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研究成果の概要（和文）：両側の皮下にがんを移植したマウスにおいて、片側にがん治療ワクシニアウイルスを
投与することで、投与側腫瘍を原発巣、非投与側腫瘍を転移巣として評価した。その抗がん効果は、がん細胞を
融合すること、免疫賦活化遺伝子を搭載発現することで増強され、投与側だけではなく非投与側腫瘍に対しても
極めて高い治療効果を発揮した。また、ワクシニアウイルスの腫瘍溶解を強める宿主因子は、抗がん効果を予測
するバイオマーカーになり得ることを臨床検体を用いて示した。

研究成果の概要（英文）：In bilateral tumor-bearing mice, antitumor activity was assessed by 
unilateral injection of oncolytic vaccinia virus. The treated tumor and untreated tumor was 
evaluated as primary and metastatic tumor, respectively. Antitumor effects were enhanced by 
induction of cell-cell fusion and expression of multiple immunomodulators, leading to potent 
therapeutic effects on not only treated tumor but also untreated tumor. Furthermore, host cell 
factors, which regulates oncolytic activity of vaccinia virus, might be considered a promising 
biomarker to predict its antitumor activity.

研究分野：遺伝子治療学

キーワード： 癌　ウイルス療法　遺伝子治療　バイオテクノロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルス療法は、局所療法が全身のがんにも治療効果を及ぼす革新的がん治療法であるが、ウイルスを投与しな
い転移巣における治療効果は限定的となる。この問題を克服すべく本研究では、ウイルスのがんを溶かす能力を
増強する、全身のがん免疫を高める、ウイルスの抗がん効果を予測する新戦略を提案し、がんモデルマウスや臨
床検体を用いて、がん原発巣と転移巣の両方の根治を可能にする抗がんウイルス療法になり得ることを示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

生きたウイルスを利用したがんウイルス療法は、感染した細胞・組織内で増殖伝播しながらそ
れらを死滅させるウイルス本来の性質をがん治療に利用する方法であり、従来の化学療法や放
射線療法と比較して、様々なメカニズムによって腫瘍を攻撃できる利点がある。第一に感染した
がん細胞・組織内で増殖伝播しながら、それらをアポトーシスやネクローシスを介して腫瘍溶
解・死滅させる。第二にそれに伴う細胞性免疫の賦活化など多様な作用機序によって抗がん効果
を発揮する。 

本療法は、1900 年代の初めから始まっていたが、当時は野生型に近いウイルスをがん患者に
投与していたので、安全性の観点に問題があった。ところが今日、遺伝子工学技術や、ウイルス
及びがんの分子病態解析が発展し、ウイルスが元来持っている正常組織に対する病原性を排除
し、ウイルスをがん細胞だけで増殖させることが可能になった。これまで申請者も、様々なウイ
ルスを基にして、腫瘍のみを標的破壊する腫瘍溶解性ウイルスの開発に成功してきた。 

様々な腫瘍溶解性ウイルスを用いたがんウイルス療法の臨床試験が行われているが、これま
で重篤な副作用は報告されていない。一方、殆どの臨床試験において、ウイルスは腫瘍内に投与
されており、ウイルスを投与したがん原発巣における治療効果は十分であるが、ウイルスを直接
投与しない転移巣での治療効果は限定的であること、そして投与した原発巣に対しても効果が
ある患者と効果がない患者が存在することが分かってきている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この問題点を克服すべく、第一・第二の作用機序である腫瘍溶解と抗腫瘍免疫の
最適化というウイルス側からと、より効果のあるがん患者を選別するためのバイオマーカーの
同定というがん細胞側からの両方向のアプローチを提案する。（１）腫瘍細胞の融合を介したウ
イルス腫瘍溶解の増強、（２）免疫制御遺伝子の発現を介した腫瘍微小環境における免疫反応の
制御、（３）ウイルスの抗がん効果を予測するバイオマーカーの実証を試み、最終的にこれらを
統合することで、がん原発巣と転移巣の両方の根治を目指した抗がんウイルス療法の確立を目
指す。 
 
３．研究の方法 
（１）腫瘍細胞の融合を介したウイルス腫瘍溶解の増強 
マウス大腸癌 CT26 細胞の両側皮下担がんマウスにおいて、腫瘍が約 60mm3 になった時点で、

生理食塩水、107 pfu の MDRVV、又は FUVAC を左側の腫瘍内にのみ 3 回投与した（0、2、4日）。
各ウイルスは発光酵素のホタルルシフェラーゼを搭載発現するので、その発光基質ルシフェリ
ンを腹腔内投与することによって、非侵襲的にウイルス増殖分布を可視化した。 

さらに同様に処置をしたマウスにおいて、治療 5～7 日後に投与側腫瘍、非投与側腫瘍、及び
脾臓を採取した。腫瘍内のウイルスは免疫組織染色によって、腫瘍内に浸潤した免疫細胞は
CD8+T 細胞や制御性 T 細胞 Treg などを同定するための各種抗体を用いたフローサイトメトリー
解析によって評価した。又、腫瘍反応性Ｔ細胞の誘導は、脾細胞を回収し、標的又は非標的腫瘍
細胞と共培養後の IFN-γ産生によって評価した。 
 
（２）免疫制御遺伝子の発現を介した腫瘍微小環境における免疫反応の制御 
 複数の免疫制御遺伝子の発現によって抗腫瘍免疫の惹起を最適化できるかを明らかにするた
め、腫瘍反応性 T 細胞の活性化を誘導するサイトカインやリンパ球を誘引するケモカイン、刺激
性の共シグナル、さらに腫瘍微小環境の免疫抑制メカニズムを阻害する分子を発現する免疫制
御型 MDRVV を相同組換え法によって作製した。 

