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緒 言

現在 の 口腔癌治療 では,手 術,放 射線療 法,化 学療法 を主体 とした ものが一般

的で ある。 しか し,近 年の医療技術 の進 歩 に も拘 わ らず,進 行癌 において十分

な治療成績の 向上 はみ られていない1・2)。そ のた め,進 行癌 に対す る新たな治療

法が求 め られてい る。近年,遺 伝子組換 え ウイル スを癌治療 に応用す る腫瘍 融解

性 ウイルス療法が着 目されてい る3'8)。これ は変異 によ り弱毒化 した増殖性 ウイ

ル スを腫瘍 細胞 に感 染 させ,ウ イル ス複 製 に伴 う細胞 変性 効果 に よ り腫 瘍 を破

壊す る治療 法で ある。 これまで,ア デ ノウイルス,レ オ ウイルス,ワ クシニア ウ

イル スな ど様 々 な ウイル スで検討 されて きた が,特 に単純ヘルペ ス ウイル ス1

型(herpessimplexvirustype1;HSV1)を 用いた研 究が精力的に行 われ ている

3・4・8・9)。多 くの成人 は幼少期 に感染 し終生免疫 を獲得す る。 また,特 異的 な抗ヘ

ルペ ス ウイル ス薬 で あるア シク ロビル に よ りウイル ス感 染 を中断 できる。 さ ら

に,特 定 の株 について遺伝子配列 の決 定や大 半の遺伝 子 の機 能が解 明 され てい

る。 よって,安 全性 を鑑 みて,HSV-1は ウイルスベ クター と して適す る とされて

い る10)。HSV1感 染 による重篤 な疾患 としてヘルペ ス脳炎 が知 られ てお り、原

因 ウイル ス遺伝 子 として神経毒性遺伝子γ134.5が 同定 され てい る11)。そ のため,

HSV1ベ クターの多 くはγ、34.5遺 伝 子の欠失 を基 に構築 され てい る。癌患者 の
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大多数が抗HSV1抗 体 を保有す るこ とか ら,HSV1を 用いた腫瘍融解性 ウイル

ス療法で は,全 身投与 よりも局所投 与が有効 で ある。この観点か ら、直視下 で ウ

イル スベ クター を投与 でき る 口腔 癌 は腫 瘍融解 ウイル ス療 法 に適 した対象 とい

える。

本研 究で用いたHSV1ベ クターR且2は,野 生型F株 のγ、34.5を欠 失 させ,そ

こにLacZ遺 伝子 が挿入 され たR849株12)と,実 験室での継 代過程で遺伝 子変

異 を獲得 した 自然変異体 で あるHF株13,14)と の組換 え体であ り,γ134.5を 欠失 し

てい る15)。RH2株 をヌー ドマ ウス に形成 された ヒ トロ腔扁平上皮癌 に投与す る

と細胞融合 をきたす。RH2は,γ134.5遺 伝 子 を欠失す ることか ら,現 在 臨床研 究

段 階 にあるHFの クロー ンウイル スHF10と 比較 して脳腫瘍 に適応 でき る利 点

を有す る。また,最 近 では,R且2株 の ゲノムDNA配 列 も決定 された16)。腫瘍 融

解性 ウイル ス療法 の問題 点は,HSV-1感 染が腫瘍組織 内で十分 に拡大 しない こ

とで ある。それ故,腫 瘍細胞への感染 効率 をいか に高 めるかが重要 な課題 となる。

低エネル ギー超 音波 照射 には薬物 や遺伝子 の標 的細胞 内へ のデ リバ リー効果

が認 め られ てい る。超 音波 照射 によ り生 じるマイ ク ロジェ ッ ト流 は一過性 の小

孔 を標的細胞 に形成 し,細 胞膜 の透過性 を向上 させ る。また,超 音波 造影剤 であ

るマ イク ロバブル(MB)の 併用 によ り,デ リバ リー効果 は格段 に向上す る17)。

この一連 の作用 は ソノポ レーシ ョン と名 付 け られてい る18・19・20)。ソノボ レーシ
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ヨンは 元 来 ウイ ル スベ ク ター に代 わ る遺 伝 子 導入 法 と して研 究 され て き た 。 ウ

イル ス を対象 と した ソノポ レー シ ョンの研 究 は2005年 の レ トロ ウイ ル ス の 培

養 細 胞 へ の 導 入 に始 ま り,ア デ ノ ウイ ル スや ア デ ノ随 伴 ウイ ル ス(..)に つ い

て も行 われ て い る22'27)。 しか し,い ず れ の報 告 も非複 製 型 ウイ ル ス ベ ク ター に

よる遺 伝 子 導 入 効 率 を検 討 した もの で あ り,複 製 型 の腫 瘍 融 解 性HSV1と ソノ

ポ レー シ ョン を併 用 した 詳 細 な研 究 は未 だ行 われ て い な い28)。 そ こで 本研 究 で

は,ヘ ルペ ス ウイル ス を用 い た腫 瘍 融 解 性 ウイル ス療 法 に おい て,ソ ノポ レー シ

ョンが 口腔 扁 平 上 皮 癌(SCC)細 胞 へ の感 染 効 率 と抗 腫 瘍 効 果 に及 ぼす 影 響 つ い

て検 討 した。

材 料 と方 法

1.細 胞 と培養 法

細 胞 と し て,サ ル 腎 由 来Vero細 胞(JapaneseColectionofResearch

Bioresouces,Tokyo)と ヒ トロ腔 扁 平 上皮 癌 細 胞SAS(JapaneseColectionof

ResearchResources)を 用 い た。Vero細 胞 はEagleの 最 小 必 須 培 地minimum

essentialmedium(MEM;日 水 製 薬,東 京)に2mML-glutamine(和 光 純 薬,大

阪)と5%仔 牛 血清calfserum(CS;JRHBiosciences,USA)を 添加 した もの を培

養 液 と して,5%CO2存 在 下 に37℃ で培 養 した。SAS細 胞 は10%の 牛 胎 児 血 清
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fetalbovineserum(FBS;JR,HBiosciences),2mML-glutamine,100ｵg/ml

