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研究成果の概要（和文）：癌治療用遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス(T-01)の基本骨格に外来配列を直接組み込むこ
とで，特殊機能を有し，かつ胃癌治療に臨床応用可能な遺伝子組換えウイルスの開発研究を施行した．我々がスクリー
ニングした分子であるサイトカインシグナリング3抑制 (SOCS-3)発現癌治療用ヘルペスウイルスを作製して評価し，高
い治療効果を実験モデルにおいて確認した．将来の臨床応用を見据えた胃癌治療用ヘルペスウイルス療法の基礎開発が
進んだと考えられる．

研究成果の概要（英文）：We developed recombinant oncolytic herpes simplex viruses that possess certain ant
itumor functions and are useful for gastric cancer therapy. A third-generation oncolytic herpes simplex vi
rus type 1(T-01) was used as the backbone to insert foreign sequences. Oncolytic herpes simplex viruses ex
pressing suppressor of cytokine signaling 3 (T-SOCS-3) were constructed, evaluated, and proved to be thera
peutic potential. T-SOCS-3 may be a new agent against gastric cancer in the near future, and a progress ha
s been made in the basic development of next generation onoclytic virotherapy.
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1. 研究の背景・目的と準備状況 

我が国では臨床試験が始まった癌治療用

アデノウイルスやヘルペスウイルスに関し

ては更なる改良が着々と進んでいる．まず，

アデノウイルスでは，化学療法の効果判定

やナビゲーション外科 9)が可能となるよう

な製剤としての可能性がすでに報告されて

いる．ヘルペスウイルス研究開発において

も，我々の施設では G47Δ を用いた消化器

癌に対する臨床試験を目指しながら，基礎

研究開発も行っている．まず，ヘルペスウ

イルスには感染の際に宿主細胞を周囲の細

胞と融合させる性質を有するいわゆるサブ

タイプが存在する．G207 から選別された融

合亜系の Fu-10 はそのひとつである．また，

syncytium と呼ばれる細胞融合を誘導する

遺伝子を発現するように遺伝子組換えした

Synco-2D は殺細胞効果が増強することを

確認した．最近では，G47Δ の改良型であ

る T-01 のゲノムに治療遺伝子を直接組み

込み，増幅型遺伝子発現ベクターの機能を

持たせて治療に応用する試みを行っている．

具体的には，bacterial artificial chromosome 

(BAC)を利用し，第 3 世代腫瘍溶解性ヘル

ペスウイルスである T-01 のゲノムに治療

戦略に応じた遺伝子をと組み込むシステム

を取り入れ，研究開発に努めている．その

理由として，ウイルス療法は化学療法や放

射線治療との併用により相乗効果が期待で

きるためである．例えば，低線量の放射線

照射が RR 活性を上昇させ，その結果，ヘ

ルペスウイルスの複製能を増強させたとい

う報告や，ある種の抗癌剤が癌細胞の

Growth Arrest and DNA damage inducible 

Protein 34 (GADD34)を誘導させることで腫

瘍内でのウイルスの複製能を増強させるこ

とがわかっている．そこで我々は，胃癌に

感受性を有するタキサン（taxane）系抗癌

剤に注目し，これに関連する分子を T-01 に

組み込む研究を行った．タキサン系抗癌剤

は tubulin 重合形成や細胞周期に関連して

抗癌作用を有することはよく知られている

が，近年，タキサンによる thrombospondin-1 

(TSP-1)が介する CD family に様々形で関連

していることがわかった．15)そこで，TSP-1

を癌治療用ヘルペスウイルスに遺伝子組み

込みすることで TSP-1 発現 oncolytic HSV-1

として機能する T-TSP-1 の開発した．

T-TSP-1 は癌治療用ヘルペスウイルスに感

受性が低い胃癌細胞に関しても TSP-1 を介

した抗腫瘍血管新生抑制効果を有すること

がわかり，このシステムを応用した新しい

ヘルペスウイルス開発が必要不可欠と考え，

本研究課題を遂行した． 

 

