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研究成果の概要（和文）：我々は新規分子標的薬（Cilengitide）と併用によりOV 治療の効果を増強することができた
が、この結果を発展させるために、抗血管新生作用を持つ、新規腫瘍溶解性ヘルペスウイルスRAMBO を使用した。グリ
オーマ細胞をRAMBOで治療すると、MOIが高いほど強い殺細胞効果が得られ、これにcilengitideを併用するとその効果
がさらに増強された。マウスヒトグリオーマ脳腫瘍モデルにおいて、RAMBO又はCilengitide単独治療群および無治療群
に比べ、RAMBOとcilengitideの併用治療群において生存期間が有意差をもって延長した。

研究成果の概要（英文）：Oncolytic viral (OV) therapy has been considered as a promising treatment modality
 for brain tumors. Vasculostatin, the fragment of brain-specific angiogenesis inhibitor-1, shows anti-angi
ogenic activity against malignant gliomas. Previously, a vasculostatinexpressing oncolytic herpes simplex 
virus-1, Rapid Antiangiogenesis Mediated By Oncolytic virus (RAMBO), was reported to have a potent antitum
or effect. Here, we investigated the therapeutic efficacy of RAMBO and cilengitide, an integrin inhibitor,
 combination therapy for malignant glioma. In vitro, RAMBO, combined with cilengitide, induced synergistic
 cytotoxicity on glioma cells. In vivo, there was a significant increase in the survival of mice treated w
ith combination therapy compared with RAMBO or cilengitide monotherapy. These results indicate that cileng
itide enhanced vasculostatinexpressing OV therapy for malignant glioma and provide a rationale for designi
ng future clinical trials combining these two agents.
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１．研究開始当初の背景 

