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研究成果の概要（和文）： 難治性の悪性腫瘍であるメラノーマに対し、従来の化学療法や放射

線療法に代わる新たな治療法としての遺伝子免疫療法を確立するため、腫瘍特異抗原 TRP-2
遺伝子ならびに細胞性免疫誘導の強いアジュバンド活性をもつ Ag85B 遺伝子のそれぞれを搭

載した非増殖型パラインフルエンザ２型ウイルスベクターを作製した。この次世代型メラノー

マ経鼻噴霧型ワクチンをメラノーマ様モデルマウスに経鼻投与し、その抗腫瘍効果とメカニズ

ムを解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：  To establish a novel genetic immunotherapy instead of  
conventional chemotherapy and radiotherapy against refractory malignant melanoma, we 
have developed the parainfluenza type 2 virus vector introduced TRP-2 gene known as 
melanoma differentiation antigen or Ag85B gene inducing strong Th1 adjuvant activity.  
We analyzed the antitumor effect and the immune mechanisms by intranasal administration 
to melanoma like model mice using the next generation spray vaccine for melanoma. 
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１．研究開始当初の背景 
メラノーマは、最も予後の悪い悪性腫瘍の

一種で、従来行われている化学療法や放射線
療法に対して難治性を示す。それゆえ治療の
ためには遺伝子免疫療法のような新規かつ
有効な代替のアプローチが必要とされてい
る。近年、様々な腫瘍特異抗原が発見され、
それらを用いた癌ワクチンの開発が行われ
ている。メラノーマにおいても、tyrosinase 
related protein (TRP)-1 や TRP-2 などのメ
ラノーマ特異抗原をターゲットにした免疫
治療を目的とする研究も行われている。しか
しながら、現在研究されているメラノーマワ
クチンのデザインは、主に腫瘍抗原の MHC ク

ラス I提示による CD8+T細胞のみにフォーカ
スがあてられており、腫瘍特異抗原のセルフ
トレランスを回避できず、十分な抗腫瘍効果
が得られていないのが現状である。 
抗腫瘍効果を期待するものとして、腫瘍特

異抗原に対する CD8+T 細胞(CTL)がある。近
年これに加えて、この腫瘍抗原特異的 CTL 活
性を増強する方法として、活性化した CD4+T
細胞(Th1)からの IFN-γの存在が報告されて
いる。さらにまた、相乗的な抗腫瘍効果とし
て、腫瘍特異抗原の B細胞レスポンスの重要
性も示唆されてきている。 

抗酸菌分泌抗原である Ag85Bは抗酸菌が分
泌する主要な蛋白であり、遺伝的背景に左右
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されず強い Th1誘導活性を示す Th1タイプサ
イトカインを産生するため、癌治療、ワクチ
ンアジュバントとしての効果を発揮する。 
CD4+T 細胞は、抗原掲示細胞(APCs)によっ

て活性化され、サイトカインを発現するエフ
ェクターヘルパーT(Th)細胞に分化し、サイ
トカイン分泌と免疫制御機能に基づいて
Th1,Th2,Th17,濾胞ヘルパーT 細胞に分類さ
れる。T ヘルパー17(Th17)細胞は炎症誘発サ
イトカインであるインターロイキン-17A 
(IL-17A)、IL-17F、IL-22 を産生する。Th17
細胞由来のサイトカインの中で、IL-17A は
様々なサイトカイン(CCL2、CCL7、CXCL1，
CCL20)とマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP3、MMP13）の発現を誘導する。肺の
IL-17A の変異体過剰発現は炎症誘発遺伝子
の発現と白血球による組織浸潤の誘導を起
こす。一方、IL-17A シグナルの阻害は細菌感
染に対する宿主防御の障害と自己免疫疾患
に対する抵抗性を導く。 
Th17 細胞は様々なヒトの腫瘍で認められ

