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研究成果の概要（和文）： 
本研究の目的は、難治性肉腫に対する新治療法の開発を目指して、均一なウイルスゲノムも

つ腫瘍溶解性ウイルスシードストックの新規精製方法を確立することにある。カルポニン陽性

肉腫を標的化する d12.CALPfΔRR と固形腫瘍の腫瘍内微小環境を標的化し得る新規腫瘍溶解

性 HSV-1 ウイルス（国際特許出願中）d12ODDΔRR の BACmid 挿入ウイルスの単一クローンを分

離した。大腸菌にトランスフォームして均一なウイルスゲノム DNA を Maxi-prep し、遺伝子配

列を決定した。BAC への挿入前後でＴＫ遺伝子に一塩基の変異もないことを確認した。さらに、

BACmid 配列を除去した d12.CALPfΔRR と d12ODDΔRR ウイルスを限界希釈法により精製した。

精製した d12ODDΔRR のウイルスが、中皮腫幹(起源)細胞分画に対して、腫瘍溶解作用をもつ

ことを確認した。さらに、抗がん剤や分子標的薬に抵抗性を示した腫瘍から樹立した培養平滑

筋肉腫細胞に対して、d12ODDΔRR が強い腫瘍溶解作用をもつことを確認した。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Toward the development of a novel therapeutic strategy for sarcoma, the purpose of 
this study is to develop a novel procedure for purification of oncolytic viral seed stock 
with homogeneous viral genome DNA. Single viral geneome DNA was cloned into 
BACmid and was purified from HSV-1 oncolytic viruses, d12.CALPfΔRR targeting 
calponin-expressing sarcoma and d12ODDΔRR targeting hypoxic microenvironment of 
tumor. The BACmid containing clonal viral genome was transformed into E. Coli, 
maxi-prep’ed and sequencesed. No mutation, even in the single nucleotide was detected in 
the sequence of Thimidine kinase gene through cloning into BACmid and preparation in E. 
Coli. d12.CALPfΔRR and d12ODDΔRR viruses without BACmid sequence were purified by 
limited dilution methods. We confirmed that the purified d12ODDΔRR virus destroyed 
stem (tumot-initiating) cell fraction of sarcomatous mesothelioma, and also effective for 
destruction of cultured leiomyosarcoma cells which were established from tumors resistant 
to both chemotherapy- and molecular targeted therapy. 
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１．研究開始当初の背景 
肉腫の病因、病態に関連する遺伝子解析は、