pepic皿in,お よ び100ｵg/mlstreptomycinを 含 むDulbecco'smodified

essentialmedium(DMEM;日 水 製薬)を 用 い て37℃ で培 養 した。 細 胞 は0.1%

trypsin(Gibco,USA)と1%ethylene-diamine-tetra・aceticacid(EDTA;和 光 純

薬)で 処 理 して 細胞 浮 遊 液 を調 製 し,継 代 培 養 を行 っ た。

2.ウ イ ル ス のブ ラ ック形 成法 と感 染 力 価 の測 定

HSV-1と してRH2を 使 用 した15・16)。 単 層 培 養 を行 ったVero細 胞 にRH2を

感 染 多 重 度(multiplicityofirefection;MOI)を0.1で 感 染 させ た 。 細胞 変性 が 顕

著 に認 め られ る感 染48時 間 後 に,細 胞 を 回収 し3回 の凍 結 融 解 後,1200×gで5

分 間遠 心 分 離 し,細 胞 残 渣 を除 去 した。 さ らに,4℃ で9000×g6分 間 遠 心 を 行

い,上 清 を ウイル ス液 と して 回収 し,-80℃ で保 存 した の ち実 験 に用 い た 。

ウイル スの感 染 力価 はVero細 胞 を用 い た ブ ラ ック形 成 法 に て測 定 した。まず,

Vero細 胞 を6welポ リス チ レン プ レー トに1.Ox106cels!we皿 で 播種 し,48時 間

培 養 し単層 を形 成 させ た 。Phosphate-bufferedsaline(PBS(一);Nissui)で10倍

段 階 希 釈 した ウイ ル ス 液 をVero細 胞 に接 種 し,1時 間の ウイ ル ス 吸着 を行 っ た。

PBS(一)洗 浄 に て未 吸 着 ウイ ル ス を 除 去 し,0。3%メ チル セ ル ロー ス(和 光 純 薬)を

含 有 す る培 養 液 を重 層 し,37℃ で培 養 した 。 細 胞 変性 が 明瞭 とな っ た 時 点 で細
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胞 をエ タノール 固定 し,1%ク リス タルバイオ レッ ト(和光純薬)に て染色 した。細

胞変性 部 位 に一致 して形成 され たplaqueを 算 定 し,希 釈倍 率 か ら感 染 力価

plaqueformingunit(PFU)/mlを 算 出 した。

ソノポ レーシ ョンを併用す る実 験で は,SAS細 胞 を24we丑 ポ リスチ レンプ レ

ー トに2 .0×103cels!welで 播種 し,48時 間培養 した。RH2感 染後,超 音波 照射

を行 い,細 胞層 をPBSで 洗浄 して未侵入 ウイル スを除去 した後,メ チルセル ロ

ース含有培養液 を重層 して
,ブ ラ ック形成 を行 った。あ るいは,超 音波照射後,

経 時的にR且2を 接種 し,直 ちに未侵入 ウイル スを除去 し,同 様 にブ ラ ック形成

を行 った。 なお,ウ イルス感 染実験 は大阪大学の遺伝 子組 換 え実験安全委員 会

の承認(2700)を 得 て行 った。

3.HSV1感 染細胞 に対す るモネ ンシ ン処理

HSV1の 細胞 への感染 には,エ ン ドサイ トーシス され たHSV1の エ ンベ ロー

プ とエ ン ドソー ム膜 が低pH環 境下で膜 融合す るこ とによって侵入す る経路 が

知 られてい る29)。 モネ ンシンはエ ン ドソームでの低pH環 境を阻害す る。 モネ

ンシン(和光純薬)はPBSに 溶解 し,最 終濃度 は100μM,pHを7.4に 調整 した。

SAS細 胞 をモネ ンシン含有培養 液で30分 間,37℃ で前処理 した。そ して300

PFUのHSV1を 接種 して,モ ネ ンシン存在下 で30分 間の吸着 を行い,細 胞層
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をPBSで 洗 浄 し未 吸着 ウイル ス を除 去 した。 モ ネ ンシ ン含 有 培 養 液 で さ らに5

時 間培 養 した の ち,メ チ ル セ ル ロー ス含 有 培 養 液 に交 換 して ブ ラ ック形 成 を行

っ た。ソ ノポ レー シ ョンを併 用 す る実 験 で は,モ ネ ン シ ン前 処 理 後,1×104PFU

のR且2を 接 種 し,超 音 波 照 射 を行 い,細 胞 層 を洗 浄 し,さ らに モ ネ ンシ ン含 有

培 養 液 で5時 間 培養 した の ち,メ チル セ ル ロー ス含 有培 養 液 に置 換 した。

4.ソ ノ ポ レー シ ョン

超 音 波 遺 伝 子 導入 装 置 に は ソニ トロン2000V(ネ ッパ ジー ン,千 葉)を 用 い

た 。MBと してArtisonAsO100(ネ ッパ ジ ー ン)を 用 い た。 培 養 細 胞 に対 す る

ソノ ポ レー シ ョンで は,SAS細 胞 を96welポ リス チ レンプ レー トに行 う場 合 は

2×103celsを1welご とに間 隔 を空 けて 播 種 し,24時 間培 養 した。プ レー ト底

面 よ りゲル(LOGIQLEAN;花 王,東 京)を 介 して径6mmの トラ ン スデ ュー

サ ー を接 触 させ て超 音 波 照 射 を行 った 。ま た,24wellポ リスチ レンプ レー トに行

う場 合 は2×103ce皿sを1wel1ご とに 間 隔 を空 けて播 種 し,48時 間培養 した もの

に プ レー ト底 面 よ りゲル を介 して 径12mmの トラ ン スデ ュー サ ー を接触 させ て

超 音 波 照射 を行 っ た。 照 射 条 件 は,周 波 数1M且z,出 力1.0～2.OW!cm2,20%

dutycycle,照 射 時 間5～60秒 と した。 マ イ ク ロバ ブル を添 加 す る場 合,Artison

(1×109/ml)を10%(VIV)の 割 合 で添 加 した 。ウイ ル ス感 染 実 験 で は,ソ ノポ レ
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一 シ ョン後
,細 胞 層 をPBSで 洗 浄 し,メ チル セ ル ロー ス含 有 培 養 液 を重 層 して

ブ ラ ック 形 成 を行 っ た 。 ヌ ー ドマ ウス 腫 瘍 に 対 す る ソ ノ ポ レー シ ョン で は,

PBSOあ るい はMBを10%の 割 合 で添 加 し50ｵ1に 調整 した1×105PFUのRH2

を27G注 射 針 に て腫 瘍 内 に投 与 した 。 そ の後,腫 瘍 直 上 の皮 膚 に ゲル を介 して

径12mmの トラ ンス デ ュー サ ー を垂 直 方 向か ら接 触 させ,超 音 波 照 射 を行 っ た。

出力 を1W!cm2,20%dutycycleと し,照 射 時 間 を10,30,60秒 と変 化 させ た 。

5.細 胞 傷 害 性 の測 定

3-(4,5・d血ethylthiazol-2-y1)・2,5-diphenyl・tetrazoliumbromide(MTT)法 を 用

い て測 定 した。96we皿 で増 殖 させ たSAS細 胞 に ソ ノポ レー シ ョンを行 い48時

間 培 養 した後,MTT50mgをPBS(一)10mlに 溶 解 したMTT溶 液 を10ｵ1/well

加 え た。さ らに4時 間培 養 した後,2・ プ ロパ ノール(和 光 純 薬)反 応 停 止 液 を100皿

加 え,マ イ ク ロ プ レー ト リー ダ ー(BenchmarkPlus;Bio・Rad,Hercules,CA,

USA)に て 吸光 度(630nm対 照波 長 で570nm波 長)を 測 定 し,非 照 射 の 対 照 に対

す る比率 か ら生 細 胞 率 を算 出 した 。

6.走 査 型 電 子 顕 微 鏡 用 試 料 作 製 と細 胞 の観 察

カ バ ー ガ ラス を浸 漬 した60mmポ リス チ レンプ レー トにSAS細 胞 を5.0×
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106ce皿s!plateで 播 種 し,一 晩 培養 した 。細 胞 をPBSで5%に 調 整 した グル タル

