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研究成果の概要（和文）：我々はポリオウイルスが神経芽腫細胞に対して抗腫瘍活性を持つ事を報告してきた。
研究で用いた細胞は、マウス神経芽腫細胞（N2a）にCD155を導入した細胞であるため、強制発現させたCD155が
抗腫瘍免疫の標的になっている可能性がある。CD155tgA/JマウスにN2aを移植すると腫瘤形成を認めたが、抗腫
瘍免疫を獲得したマウスにN2aを移植すると腫瘤形成しなかったため、CD155は抗腫瘍免疫の標的になっていな
い。
抗腫瘍免疫を獲得したマウスの脾細胞と神経芽腫細胞と混合培養すると、抗腫瘍効果を認めた。CD8T細胞を除去
すると抗腫瘍効果が消失したため、CD8T細胞が抗腫瘍免疫に重要である。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that neuroblastoma (NB) subcutaneously implanted in 
immuno-competent mice is eliminated by intratumoral administration of poliovirus (PV). Our results 
also suggested that the in vivo destruction of NB cells by virotherapy lead to a robust antitumor 
immune response. Since we used CD155-transfected NB for experiments, CD155 might be a target for 
antitumor immune response. Although NB can grow in na&iuml;ve mice, no tumor growth was observed in 
mice cured of NB that were reinnoculated with NB cells.
Splenocytes harvested from NB-bearing mice treated with PV exhibited higher lytic activity against 
NB cells than did those from splenocytes derived from na&iuml;ve mice. In vitro T-cell depletion 
experiments indicated that CD8+ T cells were essential for the cytotoxic antitumor activity of 
splenocytes.

研究分野：小児血液腫瘍

キーワード： 神経芽腫　ポリオウイルス
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１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は小児悪性固形腫瘍で最も多く、１
歳以降に発症する場合は外科的治療・化学療
法・放射線療法を使用した集学的治療を行っ
ても予後は非常に不良であり、新しい治療法
の開発が強く望まれている。一方、
poliovirus（以下 PV）は小児麻痺の原因ウイ
ルスで、poliovirus receptor (以下 CD155)
を介して脊髄の前角細胞に感染し、アポトー
シスを誘導することにより運動神経麻痺を
発症する。こうした PV の神経細胞に対する
親和性に着目し、神経芽腫治療への応用を試
みてきた。これまで我々は、マウスを用いた
研究で PV は神経芽腫細胞に対して強い抗腫
瘍活性を持ち、マウスに移植した腫瘍が消失
する事を報告してきた(H.Toyoda et. al. 
International Journal of Oncology 2004) 
(H.Toyoda et. al. Cancer Research 2007)。
さらに驚いたことに神経芽腫を PV で治療す
ることで抗腫瘍免疫が誘導されることが示
唆された(H.Toyoda et. al. International 
Journal of Oncology 2010)。 
神経芽腫の治療のために PV を患児に投与し
た場合、PV による運動神経麻痺が発症する可
能性があるため弱毒化した安全な PV を使用
する必要がある。我々は、PV ゲノムの 5’末
端にある clover leaf と Internal Ribosomal 
Entry Site (IRES)との間に存在する spacer 
region に約 50 base pairs (bp)の塩基を挿
入することで PV を劇的に弱毒化させること
に成功した(Cello et al. Science 2002, 
H.Toyoda et. al. Cancer Research 2007, 
H.Toyoda et al. Journal of Virology 2007)。
また、マウスは CD155 を持たないため PV の
感染が成立せず、PV の神経毒性の評価が困難
である。そこで我々は A/J マウス由来の神経
芽腫細胞株（Neuro-2a）に CD155 を発現させ
（Neuro-2aCD155）、これを CD155 トランスジェ
ニック A/J マウス（CD155tgA/J マウス）に移
植し、PV の抗腫瘍効果だけでなく副作用の評
価も可能な実験系を確立した(H.Toyoda et. 
al. Cancer Research 2007)。マウスを弱毒
PV で免疫し中和抗体を獲得させた後、皮下に
神経芽腫細胞株を移植し腫瘍形成後に PV の
腫瘍内投与を行うと 12 匹のマウスのうち 10
匹で抗腫瘍効果が長期間（180 日以上）持続
し再発も認められなかった。さらに 180 日以
上再発を認めていないマウスにもう一度神
経芽腫細胞株を移植したが、腫瘍形成は認め
られなかった。 
 
 
２．研究の目的 
（１）神経芽腫腫瘍を PV で治療した後、長
期間再発せず生存したマウスの抗腫瘍効果
の検討 
（２）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
 
 

