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研究成果の概要（和文）：難治性悪性腫瘍に対する新規治療法として、腫瘍溶解性ウィルス(OV)療法が期待され
ている。これまでに、種々のウイルスについて腫瘍細胞傷害性および安全性を検討したが、抵抗性を示す腫瘍も
あった。そこで本研究では、耐性克服のためにメチオニン(Met)分解酵素(METase)を利用し、(1)直接的腫瘍溶解
作用、(2)Met欠乏誘導による抗腫瘍作用および(3)抗腫瘍免疫誘導作用の３作用を併せ持つ次世代OV療法の開発
を試みた。種々の腫瘍細胞に対する傷害性を検討し、さらに効果を得るために改良を試みている。

研究成果の概要（英文）：Oncolytic virus (OV) therapy is a promising novel treatment for intractable 
malignant tumors. We have examined anti-tumor effect and safety of several kinds of viruses, but 
some tumor cells showed resistance toward them. Therefore, in this study, we targeted tumor-specific
 amino acid metabolism to overcome resistance, and attempted to develop next-generation OV therapies
 which features the following three actions: (1) direct oncolytic action, (2) anti-tumor effect by 
amino acid deficiency and (3) anti-tumor immunity induction. We have investigated the effect of them
 on various tumor cells, and are trying to improve them to obtain sufficient effect.

研究分野：腫瘍学、腫瘍治療学、遺伝子治療学、ウイルス学、血液学
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果
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研究成果の学術的意義や社会的意義
極めて難治性のGBMは生存期間中央値約1年半で、予後の改善は数十年間ほとんど認められないため、新規治療法
の開発が渇望されている。本研究で開発を目指した新規OVは、従来のOV療法が持つ作用に加え、腫瘍特異的栄養
要求性を標的とした治療法である。従って、現在標準治療として行われている化学療法や放射線照射に抵抗性の
GBMに対する有効性が期待される。また、METaseの利用は他のOV療法にも応用可能と考えられるので、種々の難
治性腫瘍に対する有効性が期待され、学術的・社会的意義は高いと考えられる。

