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研究成果の概要（和文）：犬の悪性腫瘍に対する新しい治療法の基盤を確立するために、レオウイルスを用いた
腫瘍溶解性ウイルス療法、DNAワクチン、PD-1キメラ抗体の担ガン犬を用いた臨床試験を行なった。腫瘍溶解性
ウイルス療法については、19頭の様々な腫瘍をもった犬に投与し、その臨床的な効果について検討でき、一部の
症例において効果が認められた。DNAワクチンについては、マウスを用いてDNAワクチン増強効果を誘導できる系
は樹立できなかった一方、臨床試験においては2頭において長期生存が認められた。PD-1キメラ抗体について
は、抗体作製から実際の症例の投与まででき、犬で初めてのPD-1抗体医薬ができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, several clinical trials, such as oncolytic virotherapy using 
reovirus, DNA vaccine therapy, and PD-1 chimeric antibody therapy for canine cancer had been 
accomplished. Nineteen dogs with various tumors were enrolled for oncolytic virotherapy, which were 
evaluated. Several dogs showed clinical improvement. As as DNA vaccination therapy, novel adjuvant 
therapy had not established using mice model, but clinical trials had been done, and showed two dogs
 with malignant melanoma survived for more than 2 years. Regarding immunecheckpoint antibody 
therapy, PD-1 chimeric antibody therapy had been established based on monoclonal antibody against 
canine PD-1, which was developed in our laboratory and now has been evaluated for cancer-bearing 
dogs.

研究分野： Veterinary medicine

キーワード： dog　cancer　immune checkpoint　oncolytic virotherapy　DNA vaccine
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
イヌの腫瘍は、3大療法（外科手術、放射線

療法、化学療法）を中心に治療されているが、

大幅な予後の改善はない。近年、人医療にお

いては、3 大療法を補完する多くの新規治療

法（低分子化合物、抗体医薬、ガンワクチン、

免疫細胞療法、腫瘍溶解性ウイルス療法な

ど）が開発され、次々と臨床応用されている。	

一方、小動物分野ではこれら新規治療法の

開発の進歩が遅く、新しい治療法として確立

したものはほとんどない。さらに多くは in	

vitro 試験、マウスを用いた in	vivo 試験に

よる評価であり、臨床試験まで実施されてい

るものは少ない。これまで我々は、こうした

新しい治療法を臨床応用することを目的に

様々な治療法について開発してきた。それら

は多岐にわたりそれぞれ in	vitro およびマ

ウス in	vivo 研究における抗腫瘍効果などで

一定の成果をおさめている。	

２．研究の目的 
	 近年、腫瘍の治療法は 3大療法に加えて、
様々な治療を併用することを目的しており、

さらに同時に①腫瘍細胞の直接の傷害、②宿

主の抗腫瘍免疫の増強、③腫瘍細胞による抗

腫瘍免疫抑制の解除の 3つを複合的に調節す
ることが肝要であると考えられるようにな

ってきた。したがって、これまで我々が開発

してきたイヌのガンに対する様々な治療法 1
つ 1つをイヌにおいて確立し、さらにそれら
を複合的に使用できる状況を作ることが最

も大事であり、それによって複合的免疫療法

が実施可能になるだろうと考えた。したがっ

て、本研究の目的はこうした複合的免疫療法

を実施可能な基盤的知見を得ること、またそ

れら単独での効果を判定することにある。具

体的には、これまで長年にわたってきて研究

してきたレオウイルスを用いた腫瘍溶解性

ウイルス療法の担ガンイヌに対する治療効

果の検討を行うこと、担ガンイヌに対する

DNA ワクチンの効果を検討するとともによ
り効率のよい DNA ワクチンを考案すること、
免疫チェックポイント分子に対する抗体医

薬をイヌにおいて確立する、という 3つのポ
イントが存在する。またさらに 3つの組み合
わせを行なったときの効果についてマウス

を用いて検討することであった。 
３．研究の方法 
臨床試験全般	 本研究で用いた臨床試験に

組み入れられた動物は、山口大学附属動物医

療センターに治療のために来院した担ガン

イヌであり、すべての臨床試験は山口大学臨

床試験倫理委員会で承認されたものである。

すべての臨床試験は飼い主の同意のもと、臨

床試験プロトコールに基づいて実施した。ま

たすべての臨床試験の副作用の判定は、

Veterinary	 Cooperative	 Oncology	 Group-	

Common	Terminology	Criteria	for	Adverse	

Events	(VCOG-CTCAE)	v1.1	guidelines によ

りおこなった。		

レオウイルスによる治療	 レオウイルス血

清型 III型である Dearing 株の医療用臨床試

験薬 (REOLYSIN®,	 registered	 USAN	 name:	

