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研究成果の概要（和文）：悪性グリオーマは原発性脳腫瘍の中でも頻度が高く、その予後は依然として極めて不
良である。腫瘍溶解性ウイルスは悪性グリオーマに対する新たな治療法として期待されている。本研究では、腫
瘍溶解性ウイルスを従来の遺伝子工学的操作による手法ではなく、in vivoで継代することによって作成し、よ
り効果的な治療効果を持つ腫瘍溶解性ウイルスの開発を試みた。継代した腫瘍溶解性ウイルスは、親株と比較し
て毒性が強くなることはなく、またより強力な効果をもつ可能性が示唆された。さらにデータを積み重ねるた
め、今後も研究を継続していく。

研究成果の概要（英文）：Malignant gliomas are among the most common types of brain tumor, and the 
prognosis remains extremely poor. Oncolytic viral therapy is expected as a new treatment modality 
for malignant glioma. In this study, we tried to produce a new oncolytic virus with powerful effect 
for glioma therapy by passaging virus in vivo instead of genetically engineering. Passaged viruses 
are not more toxic, and it suggests that passaged viruses could be more effective for glioma therapy
 than parent strains. We intend to continue this study to accumulate data.

研究分野： 脳神経外科学　脳腫瘍

キーワード： グリオーママウスモデル　腫瘍溶解性ウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
他臓器の悪性腫瘍において、非常に効果的な治療法が開発されている一方で、悪性グリオーマの予後は集学的治
療を行っても、依然として極めて不良である。腫瘍溶解性ウイルスは悪性グリオーマに対する新たな治療法とし
て期待されているが、より強力な腫瘍溶解性ウイルスが開発されれば、悪性グリオーマの新規治療法として、研
究や臨床においてbreakthroughになりうる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 

脳神経外科領域の代表的疾患の一つである悪性グリオーマは、原発性脳腫瘍の中で最も頻度が
高く、また現在標準治療として行われている手術療法・化学療法・放射線療法を併用した集学的
治療を行っても、生存期間の中央値は約 1.5 年と予後は極めて不良である(Stupp et al., N Engl 
J Med. 987-96; 2005)。悪性グリオーマはこれまでにも数多くの基礎研究および臨床研究が世
界各国で積み重ねられ、また様々な治療法が試みられているがブレークスルーはなく、有効な治
療の開発が切望されている。その中でも変異型ウイルスを用いた遺伝子治療は、新規治療法の一
つとして近年注目を集めている。特に腫瘍溶解性ウイルスを用いた腫瘍溶解療法は、ウイルスが
腫瘍細胞内で選択的に増殖・溶解することができ、さらに増殖したウイルスは周囲の腫瘍組織へ
能動的に拡散し、投与した部位のみならずさらに広範囲にわたって抗腫瘍効果を発揮するため、
その治療効果に大きな期待が寄せられている。これまでにも既に、腫瘍溶解性ウイルスを開発す
るために多くの研究施設で遺伝子工学技術を用いた人工的なウイルスの遺伝子改変が行われ、
多種多様な腫瘍溶解性ウイルスが造られてきた。これらを用いた前臨床実験の報告の多くは良
好な結果を示しており、中には悪性グリオーマに対する臨床試験に進んだものもある。しかしこ
れまでに行われた臨床試験において、ウイルスを使用することによる患者への安全性は示され
たが、従来の悪性グリオーマの治療法と比較して十分な治療効果は得られていない(Kaufmann et 
al., Neuro Oncol. 334-51, 2014)。この原因として腫瘍溶解性ウイルスと患者の間にある、ウ
イルス-宿主間の相互作用や免疫機構を中心とした微小環境が影響していると考えられているが、
これについては未だほとんど何も明らかになっていない(Sanjuan et al., Curr Opin 
Virol.5250-63, 2015)。今回の研究では、これまでのような遺伝子工学的操作を用いた腫瘍溶解
性ウイルスを開発する手法とは異なり、グリオーママウスモデルを用いて腫瘍溶解性ウイルス
を in vivo で継代することにより腫瘍溶解性ウイルスに遺伝子変異が生じ、それによってより
強力な抗腫瘍効果が得られることを期待した。当研究室で使用している腫瘍溶解ウイルスをマ
ウスグリオーマモデルの腫瘍内 in vivo 環境で継代を繰り返し、その過程でマウスのウイルス
を排除しようとする環境に打ち勝ち、淘汰されなかった腫瘍溶解ウイルスを選別していく。これ
によって腫瘍溶解性ウイルスが腫瘍内に留まり、増殖してより効果を発揮できるようになり、ま
た微小環境に適合し腫瘍向性を得てより強い抗腫瘍効果を得られることも期待される。また継
代された腫瘍溶解性ウイルスは、高い確率で遺伝子変異を生じていると考えられ、その遺伝子変
異を解析することによって、これまで解明されてこなかったウイルス-宿主間の相互作用のメカ
ニズムを解明できる可能性がある。本研究によって、より抗腫瘍効果の高い腫瘍溶解性ウイルス
の開発につながり、今後の悪性脳腫瘍に対する腫瘍溶解性ウイルスの研究さらには臨床への応
用をさらに前進させることができる可能性があると考えた。 

 

