
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２１年５月１５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
腫瘍選択的に複製する遺伝子組み換え単純ヘルペスウイルスＩ型(HSV-1)を用い、特に膠芽腫
に対する臨床応用が間近い第三世代の G47∆を基本骨格として、外来遺伝子を組み込んだ「武
装」HSV-1を開発した。IL-12+IL-18や IL-23を発現する HSV-1は免疫を介して抗腫瘍効果が格
段に増強した。ルシフェラーゼ発現型は、生体外から分布や体内動態を解析するのに有用であ
った。G47∆はまたグリオーマ幹様細胞に対して高い殺細胞作用を呈した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
19年度 7,600,000 2,280,000 9,880,000 
20年度 6,900,000 2,070,000 8,970,000 

総 計 14,500,000 4,350,000 18,850,000 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・脳神経外科学 
キーワード：脳腫瘍・ウイルス療法・単純ヘルペスウイルスⅠ型・ウイルスベクター・腫瘍免
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１．研究開始当初の背景 
手術技術や放射線／化学療法の進歩にも
かかわらず悪性神経膠腫の治療成績はこの
40年来ほとんど向上が見られず、新しい治療
法の出現が待望される。近年、ウイルスゲノ
ムを遺伝子工学的に改変し、腫瘍細胞で選択
的に複製するウイルスを作製して、ウイルス
複製に伴う直接的な殺細胞効果を腫瘍治療
に応用する試みがなされ、申請者は世界でも
その開発研究の先端を担ってきた。本研究は、
これまでの研究成果を発展させ、増殖型遺伝
子組換え単純ヘルペスウイルス I型（HSV-1）、
特に第三世代 HSV-1を基本骨格として治療
遺伝子を発現する「武装」遺伝子組換えHSV-1
を用いて、抗腫瘍効果が高く且つ安全で臨床
応用可能な新しい悪性脳腫瘍の治療法開発
を目的とした。 
 申請者は、第二世代 HSV-1の G207を用い

た米国初の悪性神経膠腫に対するウイルス
療法臨床試験の共同研究者であり、G207の
臨床開発の中心的な役割を担った。また
HSV-1を用いたウイルス療法がマウス脳腫瘍
モデルで特異的抗腫瘍免疫を惹起すること
を見いだし(Todo T, et al. Hum Gene Ther 1999)、
可溶型 B7-1などの免疫遺伝子治療を組み合
わせるとウイルス療法の治療効果が増強す
ることを示した(Todo T et al. Cancer Res. 61: 
153-161, 2001)。申請者は、G207からさらに
α47遺伝子を除去することによって、世界で
初めて三重変異を有する遺伝子組換え
HSV-1(G47∆)を作製することに成功した
（Todo T et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 2001）。
新たに加えた変異のため、G47∆は感染腫瘍細
胞のMHC class I発現を維持して抗腫瘍免疫
刺激を増強し、一方で腫瘍細胞に限ってウイ
ルス複製能を復元して強い抗腫瘍作用を現
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す。G47∆はヒトグリオーマ細胞株において in 
vitro、in vivoいずれでも G207に比べ高い抗
腫瘍効果を示し、現在臨床用ウイルス製剤が
生産され悪性グリオーマを対象とした臨床
試験の準備が進められている。また G47∆は
脳腫瘍に限らず他の固形癌にも高い治療効
果を示す(Fukuhara H, Todo T et al. Clin Cancer 
Res 2005)。HSV-1に感受性の高い A/Jマウス
への脳内投与では、G47∆は少なくとも G207
と同じ安全性を示した。 
 HSV-1は脳腫瘍治療に有利な特徴を多く有
するが、組換えウイルス作製に多大の労力を
要することに難があった。申請者らは、HSV-1
ゲノム全体を bacterial artificial chromosome 
(BAC)プラズミドに組み入れて recombinase
系を利用することにより、任意の遺伝子を組
み込んだ HSV-1を容易に作製できるシステ
ムを考案した。まずG207様の第二世代HSV-1
を基本骨格とした作製系を確立させ、IL-12、
IL-18または可溶型 B7-1遺伝子を直接組み込
んだ３種と対照の遺伝子組換え HSV-1を同
時に短期間に作製することに成功した。異な
る治療遺伝子を発現する３種の腫瘍治療用
HSV-1を同時に腫瘍モデルに投与して、複数
種の混合投与により治療効果を増強できる
ことを明らかにした(Ino Y, Todo T, et al. Clin 
Cancer Res 2006)。更に、BACを用いて第三
世代 G47∆を基本骨格とした HSV-1作製系を
確立し、IL-18と可溶型 B7-1を同時に発現す
る第三世代 HSV-1を作製し、増殖型 HSV-1
による複数の免疫刺激遺伝子発現が高い治
療効果につながることを示した(Fukuhara H, 
Todo T et al. Cancer Res 2005)。この系を用い、
抗新生血管因子である platelet factor 4や
dominant-negative FGF receptorを発現する
HSV-1を作製し、抗腫瘍効果が増強されるこ
とを示した(Liu T et al. Mol Ther in press; Liu T 
et al. Clin Cancer Res in press)。 また G47∆の
変異箇所の１つである ICP6遺伝子を、
insertion inactivationから deletionに変えるこ
とにより新たな第三世代 HSV-1の T-01を作
製することに成功した（図）。T-01は G47∆と
同じ効果を発揮しながら ICP6の reversionを
生じにくくした改良型であり、本研究におけ
るベクター開発の基本骨格を成す。BACシス
テムを用いて、T-01にマウス IL-12遺伝子を
挿入した第三世代「武装」HSV-1(T-mfIL12)
を作製したところ、in vivoの腫瘍内投与にて
T-01に比べ高い抗腫瘍効果を示したのみな
らず、静脈内投与でも抗腫瘍効果を発揮した
(unpublished data)。 
 