pelareorep)を Oncolytics	Biotech	社より提

供を受け、使用した。レオウイルスは、Table3

に示すようにそれぞれの個体の状況に応じ

て、静脈内投与または腫瘍内投与を選択した。

腫瘍内直接投与に関しては、1ml に薄め、静

脈内投与については小型イヌまたは大型イ

ヌに対して、それぞれ 50ml または 200ml に

希釈し 2時間または 1時間かけて点滴投与し

た。	

ウイルスの測定	 ウイルス投与前後の血清、

唾液、尿、便を採取し、ISOGEN-LS	(Nippon	

Gene)によりウイルス RNA を抽出後、One	Step	

SYBR®	PrimeScriptTM	PLUS	RT-PCR	Kit		を

用いた RT-PCR によりウイルス RNA の検出を

行なった。検出されたサンプルは、ウイルス

感染性を確認するために L929 細胞に添加し

た。	

抗レオウイルス中和抗体	(NARA)の測定	4 倍

階段希釈した血清をウイルスと混和し L929

細胞に添加培養することで 48 時間後に MTT

アッセイにより細胞増殖抑制阻害効果から

計算した。	

DNA ワクチンに用いたプラスミド DNA および

投与法	DNA ワクチンに用いたプラスミドは、

それぞれ pCAGGS ベクターを元にした腫瘍抗

原と樹状細胞活性化のための GM-CSF を同時

に発現可能なベクターであり、本研究室で改

変したものである。また Ag85B 発現ベクター

についても同様に準備した。また DNA プラス

ミドの調整は、NoEndo	JETSTAR/JETFILTER	

Endotoin-Free	Plasmid で実施し、残留エン

ド ト キ シ ン の チ ェ ッ ク （ LAL	 assay,	

SEIKAGAKU	SHIYAKU）も行なった。得られた

プラスミド DNA は、in	vivo 遺伝子導入



electroporation法（CUY21	EDIT,	NEPAGENE）

を用いてマウスおよびイヌに投与した。	

DNA ワクチンプロトコールおよび免疫活性の

測定	 マウスについては、C57BL6 マウスを準

備し、プラスミドDNA	800µgを 1週間に1回、

計 3回投与した。最終ワクチン２週間後のマ

ウスより分離した脾臓より採取した単核球

と標的細胞（Human	or	mouse	MelanA を導入

した EL-4 株）を混ぜ合わせ、IFN-g産生を
ELISPOT	assay で測定した。また血清を用い

て、EL-4-MelanA に対する反応性をウエスタ

ンブロッテイングを用いて検討した。	

	 イヌへの DNA ワクチンについては、健常ビ

ーグルおよび症例イヌに対して250µgのプラ

ス ミ ド DNA を 大 腿 筋 肉 に 投 与 後

eletroporation を行い、導入した。	

４．研究成果	

4-1 レオウイルスによる腫瘍溶解性ウイルス
療法を用いた担ガンイヌに対する治療効果

の検討	  
本臨床試験に参加した 19 頭の担ガンイヌ

の品種、診断、腫瘍のステージ、組み入れ前

の治療、レオウイルスの治療方法については、

前臨床試験であることもあり、症例の品種、

年齢、腫瘍の種類、ステージ、投与方法など

も含めてすべて様々であった。	

また本臨床試験においては、grade3 以上の

重度な副作用が認められたイヌはいなかっ

たため、最大耐用量は本試験からは明らかと

ならなかった。	

	 またウイルス治療開始後の各イヌの血清

中のウイルス中和抗体価を測定したところ、

いずれも投与後の抗体価は、投与前と比較し

て上昇することがわかった。このことは臨床

的にウイルスを使用する場合の減弱要因と

なる可能性を示唆している。	

それぞれのイヌの排泄物（尿、便、唾液）

よりウイルスの検出を行った。RT-PCR による

検出では、ウイルスの検出が認められる症例

もいたが、それらの感染性について検討した

ところ、感染性ウイルスを排泄している症例

イヌは 1 頭も認められなかった。以上より、

本治療法は、環境に対する安全性についても

十分確保されていると考えられる。	

本臨床試験は安全性の確認およびウイルス

排泄についての検討が主目的であったが、臨

床的な効果についても検討を行なった。多く

の症例は、すでに進行期の状況にあり、明ら

かな腫瘍退縮を認めないものがほとんどで

あったが、1 9 例中数例については腫瘍縮小
効果が認められた。 
4-2より効率のよいDNAワクチンの検討 
a) マウスを用いた DNA ワクチン効果増強
法の検討 
	 これまでに DNA ワクチンによる腫瘍免疫
の誘導の報告は多数あり、本研究室でも実施

