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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

歩にも拘らず，進行癌において十分な治療成績の向上は見ら

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必

要とされている．  

近年，遺伝子を組み換えたウイルスを治療に応用する腫瘍

融解性ウイルス療法（ウイルス療法）が注目されている ( 3 - 9 )．

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

する療法である．これまで，単純ヘルペスウイルス 1 型 (HSV-

1 :  herpes  s im plex  v i rus  ty pe  1 )，ワクシニアウイルス，アデ

ノウイルス，レオウイルス， Newca st l e  d i sea se  v i rus  (NDV) ,  

meas l es  v i rus  (MV)などで研究されてきたが， HSV-1 は最も

臨床研究が進んだウイルスといえる ( 1 0 )．  

HSV-1 は上皮細胞ならびに神経細胞に対する親和性が強

く，幼児期に初感染すると口腔では歯肉口内炎を発症し ，そ

の後神経線維から侵入して神経節に潜伏し，成人後に再発性

の口唇ヘルペスを生じることがよく知られている ． HSV-1 遺

伝子 DNA は 150  kbp の大きさで，ゲノム上の open  rea ding  
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f rame (O RF )は 8 0  以上存在する．ゲノム 82 %を占める L 領域

と 18%を占める S 領域に分けられ，各領域の両端を倒置反復

配列に囲まれたユニークな配列 UL， US からなっている．感

染後の遺伝子発現はカスケード制御をとり ，発現順に

 ( i mm edia te  ear ly ) ,    ( ea r ly ) ,    ( l a te  )の 3 群に分けられ

る．ウイルス thy midine  k ina se  (T K)を標的としてヘルペスウ

イルスの複製を特異的に阻害する抗ヘルペス薬アシクロビル

が開発されている．ヘルペスウイルスベクターは，特異的抗

ヘルペス薬でウイルス感染をいつでも中断できること ，遺伝

子配列や大半の遺伝子の機能が解明されている ，外来遺伝子

を組み込むことができるゲノムサイズを有する ，エンベロー

プを持ち宿主域が広い，多くの成人がすでに感染し抗体を保

有しているなどから，ウイルスベクターとしての優位性があ

る ( 1 1 , 1 2 )．倒置反復配列に含まれる 34 .5 は脳炎の原因となる

神経毒性遺伝子であり，これを遺伝子操作で欠失させたウイ

ルスを主体として臨床用ウイルスベクターが開発されてい

る．  

生体に HSV-１が感染した場合，感染に対する宿主の反応と

して i n te r fe ron  ( INF)が誘導され，これによって pro te in  

k ina se  R  (PK R)が活性化される． PKR は翻訳因子である
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eukary ot i c  in i t ia t i on  fa ct or  2  ( e I F -2 )をリン酸化するた

め，リン酸 eIF -2は翻訳機能を失いタンパク合成が停止す

る．そのためウイルス複製が不可能になる．しかし， HSV-1

遺伝子に存在する 34 .5 遺伝子は prote i n  phospha tase  1をリ

クルートして PK R によってリン酸化された eI F -2  を脱リン

酸化するため，タンパク質が合成され，ウイルス複製が可能

となる．細胞の癌化と最も密接に関連しているシグナル伝達

系には， ERK-mit ogen -  a ct iva ted  pro te in  k i nase  (MAPK )経

路（増殖シグナル経路）と phospho inos i t ide  3 -k i na se  

(PI3K ) -Akt 経路（生存シグナル経路）がある  ( 1 3 -  1 7 )．多くの

癌細胞では Ra s 経路の下流で MAPK が活性化しており，これ

が PKR 活性を阻害して eIF -2のリン酸化を防ぐため 34 .5 遺

伝子を欠失した HSV-1 でも増殖が可能となる．このようにし

て ,  34 .5 遺伝子を欠損したウイルスは細胞毒性を示さずに腫

瘍を融解するとされている ( 1 6 )．  

当教室では ,  これまでに野生型 HSV-1  F 株の 34 .5 遺伝子を

欠失させた R849 株 ( 1 8 )と自然変異体である HF 株 ( 1 9 , 2 0 )との組

み換え体 RH2 を作製し，全塩基配列は決定している ( 2 1 )． RH2

は 34 .5 遺伝子を持たずヒト癌細胞に対して細胞融合能を示す

ウイルスで，細胞融合に関与する g B 遺伝子に変異が認められ
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る ( 2 2 )． RH2 の親ウイルスにあたる HF 株をクローニングした

HF10 は頭頸部癌，乳癌，肝臓癌で抗腫瘍効果がみられ，米国

で臨床研究が行われている ( 8 , 2 3 , 2 4 )．最近では， HSV-1  ベクタ

ーである ta l im og ene  la herpa repvec  (商品名 I MLYGI C)が，

2015 年 10 月に，初回外科治療後の悪性黒色腫の再発で切除

できない皮膚，皮下，リンパ節病変の局所治療薬として欧州

と米国で承認されている．そのため，ウイルス療法は本格的

な臨床使用の段階に入ったことになる．  

オートファジーは二重膜の細胞内構造として発見されたも

ので，細胞順応やモデリング，劣化した細胞の細胞成分を再

利用するなどの機能が判明している ( 2 5 )  ．アミノ酸やインスリ

ンは mammal ia n  targ et  o f  ra pam y cin  (mT OR)複合体

(mTO RC1)を介してオートファジーを抑制する． mT ORC1 は

ULK1-Atg  13 -  FI P200 -Atg  101 複合体と結合する．飢餓時に

は ULK1 複合体は小胞体膜あるいは近傍へ Atg9 小胞とともに

移動し，その下流では Atg14 -b ec l i n  1 -Vps34 -p150 複合体，

Atg2 -WI PI 複合体， Atg  12 -Atg5 -Atg16 L1 複合体，

micro tub ule -assoc ia ted  pro te i n  1  l i ght  cha i n3  (LC3 )などが

オートファゴソーム形成において重要な役割を担う ( 2 6 )． L C3

は At g4 によって LC3-I に分解され，これにホスファチジルエ
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タノールアミンが共有結合して LC3-I I となり，オートファゴ

