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研究成果の概要（和文）：免疫チェックポイント阻害剤による癌免疫療法の効果は２割程度で大きな障害の原因
は、腫瘍抗原の免疫原性が低下し免疫応答が不活化する事、腫瘍微小環境が免疫抑制状態になるためである。そ
こで、今研究は腫瘍溶解ウイルス療法の利点である、腫瘍溶解により腫瘍抗原を放出し免疫応答を活性化する事
と、炎症性サイトカイン惹起し免疫細胞を誘導する事を応用し、腫瘍の免疫抑制状態を解除することで免疫チェ
ックポイント阻害の腫瘍免疫療法に対する障害を克服する治療法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The efficacy of cancer immunotherapy with immune checkpoint inhibitors is 
only about 20%, and the major cause of failure is that the immunogenicity of tumour antigens is 
reduced, the immune response is inactivated and the tumour microenvironment becomes 
immunosuppressive. Therefore, in this study, the advantages of Oncolytic Virus Therapy, such as the 
release of tumour antigens by tumour lysis to activate the immune response and the induction of 
immune cells by inducing inflammatory cytokines, were applied to develop a treatment method to 
overcome the obstacles to tumour immunotherapy with immune checkpoint inhibition by lifting the 
immunosuppressive state of the tumour. The development of a new treatment method to overcome the 
obstacles to tumour immunotherapy with immune checkpoint inhibition.

研究分野：ウイルス学、腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　口腔癌において免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍免疫療法に対し腫瘍の免疫抑制機構により治療耐性に
なっていることが障害である。この耐性状態を解除する方法として腫瘍溶解ウイルス療法を応用した治療法の報
告はなく新しい挑戦である。また、腫瘍溶解ウイルスは腫瘍溶解により直接個々の腫瘍から様々な腫瘍抗原を放
出させるため、免疫原性が高い腫瘍免疫を誘導しやすい。最終的に、耐性機構を解除する方法を解明することは
学術的意義がある。また、それにより、腫瘍溶解ウイルス療法以外の化学療法でも腫瘍免疫療法の治療効果を向
上させる可能性があり社会的意義がある。

※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 
 
１）免疫チェックポイント阻害剤（腫瘍免疫療法）に対する耐性 
免疫チェックポイント阻害剤の奏功は２割のみで多くは治療耐性を示す。その大きな要
因として、①癌細胞において腫瘍抗原の免疫原性が低下し免疫応答が不活化する事、②宿
主側において腫瘍微小環境が免疫抑制状態になることである。 
腫瘍抗原の免疫原性の低下の要因は、免疫原性の低い癌細胞がセレクションされて腫瘍
を形成している事がある。また、腫瘍では異常が多いはずの DNA 損傷応答機構［細胞に
加わる刺激（紫外線、放射線、抗がん剤、ウイルスの複製）により DNA 損傷を受けた際
に、DNA損傷修復かアポトーシス誘導を行う］が正常に働き、アミノ酸変異した腫瘍抗原
が発現しない事がある。 
また、免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍免疫療法と腫瘍微小環境の免疫抑制状態
との関連は、治療奏功例では腫瘍微小環境内に活性系免疫細胞（細胞障害性 T細胞、NK細
胞、抗原提示細胞）が存在する事、あるいは、抑制系免疫細胞（T制御性細胞、MDSC、腫
瘍関連マクロファージ）が存在しない事から判明している（Charlene M., ASCO Educ. Book, 
2019, 39:147-164）。 

 
２）腫瘍免疫療法における腫瘍溶解ウイルスの役割 
腫瘍溶解ウイルスは、腫瘍溶解により腫瘍抗原を放出し免疫応答を活性化すると同時に、
ウイルス感染による炎症サイトカインを惹起し免疫細胞（NK 細胞、T 細胞、抗原提示細
胞）を腫瘍微小環境へ誘導する。 
よって、免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍免疫療法の耐性要因となっている 
①腫瘍抗原に対する免疫応答の不活化と②腫瘍微小環境の免疫抑制状態を改善し、腫瘍
免疫が獲得するまでのネットワークを活性化する事が期待できる。 
さらに、この腫瘍微小環境の免疫抑制状態では抗ウイルス免疫も抑制されるため、腫瘍
溶解ウイルスの増殖には有利な環境である。しかし、腫瘍溶解ウイルス療法を単独で行っ
た臨床試験では十分な効果が得られないことがある。原因の一つに、腫瘍細胞内で抗ウイ
ルス機構（DNA損傷応答、IFN-ɤ誘導など）が働きウイルスの増殖、溶解性を低下させる
事が考えられる（ASC infect. Dis., 10.1126/science.1159051, 2008, Nargi-Aizenman J.L., Virology, 
293:164-171, 2002）。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究は、免疫チェックポイント阻害剤による腫瘍免疫療法に耐性を示す口腔癌に
対して、我々が開発してきた腫瘍溶解性ウイルス（シンドビスウイルス）を応用し、腫瘍抗原
に対する免疫応答と免疫細胞の誘導を活性化させる事でその耐性を解除し、治療効果の向上
と腫瘍免疫の獲得を目指す。また、両療法の効果に対し DNA損傷応答（DDR）が問題となる
場合は、DDR阻害剤も併用し腫瘍免疫療法の効果増強を図る。 