アル デ ヒ ドで 一 晩 固定 し,PBS(一)で 洗 浄 した の ち,エ タ ノール 脱 水 操 作 を行 っ た。

エ タ ノー ル 濃度60,70,80,90,95,99%で 各10分,濃 度100%で20分 行 っ た。

そ の 後,tブ チ ル ア ル コ ー ル(和 光 純 薬)に て 一 晩 置 換 した の ち,真 空 乾 燥 機

(JFD・320,JEOL,東 京)を 用 い て 乾 燥 した。試 料 をカ ー ボ ンテ ー プ で試 料 台 に接

着 し,白 金 蒸 着(JFC・1600,JEOL,東 京)し た の ち,電 界 放 射 型 走 査 型 電 子 顕 微

鏡(JSM-6510LV,JEOL,東 京)を 用 い て,検 鏡 した 。加 速 電 圧10kVで 観 察 した 。

7.ヌ ー ドマ ウス腫 瘍 の形 成 と腫 瘍 内 ウイ ル ス の調 整

5週 齢 の メ ス ヌ ー ドマ ウ スBalb/cnu!nu(日 本 ク レア,東 京)の 背 部 皮 下 に

PBS(一)で100皿 に調 整 した1×106個 のSAS細 胞 を接 種 し腫 瘍 を形成 した。 腫

瘍径 が5㎜ に達 した 時 点 で使 用 した。

腫 瘍 内 ウイル ス 量 を測 定す る実 験 で は,1×106PFUのRH2を 腫 瘍 内 に投 与 し,

ウイ ル ス投 与 後 か ら3日 目に腫 瘍 を 摘 出 し,腫 瘍 重 量 の2倍 量 のPBS(一)を 加 え

てPELLETPESTLE(KONTES,USA)を 用 い て ホモ ジナ イ ズ した。 そ の 後,3

回 の凍 結 融解 した の ち,9000×gで6分 間 の冷 却遠 心 を行 い,上 清 を ウイル ス液

と した 。Vero細 胞 上 で の ブ ラ ッ ク 形 成 法 に て 腫 瘍 内 の ウ イ ル ス 感 染 力 価

PFU/tumor(g)を 求 めた14)。 なお,ヌ ー ドマ ウス 腫瘍 の 実 験 は,大 阪大 学 の動
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物 倫理 委 員 会 の承 認(動 歯 一20-026-1)を 得 て 行 った 。

8.組 織 標 本 の作 製 と免疫 組 織化 学 染 色

PBSで50ｵ1に 調 整 した1×106PFUのRH2を 腫 瘍 内 に投 与 し,感 染 後3日

目に腫 瘍 を摘 出 した。10%ホ ル マ リン液 で24時 間 固 定 後,パ ラ フ ィ ン包 埋 を行

い,5ｵm厚 の連 続 切 片 を作 製 し,シ ラ ン コー テ ィ ン グ を施 した ス ライ ドガ ラス

(松 波 硝 子,大 阪)に 貼 付 した。 免 疫組 織 化 学 染 色 で は,切 片 の脱 パ ラ フ ィ ン と親

水 化 を行 った。0.3%過 酸 化 水 素 水(和 光 純 薬)に10分 浸 漬 して 内 因性 ベル オ キ

シ ター ゼ を不 活 化 し,4%bovineserumalbumin(BSA)(ALBUMIN,BOV【NE

FractionV,Sigma)で10分 ブ ロ ッキ ン グ を行 った 後,1次 抗 体 と して,10,000倍

希 釈 した抗 且SV1ウ サ ギ ポ リク ロー ナ ル 抗 体(DAKO,De皿lark)を 一 晩 反 応 さ

せ た。 続 い てEnvision十System-HRPLabelledPolymerAntiRabbit(DAKO)

を 常 温 で30分 間反 応 させ た 。 免 疫 反 応 物 の 可 視 化 は3,3'・diaminobenzidine

tetrahydrochloride(DAB)溶 液(DAKO)で 行 っ た。 最 後 にヘ マ トキ シ リン に て

核 染 色 を施 しMGK・S(松 波 硝 子)に て封 入 し,NikonCoolscope顕 微 鏡(Nikon,

Tokyo)で 観 察 した。 免 疫 組 織 化 学 染 色 の 定 量化 で は,WinROOF(MitaniCorp,

Tokyo)を 用 い て,拡 大 率50倍 でHSV1抗 原 陽 性領 域 を最 低3視 野 以 上 で観 察

し,平 均 面 積 を求 めた。
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正 常皮膚へ の感染 では,5週 齢の メスヌ ー ドマ ウスBalb!cnulnu(日 本 ク レア,

東京)の 背部皮 下に1×106PFU1100叫 に調整 したR且2を 接 種 し,感 染3日 目

に皮 下組織 を切除 し,固定後,組 織標 本 を作製 した。

9.ヌ ー ドマ ウス腫瘍 に対す るHSV1の 抗腫瘍 効果 の測定

1×105PFUの 感染力価 を有す るR且2をMB存 在下 も しくは非存在下で腫瘍

内に1回 投与 した。その後,MB存 在下 あ るいは非存在下で ソノポ レーシ ョンを

行 った。対照 としてPBS(う を投与 した。 したが って,実 験群 は対照群,RH2単

独 群(RH2),RH2接 種 後超 音波 照射 を行 う群(US),RH2接 種後MB存 在 下で超 音

波照射 を行 う群(R且2+MB+US)の4群 と した。 腫瘍 内投与後 か ら24日 間,経

時的 に腫瘍 の長形 と短径 を測定 し,体 積{長 径mm×(短 径mm)2×0.52}21)を 算

定 した。

10.統 計解 析

統計処理 はSPSS16.0(SPSS,Chicago,IL,USA)を 用いた。2群 問の比較 は

Studentのt検 定を,多 重比較 はTurkey検 定 を用いた。また,有 意水準は0.05%

と した。
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結 果

1.SAS細 胞 に対す るソノポ レー シ ョンが細胞 生存率 に及 ぼす影響

ソノポ レー シ ョンが細胞 の増殖 能 に及 ぼす影 響 につ いてSAS細 胞 を用 い

MTT法 で検討 した。PBSあ るいはMBを 加 えた直後 に超音波照射 を行い,48

時間培養 し,生 細胞率 をMTT法 にて算 出 した。超音波照射 の出力 を1W!cm2,

20%dutycycleに 固定 し,照 射 時間を5,10,30,45,60秒 と変化 させ た ところ,

未 処理の対照 と比較 して生細胞 率は80%に まで低 下 したが,照 射時間 を60秒 ま

で延 長 して もMBの 存在 に関わ らず,生 細胞率 に変化 はみ られ なかった(図1A)。

一方
,出 力2W!cm2で は,照 射時間の延 長 に伴い生細胞率は低 下 し,MB併 用

での60秒 の照射 によ り対照の57%に 生細胞率 は低 下 した(図1B)。

2.ソ ノポ レーシ ョンがHSV1の ブ ラック形成 に及1ます影響

ウイル スが感 染す るた めには,細 胞表 層 の レセプ ター にウイル ス粒 子表層 の

エ ンベ ロープ糖 タンパク質 が結合 し細胞 内 に侵入す ることで成 立す る。SAS細

胞 におけるRH2吸 着段 階での ソノポ レーシ ョンの影響 について検討 した。24

welポ リスチ レンプ レー トに2×103ce皿slwelで 接種 し,48時 間単層培養 させ

たSAS細 胞 に100PFUのRH2を 接種 し,30分 の培養 によ りウイル ス吸着 を施
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した の ち,1W!cm2の 超 音 波 を異 な る照 射 時 間(5～60秒)で 照射 し,ブ ラ ック形 成