ソーム膜に挿入される．その後，オートファゴソームはリソ

ソームと融合してオートリソソームとなり ，内包物が分解さ

れ細胞内で再利用される ( 2 7 )．このように，オートファジーは

栄養素欠乏時の細胞生存に関わるが，アポトーシスを阻害し

た細胞ではオートファジーを伴った細胞死にも関わってお

り，この細胞死はオートファジーを伴う細胞死  (a utophag i c  

ce l l  dea th )と呼ばれる．オートファジーは細胞生存と細胞死

に関わることになる ( 2 4 )．  

ウイルス療法では，抗腫瘍効果を発揮するために腫瘍細胞

へのウイルス感染によって細胞は変性する必要がある ． HSV-1  

感染によってどのような細胞死が誘導されるかは用いるウイ

ルスや宿主細胞によって異なる．これまでに，ヒトならびに

マウスの扁平上皮癌 (SCC)細胞に対して HSV-1  RH2 が感染し

て細胞変性をきたすことが明らかにされてきた． しかしなが

ら， RH2 感染による細胞死のメカニズムは明らかではない．

最近， HSV-1 感染による細胞変性におけるオートファジーの

関与が報告されている ( 2 8 , 2 9 )．そこで，本研究では， RH2 によ

る SCC 細胞におけるオートファジーの可否と意義について検

討した．  
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材料と方法  

1 .  細胞培養  

細胞として，ヒト口腔扁平上皮癌由来 SAS 細胞，マウス皮

膚扁平上皮癌由来 SCC VII，サル腎由来 Vero 細胞を用いた．

SAS 細胞は Riken  Bio resource  Center  (Tsukuba ,Ja pan)から

購入した． SCCVI I 細胞は京都大学原子炉実験所の福永慎一郎

博士から分与された． Vero 細胞は理化学研究所 Cel l  Bank  

( Iba raki，  J apa n)から購入した． SAS 細胞は 5 %牛胎児血

( f e ta l  b ov ine  se rum (FBS;  J RH Bi osc i ences ,  Lenex a ,  KS,  

USA )， 100  g /ml  peni c i l l in， 1 00  g / ml  s t reptomy c in ,  2  m M 

L-g lu tamine  (Wa ko，  O sa ka ,  Ja pan)を含む Dulbecco 変法

Eagle 培地 (D MEM;  Ni ssu i ,  Toky o ,  Japa n)を用い， 37℃，

5%CO 2 存在下の培養器中で培養した． SCC VII 細胞は 10%仔

牛血清 ca l f  s e rum  (CS;  JRH Biosc i ences )， 2  M L -

g lutami ne を含む Eagle の最小必須培地 mi nimum essent ia l  

medium (MEM;  Nissu i )で培養した． Vero 細胞は MEM に

5%CS を添加したものを培養液として使用した． SAS 細胞，

SCCVII 細胞， Vero 細胞は 0 .1 % t ryps in  (Na ca la i  Tesq ue ,  

Kyoto ,  Ja pan )と 1% e thy l  enedia minet et raa cet i c  ac i d  

(EDTA;  Wa ko )で細胞を単離して浮遊液を調整し，継代培養を
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行った．  

 

2 .  ウイルス産生と力価測定  

ウイルスとして， HSV-1  RH2 を用いた． RH2 の増殖と感染

力価の測定には， Vero 細胞を使用した．感染力価はプラック

形成法にて測定した．すなわち， Vero 細胞を 24 穴プレートに

2×10 5  ce l l /we l l で播種し， 2 日間培養し単層を形成させた．希

釈したウイルス液を Vero 細胞に接種し， 1 時間吸着させた．

Phosphat e  bu f fe red  sa l ine  (PBS ( - ) ;  N i ssu i )にて洗浄し未吸

着ウイルスを除去したのち， 0 ,3 %メチルセルロース (Wako )含

有培養液を重層し， 37℃で培養した。細胞変性が明瞭となっ

た時点で細胞をエタノールで固定し， 1 %クリスタルバイオレ

ット (Wa ko )にて染色した．細胞変性部位に一致して得られる

不染色領域のプラックを算定し，希釈倍率から感染力価．

plaque  fo rming  uni t  (PFU)を算出した ( 3 0 - 3 2 )．  

 

3 .  試薬  

オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 剤 と し て ， 3 -methy la denine  (3 -MA; 

Wako ,  Osa ka ,  Ja pan )を用いた． ch lo roqui ne ,  ba f i l omy cin  A1     

(S igma ,  St .  Loui s ,  MO,  USA )を用い，それぞれ 1  M， 1  M，
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5  M の濃度で使用した．カスパーゼ阻害剤として，  Z -  D EVD  

–FMK， Z-VAD -F MK (R＆ D  Sy stems,  Mi nneapo l i s ,  MN,  USA)

を用い， 10  M の濃度で使用した． Z-YVAD -F MK (Bi o  Vis i on ,  

Mi lp i tas ,  CA,USA)から購入し，50  M の濃度で使用した (25 )．  

 

4 .  3 - (4 ,5 -d im et hy l t h iazo l -2 ) -2 ,5 -d i pheny l te t ra zo l ium  

bromide  (MT T)  a ssa y  

生細胞率は MTT assa y  にて測定した．すなわち， 9 6 穴プ

レートの各ウェルに SAS 細胞あるいは SCC VII 細胞を 1×10 4  

ce l l /w e l l で播種し， 24 時間培養した．実験終了後， MTT 

(Do j i ndo ,  K uma m oto ,  Japa n )  50  m g を PBS ( - )  10  m l  に溶解

した MTT 溶液を 10   l / we l l 加えた．さらに 4 時間培養したの

ち， 2 -プロパノール (Wako )反応停止液 100   l を加え，生成物

を完全溶解させた．これをマイクロプレートリーダー (Bench - 

mark P lus ;  B io - Rad,  Hercul es ,  CA ,  USA)にて吸光度  (630  

nm 対照波長で 57 0  nm 波長）を測定し，ウイルスを感染させ

ていない対照に対する比率から生細胞率を算出した．非感染

対照には P BS( - )を用いて m ock i n fe ct i on を行った ( 2 1 , 2 3 , 2 4 ) .  

