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研究成果の概要（和文）：本研究では、ワクシニアウイルスの宿主由来外膜に覆われた感染粒子に着目し、外膜
上の宿主免疫の標的となっているウイルス膜蛋白を欠失することで元来の免疫回避能をさらに向上させ、かつウ
イルス産生に関与するウイルス蛋白に変異を導入することで産生効率を向上させた。これらの改良と併せて簡便
で効率の良い製造工程を構築することによって高力価ウイルス液を調製することに成功し、マウスにおいて血管
内投与により腫瘍に到達できるステルス型腫瘍溶解性ワクシニアウイルスの可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Based on the property of vaccinia virion covered with a host-derived outer 
membrane, partial deletion of glycoprotein enhanced neutralization escape without affecting the 
oncolytic potency of the virions, and introduction of mutation into viral protein increased 
productivity of the virions. By combining these improvements with the construction of a simple and 
efficient manufacturing process, we successfully prepared high titer solution of the virions and 
showed the possibility of systemic delivery of oncolytic vaccinia virus to tumors in mice.

研究分野：遺伝子治療学

キーワード： がん　ウイルス療法　免疫回避 　ドラッグデリバリー

  １版

令和

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、ウイルス製剤の投与
経路は主に腫瘍内であるため、体表にあるがんや超音波・CTガイド下で投与可能ながんに限定される。この問題
を克服すべく本研究では、血管内投与により腫瘍に到達できるステルス型腫瘍溶解性ワクシニアウイルスを提案
し、マウスモデルを用いて、あらゆるがん種をウイルス療法の対象とするための基盤技術と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（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。 
がんウイルス療法による局所療法が全身に治療効果を発揮するという、既存のがん治療法に

はない新しい概念が実証されたことより、米国で 2015 年に悪性黒色腫、本邦で 2021 年に悪性
神経膠腫に対する腫瘍溶解性ヘルペスウイルスが承認された。先進国でウイルス療法薬が誕生
した現在、今後がん治療の選択肢にウイルス療法が加わることが予想される。しかしながら、ウ
イルス製剤の投与経路は主に腫瘍内であるため、体表にあるがんや超音波・CT ガイド下で投与
可能ながんに限定される。 
 
２．研究の目的 
ワクシニアウイルスは増殖過程において、大部分が細胞内成熟ウイルス（IMV）という粒子形

態をとるが、全体の数％、IMV が宿主由来の外膜に覆われた細胞外性被覆ウイルス（EEV）と
なる。この構造により、血中で容易に中和される IMV は腫瘍内投与に使われ、中和され難い EEV
は血管内投与に適すると考えられている。そこで本研究では、この EEV の特性に着目し、この
免疫回避能をさらに向上させるとともに、EEV の産生量が低いため十分な量のウイルス製剤が
調製できない問題を克服することによって、血管内投与により腫瘍に到達できるステルス型腫
瘍溶解性ワクシニアウイルスの創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）宿主免疫回避能の増強 

EEV は血中で中和され難い特性を持つが、EEV 外膜上のウイルス膜蛋白 B5R が依然宿主免疫の
標的となっている。そこで標的となる 4つの SCR を欠失したウイルスΔEEV を作製し、抗ワクシ
ニアウイルス血清と混合した後、卵巣がん A2780 細胞への感染能をウイルスに導入した GFP 蛍
光発現によって評価した。 

 
（２）EEV の産生効率の向上 
 EEV の産生効率を上げるため、EEV の産生に関与するウイルス蛋白に変異を導入したΔEEVmut
を作成し、肺がん A549 細胞における産生量を評価した。 
 
（３）EEV の大量産生法の確立 
 EEV は、感染細胞の上清に放出されるため、通常の精製法である密度勾配遠心法は不向きであ
る。そこで細胞密度、ウイルス量（MOI）、ウイルス感染細胞の培養時間をパラメータとして EEV
ウイルスの産生条件を最適化するとともに、多量の上清ウイルス液を処理できる閉鎖系精製法
を構築した。 
 
（４）マウスにおける評価 

C57BL/6 マウスにおいて 2×10^8pfu のΔEEVmut、または IMV を静脈投与し、各タイムポイン
トで採血し血中のウイルスのコピー数を測定することによって、各ウイルスの血中滞留性を評
価した。さらに担がんモデルマウスにおいて同様に静脈内投与し、その後の生体内におけるウイ
ルス増殖を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）宿主免疫回避能の増強 

ΔEEV は EEV よりも明らかに抗血清による中和を逃れながら感染・増殖・伝播した。一方、正
常な B5R をもつウイルス由来の IMV、または B5R 部分欠損したウイルス由来のΔIMV は、予想通
り両方とも免疫回避能は示さなかった（図１）。 
 
（２）EEV の産生効率の向上 
 A549 細胞におけるΔEEVmut の産生量は、従来の EEV と比較して約 20 倍増加させることに成



功した。 
 
（３）EEV の大量産生法の確立 

EEV は従来 10^7pfu/ml の力価しか得られなかったが、新たに構築した製造工程により IMV に
匹敵する高力価 EEV（10^9pfu/ml）の調製を完了した。 
 

（４）マウスにおける評価 
マウスにおいて静脈投与したΔEEVmut は IMV と比較して血中滞留性が向上した（P<0.01）。ま

た担がんモデルマウスにおいて、静脈投与後のΔEEVmut は IMV と比較して腫瘍における高いウ
イルス増殖を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ＥＥＶ免疫回避能の向上 
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