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研究成果の概要（和文）：腫瘍溶解ウイルス感染細胞を癌抗原とするワクチン研究を行った。ウイルス感染10時間では
ウイルス感染細胞（CT26：1万個）は全て腫瘍を形成したが、24時間では腫瘍を形成しなかった。CT26再接種で50％の
マウスが腫瘍を拒絶、ウイルス未感染のCT26でも25%で腫瘍を拒絶した。次に細胞数10万個、ワクチン回数2回、CCL21
併用で検討した。ウイルス未感染細胞では100％腫瘍が出来たが、MOI1000ウイルス感染細胞では23％に腫瘍を形成する
一方、31％で腫瘍が拒絶された。これはCCL21での17％より高かった。これらの結果からMOI1000ウイルス感染細胞は癌
抗原を発現していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We considered cancer vaccine using cancer cells infected with oncolytic virus as c
ancer antigen. At first, we assessed the duration of oncolytic virus infection with 104 mouse rectal cance
r cells, CT26. The infection time of 24h, not 10h of oncolytic virus with MOI1000 was sufficient for compl
ete inhibition of tumor growth when 104 of untreated CT26 cells were subsequently inoculated. 50% of mice 
vaccinated by CT26 cells infected with MOI1000 of oncolytic virus rejected subsequently inoculated CT26 ce
lls, although 25% of mice without vaccination rejected subsequently inoculated CT26 cells. When 105 of CT2
6 cells were used for vaccination, 31% of mice vaccinated by CT26 cells infected with MOI1000 of oncolytic
 virus or 17% of mice vaccinated by CCL21 protein rejected subsequently inoculated CT26, respectively. All
 the mice without vaccination bore tumors. These results indicate CT26 cells infected with oncolytic virus
 are immunogenic to induce immune response to against CT26 cells.  
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１． 研究開始当初の背景 

腫瘍溶解ウイルスを用いた遺伝子治療は、腫

瘍細胞特異的に増殖し腫瘍細胞を次々と溶解

するという素晴らしい発想で、臨床応用が非

常に期待されていた。しかし実施された臨床

試験では、安全性は確認されたものの十分な

治療効果は得られなかった。これは人体にお

いてはウイルスに対する高度な防御システム

により癌細胞における感染、増殖が阻止され

ることが大きい。 

一方、癌ワクチンにおいては腫瘍細胞全て

に遺伝子導入をする必要は無く、遺伝子導入

効率は必ずしも高い必要は無い。ウイルス感

染細胞による癌関連抗原提示は免疫反応を強

く誘導する可能性があることから、腫瘍溶解

アデノウイルスを腫瘍免疫の増強に用いる癌

ワクチン療法は新しい治療法として非常に期

待出来ると考えられた。更にウイルスを用い

た遺伝子治療に GM-CSF,IL-12 などのサイト

カインを併用することで抗腫瘍効果が増強す

ることが示されており、ケモカイ CCL21 が

CCR7 を発現する成熟樹状細胞、ナイーブ T細

胞を誘導するケモカインであることからアジ

ュバントとして用いることでワクチン効果が

増強出来ると考えた。 

 

２．研究の目的 

ケモカイン CCL21 をアジュバントとして用

い、腫瘍溶解アデノウイルスに感染した癌細

胞を癌ワクチンの抗原と考える新しい癌ワク

チン療法の開発。 

 