 

5 .  Enzyme - l inked  immunosorbent  a ssa y  (ELI SA)による    
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huma n a ct iv e  caspa se -3 の測定  

10  cm  di sh に SAS 細胞を 1  ×  10 6  ce l l 播種し， 24 時間培養

した．実験終了後，培養上清を除去し， 6   l の b io t in -ZVK -

FMK i nhib i t or  含有培養液を 3  m l 添加し， 1 時間培養した．

その後，浮遊細胞を 1 ,000×g ,  5 分間遠心して回収した．付着

細胞に l eupept i n  25  mg /ml を 1   l ,  pepsta t in  25  mg /ml  を 1  

 l， pheny lm etha nesul fony  f luor i de  ( P MSF)  1   l /m l を 1   l ,  

aprot i n in  3  g /m l を 1l 含む 1  ml  の Ext ra ct i on  Buf fe r を

加えて，セルスクレイパーを用いて付着細胞を採取した．こ

れに遠心にて回収した浮遊細胞を加えてボルテックスを 2 分

間行い， 2 時間温室で静置して測定用サンプルとした． Act ive  

ca spa se -3  は Act ive  Ca spase -3  Im munoassay  (R  &  D)を用い

て測定した．すなわち，スタンダード，コントロール，サン

プルを各 w el l に 100   l 加え，接着性ストリップでカバーし，

2 時間常温で反応させた． Wa sh Buf f er を用いて 400   l /w e l l

で洗浄する操作を 5 回行った． w ash 後はプレートをペーパー

上で倒置し水分を完全に除去した。次に 100   l の Human 

Act ive  Ca spase -3  Conjuga te を各プレートに 100   l 添加し，

1 時間常温で反応させた． Wa sh Buf f er を用いて 5 回の洗浄

し，プレートを倒置して水分を完全に除去した．反応後，
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Sub st rate  So l ut i on を 100   l / we l l  添加し，室温で 30 分間反

応させた． 100   l /we l l の St op  S o l ut i on を 100   l /w e l l 加え，

タッピングを行ってマイクロプレートリーダーを用い， 570  

nm で吸光度を測定した． Standa rd 希釈標準液より検量線を

作成し，吸光度から Huma n Act ive  Ca spa se -3 濃度を算出し

た．  

 

6 .  蛍光抗体法  

LC3 検出のため，底部にカバーガラスを入れた 6 穴プレー

トの各 w el l に SCCVII 細胞あるいは SAS 細胞を 1  ×  10 5  

ce l l /w e l l で播種し， 24 時間培養した．実験終了後，細胞層を

PBS ( - )にて洗浄し， 4 %パラホルムアルデヒド含有リン酸緩衝

液 (Wako )で 15 分固定した．その後，細胞を P BS ( - )にて 2 回

洗浄し，一次抗体として，ブロッキングバッファー (3 %bov i ne  

se rum a lbumin 含有 P BS(⁻ ) )で希釈 (1： 500 )した抗 LC -3 マウ

スモノクローナル抗体 (MBL,  Nag oy a ,  Japa n)を温室で１時間

反応させた． P BS ( - )にて 2 回洗浄したのち，二次抗体 Alexa  

F luor  488  結合抗マウスヒツジ抗体  (L i fe  Techno log i es  

Corporat i on ,  U SA）を希釈 (1 :500 )して温室で１時間反応させ

た． P roLong  G ol d  Ant i fade  Reag ent  wi t h  4 ' , 6 -d iam idino -2 -
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pheny l i ndo le  (D API )  (L i fe  Techno l og ie s ,  Ca rl sba d ,  USA )で

封入し，共焦点レーザー顕微鏡 Lei ca  T CS SP8  (L e i ca  

Microsy st em s ,  Mannheim ,  Germa ny )にて拡大率 63 0 倍で観

察した .  

 

7 .  イムノブロット法  

SAS 細胞， SCC VII 細胞を 10  cm  d i sh にて培養した．実験

終了後，氷上にてセルスクレイパーを用いて細胞を採取し，

5 ,000×g で 3 分間遠心して細胞沈渣を回収した．プロテアーゼ

インヒビターを含む RIPA b uf f er  (Santa  Cruz  Bi o te chno l ogy,  

Ca l i f orn ia ,  USA )に懸濁した．氷上でソニケーターを用いて細

胞を破壊し， 15 ,0 00×g， 4℃で 5 分間遠心して全細胞タンパク

質抽出液を得た．タンパク質の定量は DC™プロテインアッセ

イ (B io -Ra d)を用いた．タンパク質試料は Mini -P RO TEAN 

TGX P reca st  Ge l  (Bi o -Ra d )を用いて泳動し， po lyv i ny l idene  

d i f l uor i de  メンブレン (Mi l l ipo re ,  B i l l e r i ca ,  MA,U SA）にセ

ミドライ型転写装置 (B io -Ra d)を用いて 50  mA で 60 分間転写

させた． 5 %スキムミルクを含む P BS -T  (0 .5 % Tween 20 含有 )

で 1 時間ブロッキングを行ったのち，ブロッキングバッファ

ーにて希釈した一次抗体を 4℃で一夜反応させた．メンブラン
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を洗浄したのち，蛍光標識した二次抗体を室温で 1 時間反応