３．研究の方法 
 
（１）神経芽腫腫瘍を PV で治療した後、長
期間再発せず生存したマウスの抗腫瘍効果
の検討 
 
神経芽腫の治療のために PV を患児に投与し
た場合、PV による運動神経麻痺が発症する可
能性があるため弱毒化した安全な PV を使用
する必要がある。今回の実験では弱毒生 PV
ワクチン株である Sabin 1 を使用した。また、
マウスは CD155 を持たないため PV の感染が
成立せず、PVの神経毒性の評価が困難なため、
A/J マウスと CD155 トランスジェニックマウ
スの F1 マウスである CD155 トランスジェニ
ック A/J マウス（CD155tgA/J マウス）を使用
することで抗腫瘍効果と PV の神経障害を同
時に評価できるようにした。さらに A/J マウ
ス由来の神経芽腫細胞株（Neuro-2a）に CD155
を発現させ（Neuro-2aCD155）、PV に対し感受性
のある神経芽腫細胞を作成し、これを使用し
た。予後不良の進行神経芽腫を発症する患児
は 1才半以上の年長児に多く、すでにポリオ
ワクチンを接種されている場合がほとんど
である。我々の動物モデルをより臨床に近い
状態にするため、マウスを弱毒 PV で免疫し
中和抗体を獲得させた後、皮下に神経芽腫細
胞株を移植し腫瘍形成後に PV の腫瘍内投与
を行った（下図）。抗腫瘍効果が長期間持続
し再発も認められず、もう一度同じ神経芽腫
細胞株（Neuro-2aCD155）を移植しても腫瘤形
成が認められなかったマウス（cured mice）
に対し、CD155 を発現していない Neuro-2a を
移植し腫瘤形成が認められるかどうか観察
した（下図）。獲得された抗腫瘍効果をさら
に詳細に検討するため、cured mice から脾細
胞を分離し神経芽腫細胞と混合培養し、脾細
胞に抗腫瘍効果がみられるかどうか検討し
た。さらに、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細
胞、NK 細胞をビーズによって取り除いた脾細
胞と、神経芽腫細胞を混合培養し抗腫瘍効果
に差がみられるか検討した。 
 
 
 
 

 
 
（２）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
 
Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞と、凍結・解凍により細
胞死を誘導した Neuro-2aCD155 細胞の２種
類の Homogenate を準備した。Sabin 1 を 1 週
間おきに 3 回 CD155tgA/J マウスの腹腔内に
注射し、PV に対する中和抗体を獲得させた。
3 週後にこれらの CD155tgA/J マウスを
Homogenateで1週間おきに3回免疫し抗腫瘍
免疫の誘導を試みた。その際、以下の 4グル



ープに分けて免疫した。 
 
① PBS のみ 
② Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate） 
③ 凍結・解凍により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate）、 
④ 凍結・解凍により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate）＋Sabin 1 
 
免疫終了 3週間後、Neuro-2aCD155 細胞をマ
ウスの尾静脈から静注し播種性腫瘤形成を
予防できるか否か検討した（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
 
（１）神経芽腫腫瘍を PV で治療した後、長
期間再発せず生存したマウスの抗腫瘍効果
の検討 
 
長期間再発せず、抗腫瘍免疫を獲得したと考
えられるマウス（cured mice）に、Neuro-2a
を移植しても腫瘤形成は認められなかった。
このことから、マウスにとって異種タンパク
である CD155 は、抗腫瘍免疫獲得のターゲッ
トになっていないことが明らかになった。 
cured mice から分離した脾細胞と、Neuro-2a
細胞または Neuro-2aCD155細胞と混合培養した
結果、両者に対し抗腫瘍効果が認められた
（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらに、cured mice の脾細胞から CD4, CD8, 
NK 細胞をそれぞれ取り除いた脾細胞（それぞ

れ CD4 depleted 脾細胞、CD8 depleted 脾細
胞、NK depleted 脾細胞）と Neuro-2a あるい
は Neuro-2aCD155 を混合培養した結果、CD8 
depleted 脾細胞と神経芽腫細胞株を混合培
養したときのみ抗腫瘍効果が認められなか
った（下図）。これらの実験結果より、抗腫
瘍免疫の担当細胞は CD8 陽性 cytotoxic T 細
胞であり、神経芽腫を PV で治療することに
より抗腫瘍免疫が誘導され、CD8 cytotoxic T
細胞が重要な役割を果たしていることが明
らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
 
CD155tgA/J マウスの尾静脈から 1x106 の
Neuro-2aCD155 細胞を静注した予備実験では、
肝臓の多発性病変のため全例が 60 日以内に
死亡した（下写真）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
第１～４群（第１群：PBS のみ、第２群：Sabin 
1 感染により細胞死を誘導した Neuro-2aCD155 
細胞（Homogenate）、第３群：凍結・解凍に
より細胞死を誘導した Neuro-2aCD155 細胞
（Homogenate）、第４群：凍結・解凍により
細胞死を誘導した Neuro-2aCD155 細胞
（Homogenate）＋Sabin 1）のそれぞれで
CD155tgA/J マウスを免疫した後、マウスに
Neuro-2aCD155 細胞を尾静脈から移植した。
Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞 Homogenate でワクチン下
群（第２群）では、腫瘍増殖抑制効果が認め
られた（下図）。このことから、PV 感染で細
胞死した神経芽腫細胞には抗腫瘍免疫誘導
能があることが明らかになった。 
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