 
３．研究の方法 
１）担癌動物での投与方法と安全性 
マウス扁平上皮癌細胞株 SCC7 と CH3 マウスを用いて担癌マウス（SCC7/CH3 マウス）を作
成し、免疫チェックポイント阻害剤（抗 CTLA-4、PD-1、PD-L1）とシンドビスウイルス（SIN）
を投与（腫瘍内、静脈）し、安全性を評価する。次に、シンドビスウイルスの投与時期、
投与量等を検討し、まずは腫瘍の大きさで治療効果を判定する。 
２）担癌動物での腫瘍免疫誘導性 
担癌マウス（SCC7-OVA/CH3 マウス）を作成し、免疫チェックポイント阻害剤とシンドビス
ウイルスを投与し、リンパ節、脾臓、腫瘍から免疫担当細胞を回収し、フローサイトメト
リーにて CD4 陽性細胞（Th1, 2, 9, 17, Treg）、CD8 陽性細胞、樹状細胞、ＮＫ細胞、MDSC
の分布をコントロール群と比較検討する。 
３）担癌動物での腫瘍免疫の評価とその免疫細胞の抗腫瘍効果の解析 
免疫チェックポイント阻害剤とシンドビスウイルス（SIN）を投与した担癌マウスの脾臓か
ら、各 CD4 陽性細胞（Th1, 2, 9）、CD8 陽性細胞を精製し、抗原に対する活性化や、同系
の担癌マウスに移植した際の抗腫瘍効果を検討する。さらに、シンドビスウイルスを投与
する前に、各免疫担当細胞特異抗体を投与し、免疫担当細胞の機能を抑制し、抗腫瘍効果
の免疫学的メカニズムを比較解析する。 

 
４．研究成果 
（１）免疫チェックポイント阻害剤に治療耐性を示す担癌マウスモデルの構築と安全性評価 
  今研究では免疫チェックポイント阻害剤に治療抵抗性を示す、免疫を有する担癌マウスの



モデルを作成することで最も重要である。最初に、口腔癌において臨床応用がされている抗 PD-
1抗体で検討した。一回投与量は臨床基準の3 mg/kgに設定し、治療回数は１週間に２回投与し、
合計４回と６回の条件でマウス扁平上皮癌細胞株 SCC7 と CH3 マウスを用いて作成した担癌マウ
スモデル（SCC7/CH3）の腹腔内へ投与した。４回、６回ともに未治療群と比較し、腫瘍の増大が
抑制されるが、最終的には治療抵抗性を示し、腫瘍が増大する抗 PD-1 抗体治療耐性担癌マウス
モデルを作成できた。また、投与直後にアナフィラキシー様の症状はなかった。最終的に、呼吸
器症状や皮膚症状等も無く、体重の変化も見られなかった。 
 
（２）免疫チェックポイント阻害剤とシンドビスウイルス療法の腫瘍抑制効果 
CH3 マウスへ SCC7 を背部に移植した担癌マウスモデ
ル（SCC7/CH3）の腫瘍容積が約 100㎣ になったら、
抗 PD-1 抗体（PD-1）のみ、抗 PD-1 抗体と SIN の併用
（PD-1＋SIN）と SIN（SIN）のみ、無治療の４群に分
類し治療を行った。抗 PD-1 抗体は腹腔に１回量を 3 
mg/kg で週２回を３週間行った。シンドビスウイル
スは 2.5x104pfu で腫瘍内投与を行った。治療効果は
腫瘍体積を測定し評価した。 
無治療群と比較したところ、抗 PD-1 抗体のみで治療
では、腫瘍抑制効果はあったが、３週目以降では増大
率は無治療群と同等であった。以上から、今回の治療
モデルは抗 PD-1抗体療法だけは治療に耐性となる事
が明らかになった。 
無治療群と比較して、抗 PD-1 と SIN の併用療法群と SIN のみのでは有意に腫瘍抑制効果があっ
た。しかし、併用療法群と SIN のみの間には有意な差は見られなかったが、併用療法群の方が治
療効果は向上していた。 
 
 
（３）腫瘍免疫細胞評価 
抗 PD-1 抗体（PD-1）のみ、抗 PD-1 抗体と SIN の併用（PD-1＋SIN）と SIN（SIN）のみ、無治
療の４群の脾臓細胞を回収し、CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞、Treg(Foxp3 陽性)細胞、B細胞、骨
髄由来免疫抑制細胞（MDSC）の分布を解析した。抗 PD-1 抗体と SIN の併用（PD-1＋SIN）では無
治療群と比較し投与群と比較すると、CD4 陽性細胞と CD8 陽性細胞の比率が、それぞれ 9.2％か
ら１１.8％、4.6%から 6.1%と増加していた。また、CD4/8 比も 1.７から 2.0 へ上昇していた。 
 
 
（４）獲得腫瘍免疫の評価 
抗 PD-1 抗体（PD-1）のみ、抗 PD-1 抗体と
SIN の併用（PD-1＋SIN）と SIN（SIN）のみ、
無治療の４群の脾臓細胞を回収し、各腫瘍
抗原（腫瘍細胞株 SCC7、オボアルブミンペ
プチド）による刺激に対する IFNγを発現す
る細胞数を ELISPOT 法で評価した。抗 PD-1
抗体と SIN の併用（PD-1＋SIN）では無治療
群と比較し投与群と比較すると、腫瘍細胞
（SCC7）による刺激に対し、有意に INFγを
放出する細胞数が多かった。 
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