させ， ECL Weste rn  Blo t t ing  Ana l ys i s  Sy st em  (Am ersha m ,  

L i t t l e  Cha l f ront ,  UK)を用いて検出した  ( 2 6 , 2 7 )．一次抗体とし

て，マウスモノクローナル抗 LC3 抗体  (MBL ) (1 :1 ,0 00 )，抗

Becl in1 ラットモノクローナル抗体  (MBL) (1 :1 ,00 0 )，抗 Bax

ラットモノクローナル抗体 (Ce l l  S ig na l ing  Techno log y,  

USA) (1 :1 ,000 )，抗 Bcl -2 ラットモノクローナル抗体および抗

 -ac t in マウスモノクローナル抗体 (MBL )  (1 :1 ,000 )を用いた。

二次抗体として，ホースラディッシュペルオキシダーゼ (HRP )

標識抗マウス Ig G 抗体 (CST  Japa n)  (1 :5 , 000 )， HRP 標識抗ウ

サギ I gG 抗体  (Ce l l  S igna l i ng )  (1 : 5 ,000 )を用いた ( 2 2 , 2 3 )．

ImageJ にて各バンド強度を測定し sa mpl e /act in の値を求

めた .  

 

8 .   La cta te  dehy drogena se  (LD H)  re l ease  assay  

細胞傷害性は，細胞から培養液中に放出される LDH 量か

ら評価した。すなわち， 96 穴プレートの各ウェルに SAS 細

胞を１ ×10 4  ce l l / we l l で播種し， 2 4 時間培養した．実験終了

後，  P BS( - )を 10 0   l 加え 1 ,500  rpm， 30 分間遠心を行い，

各ウェルから 50   l の上清を採取し，微量毒性試験用試薬
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MT X”LD H”  (K yokut o ,  Toky o ,  Ja pan)のキット付属の 96 穴プ

レートに移した．これに LD H 反応性の基質発光試薬を 50   l

加え， 37℃で 30 分間反応させた．各ウェルに反応停止液

100   l を加えて混和したのち，マイクロプレートリーダー

(Benchma rk P lus )にて波長 560  nm で吸光度を測定した．ネ

ガティブコントロールではウイルス液の代わりに PBS( - )を，

オートファジー阻害剤含有培養液の代わりに D MSO 含有培養

液を用い，ポジティブコントロールでは 0 .8% Tr i t on  X -100  

(S igma -Al dr i ch )含有培養液を用いた．吸光度の値から下記の

計算式を用いて細胞傷害率を算出した．                      

細胞傷害率＝  

          (検体 ) - (ネガティブコントロール )         

 

(ポジティブコントロール )  - (ネガティブコントロール )    

   

9 .  透過型電子顕微鏡用試料作製と細胞の観察  

細胞を 2％グルタールアルデヒド (0 .1  M リン酸緩衝液 )を用

いて， 4℃で 24 時間固定したのち， 4℃のリン酸緩衝液にて 2

回洗浄した。次に， 2％オスミウム水溶液にて 4℃で 2 時間後

固定を行った．その後，エタノール濃度 50 %,  75 %,  9 0%で各

×1 0 0  
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15 分， 100 %で 3 0 分間脱水を行った．エタノール：エポキシ

樹脂を 2 :1 の割合で 1 時間，その後エタノール：エポキシ樹

脂を 1 :1 の割合で 1 時間エポキシ樹脂置換を行ったのち，エ

ポキシ樹脂 (EP O N812 )にて倒立包埋した．ウルトラミクロト ―

ムにて 70～ 80  nm の超薄切切片を作製し， 2％酢酸ウランで

15 分間，鉛染色液で 5 分間の染色を行い，透過型電子顕微鏡

(JEM-1200 EX ,  J EOL,  Toky o ,  Ja pan)を用いて観察した．  

 

10 .  統計解析  

有意差検定は St udent -  t  t e s t を行い統計学的に比較した．実

験結果は平均±標準偏差と表記した． P＜ 0 .05 を有意差有と判

断した．  
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結果  

1． RH2 感染による細胞形態と細胞生存率の変化  

RH2 の SAS 細胞， SCCVII 細胞に対する細胞変性効果を知

るため，各種ウイルス量で接種し，経時的に細胞形態を観察

した．  

SAS 細胞では MO I=0 .1 で感染した場合， 12 時間後では細胞

の融合を生じ， 2 4 時間後では多核の巨細胞が形成された（図

1A）．培養を継続すると細胞層あるいは大きな細胞塊となって

浮遊状態となった． SCCVII 細胞に RH2 を MOI=0 .1 で感染さ

せた場合，細胞の形態変化はみられなかったが，より高いウ

イルス量の MOI= 10 で感染させると， 12 時間後には円形化し

た細胞が出現し， 24 時間後には円形化し浮遊する細胞が増加

した（図 1 B）．  

RH2 感染による細胞形態の変化と細胞生存率を比較するた

め， SAS 細胞に MOI=0 .01 ,  0 .1 ,  1 ,  10 で RH2 を感染させた．

SCCVII 細胞では MOI=0 .1 ,  1 ,  10 ,  100 で RH2 を感染させた．

12 ,  24 ,  48 時間後に MT T assay を行い，非感染対照と比較し

て生細胞率を求めたところ， SAS 細胞では， MOI= 0 .1 で感染

した場合， 24 時間後には非感染対照の 46％， 48 時間後では

33%まで低下した． SCCVII 細胞では， MOI=10 で感染させた
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場合， 24 時間後には 54 %， 48 時間後では 39 %にまで低下した