を行 っ た。未 処 理 の 対 照 で形 成 され た ブ ラ ック数 が16で あ っ たの に対 し,10秒

間 の 照射 に よ りブ ラ ック数 は55と な り,3.4倍 に増 加 した。 さ らに,MB存 在 下

で は,10秒 間 の 照射 に よ りブ ラ ック数 は72と な り,対 照 の4.5倍 に増 加 した(図

2)。 以 上 の 結 果 よ り以 後 の 実 験 にお け る超 音 波 照 射 条 件 を出 力1WIcm2,20%

dutycycle,照 射 時 間10秒 と した。

3.ソ ノポ レー シ ョ ン直後 のRH2接 種 カミプ ラ ッ ク形 成 に及 ぼす 影 響

ソノ ポ レー シ ョンは一 過 性 の小 孔 を形 成 す る と され て い る20)。 そ こで,ウ イ

ル ス の 吸着 時 間 が な い状 態 で ソ ノポ レー シ ョン に よ る感 染 が 成 立 す るか 否 か に

つ い て検 討 した 。24welポ リスチ レン プ レー トに2×103cels!welで 接種 し,48

時 間単 層 培養 させ たSAS細 胞 に対 し,MB存 在 下 あ るい は非 存 在 下 で100,200,

500,1,000PFUのRH2を 接 種 し,直 後 に 出力1WIcm2,20%dutycycle,照 射

時 間10秒 で超 音 波 照射 を行 った。 そ の結 果,1000PFUの ウイ ル ス を感 染 させ

た 未 処 理 の 対 照 群 で は、形 成 され た ブ ラ ック数 が2.0で あ った の に対 し,超 音波

照 射 のみ の 群 で は4.0,MB存 在 下 で超 音 波 照射 を行 っ た群 で は ブ ラ ック数 は8.5

ま で増 加 した(図3)。
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4.ソ ノポ レー シ ョンか らRH2接 種まで の時間 がブラ ック形成に及 ぼす影響

ソノポ レー シ ョンで ウイル スの侵 入 が可能 な細胞膜表 面の小孔形成 の持続 時

間 を知 るた め,超 音波照射 か らウイル ス接種 までの時間 を変化 させ ブ ラ ック形

成 を行 った。MB存 在 下で超音波照射 を行 ったのち5×103PFUのRH2を 接種

す るまでの時間を,0～1,200秒 後 と変化 させ た。接種後,未 侵入 ウイル スを除去

してブ ラック数 を算定 した。その結果,超 音波照射の直後に ウイル スを感染 させ

た群 ではブ ラック数 は67で あったが,ウ イルス感 染までの時間の延長 によ りブ

ラ ック数 は経 時的 に減少 し,1200秒 後 では,超 音波照射 を行 っていない対照群

と同様 にブラ ック数 は1.0ま で減少 した(図4)。

5.走 査型電子顕微鏡 による細胞 表面性 状 の観察

ソノポ レー シ ョン による細胞表 面 の変化 を走査型 電子顕微鏡 で観察 した。超

音波 照射 したSAS細 胞 では未処理 の対照群 では認 め られ ない小孔が形成 された。

さらにMB存 在 下で超 音波 照射 を行 った場合,小 孔形成が顕著 となった(図5)。

小孔 の径 は1-2ｵmで あった。また,MB存 在 下での超音波照射後30分 経過 した

時点 で観 察す る と,細 胞周辺 か らプ レー トに接着す る細胞突起 は維 持 され るが,

細胞 表面全 体 に見 られ た隆起 と陥凹 は消失 し,細 胞表 面 は平 滑化 し,小 孔 もみ
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られ なかった(図5)。

MOIニ100でRH2を 接種 し,直 後 に出力1WIcm2,20%dutycycle,照 射 時間

10秒 で超音波 照射 を行 った後,30分 吸着 させ たSAS細 胞では,細 胞表面 に半球

状 の突起が多数認 め られた(図6)。RH2染 細胞 にMB存 在下で超 音波照射 を

行 った場合,半 球状突起 は よ り顕 著 とな ったが,こ の部 分 も含 めて細胞表 面 に

小孔形成が観察 された(図6)。 そ の30分 後 に観 察す る と突起は残存す るが,細 胞

表面 は平滑 とな り小孔 は消失 した(図6)。

6.モ ネ ンシンがブラ ック形成 に及 ぼす影響

HSV1が 宿主細胞で感染 を成立 させ るた めには,ウ イル スのエ ンベ ロープが

除 去 され,ヌ ク レオ カ プ シ ドが核 へ移 行 す る必要 が あ る29.31)。 そ の過 程 で,

HSV1ウ イル スがエ ン ドサイ トー シス され,エ ンベ ロープ とエ ン ドソー ムが低

p且 環境 で膜 融合す る経路 が ソノポ レーシ ョンに よる直接的 なRH2の 感染 に関

与す るかを調 べ るた めに,エ ン ドソー ム環境 のp且 を上昇 させ る作用 を もつモ

ネ ンシ ン30)を 用い て検討 した。モネ ンシン存在 下でRH2を 接種 し,通 常 の30

分 の吸着後 に,ブ ラ ックは検 出できない レベル まで強 く抑制 された。次 に,モ ネ

ンシ ン存在 下で超音波 照射 による ウイル スの細胞 内導入 を行 った場合 も,ブ ラ

ック形成 は強 く抑制 され,ソ ノポ レー シ ョンに よって導入 した ウイル スで も感
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染 に低p且 環境 の必要性 が示 され た(図7)。

