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研究成果の概要（和文）：麻疹ウイルスベクター（MVV）は我々の研究チームが世界に先駆けて開発を継続し、
標的細胞ゲノムへの遺伝子挿入がなされず細胞質内で増殖するため宿主細胞へのゲノム毒性がなく高安全で、一
定期間内の導入遺伝子細胞質内高発現が可能な新規ウイルスベクターである。我々はMVVを用いてより効果的な
キメラ抗原T（CAR―T）細胞療法開発を目的に低抗原性MVVの構築に成功した。さらに光制御性Magnetタンパクを
用いた抗腫瘍活性の制御法ならびにメチオニン分解酵素遺伝子搭載CAR-T細胞療法の開発を行った。本研究成果
に基づき、固形腫瘍に対する高効率で高安全性の第二世代CAR-T療法の開発が可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Our newly developed measles virus vector (MVV) is a novel and nonintegrative
 viral vector which proliferates cytoplasmically without inducing any genome toxicity in 
gene-transduced cells and can express target genes efficiently and safely for limited time. In this 
project we successfully could establish low immunogenic MVV for the purpose of clinically 
translatable effective chimeric antigen receptor (CAR)-T cell therapy. Furthermore, we developed 
novel photocontrollable measles virus proliferating methods using Magnet protein gene and 
tumor-specific killing methods using methioninase gene. Based on these current results, we will 
develop a novel, effective and safe second generation CAR-T cell therapy targeting solid tumors in 
our next project.

研究分野： 医師薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
麻疹ウイルスベクター（MVV）は我々が独自開発し、世界で初めて高安全性のヒト人工多能性幹（hiPS）細胞樹
立に成功すると共に、生体内での抗腫瘍免疫誘導に極めて重要であると考えられるナイーブT細胞に高効率で遺
伝子導入できることを初めて発見した。本研究では臨床応用を前提にMVVの抗原性の減弱、光によるベクター増
幅制御の可能化、メチオニン分解酵素遺伝子搭載の可能化、に関する技術開発を行った。本研究の学術的意義お
よび新規性は高く、本方法の確立により、より効果的な難治性固形腫瘍に対する治療法の開発が可能になること
が期待できることから、社会的貢献度も極めて高いものと考えられる。

※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 
標準療法の著しい進歩にも関わらず、悪性腫瘍は過去 40 年に亘り日本国民の死因の第 1 位

で日本人の 3 人に 1 人が悪性腫瘍により死亡しており、新規治療法の導入が望まれている。
近年の免疫チェックポイント阻害抗体薬や遺伝子改変 T 細胞療法などの免疫療法は悪性腫瘍に
対する新規治療法として期待され、日本を含め 世界中で臨床に導入されてきているが、前者で
はその非特異的免疫亢進のため重篤な有害事象が報告され、後者では固形腫瘍への抗腫瘍効果
の低さが報告されてきており、いずれも改良が必要である。我々はこれまでに標準治療抵抗性
悪性腫瘍患者を対象に、以下の新規免疫療法臨床研究を実施し、これら免疫療法の安全性、抗
腫瘍免疫誘導作用および一部症例での長期生存を含む臨床結果について報告してきた。すなわ
ち、1）顆粒球マクロファージコロニー刺激因子発現腫瘍細胞ワクチンを用いた免疫遺伝子治療
法開発の基礎および第 I 相臨床研究 1,2,3)、2）5種腫瘍抗原ペプチドカクテルワクチンを用 い
た免疫療法第 I 相臨床試験 4)、3）腫瘍抗原 RNF43 ペプチドパルス樹状細胞および活性化リン
パ球を用いた強化養子免疫細胞療法第 I相臨床試験 5)、である。これらの臨床研究有効例では
明らかな細胞性免疫誘導効果が認められ、この抗腫瘍効果の主体を担っている T細胞を用いた
T細胞療法が、固形腫瘍患者において顕著な治療効果を発揮できる可能性は十分にあるものと
考えている。一方我々は、被感染細胞からは新たな感染性細胞が産生されない非伝播型麻疹ウ
イルスベクター（MVV）の開発に世界で初めて成功し、MVV を用いたヒト人工多能性幹(iPS)細
胞樹立を可能にした 6)。さらに本研究過程で本ベクターが T細胞への次世代遺伝子導入法とし
て極めて有用である可能性を示唆する結果を得ている。即ち、本麻疹ウイル スベクターは、
1）RNA ウイルスであるため、対象細胞染色体ゲノムに挿入がなく、癌化リスクが理論的にゼロ
であり、高い安全性を有する、2）複数遺伝子(6遺伝子までは既に成功)の発現が可能な構築作
製に成功しており、各遺伝子の長期同時発現が可能である、3）免疫療法の細胞源として注目さ
れている naïve /stem cell memory T(CD3+CD45 RA+ CCR7+) 細胞に対して、抗 CD3 抗体刺
激・免疫刺激サイトカイン非存在下でも高発現効率を有する、ことを明らかにしてきている。 
以上の国内外での研究動向ならびに私共のこれまでの研究背景を基に、本研究では新規麻疹ウ