2. 研究の方法 

「平成 23 年度」 

(1) 胃癌に対する分子標的機能強化型ヘル

ペスウイルスの開発 

 スキルス胃癌細胞株 TMK-1 に対して腫

瘍溶解ヘルペスウイルスが一定の殺細胞効

果を有することを確認したうえで，腫瘍特

異的感染能と増殖能を増強する必要がある

と考え，ウイルスの胃癌細胞に対する標的

化を追求する．そこで，まず，ToGA study

で報告された HER2/neu 陽性胃癌に対する

分子標的薬 trasuzumab の併用効果の有用性

を示した第 III 相試験の結果を考え，

HER2/neu を標的とした分子標的能強化型

腫瘍溶解ヘルペスウイルスの新規開発を行

う．さらに，ヘルペスウイルス側の envelope 

glycoprotein である gD を遺伝子改変し，

CEA 発現胃癌細胞株に対して特異的に感

染するヘルペスウイルスを作成する．これ



 

 

らの少なくとも 2 種類の分子標的機能増強

型ヘルペスウイルスの作成後，in vitro 系の

実験系を用いて，胃癌細胞株の HER2/neu, 

CEA の発現強度に分けて，これらのウイル

スの感染能，複製能，殺細胞効果を検討す

る． 

(2) 胃癌腹膜播種・リンパ節転移規定遺伝

子の同定と，これを認識するヘルペスウイ

ルス作成のスクリーニング 

切除した胃癌切除標本の凍結組織 40 例

(腹膜播種陽性 10 例，陰性 10 例，リンパ節

転移陽性 10 例，陰性 10 例)を対象に、マイ

クロダイセクション法により胃癌細胞のみ

を回収し RNA を抽出する．GeneChip 

Human U133 plus 2.0 array (Affymetrix 社)を

用いた網羅的遺伝子発現解析を行い，腹膜

播種陽性群と陰性群，リンパ節転移陽性群

と陰性群で各遺伝子の発現量を dChip 

software を用いて比較 (fold change 1.5 倍以

上，2 群間の平均強度差 100 以上の予定)し，

胃癌の再発形式として頻度の高い腹膜播種，

もしくはリンパ節転移のバイオマーカーを

推測し，これらのバイオマーカーを標的と

したヘルペスウイルスが作成可能か否かを

分子生物学的に確認する．さらに抽出でき

た分子の中から，前述のヘルペスウイルス

の gD に遺伝子工学的に組み込めるか否か

を選択，検討する． 
 
「平成 24 年度以降」 

(3) 平成 23年度で作成したヘルペスウイル

スの性能を確認の後，胃癌モデル（予定モ

デル：HER2/neu 陽性，陰性，CEA 陽性，

陰性）に対して担癌モデルでの検討 

（以下に実験プロトコール概要を示す） 

Day 1: 胃癌細胞株，臨床症例（倫理委員会

承認）から樹立した胃癌細胞 (3x106個)を 7

週齢 athymic female BALB/c ヌードマウス

に腹腔内投与する． 

Day 7: HER2/neu もしくは CEA retargeting

出来るように開発（平成 23 年度研究計画

(1)）したヘルペスウイルス（1x109 ウイル

ス粒子）を腹腔内投与する（各治療群は n=7

とする治療 7 日目に各群より 3 匹を麻酔下

に蛍光発色条件でナビゲーション仮想手術

を行う．その後，腫瘍含む各臓器（腹膜，

腸管，肝臓，脾臓）の組織学的診断を H&E

染色と X-gal 染色により評価する．残りの

群に関しては生存期間をエンドポイントと

して継続観察を行う． 

(4) 癌幹細胞(CSC)に対しても強力な殺細

胞効果を有するオートファジー誘導ヘルペ

スウイルスの効果の検証 

抗癌剤感受性試験研究で用いた方法

(Anticancer Res, 2005)を用いて，90%以上純

化胃癌細胞より， CSC のマーカーとして

も知られる ABCG2 (ATP-binding cassette, 

subfamily G, member 2)を発現する胃癌細胞

を色素 Hoechst 33342 を用いてフローサイ

トメトリー上で SP (side population)細胞と

して区別し，作成したオートファジー誘導

ヘルペスウイルスに対する感受性を検討す

る． 

(5) 分子標的機能強化型ならびにオートフ

ァジー誘導ヘルペスウイルス療法の第 I 相

臨床研究計画  

平成 24-25 年度内に達成が予想される胃癌

に対する分子標的化ウイルス療法の基礎的

検討の解析の結果，安全性が確認出来た場

合，第 I 相臨床試験のプロトコール作成に

取りかかる．本研究は，ウイルス療法と遺

伝子治療が組み合わされた治療法であるた

め，従来よりも詳細な計画書の作成が必要

である．そこで，我が国で臨床試験の経過

が判明していると考えられる T-01 の臨床

計画や，国内外でのウイルス療法，遺伝子



 