7.ソ ノポ レーシ ョンが腫 瘍 内 ウイル ス量に及 ぼす影響

腫瘍 内での ウイル ス産生 量を知 るため,1×106PFUの 感染 力価 をもつR且2を

腫瘍 内 に投 与 し,MB存 在 下 あるいは非存 在下で超音波照射 を行 った。 ウイル ス

接種 後3日 目に腫瘍 を摘 出 し,腫 瘍組 織破砕液 を調整 し,vero細 胞 へ感染 させ て

感染 力価 を測 定 した。実験群 と しては、RH2単 独,RH2+US,RH2+MB+USで

あ り,超 音波照射時間 を10～30秒 間 と した。腫瘍 内感染 ウイル ス量は,RH2単

独接種群 と比較 して10秒 間超 音波照射 を行 った場合,1.9倍 に増加 した。さらに,

MBを 加 えて10秒 間照射 した場合,ウ イル ス量は4.6倍 に増加 した(表1)。

8.腫 瘍細胞 にお けるウイル ス抗原 の検 出

腫 瘍組織 でのHSV1の 局在 を知 るた め,R且2を 腫瘍 内投与 し,MB存 在下 ある

い は 非存在 下 で超 音 波 照 射 を行 い,接 種 後3日 目に腫 瘍組 織 を摘 出 し,抗

HSV1抗 体 を用 いた免疫組織化学染色 を行 った。全 てのRH2投 与群 でHSV-1

抗 原 陽性細胞 が検 出 され たが,MB存 在 下で超 音波照射 を行 った群 で最 も抗原 陽

性 細胞数が多 く,腫 瘍 の深部 にまで認 め られ た(図8A)。 さらに,抗 原 陽性領域 の

面積 を算定 した ところ,MB存 在下で超音波 照射 を行 った群 で最 も大 き く,RH2

投 与 単独群 と比較 して有意 差(P<0.05)が 認 め られた(図8B)。
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次 に,正 常マ ウス皮膚 でHSV1感 染 が成 立 し,ソ ノポ レーシ ョンに よ り感染

増悪 が起 こるか を検討 した。ヌー ドマ ウス背部皮 下 に1×106PFUのR且2を 感

染 させ,MB存 在 下あるいは非存在 下で超 音波 照射 を行 い,接 種3目 後の投与部

位 の皮膚 についてHSV1抗 原の発 現 を検討 した。そ の結果,全 ての群 で皮膚組

織 の変性や ウイルス抗原の発 現 は認 め られ なかった(図9)。

9.RH2投 与 淨腫瘍体積 に及 ぼす影 響

且SV1投 与 にお ける抗腫瘍効果 を検討す るため,1×105PFUのRH2を 感 染

させ,そ れ ぞれ の処理 を行 ったのち,経 時的 に腫瘍体積 を測定 した。PBS投 与群

では腫瘍体積 の平均値 が24日 後で1990mm3に 達 したが,R且2単 独群 では1350

mm3,RH2接 種後 に超音波照射 した群 では955mm3,RH2接 種後 にMB存 在 下

で超音波照射 を行 った群では顕著 に腫瘍体積の増加 が抑制 され,386mm3と な

った。(図10)。

考 察

ソノポ レー シ ョンの特徴 は,侵 襲 で薬 物や遺伝子 を導入 できるこ とで ある。し

か し,超 音波 には 出力 を増 強す る と温熱作用 が生 じるた め,細 胞傷 害性 が 生 じ
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る可能性 があ る32)。 細胞 障害 によ り腫瘍 細胞 の代謝 が低 下す る と,ウ イル ス複

製 は抑制 され るた め,結 果 として,腫 瘍 融解性 ウイル ス療法 にお ける ソノポ レ

ーシ ョンの併用効果 は期待 できない。したが って,腫 瘍融解性 ウイル ス療 法に ソ

ノポ レー シ ョンを併用す る際 には,細 胞 傷害性 を及 ぼ さない条件 での照射 が必

須 になる。 出力 を1W/cm2,20%dutycycleと し,照 射 時間を変化 させ細胞障 害

性 を検討 した ところ,10%のMB存 在 下で照射 した群 の細胞 生存率 は非処理対 照

群 の80%で あった 。照射 時間の延長 は細胞 生存率 に影響 しなかった。 これ に対

して,出 力 を2W/cm2と し,MB存 在 下で60秒 の照射 を行 った場合,細 胞生存率

は対象 の57%に まで低 下 した。 これ らの結果か ら,出 力や照射時間の違い によ

り細胞傷 害性 を示す こ とが明 らか になった。そ こで,以 後 の解析 では,出 力1

W!cm2の 出力で ウイルス感 染 に対す る影 響 を検討 した。

感染 に ともなって細胞 の円形化 をきたすHSV1のR849株 をVero細 胞 に感

染 させ た過 去の実験 では,ソ ノポ レー シ ョンに よ りブ ラ ック数 の増加 が認 め ら

れ てい る28)。本研 究 は細胞癒合 をきたすRH2を 用い た ものであ り,ヒ トロ腔癌

由来のSAS細 胞 に100PFUのRH2を 感 染 させ,30分 の培養 に よ り吸着 を促進

させ,ソ ノポ レーシ ョンに よ りウイル ス導入効 率が亢進す るか につい て検討 し

た。 その結果,R849の 場合 と同様 に超 音波 単独 な らびにMB存 在 下の超音波照

射 でブ ラ ック数 が有意 に増加 した ことか ら,SAS細 胞へ のRH2の 導入 がソノポ
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レー シ ョンによ り亢進 した と考 え られた。照射 時間 を延 長す る とブ ラ ック数 は

次第 に減少 した こ とか ら,ソ ノポ レーシ ョンに よって細胞の温度上昇 をきた し,

ウイル スの感染力価が低下 した可能性が考 え られ る。

且SV1と 宿主細胞 との間で感染 が成 立す るためには,ウ イルス のエ ンベ ロー

プが除去 され,ヌ ク レオカ プシ ドが核へ移行す る必要 がある。HSV-1の 宿主細

胞へ の接着 には,エ ンベ ロープ糖 タ ンパ クで あるgB,gC,gD,gHお よびgLが 重

要 である。特 にgBとgDは ウイル ス レセ プター との結合 に中心的な役割 を果 た

してい る。HSV-1細 胞侵 入経路 は大 き く2つ に分 け られ る。1つ 目の経路 は宿

主細胞上 で,細 胞膜 とエ ンベ ロープが膜 融合 して侵 入す るものであ る。2つ 目の

経路 は,ウ イル スがエ ン ドサイ トー シス され,そ の後エ ン ドソー ム膜 とエ ンベ

ロー プが膜融合 して侵入す るもので ある。後者 には,膜 癒合 にエ ン ドソー ムの低

p且 環境 を必要 とす る経 路 と中性 エ ン ドソー ムで膜融合す る経 路が ある29・31)。

ソノポ レー シ ョンは細胞 表面の ウイル ス な らび に細胞 に近接 す る ウイル ス を小

孔 か ら細胞 内へ導入す る と推察 され た。そ こで,R且2をSAS細 胞 に接種 して,直

ちに10秒 間の超音波照射 を行い,未 侵入 の ウイル スを洗浄で除去 し,ブ ラ ック

形成 を行 った。ウイル スを接種 し,超 音波 照射 を行わず直ちに洗浄 した対照 の細

胞 で はブ ラ ックがほ とん ど形成 され ない が,超 音波照射 を行 った ものではブ ラ

ック数 は顕著 に増加 した。吸着 時間がない条件 で も,ウ イル ス感染 は成 立 したこ
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とか ら,ソ ノポ レー シ ョンに よ りウイル ス は細胞 表面 の レセ プターを介 す るこ

