
大分大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７５０１

若手研究(B)

2019～2017

髄膜腫に対する効率的ながんウイルス療法の確立

Development of the efficient oncolytic virus therapy for meningioma

００７７２９３０研究者番号：

札場　博貴（Fudaba, Hirotaka）

研究期間：

１７Ｋ１７９５９

年 月 日現在  ２   ６ １８

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：第三世代がん治療用HSV-1であるG47Δは、人為的な三重変異によって腫瘍細胞に選択
的な高いウイルス複製能をもち、また全身性抗腫瘍免疫を強力に惹起する。このG47Δを基盤としたT-hTERTは、
ウイルス複製に必要なICP6をhTERTプロモータで制御するため、宿主のリボヌクレオチドレダクターゼに依存せ
ずに複製能を維持する仕組みが施されている。緩徐に増大する髄膜腫を治療対象にした実験モデルの中で、
T-hTERTは、コントロールウイルスのT-01と比較し、10倍以上の複製能の上昇が得られ、それに伴う殺細胞効果
の上昇が観察された。

研究成果の概要（英文）：The third generation oncolytic herpes simplex virus type 1 G47Δ has 
artificial triple mutations and exhibits augmented viral replication in tumor cells, enhanced 
induction of systemic antitumor immunity and high safety features in normal tissues. In this study, 
we evaluated the therapeutic efficacy of T-hTERT, which regulate ICP6 with hTERT promotor and 
replicate without dependence on ribonucleotide reductase in host cells to meningioma experimental 
models. T-hTERT increased more than tenfold replication-competence than T-01, a control virus. In 
addition, T-hTERT showed excellent cytotoxicity on meningioma models. The results suggest that 
oncolytic virus therapy will be the new therapeutic strategy for patients with meningiomas.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： 髄膜腫　ウイルス療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて、切除不能な良性髄膜腫における、複製能を維持したがん治療用ウイルスの開発や、再発、難治
性髄膜腫における新たな治療法の開発に繋がると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
がんウイルス療法とは、正常細胞では複製せず、がん細胞でのみ複製するがん治療用ウイルス
を用いて、その直接的な殺細胞効果によりがんの治癒を図る新たな治療法である。第三世代がん
治療用 HSV-1 である G47Δ は、人為的な三重変異によって腫瘍細胞に選択的な高いウイルス複
製能をもち、また全身性抗腫瘍免疫を強力に惹起する。そのため、高い安全性を保ちつつ、強力
な抗腫瘍効果を呈する(Todo T., et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2001)。2009 年より進行性
膠芽腫患者を対象とした臨床研究が実施された結果、G47Δの脳腫瘍内投与の安全性が確認され、
治療効果も示唆された。2014 年より第二相試験が医師主導治験として開始され、症例登録が進
んでいる。膠芽腫以外の難治性がんに対しても適応拡大が期待されており、各臓器がんにおいて
も基礎研究、臨床研究が進んでいる。 
 G47Δは、HSV-1 ウイルス遺伝子の人為的三重変異が施されているが、そのうち Infected Cell 
Protein(ICP)6 遺伝子はリボヌクレオチドレダクターゼ(RR)の大サブユニットをコードし、ウイ
ルス DNA 合成の鍵となる。G47Δ では ICP6 遺伝子が不活化してあるため、正常細胞ではウイル
ス複製ができないが、腫瘍細胞では宿主細胞の RR を利用してウイルス複製が可能となる。しか
し、ウイルス複製が腫瘍細胞の RR に依存するため、緩徐に増殖する腫瘍組織においては、十分
なウイルス複製が行われず、期待される効果が得られないことが危惧される。これを克服するた
め、ICP6 遺伝子を欠失する代わりに、腫瘍特異的プロモータで ICP6 遺伝子を制御し、腫瘍細胞
に限って ICP6 遺伝子が発現するようなウイルス(T-hTERT)が開発された。 
また、髄膜腫は、WHO 分類では grade1 から grade3 に分類され、特に grade1 の良性髄膜腫は
緩徐に増大し、局所神経症状や頭蓋内圧亢進症状を呈する。硬膜を含めた全摘出により長期予後
が望めるが、頭蓋底発生の髄膜腫は硬膜を含めた摘出が困難であり、再発をきたしやすい。また、
頻度は少ないものの、悪性転化が起こりうるため、残存腫瘍に対する早期治療介入が望まれる。 
切除不能な良性髄膜腫や再発、難治性髄膜腫では、手術、放射線療法、化学療法に加える新た
な治療法の開発が急務であり、がんウイルス療法を突破口のひとつとして、本研究を開始するに
至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、悪性髄膜腫細胞株への遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス 1型(HSV-1) G47Δの治
療効果を検討する中で、細胞種によって使用するウイルスの複製能が十分得られないことを見
出した。G47Δのウイルス複製が宿主のリボヌクレオチドレダクターゼ(RR)活性に依存すること
が、緩徐に増殖する腫瘍で十分な複製能を保持できない理由と考え、G47Δを基盤に作成された、
テロメラーゼ逆転写酵素(hTERT)プロモータで複製能を維持したウイルス(T-hTERT)を研究対象
に用いることとした。 
本研究は、この T-hTERT とそのコントロールウイルスである T-01 の抗腫瘍効果を培養細胞実
験及びマウス腫瘍モデルを用いて検証する。本研究成果が、切除不能な髄膜腫に対する効率的な
がんウイルス療法の確立に結び付くことが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1). 髄膜腫細胞株の樹立と細胞生物学的評価 
 ①. 髄膜腫細胞株の樹立 
 