ているが、癌免疫における機能は明らかにさ
れていない。メラノーマの肺転移に関する 
IL-17A欠損マウスを使った研究では、抗腫瘍
反応における IL-17の保護効果があることが
報告されている。更に、腫瘍特異 Th17 細胞
を用いた T細胞免疫療法は、様々な腫瘍に対
して保護効果があり、肺メラノーマモデルで
は、腫瘍特異的な細胞障害性 T細胞の反応を
促進することが示されている。 
hPIV2 ベクターは、気道粘膜に感染し、(-)

極性の非分節型 1本鎖 RNAをもっている。そ
のため分節型のゲノムをもつインフルエン
ザウイルスのようにパンデミックな流行を
もたらす分節間の変異（不連続変異）はおこ
らない。また、hPIV2 は、生活環のすべてを
細胞質で行うため、遺伝子治療等で用いられ
ているアデノウイルスベクターやワクシニ
アウイルスベクターのような DNAウイルスベ
クターとは異なり、ウイルスゲノムの核内
（染色体）への組込みは起こらず、それによ
る偶発的なガン化等は回避できる。さらに当
該ベクターのもつ元来の病原性もそれらの
ウイルスよりも弱く、ヒト(成人)での病原性
の報告もなく安全性は高い。現在、研究室プ
ロトタイプとして用いられているベクター
は、hPIV2 粒子形成に必要不可欠な M タンパ
ク遺伝子上の２ヵ所にストップコドンを挿
入した非増殖型 hPIV2 ベクター[PIV2(Δ
289)]である。研究室プロトタイプベクター
も非増殖型であるが、ストップコドンの導入
により構造遺伝子の発現を調整した形態で
あるため、臨床応用に際し安全性を考慮すれ
ば、M 遺伝子を完全に欠損させた非増殖型
hPIV2 ベクター(PIV2ΔM)へのスペック変更
が必要となる。 
hPIV2 ベクターの最大の機能としては、導

入遺伝子産物が大量に回収可能（ウイルス産
生遺伝子産物として最大）であり、導入遺伝
子の分泌型蛋白として発現することで、ウイ
ルス粒子形成の影響を抑制できることが挙
げられる。また、この hPIV2 ベクターを用い
た研究成果から、hPIV2 ベクターの機能とし
て、導入遺伝子による接種動物の肺での高い
ワクチン効果ならびに免疫制御効果を示し、
肺からの免疫で全身性の免疫制御効果が得
られる可能性を示した。 
 
２．研究の目的 
研究背景に示した事象を踏まえ、本研究に

おいては、安全性の高い非増殖型 hPIV2にメ
ラノーマ腫瘍特異抗原である TRP-2ならびに
強い Th1 誘導のアジュバント活性をもつ
Ag85B 遺伝子を導入したウイルスベクターを
用いて、メラノーマ様モデルマウスに経鼻投
与し、メラノーマの肺転移における抗腫瘍ワ
クチン効果ならびに抗腫瘍効果に関係する
と考えられている Th17 細胞の誘導能等の解
明を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)TRP-2ならびに Ag85B遺伝子を導入したワ
クチンベクター(PIV2ΔM)の作製 
 まず全長の PIV2 anti-genome cDNAコピー
を含んだプラスミド(pPIV2)を鋳型とした 2 
step PCRを行ない M遺伝子を全て除去したコ
ンストラクト(pPIV2ΔM)を完成させた。次に、
図１に示したように、その Not I サイトに
Ag85B ならびに TRP-2遺伝子を挿入したプラ
スミド(pPIV2ΔM/Ag85B、pPIV2ΔM/TRP-2)を
作製した。図１のゲノムを含むプラスミドと
共に４種のプラスミド（pPIV2ΔM; 5.0 ㎍、
NP;2.5㎍、P;0.4㎍、L;2.5 ㎍、T7;1.8㎍）
を、リポフェクトアミン LTXを用いて BSRT7/5
細胞にトランスフェクトし、Vero 細胞との共
培養によりレプリコン細胞を作製した。この
レプリコン細胞と一過性に M遺伝子を発現さ
せた Cos 細胞を共培養し、非増殖性のリコン
ビナントウイルス(PIV2ΔM)を回収した。同
様の方法で Ag85Bならびに TRP-2を導入した
ウイルス(PIV2ΔM/Ag85Bならびに PIV2Δ
M/TRP-2)を回収した。 

