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研究成果の概要（和文）：HVJ-Eの抗腫瘍作用はRIG-I/MAVS経路が担っている。その下流分子の中でHVJ-Eの抗腫
瘍作用を決める分子の同定を行いIRF7であることを明らかにした。HVJ-Eを投与された治験患者の腫瘍組織のRNA
 seq.により、投与1ヵ月後でもT細胞の活性化マーカーとともにT細胞抑制マーカーの発現も上昇していた。免疫
チェックポイント阻害抗体抵抗性になった患者の腫瘍サンプルを移植してPDXマウスを作成した。HVJ-Eの腫瘍内
投与により、、有意な腫瘍抑制を認めた。このことは、HVJ-Eと抗PD-1抗体の併用が抗腫瘍効果を増強できるこ
とを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The anti-tumor activity of Sendai virus envelope (HVJ-E) is dependent of 
RIG-I and MAVS signaling pathway, which induces anti-tumor immunity and cancer-selective cell death.
 We identified IRF7 plays a pivotal role for HVJ-E-activated anti-tumor activity. RNA seq. analysis 
was performed to elucidate gene expression pattern in melanoma samples isolated from HVJ-E-treated 
patients. Both T cell activation and exhaustion markers were up-regulated. Then, we obtained 
melanoma tissue derived from metastatic lymph node of patients resistant to anti-PD-1 therapy. PDX 
mice were constructed and treated with HVJ-E by intratumoral injection. Tumors were significantly 
suppressed by the treatment. These results suggest that combination of HVJ-E with anti-PD-1 antibody
 will provide more effective cancer therapy to cancer patients.

研究分野： 腫瘍治療学

キーワード： 抗腫瘍免疫　がん

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来自然免疫を活性化する1つの経路を担う分子として研究されてきたRIG-Iであるが、我々は癌細胞選択的細胞
死を起こすシグナルとして発見し注目してきた。今後はRIG-Iシグナルに焦点をあて癌細胞に特徴的なクロマチ
ン構造変化やその原因究明の研究が進むことが期待され、癌細胞特異的なクロマチン構造変化を起こし細胞死を
誘導できる分子機構の究明につながり、癌細胞の新たな特性を明らかにできる。本研究成果をもとにさらに研究
が発展すれば、癌の予防や治療に貢献する新規標的分子の同定を可能にし、正常組織に影響を与えることなく癌
を駆逐できる理想の癌治療法を提供できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
癌治療の分野は、最近飛躍的な進歩を遂げている。１つは免疫チェックポイント阻害抗

体による治療が次々と奏功し、それによって腫瘍免疫の理解が進み、癌における免疫寛容

を打破する治療法の重要性に注目が集まっている。また腫瘍溶解ウイルスの有効性も認め

られ、GM-CSF 遺伝子を乗せた腫瘍溶解ヘルペスウイルス(T-Vec)は欧米で癌治療薬とし

て最近承認された状況である。しかし免疫チェックポイント阻害抗体に抵抗性の癌をどう

克服するのか、癌の形成や再発をおこす源となる癌幹細胞とみなされる集団をどのように

制御するのかは、現在の癌治療の最大の課題である。 

一方、我々が開発を進めてきた不活性化 Sendai virus (HVJ-E)はその粒子自体が抗腫瘍作

用を有し、それは抗腫瘍免疫の活性化、と、癌細胞選択的な細胞死誘導であることが報告

されてきた（Cancer Res. 2007, 2014, Clinical Cancer Res. 2012）。臨床用製剤(凍結乾燥製剤)

の完成、非臨床試験の完了を基に、メラノーマと去勢抵抗性再燃性前立腺癌では臨床研究

を経て医師主導治験に入っており、その臨床データからも、２つの抗腫瘍作用が検証され

つつある。 

HVJ-E の主たる抗腫瘍作用は抗腫瘍免疫の活性化と癌選択的な細胞死誘導作用であること

が解明されている。粒子内に含まれるウイルス RNA 断片が細胞質内 RNA 受容体の

RIG-I(retinoic acid-inducible protein-I)で認識され、RNA/RIG-I complex がミトコンドリア上

の MAVS(mitochondria anti-viral signaling protein)に働いて多量体を形成させ、周囲のリン酸

化酵素を活性化して、IRF(interferon regulatory factor)3,7 などの転写因子の核移行を促す。

この経路により樹状細胞やマクロファージなどの免疫細胞からは、サイトカインとして

interferon(IFN)-β, IFN-γ, interleukin (IL)-6やケモカインとしてCCL2,3,5, CXCL10が誘導され、

NK 細胞や CD4+, CD8+T 細胞の浸潤を促すとともにそれらを活性化する。また樹状細胞の

抗原提示能、マクロファージの抗腫瘍性を強化させる。さらに IL-6 により制御性 T 細胞の

機能を抑制する(Cancer Res. 2007, etc)。一方、癌細胞ではこの経路により TRAIL, Noxa な

どのアポトーシス誘導遺伝子が癌細胞選択的に発現する(これら遺伝子のエンハンサーと

して機能する特定部位に癌細胞でのみ脱メチル化を認める；unpublished data)ことにより癌

細胞選択的細胞死を誘導する(Clin. Cancer Res. 2012)。このように HVJ-E は RIG-I/MAVS 経

路を活性化できる RNA delivery system と考えることができる。ちなみに RIG-I/MAVS 経路

の活性化に必要なHVJ-EのゲノムRNA断片の構造も我々の研究室で最近明らかになった。 

 