してきているが、本研究ではより効果的な

DNA ワクチンの方法を確立するために

Ag85B 蛋白と Hemazoin とよばれるアジュ
バントによる DNA ワクチン増強効果をマウ
スを用いて検討した。 
本研究においては、過去に報告のある人

MelanA をマウスに投与する xenogenic 
vaccineの系を用いた。C57BL6マウス各群 5
匹ずつ用意し、PBS コントロール群、人
MelanA DNA 投与群、人 MelanA DNA + 
Ag85B 遺伝子投与群、人 MelanA DNA + 
Hemazoin投与群を準備した。ワクチン投与
後の脾臓より採取した単核球の抗原認識に

よる IFN-g産生を ELISPOT assayで測定し
た。その結果、別途準備した ConA刺激単核
球においては十分な IFN-g産生が検出できた
が、それ以外のどの組み合わせにおいても

IFN-gは検出できなかった。これは過去の人
MelanA DNA によりマウスにおいて

xenogenic に CTL 誘導ができるという過去
の報告と矛盾するものであり、その原因につ

いては明らかとはならなかった。また Ag85B
遺伝子同時投与群、Hemazoin同時投与群に
ついても CTL活性は認められず、DNAワク
チンについてその効果を増強する新たな系

の構築はできなかった。 
b) 担ガンイヌを用いた DNA ワクチンの効
果の検討 
前項の新しい DNA ワクチンの投与方法の
確立ができなかったため、以前に本研究室で

確 立 し た tyrosinase DNA を 用 い た

xenogenic DNA ワクチンを用いて実際の担
ガンイヌに対して投与しその効果を検討す

ることとした。 
	 23 頭の口腔内悪性黒色腫の症例イヌに対
して、手術によって原発巣を切除後、再発予

防および生存期間延長の目的で、DNA ワク
チンを 2週に 1回、計 5 回（以降、3ヶ月に
1 回ずつブースト）の投与を行った。その結
果、多くのイヌ（stage II-III）は観察期間中



に再発または肺転移を認めた。しかし 2頭の
イヌのみ再発も転移もなく 2年以上にわたり
長期生存している。このうち 1頭については、
Stage IIであったものの手術により原発巣が
不完全切除の状態であり、通常であれば、再

発が認められるような状況であった。もう 1
頭は原発巣に対して根治的放射線治療を行

っていたが、再発も転移もなく 2年程度経過
している。 
全てのイヌについてワクチン投与前後の

血清および末梢血を回収し、血清については

抗 tyrosinase抗体の検出、末梢血については
ELISPOT を用いた IFN-g産生の検討を行っ
た。しかし、それぞれ抗体価が検出できるイ

ヌは存在したものの、CTL活性について検出
できたイヌはいなかった。コントロールとし

て用いた健常イヌに対して同ワクチンを投

与した後の血清および PBMC を用いた免疫
活性は検出ができていることから、今回の検

出が難しかったのは、担がん動物であるため、

抗腫瘍免疫がもともと落ちており、そのため

検出できなかった可能性を考えている。以上

のことより、治療効果が認められた可能性の

ある 2頭が他のイヌと比較して、免疫誘導が
できていたからかどうかなどについては検

討ができなかった。したがって、DNA ワク
チンを用いた免疫療法については、本研究か

ら確立することはできなかった。  
4-3 イヌにおける免疫チェックポイント分子
阻害抗体療法の確立 
a) 抗体による ConA 刺激 PBMC による
IFN-g産生増強効果の検討 
以前に本研究室で単離した抗イヌ PD-1 抗
体  (4F12-E6)および抗イヌ PD-L1 抗体 
(G11-6) は、両分子の結合を特異的に阻害す
ることをすでに明らかとなっている。 
はじめにConAやPMA/ionomycinをはじめ
とした mitogenによる PBMCの刺激により
T細胞上にはPD-1およびPD-L1分子が発現
上昇することが明らかとなった。 
このことから、mitogen 刺激された T 細胞
ではPD-1およびPD-L1の自己 ligationが生
じ、T細胞の活性化がある程度負に制御され
ている可能性が考えられる。したがって、抗

イヌ PD-1 抗体  (4F12-E6)および抗イヌ
PD-L1 抗体 (G11-6)がこれら負に制御され
たT細胞の状態を解放できるかどうかについ
て、多くのイヌ由来の PBMC を用いて検討

