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研究成果の概要（和文）：　本研究は、頭頸部がんの治療成績の向上のためウイルスゲノム中にJak/Stat経路の
抑制性制御因子SOCS1を発現するように遺伝子改変した腫瘍溶解性ウイルスHF10と免疫チェックポイント阻害剤
の組み合わせによる新規治療法の開発を目的とした。外来遺伝子カセットベクターを構築し、HF10ゲノムとの相
同組換えによりSOCS1遺伝子が組み込まれたHF10-SOCS1の作成に成功した。マウス扁平上皮癌SCC7の両側側腹部
腫瘍に対するHF10-SOCS1と免疫チェックポイント阻害剤との併用効果を検討したところ、両側の腫瘍に対して
HF10より強い抗腫瘍効果を示した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop new treatments by combining 
oncolytic virus HF10 that was genetically modified to express the inhibitory regulator SOCS1 of the 
Jak / Stat pathway in the viral genome and the immune checkpoint inhibitor to improve treatment 
outcome for head and neck cancer. A foreign gene cassette vector was constructed, and we succeeded 
in creating HF10-SOCS1 into which the regulatory SOCS1 gene was integrated by homologous 
recombination with the HF10 genome. We examined the combined effect of HF10-SOCS1 and immune 
checkpoint inhibitors on bilateral flank tumors of mouse squamous cell carcinoma SCC7 cell line and 
showed a stronger antitumor effect than HF10 on both tumors.

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
　本研究では、HF10-SOCS1 の感染と免疫チェックポイント阻害剤の投与により癌免疫抑制環境が改善され、癌
抗原特異的T 細胞が腫瘍に強く浸潤し、体内のT細胞の機能も長く維持される事が期待される。本研究によって
得られた結果はウイルス療法の新たな展開だけでなく、免疫細胞療法分野にも新しい知見を提供し、外科的切除
のみでは治癒不可能な多くの癌患者さんの生命予後に寄与する可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
腫瘍溶解性単純ヘルペスウイルス

HF10 は腫瘍内で増殖し癌細胞を破壊す
る作用とともに、In situ Vaccination 
として癌抗原認識を明確化し、免疫提示
細胞の働きを賦活化する事で、遠隔転移
腫瘍も抑制する(図１)。一方、癌を攻撃
する CTL の働きを癌細胞の PD-L1 が減
弱する事を阻止する免疫チェックポイ
ント阻害剤は単独でも各種癌腫にその
効果が示され、今後はさらに高い効果を
示すために併用療法での使用が期待されている。 
SOCS1 は Jak/Stat 経路の負の抑制性制御因子である。咽頭扁平上皮癌の発達過程において、

Jak/Stat 経路の SOCS1 の発現が抑制されており、ヒト喉頭癌細胞 Hep-2 を用いた機能解析では
SOCS1 の高発現により、STAT3 の発現が抑制され、Hep-2 細胞の増殖、転移、浸潤が阻害され
るとの報告がある。そこで、SOCS1 遺伝子を HF10 に導入し、腫瘍に投与することでウイルスに
遺伝子導入した SOCS1 を腫瘍内に高発現させ、腫瘍の成長、転移、浸潤を抑制する。さらに、
SOCS1 は Jak/Stat 経路の負の制御により IFN ガンマの発現を抑えることから、SOCS1 遺伝子を
導入した HF10(HF10-SOCS1)が感染、増殖した腫瘍の微小環境中では IFN ガンマが減少する。こ
れにより、腫瘍細胞における PD-L1 の発現が抑制され、腫瘍に浸潤した抗原特異的 T 細胞の細
胞障害活性を失うことなく発揮させるという着想が本研究の根幹となっている。 

 
２．研究の目的 
 従来の頭頸部がんにおける治療の主体は手術と放射線療法であったが、近年になり化学療法、
免疫療法を合わせた集学的治療が行われてきている。本研究は、治療成績の向上のためウイル
スゲノム中にSOCS1を発現するように遺伝子改変した腫瘍溶解性ウイルスHF10と免疫チェック
ポイント阻害剤の組み合わせによる新規治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)  HF10ゲノムのUL遺伝子特定領域はフレームシフト変異のため機能していないことから、
この遺伝子座に SOCS1 遺伝子を導入することを計画した。SOCS1 遺伝子は CMV プロモーターに
より発現を制御し、IRES を介して蛍光色も発現するようにした。CMV promoter derived 外来
遺伝子カセットの両端に各500塩基ずつUL遺伝子特定領域と同じ塩基配列を配したプラスミド
を構築した。 
 
(2) このプラスミドを HF10 ゲノムと共に Vero 細胞にトランスフェクションし、相同組換えに
より SOCS1 遺伝子が組み込まれた HF10-SOCS1 を作成した。HF10-SOCS1 から SOCS1 の産生を確
認するため、HF10 ならびに HF10-SOCS1 を 1 MOI で Vero 細胞に感染させ、1日後に細胞を回収
し、ウエスタンブロット法にて SOCS1 の産生を測定した。 
 