イルスベクターを用いた新たな遺伝子改変 T 細胞療法を開発する。 
２．研究の目的 
標準療法抵抗性悪性腫瘍に対する新規治療法の開発は急務である。我々はこれまでに悪性腫瘍

に対する免疫・遺伝子治療の基礎および臨床研究を実施してきた。また最近我々が世界で初め
て開発した MVV は対象細胞ゲノム内に挿入されることなく、複数遺伝子を長期発現可能で、ヒ
ト人工多能性幹（iPS）細胞の樹立を可能にしたのみならず、次世代免疫療法の細胞源として注
目されている naïve / stem cell memory T 細胞への高い遺伝子導入効率を示す。本研究の目的
は、我々のこれ迄の基礎と臨床研究成果を基盤に、第一世代麻疹ウイル スベクター(MVV)の T
細胞親和性を保存しながら、ヒト in vivo に用いた場合に副作用の少ない第二世代 MVV を構築
すると共に、その遺伝子改変 T細胞療法への応用の可能性を検討し、さらに臨床的有用性を高
めた新規 T細胞療法を開発することである。 
⒊ 研究の方法 
研究目的達成のために以下の研究を実施する。 

(1) F 及び Hタンパク外来発現系の構築による低免疫原性第二世代 MVV の構築 
ウイルス表面抗原となる Fタンパク遺伝子を除いた第 1世代 MVV、並びにウイルス表面抗原と

なる Hタンパク及び Fタンパク遺伝子を除いた低免疫原性第 2世代 MVV プラスミドを構築し
た。これらのプラスミドは、MVV ゲノム上流に T7 プロモーター配列を挿入しており、MVV 粒子
を産生させる際は、T7 RNA ポリメラーゼを発現するパッケージング細胞が必要となることか
ら、T7 RNA ポリメラーゼを発現する BHK/T7 細胞を用いることとした。 
さらに、産生させた MVV を増幅させるパッケージング細胞が必要となることから、第 2世代

MVV のパッケージング細胞の樹立を検討した。第 2世代 MVV より欠失させた Fタンパクと Hタ
ンパクは、細胞への吸着及び膜融合に関与する。そのため、パッケージング細胞の細胞膜上に
Fタンパク及び Hタンパクが同時に存在すると、MVV 増幅時以外でもパッケージング細胞同士が
膜融合して多核巨細胞化を生じ、細胞を維持することができない。また、Hタンパクが細胞膜
上に存在する場合、付近の細胞の細胞膜上のレセプターと不可逆の結合を引き起こす。 
そのためまず、第 2世代 MVV のパッケージング細胞を樹立するにあたり、持続的に Fタンパク

を発現しつつ、Hタンパクは MVV 産生・増幅時のみに供給ができるよう、Cre-loxP システム及
び Tet-On システムの導入を検討した。 
Cre-loxP システム及び Tet-On システムを導入した第 2世代 MVV パッケージング細胞の構築に