（図 2）．   

2 .RH2 感染細胞における L C3 の発現  

オートファジーが誘導される場合， LC3 がオートファゴソ

ームに集積する ( 3 3 ) .そこで， RH2 を感染させた細胞における

LC3 の局在を免疫蛍光染色にて検討した．非感染 SAS 細胞で

は， LC3 は細胞質でびまん性に染色されたが， RH2 を

MOI=0 .1 で感染させ 12 時間経過した SAS 細胞では，核周囲

で顆粒状に染色されるようになった． 24 時間後では，多核巨

細胞が形成されるため，この感染巨細胞を観察したところ，

細胞質での LC3 の発現が顕著で，顆粒状に染色される像がみ

られた (図 3A）． RH2 を MOI=10 で感染させた SCCVII 細胞で

は，感染 24 時間の円形化細胞において，細胞質で強い LC3 の

染色像がみられた． (図 3 B)  

 

3 .RH2 感染細胞における超微細構造の観察  

オ―トファジーでは細胞質に隔離膜と呼ばれる扁平な膜区

画が出現，弯曲しながら伸長し，最後に隔離膜の末端同士が

融合しオートファゴソームと呼ばれる二重膜構造が形成され

る．続いてリソソームが融合してオートリソソームとなり，
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加水分解酵素が包み込んだ内容物を消化する ． RH2 を

MOI=0 .1 で SAS 細胞に感染し， 2 4 時間後に超微細構造を透

過型電子顕微鏡にて観察した． RH2 感染 12 時間後では，二重

膜に囲まれたオートファゴソーム，いくつかの二重膜が融合

して形成された大きな空胞がみられた（図 4 )． RH2 感染 24

時間後では複製後に細胞外へ放出されたウイルス粒子がみら

れた．細胞質には，オートリソソームが形成され，オートフ

ァゴソームと形成されたウイルスが隣接する像もみられた．

非感染の対照では，このような細胞質の構造物は観察されな

かった（図 4 )．   

 

4 .RH2 感染細胞における L C3- I I の検出  

オートファジーでは， LC3 -I が LC3 -I I に変換される． SAS

細胞に MOI=0 .1， SCCⅦ細胞には MO I=10 で RH2 を感染さ

せ， 24 時間後に感染細胞のタンパク質を回収して，イムノブ

ロットで L C3 を検出した． RH2 を感染していない SAS 細胞

と SCCVII 細胞では LC3 -I I はほとんど検出されなかったが，

RH2 感染細胞では LC3 -I I の発現が顕著に認められた（図

5）．  
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5 .RH2 感染 SAS 細胞におけるカスパーゼと bec l in1 ,  Bc l -2 ,  

Bax の検出  

癌細胞における抗腫瘍薬ならびに HSV-1 感染におけるオー

トファジーの誘導実験では，アポトーシスも誘導されること

が報告されている ( 3 4 )．そこで， SAS 細胞に MOI=0 . 1 で RH2

を感染させ 24 時間後に細胞を採取し，アポトーシスの実行カ

スパーゼであるカスパーゼ 3 の活性について， ELISA にて測

定を行った．その結果， RH2 感染 2 4 時間の活性化カスパーゼ

3 の値は，非感染対照の 1 .6 倍にまで上昇しており，対照との

間で有意差を認めた（図 6 A）．  

抗アポトーシスタンパク質 Bcl -2 は bec l in  1 と結合してオ

ートファゴソームの形成を阻害する． Bcl -2 と bec l i n1 との結

合が促進されるとアポトーシス促進タンパク質である Bax の

Bcl -2 からの解離が促進されアポトーシスが誘導される ( 3 5 )．

RH2 を MOI=0 .1 で SAS 細胞に感染させ， 24 時間後に

bec l in1 ,  Bc l -2 ,  Bax の発現をイムノブロットで検出したとこ

ろ，非感染対照と比較していずれも明らかな変化はみられな

かった（図 6B）．  

 

6 .RH2 による細胞傷害に対するオートファジー阻害剤の影響  
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SAS 細胞に RH2 を MO I=0 .1 で接種し，オートファジー阻

害剤である， 3 -MA (1  M),  ch l oroq uine  (1  µ M) ,  ba f i l omy cin  

A1  (5  M)を含む培養液で 12 時間， 24 時間培養し，細胞傷害

性を L DH re lea se  assay にて測定した． 12 時間後では，オー

トファジー阻害剤単独での細胞傷害性はなく ， RH2 による細

胞傷害性に対する抑制効果もみられなかった （図 7A）． 24 時

間後， RH2 感染によって細胞傷害率は 24 %にまで上昇した．

阻害剤単独の影響はなかったが， 3 -MA,  ch lo roquine ,  

ba f i l omy ci n  A1 が存在すると，それぞれ， 12  %,  16 %,  13 %に

まで低下した（図 7B）．  

 

7 .RH2 感染に対するオートファジー阻害剤の影響  

オートファジー阻害剤がウイルス複製を阻害すると感染に

よる細胞変性効果が減弱する．そこで，細胞傷害率の低下が

ウイルス複製への影響か否かを調べた． MOI=0 .1 で RH2 を感

染させ 24 時間後にウイルス産生量を測定した結果，いずれの

阻害剤でもウイルス産生の減少はみられなかった（図 8）．  

 

8 .RH2 感染による細胞傷害に対するカスパーゼ阻害剤の影響  

SAS 細胞に RH2 を MO I=0 .1 で感染させた．感染後から汎
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カスパーゼ阻害剤である Z-VAD-F MK (10  M)存在下に SAS

