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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒトsoluble PD-1 (sPD-1)遺伝子を抗がんヘルペスウイルスに導入して免
疫チェックポイント阻害作用を持つ抗がんヘルペスウイルス開発を目的とした研究を行った。ヒトcDNAライブラ
リーおよびヒト血液サンプルmRNAからのクローニング・シークエンスを行ったがいずれも目的とするsPD-1 cDNA
の作成には至っていない。原因としてはsPD-1遺伝子はPD-1分子のsplice variantで、通常のPD-1遺伝子と比べ
てｃDNAライブラリーおよびサンプル中の含有量が少ないためと考えられ、国内外からの研究施設からのcDNAの
入手し研究を継続の予定である。

研究成果の概要（英文）：Development of gastric cancer therapy using oncolytic virus armed with 
immuno checkpoint inhibition is hopeful. We chose soluble PD-1 (sPD-1) gene for immune checkpoint 
inhibitory gene. We have started cloning of sPD-1 gene from c DNA library and blood sample, but we 
did not have obtained sPD-1 gene from neither of them. We are now continuing colonig of sPD-1. 

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 抗がんウイルス　胃がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではヒトsoluble PD-1 (sPD-1)遺伝子を抗がんヘルペスウイルスに導入して免疫チェックポイント阻害作
用を持つ抗がんヘルペスウイルス開発を目的とし、sPD-1発現による抗腫瘍効果の増強が確認できれば動物実験
を含めた前臨床的研究への発展が期待できるがsPD-1遺伝子のクローニングが予想よりも困難な状態で当初計画
していた抗がんウイルス療法への応用が難しい。今後も研究継続を行うことにより抗がんウイルス療法の発展が
期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

胃癌は世界で年間 98 万人が罹患し、84 万人が死亡しており、我が国においても進行がんでは

死亡率は高く治療成績の向上が求められている。切除不能・進行再発胃癌での治療には従来から

の抗がん剤治療、新規治療として Nivolumab に代表される免疫チェックポイント阻害剤による

治療が開始されているが先行して使用が開始されている肺がん領域でもその効果は全例に効果

があるわけではなく、従来型の抗がん剤とは異なる免疫関連副作用（irAE）も認められるという

のが現状である。我々の教室では抗がんヘルペスウイルス療法によるがん治療開発をおこなっ

ており、機能遺伝子をこのウイルスに搭載することにより効果増強を確認している（Int J Cancer 

2013）。免疫チェックポイント阻害作用を持つ機能遺伝子を私たちがこれまで用いてきた抗がん

ヘルペスウイルスに搭載して腫瘍局所で発現させ、より強力な免疫誘導をもった抗がんウイル

ス療法を行い副作用の低減を行えると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では私たちがこれまで開発してきた武装型抗がんウイルス療法に免疫チェックポイント

阻害作用を持つ可溶性 soluble PD-1Programmed cell death protein (sPD)-1 分子を搭載して胃がん細

胞内で発現させることにより腫瘍免疫の賦活化を行うことで抗がん作用を増強する抗がん免疫

ウイルス療法を確立することを目的とした。sPD-1 は PD-1 の膜貫通ドメインのエクソン 3 が欠

失したスプライシング変異で T 細胞性免疫を阻害する PD-L1、PD-L2 および B7-1 の全ての組み

合わせを抑制でき(J Immunother 2011)、血清 sPD-1 レベルを低く維持されるため副作用を低減で

き(Int J Cancer 2006)、高用量、頻回の投与が必要ないため費用対効果が高いと考えられている。

そのため抗 PD-1 モノクローナル抗体よりも有効であると考えられている。これまでに抗がんウ

イルスと免疫チェックポイント阻害剤を併用した研究は存在するが抗がんヘルペスウイルスに

免疫チェックポイント阻害作用をもつ sPD-1 分子を付加して治療を行う研究は本研究が初めて

である。抗がんヘルペスウイルスが sPD-1 を発現することによりがんの局所で抗がんウイルス

の増殖・がん細胞の破壊とともにがん由来の抗原が放出されてさらに免疫チェックポイント阻

害作用のある sPD-1 の転写産物が産生されるため免疫賦活作用がより増幅され、抗がん作用が

増強されると考えられる。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト soluble PD-1 遺伝子発現型抗がんヘルペスウイルスの作成とその複製能・抗腫瘍効果

の確認 

ヒト soluble PD-1(sPD-1) mRNA をヒト cDNA ライブラリーよりプライマーを用いて PCR 法にて

増幅し電気泳動で回収し（Cancer Res.2017）、TArget Clone plus（TOYOBO）を用いて TA クロ

ーニングして pTA2-sPD-1 を作成して増幅させる。シャトルベクターSV01 のクローニングサイ

トに作成した cDNA を挿入し SV-sPD-1 を作成する。作成した新たなシャトルベクターおよびシ

ャトルベクターSV01 を BAC ベクターT-BAC とともに Cre 組換えを用いて BAC ベクターに取り

組み、Vero 細胞に FLP 組換え用ベクターpOG44（Invitrogen）とともにリポフェクションさせて

FLP/FRT 組換えで遺伝子発現型ウイルス T-sPD-1、遺伝子発現のないウイルス T-01 を作成する。

sPD-1 発現をウエスタンブロットで確認する。 

Vero 細胞、胃がん細胞株に T-sPD-1、T-01 をそれぞれ感染させて回収し、Vero 細胞を用いてプラ



ーク数を測定し、ウイルス複製能を確認する。またウイルスを胃がん細胞株に感染させて抗腫瘍

効果をセルカウントで確認する。 

（2）胃がん患者での免疫チェックポイント阻害薬への耐性遺伝子の確認 

胃がん患者において免疫チェックポイント阻害薬への耐性遺伝子変異を確認するため患者サン

プルを用いて droplet digital PCR 装置を用いて確認を行う。 

 
４．研究成果 

（1）Clontech 社の各種ヒト cDNA ライブラリーからのプライマーを用いた増幅を行い、TAクロ

ーニングベクターへの導入を行いシークエンスを行ったが目的とする soluble PD-1 cDNA は増

幅を確認できなかった。続いて健常ヒト血液サンプルからのクローニングを試みたがシーケン

スでの目的配列の確認はできなかった。さらにがん患者サンプルでのクローニングも行ってい

るが soluble PD-1 遺伝子は PD-1 分子の splice variant で、サンプル中の含有量が少ないため

かクローニングしたサンプルのシークエンスでは目的とする遺伝子配列は認めず、soluble PD-

1 mRNA からの cDNA 作成には未だ至っていない。現在、ヒト soluble PD-1ｃDNA 遺伝子の購入

または他施設からの入手を計画している。 

（2）患者サンプルでの droplet digital PCR による免疫チェックポイント阻害薬への耐性の原

因となる遺伝子についても検討を行っているが候補となる遺伝子について droplet digital 

PCR の至適条件の検討を行っている。この結果を利用してさらなる候補遺伝子の検討を予定し

ているが検出が困難な場合には次世代シーケンスの利用による遺伝子変異の検出を検討するこ

ととしている。 
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