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研究成果の概要（和文）：これまでに我々は、コクサッキーウイルスB群3型（CVB3）、エコーウイルス4型
（EV4）、ワクチン型ポリオウイルス（PV）が強力な抗腫瘍効果を有することを報告してきた。
より安全で効果的な腫瘍溶解性ウイルスを開発する為、我々は各々のウイルスゲノムを組換えたキメラウイルス
を作製した。CVA21とPVからなるウイルスの多くは抗腫瘍効果を有していなかったが、CVB3とEV4からなるキメラ
ウイルスは全て抗腫瘍効果を有しており、特にEV4にCVB3のP2領域を組換えたEBEは野生型EV4より高い力価を有
することを明らかにした。
これらの結果は、抗癌剤やワクチンの開発に有用な知見をもたらすと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Recently, the development of oncolytic virotherapy has been actively carried
 out and gathered attention. Research of enterovirus had been conducted for the understanding of its
 pathogenicity, particularly coxsackievirus A21 (CVA21) is one of the candidates for oncolytic 
virotherapy and many clinical trials have recently been underway. We previously reported that 
coxsackivirus B3 (CVB3), Echovirus 4 (EV4), and Poliovirus (PV) had potent oncolytic activity for 
cancer, and induced immunogenic cell death of CVB3-infected cells. 
To development the more safety and effectively virus, we generated chimeric virus at the P1, P2 and 
P3 region between CVB3, CVA21, EV4 and PV. 
Although some chimeras between CVA21 and PV were nonfunctional, most recombinant viruses between 
CVB3 and EV4 were viable, especially, EBE (EV4 with P2 region of CVB3) had higher titer than wild 
type EV4. These unique genomic insights could be useful for vaccine and anti-cancer development.

研究分野：腫瘍溶解性ウイルス

キーワード： 腫瘍溶解性ウイルス　コクサッキーウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、腫瘍溶解性ウイルスの研究は盛んに行われており、HSVを始め多くの腫瘍溶解性ウイルスが臨床試験で検
討されているが、ほとんどのウイルスは治療効果が限定的であり治療薬として不十分なものが多い。この状況を
打破するため、我々は新たな腫瘍溶解性ウイルスの探索を目的に、エンテロウイルス38種類を用いた抗腫瘍活性
スクリーニングから見出した候補ウイルスよりキメラウイルスを作製した。その結果、有望な腫瘍溶解性エンテ
ロウイルスを見いだすことができた。本研究から得られた新規組換え腫瘍溶解性ウイルスは日本初のオリジナル
ウイルスとして、ウイルス療法の起爆剤になることを期待している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍は日本国民の死因の第 1位であり、2013年には 364,872人が死亡している。早期発見
例における治療成績のみならず罹患後の生存期間も延長しているが、悪性腫瘍による死亡率は
依然として高く、新規治療法の導入が望まれている。近年、ウイルスの腫瘍細胞内での特異的増
殖と腫瘍溶解性を誘導し、抗腫瘍活性を期待する「腫瘍溶解性ウイルス療法」（以下ウイルス療
法と略）が開発され、1996年米国で複製可能遺伝子改変 I型単純ヘルペスウイルス(以下 HSV)
を用いたウイルス療法が脳腫瘍に実施され、日本においても遺伝子改変 HSVを用いた臨床研究
が脳腫瘍患者に実施されており、安全性と有効性が示されてきている。現在ウイルス療法の臨床
的安全性と腫瘍特異性は確認されてきているが治療効果は限定的であり、さらなる改良が望ま
れる。我々は新規ウイルス療法の開発を目的に、ピコルナウイルス科・エンテロウイルス属に着
目して、これまでに38種類のウイルスを各種ヒト癌細胞株及び正常細胞に in vitroで感染させ、
これらの細胞傷害効果について比較検討した。その結果、CVB3が正常肺線維芽細胞を傷害する
ことなく、複数の肺癌細胞を特異的に溶解することを発見し、担ヒト肺癌ヌードマウスを用いた
in vivo 研究において原発及び転移巣で抗腫瘍効果を誘導することを報告した(Miyamoto et al. 
Can Res. 2012)。その他にも、コクサッキーウイルス A群 11型（CVA11）がヒト大腸癌あるい
は肺癌を用いた、エコーウイルス 4型（EV4）がヒト食道癌細胞を用いた in vivo研究において
ほとんど副作用なく抗腫瘍効果を誘導することや、ポリオウイルス（PV）が広範囲の癌種に対
する非常に強力な in vitroでの抗腫瘍効果を有することを見出した（図 2）。 
その後、我々は CVB3の副作用を克服すべく、各組織に特異的に発現するmicro RNA（miR-1
及び miR-217）に相補的な配列を搭載した CVB3-miRTの作製に成功し、CVB3で引き起こさ
れる膵炎、筋炎の消失及び膵、肝機能障害の正常化を認め、安全性の向上を確認できた(図 3) (特
許名：組換えコクサッキーウイルス、出願番号:61/812943、出願日: 2013 年 4 月 17 日)。さら
に、我々は免疫刺激性サイトカインである顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(以下 GM-
CSF)搭載 CVB3に着手し、ポリオウイルスゲノムに含まれるプロテアーゼ認識配列を利用する
ことにより、既知の遺伝子改変では困難であった遺伝子組換え CVB3-GM-CSFの開発に成功し
た。本結果より他のエンテロウイルスの配列を利用することでそのウイルスの特性を引き継ぐ
ことが可能であることを見出した。 
また、CVB3-miRT において臨床応用を念頭に置いた精製法を確立し（図 4）、サルおよびマウ
スにおける毒性試験を実施した。その結果、有効投与量群では高い安全性を示したが、最大投与
量群では一過性に生化学検査での異常が見られた為、さらなる安全性の向上が望まれる。 
 
