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研究成果の概要（和文）：本研究は、癌特異的抗原を発現するように遺伝子改変した腫瘍溶解性ウイルスHF10と
ウイルスが産生する癌抗原を認識するTCR遺伝子改変T細胞の組み合わせによる新規治療法の開発を目的とした。
癌抗原発現細胞の樹立やT細胞の殺細胞効果の確認など着実に研究の準備を進めた。ウイルスの遺伝子組み換え
における新たなゲノム編集技術の有用性を検討したところ、相同組換え効率の向上と遺伝子改変ウイルスの純化
に非常に適した技術であることが分かった。今後は、この技術を用いて癌抗原遺伝子導入HF10の開発を進め、抗
原特異的TCR遺伝子改変T細胞との併用療法の基礎データを蓄積し、臨床応用の可能性を探る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the possibility of novel therapeutic approach
 for cancer based on the combination of transgenic HF10, the oncolytic herpes simplex virus that 
genetically modified to express cancer-specific antigen, and TCR gene-modified T cells recognizing 
cancer antigen produced from transgenic HF10. We steadily advanced the preparation of research by 
establishing the cancer antigen-expressing cells and confirming the cell-killing effect of T cells. 
We examined the usefulness of novel genomic editing technology for homologous recombination 
efficiency, and found that novel genomic editing is a very suitable technique for improvement of 
homologous recombination and purification of genetically modified virus. In the future, we will 
advance the development of cancer antigen gene-carrying HF10 using this technology, accumulate basic
 data on combination therapy with antigen specific TCR gene-modified T cells, and explore the 
possibility of clinical application.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍溶解性ウイルス療法は感染を拡大させながら大量の癌細胞を殺傷し、腫瘍抗原に対する免疫抑制環境を改善
することにより、腫瘍抗原特異的な免疫を誘導する。その後の抗腫瘍効果はIn situ Vaccinationとしての抗腫
瘍特異的免疫によると考えている。抗腫瘍免疫反応を高めるため、我々は腫瘍抗原遺伝子をHF10に導入し、ウイ
ルスに導入した腫瘍抗原が通常含有量よりも大量に腫瘍内に発現する事を利用して、腫瘍抗原に対してウイルス
抗原と同じ強い免疫反応を引き起こし、MUC-HF10によって免疫抑制環境が改善する事と相まって遺伝子改変T細
胞療法のターゲットへの精確性、効率性を高める点に新たな着想がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

腫瘍溶解性ウイルスHF10は自然変異型単
純ヘルペスウイルス(HSV)であり、腫瘍のみ
に感染し破壊する（図 1）。HF10 の抗腫瘍効
果はウイルスの感染増殖による直接的な癌
細胞の破壊だけでなく、宿主免疫の腫瘍抗原
に対する認識を明確にし、免疫関連細胞を腫
瘍組織に誘導する癌免疫療法としての側面
を有している。一方、免疫細胞療法は, TCR 

改変リンパ球療法が腫瘍抗原特異的 TCR 遺
伝子導入 T リンパ球輸注による急性骨髄性
白血病及び骨髄異形成症候群に対する臨床
研究が開始されており、血液悪性腫瘍に対し
て実用化が進んでいる領域である。ところが、
これまでの TCR 遺伝子改変 T 細胞療法は
体内へ投与した TCR 遺伝子改変 T 細胞の
機能が腫瘍内で経時的に弱まる点や腫瘍抗
原を少量保有する正常組織に障害を起こす
という様な問題点があった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、腫瘍溶解性ウイルス療法と免疫
細胞療法の併用により、癌治療の効果を相補
的に高めるための研究である。具体的には、
ターゲットとする癌腫に特異的な抗原ペプ
チドを発現する遺伝子をゲノム内に組み込
んだ腫瘍溶解性ウイルス HF10 を作成し腫
瘍に感染させ、癌細胞自体の微弱な抗原性を
増強させる。さらにその癌特異的抗原ペプチ
ドに反応する遺伝子改変リンパ球を静脈輸
注する事により、腫瘍溶解性ウイルスと免疫
細胞療法との革新的異分野併用癌治療法の
新規技術開発を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)  HF10 ゲノムの UL 遺伝子特定領域はフ
レームシフト変異のため機能していないこ
とから、この遺伝子座に癌抗原遺伝子を導入
することを計画した。癌抗原遺伝子は CMV プ
ロモーターにより発現を制御し、IRES を介し
て蛍光色も発現するようにした。 CMV 
promoter derived 外来遺伝子カセットの両
端に各 500 塩基ずつ UL 遺伝子特定領域と同
じ塩基配列を配したプラスミドを構築した。 
 
(2) 相同組み換え効率の向上のために新ゲ
ノム編集技術の有用性を検討した。UL 遺伝子
の特定領域配列に対するガイド RNAとタンパ
ク質のリボ核タンパク質複合体（ RNP 
complex）を HF10 ゲノム DNA に加え、37℃で
一晩インキュベートし In vitro で HF10 ゲノ

ム DNA の切断を行った。切断部位を挟むプラ
イマーを用いて PCR を行い UL 遺伝子特定領
域の切断の有無を確認した。また、RNP 
complex で処理した HF10 ゲノム DNA を Vero
細胞にトランスフェクションし、細胞変性効
果を検出することでウイルス産生の有無を
調べた。 
 
