ス寛容としたラットに、その8週後、 cKDH-8cl-llおよびフレン

ドウイルスを腹腔内接種し、 invivoで感染させた癌細胞を、 1遇

後に再びinvitro培養系に戻した癌細胞をもちいた。これらの癌

細胞は、 10%の熱非働化牛胎児血清および0.584mgjmlのLーグル

タミンを加えた、日水製Dubecco's Minimum Essential Medium 

(DMEM)にて単層培養されている。培養細胞はO.02%EDTA処理によ

り継代されている。 また、 問 T-17腫蕩細胞はWKAjHokラットに

3' -methyトcholanthreneにより誘発された繊維肉腫で、同系宿主

の腹E室内接種により腹水の形態で維持されている。

プラスミド: 通常の方法に従い、ヘルパーウイルス非依存性

フレンド白血病ウイルスはクローン化されベクターに組み込まれ

た。このベクター(pZip-FV-env)はプラスミドpZipNeo SV(B) 

に，クローン{とされたウイルスのエンベ Eープ遺伝子 ( HindIIト

BanIII断片)を含むもので、京都大学ウイルス研究所の石本教授
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より供与された(図 1) 13)。また、対照としてもちいたプラス

ミドは、セントルイス大学のグリーン博士より供与された、 pSV2

-Neoをもちいた。

遺缶子導入: 遺伝子導入方法は、 Yander Ebらの原法に改変

をくわえた 14)。すなわち、直径60mmの培養用シャーレ中で対数

増殖期にある 2xl05個のcKDH-8cl-ll細胞に、培養液を吸引後、

l μgのpZip-FV-envまたはpSV2-Neoと、 20μgのsalmonsperm DNA 

を含むリン酸カルシウム共沈殿物を室温で20分処理した。つぎに、

再び培養渡を加えはCO2、37'C条件下で4時間静置培養後、リン酸

カルシウム共沈殿物を含む培養渡を吸引し、培養液で2回洗諦の

後通常の条件下でさらに 24時間培養した。その後、直径60mmのシャー

レに細胞を三等分し、さらに 16時間培養した。この時点で、選択

抗生剤であるや418(GIBCO社)を800μgjml含む培地で約1ヵ月継

代し、遺伝子の導入された細胞、すなわち選択託生剤耐性になっ

た細胞をもちいた。 これ以後、 これら遺伝子導入癌細胞は400

μgjmlのG-418を含む培地で継代した。

モノクロナール抗体および拡血清: フレンドウイルス gp70に

対するモノクロナール抗体は、フレンドウイルスを感染させたマ

ウス細胞を、同系マウスに免疫して得られた牌細胞から、通常の

方法によりハイプリドーマを作製し得られたもので、東海大学の

多国博士より供与された。また、 gag遺伝子産物p30に対する抗血

清は、電気泳動により得られた分子量30000の分画を、兎に免疫

して得られた抗車清で、北海道大学医学部癌研究施設分子遺伝部
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門の葛巻教授より供与された。また Fluorescein isothiocyanate 

-conjuμted (FITC)標識ヤギ抗マウス抗血清、FlTC標識ヤギ抗兎

抗血清はカッペル社製をもちいた。

フローサイトメトリー分析 : 細胞は回収後、 リン駿緩衝液

(PBS)で2回洗浄の後、 lxl06fIQJあたり 50μlの各種抗体と室温で30

分間反応させ、 PBSで2回洗浄した。 次に 50μlのFITC標識2次抗

体と室温で30分間反応させ、 PBSで2回流浄の後、 FACScan(Becton

Dickinson社製)にて解析した。ヒストグラム作製にはConsort3 

Gフ。ログラムをもちいた。

免疫組犠化学染色: 試料はOCTcompound (河ilesLaboratory 

製)に包埋、 5μ 取に薄切後アセトン固定し、アピジン・ビオチン

‘ベルオキシダーゼ、(ABC)法により染色した。染色にはVectastain

ABC kit (Vector Laboratory社製〉を患い、通常の方法により染

色した。

移植実験: 癌細胞の臆蕩環性を調べるために、香種移植量の

癌細胞を正常同系ラットおよび、免疫抑制ラットに皮下移植した。

ラットの免疫を抑制するためには、コバルト加を線源としたガン

マ轄を 6Gy全身照射したのち、 2x1071湿の正常骨髄細胞を尾静脈よ

り移植した。また、 lx106f国の癌細胞を拒絶したラットには、そ

の後、未処童親癌細胞に対する移植抵抗性が誘導されたか否かを

検討するため、各種移植量の親癌細胞を攻撃移模した。緯霧形成

の有無は、韓蕩移植後 120日まで観察し判定した。なお、生存率
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の統計学的有意差検定には X 2検定を適用した。
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結果