※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 
 難治性悪性腫瘍に対して免疫チェックポイント阻害剤等様々な治療法が開発されてきたが、
抵抗例も多く、新たな治療法開発は急務である。血管内皮増殖因子(VEGF)抗体等の抗血管療法は
直腸癌等で生存期間を延長するが、乳癌や悪性脳腫瘍グリオブラストーマ(GBM)に対する効果は
明らかで無い。GBM に対する新規治療法は、EGFR を標的とする低分子阻害剤や抗体薬、浸潤性抑
制を目的とした c-Met 阻害剤、免疫療法として抗 PD-1 抗体や免疫遺伝子治療であるキメラ抗原
受容体 T 細胞療法等が試みられているが、十分な効果は得られていない。DNA 修復酵素 MGMT の
プロモーター領域のメチル化は化学療法剤 Temozolomide 反応性の予測に有用であるが、新規治
療の開発の緒とはなっていない。変異型 IDH に対する阻害剤も開発されているが、IDH 変異は低
グレードのグリオーマや二次性 GBM で頻繁に認められる一方、一次性 GBM では認められず、対象
例は少ない。 
 一方、治療抵抗性の原因である浸潤・転移病巣や癌幹細胞(CSC)にも有効な治療法として、腫
瘍溶解性ウィルス(OV)療法が開発されており、その腫瘍溶解作用に加え抗腫瘍免疫誘導作用が
注目されている。GBM に対しても単純ヘルペスウィルス等を用いた OV 療法が開発されており、
有効性が示唆されている(Todo T, et. al., Nat Med 2022)。我々の研究室でもこれまでに、麻
疹ウイルス(MV)や種々のエンテロウイルス(EV)が OV として有用であることを見出し、開発を進
めてきた(Meng X, et. al., Mol Ther 2010; Miyamoto S, et. al., Cancer Res 2012)。また、
宿主免疫による排除を抑制するため高分子コーティングし、抗腫瘍効果を増強させた MV や、毒
性を低減した EV の開発に成功した。一方、これらの OV 療法耐性の腫瘍もあり、GBM 細胞株を用
いた検討でも感受性の低いものを認めた。OV 療法はウィルス感染の生活環を利用したものであ
るため、細胞内への侵入や複製の過程において標的細胞(宿主細胞)側の要因に効果が左右され、
非感受性腫瘍細胞の残存・増殖や抗腫瘍免疫からの逃避が耐性の原因となる。この問題を克服す
るためには、OV 元来の抗腫瘍作用とは異なる作用を付与する事が有効と考えられ、種々の遺伝
子改変が行われているが、耐性克服は困難である。一方、OV 療法の抗腫瘍免疫誘導作用を増強
するため、GM-CSF や IL-12 遺伝子等の搭載が試みられている。また、シトシンデアミナーゼ搭
載により、感染細胞で 5-FC から 5-FU への転換による抗腫瘍効果増強を狙った OV 療法も開発さ
れており、周囲の細胞にもある程度抑制効果を及ぼすと報告されているが、5-FU は CSC には有
効でない。 
 そこで新たな治療標的として、腫瘍細胞特異的な高メチオニン(Met)要求性に着目した。この
性質の一因として DNA メチル化に Met が必要な事が挙げられ、Met 制限は腫瘍細胞でメチル化を
抑制し、増殖抑制やアポトーシスを誘導する。さらに細胞周期を S/G2 期に集積させて抗癌剤感
受性を増強するが、最近、Met 制限食や遺伝子組み換え METase が抗癌剤および放射線照射の抗
腫瘍効果を増強することが報告された(Gao X, et. al., Nature 2019)。我々のこれまでの検討
でも、Met 制限により種々の腫瘍細胞に対して傷害性が認められたが、正常細胞への影響は僅か
であった。以上より、Met欠乏状態を誘導する OV 療法は、従来の OV 療法耐性を克服する新規治
療法となることが期待された。 
 
２．研究の目的 
 最近、Met 制限食による抗癌剤の効果増強作用が報告されたが、臨床応用に際しては Met 分解
酵素(METase)の利用により腫瘍局所での Met 欠乏状態を強力に誘導することが有効と考えた。
METase は細菌や真菌等の微生物が持つ酵素であり、微生物種により Met 分解活性や器質選択性
(Homocyteine 等の分解活性の有無)が異なる様々なものが存在する。しかし、今までの非増殖型
ベクターを用いた遺伝子導入研究の報告では、腫瘍内で広汎かつ強力に METase を発現させるこ
とは難しく、明らかな効果を得ることは困難であった。一方、OV 療法は増殖型ウィルスを使用
するため、腫瘍内で感染が広がり、効果発現に十分な発現量が得られる可能性がある。そこで本
研究では、OV にメチオニン(Met)分解酵素(METase)遺伝子を搭載した効果増強型 OV(OV-MET)の
開発を目指すこととした。すなわち、感染細胞中でウィルス増殖時に大量発現した METase が、
細胞溶解時に放出されると、腫瘍環境の Met が分解され、周囲の非感染細胞は局所的 Met欠乏状
態になり傷害を受ける。一方で、正常細胞は腫瘍選択性の高い OV にも Met欠乏にも耐性であり、
さらに METase自体は毒性を持たないため、安全性は高いと考えられる。従って、OV-MET 療法は、
(1)直接的腫瘍溶解作用に加え、バイスタンダー効果として(2)Met欠乏誘導による抗腫瘍作用と
(3)抗腫瘍免疫誘導作用の３つの異なる作用を併せ持つ強力な次世代 OV 療法となることが期待
される。以上より、本研究で抗腫瘍効果が証明されれば、臨床応用に繋げることも可能と考えら
れる。さらに、METase の利用は様々な OV 療法に応用可能と考えられるため、幅広い癌種に対す
る有効性が期待され、臨床的にも重要な意義を有する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、OV-MET を開発することを目的とし、以下に記した方法で検討を行った。 
（１）Met 制限による細胞傷害性の検討 