悪性グリオーマの予後は極めて不良であり、

近年、悪性グリオーマに対する治療として、

様々な新しい治療法が試みられているが、中

でも、変異型ウイルスを用いた遺伝子治療は

近年注目を集めている。腫瘍溶解性ウイルス

（OV）を用いた腫瘍溶解療法はウイルスが腫

瘍細胞を選択的に増殖、溶解するが、正常細

胞では増殖しない。悪性グリオーマに対して、

OV を用いた臨床試験が行われており、比較的

安全であることが示されたが、期待していた

効果には至っていない。このOV をさらに効果

的な治療モダリティーにするために、現在、

数々の施設が研究を続けている。戦略とする

ため悪性グリオーマに対するOVを用いた腫瘍

微小環境についての研究を行ってきた。この

研究で我々が得た結果では、新規分子標的薬

cRGD ペプタイド（Cilengitde）を用いること

により炎症を抑え、OVによる抗腫瘍効果をよ

り増強し、治療効果を高めることができた。 

さらに、最近、我々は抗血管新生作用を持つ

vasculostatinという蛋白を発現する新規OV

を作製した。生作用を持つ、brain-specific 

angiogenesis inhibitor (BAI-1)のfragment

であるvasculostatin (Vstat120)を発現する

腫瘍溶解性ヘルペスウイルスRAMBO (for 

Rapid Antiangiogenesis Mediated By 

Oncolytic virus)を使用し、ヒト脳腫瘍マウ

スモデルにおいて有意な生存期間の延長を得

ることができた(Hardcastle J, Kurozumi K, 

et al. Mol ther, 2010)。 

以上の結果をもとに、この新規OVと分子標的

薬（Cilengitide）の併用により、OV治療がよ

り効果的な治療戦略となり得るのではないか

と考えた。 

 
２．研究の目的 

研究目的１: 新規OV RAMBO の効果について

検証し、また、薬剤を全身投与にし、併用効

果について同様な結果を得ることができるか

さらに強い効果が得られるかについて検討す

る。 

研究目的2: 分子標的薬により新規OV の腫瘍

溶解を増強するメカニズムを調べる。 

 
３．研究の方法 

１． オンコリティックウイルスや薬剤につい

て、本研究のセットアップを行う。RAMBO 単

独での効果を確認する。 

２． 薬剤投与法を全身投与により、同様な結

果を得ることができるか、さらに強い効果を

得ることができるか、について検討する。 

３．分子標的薬Cilengitide によりOV の腫瘍

溶解を増強するメカニズムをさらに調べるた

めに、gene microarray とプロテオミクスを

行う。 

4．In vivo において、ターゲット因子を強発

現または抑制することにより、OV に対してど

のような影響をあたえられるかについて検討

する。 

５． 統計学的データ解析を行い、学会発表・
論文投稿する。 
 
４．研究成果 

我々は新規分子標的薬（Cilengitde）との併

用によりOV治療の効果を増強することができ

たが、この結果を発展させるために、抗血管 

新生作用を持つ、新規腫瘍溶解性ヘルペスウ

イルスRAMBO を使用した。cRGDペプタイド

（Cilengitde）の投与法を全身性投与法に変

えたところ、局所投与と同様にRAMBOとcRGD 

ペプタイドの併用効果が得られた。腫瘍は

U87dEGFRなどのヒト脳腫瘍細胞系列を使用し、

生存曲線にて有意な生存期間の延長が認めら

れた。 

Cilengitide により OV の腫瘍溶解を増強

するメカニズムをさらに調べるために、gene 

microarray を行った。OV とOV ＋ 

Cilengitide の検討の前にGene microarray 

は薬剤非処理の悪性グリオーマ細胞株と 

Cilengitide 処理された細胞株を比較した。

DNA マイクロアレイは CodeLinkTM Human 

Whole Genome Bioarray を用い、発現解析、



遺伝子オントロジー解析、パスウェイ解析を

行った。Cilengitide 処理 16 時間後に 265 

遺伝子の発現変化を認めた。遺伝子オントロ

ジー解析では、activation of pro-apoptotic 

gene products に関連する遺伝子群が 

over-represent されていた。パスウェイ解析

においては、Apoptotic cleavage of cellular 

proteins や TNF receptor signaling 

pathway がover-represent されており関連

遺伝子である caspase 8 等が upregulate 

されていた。 

グリオーマ細胞をRAMBOで治療すると、MOI

が高いほど強い殺細胞効果が得られ、これに

cilengitide を併用するとその効果がさらに

増強された。この結果から、RAMBO と

cilengitide の併用により相加ないし相乗的

なグリオーマ細胞の殺細胞効果が得られる

ことが示された。 

 U87ΔEGFR グリオーマ細胞を cilengitide

と RAMBO で治療し、カスペース活性を評価し

た。カスペース 8アッセイでは、コントロー

ルに比べcilengitide治療群において有意に

活性が上昇していた。カスペース 9アッセイ

では、コントロールに比べ、RAMBO 治療群に

おいて有意に活性が上昇していた。カスペー

ス 3/7 アッセイでは、RAMBO および

cilengitide 併用治療群において、コントロ

ール、cilengitide または RAMBO 単独治療群

と比較し、いずれも有意な活性の上昇を認め

た。 
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28. 第 17 回日本脳腫瘍の外科学会：横浜, 
2012.09.07-08 脳室内・脳室近傍腫瘍に
対する神経内視鏡的アプローチによる
治療戦略 黒住和彦、市川智継、小野成
紀、亀田雅博、大西 学、伊達 勲 

29. 第 24 回日本頭蓋底外科学会：東京, 
2012.07.11-12 頭蓋底手術における
cadaver を用いた 3D display system の
有用性 黒住和彦、菱川朋人、亀田雅博、
徳永浩司、眞鍋博明、武田吉正、大塚愛
二、伊達 勲 

30. 第 18 回日本遺伝子治療学会年次学術集
会：熊本, 2012.06.28-30 Integrin 
inhibitor cilengitide enhances 
anti-glioma efficacy of oncolytic 
viral therapy Kurozumi K , Ichikawa T , 
Fujii K , Shimazu Y , Onishi M , Ishida 
J , Chiocca EA , Kaur B , Date I  

31. 第 40 回日本小児神経外科学会：岡山, 
2012.06.07-08 小児テント上悪性星細
胞腫の集学的治療における手術の意義
黒住和彦、市川智継、小野成紀、石田穣
治、大西 学、三好康之、伊達 勲 

32. 第 41 回日本脳卒中の外科学会：
STROKE2012：福岡, 2012.04.26-28 脳幹
部海綿状血管腫出血例における直達手
術 9 例の検討 黒住和彦、小野成紀、市
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34. 第 21 回脳神経外科手術と機器学会：大
阪, 2012.03.30 経蝶形骨洞手術におけ
るデュラシール TM ブルースプレーの使
用経験 黒住和彦、小野成紀、亀田雅博、
伊達 勲 

35. 第 22 回日本間脳下垂体腫瘍学会：東京, 
2012.02.25 小児間脳近傍腫瘍に対する
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和彦、小野成紀、市川智継、大西 学、
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