研究（１）の CT26 細胞の両側皮下担がんモデルマウスにおいて、同様の評価法により、免疫
制御遺伝子を発現しないワクシニアウイルスと比べて各免疫制御型 MDRVV の抗腫瘍効果が増強
するかどうか、さらに免疫制御遺伝子の組合せ発現により、さらなる増強効果が得られるかどう
かを検証した。 
 
（３）ウイルスの抗がん効果を予測するバイオマーカーの実証 
 UCA1 は、様々な腫瘍細胞における発現亢進が報告されている。それゆえ広範な腫瘍において
UCA1 の発現亢進とそれに連動した miRNA の発現低下や、Rho ファミリー低分子量タンパク質の
活性化がワクシニアウイルスの抗がん効果を予測するバイオマーカーになるかを明らかにする。
様々ながん細胞株において、ワクシニアウイルスの増殖能と腫瘍溶解能はウイルスの GFP 発現・
FLuc 発光の定量と細胞生存アッセイ、UCA1 や miRNA はリアルタイム PCR、活性型低分子量 G タ
ンパク質の検出はＧ-LISA によって解析した。 

細胞株を用いた解析によって、これらの宿主因子と MDRVV の増殖性・腫瘍溶解性の相関関係が
確認できたがん種に関しては、これまで構築してきた癌患者の手術検体より採取した腫瘍（正常
組織含）の組織片培養や初代細胞培養において、上記と同様に評価した。 



４．研究成果 
（１）腫瘍細胞の融合を介したウイルス腫瘍溶解の増強 
 従来の腫瘍溶解性ワクシニアウイルスMDRVVでは見られない細胞融合しながら増殖するFUVAC
に注目する。FUVAC は、MDRVV を細胞中で複製させている際、細胞融合しながら増殖するウイル
スとして発見され単離したウイルスで、VGF と O1 遺伝子の欠失に加え、K2L 遺伝子にナンセンス
変異を有している。 

マウス大
腸癌 CT26 細
胞の両側皮
下担がんモ
デルマウス
において片
側腫瘍への
みウイルス
を投与し、そ
の後のウイ
ルス増殖分
布と抗腫瘍
効果を検証
した。MDRVV
および FUVAC の増殖は、投与側
腫瘍内においてのみ検出され、
ウイルス投与 3 日後では MDRVV
に比べ FUVAC の増殖が高くなっ
ていた（図１）。どちらのウイル
スとも非投与側腫瘍内では検出
されないにも関わらず、MDRVV と
比べ FUVAC は投与側だけではな
く非投与側腫瘍に対しても有意
な治療効果を発揮した（図２）。
組織学・免疫学的解析により、
FUVAC は、①投与側腫瘍内で細胞融合
によりウイルス増殖と腫瘍溶解を増強
し、②免疫応答誘導性細胞死 ICD を高
めるとともに、③腫瘍内の制御性 T 細
胞 Treg、腫瘍関連マクロファージ TAM
や骨髄由来免疫抑制細胞 M-MDSC を減
少させた。次いで④ウイルスを投与し
た腫瘍だけではなく投与しない腫瘍へ
の細胞傷害性 T 細胞 CTL の浸潤を高
め、強力な抗腫瘍免疫応答を惹起し、
MDRVV と比べて高い抗がん効果を発揮
する作用機序を解明した（図３）。 
 
（２）免疫制御遺伝子の発現を介した
腫瘍微小環境における免疫反応の制御 
 MDRVV を投与した局所の腫瘍（＝原
発巣）での治療効果は十分に得られる
ものの、MDRVV を投与しない遠隔の腫
瘍（＝転移巣）では十分な治療効果が
得られなかった。ワクシニアウイルス
は、190kbp の線状二重鎖 DNA をゲノム
にもつ大型ウイルスであるためベクターとしての能力が高く、複数かつ長いサイズの外来治療
遺伝子を同時に搭載発現できる。この特性を活かして MDRVV に 4 種類の外来遺伝子を同時に搭
載発現できるシステムを構築し、様々な免疫制御遺伝子を搭載発現させ、CT26 細胞の両側皮下
担がんモデルマウスにて抗がん効果を検証した。その結果、作用機序が異なる 2種類の免疫制御
遺伝子、腫瘍反応性 T 細胞の活性化を誘導するサイトカイン IL-12 とリンパ球を誘引するケモ
カイン CCL-21 を搭載発現した免疫制御型 MDRVV は、ウイルス投与側腫瘍だけではなく非投与側
腫瘍に対しても十分な治療効果を発揮し、MDRVV と比べ生存期間を延長させた。 
 
（３）ウイルスの抗がん効果を予測するバイオマーカーの実証 

卵巣がんと大腸がんにおいて、UCA1 の発現亢進、miR-18a および miR-182 の発現低下や Cdc42
の活性化は、MDRVV の増殖性・腫瘍溶解性との相関関係が確認された。さらに 3人の卵巣癌患者

 

図２ 直接ウイルスを投与しない腫瘍に対する FUVAC の効果 

 

図１ CT26 両側皮下担がんマウスにおける腫瘍内投与後のウイルス増殖分布 

 

 
図３ FUVAC の作用機序 
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の初代細胞培養においても、同様に相関関係が確認され、これらの宿主因子は、がん治療用ワク
シニアウイルスの抗がん効果を予測するバイオマーカーとして有用であることが実証された。 

 
以上、（１）～（３）の結果より、最終的にこれらを統合することで、がん原発巣と転移巣の

両方の根治を目指した抗がんウイルス療法になり得ることが示唆された。 
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