２．研究の目的 
 ウイルスゲノムを遺伝子工学的に改変し、
腫瘍細胞で選択的に複製するウイルスを作

製して、ウイルス複製に伴う直接的な殺細胞
効果を腫瘍治療に応用する。本研究は、これ
までの研究成果を発展させ、増殖型遺伝子組
換え単純ヘルペスウイルス I型（HSV-1）、特
に第三世代 HSV-1を基本骨格として治療遺
伝子を発現する「武装」遺伝子組換え HSV-1
を用いて、抗腫瘍効果が高く且つ安全で臨床
応用可能な新しい悪性脳腫瘍の治療法開発
を目的とする。新たな第三世代 HSV-1を用い
て、分子イメージングや delivery systemの開
発も行う。 
 
３．研究の方法 
腫瘍特異的なウイルス複製能に優れ且つ
安全性が高い第三世代 HSV-1の G47∆（T-01）
を基本骨格として、外来遺伝子を直接ウイル
スゲノムに組み込んで特殊機能を有する遺
伝子組換え HSV-1を作製して脳腫瘍治療に
応用する。本研究では特に、免疫刺激遺伝子
を１つまたは複数発現する遺伝子組換え
HSV-1を複数種作製し、ウイルスによる直接
的殺細胞作用に免疫刺激による増強効果を
加えて、抗腫瘍効果が高く且つ安全な抗腫瘍
免疫賦活型の腫瘍治療用 HSV-1の研究開発
を行う。またルシフェラーゼを発現する
HSV-1を作製し、マウス腫瘍モデルにおいて
種々の経路で投与したウイルスの体内動態
を、体外からのイメージングにより動物を生
かしたまま追跡し、治療効果の改善につなげ
る。更に、幹細胞の利用やサイトカインの併
用投与による抗腫瘍効果増強法を開発し、ウ
イルス療法の実用性を高める。具体的には以
下の方法を用い 2年間で実施する。 
 
方法：【平成 19年度】 
(1) T-BACシステムの活用 
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任意の治療遺伝子(transgene)を確実に挿入し、
且つ複数の遺伝子組換え HSV-1を並行して
短期間で作製することを可能にするため、
T-01を基本骨格とする bacterial artificial 
chromosome (BAC)システムを利用する。この
BACシステムは、Cre-loxPと FLP-FRTの２
つの recombinase系を利用し２つの段階から
成る（図）。第一段階は、BAC配列と green 
fluorescent protein (GFP)遺伝子を T-01ゲノム
の ICP6欠失部位に挿入した BACプラズミド
（T-BAC）を用いる。挿入配列は loxPと FRT
に挟まれて存在する。一方、FRTと CMVプ
ロモータの下流にmulti-cloning siteを含む複
製制限型のシャトルプラズミドを作製し、任
意の治療遺伝子をmulti-cloning siteに挿入す
る。試験管内で Cre recombinationを行い、シ
ャトルプラズミドのDNAを丸ごと T-BACの
loxP部位に挿入する。大腸菌に elelctroporate
した後、目的の co-integratesを選択する。我々
の経験では、選択された株の約 80%は目的通
りの挿入が得られる。次に第二段階として、
この co-integratesを FLP発現プラズミドと共
に Vero細胞に co-transfectする。その結果２
つの FRTに挟まれた prokaryote配列部分が切
り出され、目的の遺伝子組換え HSV-1が産生
される。最終的なウイルス株は limiting 
dilution法により単離し、ウイルス DNAを制
限酵素で切断してサザンブロット法で解析
し確認する。 
 
