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研究成果の概要（和文）：我々は頭頸部扁平上皮癌細胞株に対する腫瘍溶解性センダイウイルスの抗腫瘍効果を
検討してきたが、ウイルス耐性腫瘍に対する治療効果不足が課題であった。
免疫チェックポイント阻害薬との併用で抗腫瘍免疫を活性化させて治療効果向上を期待し、免疫正常マウスモデ
ルにおけるin vivo実験を行った。しかし併用療法による相乗的な抗腫瘍効果は確認できず、腫瘍細胞自体のウ
イルス耐性が課題と考えられた。
今後のアプローチとして、抗腫瘍サイトカインを搭載したウイルス作製を試みるほか、抗腫瘍機序に重要なuPA
活性を上昇させるため、拮抗経路であるPAI-1を阻害する小分子薬を併用することによる抗腫瘍効果を検証する
方針である。

研究成果の概要（英文）：We have examined the antitumor effect of oncolytic sendai virus on head and 
neck squamous cell carcinoma, but the lack of therapeutic effect on virus-resistant tumors had been 
a problem. In vivo experiments were conducted in a normal immune mouse model with the expectation 
that antitumor immunity would be activated in combination with an immune checkpoint inhibitor to 
improve the therapeutic effect. However, the synergistic antitumor effect of the combination therapy
 could not be confirmed, and the virus resistance of the tumor cells themselves was considered to be
 a problem.
As a future approach, we will try to produce a virus arming antitumor cytokines. In addition, we 
will examine the antitumor effect when a small molecule drug that inhibits PAI-1, which is an 
antagonistic pathway, is used in combination to increase uPA activity, which is important for the 
antitumor mechanism for oncolytic sendai virus.

研究分野：頭頸部難治性疾患に対する遺伝子治療

キーワード： 腫瘍溶解性センダイウイルス　ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化酵素　頭頸部扁平上皮癌　抗腫
瘍免疫　免疫チェックポイント阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
センダイウイルスは、感染細胞内においては、DNA相がなく生活環はすべて細胞質内にあることが最大の特徴
で、染色体との相互作用がないことから遺伝毒性が原理的になく、安全面で極めて優れている。我々はセンダイ
ウイルスを遺伝子組み換えし、悪性腫瘍に高発現するウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化酵素(uPA)依存的
に抗腫瘍効果を発揮する腫瘍溶解性センダイウイルスベクターを作製し、頭頸部癌細胞株に対する直接的、ある
いは抗腫瘍免疫的な両面において良好な抗腫瘍効果を示してきた。本治療法の確立により、頭頸部癌に対する治
療成績の向上、および機能温存を可能とする新たな低侵襲治療の礎となると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
頭頸部領域において、甲状腺未分化癌
及び頭頸部扁平上皮癌の再発癌・進行
癌は予後不良かつ有効な治療手段が確
立されていない疾患の代表であり、過
去数十年、生存率の向上が得られてい
ない。このような状況を打破すべく、申
請者らは手術や放射線療法、がん化学
療法に次ぐ新たな治療法として抗腫瘍
効果のある腫瘍溶解ウイルス療法
(oncolytic virus therapy)を研究してきた。がん細胞に高発現しているウロキナーゼ型プラスミ
ノーゲン活性化酵素（urokinase-type plasminogen activator：uPA）に特異的に cell 
fusion/killingを導く、組み換えセンダイウイルス rSeV/dMFct14(uPA2)(通称 BioKnife)におけ
る治療効果を in vitroおよび in vivoの同所移植ヌードマウスモデルで検討し、良好な抗腫瘍効
果を報告している  （図 1）。また申請者らは扁平上皮癌遠隔転移マウスモデルにおけるBioKnife
の抗腫瘍効果を免疫学的側面から検討し、本治療により溶解した腫瘍細胞から放出される特異
的な抗原を樹状細胞等の抗原提示細胞が認識し、キラーT細胞やヘルパーT細胞へ抗原提示する
ことによって腫瘍免疫を誘導し、遠隔腫瘍に対する抗腫瘍効果が得られることを明らかにした  
（図 2）。 
頭頸部癌治療の成績の向上、機能温存にむけた新規治療法の開発のため、既存の頭頸部癌治療法
である放射線療法、化学療法との併用療法の検討を行う方針とした。また近年 CTLA-4や PD-1
などの免疫チェックポイント分子が発見され、これらを標的とした免疫チェックポイント阻害
薬によるがん治療が注目されている。これら免疫チェックポイント阻害薬は、免疫全体を攻撃側
に傾かせる効果があるが、どの標的を攻撃すればよいかを認識する、免疫系では最も重要な部分
には作用しない。ウイルス療法は、攻撃標的を免疫系に認識させる作用をきわめて効率よく発揮
することから、両者の併用治療により相乗的に治療効果が向上する可能性が示唆される  
（Fukuhara. Cancer Science, 2016）。そこで申請者らが研究してきた BioKnifeと免疫チェッ
クポイント阻害薬を併用することでより強力な治療効果が得られる可能性があると考え検証す
る。 