 
(2)メラノーマ肺転移様モデルマウスの作製 
 早期に確実な肺転移を起こすため、6 週齢
の C57BL/6マウス(♀)にマウスメラノーマ細



 

 

胞である B16-F10(3×10⁶cell/匹)を尾から
静注し、肺転移モデルを作製した。 
(3)メラノーマ抗腫瘍ワクチンベクターの経
鼻投与による肺転移抑制効果の検討 
作製したメラノーマ抗腫瘍ワクチン PIV2

ΔM/TRP-2 ならびに PIV2Δ289/Ag85B ベクタ
ーをメラノーマ肺転移様モデルマウスに経
鼻投与し、一群 6匹のマウスを用いてその抗
腫瘍効果を図 2のプロトコールに従って検討
した。 
A、B、C、D、E 群は B16-F10 細胞を静注し

た肺転移様モデルマウス、F、G 群はメラノー
マを移植していないノーマルマウスを用い、
抗腫瘍ワクチンならびに PBSを以下のように
経鼻投与した。 
A 群:PIV2Δ289/Ag85B (4x106TCID50) 
B 群:PIV2ΔM/TRP-2(1x105 TCID50) 
C 群:PIV2Δ289/Ag85B (2x106TCID50) 

PIV2ΔM/TRP-2(5x104 TCID50) 
D 群:PBS 
E 群:PIV2ΔM(4x105 TCID50) 
F 群:PIV2ΔM(4x105 TCID50) 
G 群:PBS 

腫瘍移植 0、7、14 日後にワクチンをそれ
ぞれ経鼻投与し、腫瘍移植後 22 日目に肺転
移予防効果の解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)mRNAの精製および定量 
 採取したマウス肺をホモゲナイズし、
TRIsol を用いて totalRNA を抽出した。
ReverTra Ace qPCR RT Master Mixを用いて
total RNAから cDNAを合成した。この cDNA
を用いサイトカインならびにケモカイン遺
伝子(L-17、IL-2、L-12、IL-6、CCL20、CCL2、
IFN-γ、TNF-α)の発現量を TaqMan probe
を用いたリアルタイム PCR によって定量し
た。 

 
４．研究成果 
(1)メラノーマ抗腫瘍ワクチンベクターの作
製 
①２遺伝子搭載型 PIV2ΔMベクターの導入遺
伝子位置による発現量の検討 
 研究計画に示した Ag85Bおよび TRP-2の２

遺伝子を搭載したメラノーマ抗腫瘍ワクチ
ンベクター作製にあたり、pPIV2ΔMプラスミ
ドの HN-L 間に Sal I サイトを導入したコン
ストラクトを作製した。この２種の導入遺伝
子サイトをもつ pPIV2ΔM(N-S)の Sal I サイ
トにのみ、また、Sal I サイト及び Not I サ
イトの両方に EGFP 遺伝子を挿入したコンス
トラクトを作製し、２遺伝子搭載型 PIV2ΔM
ベクターの導入サイトにおける発現量の比
較を行なった。図３に示したように Sal 1サ
イトに導入した EGFP の発現量は、想定外の
極めて少ない発現量(<<1/10)であった。PIV2
と同じパラミクソウイルス科のセンダイウ
イルスにおいて、同位置での発現が 80〜90%
程度との報告があり、これと同程度の発現を
PIV2ΔM ベクターに期待していたが、本ベク
ターにおいては、その発現量が著しく低いこ
とが同定された。これらの結果により、本ベ
クターにおける２遺伝子同時発現が確認さ
れ、さらに Sal Iの位置に導入した遺伝子発
現の実用性は低いことが示唆された。 