DNA マイクロアレーなどを用いて国内外で進

められているが、まだ治療に応用できる段階

にはない。また、これまでの動物実験で、p53
やサイトカイン、自殺遺伝子である HSV-1 チ

ミジンキナーゼ遺伝子(HSV-tk)などを種々

のベクターを用いて肉腫細胞に直接導入す

る遺伝子治療法が試みられたが、十分な治療

効果が得られていない。 

一方、これまでに発表された細胞特異的に

複製可能なウイルスには、米国ハーバード大

の Martuza らによる、アルブミンプロモータ

ーを用いた肝腫瘍選択的な制限増殖型 HSV-1

（J. Virol. 71, 5124-5132, 1997；米国特

許５７２８３７９）や E1A 遺伝子を種々の細

胞特異的プロモーターで発現制御するアデ

ノウイルス（米国特許５９９８２０５）があ

る。研究代表者らが開発したカルポニンおよ

び低酸素標的化腫瘍溶解性 HSV-1 は、TK を温

存した細胞特異的増殖ウイルスであり、アシ

クロビル（aciclovir）やガンシクロビル

（ganciclovir）によってその感染細胞とと

もにウイルスを死滅させることが可能であ

り、予期せぬウイルス感染の拡大を防ぐとい

う安全対策の面で優れた特性を有している。

したがって、TK を欠失することを特徴とする

Martuza らの HSV-1 ウイルスは、ヒトの治療

への応用には適さない。また、このウイルス

は外来遺伝子を発現させることはできない

が、研究代表者らが開発した腫瘍溶解性

HSV-1 の基本骨格は細胞特異的プロモーター

の制御下に種々の標識遺伝子や治療効果を

増幅する遺伝子あるいは siRNA等を搭載する

ことが可能であり、発現ベクターとしての機

能も備えている。 

腫瘍細胞を標的化する増殖型アデノウイ

ルスが報告されているが、腫瘍溶解性ウイル

スとして、HSV-1 はアデノウイルスに対して

以下の優位性をもつ。1) HSV-1 ウイルスのゲ

ノムサイズは150kbでアデノウイルスの35kb

に比して大きく、外来遺伝子の挿入など遺伝

子組換え操作が容易である、2) HSV-1 ウイル

スはアデノウイルスよりも増殖速度が大き

く、容易に高力価のウイルスストックを得る

ことができる。また、それだけがん細胞破壊

効果も大きい、3) HSV-1 ウイルスは細胞から

細胞への細胞膜を介する感染が可能で、中和

抗体存在下でも感染領域を拡大することが

できるがアデノウイルスはできない、4) ア

デノウイルスは生体内で強い免疫原性をも

ち、アレルギー反応等を惹起し易い、5) HSV-1

ウイルスに対してはアシクロビルやパラシ

クロビルなどの抗ウイルス剤が市販されて

おり、臨床応用の際の安全対策の面で優れて

いるが、アデノウイルスには特効薬がない。  

研究代表者らが開発した腫瘍溶解性 HSV-1は

内在性のTK遺伝子をもつためPETと 124Iでラ

ベルしたウラシル誘導体 FIAU によって体内

でのウイルスの増殖部位をトレースするこ

とが可能であり、安全性のさらなる向上に役

立つ。 

腫瘍溶解性ウイルス遺伝子治療薬の GMP準

拠製造は、国内での実績はまだなく、既にウ

イルス産生細胞の GMP準拠製造とバンキング

を終了し、国内初の無菌環境下閉鎖系セルベ

クタープロセシングアイソレーターの設置

を完了した研究代表者らのグループは、その

先端に位置しているといえる。 

 

 
２．研究の目的 
平滑筋肉腫などの難治性肉腫に対する新治

療法の開発を目指して、研究代表者らは遺伝

子操作で、肉腫細胞を標的化して破壊する新

規腫瘍溶解性単純ヘルペスウイルス(HSV-1)