細胞を培養したところ，阻害剤単独では細胞傷害性に影響は

なかったが， RH2 による細胞傷害率を低下させ，阻害剤を含

まない RH2 群との間で有意差を認めた（図 9 A）．  

SAS 細胞に RH2 を MO I=0 .1 で感染し，カスパーゼ 1  阻害

剤 Z-YVAD -FMK (50  M)あるいはカスパーゼ 3 阻害 Z -D EVD  

-  F MK (10  M)の存在下に培養したところ， RH2 による細胞傷

害は抑制され，阻害剤を含まない RH2 群との間で有意差を認

めた（図 9 B）．  
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考察  

HSV-1 感染とオートファジーの関連性については，実験に

使用する細胞，ウイルス株によって異なった結果が得られて

いる． Ya koub らが行った一連の研究で，生理的あるいは薬理

学的なオートファジー誘導剤は各種細胞の生存に影響を与え

ず， HSV-1  KO S 株の感染を抑制したとしている ( 2 6 )．また，

HeLa  細胞に KO S あるいは McK rae 株を感染させ，オートフ

ァジーを L C3- I I レベルで測定すると感染 2 時間まではわずか

に低下し， 12～ 3 0 時間では低下から回復したとしている  

( 3 0 )．これらは野性型 HSV-1 を用いた研究である．  

抗ウイルス作用を示すインターフェロンで誘導される PKR

シグナル経路は， eIF2をリン酸化してタンパク質翻訳を停止

する． PKR/eIF2リン酸化はオートファジーを誘導すること

や HSV-1 34 .5 がオートファジータンパク質 bec l in  1 と結合し

て eIF2依存的なオートファジーを阻害することも明らかに

されている ( 3 5 )． 34 .5 遺伝子を欠失した HSV-1 は bec l i n  1 と

の結合能がないため，オートファジーを抑制できないことに

なる． Orvedahl らは 34 .5 遺伝子の bec l in1 結合ドメインを

欠失した変異 HSV-1 が神経細胞のオートファジーを阻害でき

ないため，感染細胞でオートファゴソームが増え，マウスに
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対する神経毒性が低減したとしている ( 3 6 )．一方， HSV-1 がコ

ードする 群タンパク質のひとつである U S11 タンパク質は

doub le -s t rande d  RN A (dsRNA )と結合して PK R と PKR/ eIF2

シグナル系の活性化を阻害する働きがあり ， P KR/ eIF 2シグ

ナル経路を介してオートファジーを阻害することも分かって

いる．そのため，オートファジーを抑制する HSV-1 の遺伝子

34 .5 遺伝子が欠失しても US11 タンパクの働きでオートファ

ジーの誘導が抑制される可能性もある．   

SCC に対する腫瘍融解性 HSV-1 感染による細胞変性過程で

のオートファジーを明らかにするため， HSV-1 の RH2 株を用

いて， SCC 細胞におけるオートファジー誘導の可能性につい

て検討を行った．まず SAS 細胞に RH2 を MOI=0 .1 で感染さ

せた場合，多核巨細胞が形成され，さらに培養を継続すると

細胞が浮遊する像がみられた． SCCVII 細胞では高い MOI で

細胞変性がみられるようになった．したがって，細胞形態の

変化は細胞生存率の低下を反映するといえる． HSV-1 の細胞

への侵入にはウイルス糖タンパク質である g B,  g C,  g D ,  gH,  

gL1 が必要とされ，吸着はまず細胞表面のヘパラン硫酸との

結合で引き起こされる．その後， g B とその特異的なレセプタ

ーである non -m usc l e  my os in  I I A (NM-IIA) ,  pa i red  
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immunog lob ul in - l ike  t ype  2  re cepto r  (PILR) ,  mye l i n  

asso c ia ted  g ly copro te in  (MAG )が働き ,  gD には nec t in ,  CD 

258  (HVEM:  herpesv i rus  ent ry  me -d  ia to r )が働く．マウス由

来の SCCVII 細胞では RH2 と特異的に結合する受容体が不足

するか，侵入後の複製過程がヒト細胞と異なるため，感染効

率と細胞融合能が低下すると考えられる ( 3 8 )．  

RH2 感染によるオートファジー誘導の可否を知るため，ま

ずオートファジーの指標となる LC3 についてその細胞内局在

を検討した． SAS 細胞では RH2 感染で形成される多核巨細胞

について観察したところ，細胞質で発現が増加し顆粒状に集

積する像がみられた． SCCVII 細胞の場合，円形化した感染細

胞の細胞質で LC3 が強く染色され発現の増強が確認された．

イムノブロット法でオートファジーに伴う L C3 -I から LC3 -I I

への変換を調べたが，いずれの SCC 細胞でも RH2 感染によっ

て LC 3 - I I の増加が認められた．さらに，透過型電子顕微鏡に

て感染細胞で，非感染対象ではみられないオートファゴソー

ム，オートリソソームが確認された．したがって，いずれの

SCC 細胞にいても RH2 はオートファジーを誘導するものと考

えられた．  

オートファジーは細胞の恒常性，ストレスに対する反応を
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統合するため，アポトーシス，炎症，獲得免疫と協調して働

くとされている．多くの化学療法薬ではアポトーシスが誘導

されるが，癌細胞の防御反応あるいは生存機構として ，オー

トファジーが誘導されることが知られている ( 3 8 )．この場合，

オートファジーを特異的阻害剤で阻止すると細胞死が助長さ

れることになる．アポトーシスは主要なプログラム細胞死の

メカニズムで，核凝集，細胞収縮，膜構造変化， DN A の断片

化によって特徴づけられる．システインプロテアーゼである

カスパーゼ群によって下流の各カスパーゼが 順次切断，活性

化され，カスパーゼ 3 が実行カスパーゼとして働く．これを

制御するものとして， Bcl -2 ファミリーがあり， Bcl -2 ,  Bc l - xL

が抗アポトーシスタンパク質， Ba x ,  Bc l -x S ,  Ba d ,  Bi k がアポ

トーシス促進タンパク質である．アポトーシ刺激で Bcl -2 ファ

ミリーのアポトーシス促進タンパク質がミトコンドリアから

カスパーゼ誘導因子を放出させる  ( 3 9 , 4 0 )．また， Bcl -2 ファミ

リーはアポトーシスだけでなくオートファジーを伴う細胞死

にも関与するとされている． HSV-1 感染が誘導する U251  

g l i oma 細胞のアポトーシスはオートファジーによって阻害さ

れる ( 4 1 )．そこで， RH2 感染細胞におけるカスパーゼ 3 の活性

を測定したところ，活性が上昇しており， RH2 感染による細
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胞死にアポトーシスも関与すると考えられた． Becl in  1 はオ

