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研究成果の概要（和文）：本研究では自然肺転移するマウス乳癌細胞株を用いて、抗腫瘍ウイルスHF10の抗腫瘍
効果を検討した。まず腫瘍細胞を用いてHF10の増殖性、殺細胞性を確認したあと、マウスモデルを用いた検討を
行った。両側背部に皮下腫瘍を作成し、HF10を片側の腫瘍にのみ8回接種したところ、両側の皮下腫瘍にも縮小
が認められた。また自然肺転移の抑制も確認された。治療中のマウスの脾臓を採取し、腫瘍細胞で刺激したとこ
ろ、抗腫瘍サイトカインであるIFN-gの分泌が認められた。以上の結果から、HF10治療により抗腫瘍免疫の誘導
と転移性腫瘍の抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：Oncolytic activity of HF10 for breast cancer was investigated in this study,
 HF10 replicated well and killed a murine breast cancer cell line in vitro. HF10 was injected into 
one of the bilateral subcutaneous tumors. HF10 injection decreased both tumors, and suppressed lung 
metastasis. After stimulation with the cancer cells. IFN-gamma was produced from splenic cells of 
mice treated with HF10. From this study, HF10 treatment induced antitumoral immunity, and suppressed
 metastatic lung tumor.

研究分野：ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遠隔転移した悪性腫瘍に対する治療法は限られており、新規治療法が模索されている。我々が分離したHF10は優
れた腫瘍溶解治療用ウイルスとしての特性を有し、高い安全性を示す。本研究では自然転移する乳がん細胞でマ
ウス皮下腫瘍モデルを作製し、HF10で皮下腫瘍を治療したところ腫瘍縮小、抗腫瘍免疫の誘導と転移性腫瘍の抑
制効果が認められた。
HF10は転移性乳癌の新たな治療選択肢となる可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）腫瘍溶解ウイルス療法 
 癌の治療にウイルスを利用するという研究は 1950 年代より行われてきた。その後ウイルス
の安全性の問題や、他の抗腫瘍療法の開発により一旦下火になったが、近年のウイルスの機能
解析と遺伝子工学技術の進歩により、ウイルスの正常組織に対する病原性を排除し、癌細胞特
異的に増殖し、破壊するような治療が可能になってきた。このような治療法は「腫瘍溶解ウイ
ルス療法」と呼ばれ、現在、様々なウイルスが前臨床的研究、臨床治験に用いられるようにな
っている。 
 
（２）腫瘍溶解ウイルス HF10 
 我々の研究室は単純ヘルペスウイルス 1型自然発生型弱毒株 HF から HF10 をクローニングし
た。HF10 は癌細胞を含む多くの培養細胞において極めてよい増殖性を示すが、末梢からの神経
侵襲性が減弱しているウイルスである。その後のゲノム解析の結果、UL 領域の両端に大きな欠
損があり、UL56、LAT (Latency-associated transcripts) の欠失を有すると共に、N末端領域
での frame-shift 変異により UL43、UL49.5、UL55 の発現欠損を持つことが判明した。 
 HF10 を様々な癌細胞 (悪性黒色腫、頭頸部扁平上皮癌、大腸癌、乳癌、膵臓癌、膀胱癌、卵
巣癌、繊維肉腫等) に感染させて、HF10 の抗腫瘍効果を in vitro、in vivo の両面から検討し
てきた。HF10 は優れた抗腫瘍作用と共に高い安全性を示したため、その結果を踏まえて、名古
屋大学で転移性乳癌、頭頚部癌症例を使用した臨床治験を行い、現在米国、日本で悪性黒色腫
を対象とした臨床試験が行われている。 
 
（３）乳癌と遠隔転移 
乳癌は乳房組織に発生した癌であり、女性の 10%弱が生涯に罹患すると報告されている。小
葉癌、乳管癌に分類され、後者が大半を示す。定期検診の普及により早期にみつかることが多
くなってきたが、進行癌で発見されることも少なくはない。乳癌は比較的転移しやすい癌であ
り、進行癌となると所属リンパ節や皮膚などへの局所転移だけでなく、肺、骨、肝臓、脳など
への遠隔転移も認められることもある。 
 
（４）IL-2 搭載 HSV アンプリコンベクター 

HSV-1 由来のアンプリコンベクターは、HSV-1 と同じ envelope をもつため HSV-1 と同様に
様々な細胞に感染し、効率よく遺伝子導入できる。今回マウス IL2遺伝子を導入したアンプリ
コンベクターを作成した。アンプリコンベクター内には、IL2 遺伝子を含むアンプリコンプラ
スミドが HSV-1ゲノム長相当になるまで繰り返し入っているため、遺伝子導入された細胞から
複数の IL2の分泌が期待できる。HF10をヘルパーウイルスとして作成した IL2搭載アンプリコ
ンベクター (以下 IL2アンプリコンと称する) により抗腫瘍効果が増強されるか検討した。 
 