①腫瘍細胞株：U-87MG, A172 等のヒト GBM 細胞、H1299等の肺癌細胞および Jurkat 等の造血器
腫瘍細胞は ATCC より入手し、FBS 添加 DMEM,MEM または RPMI1640 培地で維持した。マウス GBM
幹細胞(GSC)は GBM マウスモデルより樹立し、N-2 supplement、EGF および bFGF を添加した
DMEM/F12(1:1)培地(N2培地)を用いたスフェロイド形成培養で維持した(Marumoto T, et. al., 
Nat Med. 2009)。 
②正常細胞：正常マウス脳より分離したマウス神経系前駆細胞(mNPC)は N2培地で培養した。ヒ
ト神経系前駆細胞(hNPC)は iPS 細胞由来細胞を購入し(Elixirgen Scientific)、プロトコール
に従って培養した。ヒト正常肺線維芽細胞 MRC-5は FBS添加 MEM で培養した。CD34 陽性ヒト造
血前駆細胞(HPC)は SCF, Flt-3L, IL-3存在下で培養した。 
③Met 制限培養：Met不含 DMEM, RPMI1640培地に透析 FBS およびビタミン B12 を添加した培地
に、Met を最終濃度 0〜30µM になるように添加した。マウス GSC については、透析 FBS の代わり
に N-2 supplement、EGF および bFGF を添加した。 
④細胞傷害性の評価：ヒト GBM 細胞、肺癌細胞および造血器腫瘍細胞を 96ウェルプレートに播
種し、各濃度のメチオニン存在下で培養し、3-7日後に生細胞数を計測した。マウス GSC はポリ
Lリジン処理 96ウェルプレートに播種して計測した。生細胞数の計測は WST 法またはプレート
イメージャーによる自動計測法により行った。低酸素状態での検討はマルチガスインキュベー
ターを用いて、2%O2で行った。 
 
（２）METase 遺伝子導入による細胞傷害性の検討 
①METase 遺伝子：種々の微生物の METase について、酵素活性および選択性を指標にして抗腫瘍
効果が期待されるものを選択し、組み換えベクターを作製した。 
②METase 遺伝子発現レンチウィルスベクター(LV-MET)の作製：第三世代自己不活化レンチウイ
ルスベクタープラスミドに METase 遺伝子を組み換え、パッケージングプラスミドと共に 293T 細
胞にトランスフェクションした。2-3日後に上清を回収し、超遠心で濃縮した。力価はマーカー
として用いた GFP の発現を指標に決定した。コントロールベクターとして GFP のみ発現するレ
ンチウイルスベクター(LV-GFP)も同様に作製した。 
③METase活性の評価：METase活性は遺伝子導入細胞内の酵素活性および Met濃度低下により評
価した。酵素活性は、METase による代謝産物であるαケト酪酸の濃度を測定することにより行
った。細胞内 Met濃度は高速液体クロマトグラフィー法により測定した(SRL)。 
④METase 遺伝子導入による各種細胞への影響の検討：各種 GBM 細胞株、肺癌細胞、造血器腫瘍
細胞株ならびに正常細胞に LV-METまたは LV-GFP を感染させ、細胞傷害について評価した。細胞
は 96 ウェルプレートに播種し、各濃度のメチオニン存在下で培養し、3-7 日後に生細胞数を計
測した。生細胞数の計測は上記と同様の方法で行った。 
 