(3) HF10-SOCS1 感染細胞において、IFN ガンマシグナルが抑制されるか検討した。マウス扁平
上皮癌 SCC7 細胞に HF10 ならびに HF10-SOCS1 を 1 MOI で感染させ、24 時間後に IFN ガンマを
添加した。12時間後にSCC7細胞表面上のPD-L1の発現をフローサイトメーターにより調べた。 
 
(4) マウスの皮下に作成したSCC7腫瘍に対するHF10-SOCS1と免疫チェックポイント阻害剤と
の併用効果を検討した。2 mm 角に細切した腫瘍を C3H マウスの皮下に 2 個移植した(両側側腹
部移植モデル)。腫瘍の大きさが 100 立方 mm に達した時点で群分けを行い、投与を開始した。
HF10 および HF10-SOCS1 5x10^5 pfu を腫瘍内に 3日毎に 3 回（Day 0、3、6）、抗 PD-L1 抗体ま
たは抗 CTLA4 抗体は 3日毎に 2 回（Day 3、6）腹腔内投与した。投与腫瘍ならびに非投与腫瘍
サイズから抗腫瘍効果を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)  CMV プロモーターにより
SOCS1 遺伝子発現を制御し、IRES
を介して蛍光遺伝子も発現する
ようにした外来遺伝子カセット
の両端に UL 遺伝子特定領域と同
じ塩基配列を配したカセットベ
クターを構築した。（図 2）。 
 
(2) SOCS1 遺伝子が UL遺伝子特
定 領 域 に 組 み 込 ま れ た
HF10-SOCS1 を作成することがで



きた。HF10-SOCS1 から SOCS1 の産生を確認するため、
HF10 ならびに HF10-SOCS1 を Vero 細胞に感染させ、ウ
エスタンブロット法にて SOCS1 の産生を測定した。そ
の結果、HF10-SOCS1 感染細胞において SOCS1 の過剰産
生が確認できた(図 3)。 
 
(3) SOCS1は IFNガンマシグナルを抑制することが知
られていることから、HF10-SOCS1 感染 SCC7 細胞にお
いて、IFN ガンマ処理後の PD-L1 の発現が抑制される
かを検討した。その結果、親株 HF10 は IFN ガンマによ
り発現誘導される PD-L1 産生を抑制しなかったが、
HF10-SOCS1 は明らかに PD-L1 産生を抑制した(図 4)。 
 
 (4) HF10-SOCS1 と免疫チェック
ポイント阻害剤との併用は、HF10
単剤よりもより強く遠隔転移腫瘍
に対して抗腫瘍抑制効果を示す事
が期待される。そこで、SCC7 のマウ
ス 両 側 側 腹 部 腫 瘍 に 対 す る
HF10-SOCS1 と免疫チェックポイン
ト阻害剤との併用効果を検討した。
HF10 および HF10-SOCS1 と抗 PD-L1
抗体の併用効果を検討した結果、投
与ならびに非投与両方の腫瘍にお
いて HF10-SOCS1/抗 PD-L1 抗体併用
群＞ HF10-SOCS1 ＝ HF10/抗 PD-L1
抗体併用群＞ HF10 の順で抗腫瘍効
果が確認できた(図 5)。また、HF10
および HF10-SOCS1 と抗 CTLA4 抗体の併用効果を検討した結果、投与ならびに非投与両方の腫瘍
においてHF10-SOCS1/抗 CTLA4抗体併用群＞ HF10-SOCS1 ＝ HF10/抗 CTLA4抗体併用群＞ HF10
の順で抗腫瘍効果が確認できた(図 6)。 



 
(考察) HF10 の UL 特定領域に外来遺伝子である SOCS1 を導入することにより、SOCS1 の産生な
らびに SOCS1 の機能を確認することができ、HF10 への外来遺伝子の導入に成功した。本研究で
用いた方法は、SOCS1 以外の他の外来遺伝子の導入にも応用することができる。このことは適
した修飾を加えることにより抗腫瘍効果が増強した次世代腫瘍溶解性ウイルス創出の可能性を
示唆する。今後、HF10 に新たな遺伝子改変を行い、親株 HF10 の抗腫瘍効果を上回るウイルス
を作製する予定である 
 HF10-SOCS1 は親株 HF10 より強い抗腫瘍効果を示し、さらに免疫チェックポイント阻害剤と
のより強い併用効果を示すことが明らかになった。HF10-SOCS1 は IFN ガンマによる PD-L1 発現
誘導を in vitro において抑制した。HF10-SOCS1 の in vivo における抗 PD-L1 抗体との併用に
より抗腫瘍効果が増強したことから、in vivo においても PD-L1 の発現を減弱させることによ
り、より少量の抗 PD-L1 抗体でも PD-1―PD-L1 結合を阻害した可能性が考えられる。今後、in 
vivo における HF10-SOCS1 による PD-L1 の発現抑制効果を検討する。HF10-SOCS1 が in vivo に
おいても PD-L1 の発現を抑制するのであれば、抗 PD-1 抗体との併用効果も期待できる。 
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