２．研究の目的 
悪性腫瘍に対する新しい治療法の開発は急務である。我々はこれまでにエンテロウイルス 38種
について殺腫瘍細胞能を指標とした大規模スクリーニングを行い、幾つかの新規腫瘍溶解性エ
ンテロウイルスを見出し、その中でもコクサッキーウイルス B群 3型(以下 CVB3と略)は肺癌、
悪性中皮腫、乳癌細胞に対する抗腫瘍作用に優れていることを明らかにした。その後、CVB3の
臨床応用を目指し安全性向上を図ることを目的に遺伝子改変腫瘍溶解性 CVB3-miRT を作製し
た。本研究の目的はこれまでの我々の研究成果を基盤に、スクリーニングにより見出された様々
な腫瘍溶解性エンテロウイルスの構造・非構造遺伝子を組換えて各々の長所を取り入れた全く
新しい理想的腫瘍溶解性エンテロウイルスを開発することである。 
 
３．研究の方法 
細胞及び培養方法 
本研究に使用した NCI-H1299(H1299)細胞は American Type Culture Collection (ATCC)より購
入した。H1299 細胞は 10% fetal bovine serum（FBS）含有 RPMI 1640 培地を用いて継代培養を
行い維持した。また、細胞は 37℃、5% CO2で平衡化したインキュベーター中で培養を行った。 
ウイルス 
各種エンテロウイルスは国立感染症研究所ウイルス第二部腸管ウイルス第二室の清水博之先生
より譲渡頂いた。これらのウイルスは H1299 細胞を用いて増殖させた。 
野生型ウイルスプラスミド作製 
1×106 cells の培養細胞に multiplicity of infection (MOI)が 0.1 となるように野生型ウイル
スを感染させ RNA 抽出を行った。抽出後精製した RNA を逆転写反応にて cDNA とした。 
各野生型ウイルスの cDNA に対し、任意の制限酵素配列を末端に付加したプライマーを用いて、
cDNA を PCR によって増幅し、制限酵素処理、Ligation 反応を行い pBluescript II KS (+)に挿
入し、野生型ウイルスのプラスミドを作製した。 
キメラウイルスプラスミド作製 
各野生型ウイルスプラスミドの構造遺伝子(P1)・非構造遺伝子領域（P2 及び P3）において PCR
を行い、DNA 断片同士を結合させる為 In-Fusion HD Cloning Kit（タカラバイオ）を用いて、キ
メラウイルスプラスミドを作製した。 
ウイルス粒子作製 
T7 polymerase を用いてプラスミドを RNA に転写し、H1299 細胞に RNA を導入した。その後、24
時間後、上清を新たに用意した H1299 細胞に加え、cytopathic effect (CPE)が 70%程度確認出
来た時点で、細胞のみを回収した。細胞を凍結融解にて破砕し、ウイルス粒子を回収した。 