 

 
２．研究の目的 
本研究は、腫瘍溶解ウイルス療法と放射線療法、化学療法、免疫チェックポイント阻害薬の併用
療法により相乗的な抗腫瘍効果が得られるという仮説を証明することを目的としている。もし
仮説が証明できれば、難治性進行癌に対する新たな集学的治療として予後向上が期待できる。ま
た早期がんの転移予防にも応用可能で、早期がんに対する低侵襲治療への応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
1) BioKnife と放射線療法、化学療法の併用療法についての検討 
①BioKnifeおよび FIR搭載BioKnifeの頭頸部癌細胞株における抗腫瘍効果の比較検討として、
我々がこれまで頭頸部癌細胞株における uPA 活性および BioKnife における抗腫瘍効果判定で
用いてきたプロトコル（各細胞株を 3×1000 cells/100μl培地 wellを 96wellに播種し、24時
間培養後に BioKnifeおよびコントロールベクターを力価により条件分けし投与、感染後 4日の
時点で Cell Couting Kitを使用し抗腫瘍効果を測定）を流用し、FIR搭載 BioKnifeにおいても
その抗腫瘍効果を検討し、BioKnifeと FIR搭載 BioKnifeとの抗腫瘍効果を比較する。 
②BioKnife、FIR搭載 BioKnifeの放射線、抗がん剤、分子標的薬との併用療法の検討として①