（３）OV-MET の作製と抗腫瘍効果の検討 
①OV-MET の作製：各種 OV プラスミドに METase 遺伝子を挿入し、ヒトまたは動物培養細胞にト
ランスフェクションし、数日後にウイルスを含む上清を回収した。これを培養細胞に接種し、感
染細胞の上清または細胞を回収・処理後、ウイルスストックとして回収し、凍結保存した。 
②OV-MET感染による各種細胞への影響の検討：GBM 細胞株、肺癌細胞株ならびに NPC 等正常細胞
に OV-METまたは元の OV を接種し、2-4日後に細胞傷害性について評価した。 
③in vivo の抗腫瘍効果検討：免疫不全マウスへの GBM 細胞移植モデルおよび正常免疫 GFAP-Cre
マウスを使用した遺伝子導入モデル(Marumoto T, et. al., Nat Med 2009)を使用する。遺伝子
導入 GBM モデルに必要な Tomo-Ras-sh53 LV は LV-MET と同様の方法で作製した。 
 
４．研究成果 
（１）Met 制限による細胞傷害作用 
U87 等 GBM 細胞、H1299 等肺癌細胞株や Jurkat 等造血器腫瘍細胞株に対して強い細胞傷害性を
及ぼすことが確認された。また、U251 や SUP-B19等、一部の GBMまたは造血器腫瘍細胞株も Met
制限により傷害されたが、効果は比較的弱いものであった。一方、正常の線維芽細胞、NPC や HPC
に対する Met 制限の影響は軽微なものであった。 
 
（２）METase 遺伝子導入による細胞傷害性の検討 
①METase 遺伝子発現レンチウィルスベクター(LV-MET)の作製：LV-MET を作製したところ、十分
な力価のベクターが得られていることが確認された。また、微生物 X由来の METase について、
導入細胞内で Met濃度の著明な低下が確認された。 
②LV-MET 導入による細胞傷害性の検討：これまでの報告では、非増殖型ベクターによる METase
遺伝子導入は細胞傷害性をほとんど誘導しないことが知られているが、本研究でも H1299や U87
等多くの細胞で明らかな細胞傷害性は認められなかった。一方、一部の造血系細胞において著明
な細胞傷害が認められた。 
 これらの結果より、我々が選択した微生物 X 由来 METase の酵素活性と細胞傷害性が確認さ
れ、OV 療法への応用が可能と考えられ、以下の検討を行うこととした。 
 
（３）OV-MET の作製と細胞傷害性の検討 



①OV-MET の作製：OV プラスミドに METase 遺伝子を挿入しウイルスを作製したところ、十分な力
価を持つ OV の作製が確認された。一方で当初、感染細胞での METase活性が不十分であることが
疑われた。METase失活の可能性等について検討を加え、最終的に METase 発現を誘導するウイル
スの産生が確認された。 
②OV-MET感染による各種細胞への影響の検討：GBM 細胞株および肺癌細胞株に OV-MET を接種し
たところ、MOI依存性の細胞傷害性が認められた。さらに、NPC 等正常細胞に対する影響につい
て検討を行っている。 
③OV 抵抗性腫瘍細胞に対する影響の検討：腫瘍中に混在する OV 抵抗性細胞に対する OV-MET の
影響を検討するため、OV高感受性細胞(U87等)および OV 低感受性細胞(A172 等)の混合培養系を
用いて、上記と同様に検討した。 
④OV-MET の改良：OV-MET の非感受性細胞に対する効果を増強するため、遺伝子改変
METase(eMETase)の作製を行った。先ず、eMETase 発現 LV を作製し、各種腫瘍細胞株に導入した
ところ、より強力な Met 制限効果が認められた。今後、eMETase 発現 OV を作製し、抗腫瘍効果
について検討を行う。 
⑤GBM マウスモデル作製の準備：レンチウイルスベクターによる遺伝子導入 GBM モデル作製に必
要な GFAP-Cre マウスの導入・繁殖を行った。また、注入するレンチウイルスベクターTomo-Ras-
shp53 LV の作製を行った。 
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