FY-env遺伝子産物表現: もちいた癌細胞膜面上のFV-env遺伝

子産物表現を検討したところ、ウイルス感染癌細胞およびFV-env

遺伝子導入癌細胞ではgp70を表現していたが、未処置親癌細胞お

よび Neo遺伝子導入癌細胞には認められなかった(図 2)。さら

に、 gag遺伝子産物である p30の表現を調べたところ、 p30はウイ

ルス感染癌細胞にのみ認められ、他の細胞膜面上には認められな

かった(図 3)。

FV-env遺伝子導入癌細胞の陸嘉源牲の検討: 未処置親癌細胞

とFV-env遺伝導入癌細胞、ウイルス感染癌細胞の腫蕩原性を検討

するために、各種移植量の癌細胞を正常同系宿主に皮下移植した。

その結果、未処置親癌縮抱およひ:"Neo遺伝子導入癌細胞は腫霧罪、

性は高く、 1x103i園の移植で半数以上が致死的増殖を示した。一

方、 FV-env遺伝子導入癌細胞の腫蕩原牲は著しく低下しており、

1x105儲の移植ではともに全例で腫蕩が拒絶され、 1x106f囲の移植

に対してもFV-env遺信子導入癌細胞では 15例中 13例で麓蕩は拒絶

され、ウイルス感染癌細胞は5例全例が拒絶された(表 1)。し

かし、このように正常宿主では著しい題蕩原性の低下を示した癌

細胞も、放射線全島照射により免疫を抑制されたラットでは、と

もに 100%致死的増殖を示した(表 2)。

さらに、正常ラットで増殖をみた FV-env遺伝子導入癌細胞と、

免疫抑制ラットで増殖したFV-env遺伝子導入癌細胞の生体内での

gp70の表現を調べたところ、正常ラットで増殖をみた FV申 env遺伝

子導入癌細胞はその細胞表面に FV-env遺伝子産物を表現していな
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いことが示唆された(図 4)。しかし、生体内で遺伝子産物を表