２．研究の目的 

腫瘍溶解性ウイルスは、正常細胞および腫瘍細胞の両方に感染するが、腫瘍細胞内でのみ増殖し
それによって選択的に腫瘍を破壊し治療する。ウイルス自体が腫瘍細胞内で増殖することがで
きる点は他の治療モダリティーと比べて特徴的である。脳腫瘍に対しては、特に単純ヘルペスウ
イルス（HSV-1）の応用が盛んで、これまでに開発された HSV-1 由来の腫瘍溶解性ウイルスは、
ほとんどの場合、γ34.5 遺伝子の欠失により、正常細胞内の二本鎖 RNA 依存性プロテインキナ
ーゼに拮抗できなくなり、正常細胞内ではウイルスタンパクが合成できなくなっている。また、
ICP6 遺伝子を欠失しているため、ウイルスがチミジンキナーゼやリボヌクレオチド還元酵素を
正常細胞内では活性化できなくなっており、正常細胞内では複製が出来ず、これらの活性が上昇
している腫瘍内でのみウイルス複製が可能となっている(Todo et al., PNAS. 6396-6401, 2001)。
本研究ではこれらのような遺伝子操作を行わず、in vivo 腫瘍微小環境での継代によるセレクシ
ョンによっての腫瘍溶解性ウイルスの改変を期待しており、これは今までには行われてこなか
ったアプローチ方法である。本研究によって、これまでにわかっている腫瘍溶解性ウイルスの遺
伝子の知識の蓄積や従来の遺伝子工学の技術の限界を超えた、より効果的なグリオーマ治療に
適する腫瘍溶解性ウイルスを開発することを目標とした。本研究によって、腫瘍溶解性ウイルス
をさらに効果的な治療オプションに発展させることが目的である。 

 

３．研究の方法 

（１）腫瘍溶解性ウイルスをマウスグリオーマモデルで継代する。 
（２）今回の研究でのマウス脳腫瘍モデルの作成および腫瘍溶解性ウイルスの継代と並行し
て、腫瘍溶解性ウイルスと分子標的薬である Bevacizumab との併用による治療実験を行う。 
（３）腫瘍溶解性ウイルスの継代株と親株の毒性試験を行う。 
（４）継代株の in vivo/in vitro 環境での、親株と比較しての抗腫瘍効果について検討する。 



（５）継代株および親株の、in vivo 環境での免疫応答を検討する。 
（６）腫瘍溶解性ウイルスの継代株と親株での遺伝子変異を検索、検討する。 

 

４．研究成果 

（１）ヌードマウス（Balbc nu/nu）に U87d-EGFR グリオーマ細胞株を、野生型マウス（C57BL6）

に GL261 グリオーマ細胞株を移植し、マウス脳腫瘍モデルを作成した。腫瘍溶解性ウイルスは当

科が所有する、単純ヘルペスウイルスを遺伝子操作して作成した腫瘍溶解性ウイルスを、マウス

脳腫瘍モデル（U87d-EGFR）の腫瘍内に注入し、そこで増殖したウイルスを採取して別の新たな

マウス脳腫瘍モデルの腫瘍内に注入することによる継代を繰り返し、腫瘍溶解性ウイルスの継

代株を作成した。GL261 グリオーマ細胞株を野生型マウス（C57BL6）に移植したマウス脳腫瘍モ

デルにおいても同様に継代を試みたが、こちらの脳腫瘍モデルでは、ウイルスが十分に増殖せず、

継代をすすめることは難しかった。 

（２）分子標的薬 Bevacizumab ならびに今回の研究に用いている腫瘍溶解性ウイルスとを併用

し、U87d-EGFR グリオーマ細胞株と患者由来のグリオーマ細胞株（MGG23）に対する治療効果を

検討する実験を、in vitro ならびに in vivo で行った。In vitro では Bevacizumab 単独投与に

より腫瘍の浸潤性が増加したが、腫瘍溶解性ウイルスにより有意に抑制された。また in vivo で

も、Bevacizumab 単独での治療ではグリオーマ細胞の浸潤が強くなったが、腫瘍溶解性ウイルス

の併用により抑制された。また Bevacizumab 単独もしくは腫瘍溶解性ウイルス単独で治療した

群と比較して、両者を併用した群では明らかに全生存期間が延長していた。 (Tomita et al., 

Mol Cancer Ther.1418-1429, 2019) 

（３）腫瘍溶解性ウイルス継代株の評価について、継代する前のウイルス株と継代株の毒性に差

異があるか検討した。健常なヌードマウスの脳内に、継代する前のウイルスと継代したウイルス

を注入した２群で生存期間を観察したところ、両群において生存期間に有意差はみられなかっ

た。継代前のウイルスも遺伝子操作により弱毒化しているが、継代したウイルスもその性質は維

持していると考えられた。 

（４）継代する前のウイルスと継代したウイルスの抗腫瘍効果を比較するため、in vitro およ

び in vivo での比較検討を行った。In vivo では、マウス脳腫瘍モデル（U87d-EGFR）を継代前

のウイルスと継代株の両方で治療したが、コントロール群と比較し両者とも有意に生存期間が

延長したが、治療群間の生存期間には有意差はみられなかった。殺細胞効果を検討したところ、

継代したウイルスの方がグリオーマ細胞株（U8d-EGGR, U251 グリオーマ細胞株）に対して、強

い殺細胞効果が得られる傾向にあった。 

上記（４）については追試を行い、データの追加を検討している。（５）と（６）についてはこ

れまでならびに今後の追加実験のデータをもとに解析を進めていく。 
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