３． 研究の方法 

(1) in vitro 

腫瘍溶解アデノウイルスのマウス大腸癌細胞

CT26, CMT93 に対する in vitro での細胞傷害

活性をクリスタルバイオレット法及びアラマ

ーブルー法を用いて評価。また本ウイルスベ

クターには、GFP 発現遺伝子が挿入されてお

り、これを用いてウイルス感染効率と伝播効

率も評価。 

(2) in vivo 実験 

マウス CMT93 細胞は１千万個を皮下投与し

ても BL6 マウスに皮下腫瘍を形成しなかった

ため、vitro の実験結果では、腫瘍溶解アデ

ノウイルスで同様の抗腫瘍効果が見られた

CT26 細胞を動物実験で用いた。CT26 細胞に腫

瘍溶解アデノウイルスを感染させた細胞を抗

原と考え、マウスに皮下投与した。アジュバ

ントとしてマウス CCL21 組み換え蛋白を

0.5µg をワクチ１日前にワクチン予定部位に

投与し、ウイルス感染はMOIを0,10,100,1000

で比較した。細胞数は 1万個／10 万個、ワク

チン回数は 1 回／2 回で検討した。ワクチン

終了 1－2週間後にワクチン部位と反対側（背

部）にワクチン時と同数の CT26 細胞（未処理）

を接種し、腫瘍形成の有無を確認した。 

 

4．研究成果 

まずマウス大腸癌細胞 CT26、CMT93 に対する

抗腫瘍効果を in vitro で検討した。MOI 

(Multiplicity of infection) 100、MOI 1000

で細胞にウイルスを感染させると、7 日後に

は増殖型のウイルスでは MOI が 100～1000 で

強い増殖抑制作用を示したが、非増殖型のウ

イルスでは増殖抑制作用は認めなかった。ま

たヒト正常細胞に対しては細胞傷害性が見ら

れなかった。 

881：腫瘍溶解アデノウイルス（本研究動物実

験で使用） 

883：腫瘍溶解アデノウイルス（ファイバー改

変型） 

884:非増殖型アデノウイルス 

885:非増殖型アデノウイルス（ファイバー改

変型） 

細胞実験でMOIが100以上でないと細胞傷害

性が十分得られなかったため（ウイルスがヒ

トを宿主とするため、ヒト細胞には感染する

がマウスには感染し難いため）、マウスに腫瘍

形成させてから腫瘍溶解アデノウイルスを投

与しても抗腫瘍効果が低いことが予想された。 



 

そのため腫瘍溶解アデノウイルスを in 

vitroで十分に感染させたCT26細胞をマウス

皮下に接種し、抗腫瘍効果が誘導出来るか検

討した。ウイルス感染 10 時間で、CT26 を 1

万個皮下接種すると MOI 10, MOI 100, MOI 

1000 全てで MOI ゼロ（ウイルス感染なし）と

同様に腫瘍が生着した。ウイルス感染時間を

24 時間にすると CT26 を 1 万個皮下接種して

もMOI 1000では皮下腫瘍が出来なかった（0/8、

MOI ゼロでも 25%(2/8)が皮下腫瘍出来ず）。 

抗腫瘍免疫を確認するために再度 CT26 を 1

万個皮下接種すると 50％のマウスで腫瘍生

着が拒絶されたが、MOI ゼロで最初に腫瘍が

出来なかった 2匹とも腫瘍生着が拒絶された。

抗腫瘍免疫の増強を期待して CT26 を 10 万個

に増量し、CCL21 と併用、ワクチンは 2 回行

い、その後 CT26 を再度接種し抗腫瘍免疫を検

討した。その結果 CT26 のみを接種した場合は

全てのマウスで腫瘍が生着(12/12)した。

CCL21 のみでワクチンした場合、CCL21-MOI 

ゼロでワクチンした場合はどちらも 17％

(1/6)に腫瘍が生着しなかった。MOI 1000 で

ワクチンした場合は単独で 33%(2/6)、CCL21

との併用(CCL21-MOI 1000)では 29%(2/7)に腫

瘍が生着しなかった。ワクチン段階で腫瘍が

出来なかったもので、その後の腫瘍細胞の再

チャレンジで腫瘍が出来なかったものは

CCL21単独, CCL21-MOI ゼロで100%(それぞれ

1/1)、MOI 1000, CCL21-MOI 1000 で 40%(それ

ぞれ 2/5)であり MOI 1000 のウイルス感染

CT26 細胞は必ずしも十分な抗原として働い

ておらず、更なるワクチン療法の改良（ウイ

ルス感染時に、Immunogenic cell death を誘

導する薬剤の併用など）が必要と考えられた。 
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