現していなかった癌細胞も、再び培養することにより遺伝子産物

を表現するようになる(図 5)。

異物化癌細胞による抗腫蕩移植抵抗牲の誘導: ウイルス感染

またはFV-env遺伝子導入によって異物化された癌細胞を拒絶した

正常同系ラットに、それら腫蕩拒絶後未処置親癌細胞に対する抗

撞蕩移植抵抗性が誘導され得るか否かを検討した。 1x106個の異

物化癌細胞を拒絶したラットに、 2遇後各種移植量の未匙置親癌

細胞を攻撃移植した。表 6に示すように、異物化癌細胞を拒絶し

たラットには、親癌縮胞に対する強い移植抵抗性が誘導された。

誘導された抗腫蕩移植抵抗牲の程度は、 FV-env遺伝子導入癌細胞

を拒絶したラットと、ウイルス感染癌細胞を拒絶したラットで有

意差は認められなかったものの、 lx104個の移植に対しては、 FV-

env遺伝子導入癌細胞を拒絶したラットの群の方が、強い移植抵

抗性を示す傾向がみられた。

-10 -



考察

癌細胞膜面を修飾することにより人工的に抗原性を上昇させ、

宿主に、その癌細抱にたいする、移植抵抗性を誘導する試みがあ

る 3)- 1 2)。初期の試みは、細胞非開害性ウイルスを癌細胞に人工

感染させることにより、癌細胞の抗原性を上昇させるものであっ

た 3) 4)。その癌細胞は同系正常宿主では拒絶され、癌細抱の異物

化として報告されてきた。その後、ウイルスだけでなく、化学物

質やバクテリア、レクチンの処理によっても癌細胞の抗原性を増

強しうることが数多く報告されている。更に近年、マウス癌細胞

に同種主要組織適合抗原H-2遺伝子を導入することによっても、

異物化されることが報告されている 12)。

これらの多くの試みのなかでも、宿主に対し強い免疫を誘導す

る異物化モデルとしては、フレンドウイルスによる異物化が知ら

れている。フレンドウイルスはマウス出来のため正常ラットには

自然感染せず、ラット癌細胞を異物化するためにそのウイルスを

用いることは、より強い宿主免疫反応を誘導しうることが考えら

れる 15ト 20)。

そこで今回の実験で筆者は、ウイルス感染による病原性や内在

性ウイルスの活性化を避けるため、フレンドウイルスのエンベロー

プ遺伝子を癌細胞に導入することにより異物化を試み、その癌細

胞の抗原性と免疫原性を検討した。

FV-env遺伝子を導入された癌細胞は内在性ウイルスを活性化す

唱
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ることなく細胞膜面上に FY-env遺伝子産物を表現した 21)。 その

FY-env遺伝子産物表現量はウイルス感染癌細胞の約50%であった

ものの、正常宿主の免疫を介して拒絶されうることがしめされた。

この、新たに表現された FY-env遺怯子産物が宿主免疫を誘導した

ことは、 FY-env遺伝子導入癌細胞が免疫抑制ラットでは致死的に

増殖すること、また Neo導入癌細胞では腫蕩原性の低下が見られ

なかったことからも考えられる。また、このとき WKA/Hokラット

のMHC クラス I抗原の表現に差はみられなかった (Data not 

shown)22l23)。 円四回V遺伝子導入癌細胞のうち、正常同系ラッ

トで増殖を示したものは、生体内で増殖状態でFY-env遺伝子産物

を表現していなかった。しかし、選択抗生剤の有無に関わらず 10

vitroで数代継代培養後、再びFY-env遺伝子産物を表現した。こ

のことは、宿主に導入された遺伝子がなんらかの原因で欠失した

可能性または、その遺伝子表現が抑制されていた可能性を示唆し

ている 2";) 2 5)。このようなウイルス感染癌細胞では見られない、

in vitro とin vivoでの遺伝子表現の安定性の違いの機序は不

明である。

いずれにせよ、 FV寸 nv遺伝子導入癌組組が正常宿主で拒絶され

るという結果から、 FV-env遺伝子産物が宿主において異物として

認識されうることを示唆している 15)-19)。

また、生癌細胞の免疫原性を比較した場合、 FY-env遺伝子導入

癌細胞のほうがウイルス感染癌細胞のそれよりも強い傾向が見ら

れた。ウイルス感染癌細胞の免疫誘導が低い傾向になった理由の、

詳細はなお不顎であるものの、生体内でのサイトカインなどの誘

導龍の違いのほかに 26)27)、 山口及び綿JI!らの、 腫蕩関連抗原

向ノ
'U

句

t・占



(T AA)に対する免疫を誘導する為には適当量のウ fルス抗原 (VA;¥)