ートファゴソームを形成する際に必須の物質であるが ，抗ア

ポトーシスタンパク質である Bcl -2 は， bec l in  1 との相互作用

を介してオートファジーを阻害する ( 4 2  -  4 4 )．  be c l in  1， Bcl -

2， Bax の発現につき， RH2 感染細胞のタンパク質をイムノブ

ロット法で調べたが，オートファジータンパク質である

bce l in1 の変化ならびに， Bcl -2 ,  Bax の変化はみられなかっ

た．したがって，これらタンパク質の量的変化がオートファ

ジーとアポトーシスに関与する可能性は低い と考えらえる．    

Tov i l ov i c らが U2 51  human g l i om a に対して HSV-1 の

McIntyre 株を用いて行った実験では，カスパーゼの活性化，

DNA の断片化， L C3-I から LC3 -I I への変換があり，アポトー

シスならびにオートファジーを証明し， HSV-1 感染によるア

ポトーシスに対してオートファジーが拮抗して g l i om a 細胞の

生存を助長する働きがあるとしている ( 4 1 )．そこで，オートフ

ァジーとアポトーシスに対する阻害剤を用いて， RH2 が誘導

する細胞傷害に対する効果を検討した．オートファジー阻害

剤 3 -MA,  ch l oroq uine ,  ba f i l omy ci nA1 で RH2 感染によって上

昇する細胞傷害率は有意に低下し， RH2 感染細胞の生存に働

いた．オートファジー阻害剤のウイルス産生量を測定した
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が，いずれの阻害剤でもウイルス産生の減少はなかった ．し

たがって， RH2 によって誘導されるオートファジーは細胞死

に寄与しており，その阻害は細胞死を減弱させると考えられ

た．  

次に RH2 感染による細胞死とアポトーシスの関係を調べ

た．  RH2 による細胞傷害性は汎カスパーゼ阻害剤で低下し，

さらにアポトーシスの実行カスパーゼであるカスパーゼ 3 に

対する特異的阻害剤でも低下したことから， RH2 による SCC

細胞の細胞死にはアポトーシスが関与すると考えられた．一

方， HSV-1 感染では，カスパーゼ 1 が活性化され，細胞死の

一種であるパイロトーシスを生じることも報告されている

( 4 5 )．カスパーゼ 1 は炎症性サイトカイン i n te r l euki n  ( IL ) -1 ,  

IL -18 ,  I L -33 を活性型に転換する酵素で炎症と関係する．今

回，カスパーゼ 1 阻害剤でも RH2 による細胞死に関与する可

能性がある ( 4 6 )．  

近年，アポトーシスを誘導する抗癌剤によるオートファジ

ー誘導の研究が進んでおり，オートファジーが癌細胞の生存

に働く場合には，オートファジーを阻害する薬剤との併用が

抗腫瘍薬の効果を高めるとして，臨床研究が進んでいる ( 4 7 )．

HSV-1 によるオートファジーもアポトーシスに対して拮抗的
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に働くとする報告もあるが，オートファジーがウイルスによ

るプログラムされた細胞死を仲介することも知られて いる

( 4 8 , 4 9 )． RH2 は後者のオートファジーを伴う細胞死を誘導する

腫瘍融解性ウイルスといえる．  

以上より，腫瘍融解性 HSV-1 である RH2 を SCC 細胞に感

染することで，オートファジーが誘導され，アポトーシスと

ともに腫瘍細胞の細胞死の促進に働くことが示唆された ．オ

ートファジーを促進する物質としてラパマイシンが知られて

いる ( 5 0 ) .臨床で RH2 を口腔癌の治療に使用する際には，ラパ

マイシンなどオートファジーを促進する薬剤との併用が治療

効果を向上させるうえで有用と考えられた ．  
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結語  

1 )  RH2 をヒト口腔扁平上皮癌細胞由来の SAS 細胞，マウス皮  

膚扁平上皮癌由来 SCCVII に接種すると感染が認められ

た．  

2 )  RH2 を接種し感染させた SAS 細胞では，オートファゴソー  

ム，オートリソソームが確認でき，ウエスタンブロット法に

おいてもオートファジーの指標となる LC3 -I I を検出した．  

3 )  RH2 感染にともなってカスパーゼ 3 が活性化し，アポトー  

シスも関与していることが示唆された． bec l in1， Bcl -2，

Bax は RH2 感染 SAS 細胞で明瞭な変化はなかった．  

4 )  RH2 感染 SAS 細胞をオートファジー阻害剤と培養するとコ  

ントロールと比較して細胞傷害率が低下した ．この低下には

オートファジー阻害剤のウイルス複製への影響はなかった．  

5 )  RH2 感染 SAS 細胞をカスパーゼ阻害剤と培養するとコント  

ロールと比較して細胞傷害率が低下した．  

以上より，腫瘍融解性 HSV-1 である RH2 を SCC 細胞に感  

染することで，オートファジーが誘導され，アポトーシスと

ともに腫瘍細胞の細胞死の促進に働くことが示唆された ．  
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図 1  RH2 感染による SAS 細胞 (A )と SCCVII 細胞 (B )の細胞形

態の変化  

RH2 を SAS 細胞に MO I=0． 1 で， SCC VII 細胞には

RMOI=10 で接種し，経時的に位相差顕微鏡で細胞形態を観察

した .  SAS 細胞では，細胞の融合を生じ， 24 時間後では多核

巨細胞がみられた（矢印）． SCCVI I 細胞では，円形化細胞，

円形化後に浮遊する細胞がみられた．  

12  h  24  h  

B 

12  h  24  h   

A 

1 0 0  ｍ  

m o c k - i n f e c t i o n  

1 0 0  ｍ  1 0 0  ｍ  

m o c k - i n f e c t i o n  

1 0 0  ｍ  1 0 0  ｍ  1 0 0  ｍ  



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

A 

A 

B 

 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 12 24 36 48

mock-infection 0.01 0.1 1 10

Time after infection (h)