は、Lipofection 法および Lentivirus を用いた遺伝子組込み技術を検討した。しかし、樹立し
たパッケージング細胞を用いて第 2世代 MVV を増幅させたが、MV感染細胞で観察される細胞変
性効果（CPE）を示す多核巨細胞の維持ができなかった。そのため、樹立したパッケージング細
胞に対して、1細胞クローニングを行なった。しかし、１細胞クローニングした細胞を用いて
も、これらのシステムは MVV 増幅時に H蛋白質の発現・供給が上手くできず多核巨細胞の維持
ができなかったことから、高力価の第 2世代 MVV の確保が困難であった。 



そこで、MVV 産生時に H蛋白質を MVV 増幅時のみに
供給できるように、Co-transfection 法による MVV 産
生を検討した（図１）。 
(2) 既に臨床試験で有用性が証明されている CAR（キ
メラ抗原リセプター）もしくは TCR（T 細胞受容体）
遺伝子搭載第二世代 MVの in vitro での評価 
第 1世代 MVV と第 2世代 MVV の感染様式は同一であ
ることから、予備的検討として、F遺伝子のみを除去
した第 1 世代 MVV にペプチドワクチン臨床試験で高
い抗腫瘍免疫誘導効果を示した患者由来 TCR 遺伝子

を搭載した第 1世代 MVV-TCR を作製した(図 3-(A))。また、同様に CAR 遺伝子を搭載した第 1
世代 MVV-CAR を作製済みである。 
次に、産生した第 2世代 MVV を用いて健常人末梢血単核球由来 CD３陽性 T細胞への遺伝子導

入法を検討した。まず、第 2世代 MVV には、レポータータンパク質である EGFP を搭載した第 2
世代 MVV-EGFP plasmid を使用した(図 4-(A))。 
使用する CD３陽性 T細胞は、健常人末梢血を密度勾配法により単核球を分離し、さらに

MACS(磁気細胞分離)を用いて単離した。単離した CD３陽性 T細胞に第 2世代 MVV-EGFP を
MOI=0,3,5 で加えて 90〜120 分間孵置し、培地交換して、24,48,72 時間後に蛍光顕微鏡及び
FCM 法（フリーサイトメーター法）で確認した。 
(3)CAR 療法の抗腫瘍効果をさらに増強し得る治療技術の開発 
当初、共阻害分子（CD80/86、PD－L1/L2、HVEM、Gal9 各分子）のデコイ遺伝子を作製し、そ

れらの in vitro およびマウス in vivo での抗腫瘍増強効果を検討予定であったが、海外学会な
どで同様な研究が他者により発表されてきていることから、T細胞活性化能を有する共阻害分
子・共刺激分子のデコイ遺伝子構築においては研究計画を見直し、特許取得性の高い光制御性
Magnet タンパク並びに L-methionine-α-deamino-γ- mercaptomethane-lyase (METase)を搭載
して研究を進めることに転向させて頂いた。 
① 光制御性 Magnet タンパクを用いた抗腫瘍活性の制御(参考文献 7)に詳細発表） 
麻疹ウイルス（MeV）ポリメラーゼ Lタンパクはコネクター領域（CD）とメチルトランスフェ

