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研究成果の概要（和文）：弱毒化ポリオウイルス（以下PV）は、ポリオウイルスレセプター (以下CD155)を介して神経
芽腫に対して強い抗腫瘍効果を有する。そこで、PVの難治性高悪性度肉腫の治療への応用を考えた。
ヒト肉腫細胞株10種類すべての細胞株で、CD155の発現を認め、in vitro、in vivoでPVを感染させるとアポトーシスに
陥ることを確認した。さらに、48例の軟部肉腫患者から採取した腫瘍におけるCD155の発現を検討したところ、全例でC
D155が発現しており、高発現群では有意に無再発期間が短いことがわかった。以上から、PVを用いた細胞融解療法は難
治性高悪性度肉腫の治療へ応用が可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）：The poliovirus receptor CD155, is essential for poliovirus to induce cell-death in
 neural cells. Recently, CD155 has been shown to be selectively expressed on certain types of tumor cells 
originating from the neural crest.  We first examined CD155 expression in sarcoma cell lines, and found th
e expression of CD155 in all of 10 sarcoma cell lines. Furthermore, we found that live-attenuated polio vi
ruses (LAPV) induced apoptosis. In nude mice transplanted with HT1080, administration of live attenuated p
oliovirus caused growth suppression of the tumors.  Next, the CD155 expression levels in 43 surgically res
ected soft tissue tumors were evaluated.  The local recurrence free survival rate for patients with a high
 CD155 expression level was significantly poorer compared with that of patients with low CD155 expression 
levels. 
These results suggest that oncolytic therapy using a LAPV may represent a new option for the treatment of 
sarcomas.
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１．研究開始当初の背景 
近年、悪性骨軟部腫瘍の治療成績は、集学
的治療法の進歩により大きく改善してきた
が、難治性の悪性骨軟部腫瘍は依然予後不良
である。 
一方、弱毒化ポリオウイルス（以下 PV）
は小児麻痺の原因ウイルスで、ポリオウイル
スレセプター (以下 CD155)を介して脊髄の
前角細胞に感染し運動神経麻痺を発症する。
研究分担者の豊田は、PVが CD155を発現す
る神経芽腫に対して強い抗腫瘍効果を有し
ていることを報告し、PV による神経芽腫の
治療体系を構築している。 
そこで、PV の難治性高悪性度悪性骨軟部
腫瘍の治への応用を考え、CD155の発現を、
予備実験として確認したところ、肉腫細胞株
で高発現するものがあることが判明したた
め、本格的な研究を開始するに至った。 
 
２．研究の目的 
悪性骨軟部腫瘍に対する、PV を用いた細胞
融解療法の開発が目的である。 
 
３．研究の方法 
１）in vitro での抗腫瘍効果の検討 
多くの種類の肉腫培養細胞株における CD155
の発現をリアルタイム RT-PCR 法、イムノブ
ロッティング法、蛍光免疫染色の手法で検討
したうえ、肉腫細胞株に PV を感染させるこ
とで細胞死を誘導できるかどうかを検討す
る。CD155 の発現の有無と細胞死誘導能との
関連も検討する。このときの PV は経口生ポ
リオワクチン（ I 型, II 型, III 型弱毒ポ
リオウイルス Sabin 株）を使用する。細胞死
の有無は、生細胞の増殖曲線、MTS アッセイ
で判断する。細胞死がアポトーシスであるこ
との確認は、Tunnel 法、形態的観察（電子顕
微鏡所見）、カスパーゼ活性の検出、などで
行う。 さらに追加実験として CD155 陰性肉
腫細胞株に CD155 を遺伝子導入し CD155 発現
細胞株としたのち、PV に暴露し細胞死を誘導
できるのかどうかを検討する。 
 
２）ヌードマウスを用いた in vivo での抗腫
瘍効果の検討 
ヌードマウスに移植したヒトCD155発現肉
腫に PV (Sabin 株)を腫瘍内投与することに
より PV の抗腫瘍効果を検討する。対照は PBS
投与群とする。抗腫瘍効果の判定は、腫瘍サ
イズを定期的に測定することで判定する。マ
ウスの死後摘出した腫瘍組織は病理組織学
的に検討する。また PV 投与によるマウスの
生存率の改善を検討するために、PBS 投与群、
PV 投与群との間の生存率の相違を検定する。 
 
３）悪性骨軟部腫瘍における CD155 発現の検
討 
患者から採取した臨床サンプルにおけ
る CD155 の発現をリアルタイム RT-PCR 法、
RT-PCR 法, イムノブロッティング法、免疫組