 
２．研究の目的 
 腫瘍溶解ウイルス療法は感染させた腫瘍塊への抗腫瘍作用を期待した治療法であるが、
その後の研究により、ウイルスを接種していない腫瘍へも抗腫瘍効果も認められることが
判明してきた。本研究では、抗腫瘍ウイルス HF10 の乳癌への抗腫瘍効果を検討とすると
ともに転移性腫瘍に対する効果を検討した。乳癌は比較的転移しやすい癌であるため、自
然肺転移するマウス乳癌細胞株を使用した。皮下腫瘍、自然肺転移巣への HF10 の抗腫瘍
効果を検討し、治療により誘導された抗腫瘍免疫についても検討を行った。 
 
 
３．研究の方法 
（１）in vitro における HF10 の抗腫瘍効果と増殖能 
 Balb/c マウス乳癌細胞株 4T1-luc (以下 4T1) を使用し、HF10 の in vitro における抗腫瘍効
果を検討した。HF10 を 96 well plate に播き、翌日に HF10 を様々な MOI で感染させた。経時
的に MTS assay で測定することにより HF10 の殺細胞作用を検討した。また 6 well plate に HF10
を MOI (感染多重度) 3/0.03 で感染させ、経時的に上清を回収した。Vero 細胞を用いて plaque 
assay を行い、HF10 の増殖能につき検討した。 
 
（２）in vivo における HF10 の抗腫瘍効果 
 4T1を Balb/cマウス皮下に接種して皮下腫瘍を作成
し、HF10 もしくはコントロールとして PBS を週 2 回、
計 8 回接種した。経時的に腫瘍径と体重を測定した。
次に IL2 アンプリコンを同様のスケジュールで腫瘍内
に接種し、腫瘍成長の抑制効果を比較検討した。 
また、マウスを 15日目、25 日目、35日目に D-ルシ
フェリンを腹腔内に接種した。腹腔麻酔して in vivo 
imager で撮影することにより、皮下腫瘍の経時的な変化と肺への転移能の有無につき検討した。 



（３）HF10 治療後の抗腫瘍免疫 
 上記プロトコールで治療を行い、15 日目 (4 回目の接種から 24 時間後) にマウスを麻酔して
脾臓を摘出した。脾細胞を分離し、4T1 細胞と共培養した。24 時間に上清を回収し、抗腫瘍サ
イトカインである IFN-を ELISA 法で測定した。 
また、共培養の上清中に抗 CD4/8 中和抗体を入れて同様の assay を行うことにより、CD4 陽
性、CD8 陽性細胞の寄与につき検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）in vitro における抗腫瘍効果と増殖能 
 HF10 を感染した 72 時間後に MTS assay を
行ったところ、MOI 依存性に抗腫瘍効果を認
めた。高い MOIで HF10を感染させたところ、
24 時間でほとんどの細胞で細胞変性効果 
(CPE) とウイルス増殖を認めた。低い MOI で
感染させても、48時間でほとんどの細胞で細
胞変性効果 (CPE) とウイルス増殖を認めた。 
 
 
 
（２）両側皮下腫瘍モデルマウスを用いた抗腫瘍効果 
 HF10 治療による体重減少や副作用は認め
なかった。HF10 を接種した右側の皮下腫瘍の
大きさを検討したところ HF10 接種により有
意な腫瘍の縮小効果を認めた。また HF10 を
接種していない左側の皮下腫瘍へも有意な
腫瘍の縮小効果を認めた。また、マウスの生
存の延長にも寄与した。 
 IL2 アンプリコンを同様に接種した。コントロール群より有意な腫瘍抑制効果認めたが、HF10
と比して有意な腫瘍抑制効果は認めなかった。 
 
（３）皮下腫瘍、肺転移巣の計測 
 15 日、25日、35 日目に D-ルシフェリンを腹腔内に in vivo imager で皮下腫瘍を撮影した。
15 日目は HF10 を接種した右側では皮下腫瘍からの発光は認められず、接種した腫瘍への抗腫
瘍効果が認められた。25 日目になると HF10 治療による両側皮下腫瘍への縮小効果が認められ
た。35日目にも両側皮下腫瘍への抗腫瘍効果が認められた。 
経時的に腹臥位で撮影したところ、35日目になると偽治療群のみで肺転移巣と思われる発光
が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）治療後に誘導された抗腫瘍効果 
 マウス脾細胞を 4T1 で刺激し、上清中の上清中の IFN-を測
定したところ、HF10 治療後のマウスで IFN-の分泌が増多し
ていた。この IFN-の分泌は抗 CD4 中和抗体の追加により抑制
され、この抗腫瘍免疫には CD4 陽性 T 細胞が重要な役割を示
していることが示唆された。 
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