と同様のプロトコルで、in vitro における抗腫瘍効果を検討する。BioKnife および FIR 搭載
BioKifeを投与する直前に各種治療を行う。放射線照射群は、0 Gy～10 Gyまで条件付けを行う。
また抗がん剤は頭頸部扁平上皮癌の標準治療剤であるシスプラチンを、分子標的薬は抗 EGFR
抗体阻害剤であるセツキシマブを使用する。それぞれ濃度ごとに条件付けを行い 2 時間暴露さ
せる。 
③放射線、抗がん剤、分子標的薬抵抗株の作成として、はじめに各種治療における IC50値を測
定する。その後、IC50値の濃度のもとで継代培養し、増殖するコロニーを採取し、各種治療に
おける抵抗株を作成する。 
④FIR 搭載 BioKnifeの in vivoでの同所移植モデルの抗腫瘍効果の検討として、腫瘍移植後 3
日おきに腫瘍サイズの計測、および体重を計測し、20%の体重減少になった時点で安楽死させ生
存曲線を描き、抗腫瘍効果・予後改善効果を評価する方法を用いて、FIR搭載 BioKnifeにおけ
る同所移植モデルの抗腫瘍効果を検討する。また、組織学的検討として、ベクター投与 72時間
後に犠牲死として腫瘍を摘出し、HE染色、免疫染色を行い、FIR搭載 BioKnifeでのアポトー
シスの増強の有無を確認する。 
⑤in vivoでのヌードマウス放射線治療モデル（皮下モデル）の作成としてヌードマウス頭頸部
扁平上皮癌皮下移植モデルを用いて、移植 1週間後に腫瘍生着を確認する。その後 X線計 40Gy
を 5日間分割照射する。連日腫瘍サイズの計測、および体重を計測し、IACUC及び UKCCCR
ガイドラインに従い 20%の体重減少になった時点で安楽死させ生存曲線を描き、放射線治療の
抗腫瘍効果を評価するモデル作成を行う。 
⑥治療抵抗株における uPA活性の測定や BioKnife、FIR搭載 Bioknifeの抗腫瘍効果の検討と
して、予備実験である平成 29 年度③の項目で作成した治療抵抗株において、uPA 活性や
BioKnife、FIR搭載 BioKnifeによる抗腫瘍効果を検討する。uPA活性については、細胞培養後
48時後に ECM600, uPA activity assay kit を用いて測定する。抗腫瘍効果については、治療な
し群／治療あり群に振り分けて測定する。 
⑦頭頸部癌治療抵抗株の皮下モデルを作成し in vivoでの抗腫瘍効果の検討として、皮下移植モ
デルを作成する。各群は、頭頸部癌および治療抵抗株それぞれに対して、BioKnife、FIR 搭載
BioKnife、コントロールベクター、PBS 群に振り分ける。腫瘍径はデジタルノギスを用いて連
日測定し、腫瘍体積が 200mm&sup3;を超えた日から 3 日ごとに 3 回ウイルス、コントロール
ベクター、PBSを 29G針で腫瘍内に緩徐かつ一定圧にて注入する。20％の体重減少になった時
点で安楽死させ、生存曲線を描き、また腫瘍を摘出し、免疫染色を行い各群で検討を行う。 
⑧in vivoで放射線増感効果、放射線治療後残存癌に対する抗腫瘍効果の検討として、予備実験
で確立した実験系を用いて、頭頸部扁平上皮癌細胞株および放射線治療抵抗株と使用する。各細
胞株において①無治療コントロール、②放射線治療単独群、③BioKnife 単独群、④放射線治療
＋BioKnife群に分け腫瘍移植後より連日腫瘍径の測定、体重測定を行う。IACUC及びUKCCCR
ガイドラインに従い 20%の体重減少になった時点で安楽死させ生存曲線を描き、生存期間延長
効果についても評価する。摘出した腫瘍の病理組織学的検討、組織標本を用いた TUNEL 染色
を行いで Bioknife の治療効果、Apoptosis 誘導につき検討する。 
⑨BioKnife 治療と外科的切除、その併用における抗腫瘍効果の検討として、甲状腺未分化癌は
外科的切除が行えたとしても予後が極めて悪い疾患といわれている。そのため本検討ではすで
に申請者らが確立した甲状腺未分化癌同所移植モデルを用い、腫瘍細胞をヌードマウスへ移植
後、①無治療コントロール、②Bioknife治療群、③外科的切除群、④外科的切除+Bioknife 群の
4群に分け、治療後から連日観察を行う。原発腫瘍の腫瘍径、腫瘍再発が見られた場合の腫瘍径
を計測し、Bioknife 単独治療での抗腫瘍効果、外科手術後局所投与による再発抑制効果を検討
する。 
⑩BioKnife投与における安全性の検討として、BioKnife投与群とコントロール群で比較検討す
る。ベクターの安全性に関しては、各臓器（肝臓、腎臓、脾臓）や血液を採取し、ベクター特異
的な primerを用いて RT-PCRを行い、ベクターの体内分布を確認する。 
 
 
2) 頭頸部扁平上皮癌マウスモデルに
おける免疫チェックポイント阻害薬併
用療法の抗腫瘍効果の検討   
①申請者らは先の報告で C3H/HeN マウ
ス由来の口腔底扁平上皮癌細胞株
(SCCVII)を C3H/HeN マウス口腔底に移
植して作成する、免疫系が正常な頭頸
部扁平上皮癌マウスモデルを確立して
いる。また同じ研究で口腔底への腫瘍
移植・生着後に、体幹部へ再度腫瘍を
移植することで作成した疑似転移モデ
ルを既に確立している。BioKnife を腫
瘍に直接局所投与し、マウス PD-1 に対
する免疫チェックポイント阻害薬とし



