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研究成果の概要（和文）：本研究では、CAR-T細胞療法の限界である固形腫瘍に対する坑腫瘍効果を増加させる
ために、腫瘍溶解性ウイルスとの効率的な組み合わせを開発することを目的とした研究開発である。本研究で
は、HSV-MSLNとMSLN-CAR T細胞の合理的な組み合わせをPan02腫瘍モデルマウスに対して実証した。固形癌にお
けるCAR T細胞療法の限界を克服するために、我々は感染後に腫瘍細胞表面にCAR標的を発現するHSV-MSLNを作製
した。CAR標的の発現はCAR T細胞の活性を高めると期待される。
Pan02腫瘍モデルマウスに対して、単体使用よりも有意な抗腫瘍効果を示すことを確認した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research and development was to develop an efficient 
combination with oncolytic viruses to increase the antitumor effect on solid tumors, which is a 
limitation of CAR-T cell therapy. In this study, a rational combination of HSV-MSLN and MSLN-CAR T 
cells was demonstrated against Pan02 tumor model mice. To overcome the limitations of CAR T-cell 
therapy in solid tumors, we generated HSV-MSLNs that express CAR targets on the tumor cell surface 
after infection; expression of CAR targets is expected to enhance CAR T-cell activity.
We confirmed that the CAR T cells exhibit significant anti-tumor effects against the Pan02 tumor 
model mice compared to the use of the CAR T cells alone.

研究分野：癌免疫治療

キーワード： 細胞療法　CAR-T　腫瘍溶解性ウイルス　HSV　膵癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は、従来の抗がん剤治療に対して抵抗性であるため、強力な抗腫瘍効果を有する新たな治療戦略の開発が求
められている。CAR-Tは標的免疫療法の一つであり、リンパ腫や急性リンパ性白血病の患者で有効な結果を示し
ている。そのため、CAR-TはB細胞悪性腫瘍患者の治療法として食品医薬品局（FDA）から承認されている。しか
し、固形癌では限界があることが示された。腫瘍溶解性ウイルスの炎症はTMEを破壊し、T細胞の浸潤を可能にす
る。さらに、遺伝子組み換えOVは、CAR標的抗原を感染した腫瘍細胞表面に送達し、CAR-T細胞標的タンパク質の
喪失や不均一性を克服し、CAR-Tの固形癌への有効性を広げた。

※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。



1. 研究開始当初の背景 

 

膵癌は、その高密度の間質と免疫抑制性の腫瘍環境のために、最も侵攻性が高く致死的な固形癌悪性

腫瘍の一つである。膵癌は日本における癌による死亡原因の第 4 位を占めており、今後 10 年間は癌

による死亡原因の第 2 位になると予想されている。膵癌は従来の抗がん剤治療に対して抵抗性である

ため、強力な抗腫瘍効果を有する新たな治療戦略の開発が求められている。CAR-T 細胞療法は標的免

疫療法の一つであり、CAR-T 細胞は腫瘍抗原を標的とする合成 CAR を発現するように操作される。B

細胞上の CD19 と B 細胞成熟抗原（BMCA）を標的とする CAR-T 細胞は、リンパ腫や急性リンパ性白血

病の患者で有効な結果を示している。そのため、CAR-T 細胞療法は B 細胞悪性腫瘍患者の治療法とし

て食品医薬品局（FDA）から承認されている。しかし、CAR-T細胞療法は、固形癌では表面抗原の発現

パターンがheterogeneityであったりantigen escapingが起こるために限界があることが示された。 

さらに、固形がんは免疫抑制的な腫瘍環境を持ち、間質が密集しているため浸透率が低い。これらす

べての要因が、固形がんにおける CAR-T 細胞療法の有効な抗腫瘍効果を低下させる。CAR-T 細胞療法

で固形癌の壁（障害）を破るために腫瘍溶解性ウイルス（OV）を併用する可能性を探索した。OVは弱

毒化ウイルスであり、迅速なウイルス複製によってがん細胞を特異的に溶解・殺傷し、より多くの腫

瘍細胞に感染するウイルス粒子を放出し、がん細胞を攻撃する免疫系を刺激する腫瘍抗原を放出する

（図 2）。ウイルスの炎症は腫瘍環境を改善し、T 細胞の浸潤を可能にする。さらに、遺伝子組み換え

OV は、CAR 標的抗原を感染した腫瘍細胞表面に送達し、CAR-T 細胞標的タンパク質の喪失や不均一性

を克服することができる。 

 

２．研究の目的 

 

私たちは、固形がんに値する有効なCAR-T細胞療法と腫瘍溶解性ウイルス（OV）の新しい併用療法を

研究開発し、細胞療法の適応を固形癌に広げることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

我々は、単純性ヘルペスウイルスの ICP34.5 を両側で欠失させ、ヒト MSLN 遺伝子を挿入して HSV-

MSLN を作製し、弱毒化した腫瘍溶解性ウイルス HSV-MSLN を作製した。作製したウイルスの純度を定

量 PCR で確認した。次に、作製したウイルスの in vitro における Pan02 膵癌腫瘍細胞に対する殺細

胞効果を細胞増殖アッセイで評価し、異なる MOI のウイルスを感染させた後、フローサイトメトリー

を用いて腫瘍細胞表面における MSLN の発現を評価した。次に、HSV-MSLN ウイルスを Pan02 膵癌腫瘍

マウスに注入して安全性を評価し、in vivo で腫瘍サイズを測定してウイルスの抗腫瘍効果を確認し

た。その後、第二世代 MSLN-CAR-T 細胞を作製し、HSV-MSLN感染 Pan02 腫瘍細胞または MSLN 安定発現

Pan02 腫瘍細胞と共培養後、IFNγ産生を測定することにより in vitro での CAR-T 細胞活性を評価し

た。最後に、Pan02 腫瘍担癌マウスを用いて、MSLN-CAR-T 細胞と HSV-MSLN 併用治療の抗腫瘍効果を

in vivo で評価した。 

 