(3) マウス膵癌細胞株 PAN02 及びマウス悪
性黒色腫細胞株 B16 に pCI-neo-cOVA をトラ
ンスフェクションし、24 時間後 500ug/mL 
G418 を加えて培養し、増殖した細胞を単離し
て OVA を安定発現する PAN02/OVA 及び
B16/OVA を樹立した。受理した細胞株の OVA
発現をフローサイトメトリーにて確認した。 
 
(4)  OT-1マウスの脾臓からCD8陽性T細胞
を採取し、SIINFEKL ペプチド（ovalbumin 抗
原）と IL-2 で刺激し、ovalbumin 抗原特異的
なCTLを誘導したOT-1 T細胞を得た。B16/OVA
細胞に OT-1 T 細胞を E/T ratio を変えて添
加し、培養 2 日後に MTT assay を行ない OT-1 
T 細胞の殺細胞効果を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)  CMV プロモーターにより癌抗原遺伝子
発現を制御し、IRES を介して蛍光遺伝子も発
現するようにした外来遺伝子カセットの両
端に UL 遺伝子特定領域と同じ塩基配列を配
したカセットベクターを構築した。このカセ
ットベクターに組み込む外来遺伝子として、
複数の癌抗原遺伝子に加え数種のサイトカ
イン遺伝子も計画し、そのすべてのカセット
ベクターの構築を完了した（図 2）。 
 

(2) 上記のカセットベクターを HF10ゲノム
DNAと共にVero細胞にトランスフェクション
し、相同組換えにより外来遺伝子を UL 遺伝
子特定領域に組み込む。しかし、従来のウイ
ルスゲノム DNAと外来遺伝子との相同組換え
法では効率が低いという報告がある。そこで、
相同組み換え効率の向上のために新たなゲ
ノム編集技術の有用性を検討した。RNP 
complex を用いて In vitro で HF10 ゲノムの
切断を行い、PCR により UL 遺伝子特定領域の
検出を行ったところ、UL 遺伝子特定領域を確
かに切断する事が確認された（図 3）。 
 
また、RNP complex を作用させた HF10 ゲノム
DNAをVero細胞にトランスフェクションして



も細胞変性効果が見られない事を確認した
(図 4)。このことから、新たなゲノム編集技
術の作用により HF10 ゲノムが切断され、子
孫ウイルス産生が生じなくなったことが示
唆された。 

 
(3) 上記の結果を受け、HF10 ゲノム及びカ
セットベクターと共に RNP complex プラスミ
ドベクターを Vero 細胞にトランスフェクシ
ョンし新たなゲノム編集により HF10 ゲノム
へ外来遺伝子を導入する計画を立て、現在、
組換えウイルス作製のための遺伝子組み換
え実験大臣確認申請の手続き中である。遺伝
子組換えウイルスの作製が可能となるまで、
癌抗原を発現した腫瘍に対する TCR遺伝子改
変 T細胞の殺細胞効果を確認するため、OT-1 
T 細胞のターゲットとなる OVA を発現する
PAN02 細胞（PAN02/OVA）及び B16 細胞
（B16/OVA）を樹立した。樹立したクローン
はフローサイトメトリーにより OVAの発現を
確認することができた（図 5）。 

(4) In vitro に お け る OVA 発 現 細 胞
（B16/OVA）に対する OT-1 T 細胞の殺細胞効
果を検討したところ、OT-1 T 細胞は量依存的
に殺細胞効果を示した（図 6）。 

 
考察)  新たなゲノム編集技術を用いるこ
とで UL 遺伝子特定領域部位を特異的に切断
し相同組換え効率を向上させることが期待
できる。また、HF10 ゲノム DNA を RNP complex
で処理することにより、親株 HF10 を除去す
ることが可能であり、新たなゲノム編集技術
が遺伝子改変ウイルスの純化にも有用であ
ることが明らかとなった。遺伝子組み換え実
験大臣確認申請の承認後は、この技術を用い
て癌抗原遺伝子導入 HF10 の開発を進める。
また、模擬的な癌抗原として OVA を発現する
ウイルス（HF10-OVA）と OT-1 T 細胞との併
用実験を計画しており、その前段階として
OVA発現細胞を樹立し、OVA発現細胞へのOT-1 
T 細胞の殺細胞効果を確認することができた。
今後さらに、上記の併用実験に加え他の癌抗
原遺伝子導入 HF10 と抗原特異的 TCR 遺伝子
改変 T細胞との併用効果を検討していく。 
本研究では、癌抗原発現 HF10 の感染によ

り IL-12 や TNF-alpha を分泌するマクロファ
ージが癌微小環境にリクルートされる事に
より、癌免疫抑制環境が改善され、癌抗原特
異的TCR遺伝子改変T細胞が癌抗原発現HF10
の感染した腫瘍に強く浸潤し、体内の T 細胞
の機能も長く維持される事が期待される。ま
た、腫瘍内で HF10により発現する癌抗原が、
TCR 遺伝子改変 T 細胞にターゲットをより明
確にさせ、正常細胞への誤認識を避け、腫瘍
内に効率的に集中させる事により先述の問
題点を回避できる可能性がある。将来的な発
展として、既知の癌抗原や切除標本等から新
たに同定される癌抗原ペプチドへの応用が
考えられ、臨床研究段階にある腫瘍溶解性ウ
イルス療法と免疫細胞療法を基にした新し
い着想は今後の難治癌の臨床研究に重要な
情報を提供する事が期待される。 
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