を行なった。 
すなわちConAにより活性化した PBMCに
おいては IFN-gの産生が認められることが知
られているが、同時に PBMC は PD-1 およ
び PD-L1 発現を増強する。そのため、その
培養液中に抗イヌ PD-1 抗体 (4F12-6)また
は PD-L1抗体 (G11-6)、さらにそれらの組み
合わせを添加した場合に、PD-1と PD-L1結
合阻害が生じることで IFN-g産生が増強する
かについて検討を行なった。その結果、抗イ

ヌ PD-1 抗体 (4F12-6)単独、抗イヌ PD-L1
抗体  (G11-6)単独
でも、用いたイヌ

により IFN-g産生
の増強が認められ

たが、これらを組

み合わせることに

より、さらに IFN-g
産生増強は強く認

められることが明

らかとなった。こ

のことから抗イヌ PD-1 抗体 (4F12-6)およ
び PD-L1抗体 (G11-6)は、両分子の結合を阻
害することで、実際に活性化 T細胞の機能を
増強することができることが明らかとなっ

た。 
b) キメラ抗体の作製 

次に、これら抗体産生ハイブリドーマより

抗体分子の重鎖と軽鎖の遺伝子をクローニ

ングし、それらをイヌ IgG-A の定常領域また

はイヌ IgG	kappa 鎖の定常領域とそれぞれ組

換えを行った。さらにそれらベクターを

HEK293T 細胞に遺伝子導入することで、その

培養上清中に組換えラット–イヌPD-1キメラ

抗体および組換えラット–イヌ PD-L1 キメラ

抗体を得ることができた。またこれらを大量

に精製することで以降のイヌの投与に必要

な量を得ることができた。	

得られたこれらキメラ抗体は、もとの

4F12-E6 抗体および G11-6 抗体と同様にイヌ

PD-1とイヌPD-L1分子の結合を阻害すること

ができた（data	not	shown）。	

c) キメラ抗体を用いた安全性試験 

得られたキメラ抗体の健常イヌにおける安

全性を確認するために、3mg/kg および

10mg/kg で健常ビーグルイヌ各 2 頭ずつに投

与したところ、とくに大きな副作用を認める

monoclonal antibody against bovine PD-L1 (Maekawa et al., 2014). Coy
et al. reported that IFN-γ production in ConA-stimulated canine PBMC
was augmented by treatment with the anti-cPD-1 antibody established
in their laboratory (Coy et al., 2017). They also showed their antibody
enhanced the production of IFN-γ in tumor-infiltrating lymphocytes

from canine tumor tissues samples. In this study, we examined the ef-
fect of applying anti-cPD-1, anti-cPD-L1, or both antibodies, by stimu-
lating T cells from canine PBMC as per the method in Coy et al. (2017).
Enhanced T cell activation by incubation with a low dose of ConA en-
abled detection of the augmented IFN-γ release. A significant increase

Fig. 3. PD-1 and PD-L1 expression in canine immune cells.
(A) PBMCs were isolated from peripheral blood and stimulated with PMA and ionomycin (PMA/Iono), or ConA for three days. After culture, cells were collected and stained with anti-
CD3-FITC antibody, and anti-PD1 or anti-PD-L1 antibodies, followed by anti-rat IgG-Dylight647 antibody. Representative data from four dogs are shown.
(B) Immature DC, developed in six days of culture with GM-CSF and IL-4, were collected and stained with anti-cPD1 (4F12-E6) or anti-cPD-L1 (G11-6) antibodies, followed by anti-rat
IgG-PE antibody or FITC-conjugated anti-MHC II antibody. Shaded in grey indicated isotype-control and a black line indicated stained with the indicated antibody. The positive staining
for MHC II represents immature DC. Representative data from two dogs are shown.

Fig. 4. Augmentation of IFN-γ production in ConA-stimulated PBMC by treatment with anti-cPD-1 antibody or/and anti-cPD-L1 antibody.
PBMCs were isolated from nine dogs and stimulated with ConA for 96 h in the presence of 10 μg/ml of rat IgG2a isotype control, anti-cPD-1 antibody, 4F12-E6 (A), anti-cPD-L1 antibody,
G11-6 (B), or both anti-cPD-1 and anti-cPD-L1 (C). After 96 h, the culture supernatant was collected and the amount of canine IFN-γ was measured in triplicate.
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ことはなかった。	

d) キメラ抗体の担ガンイヌへの投与および
治療効果の検討 
次に、キメラ抗体の臨床的な効果について検

討するために、山口大学動物医療センターに

来院し、既存の治療法に抵抗性となった悪性

黒色腫のイヌに対して、本治療法の安全性お

よび効果判定のための前臨床試験を行った。

その結果については現在経過観察中のもの

がほとんどであり、最終結論には至っていな

いが、臨床試験を始めるところまで本研究で

至った。 
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