を用いた遺伝子治療法を開発した（特許技

術）。研究の全体構想は、この肉腫標的化ウ

イルスの速やかかつ適切な実用化・臨床応用

をはかるために、安全性評価や生物学的評価

試験の基準を満たす臨床試験用ロットを製

造することである。本研究の目的は、全体構

想の実現のため、国内初の無菌環境下閉鎖系

セル・ベクタープロセシングアイソレーター

を用いて、均一なウイルスゲノムもつウイル

スシードストックの GMPに準拠した迅速な製

造を可能にする新規ウイルス精製方法を確

立することにある。 

 
３．研究の方法 
ウイルスゲノム DNA の BACmid へのクローニ

ング 

薬剤としてのウイルス医薬品の規格を統

一するためには、均一なゲノム DNA をもつウ

イルスを増幅する必要がある。そのための最

も一般的な方法は、ウイルス DNA の増幅を哺

乳動物細胞の系からプラスミドを用いた大

腸菌の系に変換することであり、最近、単純

ヘルペスウイルス、サイトメガロウイルス、



EB ウイルス、アデノウイルスのゲノムについ

て BACmid を用いた大腸菌での増幅方法が開

発されている。 

 ヘルペスウイルスゲノムの UL3 と UL4 遺伝

子の polyA シグナルの中間点に BAC ベクター

を挿入するための 14453bp の全人工合成

BACmid 挿入ベクターは既に作製済みである。

BACmid 挿入ベクターを制限酵素の ClaI でカ

ットし、リニアライズした後、精製したウイ

ルスゲノム DNA と連結し、大腸菌にトランス

フォームする。大腸菌の FRT/Flp リコンビナ

ーゼ系を用いて BACmid から HSV-1 ゲノムを

切り出しウイルスゲノム DNAのみを大量精製

する。 

HSV-1ゲノムDNAのVero細胞への導入とウイ

ルスシードストックの作製 

ウイルス DNA を、既に研究代表者と研究分

担者らが作製済み（GMP 準拠）で、米国での

生物学的評価試験を終了した ICP4 発現 Vero

デザイナーセルにリポフェクション法を用

いて導入する。デザイナーセルを VP-SFM 無

血清培地で培養し、単一プラークからのウイ

ルス精製を３回繰り返し、ウイルスシードス

トックとする。ウイルスシードストックを上

記 ICP4 発現 Vero デザイナーセルに感染させ、

１回のプレパレーションにつき培養ボトル

ごとの CPE（Cytopathic effects）を均一に

維持し記録した上で、培養上清を採取し、遠

心後-８０℃の超低温フリーザーに保存する。 

 

 
４．研究成果 

ウイルスゲノム DNA の BACmid へのクローニ

ング 

ウ イ ル ス 臨 床 ロ ッ ト 製 造 の た め 、

d12.CALPfΔRR と固形腫瘍の腫瘍内微小環境

を標的化し得る新規腫瘍溶解性 HSV-1ウイル

ス（国際特許出願中）d12ODDΔRR の BACmid

挿入ウイルスの単一クローンを分離し、大腸

菌にトランスフォームして均一なウイルス

ゲノム DNA を Maxi-prep した。パルスフィー

ルド電気泳動法でBACmidウイルスゲノムDNA

のサイズを確認したのち、pCAGGS-FLPe 発現

ベクターと BACmid 挿入ウイルスゲノム DNA

を Vero 細胞に co-transfection し、培養上

清よりBACmid配列を除去したd12.CALPfΔRR

と d12ODDΔRR ウイルスを限界希釈法により

精製した。これにより、これまで国内で調整

されたどの腫瘍溶解性ウイルスの試験薬よ

りも均一なウイルス試験薬を GMPレベルで製

造するための準備が整った。 

 

HSV-1 ゲノム DNA の Vero 細胞への導入と精製

ウイルスの効力試験 

上記BACmid配列を除去したウイルスを、米

国での生物学的評価試験を終了したICP4発現

Veroデザイナーセルに、リポフェクション法

を用いて導入した。デザイナーセルをVP-SFM

無血清培地で培養し、培養上清からウイルス

を回収し、ウイルスシードストックとした。

それぞれのウイルスにつき、大腸菌の系で精

製したゲノムDNAの繰り返し配列を除く領域

をショットガンシーケンスし、HSV-1のチミジ

ンキナーゼ遺伝子の塩基配列を決定し、

BACmidの挿入や大腸菌内での遺伝子増幅を経

てもTK遺伝子(UL23)の塩基配列が一塩基も変

異していないことを確認した。 

 BACmid を含む d12.CALPfΔRR と d12ODD
ΔRRのウイルスDNAを大腸菌でMaxi-prepし、

次世代シーケンサーを用いたショットガン

シーケンス法で、ヘルペスウイルスゲノムの

繰り返し配列を除く塩基配列の決定を継続

した。遺伝子挿入領域は PCR によるダイレク

トシーケンスを行い、部分配列を決定した。

特に昨年度配列決定した HSV-1のチミジンキ

ナーゼ遺伝子以外の塩基配列につき、次世代

シーケンサーを用いた配列決定とショット

ガンシーケンス法により、ICP6 遺伝子の組み

換え配列挿入部位の塩基配列を d12.CALPfΔ
RR と d12ODDΔRR のウイルス DNA について解

析した。 

BACmid を用いて増幅し精製した d12ODDΔ
RRのウイルス粒子が、FACSで分離したCD133 

(Low/-)/CD44(+)分画の培養中皮腫幹細胞分

画に対して、腫瘍溶解作用をもつことを確認

した。さらに、抗がん剤や分子標的薬に抵抗

性を示した培養肉腫細胞（平滑筋肉腫）に対

して、d12ODDΔRR が強力な腫瘍溶解作用を

もつことも確認した。 
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