(2) 抗腫瘍免疫賦活型の腫瘍治療用 HSV-1ベ
クターの作製 
 T-BACシステムを利用すると、T-01を基本

構造とする４～５つの異なる遺伝子組換え
HSV-1の作製を同時に並行して 2～3ヶ月で
行うことができる。任意の治療遺伝子が目的
の部位(ICP6欠失部)に確実に挿入されること
に加えて、複数の治療遺伝子の効果を同時に
比較検討したり、複数種の遺伝子組換え
HSV-1を混合して同時に投与したりすること
が可能となる。理論的には、HSV-1の複製を
阻害せず抗腫瘍効果が期待しうるあらゆる
蛋白質の遺伝子が組み込む治療遺伝子の候
補と成り得、実際抗新生血管因子を発現する
遺伝子組換え HSV-1を複数作製した。本研究
では、HSV-1の腫瘍内複製が特異的抗腫瘍免
疫を惹起することから、免疫刺激遺伝子を直
接 T-01に挿入した、抗腫瘍免疫賦活型の複製
型 HSV-1ベクターを作製する。申請者らは癌
細胞における in situの免疫刺激遺伝子発現が
HSV-1の腫瘍内複製に伴う抗腫瘍効果を増強
することを確認している。またごく一部の腫
瘍細胞による遺伝子発現から大きな抗腫瘍
効果を期待し得ることから、抗腫瘍免疫賦活
型 HSV-1は実用性のある癌治療用ウイルス
となる可能性が高い。申請者らの現在までの
研究から、種々のサイトカインのうち、IL-12
は単独でも HSV-1の oncolytic activityとの組
み合わせで確実に治療効果を発揮すること
が判明している。また IL-12の２つのサブユ
ニットの遺伝子を IRESを介して別々に発現
させるよりも、fusion proteinとして発現させ
る方が効果が高いことを見いだした。平成
16-18年度基盤研究(B)の成果の一部として、
申請者らは T-01に fusion-typeのマウス IL-12
を挿入した「武装」HSV-1ベクターT-mfIL12
を作製した。In vivoデータは、T-mfIL12はT-01
に比べ格段に抗腫瘍効果が増強しているこ
とを示した。本研究では、これらデータを基
に、更に新たなベクター作製を行う。 
 申請者らは、増殖型HSV-1ベクターが IL-18
と可溶型 B7-1を同時に発現すると、それぞ
れを単独に発現するベクターより高い抗腫
瘍効果を現すことを示した。IL-12は IL-18と
相乗効果を示すが、全身性に投与する毒性も
強いことが知られる。本研究では IL-12と同
時に IL-18遺伝子を T-01に挿入した
double-armed HSV-1ベクターを作製し、治療
効果も実用性も高い癌治療用ベクターの作
製を目指す。IL-18はシグナル配列の違いが
発現に大きく影響することから、我々は３つ
の異なるシグナル配列を用いてまずプラズ
ミドレベルで比較し、最も発現と生物活性が
高い配列を用いる。本研究では更に、最近抗
腫瘍免疫における役割の重要性が認識され
てきた新しいサイトカイン遺伝子として、
IL-23を発現するHSV-1ベクターを作製する。
腫瘍特異的複製型 HSV-1の効果増強の新た
な可能性を探ると共に、IL-23の作用機序の
解明を試みる。２つのサブユニットからなる
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サイトカインであるため、IRESを用いる方法
と、single chainとして発現させる方法の２方
法を試みる。 
 
(3) ルシフェラーゼ発現型の腫瘍治療用
HSV-1ベクターの作製 
 T-BACシステムを用い、ルシフェラーゼ発
現型遺伝子組換え HSV-1を作製する。脳腫瘍
或いは皮下腫瘍を有する動物に種々の経路
で腫瘍治療用 HSV-1を投与した際、ウイルス
の体内動態を同じ個体で追跡したデータは
少ない。最近、高感度 CCDカメラ (IVISシ
ステム)により、生体透過性が良いルシフェラ
ーゼの発現を、動物を生かしたまま生体外か
ら検出することが可能となった。これを利用
すべく本研究では、基質依存的に発光する
CBRルシフェラーゼ（生体透過性が良い改変
型 luciferase）を T-01の基本骨格に挿入する。 
 
