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研究成果の概要（和文）：　口腔癌は手術を中心とした治療が行われているが、手術による機能障害を避け得る
新しい治療法の出現が期待されている。近年、癌細胞で選択的に複製するウイルスを癌治療に応用され、単純ヘ
ルペスウイルスI 型（HSV-1）は癌治療に適した特徴を有することがわかってきた。第三世代遺伝子組換えHSV-1
(G47Δ)は、研究分担者藤堂具紀（東大医科研）によって開発された抗腫瘍ウイルスで、高い安全性を維持しつ
つ、癌細胞におけるウイルス複製能と惹起される抗腫瘍免疫が増強し、強い抗腫瘍効果を発揮した。本研究はこ
のG47Δを用いたウイルス療法を口腔癌の治療の導入するための研究である。

研究成果の概要（英文）：Although oral cancer is mainly treated by surgery, the emergence of a new 
treatment method that can avoid functional disorders due to surgery is expected. Recently, a virus 
that selectively replicates in cancer cells has been applied to cancer treatment, and it has been 
found that herpes simplex virus type I (HSV-1) has characteristics suitable for cancer treatment. 
The third-generation recombinant HSV-1 (G47Δ) is an anti-tumor virus developed by research 
contributor Tomoki Todo (University of Tokyo Medical Science). Anti-tumor immunity was enhanced, and
 a strong anti-tumor effect was exhibited. This report is a study to introduce the viral therapy 
using G47Δ for the treatment of oral cancer.

研究分野： 歯科口腔外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔癌は全癌の５％程度を占めており、手術を中心とした集学的治療が行われており治療の可能な癌の一つにな
ってきた。しかし口腔癌は呼吸、咀嚼・嚥下、発声、構音などの生活上で重要な機能が集中した部位であり、手
術による機能障害は大きなQOL の低下をもたらすため、手術による機能障害を避け得る、新しい治療法の出現が
待望されている。本研究の第三世代遺伝子組換えHSV-1(G47Δ)が臨床応用されれば、侵襲の少ない口腔癌治療の
実現が可能となり、社会的意義も絶大であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
口腔癌は全癌の数％程度を占めており、手術を中心とした集学的治療が行われており治療の

可能な癌の一つになってきた。しかしながら、口腔癌は呼吸、咀嚼・嚥下、発声、構音などの生
活上で重要な機能が集中した部位で手術による機能障害は大きな QOL の低下をもたらす。そこ
で手術による機能障害を避け得る、新しい治療法の出現が待望されてきた。本研究では治療用ウ
イルスを口腔癌に適用し、その実用化に向けた、基礎実験および臨床実験を研究目的としている。 
 
２． 研究の目的 
口腔癌は呼吸、咀嚼・嚥下、発声、構音などの生活上で重要な機能が集中した部位で手術によ

る機能障害は大きな QOL の低下をもたらす。そこで手術による機能障害を避け得る、新しい治療
法の出現が待望されている。本研究では脳腫瘍において、難治性のがんに対して、安全でかつ強
い抗腫瘍効果の確認できた単純ヘルペスウイルス 1 型を用い、口腔扁平上皮癌の治療に応用し
うるかの検討を行い、さらに口腔扁平上皮癌特異的に効果を発揮し得る、がん治療用ウイルスの
開発と作製を行う。さらに本研究では免疫チェックポイント阻害剤を併用した場合、いかなる時
期に併用することが、適切なのかを検討した。 
 

３． 研究の方法 
（１）口腔癌に対するウイルス療法の基礎実験  
➀ 培養細胞 
 アフリカミドリザル腎細胞株 Vero、ヒト培養扁平上皮癌細胞とし TSU、HOC313、 OSC-19、SC-
20、SAS、HSC-3、OSC-4、ヒト肺扁平上皮癌細胞 EBC-1RCRF-LC-Sｑ１、ヒト食道扁平上皮癌細胞
KYSE220、ヒト子宮扁平上皮癌細胞 HCS-2（papilloma virus）、マウス扁平上皮癌細胞 KLN205、 
KLN205-MUC1（American Type Culture Collection (ATCC)より購入）を用いた。すべての細胞は
添付文書により推奨された培地、凍結、継代、維持を行った。  
② GFP 導入培養細胞 
 ヒト培養扁平上皮癌細胞 OSC-19 および SAS 細胞に Retro-XTMQ ベクターを用いて、GFP（Green 
fluorescent protein）を導入し、GFP 発現ヒト培養扁平上皮癌細胞 OSC-19-GFP、SAS-GFP を作
製した。培養は親株と同様の培地、凍結、継代、維持を行った。  
③ ウイルス複製能 
6 ウエルプレートに Vero 細胞を 4.0×105/2ml まき、37℃で 16時間培養した。1%熱非働化 FBS 添
加 DPBS にて作製したウイルスを希釈し、multiplicity of infection (MOI) 0.02 (8.0×103 