表現が必要で、癌細胞膜面上の過度のV仏表現は、 TAAに対する免

疫を誘導するどころか、逆に低下させる場合があるという報告が、

今回の実験結果にたいする一つの解釈として考えられる 28)29)。

すなわち、過度のVAAがTAAとともに存在することにより、免疫誘

導に対し競合的に働き、その結果、 TAAにたいする免疫が低下し

たと考えられる 29)。またそれとは逆に、 FV-env遺伝子産物が直

接主要拒絶に十分なほど表現されていなくても、効果的にTAAに

たいする免疫を誘導しうる可能性もある。しかし、その降、には、

抗原量だけでなく、宿主にたいして効率的な免疫を誘導する抗原

の組み合わせが重要となってくると思われる。このことは、筆者

がおこなった別の実験系で、マウスの腫蕩にFV-env遺伝子を導入

した場合、腫蕩原性の劇的な低下は見られなかったものの、 x-
掠照射により不活化して免疫療、として用いた場合TAAにたいする

強い免疫を誘導したことからも考えられる (Datanot shown)。ま

た、今国の実験では遺伝子を導入した後、未クローニングのまま

heterogeneousな細胞集団を用いたが、板谷らの示したように、

クローニングすることにより、さらに免疫原性の高いクローンが

得られることも考えられる 30)。

いずれにせよ、 TAAに対する免疫を誘導するための特異的活動

免疫を考えた場合、病罪性を有するウイルス粒子感染癌細胞を用

いるよりも、 FV-env遺伝子導入癌細胞を用いた方がより臨床応用

可能なモデルになりうることに注目したい 31)。しかしながら、

前臨末的な動物治療実験をおこなうためには、宿主に対する適切

な遺伝子を選ぶ必要があると考えられる。

今、
d
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結語

1 . FV-env遺伝子導入癌細胞は、ウイルス感染癌細胞と同様そ

の細胞膜面上にウイルス抗原を表現した。

2 .ウイルス抗原を表現した癌細胞は、異物化され、正常宿主

では自然退縮した。

3 • FY-env遺伝子を導入され、異物化した癌細胞を拒絶した宿

主には、未処置親癌締胞に対する特異的移植抵抗性が誘導された。

4. 癌細胞に遺伝子を導入することによる病原性は認められず、

臨床応用を前提とした動物治療実験の可能性が示唆された。
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図 1 癌細胞に導入したFV-env遺伝子の構造
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図 2 各種癌細胞膜面上のFV-env遺伝子産物gp10の表現
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図 3 各種癌細胞膜面上のgag遺伝子産物p30の表現



^免疫抑制ラットで増殖した、 FV-env遺伝子導入癌細胞。

B 免疫抑制ラットで増殖した、ウイルス感染癌細胞。

c 正常同系宿主で増殖した、 FV-env遺伝子導入癌細胞。

図 4 正常および免疫抑制ラットで増殖した FV-env遺伝子導入

癌細胞の、免疫組織化学染色による FV-env遺伝子産物表

現の変化
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表 1 正常同系宿主での、 FV-env遺伝子導入癌細胞と

ウイルス感染癌細胞の腰掛原性

No. of ra七s with tumor / No. of rats used Tumorigenicity 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Turnor cells used No. of turnor cells s.c. challenged LTD
50

a} 

1 x1 03 5x103 1 x1 04 1x105 1 x1 06 

cKDH-8 cl-11 4/5 7/10 8/9 5/5 5/5 < 103 

Neo cKDH-8 3/5 NTb) 4/5 5/5 5/5 <103 

FV-env cKDH-8 NT NT NT NT 2/15c) >106 

FV-cKDH-8 NT NT NT NT 0/10c) >106 

a) 同系正常宿主の50%腫癌死細胞数。

b) NT Not tested. 

c) p(O.Ol 



表 2 X線照射免疫抑制ラットでのFV-env遺伝子導入癌細と

ウイルス感染癌細胞の腫癖原性

Ra七S 七reatedwi七h Tumor cellsa) No. of ra七s died / No.of ra七s used 

工rradiationb) FV-env cKDH-8 8/8 

FV-cKDH-8 8/8 

None FV-env cKDH-8 0/6 

FV-cKDH-8 0/6 

a) lxl06個の腫癌細胞を皮下移植した。

b) 臨場移植1目前に、 60Coによる 6Gyの全身照射をおこなった。



Rats immunized 

witha) 

None 

FV-env cKDH-8 

FV-cKDH-8 

表 3 正常同系宿主にお付る、 FV-env遺信子導入路細胞

とウイルス感染癌細胞の、未処置親癌細胞に対す

る移植抵抗性の誘導。

工，ethalgrow七h of七umorcells (も)

No. of rats died / No. of rats used 

Paren七al cKDH-8 cl-11 (宅)

No. of cells inoculated s.c. 
4 1x103 1x104 1x105 1x106 

4/5(80) 

NTb) 

NT 

8/10(80) 5/5(100) 5/5(100) 

0/8(0)c) 3/8(38) 2/8(25)d) 

3/5(60) 2/5(40) 3/10(30)d} 

Unrelated KMT-17 

No of cells inoculated s.c. 

1x106 

10/10(100} 

10/10(100) 

10/10(100) 

a) lxl06個の異物化癌細胞を皮下移植し、その2週後陸揚を拒絶

したラットに、各種移植量の親癌細胞を攻撃移植した。

b) NT Not tested. 

c) p(O.Ol 
d) p(O.05 