(4) 幹細胞を利用したウイルス療法の効果増
強法の検討 
 幹細胞が脳腫瘍や癌に集積することが最
近明らかになり、その機序も解明されつつあ
る。幹細胞に治療遺伝子を導入して発現させ
ると、癌に集積した幹細胞が治療効果を現す
ことが示されている。本研究では、幹細胞を
腫瘍治療用HSV-1の delivery systemとして利
用し、腫瘍治療用 HSV-1の治療効果を増強す
る方法を検討する。 
 市販のヒト神経幹細胞を用い、第三世代
HSV-1(T-01または G47∆)を multiplicity of 
infection (MOI) 0.01～1で感染させて、殺細胞
作用を評価する。更にMOI=1～3で感染させ、
経時的に産生ウイルスを回収して Vero細胞
上で力価を測定し、ウイルス複製能を評価す
る。同様の検証を、ヒト間葉系幹細胞や造血
幹細胞、マウス神経幹細胞で行い、幹細胞の
種類や動物種による違いを調査する。また、
マウス幹細胞を用いて、IL-12発現型
HSV-1(T-mfIL12)を感染させ、IL-12発現が幹
細胞に及ぼす影響を調査する。これらのデー
タを踏まえて、使用する幹細胞と癌治療用
HSV-1を選定し、治療法開発に用いる動物モ
デルを設定する。 
 
【平成 20年度】 
(5) 抗腫瘍効果と安全性の in vivo評価 
 本研究では、作製した遺伝子組換え HSV-1
や効果増強法の in vivo評価に大きな時間を割
き、臨床応用の可能性追求を重視する。マウ
ス系は A/J、次いで Balb/cなどが HSV-1に感
受性が高い。申請者の経験より、A/J由来の
Neuro2a神経芽腫細胞が皮下にも脳内にも腫
瘍を再現よく形成する上、免疫原性が低いの
で HSV-1ベクターを用いた抗腫瘍免疫賦活
のよい評価モデルとなり、本研究でもこれを
第一選択として用いる。また、T細胞の関与

を評価するために、U87MGヒトグリオーマ
細胞株を用いて、ヌードマウス（Balb/c nu/nu）
の脳腫瘍または皮下腫瘍モデルを用いる。更
に Neuro2a腫瘍モデルにおける抗腫瘍作用の
再現性を確認するため、Balb/c由来 RENCA
腎細胞癌、Balb/c由来 CT26大腸癌、C57BL/6
由来 TRAMP前立腺癌などを用いる。Neuro2a
と RENCAはいずれも転移癌モデルとしても
有用性が高い。治療遺伝子発現型 HSV-1ベク
ターは、HSV-1が腫瘍細胞特異的とはいえウ
イルス複製能を保ちながら外来因子を人工
的に発現するため、特に安全性の評価が重要
となる。感受性の高い A/Jマウスを用いて脳
内や静脈内投与などでの安全性評価を行う。
また発現因子のウイルス複製への影響を調
査するため、腫瘍内投与の後、経時的にウイ
ルス量を測定する。 
 ルシフェラーゼ発現型 HSV-1を、A/Jマウ
スの Neuro2a脳腫瘍／皮下腫瘍モデルおよび
ヌードマウスの U87MG脳腫瘍／皮下腫瘍モ
デルにおいて、腫瘍内投与もしくは静脈内投
与を行い、ウイルスの体内動態を追跡する。
ウイルス投与直後から IVISシステムを用い
て CBRルシフェラーゼの発色をマウス体外
より経時的に観察し、その後組織学的解析を
行う。このシステムでは、発光量を
Bioluminescence imaging(BLI)を用いて定量的
に評価することも可能である。 
 前述のマウス腫瘍モデルを用い、腫瘍治療
用 HSV-1(T-01あるいは T-mfIL12)を感染もし
くは潜伏させた幹細胞を、脳腫瘍内、皮下腫
瘍内、血管内に投与し、生存期間および腫瘍
の大きさを観察して効果を評価する。効果が
認められる投与経路と腫瘍モデルについて
は、腫瘍に到達したウイルス量を定量し、ウ
イルス単独で投与した場合と比較する。更に
ルシフェラーゼ発現型 HSV-1を用い、幹細胞
と組み合わせた場合と単独投与で、その体内
動態の違いを IVISシステムで分析する。 
 