 

治療の実際の現場における情報収集も積極

的に行う．  

 

3. 研究成果 

「平成 23 年度」 

HER2 分子標的型ヘルペスウイルスの開発

を主目的として，特に，ヘルペスウイルス

の envelope glycoprotein である gD 部分の遺

伝子工学的改変を主目的とした． まず，

ヘルペスウイルスの gD 部分を含むシャト

ルベクターを用いて，HER2 分子に選択的

に結合する分子の改変に取りかかったが，

この遺伝子改変には相当の時間を要するこ

とが研究経過中に判明し，当該年度内を越

えての目標達成が見込まれた．また，実地

臨床応用を想定して，胃癌切除標本の

HER2 分子の発現頻度を免疫染色して検討

すると，全体の 10%程度の陽性率であり，

欧米からの報告に比べて低頻度であること

が判明した．一方，平行して進めていたオ

ートファジーとヘルペスウイルス関連性の

検証に関して，以下に示す新たな知見が得

られた．諸家の報告では，腫瘍溶解型アデ

ノウイルスの場合，オートファジーは腫瘍

溶解においてオートファジーは正の効果作

用とされている．我々の当該年度の研究で

は，胃癌細胞において，オートファジー現

象はほぼ恒常的に認められてはいるものの，

腫瘍溶解型ヘルペスウイルスの複製には，

むしろ抑制的に関与している可能性が示唆

された．腫瘍溶解型ヘルペスウイルスにオ

ートファジー機能を付加することはむしろ

逆効果となる可能性があり，非常に有用な

知見であると考えられる．(右上図は，癌治

療用ヘルペスウイルス感染後にオートファ

ジーが強く誘導させている減少を示してい

る) 

 

 そこで，研究計画 (2)の結果，SOCS3 

(suppressor of cytokine signaling 3)が胃癌組

織において非常に重要な分子であることが

判明し，これを応用したヘルペスウイルス

療法のプロジェクトを次年度に立ち上げた． 

 

（上図は，第 3 世代ヘルペスウイルス T-01

が胃癌細胞に感染後，SOCS-3 の発現を減

弱させ，ウイルスの複製能を下げる減少を

示唆する研究データの一部である） 

 

「平成 24-25 年度」 

平成 23 年度の研究成果より，安全性の高

い oncolytic HSV として，我が国で第 I 相臨

床試験が開始されたばかりである第 3 世代

oncolytic HSV; G47Δ を基本骨格とする新規

第 3 世代 oncolytic HSV: T-01 を BAC 

(bacterial artificial chromosome) 法を用いて，

SOCS-3 遺伝子発現ヘルペスウイルス

(T-SOCS-3)を作成し，当初の研究計画(3)，

(4)に関しては，すべて T-SOCS-3 を用いて

行った． 

ヒト胃癌細胞株を用いた担癌マウスに対

する治療実験では，T-SOCS-3 は良好な抗腫

瘍効果を示したが，胃癌新鮮切除標本を用

いた前臨床実験では，以下の問題点も明ら



 

 

かになった T-SOCS-3，第 3 世代ヘルペスウ

イルス(T-01)はともに胃癌組織に感染し，

ウイルス関連蛋白も発現する．また，胃正

常組織への感染は野生型のヘルペスウイル

ス(Strain F)よりも制御出来た．しかし，胃

癌組織におけるウイルス複製能はかなり抑

制されることから，今後の臨床応用，治療

法として確立して行くうえで，ヘルペスウ

イルスの機能増強，分子標的化が必要であ

ると考えられる． 
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