 がん治療用ウイルスを評価するためには、何種類かの髄膜腫細胞株を用いる必要があるが、髄
膜腫細胞株は非常に少ないので(ATCC では取り扱いなく、理研では 1 種類のみ)、当施設で確立
された手法を用いて独自に新たな髄膜腫細胞株を樹立する。手術により髄膜腫を摘出し、一部の
細胞塊から初代培養を始め、当施設で確立した手法で株化する。  
 
 ②. 髄膜腫細胞株の細胞生物学的評価 
 
 樹立細胞株の TERT や RR 発現を Western blotting で評価する。以上より細胞株それぞれの特
徴を評価し、ウイルス投与実験に用いる細胞株を選別する。 
 
(2). 髄膜腫細胞株を用いたがん治療用ウイルスの評価 
①. ウイルス複製能及び殺細胞の検証 
 
 T-hTERT と、そのコントロールウイルスである T-01 を用いて、以下の実験を進める。ウイル
スを樹立した髄膜腫細胞株に感染させ、24 時間後、48 時間後に細胞を回収する。凍結融解を繰
り返し、得られたウイルス液を Vero 細胞に感染させ、ウイルス力価の測定を行う。また、ウイ
ルスを髄膜腫細胞株に感染させ、24 時間後、48時間後、72時間後の細胞数を計測する。 



  ②. RR 発現の比較 
 ウイルスを髄膜腫細胞に感染させ、24時間後に細胞を回収し、RR発現を Western blotting で
検証する。 
 
(3) in vivo マウス腫瘍モデルの作製(皮下腫瘍および頭蓋内腫瘍モデル) 
 髄膜腫細胞株をヌードマウスの皮下や頭蓋内に移植し、腫瘍形成能を病理学的に解析する。 
 
(4) マウス腫瘍モデルを用いたがん治療用ウイルスの抗腫瘍効果の評価 
 腫瘍形成が確認できた細胞株を用いて腫瘍モデルを作製し、mock 群、T-01 投与群、T-hTERT 投
与群に分け、ウイルスの腫瘍内投与を行う。皮下腫瘍モデルについては腫瘍体積を、また頭蓋内
腫瘍モデルについては生存期間を評価し抗腫瘍効果を評価する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1). 髄膜腫細胞株の樹立と細胞生物学的評価 
 
 髄膜腫初代培養細胞株の樹立を進め、複数の接着系細胞株と、無血清培地内で sphere を形成
しながら増殖し、幹細胞性を模倣する細胞株を保存した。18 種類の 接着系細胞株のタンパクを
抽出し、Western blotting で Ribonucleotide reductase(RR)と TERT の発現の有無を確認した。
すべての細胞株は TERT の発現がみられた 一方、RRの発現量には差がみられた。RR発現の少な
い髄膜腫細胞株と、RR 発現の多い悪性髄膜腫細胞株を使用することとした。 
 
(2). 髄膜腫細胞株を用いたがん治療用ウイルスの評価 
 
リアルタイムセルアナライザーを用いてウイルスの殺細胞効果を検証した。髄膜腫細胞株に
よっては、T-01 と比較し T-hTERT では、低いウイルス価においてもより高い殺腫瘍効果が確認
できた。ウイルス複製能については、T-01 と比べ、T-hTERT は 10 倍以上の複製能の上昇を示し
た。 
 
(3) in vivo マウス腫瘍モデルの作製(皮下腫瘍および頭蓋内腫瘍モデル) 
(4) マウス腫瘍モデルを用いたがん治療用ウイルスの抗腫瘍効果の評価 
 
悪性髄膜腫細胞株をヌードマウスの皮下に移植し、腫瘍形成能を確認した。皮下腫瘍モデルに
おいて、mock 群と比較し、T-01 投与群の腫瘍抑制効果を確認できた。良性腫瘍細胞株でのマウ
スモデル作成や、T-hTERT を加えた治療比較実験は今後の課題である。 
 
 
 T-hTERT は、ウイルス複製に必要な ICP6 を hTERT プロモータで制御するため、宿主の RR活性
に依存せずに複製能を維持する仕組みが施されており、髄膜腫のような緩徐に増大する腫瘍に
おいて、複製能を保ち、強力な抗腫瘍効果を発揮する可能性が高いと思われた。これらの研究を
通じて、切除不能な良性髄膜腫における、複製能を維持したがん治療用ウイルスの開発や、再発、
難治性髄膜腫における新たな治療法の開発に繋がると考えられた。 
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