とな く細胞 内に侵入す る と考 え られ た。

ソノポ レーシ ョンに よる小 孔形成 は一過性 とされ てお り,Mehier-Humbert

ら33)は、蛍光色素標識 したデ キス トランの分布 を ソノポ レー シ ョン後50秒 間観

察 した ところ,細 胞 内のデ キス トラ ンは対照群 の1%に まで低下す る と報告 して

い る。HSV1が 侵入 可能 な時間を明 らか にす るた め,超 音波照射か らRH2接 種

までの時間を変 えてブ ラ ック形成 を行 った ところ,20分 後 には,バ ックグラ ウ

ン ドレベル まで低下 した。 この結果 か ら,SCC細 胞 の系 ではHSV1が 通過で き

る小孔 は経時的 に閉鎖 し,超 音波照射後20分 で元の状態 に戻 ると考 え られ た。

小 孔 を通 じて ウイル ス粒 子が侵 入 可能 であ る とすれ ば,相 当す る孔 が形成 さ

れ る筈 である。 これ まで に,小 孔 の径 は平均 で100～220nmと 報告 されていた

33・34)。一方,Maedaら35)は ヒ ト歯 肉癌細胞 に ソノポ レーシ ョンを行 った ところ,

細胞表 面に2ｵmの 小 孔が形成 され た と報告 してい る。本研究 では,ま ず 非感染

SAS細 胞 の変化 を観察 した ところ,MB存 在下 で超音波照射す る と細胞 の陥凹が

顕著 とな り,1・2ｵmの 小孔形成が観 察 され た。細胞突起の形成 も顕著であった。

照射細胞 を30分 後 に観 察 した ところ,細 胞表面 は平滑 とな り,小 孔 も消失 して

いた。 同様 の平 滑化 は乳癌細胞で も観 察 され てい る33)。 ソノポ レーシ ョンは単

に ジェ ッ ト流 を生 じて小孔 を形成す るだ けでな く,細 胞 表 面の陥凹 を消失 させ
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てお り,小 孔形成 に加 えて細胞 の運動,代 謝 に も影響 を及 ぼす もの と推 察 され

る。

HSV1感 染 細胞 の走査 型電子顕微鏡所 見 としては,細 胞 突起形成が報告 され

てい る36)。HSV1を 高いMOIで 感染 させ た細胞 では,細 胞表面 には大 きな半球

状の突起 を形成 し,ウ イル ス感染 は細胞形態 を変化 させ た。感染後 に ソノポ レー

シ ョンを行 うと,突 起部 を含 めて細胞表面 に1・2μm径 の小孔がみ られ,30分 後

には表 面は平滑化 した。HSV1粒 子の径 は100-150nmと されてお り37,38),ソ

ノポ レー シ ョンで ウイルス が通過す るた め に十分 な小孔 が形成 され るもの と考

え られ る。

次 に細胞膜 に形成 された小孔 を通過 して侵入 した ウイル スが感染性 を獲得 す

る過 程で低p且 環境 を必要 とす るか否 かについて検討 した。モネ ンシンで低p且

環 境 を阻害 した ところ,ソ ノポ レー シ ョンで侵 入 した ウイル ス に よるブ ラ ック

形成 は抑制 され た。したが って,ソ ノポ レー シ ョンで細胞 内へ侵入 したRH2は,

何 らかの機 構 でエ ン ドソームに取 りこまれ,低pH依 存的 にエ ンベ ロープが 除

かれ,ウ イル スカプシ ドが細胞質か ら核 へ移送 され る と推 察 され る。本研究 の結

果 は,HSV1感 染初期 の機構 を解析す る上で も新 しい研究 システム を提供 した

ともい える。

この よ うな培養 細胞 での結果 を踏 まえて,ヌ ー ドマ ウス に形成 した腫瘍 に対
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す る腫瘍融解 性 ウイルス療法 とソノポ レーシ ョンの併用 効果 につ いて検討 を行

った。これ まで,ソ ノポ レーシ ョンに よる薬剤やDNAの 腫 瘍組織へ の導入 が報

告 され てい る。Matsuoら39)は ヌー ドマ ウスに形成 したメラノーマ に対 して,ソ

ノポ レー シ ョン(0.064W!cm2,0.5Hz,50%dutycycle,2min照 射)に よ り

melphalanの 導 入 を行 っ てい る。 ウイル ス では,greenfluorescentprotein

(GFP)遺 伝子 な どを組 み込 んだ ウイル スベ ク ター を用 いて,遺 伝子 導入 を行 っ

た報告が ある26・27)。Liら27)は ラ ッ トの角膜 ヘアデ ノ随伴 ウイル ス(AAV)を 用い

て遺伝 子導入 す る際 に5分 間の超 音波 照射 を行 ってい る。Bazan-Pererinoら40)

は腫瘍融解 性 ウイル ス と してアデ ノ ウイル ス を用 いた ソノポ レー シ ョンによ る

遺伝 子導入 を行 ってい るが抗腫瘍効果 を調べた ものではない。また,こ れ らの研

究 は非複製 可能型 の ウイル スを使 用 してい るため,ソ ノポ レー シ ョンとウイル

ス感染 力価 の関係 は検討 され ていない。

本研 究は複製 可能型の腫瘍融解性 ウイルスRH2を 用 いて ソノポ レー シ ョンの

効果 を検討 した新 しい取 り組 み で あ る。 まず 生体 で の腫 瘍組 織 に複 製 可能 型

HSV1を 投 与す る実験 に際 して,適 切 な ソノポ レーシ ョン条件 を得 るため,ヌ

ー ドマ ウス腫 瘍 にRH2を 接種 し
,様 々な照射条件 で ソノポ レーシ ョンを行い,3

目後の感染性 ウイル ス量を測定 した ところ,30秒,60秒 と比較 して,よ り短い

10秒 照射 で感 染性 ウイル ス量 は よ り高 くなる ことが明 らか となった。 さらに,
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MB存 在 下 で超 音 波 照 射 した 場 合,ウ イル ス 抗原 が 腫 瘍 の深 部 で も検 出 され,抗

