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研究成果の概要： 

悪性脳腫瘍に対する新たな治療法としてウイルス治療が注目されている。共同研究

者の藤堂らが開発した増殖型単純ヘルペスウイルスは、腫瘍細胞内で特異的なウイル

ス複製が得られるよう工夫されていて直接的な殺細胞効果を持つが、同時に抗腫瘍免

疫も惹起させることが基礎研究などで確認されている。本研究では、この抗腫瘍免疫

効果をより効率よく発揮させる方法の一つとして増殖型単純ヘルペスウイルスを用

いた樹状細胞療法の開発を目的とした。方法としては、A/J マウス(5 週齢：雌)に同

種同系の neuroblastoma 細胞株Ｎ18 の皮下腫瘍モデルを用いて抗腫瘍効果を検討し

た。まず、A/J マウスの骨髄細胞から樹状細胞を誘導し、次に予め培養しておいた N18

腫瘍細胞に増殖型単純ヘルペスウイルスを感染させ、これを処理したものを樹状細胞

にパルスして、8mm 大になった皮下腫瘍 (腫瘍接種後 5 日目)近傍の皮下に接種する

ことにより腫瘍体積の経時的な変化を比較検討した。その結果、増殖型単純ヘルペス

ウイルスを投与した群ではコントロール群より腫瘍を抑制する傾向があったが、N18

の腫瘍抽出蛋白をパルスしただけでも強い抗腫瘍効果が認められた。尐量のウイルス

を腫瘍細胞に感染させただけでも、樹状細胞にパルスする前に腫瘍関連抗原が破壊さ

れていたためではないかと考えられた。今後は、腫瘍細胞の近傍に樹状細胞とウイル

スを分けて投与する系で検討していく予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
膠芽腫などの悪性脳腫瘍では、手術、放射

線治療、化学療法がおこなわれているが治療
成績は満足できるものではない。樹状細胞療
法を代表とする免疫療法が以前より検討さ
れているが、樹状細胞療法では、腫瘍関連抗
原を用いてＴ細胞を免疫することに主眼が
置かれてきた。しかし、悪性脳腫瘍の腫瘍関
連抗原はその抗原性が極めて微弱であり、そ
の腫瘍関連抗原の発現量や発現状態が十分
でないため、樹状細胞などの APC(antigen 
presenting cell)が十分に抗原を提示できて
いない可能性が指摘されていた。また、単な
る腫瘍関連抗原の刺激だけでは十分な抗腫
瘍効果が成立せず、副刺激受容体 CD28 分子
からのシグナルが乏しいため、かえって免疫
寛容が誘導されてしまい、一時的に抗腫瘍効
果が得られても、その効果が持続しなかった
と考えられる。そのため現在では、腫瘍抗原
と共に腫瘍細胞修飾抗原を樹状細胞に提示
させる improved active tumor immunization
の試みが行われている。 
近年、新たな治療法として共同研究者の藤

堂らが開発したウイルス療法に注目が集ま
っている。これまでにもその抗原性を高める
ため、多くの化学物質が腫瘍細胞修飾抗原と
して用いられてきたが、ウイルス治療では、
ウイルス自体による殺腫瘍細胞効果のほか、
腫瘍のアポトーシスを誘導して腫瘍細胞修
飾抗原を誘導するため、抗腫瘍免疫を惹起す
ることが期待されている。以上より、増殖型
単純ヘルペスウイルスを用いた樹状細胞療
法を開発することができれば、ウイルス治療
による抗腫瘍免疫効作用を効果的に増強で
きると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では脳腫瘍株を用いた皮下腫瘍モ

デルを作成し、増殖型単純ヘルペスウイル
スを用いた樹状細胞療法の開発を目的
とした。従来の腫瘍抗原をパルスする樹状
細胞療法とも比較し、ウイルスによる抗腫瘍
免疫作用の相乗効果の有無について検討し
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) N18 培養 
 A/J マウスの Neuroblastoma 細胞株である
Ｎ18 の皮下腫瘍モデル作成のため、まず N18
を培養した。N18 細胞株は、A/J マウスの
neuroblastoma C1300 に由来する細胞株であ
る。 