２．研究の目的 

我々は、不活性化Sendai virus粒子(HVJ-envelope; HVJ-E)自体に抗腫瘍免疫活性化能と癌選択

的な細胞死誘導作用を見出し、現在医師主導治験が実施されている。その主たる作用機構

は、HVJ-E含有のウイルスRNA断片が細胞質内RNA受容体RIG-Iに認識されMAVSを経て

IRF3,7等の転写因子を活性化することによる。一方RIG-IおよびMAVS経路は癌幹細胞に優

先的な細胞死を誘導し、免疫チェックポイント阻害抗体と相乗的に癌免疫を活性化するこ

とが示唆されている。本研究では、RIG-I/MAVS経路の制御因子の網羅的解析を癌細胞、癌

組織において施行し、臨床検体を用いた検証を行って、癌幹細胞への作用や免疫チェック

ポイントとの関わりを解明し、その結果とHVJ-Eの抗腫瘍効果をもとに、癌治療分野の課題

を克服できる癌治療の新展開を目指す。 

 



３． 研究の方法 

(1) HVJ-E の抗腫瘍能の根幹である RIG-I/MAVS 経路に作用する遺伝子を次世代シーケン

サーを用いた遺伝子発現解析法により網羅的に探索し、候補遺伝子を CRISPR/Cas9 法

でノックアウトした癌細胞を作成し、マウスに移植して HVJ-E を投与し、その感受性

を調べる。臨床検体における検証も RNA seq.により行う。HVJ-E の作用は細胞によっ

て異なり、癌細胞では細胞死を誘導するが、正常細胞では細胞死を誘導しない。その

メカニズムを解析するため、ヒト前立腺がん細胞と正常前立腺上皮細胞での RNA seq.

により HVJ-E によって発現が誘導される遺伝子を比較し、癌細胞特異的に発現増強す

る遺伝子群を絞り込む。その遺伝子座について ChIP-seq.を用いてクロマチンの状態を

解析する。特にH3K4モノメチル化、H3K27アセチル化について調べる。またp300, IRF7

の結合状況も解析する。さらに ATAC seq.を用いてクロマチンの凝縮状態の変化につ

いても調べる。 

(2) HVJ-E で治療した患者の腫瘍組織を入手し、その腫瘍組織での網羅的な遺伝子発現を

特に T 細胞マーカーに限定して RNA seq.により解析する。また抗 PD-1 抗体抵抗性の

メラノーマの臨床サンプルを入手し、細切して NOD-SCID マウスの皮内に移植して

PDX マウスを作成する。腫瘍形成後に HVJ-E (2000 HAU)を腫瘍内投与して治療を行

う。 

(3) HVJ-E の Cancer Initiating Cell (CIC)に対する感受性を調べるため、ヒト乳癌細胞

MDA-MB231 をスフェア形成用のプレートに 1 well あたり 10000, 1000, 100, 10, 1 細胞

が入るように巻き込み、スフェア系静養の培地で培養する。巻き込む前に癌細胞を 100 

HAU, 500 HAU の HVJ-E(コントロール群は PBS のみ)で処理し、48 時間後、細胞増殖

に差がないことを確認のうえ、スフェア形成を誘導する。96 well のうちスフェア形成

を起こした well の割合 (sphere initiating frequency) を比較する。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト前立腺がん細胞 PC3 と正常前立腺上皮細胞 PNT2 に HVJ-E を作用させ、その遺伝