ラーゼ（MT）領域間にある hinge2(H2)と呼ばれる高度に変化するリンカー部分を有している。
我々は H2領域に Magnet 系（アカパンカビ（Neurospora crassa）の青色光受容体ヴィヴィッ
ド（Vivid）の人工的変異体。 正電荷を持つポジティブマグネットと負電荷を持つネガティブ
マグネットからなる。青色光照射に反応して、ポジティブマグネットとネガティブマグネット
が結合する（スイッチオン状態）、光を遮断するとお互いに離れて元に戻る（スイッチオフ状
態））を利用した光制御領域を追加することで Lタンパクポリメラーゼ活性を光学的に制御す
る方法を開発した。Magnet 系は光スイッチ可能のペアタンパクであるポジティブマグネット
(pMag)ならびにネガティブマグネット（nMag もしくは nMagHigh1）からなっており、青色光照
射によりヘテロ 2量体化する。 
１）全ゲノム MeV ならびに RABV プラスミドの構築：P(+)MV-IC-EGFP-M/P64S/E89K を基本プラス
ミドとして全ゲノム MeV を作製した。LLMH 構築を作製するために、タンデムに連結されている
pMag、リンカー、nMagHigh1 ならびに HA tag（Linker MagHigh(LMH)）をコードする配列を L遺
伝子の 1708 番目と 1709 番目のアミノ酸に相当する部分に挿入した。LDMH 構築は pMag、nMag な
らびに HA tag（Direct MagHig(DMH)）をコードする配列をタンデムに連結する配列を L遺伝子
の 1708 番目と 1709 番目のアミノ酸部分に有した。 
２）光制御 MeV を用いた腫瘍内治療：乳癌細胞株（MDM-MB-468）は American Type Culture 
Collection より購入した。5〜6 週令の Balb-c nu/nu マウス（Charles River Laboratories 
International, Inc より購入）の腹部に 5ｘ106個の MDM-MB-468 細胞を皮下接種し腫瘍を形成
させた。マウス腫瘍サイズと体重は１日おきに計測した。腫瘍サイズが直径２mm以上になった
段階で、rMeVEGFP-LDMH を腫瘍内に接種した。各腫瘍には 5x105プラーク形成単位（PFU）を第
1，3，5，7，9日目に感染させ、コントロールマウスには PBS を接種した。感染したマウスは
暗所にて継続的に飼育もしくは ISL-150-HBB(CCS Inc.)にてマウスケージ外から青色光で 1日
12 時間照射を行った。マウスは腫瘍サイズが 200mm3以上になった際に犠牲にした。 
②L-methionine-α-deamino-γ- mercaptomethane-lyase (METase) 遺伝子搭載 CAR-T 細胞療
法の開発 
癌細胞はメチオニン(Met)要求性が高いことが知られており、最近、Met 欠乏食が抗癌剤や放

射線照射による抗腫瘍効果を増強することが報告された 8)。Met 要求性亢進の原因は蛋白合成
に必須である事のみならず、多くの癌で認められる DNA やヒストンのメチル化に Met が必要な
ためと考えられている。一方、研究協力者のカリフォルニア大学サンディエゴ校 Hoffman 教授
らは、哺乳動物細胞には発現していないメチオニン分解酵素(METase)に注目し、アデノウイル
スベクターを用いて腫瘍細胞に METase を発現させ、哺乳動物細胞には分解できないセレノメチ
オニンを投与することで、スーパーオキシド等の活性酸素による抗腫瘍効果が誘導できたこと
を報告した 9)。そこで我々は、CAR-T 細胞療法効果増強のために METase を利用することとし、
METase 遺伝子搭載 CAR-T 細胞療法の開発を目指すこととした。すなわち、CAR-T 細胞による抗
腫瘍効果に加え、CAR-T 細胞から放出された METase により腫瘍微小環境の Met が分解され、
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（A)第2世代MVV：構築した第2世代MVVプラスミドは、T7 RNAポリメラーゼによりRNAゲノムに
転写させる。