 
②Ag85B ならびに TRP-2 遺伝子導入 PIV2ΔM
ベクターの作製 
研究の方法に示した手順でワクチン作製

用のこのコンストラクト(pPIV2ΔM/TRP-2)
を作製した。まず、導入遺伝子のインサーシ
ョンの確認のため Not 1サイトを挟んで作製
したプライマー（上流：5G、下流：3G)を用
いて PCR を行なった。図４(A)に示したよう
に遺伝子の挿入が確認された。次に遺伝子の
5’に付加した TPA のシグナルシークエンス
に相当するプライマー(5’TPA)と上記の 5G
もしくは 3G プライマーを用いて導入遺伝子
の挿入方向を確認した。 

図 4. 導入遺伝子の方向確認 
 
これらのプラスミドを用いて、リバースジ

ェネティクス法によるウイルス回収を行な
い、PIV2ΔM/TRP-2を 3×105TCID50/ml のタイ
ターで５mlを回収することができた。同様に
PIV2ΔM/Ag85B についてもほぼ同量のウイル

 



 

 

スを回収できた。 
(2)メラノーマ肺転移様モデルマウスの作製 
C57BL/6 マウス(♀)にマウスメラノーマ細

胞の B16-F10 細胞(3×106cell/匹)を尾から
静注し、肺転移モデルを作製した。腫瘍移植
後 21 日目に解析を行ったところ、図 5 に示
したようにメラノーマの肺転移が見られた。 

 
図 5. 腫瘍移植後 21日目の肺転移 

 
(3)メラノーマ抗腫瘍ワクチン経鼻投与によ
る肺転移抑制効果の検討 
 上記ベクター作製において示したように、
今回作製した目的の２種メラノーマ抗腫瘍
ワクチンベクターは、3×105TCID50/ml 程度と
High タイターのウイルスストックが得られ
なかったため、Ag85B 導入ベクターについて
は、既に作製してあった M遺伝子上の２ヵ所
にストップコドンを挿入した非増殖型 hPIV2
ベクター[PIV2(Δ289)/Ag85B]を使用した。 
 図 2に示したプロトコールに従い、一群６
匹のマウスを用いてその肺転移抑制効果に
ついて検討した。 
 各群でのメラノーマの肺転移率は、A 群：
67%、B群：75%、C群：50%、D群：67%、E 群：
33%で、予想に反しコントロールとして接種
した PIV2ΔMのみの経鼻投与が最大の転移阻
止効果を示した。 
これらの機序解明のために、それぞれのマ

ウスの肺を採取し、TaqMan probe を用いたリ
アルタイム PCRによりサイトカインプロファ
イル(IL-2、IL-6、IL-12、IL-17、IFN-γ、
TNF-α、CCL2、CCL20)を作製した。 

 
図 6. メラノーマ様モデルマウスへのワクチ
ン投与によるサイトカインプロファイル 

 
図６には healthy controlである G 群の平

均値を１とし、各群におけるそれぞれのサイ
トカインおよびケモカインの平均値を示し
た。また、図７には同様に各群における転移
の有無による Th17 系関連の IL-17、CCL20 お
よび CCL2発現量を比較した。 

 
これらの結果を総合すると、ワクチンを接

種しなかった D 群においては、メラノーマの
肺転移の有無にかかわらず IL-17の発現が著
しく抑制されていた。一方、ワクチンを投与
したそれぞれの群で、転移抑制に相関して
IL-17 の強発現がみられた。特に、2 種のワ
クチンを同時投与した C群において顕著であ
った。さらに Th17 系のケモカインである
CCL20 についても同様の傾向がみられ、特に
最大の転移阻止効果を示した E群で顕著であ
った。また、同系の CCL2の発現に関しては、
転移抑制と逆の相関の傾向がみられた。他の
サイトカインについては、転移抑制に関連す
る差異は認められなかった。 
近年、メラノーマの肺転移において、Th17

細胞による IL-17および CCL20を介した抗腫
瘍免疫反応の誘導メカニズムが提唱されて
いる。上記に示した結果は、メラノーマ肺転
移様モデルマウスに経鼻投与した PIV2ΔM、
PIV2(Δ289)/Ag85B ならびに PIV2ΔM/TRP2
の Th17 細胞系誘導能を示唆し、メラノーマ
の肺転移抑制における抗腫瘍ワクチンベク
ターとしての有効性が認められた。 
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