原 陽性 細 胞 の 占め る面積 も増 大 す る こ とも分 か った。した が っ て,超 音 波 の 照射

条 件 を適 正 化 す れ ば,ソ ノポ レー シ ョン は腫 瘍 内 で のRH2の 感 染 効 率 を向 上す

る もの と考 え られ た。一方,正 常 マ ウス皮 膚 下 で は,細 胞 変性 や ウイル ス抗 原 も

認 めず,ソ ノポ レー シ ョンを行 って も正 常組 織 でRH2に よる感 染 を惹 起 す る こ

とは な か っ た。 正 常 細 胞 にHSV1が 感 染 す る と二本 鎖RNA依 存 性 の プ ロテ イ

ン キナ ーゼdouble・strandedRNA-dependentproteinkinase(PI(R)が 活 性 化 し,

eukaryotici皿itiationfactor2a(elF-2a)の リン酸 化 を介 して,細 胞 の タ ンパ ク

質 合 成 自体 が阻 害 され,ウ イル ス は増 殖 不 能 にな る。 しか し,HSV1ウ イ ル ス の

γ、34.5遺 伝 子 産 物 はproteinphosphatase1α の リクル ー トに よ る リン酸 化

eIF-2aの 脱 リン酸化 に よ り,タ ンパ ク合 成 を 可能 と し,ウ イ ル ス は増 殖 可能 とな

る41)。 一方,増 殖 活性 が旺 盛 な腫 瘍 細 胞 で はRasシ グナ ル 経 路 の 下 流 に位 置 す

るmitogen-activatedproteinkinasekinase(MEK)カ ミ抗PKR活 性 を示 す た め,γ

、34.5欠 失 ウイ ル ス感 染 細 胞 に お い て も,翻 訳 は持 続 され,ウ イル ス複 製 が 可 能

とな る42,43)。 よっ て,γ134.5遺 伝 子 の欠 失 が 腫 瘍 選 択 性 に繋 が る と され て い る

42,43)
0

ヌ ー ドマ ウス腫 瘍 の 系 で は,す で に1×106PFUのRH2投 与 で腫 瘍 は縮 小す

る こ とを確 認 してい るた め15),ソ ノポ レー シ ョン との併 用 で は,1×105PFUの
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実験条件 を設 定 して1回 投与 を行 ったが,RH2接 種後 に未処理 の群 と比較 して,

超音波照射単独群 で も腫瘍径 は縮小 した。MB存 在下 で超音波照射 した群で は,

よ り顕著 な効果 を認 めた こ とか ら,ソ ノポ レーシ ョンは腫瘍 融解 性 ウイル ス療

法 の治療効果 を向上 させ る と考 え られ た。他 のHSV1ベ クター であるHF10を

用い た報告で は,1x107PFUの ウイル スが供試 されてお り44),Synco-2Dに つい

て も2×107PFUの ウイル スが投 与 されてい る45)。 また,Zhengら26)は,GFP

遺伝子 を組み込んだAAVを 用 いて,ヒ ト網膜色素上皮細胞 に対 して極 めて高い

ウイル ス量(MOI=1×103)を 接種 している。R且2の 場合,投 与 ウイルス量が低い

こ とが特徴 であ るが,ソ ノポ レー シ ョンの併用 で この低 投与 量で もさ らに効果

を増強す る と考 え られた。

結論 と して,適 切 な条件 下の低エ ネル ギー超 音波 を用 いた ソノポ レー シ ョン

は ヒ トロ腔SCCで の ウイル スの感染効 率 を向上 させ,抗 腫瘍効果の増 強に貢献

す るこ とが示唆 された。
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結 論

1.超 音波 照射 強度 が1W!cm2の 場合,照 射時 間を60秒 まで延長 して もSAS

細胞 の生存率の低 下は認 め られなか った。HSV1をSAS細 胞 に接種 し,30分 間

の吸着後 に照射 出力1W!cm2,20%dutycycle,照 射 時間10秒 で超 音波照射 を行

った ところ,ブ ラ ック数 は増加 し,感 染効率 の向上が認 め られ た。

2.HSV1接 種直後 の超音波 照射 で もブ ラ ック形成 が認 め られ るこ とか ら,ソ

ノポ レーシ ョンで細胞膜 に小 孔が形成 され,ウ イル スが直接細胞 内に移 行す る

ことが示 唆 され た。 超 音波 照射 直後 に ウイル ス接種 を行 うとブラ ック形成 が認

め られ るが,接 種す るまで の時 間を延 長 してい くと,ブ ラ ック数 は しだい に減

少 し,20分 後に対 照 レベル となった。

3.走 査型電子顕微鏡 で超音波照射 に よる細胞表面 の小孔が認 め られた。ソノポ

レーシ ョンに よる 且SV-1の ブ ラック形成,小 孔形成 はMB存 在下で よ り顕著 と

なった。

4.モ ネ ンシン存在 下に超 音波照射 に よるウイル スの細胞 内導入 を行 った場合,

ブ ラ ック形成 は強 く抑制 され,ソ ノポ レー シ ョンに よって導入 した ウイル スで

も感 染 に低pH環 境 の必要性 が示 され た。

5.R且2を 接種 した腫瘍 内の感染性 ウイル ス量は,MB存 在 下で10秒 間の超 音
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波照射 の ソノポ レー シ ョンで最 も高値 とな った。免疫組 織化学染 色を行 った と

ころ,ソ ノポ レー シ ョンで腫瘍 内での ウイル ス抗原 陽 性細胞 が増加 した。ヌー ド

マ ウスの正常皮 下 にR且2を 接種 して も皮膚組織 での細胞 変性,ウ イルス抗 原の

発 現 は認 め られなか った。

6.ヌ ー ドマ ウス腫瘍 にRH2を 投与 し,MB存 在 下の ソノポ レーシ ョンを行 う

と,腫 瘍抑制効果の増強 がみ られた。効果 はMB存 在 下で よ り顕著であった。

7.低 エ ネル ギー超音波 を用 いた ソノポ レー シ ョンは ヒ トロ腔SCC細 胞 での

RH2の 感染 効率 を向上 させた こ とか ら,口 腔癌 に対す る腫瘍融解性 ウイル ス療

法の増 強に貢献す ると考 え られ た。
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図1ソ ノポ レー シ ョンがSAS細 胞 の 生 存 率 に及 ぼす 影 響

Dutycycleを20%に 固 定 し,照 射 出 力 が1W!cm2(A)あ る い は2W!cm2(B)の

超 音 波 を5～60秒 間 照 射 した。 そ して,48時 間後 の 細胞 生 存 率 をMTT法 を用 い

て 算 出 した。図 で は超 音 波 照射 単独 をUS,マ イ ク ロバ ブ ル(MB)存 在 下 の超 音波

照 射 をMB+USと 表 現 した。 値 はmean±SDを 示 す 。n=3,*RO.05
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図2ソ ノポ レー シ ョンがRH2吸 着 に及 ぼ す影 響

24welポ リス チ レンプ レー トに2.0×103cels!welでSAS細 胞 を播 種 した。

48時 間 培養 して形 成 させ た細 胞 層 に100PFUのRH2を 接 種 し,30分 間培 養 し

て,ウ イル ス の吸 着 を促 した。 そ の後,MB存 在 下 あ るい は 非 存在 下 で 、超 音 波

照 射(出 力1W/cm2,20%dutycycle,照 射 時 間5～60秒)を 行 い,48時 間培 養 後 に

ブ ラ ック数 を算 定 した 。Controlで は,30分 間培 養 し,ウ イ ル ス 吸 着 を促 した の

ち,超 音 波 照射 を行 わ な か っ た。 値 はmean±SDを 示す 。n=6,*∫kO.05
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図3RH2接 種 直後 の ソ ノポ レー シ ョン が ウイル ス感 染 に及 ぼす 影 響