ウイルス力価測定 
細胞を 96 穴プレートに 5×103 cells で播種し、37℃、5% CO2で 5 時間孵置した。ウイルスは
OPTI-MEMⅠで 100 倍希釈したものを力価測定用のウイルス原液とした（この希釈倍率の常用対
数は力価測定計算式で使用：L）。ウイルス原液を 10 倍希釈ずつ段階希釈し（この希釈倍率の常
用対数も計算式で使用：d）、希釈系列液（10倍希釈毎）を作製した。希釈系列液を細胞へ 50 µL
（計算式で使用：v）添加し、120 時間後に 50%以上細胞変性効果が認められた穴数（合計を 8で
除算した値を計算式で使用：S）を算定し、ウイルス力価を以下の式を用いて算出した。 
Log10(TCID50/mL) = L + d (S − 0.5) + log10 (1/v) 
腫瘍溶解性エンテロウイルスの閉鎖経路精製法の開発 
製造に用いる 293 細胞は、Life technologies 社より購入し入手した。細胞は、培養バッグを用
いて、同社無血清培地にて 37 ℃、5 % CO2で平衡化したインキュベーター内で振盪培養した。
フィルターを用いてウイルス培養上清から夾雑物を除去した後、限外濾過にてウイルス培養上
清の濃縮を行った。また、10 倍濃縮を行ったウイルス液に対し、再度限外濾過にて溶媒を置換
した。陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによるウイルス精製は AKTA pure（GE Healthcare
社）を用いて実施した。塩濃度勾配溶離液にてウイルス溶出分画を明らかにした後、段階的溶出
でウイルスの精製を実施した。 
 
４．研究成果 
異種エンテロウイルス間でのキメラウイルス作製 
本研究においてキメラウイルスは「P1，P2，P3」の順に各々の配列を供与する野生型ウイルスの
略称を並べて表現する。その際ウイルス名は「CVA21 : A」「CVB3 : B」「EV4 : E」「PV1 : P」と
省略する。 
まず、当研究室で主に研究対象としている CVB3 と、先行研究におけるスクリーニングで広範囲
の癌種に対して強力な抗腫瘍効果を示した PV1 をキメラウイルスの親に選定し、CVB3 の構造遺
伝子と、PV1 の非構造遺伝子を用いてキメラウイルスを作製した。このキメラウイルスはエンテ
ロウイルス種が異なる 2 つのウイルスを組換えたものであり、作製したキメラウイルスの配列
を図 1に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
CVB3 と PV のキメラウイルス RNA ゲノムを細胞に導入して、ウイルス粒子の作製を試みたとこ
ろ、H1299 細胞において CPE は確認出来なかった。 
 
同種エンテロウイルス間でのキメラウイルス作製 
上記の異なるエンテロウイルス種に属する野生型ウイルス同士の組み合わせにおいては、感染
性を持つキメラウイルスは作製出来なかった。次に、エンテロウイルス種が同じである 2つのウ
イルスを組換えたキメラウイルスを作製した。本研究で主に研究対象とした CVB3 は
Enterovirus-B に属しており。同じ種に属する EV4 を組換え対象として選定した。同種に絞った
場合作製する組み合わせが減少する為、研究計画を変更し、さらに非構造遺伝子のどの領域がウ
イルス力価に影響を与えているのかを検討する事とした。つまり、非構造遺伝子における P2 お
よび P3 領域のみを組換えたキメラウイルスを追加で作製した。作製したキメラウイルスの配列
を図 2に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. CVB3と PVを用いたキメラウイルス 

VP4 VP2 VP3 VP1 2A 2B 2 C 3A 3B 3 C 3D
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図 2. CVB3と EV4を用いたキメラウイルス 