PFU/0.7ml) のウイルス希釈液を作成した。１％熱非働化 FBS 添加 DPBS１ｍｌにてウエルを洗浄
して除き、ウイルス希釈液を 0.7ml/ウエルにて 1 株につき 3 ウエルずつ感染し、室温で 5 分間
震盪し、37℃で 1時間培養した。ウイルス液を除き、1%熱非働化 FBS 添加 DMEM を２ml/ ウエル
加え、34.5℃で 72時間培養した。ウエルごとに培地と細胞を回収し、ドライアイス･エタノール
にて凍結、融解を 3回繰り返し、2分間超音波による細胞破砕処理を行い、タイタ―を測定した。
タイタ―測定は回収されたウエルごとに 3 枚のプレート、各 2 ウエルずつをカウントして行い
各株の平均を出した。 
④ ウイルス感染能（entry assay） 
 24 ウエルプレートに細胞 5.0×104/500μl/ウエルでまき、37℃で 16 時間培養した。1%熱非働
化 FBS 添加 DPBS にて作製したウイルスを希釈し、multiplicity of infection (MOI) 1.0 で感
染させる。感染後 6 時間で感染をストップさせて、X－gal 染色を行い、ウイルスの感染効率を
測定した。 
⑤ In vitro におけるウイルスペクタ―の殺細胞効果 
 各ウイルスの殺細胞効果について、in vitro においては以下のように評価した。細胞間、ウ
イルス間で比較することができるよう、ウイルス量、感染時間、培養時間などは全て同一条件で
行った。6ウエルプレートに細胞を 2.0×105/2ml まき、37℃で 16時間培養した。16時間後に作
製したプレートのうち 1 枚を使用してトリプシン処理にて細胞をはがし、細胞数を測定した。6
ウエルの平均細胞数をもとに、１％熱非稼働 FBS 店化 DPBS もて MOI1.0、0.1 または 0.1、0.01
の 2 段階のウイルス希釈系列を作製した。１％熱非稼働化 FBS 添加 DPBS１ｍｌにて各ウエルを
洗浄して除き、ウイルス希釈液を 0.7ml/ウエルにて各濃度 3 ウエルずつ感染し、室温で 5 分間
震盪し、37℃で 1時間培養した。ウイルス液を除き、１％熱非稼働化 FBS 添加 DMEM を 2ml/ウエ
ル加え、34.5℃で培養した。24時間ごと 4日間にわたり生存する細胞数を測定し、mock 感染群
における生存細胞数対する、パーセント表示で評価した。細胞数の測定は Coulter counter 
(Beckman Coulter, CA, USA) にて行った。なお、ヒト由来細胞株には MOI 1.0 および 0.1 を
感染して行った。 
⑥ 動物実験 
 5-6 週の BALB/c nu/nu 雌マウス（ヌードマウス）を使用した。マウスは三協ラボサービスか
ら購入し、specific pathogen free (SPF) 環境下で飼育した。動物実験は「動物愛護及び管理
に関する法律」を遵守し、東京大学バイオサイエンス委員会による東京大学動物実験実施マニュ
アルに従って行った。なお、動物実験使用するウイルスの希釈には全て 10%グリセロール添加 PBS
を使用した。 



⑦ 皮下腫瘍モデルの作製 
 マウスの左側腹部に、25G 針を使用して、DMEM 溶液 50μl/マウスにて希釈した細胞を皮下注
射し、皮下腫瘍を作製した。ヒト扁平上皮癌細胞を使用した実験ではヌードマウスに細胞数 1.0
×10７個/50μl/匹を、それぞれ皮下注射して皮下腫瘍を作製した。最大腫瘍径が 5mm 大になっ
たときを day0 として実験を行った。週に 3回腫瘍を測定し、最大径×短径×厚み（㎜３）で腫瘍
体積を算出して評価した。または生存期間を観察して評価した。片側の皮下腫瘍モデルにおいて
は腫瘍の最大径が 24㎜に達したとき安楽死させた。 
⑧ 皮下腫瘍モデルにおけるウイルスの腫瘍内投与実験 
 最大腫瘍径が 5㎜になったときを day0 として、10％グリセロール添加 PBS 溶液 20μl/マウス
でウイルスを希釈して、30G 針を用いて day0 および day3 に腫瘍内投与した。 
⑨ 舌投与頸部リンパ節モデルの作製と頸部リンパ節転移モデルにおけるウイルスの静脈内投
与実験 
 BALB/c nu/nu 雌マウス（ヌードマウス）の舌に 30G 針を使用して PBS で希釈した SAS 細胞 2.0
×10５個/50μl/匹 を舌に投与した。細胞を舌に投与した日を day0 として実験を行った。ウイ
ルスの投与実験では、10％グリセロール添加 PBS 溶液 20μl/マウスでウイルスを希釈して、30G 
針を用いて day 1、3、 5 に局所投与した。頸部リンパ節の転移数を評価する検討においては、
GFP の発現によって評価した。 
⑩ 統計学的解析 
 統計学的解析はスチューデントｔ検定および生存期間の解析については Kaplan-Meier 法にて
生存曲線を描き、Log-lank 検定を行った。統計解析ソフトはエクセル統計 2012（SSRI）を用い
た。 

４．研究成果 

ヒト培養扁平上皮癌細胞とし TSU、HOC313、OSC-19、SC-20、SAS、HSC-3、OSC-4 の G47⊿ウイル
スの殺細胞効果、ウイルス複製能、ウイルス感染効果を検討した結果、殺細胞効果があり、複製
能が高く、感染効率（entry assay）の良好な OSC-19、SAS、HSC-3 を以下の実験に使用した。 
G47⊿の扁平上皮癌細胞のヌードマウス皮下モデルでの結果は in vivo においても G47⊿は十分
な殺細胞効果が認められた。同様の効果は OSC-19 細胞でも得られた(結果省略)。さらに GFP を
導入した OSC-19-GFP、SAS-GFP において舌に投与し、顎下リンパ節に転移するかを検討したとこ
ろ、両細胞とも、有意に顎下リンパ節への転移を GFP 発現によって確認できた。G47⊿の扁平上
皮癌細胞 OSC-19 のヌードマウス舌腫瘍モデルでの結果は in vivo においても G47⊿は十分な殺
細胞効果が認められた。 
しかしながら、免疫チェックポイント阻害剤の in vivo の結果はネガティブデータが得られた。
今後の実験としては免疫チェックポイント PD-1 抗体のロット変更等にて対応し、継続的に研究
を継続する予定である。 
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