４．研究成果 

 

1- HSV-MSLNは、感染した腫瘍細胞にMSLNを効果的に送達し、in vitroでの細胞毒性を増強する。 

 

Pan02腫瘍細胞にHSV-MSLNを異なる感染倍率（MOI）で24時間感染させ、腫瘍上のMSLNの発現をフロー

サイトメトリーで評価した。MSLNの発現が観察され（図1.a）、発現はMOI依存的に増加した。次に、

HSV-MSLNの細胞毒性効果をMTTアッセイで評価した。Pan02細胞を異なるMOI（0、0.1、1、10）で感染

させた。HSV-MSLNは、2日後および3日後にMOIおよび時間依存的に細胞毒性効果を示した（図1.b）。

したがって、HSV-MSLNは感染した腫瘍細胞にMSLN遺伝子を送達し、なおかつ数日後に腫瘍細胞を死滅

させることができると結論した。 



 
2- HSV-MSLNはMSLNを発現することができ、片側Pan02腫瘍マウスにおいて抗腫瘍効果を有する。 

次に、HSV-MSLNの抗腫瘍効果をPan02担癌マウスで評価した。マウスに腫瘍を皮下接種した。腫瘍サ

イズが約100 mm3に達した時点で、HSV-MSLNを1x106 pfuまたは1x107 pfuを2日間隔で3回腫瘍内に注射

した。腫瘍の大きさは週に2回測定した。HSV-MSLNは腫瘍増殖を有意に阻害し、その効果は用量依存

的であった（図2 a）。マウスに副作用は見られなかった。従って、HSV-MSLNは安全性を伴う抗腫瘍

効果を有すると結論した。次に、HSV-MSLNがin vivoでMSLNを腫瘍細胞表面に送達する能力をPan02担

癌マウスで評価した。マウスに腫瘍を皮下接種した。腫瘍サイズが約100 mm3に達した時点で、HSV-

MSLNを5 x 106 pfu、2日間隔で2回腫瘍内に注射した。2日後に腫瘍を単離し、MSLNの発現をフローサ

イトメトリーで評価した。HSV-MSLN処理腫瘍では、PBSのみで処理した対照腫瘍と比較してMSLNの発

現が観察された（図2 b）。この結果は、HSV-MSLNがin vivoの腫瘍でもin vitroと同様にMSLNを発現

できることを示している。 

 
3- MSLN-CAR-T細胞は、MSLNを安定的に発現するPan02細胞に対して活性を示す。 

次に、MSLNを標的とするscFv、CD3ζおよびCD28共刺激シグナル分子、GFPからなる第二世代CARをOT1

マウスの脾臓CD8+T細胞に導入し、MSLN特異的CAR-T細胞を作製した。レトロウイルスによるCAR構築

遺伝子の導入後、GFP陽性T細胞をフローサイトメトリーで導入効率を確認したところ、マウスT細胞

のほぼ70％がGFP陽性であった（図3a）。MSLN発現細胞に対するMSLN-CAR-T細胞の反応性を評価する

ために、MSLN-CAR-T細胞をMSLN発現Pan02細胞（Pan02-MSLN）と共培養し、MSLN-CAR-T細胞からの

IFNγ産生をフローサイトメトリーで評価した。Pan02-MSLNと共培養したMSLN-CAR-T細胞は、Pan02細

胞と共培養したMSLN-CAR-T細胞と比較して有意に高いIFNγを産生した。これはMSLN-CAR-T細胞の抗

原特異的反応を示している（図3b）。このことから、MSLN-CAR-T細胞はMSLN特異的に活性化されると

結論づけられる。 

 
4- HSV-MSLNウイルスはPan02細胞にMSLNを送達し、in vitroでMSLN-CAR-T細胞を活性化する。 

 Pan02細胞にHSV-MSLNウイルスを異なるMOIで24時間感染させた。感染細胞をMSLN-CAR-T細胞（1：

1）と6時間共培養し、フローサイトメトリーでIFNγ産生を測定した。HSV-MSLNを感染させたPan02細

胞と共培養すると、MSLN-CAR-T細胞からのIFNγ産生が認められ、その効果はMOI依存的であった（図

4 a & b）。この効果は、MSLN-CAR-T細胞を100%MSLN発現細胞と共培養した場合にも同等であった

（図4 b）。これらの結果は、MSLN-CAR-T細胞がHSV-MSLNに感染した腫瘍細胞によって活性化される



ことを示している。 

 
5- HSV-MSLNは、Pan02腫瘍担持マウスにおけるMSLN-CAR-Tの抗腫瘍効果を増強する。 

マウス片方の脇腹に腫瘍を皮下接種した。腫瘍の大きさが約 100 mm3 に達した時点で、HSV-MSLN を

5×106 pfu腫瘍内に注射し、2 日後にもう 1回ウイルスを注射した。2 日後、3×106個の MSLN-CAR-T

細胞を腫瘍内に注射した。腫瘍の大きさは週 2 回測定した。併用療法は、コントロールおよび MSLN-

CAR-T 細胞治療群、HSV-MSLN 治療群（未発表）と比較して、腫瘍増殖を有意に抑制した（図 5）。こ

れにより我々の仮説が in vivoモデルでも証明された。 
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The novel armed oncolytic HSV exhibits a strong antitumor effect that completely regresses tumors
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