て RMP1-14 を腹腔内投与し、各々の
単独治療群、併用治療群、control
群において腫瘍体積や生存期間、遠
隔腫瘍に対する効果について比較
検討を行う（図 4）。 
②腫瘍免疫に関与する免疫細胞を
証明するため、原発腫瘍および疑似
転移腫瘍への樹状細胞の遊走と細
胞障害性 T 細胞の浸潤を免疫組織
化学染色で組織学的に証明し、T細
胞または腫瘍細胞に発現した CTLA-
4、PD-1、PD-L1 などの免疫チェック
ポイント分子について治療前後にお
ける変化を免疫組織化学染色で評価
する。また、抗腫瘍効果をもたらす直接作用因子を検討するため、細胞障害性 T 細胞、NK 細胞
など  の免疫細胞の関与および制御性 T細胞や骨髄由来免疫抑制細胞（MDSC）などの腫瘍免疫
抑制性に働く細胞の関与を Flow cytometry や免疫組織化学染色を用いて検討する。 
 
４．研究成果 
1) BioKnife と放射線療法、化学療法の併用療法についての検討 
まず in vitro にて、二種類の頭頸部癌細胞株（HSC-3, FaDu）に対する BioKnife と放射線療法
の併用療法の検討を行った（図 5）。いずれの細胞株も放射線線量に比例して細胞生存率の低下
を認めたが、BioKnife の併用による相乗的な抗腫瘍効果は確認できなかった。同様にシスプラ
チン、セツキシマブとの併用効果についても検討したが、有意な相乗効果を確認することはでき
なかった（未提示）。その後もいくつか条件付けを変更しながら検討を重ねたが、in vitro にお
ける既存の放射線療法、化学療法との組み合わせによる併用療法の相乗的な抗腫瘍効果は示さ
れなかった。したがって、以降予定していた in vivo 実験については、十分な抗腫瘍効果の向上
は期待できないと判断し中止した。FIR 搭載 BioKnife については開発段階であり、安定したベ
クター作成が可能になった時点で検討を行う予定としている。 

 
2) サイトカイン搭載型 BioKnife の抗腫瘍効果の検討 
治療強化型 BioKnife としてマウス IFNβ(mIFNβ)を搭載した BioKnife-mIFNβについては、脳
腫瘍に対する有用性が報告されている（Hasegawa, Mol Ther. 2010）。頭頸部癌細胞株に対する
抗腫瘍効果について、in vitro で検討を行った。HSC-3-M3 細胞株に対して感染力価 10MOI で各
ベクターを感染させ、96 時間後に経口顕微鏡にて GFP 発現および細胞形態の観察を行ったとこ
ろ、BioKnife、BioKnife-mIFNβ群の両者で GFP 発現とともに融合巨細胞の形成が認められ、細
胞死を誘導していることが確認できた（図 6）。しかし力価を変動させて細胞生存率で比較した
ところ、いずれの感染力価においても従来の BioKnife のほうが BioKnife-mIFNβよりも有意に
強力な細胞傷害性を示した（図 7）。他の細胞株においても同様の実験を行ったが、従来の
BioKnife と比較した有用性を示す結果は得られなかった。 
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図 5 頭頸部癌細胞株に対する BioKnifeと放射線療法併用における抗腫瘍効果（in vitro） 

図４ BioKnife と免疫チェックポイント阻害薬併用

の in vivo実験プロトコル 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) 頭頸部扁平上皮癌マウスモデルにおける免疫チェックポイント阻害薬併用療法の抗腫瘍効果
の検討 
本検討においては宿主細胞免疫を活性化させることが求められるため、当初から in vivoにて図
4のプロトコルに従って併用効果の直接比較を行った。一次腫瘍として移植した口腔底の腫瘍に
ついては、コントロール群と比較して併用療法群が有意に強力な抗腫瘍効果を示した（図 8）。
二次腫瘍については、PD-1抗体を使用した２群において有意な差をもって強い抗腫瘍効果を示
した。しかし一連の実験においては以前の実験で示されたような BioKnife 単独による抗腫瘍効
果および抗腫瘍免疫賦活化が認められず、併用療法による相乗的な抗腫瘍効果を確認すること
はできなかった。今後、条件を変えたさらなる検討が必要である。 
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図 6 頭頸部癌細胞株(HSC-3-M3)に対する各ベクター投与 96時間後の GFP蛍光顕微鏡画像
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図 7 HSC-3-M3に対する各ベクターの抗腫瘍効果（in vitro） 
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* 

図 8 SCCVII腫瘍移植後 28日時点の一次・二次腫瘍体積の比較（*: P<0.05） 

①無治療コントロール、②PD-1抗体単独、③BioKnife単独、④PD-1抗体＋BioKnife併用 
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