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研究成果の概要（和文）： 

現在世界中において、生きたウイルスを利用して癌を治療する癌ウイルス療法に関する前臨
床研究、及び臨床試験が積極的に行われている。これは、ウイルスが本来持っている癌細胞に
感染後、癌組織内で増殖しながら死滅させるという性質を利用する方法である。本研究では、
純国産ワクシニアウイルスワクチン株を基に、遺伝子組換え技術によって改良を加え、肺癌や
膵臓癌などで発現が低下するマイクロ RNA（let-7a）の特性を利用して正常細胞ではウイルス
を増殖させず癌細胞のみで増殖させることに成功し、マウス担癌モデルにおいて強力な抗癌効
果と高い安全性を実証した。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Oncolytic viruses are promising therapeutic agents for cancer and are currently under 
clinical investigation. The virotherapy is novel strategy that viruses infect and 
replicate within tumor cells, directly lysing and killing them. We have reported that 
microRNA (miRNA) regulation enables tumor-specific viral replication by altering the 
expression of a targeted viral gene of an attenuated vaccinia virus vaccine strain LC16m8. 
We used miRNA-based gene regulation to suppress B5R expression through let-7a, a miRNA 
that is downregulated in many tumors. The miRNA-regulated vaccinia virus achieved 
efficient viral replication and oncolysis in cancer cells, but elimination of unwanted 
replication and associated toxicity in normal cells in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）現在世界中において、生きたウイルス
を利用して癌を治療する腫瘍溶解性ウイル
ス療法に関する前臨床研究、及び臨床試験が
積極的に行われている。これは、ウイルスが
本来持っている癌細胞に感染後、癌組織内で
増殖しながら死滅させるという性質（腫瘍溶
解性）を利用する方法である。 
 
（２）純国産ワクシニアウイルスワクチン株
LC16m8は、４半世紀前の日本国内で痘瘡ワク
チンとして使われ、高い安全性が証明されて
いる。この株では、ウイルスの伝播・増殖に
重要な役割を果たすウイルス膜蛋白である
B5R 遺伝子にフレームシフト変異が見られ、
この蛋白が発現、機能しない。これによって
病原性が減弱されているが、本来の強力な腫
瘍溶解性を発揮させるためには B5Rの発現が
必要であることが判明した。 
 
 
２．研究の目的 
マイクロ RNA（miRNA）は、特定の遺伝子の

メッセンジャーRNA の 3´非翻訳領域に存在
する標的配列に結合し、その遺伝子発現を負
に制御する。その一つである let-7a は、正
常細胞と比べ肺癌、膵臓癌やメラノーマなど
様々な癌細胞で発現が低下しており、この異
常が癌の発生や進展と深く関わっている。そ
こでこの let-7a の標的配列をウイルスの伝
播・増殖に重要であるウイルス膜蛋白 B5R 遺
伝子の 3'非翻訳領域に挿入することにより、
癌細胞では B5R を発現させる（＝ウイルスは
増殖する）が、正常細胞では B5Rを発現させ
ない（＝ウイルスは増殖しない）ように
LC16m8を改良し、高い腫瘍溶解性による抗腫
瘍効果と高い安全性を兼ね備えたウイルス
療法の確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（１）let-7a低発現細胞であるヒトA549肺癌
細胞、又はBxPC-3膵臓癌細胞を免疫不全ヌー
ドマウスの右腹側の皮下に移植し、その腫瘍
直径が約 6mmに到達した時、107

 

pfuのlet-7a
制御ウイルスを腫瘍内に投与した。その後、
腫瘍の大きさと体重を一週間に三回測定し、
各治療群における抗腫瘍効果と安全性を比
較検討した。又、シフェリン投与によってマ
ウス体内のウイルス感染細胞を非侵襲的に
モニターし、let-7a制御型ウイルスの癌特異
的増殖能を検討した。 

（２）癌の多様性に対応するため、let-7aに

換えて正常組織と比べ癌細胞で発現が低下し

ているmiR-15、-16、-143、又は-145の標的配

列をB5R遺伝子の3’UTRに挿入した組換えウイ

ルスを作出し、様々な種類の癌細胞株におい

て各ウイルスのB5R発現と増殖性を解析した。 

 
（３）癌免疫療法の併用により抗癌効果を増
強させるため、マウスインターフェロンα
（IFN-α）、顆粒球・マクロファージコロニ
ー刺激因子（GM-CSF）、又はインターロイキ
ン 12（IL-12）遺伝子をウイルスゲノム HA
遺伝子領域に挿入した武装化 let-7a制御増
殖型ワクシニアウイルスを作成した。 
 
 
４．研究成果 
（１）皮下腫瘍マウスモデルにおいて、B5R
発現が let-7aによって制御される let-7a制
御増殖型ワクシニアウイルス（▲）は、let-7a
の発現が高い正常組織内では B5R発現が抑制
され伝播増殖できないが、let-7a の発現が低
い癌組織内では B5R発現が抑制されないので
伝播増殖し、癌のみを標的破壊し消失させた。
対照的に、生理食塩水（●）では治療効果が
なく腫瘍は増大し、一方 B5R を恒常的に発現
する無制御ウイルス（■）は癌を破壊したが、
同時に正常組織へも伝播増殖し、その毒性で
マウスは死亡した（図１上）。又、各ウイル
スはホタルルシフェラーゼを発現している
ので、ルシフェリンを投与によってマウス体
内のウイルス分布を非侵襲的にモニターし
た結果、let-7a制御増殖型ワクシニアウイル
スの腫瘍特異的増殖が確認できた（図１下；
矢印は腫瘍部位である）。 
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図１ 皮下腫瘍マウスモデルにおける let-7a 制御
ウイルスの抗腫瘍効果(上)と腫瘍特異的増殖(下) 



 

 

以上の結果より、図２に示すように miRNA
制御ワクシニアウイルスは、癌細胞では B5R
を発現するが、正常細胞では B5Rを発現しな
いため、強力な腫瘍溶解性による抗腫瘍効果
と高い安全性を兼ね備えたウイルスである
ことが実証された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）様々な種類の癌細胞株に各制御ウイ

ルスを感染させ解析した結果、各 miRNA
（miR-15、-16、-143、又は-145）制御増殖
型ワクシニアウイルスの B5R 発現と伝播・増
殖性は、let-7a制御ウイルスと同様に、各細
胞での miRNA発現パターンに依存しているこ
とを確認した。 
 
（３）各武装化 let-7a 制御増殖型ワクシニ
アウイルスを感染させた RK13 細胞の培養上

清を用いて、ELISA により各外来遺伝子発現
を測定した。その結果、低い MOI=0.01 で感
染させても、３日後の培養上清中にはウイル
ス増殖に伴って発現した IFN-α、GM-CSF、又
は IL-12が 1μg/ml以上の濃度で検出できた。 
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