子発現を RNA seq.により網羅的に解析し、転写因子 BATF2, IRF7 ががん細胞選択的に

HVJ-E により発現増強されることが明らかになった。マウスメラノーマ細胞株 F10 細胞に

HVJ-E を作用させてもほとんど遺伝子発現に変動はなかったが、マウスに腫瘍を形成させ

て HVJ-E を投与すると、やはりこれら 2 つの遺伝子発現が増強することが分かった。この

系では、癌細胞の遺伝子発現を調べるために GFP マウスの皮内に野生型の F10 細胞を移植

して GFP 非発現細胞のみを回収して次世代シーケンサーで RNA seq.を実施している。そこ

で IRF7, BATF2 それぞれのノックアウト細胞を CRISPR/Cas9 法により作成した。それぞれ

の変異細胞株を C57BL/6 マウスの皮内に移植し、HVJ-E(2000 HAU)を 3 回腫瘍内に投与を

行った。BATF2 ノックアウト細胞を移植した場合には、野生型の F10 細胞と同じく HVJ-E

による腫瘍抑制が起こったが、IRF7 ノックアウト F10 細胞では、HVJ-E による腫瘍抑制効

果が消失した。以上のことから、RIG-I/MAVS 下流ではたらくと報告されている IRF7 が

HVJ-E の抗腫瘍効果の重要な決定因子であることが示唆された。なお HVJ-E では I 型イン

ターフェロンが誘導され、これによる抗腫瘍効果も考えられることから、I 型インターフ

ェロンの受容体を CRISPR/Cas9 でノックアウトしたマウスメラノーマ細胞を作成し、この

細胞をマウスに移植して腫瘍を形成させ HVJ-E で治療をおこなった。I 型インターフェロ

ン受容体をノックアウトしても HVJ-E による腫瘍抑制は阻害されなかった。 



ヒト前立腺がん細胞PC3でHVJ-Eによりがん細胞選択的に発現誘導される遺伝子を同定し

た。その代表的な遺伝子であるインターフェロン誘導蛋白質の遺伝子座についてクロマチ

ン状態の変動を調べた。ATAC-seq を施行したところ、何れの遺伝子座もクロマチン構造が

弛緩しオープンクロマチン状態になっていた。ChIP-seq を行ったところ、それらの遺伝子

座において H3K27 のアセチル化が亢進していたが、H3K4 のモノメチル化は変化がなかっ

た。またそれらの遺伝子座には p300 がリクルートされ、IRF7 が結合していることが分か

った。以上の結果は、HVJ-E の作用によりがん細胞選択的にクロマチン構造の変化が誘導

され、それががん細胞選択的な遺伝子発現誘導につながっていることが示唆された。 

(2) HVJ-E を投与された治験患者の腫瘍組織を用いて、RNA seq.を行った。治験 1 例目で低

用量 HVJ-E を投与した患者の腫瘍組織である。HVJ-E 非投与の腫瘍組織、HVJ-E 投与後 1

ヶ月の残存腫瘍、HVJ-E 投与から半年後に HVJ-E 非投与部位に新たに出現した腫瘍組織を

用いた。HVJ-E 投与後 1 ヶ月の腫瘍組織で PD1, LAG3, CTLA4 など T 細胞の抑制マーカー

の発現が上昇し、T 細胞活性化後の疲弊状態を表していることが示唆された。そのほかの

免疫系のマーカー遺伝子の変動はなかった。以上のことは、HVJ-E と抗 PD-1 抗体の併用

が抗腫瘍効果を増強できることを示唆している。マウスメラノーマ F10 の腫瘍モデルでは、

HVJ-E は皮内投与でも腫瘍内投与と同等の腫瘍抑制効果を発揮することが分かった。そこ

でマウスメラノーマモデルで HVJ-E の皮内投与と抗 PD-1 抗体の腹腔内投与を行った。抗

PD-1 抗体単独では腫瘍抑制効果は認められなかった。HVJ-E と抗 PD-1 抗体の併用群でも

っとも腫瘍抑制が著明であったが、HVJ-E 単独群と有意差は認めなかった。分担研究者よ

り免疫チェックポイント阻害抗体で治療し抵抗性になった患者の腫瘍サンプルを入手した。

この組織を細切し NOD-SCID マウスの皮内に移植して PDX マウスを作成した。腫瘍体積

が約 300 mm3 になった時点で HVJ-E（2000 HAU）を 2 日おきに腫瘍内に投与した。投与は

20 回続けられた。抗 PD-1 抗体に抵抗性でリンパ節に転移した腫瘍は HVJ-E に反応し、有

意な腫瘍抑制を認めた。一方、抗 PD-1 抗体と抗 CTLA-4 抗体に抵抗性になって腸管に転

移した腫瘍を NOD-SCID マウスに移植した場合は、HVJ-E による治療に反応しなかった。 

(3) CIC に対する HVJ-E の効果を sphere initiating frequency によって検証した 10000 細胞を

巻き込んだ場合は、全ての well にスフェア形成がされ、HVJ-E による影響は見られなかっ

た。1000 細胞、100 細胞、10 細胞で巻き込んだ場合は HVJ-E 処理によりスフェア形成率

が激減し、1000細胞の場合、0 HAU (PBSのみ), 100 HAU, 500 HAU群でそれぞれ70％、50％、

30％であった。100 細胞の場合は、それぞれ 20%, 8%, 10%、10 細胞では 7%, 4%, 2%であっ

た。1 細胞の場合はいずれも 0%であった。以上より HVJ-E は CIC を特異的に細胞死誘導

している可能性が示唆された。 
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