織化学的染色を用いて、さらに詳細かつ大規 
模に検討する。なお、研究の意義を説明し理
解を得た上で同意書に署名を受けた患者の
臨床サンプルは既に存在しているので、研究
にはこれを使用する。 
 
４）PV による細胞融解療法の安全性の検討  
マウスは CD155 遺伝子を持たないため PV の
感染が成立せず、PV の神経毒性の評価が困難
である。そこで研究分担者の豊田は A/J マウ
ス由来の神経芽腫細胞株（Neuro-2a）に CD155
を発現させ（Neuro-2aCD155）、これを CD155 ト
ランスジェニック A/J マウス（CD155tgA/J
マウス）に移植し、PV の抗腫瘍効果だけでな
く副作用の評価も可能な実験系を確立した
(Toyoda et. al. Cancer Res. 2007)。 同
様にA/Jマウス由来の悪性線維性組織球腫細
胞株（MuSS：RIKEN CELL BANK より購入）に
CD155 を発現させた MuSSCD155  を作成し、こ
れを CD155tgA/J マウスに移植し、PV の抗腫
瘍効果だけでなく副作用の評価を行う。この
実験系は、幼児期に基礎免疫をつけたヒトに
発生した CD155 発現軟部肉腫に対する PV 感
染が本当に抗腫瘍効果を持つのかどうかを
検証できるとともに、PV の神経毒の評価が可
能となるので必要な研究である。また、脊髄
前角細胞や脳での PV の存在の有無も評価す
る。 
 
４．研究成果 
１）ヒト肉腫細胞株（骨肉腫:HOS,HuO9, 
Saos2,143B軟部肉腫:HT1080, MFH-ino,NMS-2, 
HS-PSS,HS-Sch-2, HS-SYII）における CD155
の発現を real time PCR, Western blotting
で検討したところ、すべての細胞株で、mRNA
レベル、タンパクレベルでの CD155 の発現を
認めた。次に、各肉腫細胞株に in vitro で
PV（Sabin 株 1型）を感染させ抗腫瘍効果を
MTS assay で検証したところ、全細胞株で時
間依存・用量依存的な殺細胞効果を認めた。
形態的には、感染細胞の球状化と核の断片化
を認め、Tunnel 法でアポトーシスを示すこと
が示された。PV 感染後カスパーゼ 3/7 が活性
化することも確認した。これらの事柄は、当
初の仮説を支持するものと考えられた。 
 また、ヒト型 CD155 を発現していない、マ
ウス骨肉腫細胞株（LM8）では、PV 投与にお
いて細胞死を全く誘導できなかった事から、
これらの現象は PV とヒト型 CD155 との相互
作用によるものであると推測できた。 
 
２）ヌードマウス背部に移植したヒト線維肉
腫細胞株 HT1080 に PV (Sabin 1 株)を腫瘍内
投与することにより PV の抗腫瘍効果を検討
したところ、PV 投与群は。PBS 投与群と比較
して有意に腫瘍増大が抑制されることが明
らかとなった。組織学的に検討すると、PV 投
与群は広範囲に腫瘍壊死を認め、壊死部の周
囲には Tunnel 陽性の腫瘍細胞が散在してい
ることが確認できた。また、PV 投与群は生命



予後が改善することも確認できた。in vivo
の系でも、PVは強力な抗腫瘍効果を有してい
ることが明らかとなった。(Atsumi S, 
Matsumine A. et al: Int J Oncol. 2012, 41: 
893-902) 
 
３）48 人の軟部肉腫患者から採取した臨床サ
ンプルにおけるCD155の発現をリアルタイム
RT-PCR 法を用いて検討したところ、全例で
CD155 遺伝子が発現していることを確認した。
高発現群と低発現群を比較すると高発現群
では、有意に無再発期間が短いことがわかっ
た。CD155 高発現肉腫は、腫瘍の local 
aggressiveness が高いことが推測された。 
(Atsumi S, Matsumine A, etal:  Oncol Lett. 
2013,5(6): 1771- 1776) 
 
４）PV による細胞融解療法の安全性の検討の
A/J マウス由来の悪性線維性組織球腫細胞株
（MuSS）にCD155を発現させたMuSSCD155  を
作成し、これをCD155トランスジェニックA/J
マウス（CD155tgA/J マウス）に移植し、PV
の副作用の評価を現在行っている。現在のと
ころ、PV であらかじめ免疫を獲得させておけ
ば、脊髄前角細胞や脳を含む臓器での明らか
な PV の増殖や臓器障害は認めていない。順
次、公表する予定である。 
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