図１. 第2世代MVV産生方法として検討・構築したMV-H plasmidをMVV産生時にLipofection
に供給させるシステム。

(B) MV-H plasmidによる第2世代MVVのパッケージング

アフリカミドリザル由来腎細胞であるVero細胞に、F（麻疹ウイルスF蛋白ゲノム）を導入して、Vero/F細胞を樹立した。



CAR-T 非認識腫瘍細胞も局所的 Met 欠乏状態に陥り傷害されることが期待される。一方、正常
細胞は Met 欠乏に耐性であり METase 自体も毒性がないことから、安全性は高いものと考えられ
る。本研究では、先ず各種腫瘍細胞に対する Met 制限の効果について検討を行った。さらに、
腫瘍組織で認められる低酸素環境は DNA メチル化を促進しているため 10)、低酸素下で Met 制限
の効果が増強するかについても検討を行った。 
(1)細胞株：ヒトグリオブラストーマ(GBM)細胞株 U87 および A172、癌幹細胞であるスフェア形
成マウス GBM 細胞株 005、ならびにヒト正常線維芽細胞株 MRC-5 を用いた。 
(2)培養方法：96ウェルプレートに、1ウェル当たり U87、A172 および 005 細胞は 5000 個、
MRC-5 細胞は 2500 個、各条件４ウェルずつ播種し、以下の基礎培地に 0-30µMの Met を添加し
た培地を用いて培養した。U87、A172 および MRC-5 細胞に対しては Met 不含 DMEM に Met 除去
FBS を 10%添加した基礎培地、さらに 005 細胞は Met 除去 FBS の代わりに N2 supplement、EGF
および FGF-2 を加えた基礎培地を用いた。また、低酸素下における Met 制限の影響を検討する
ため、2%O2 での培養も行った。 
(3)細胞増殖測定：細胞のミトコンドリア活性を反映する WST-8 アッセイにより測定した。培
養開始３日後に 10µLの WST-8 を各ウェルに添加し、0.5-4 時間後に 450nm の吸光度を測定し、
検量線から細胞数を算出した。さらに、Met 30µM存在下の細胞数と比較し、Met 除去の細胞増
殖に対する影響を検討した。 
４. 研究成果 
(1)F 及び Hタンパク外来発現系の構築による低免疫原性第二世代 MVV の構築 
3-(1)の方法で樹立したパッケージング細胞を検討した結果、MVV 増幅時に観察される多核巨

細胞が確認でき、第 2世代 MVV の回収が可能となった。 
また、MVV のパッケージングの際の「宿主細胞

の種類」および「H蛋白と F 蛋白供給の量・タイ
ミング」が重要である可能性が示唆されたため、
２種類のパッケージ細胞を用いて、MVV 産生効率
を検討し、至適条件において第 2世代 MVV を増幅
させたところ、安定的に 1.0×106 IU/mL 程度の
導入力価を有する第 2世代 MVV 粒子の産生が可能
となった（図２）。本 MVV 産生系は低免疫原性第
二世代 MVV の構築系として極めて有用であると考
えられた。 
(2)既に臨床試験で有用性が証明されている CAR
（キメラ抗原リセプター）もしくは TCR（T 細胞
受容体）遺伝子搭載第二世代 MV の in vitro 評価 

第 1世代 MVV を用いて健常人末梢血由来 CD3 陽性 T細胞への遺伝子導入を試みた結果、T細
胞中で遺伝子導入 TCR 発現を確認でき、CD3 陽性 T細胞における TCR 発現を確認した(図 3-