C
el

l s
u

rv
iv

al
 (

%
 o

f 
co

n
tr

o
l)

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 12 24 36 48

mock-infection 0.1 1 10 100

Time after infection (h)

C
el

l s
u

rv
iv

al
 (

%
 o

f 
co

n
tr

o
l)



42 

図 2  RH2 感染による SAS 細胞 (A )と SCCVII 細胞 (B )における

生細胞率の変化  

RH2 を SAS 細胞には MOI=0 .01 ,  0 .1 ,  1 ,  10 にて， SCCVII

細胞には MOI=0 . 1 ,  1 ,  10 ,  100 にて接種し，経時的に MT T 

assay を行い，非感染対照と比較して生細胞率を求めた． SAS

細胞では， MOI= 0 .1 ,  24 時間後に非感染対照の 46％まで生細

胞率は低下した． SCCVII 細胞では， MOI=10， 24 時間後で非

感染対照の 54%であった (n=3 )．  
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図 3  RH2 感染による SAS 細胞 (A )と SCCVII 細胞 (B )における

LC3 の発現の変化  

RH2 感染 12 時間と 24 時間で SAS 細胞と SCCVII 細胞にお

ける L C3 の発現と DAPI 染色による核形態を蛍光抗体法にて

検出した． SAS 細胞は MOI=0 .1 ,  SCCVI 細胞は MOI=10 で感

染した．非感染 SAS 細胞では， LC3 は細胞質でびまん性に染

色され， 24 時間後に形成された多核巨細胞では，細胞質に粒

状に L C3 が染色された． SCCVII 細胞でも，感染 2 4 時間で円

形化細胞の細胞質で LC3 が強く染色された．  
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図 4  RH2 感染による SAS 細胞における超微細構造の変化  

非感染 SAS 細胞ならびに RH2 感染 24 時間の SAS 細胞につ

き，電子顕微鏡で観察した． RH2 感染細胞では，細胞質にお

いて，二重膜に囲まれたオートファゴゾーム (矢印 )，空胞が融

合したオートリソソーム (星印）を認めた． RH2 感染 24 時間

後では，複製後に細胞外へ放出されたウイルス粒子（矢頭）

がみられた．  
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図 5  RH2 感染細胞における LC3 -I I の検出  

非感染 SAS 細胞， SCCVII 細胞ならびに RH2 感染 24 時間

後の SAS 細胞， SCCVII 細胞からタンパク質を抽出し，抗

LC3 抗体を用いてイムノブロット法を行った．左端は LC3  

marker を示す．非感染の SAS 細胞と SCCVII 細胞でも L C3 -I

と LC3 -I I をわずかに認めたが，感染細胞では LC3 -I I の発現

が顕著であった．  
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図 6  RH2 感染 SAS 細胞における活性化カスパーゼ 3 (A)と

bec t in  1 ,  Bc l -2 ,  Bax  (B )の検出  

アポトーシスの実行カスパーゼであるカスパーゼ 3 の活性

化を ELI SA にて測定した． RH2 感染細胞では， 2 4 時間後に

非感染対照の 1 .6 倍にまで上昇した (n=3 )． *P<0 .05 .  Bec l in1 ,  

Bc l -2 ,  Bax の発現をイムノブロット法にて検出した結果 ,  非感

染対照と比較していずれも明らかな変化はみられなかった．   
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図 7  RH2 感染 1 2 時間 (A)と 24 時間 (B )後の細胞傷害性に対す

るオートファジー阻害剤の効果  

RH2 を SAS 細胞に感染し，オートファジー阻害剤である 3 -

MA， ch lo roq uine（ CQ）， ba f i l omy cin  A1（ Ba）存在下と非

存在下に 12 時間と 24 時間培養し，細胞傷害率を L DH 

re lease  a ssay にて測定した． 12 時間では， RH2 による細胞

傷害に対するオートファジー阻害剤の効果は明らかでなかっ

たが， 24 時間では感染による細胞傷害率は 24 %にまで上昇

し，これが 3 -MA,  ch l o roqui ne， ba f i l omy ci nA1 にて，それぞ

れ 12%， 16  %， 1 3%にまで低下した．オートファジー阻害剤

単独での細胞傷害性はみられなかった (n=3 )． *P<0 .0 5．  
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図 8  RH2 複製に対するオートファジー阻害剤の効果  

図 7 と同様にして，オートファジー阻害剤存在下と非存在

下に RH2 感染を行い， 24 時間後に培養液と細胞を回収し，産

生されたウイルス量を Vero 細胞でのプラック形成法にて測定

した．いずれの阻害剤でもウイルス産生の減少はなかった

(n=3 )．  
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図 9  RH2 の細胞傷害性に対する汎カスパーゼ阻害剤 (A )ならび

にカスパーゼ 1，カスパーゼ 3 阻害剤 (B )の効果  

RH2 を SAS 細胞に感染し，汎カスパーゼ阻害剤である z -

VAD -F MK 存在下と非存在下に 24 時間培養し，細胞傷害率を

LDH re l ease  a ssay にて測定した．同様にカスパーゼ 1 阻害剤

Z-YVAD -F MK あるいはカスパーゼ 3 阻害剤 Z-DEVD -FMK の

存在下に培養を行った．汎カスパーゼ阻害剤では，傷害率

12％から 6 %まで，カスパーゼ 1 と 3 では傷害率 1 4%が，それ

ぞれ 7 %と 6%にまで低下した (n= 3 )． *P<0 .05．  

 

 