(6) 新たな投与経路の開発 
 ウイルス療法は腫瘍内投与を中心に開発
が進んできたが、他の投与経路、特に静脈内
投与で治療効果を示せれば、臨床応用上極め
て有用である。抗腫瘍免疫賦活型の HSV-1ベ
クターは、腫瘍に到達したウイルス量が少な
くても大きな治療効果を引き出す可能性が
ある。申請者は既に、増殖型 HSV-1が静脈内
投与でも正常免疫マウスの脳腫瘍や皮下腫
瘍に対し抗腫瘍効果を発揮しうることを確
認しており、免疫刺激遺伝子で「武装」する
ことによって安全性を損なわずに治療効果
が増強されるか否かを評価し、また投与経路
によって適したベクターが異なるか否かを
調査する。また静脈内投与で抗腫瘍効果が見
られた場合には、その機序の解明を行う上で、
HSV-1ベクターの分布や、治療遺伝子の発現、



免疫細胞サブセットの関与、腫瘍細胞特異的
免疫応答の強さ、メモリの獲得などを調査す
る。 
 
４．研究成果 
【平成 19年度】 
 ウイルスゲノムを遺伝子工学的に改変し、
腫瘍細胞で選択的に複製するウイルスを作
製して、ウイルス複製に伴う直接的な殺細胞
効果を腫瘍治療に応用する。本研究は、増殖
型遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス I型
（HSV-1）、特に第三世代 HSV-1を基本骨格
として治療遺伝子を発現する「武装」遺伝子
組換え HSV-1を用いて、抗腫瘍効果が高く且
つ安全で臨床応用可能な新しい悪性脳腫瘍
の治療法開発を目的とした。三重欠失変異を
有する増殖型 HSV-1 の G47∆(T-01 )に、任意
の治療遺伝子を組み込むことのできる 
HSV-1 ベクター作製系（BACシステム）を
利用した。マウス IL-12遺伝子を挿入した
T-mfIL12を作製したところ、マウス腫瘍モデ
ルでTリンパ球を介した抗腫瘍免疫が増強さ
れ、T-01に比べて高い抗腫瘍効果を示した。
そこで更に、IL-12と IL-18遺伝子を同時に
発現する二重武装 HSV-1ベクター
（T-mfIL12・IL18）を作製した。また、マウ
ス IL-23を、IRESを用いて２つのサブユニッ
トを発現させた T-mIL23iresと、single chain
として発現させた T-mIL23scを作製した。分
子イメージングの手段として、基質依存的に
発光する CBRルシフェラーゼ遺伝子を T-01
に挿入した T-lucを作製した。平成 19年度は
これら新ベクターの in vivo評価を進めた。幹
細胞を腫瘍治療用HSV-1の delivery systemと
して利用し、腫瘍治療用 HSV-1の治療効果を
増強する方法を検討するため、HSV-1に感受
性の高い A/Jマウスの胎児脳から神経幹細胞
の分離培養を試み成功した。HSV-1感染に対
する感受性や、マウス脳腫瘍モデルにおいて
腫瘍に対する homing能を評価した。 
 
【平成 20年度】 
 前年度に引き続き、治療域が広く、まもな
く進行性膠芽腫に対する臨床研究が開始さ
れる第三世代 HSV-1の G47∆や、それを基本
骨格として外来遺伝子を組み込んだ「武装」
HSV-1を用いた治療法開発を行った。膠芽腫
患者の手術検体からグリオーマ幹様細胞を
培養して評価に用いたところ、in vitroの
sphere forming assayでは、G47∆がグリオーマ
幹様細胞に対して効率よく殺細胞作用を呈
した。ヌードマウスの脳内にグリオーマ幹様
細胞を移植すると、元の病理形態を反映した
脳腫瘍を形成することが示され、G47∆の一回
投与で有意に生存期間を延長させた。更に、
がん治療用 HSV-1の体内動態を生体外から
観察するためのツールとして、CMVプロモ

ータ制御下にルシフェラーゼを発現するウ
イルス T-luc(CMV)を作製した。In vitroでは、
G47∆とほぼ構造を持つ対照ウイルス T-01と
同等のウイルス複製能を示した。T-luc(CMV)
を生体に投与後 IVISを用いて観察すると感
染部位を検出できる。腫瘍内に直接投与する
と Neuro2a（マウス神経芽腫）皮下腫瘍では
７日間、U87MG（ヒトグリオーマ）皮下腫瘍
では 14日以上のウイルス感染の持続が認め
られた。また U87MG皮下腫瘍を有するヌー
ドマウスの尾静脈内投与では、肝臓への高い
集積を認めるものの数日内に消失し、一方皮
下腫瘍に届いたウイルスの感染が遷延する
ことが観察された。 
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