24welプ レー トで単層 を形 成 したSAS細 胞 にRH2を100,200,500,1000

PFUでRH2を 接 種 し,超 音波 照射(出 力1W!cm2,20%dutycycle,照 射 時 間10

秒)を 行 っ た 。 直 ち に未 侵 入 ウイ ル ス を除 去 し,ブ ラ ック形 成 を行 った 。 値 は

mean±SDを 示 す 。n=3,*RO.05
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図4ソ ノポ レー シ ョン か らRH2接 種 ま で の 時 間 が ウイ ル ス感 染 に及 ぼす 影 響

24welプ レー トで 単 層 を形 成 したSAS細 胞 にMB存 在 下 で超 音波 照射 を行 っ

た 後,0～1200秒 の間 隔 を と り,5×103PFUのRH2を 接 種 した。 そ の後,直 ち

に未 侵 入 ウイル ス を洗 浄 で 除去 し,ブ ラ ック形 成 を行 った 。値 はmean±SDを

示 す 。n=6
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Control US MB+US MB+US30minlater

図5走 査型電子顕微鏡 による細胞表 面性状 の観 察

カバー ガラス上 に培養 したSAS細 胞 にMB存 在 下あるいは非存在下で超音波

照射(出 力1W!cm2,20%dutycycle,照 射時 間10秒)を 行 った。超音波 単独 の照

射 を行 った細胞(US)とMB存 在 下で超音波 照射 を行 った細胞(MB+US)の 表層

には,陥 凹 と直径1～2ｵmの 小孔(矢 印)を 認 めた。また,超 音波 照射 によって

生 じた小孔は超音波照射30分 経過 した細胞(MB+US30minlater)で は認 め ら

れず,細 胞表面は平滑化 した。 上段Bar,5ｵm,下 段Bal,1ｵm

42



RH2 RH2+MB+US RH2+MB+US30minlater

図6走 査型電子顕微鏡 によるRH2感 染 細胞 の表面性状の観察

カバ ーガラス上に培養 したSAS細 胞 にRH2をMOI=100で 接種 した。接種

30分 後 に固定 し,走 査型電子顕微 鏡 にて観 察 した。RH2感 染細胞(RH2)で は,細

胞膜 の半球状 の突起 が認 め られた。RH2接 種30分 後 に,MB存 在下で超音波照

射 を行 った細胞(RH2+MB+US)で は,半 球状の突起 と小孔(矢 印)が 認 め られた。

しか し,照 射30分 後 の細胞(RH2+MB+US30minlater)で は小孔は消失 し,

表 面は平滑化 した。 上段Bar,5ｵm,下 段Bar,1.5ｵm
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図7SAS細 胞 へ のRH2の 感 染 に対 す るモ ネ ン シ ンの影 響

24we皿 プ レー トの 単 層SAS細 胞 に300PFUのRH2を 接 種 し,30分 培 養 し

た の ち,ブ ラ ック形成 を行 った。 モ ネ ン シ ン処 理 で は,単 層SAS細 胞 をモ ネ ン

シ ンで30分 前処 理 し,MB存 在 下 あ るい は 非 存 在 下 で超 音波 照 射(出 力1W!cm2,

20%dutycycle,照 射 時 間10秒)を 行 っ た。 照射 後,さ らにモ ネ ン シ ン存 在 下 で

5時 間培 養 し,ブ ラ ッ ク形 成 を行 った。 値 はmean±SDを 示 す 。n=3
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図8ソ ノポ レーシ ョンが腫瘍 での ウイル ス抗原発現 に及 ぼす影響

(A)SAS細 胞 をヌー ドマ ウスへ接種 し形成 した腫瘍 に,1×106PFUのRH2を

接 種 し,MB存 在下 あるいは非存在下で超音波 を照射 した。接種後3日 目に腫瘍

を摘 出 し,抗HSV1抗 体 を用 いて免疫組織 化学染色 を行 った。そ の後,ヘ マ ト

キシ リンにて核染色 を施 した。MB存 在 下で超音波 を照射 した群(RH2+MB+

US)で は,広 い範囲で褐 色に染色 され るウイル ス抗原 陽性細胞 が検 出 された。

図...,500ｵm,図8B上 段Bar,100ｵm,下 段Bar,25ｵm
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図8ソ ノポ レー シ ョンが腫 瘍での ウイルス抗原発 現 に及 ぼす影響

(B)RH2投 与後 にMB存 在下 もしくは非存在 下で超音波照射 した腫瘍 とRH2

接種後 に未処置の腫瘍でのHSV-1抗 原 陽性領 域の面積 をWin-roofを 用いて算

出 し,Turkey検 定 を用いて比較検討 した。RH2投 与後 にMB存 在下で超音波照

射 を行 った ものはRH2接 種後未処置の群 とMB非 存在下で超音波照射 した群 と

の間に有意差 を認 めた(P(0.05)。RH2接 種後 に未処置の腫瘍 とRH2投 与後に

MB存 在下で超音波照射 した ものでは有意差 を認 めなか った。値 はmean±SD

を示す。n=3,*P(0.05
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図9ソ ノポ レー シ ョンが皮膚 での ウイルス感染 に及ぼす影響

ヌー ドマ ウスの正常皮 下 に,1×106PFUのRH2を 接 種 し,MB存 在下 あるい

は非存在下 で超音波照射 を行 った。感 染3日 後 に皮膚 を切除 し,ヘ マ トキシ リン

にて核染色 を施 した後,抗HSV1抗 体 を用いて免疫組織化学染色 を行 った。 い

ずれ の条件 で も褐 色 に染 色 され る抗原 陽性 細胞 は認 め られ なか った。Bar,40

ｵm

47



2500

zOOO

ズ

E

婁15° °

0
こ1000
0

母

500

0

*

024681012141618202224

一トcontrol-t-RH2-RH2十US-RH2十MB→-US

Timepostinfection(day)

図10RH2投 与 とソノポ レーシ ョンが腫 瘍体積 に及 ぼす影響

SASを 接種 して形成 したヌー ドマ ウス腫瘍 に対 し,RH2投 与後に未処置の群,

RH2投 与後に超 音波 を照射 した群(RH2+US)お よびRH2投 与後MB存 在 下で

超音波照射 を行 った群(RH2+MB+US)を 設 定 した。PBS投 与群 を陰性 斑照 と し,

各群で の腫瘍体積 を経時的 に測定 した後,Turkey検 定を用 いて比 較検討 した。

値 はmeal1±SDを 示す。n=3,*、XO.05,**Pく0.01
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表1ソ ノポ レーション後の腫瘍 内ウイルス量

Treatment Virustiter(x10'PFU/gtumor)

Control

US10sec

US30sec

US60sec

US十MB10sec

US-1-MB30sec

US-1-MB60sec

1:3°38圭::7°81]

0.14±0.10

0.12±0.12

10.5±0.50

0.46±0.42

0.29±0.27

*

Control,RH2injection(1×106PFU);US,ultrasound(出 力1Wcm2,20%dutycycle,照

射 時 間10秒);MB,Artison10%(v!v)n=4,*P<(0.01(vscontrol)
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