(B))。さらに第 2世代 MVV 導入から 24 時間後に蛍光顕微鏡下に EGFP を発現する細胞が確認で
き、48〜72 時間後の時点で高い導入効率(MOI=0.5 で 81.0%, MOI=1 で 93.1%)が得られることが
示された（図 4）。第 1世代 MVV と第 2世代 MVV の感染様式は同一であり、第 2世代 MVV にお
いても高い遺伝子導入効率を有することが確認でき、今後の CAR-T 療法及び TCR 療法のレンチ
ウイルスベクター及びレトロウイルスベクターに代わるより安全なウイルスベクターとして
MVV が有用であることが示唆された。現在、CAR 遺伝子搭載第 2世代 MVV-CAR 及び TCR 遺伝子搭
載 MVV-TCR を構築し、遺伝子等導入効率を確認中である。加えて、治療対象を検討中であり、
in vitro 及び in vivo で使用する癌種を選定するとともに、MVV 受容体であるヒト CD46 発現マ
ウスを用いて、第 1世代及び第 2世代 MVV の in vivo 有効性・安全性を確認する計画である。 
(3)CAR 療法の抗腫瘍効果をさらに増強し得る治療技術の開発 
①光制御性 Magnet タンパクを用いた抗腫瘍活性の制御(参考文献 7)に詳細発表） 
 組み換え MeVs(rMeVs)は以前我々が報告した方法を用いて光制御可能 Lタンパクならびに増
強緑色蛍光タンパク（EGFP）を調整して作製した。MeV  L タンパクは 1708/9 前部分の N 末半
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分（Ln）と 1708/9 後の C末半分（Lc）に分割した。1708/9 部位は H2領域の 1708 ならびに
1709 アミノ酸位置に相当した部分に位置している。pMag は Ln C 末（Ln-pMag）に接合してお
り、nMagHigh1 は Lc N 末（nMagHigh1-Lc）に接合している。Ln-pMag とｎMagHigh1-Lc は 26 ア
ミノ酸からなる可変リンカー（Linker）によって連結されており、Linker MagHighL タンパク
（LLMH）を形成している。Ln-pMag とｎMagHigh1-Lc も直接連結しており、Direct MagHighL タ
ンパク（LDMH）を形成している。Ln における CDならびに Lcにおける MT領域は青色光照射に
より Magnet２量体化により近接することが期待された。LLMH もしくは LDMH（各々rMeVEGFP-
LLMH もしくは rMeVEGFP-DDMH）を有する rMeVs が青色光（470±20nm）の下に作製された。これ
らは青色光照射下で効率よく複製した。注目すべき点は暗所において rMeVEGFP-LLMH は低量だ
が検出可能なレベルの複製能を示したが、ｒMeVEGFP-LDMH は全く示さなかった。最初暗所に維
持した感染細胞が 7日間孵置後に青色光を照射した際には rMeVEGFP-LLMH の複製は促進され
た。一方で感染後（p.i.）3 日目に青色光照射を中止した場合にはウイルス力価は減少した。 
単層 rMeVEGFP-LDMH 感染細胞を培養皿の底で文字抜きスリットを介して青色光照射した際、
EGFP 蛍光文字が単層培養部分に現れた。 
 本システムを用いて腫瘍溶解ベクターとしての利用についてマウス in vivo において検討し
た。MDM-MB-468 腫瘍細胞を接種した Balb-c nu/nu マウスに rMeVEGFP-LDMH を腫瘍内に接種し
た。マウスは 1日中暗所飼育し、12 時間青色光を照射した。この結果、リン酸緩衝液（PBS）
接種腫瘍は顕著に増大したが、rMeVEGFP-LDMH 接種マウスでは青色光を接種した際には顕著な
腫瘍サイズの減少を認め、rMeVEGFP-LDMH 処理マウスのみ青色光下で生存継続ができた。 
以上より Mononegaviruses を用いた光制御ウイルスベクターの臨床応用可能性が示された。が

ん治療、遺伝子治療、再生医療における Mononegavirus の利点を示している。 
②L-methionine-α-deamino-γ- mercaptomethane-lyase (METase) 遺伝子搭載 CAR-T 細胞療
法の開発 
(1) Met 制限が GBM 細胞に与える影響：U87 および A172 細胞にお
いて増殖抑制が Met 制限依存性に認められ、さらに Met 非存在下で
は細胞死誘導さも認められた(図 5A)。また、Met 制限は癌幹細胞
005 の増殖も抑制した(図 5B)。 
(2)低酸素下における Met 制限の効果：2%O2 では、A172 細胞に対
する Met 制限の増殖抑制および傷害性が増強された。 
(3)正常細胞に対する Met 制限の影響：MRC-5 細胞では、Met 制限
による細胞増殖への影響は殆ど認められなかった(図 5C)。 
Met 制限は GBM 細胞に対して特に低酸素下で強い抗腫瘍効果を示

し、また正常細胞に対する影響は殆ど認められなかったため、Met
制限は優れた抗腫瘍療法であることが示唆された。従って、低酸素
である腫瘍微小環境において Met 制限を誘導する METase 遺伝子搭
載 CAR-T 療法は有用な抗腫瘍療法となることが期待される。 
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