 
(2)骨髄細胞の採取と樹状細胞の誘導 
5 週齢の A/J マウス（雌）大腿骨より骨髄細

胞を採取し、G-CSF および IL-4 で 1 週間培養
して、樹状細胞を誘導した（図 1）。 
 
      図 1 樹状細胞 

 

 
(3)皮下腫瘍モデルの作成 
培養した N18 を A/J マウスの背部に皮下注

射し皮下腫瘍モデルを作成した。 
 

(4)樹状細胞の確認 
フローサイトメトリー（ＦＡＣＳ）により

CD11c および CD86 の陽性細胞を検討し、樹状
細胞が誘導されていることを確認した。 
 

(5)比較実験 
N18 皮下腫瘍がおよそ 8mm 大に成長し

た時点(皮下に腫瘍を接種後 5 日目)で、
以下の 3群に分けて腫瘍近傍の皮下にそ
れぞれ 4×105 DC cells/200μl を接種し
て、腫瘍体積の変化を比較した。 
T-01 群(n=8)：N18 腫瘍細胞に予め増殖

型単純ウイルス(T-01)を感染させ処理
したものを樹状細胞にパルスした群。   
N18 群(n=8)：N18 腫瘍細胞から Freeze 

and thawing method により腫瘍蛋白を抽
出し、樹状細胞にパルスした群。 
PBS 群（コントロール群）(n=8):樹状細

胞に PBS（培養液）のみを加えたコント
ロール群。 
 

(6)統計解析 
2 元配置の分散分析（Two-way repeated 

measures ANOVA）を行った。交互作用を認め
た場合は、Bonferroni による下位検定を追加
し多重比較を行った。 
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４．研究成果 

 

 

図 2  皮下腫瘍の体積変化 

 
 

図 2 に A/J マウスに同種同系の N18 細

胞株の皮下腫瘍モデルを作成し、N18 群

および T-01 群、PBS 群の 3 群に分け、経

時的な腫瘍体積の変化を比較検討した

結果を示す。今回、2 元配置の分散分析で

は Mauchlyの球面性の検定において、球面

性の仮定が成り立たなかったため、

Huynh-Feldt の epsilon 0.249 を用いて被

験者内効果の検定の有意確率を修正してい

る。その結果、被験者内効果の検定で有意

となり(p=0.001)、時間と治療群との間に交

互作用が存在することが判明した。そのた

め Bonferroni による下位検定を行った。そ

れによると、PBS 群と N18 群との間の腫瘍

体積の平均差に有意な差が認められた

（p=0.022, 平均の差: 95%CI, 104.7－

1588.4)。一方、N18 群と T-01 群の腫瘍体

積の平均差には有意な差は認められなかっ

た (p=0.532 平均の差: 95%CI, -320.7－

1067.2), partial η2=0.284）。 
なお、本治療の経過においてマウスの

体重変化はなく、重篤な有害事象も認め

なかった。 

今回、腫瘍関連抗原を含む N18 の抽出

蛋白を樹状細胞にパルスしただけでも

強い抗腫瘍効果が惹起されることが確

認されたが、増殖型単純ウイルスを感染

させた後に樹状細胞にパルスした T-01

群では PBS 群より腫瘍の増大を抑制する

傾向はあるものの、N18 群ほどの抗腫瘍

効果は認められなかった。 

その理由としては、培養した N18 腫瘍

細胞にわずかな T-01 ウイルスを感染さ

せただけで腫瘍細胞が死滅し、腫瘍関連

抗原も消失してしまったことが考えら

れる。 

皮下腫瘍モデルに増殖型単純ウイル

ス T-01 を皮下腫瘍内に単独投与する系

では、ウイルスの投与量の増加に応じて

抗腫瘍効果が増大することが既に確認

されている。しかし、今回の系では T-01

の殺細胞効果が強いために、in vitro

で N18 細胞と T-01 が共存する状況を作

ることが困難であった。今後は、皮下腫

瘍の近傍に T-01 と樹状細胞を同時に接

種する系で、さらに検討していく予定で

ある。 
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