VP4 VP2 VP3 VP1 2 A 2 B 2 C 3 A 3 B 3 C 3 D
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CVB3 EV4BBEウイルス
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EV4 EV4EBEウイルス

EV4 CVB3EEBウイルス

CVB3



次に、各々の組換え部位がウイルス力価にどのように影響するのかを検討するため、作製した
CVB3 と EV4 間のキメラウイルス 6種と、コントロールとして野生型の CVB3 と EV4 の計 8種類の
ウイルスの力価測定を実施した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、野生型のウイルスに対して別種のウイルスの非構造遺伝子を組換えることでウイル
ス力価が変化する可能性が示唆された。また、組換える領域によってウイルス力価が増減するこ
とが明らかになった。CVB3 の構造遺伝子を固定し、P2 及び P3 領域を EV4 由来としたキメラウ
イルスにおいては、全て感染力は保有しているものの野生型 CVB3 より力価が低い結果となった
が、EV4 の構造遺伝子を固定したキメラウイルスにおいては、EBE ウイルスが最も力価が高く、
次いで EBB ウイルス、EEB ウイルスとなった。以上の結果より、CVB3 の P2 領域のみを組換えて
作製した EV4 キメラウイルスは野生型 EV4 と比較してより高いウイルス力価を示すことが明ら
かになった。 
 
次に、同種内の CVA21 と PV 間のキメラウイルスゲノムを作製した。作製したキメラウイルスの
配列を図 4に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、前述のキメラウイルスと同様に各々の組換え部位がウイルス力価にどのように影響す
るのかを検討するため、作製した CVA21 と PV 間のキメラウイルス 6種と、コントロールとして
野生型の CVA21 と PV の計 8種類のウイルスの力価測定を実施した（図 5）。 

  

 
図 3. 野生型および CVB3と EV4を用いたキメラウイルスの力価 

 
図 4. CVA21と PVを用いたキメラウイルス 
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図 5. 野生型および CVA21と PVを用いたキメラウイルスの力価 



力価を比較した結果、CVA21 と PV の間のキメラウイルスは AAP を除いて全てウイルス力価が検
出限界以下であった。AAP においても野生型 CVA21 とほとんど変わらない力価を示したに留まっ
た。 
 
腫瘍溶解性エンテロウイルスの閉鎖経路精製法の開発 
腫瘍溶解性エンテロウイルスの臨床展開を想定し、腫瘍溶解性エンテロウイルスの閉鎖経路精
製法を検討した。我々は培養バック、無血清浮遊培養、閉鎖経路による限外濾過法とクロマトグ
ラフィー法を利用したエンテロウイルス精製法の独自開発に成功した。 
精製後のウイルス溶液を電気泳動（SDS-PAGE）にてタンパク質を分離後、Oriole 蛍光ゲル染色
にてバンドを検出した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、ウイルス精製液にはほとんど夾雑物が確認されず、ウイルスのカプシド由来タンパク
質 VP1〜VP4 のバンドのみが確認され、非常に高い水準で精製されていることが明らかとなった。 
本製造法は細胞培養開始時からウイルス精製完了までを閉鎖系で行うことが可能であり、品質
管理の面から非常に有望な精製であると考えられる。本製造法を用いることで、開発した腫瘍溶
解性エンテロウイルスをスムーズに臨床へ展開できることが期待される。 
 
本研究において P2 及び P3 領域がウイルス力価に影響を与えている可能性が示唆されたが、そ
の他の領域においてもまだ明らかになっていない点は多い。CVB3 と EV4 の組み合わせからは、
EV4 に CVB3 の P2 領域を導入することが力価の上昇に寄与することが判明し、EBE ウイルスはこ
れまでにない高力価を実現した。今後は EBE ウイルスを新規腫瘍溶解性ウイルスとして開発を
進めていくと同時に、本研究で組換えの最小単位が P1・P2・P3 領域という区分であったが，今
後はより細かく分類し、2A 遺伝子のみを組換えたキメラウイルスなど、それぞれの領域ごとに
更に詳細に検討していく予定である。また、EBE ウイルス療法は日本初のオリジナルウイルスと
して、ウイルス療法の起爆剤になることを期待している。 
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