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研究成果の概要（和文）：インターフェロンβ搭載ウロキナーゼ標的腫瘍融解ウイルスBioKnife- IFNβが悪性脳腫瘍
治療で直接的な抗腫瘍効果以外に免疫賦活作用を有するか検討した。BioKnife特にBioKnife- IFNβ感染腫瘍細胞との
共培養で樹状細胞は成熟化し抗腫瘍免疫系を活性化させる腫瘍壊死因子αおよびインターロイキン12を大量に分泌した
。またBioKnife感染に伴い感染細胞・非感染細胞ともに腫瘍適合抗原クラスIの発現レベルが上昇し、BioKnife- IFNβ
感染で顕著だった。これらに伴う細胞障害性T細胞の誘導はラット脳腫瘍モデルを用いて実際に生体内でもBioKnife- I
FNβ群のみで確認された。

研究成果の概要（英文）：Malignant brain tumor is highly invasive and intractable. Urokinase-targeted 
oncolytic Sendai virus vector, “BioKnife”, is one of promissing new therapeutic tools that possesses 
powerful oncolytic ability, we previously reported. We examined for immunological effects of this 
BioKnife armed interferon β, “BioKnife-IFNβ” in this study. Dendritic cells secreted high level of 
tumor necrotic factor α and interleukin-12 when they were cultured with 9L tumor cells infected by 
BioKnife, especially BioKnife-IFNβ. Rat malignant brain tumor cell line, 9L, is usually expresses low 
level of major histocompatibility complex class I and expression of this antigen was increased by 
BioKnife, especially BioKnife-IFNβ. This effect was not only observed in infected tumor cells but also 
non-infected cells, interestingly. Induction of cytotoxic T cells was actually detected in rats bearing 
brain tumor treated with BioKnife-IFNβ. This immuno-modulating BioKnife-IFNβ is very promising.

研究分野： Neurological surgery

キーワード： Oncolytic virus　Glioblastoma　dendritc cells　gene therapy　immunotherapy
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１． 研究開始当初の背景 

悪性脳腫瘍は浸潤性に発育し、局所制御さえ

困難で 2年生存することが稀な予後不良な疾

患である 1)。悪性腫瘍の基本的な標準治療は

手術・化学療法・放射線療法であるが、悪性

脳腫瘍に対して効果が立証された化学療法

はごくわずかで新規治療法の開発が嘱望さ

れている 2)。抗腫瘍ウイルス治療・遺伝子治

療・免疫治療などが次世代の治療として期待

されているが、我々は悪性脳腫瘍の主要な浸

潤メカニズムの一つであるウロキナーゼ

(uPA)をターゲットとした腫瘍融解ウイルス

BioKnife（uPA 特異的腫瘍融解型センダイウ

イルスベクター）を用いて、その直接的な腫

瘍細胞障害による抗腫瘍効果をこれまでの

実験で実証している 3)。 

 

２．研究の目的 

インターフェロン β（IFNβ）を搭載した

BioKnife- IFNβは腫瘍内で大量の IFNβを産

生する遺伝子治療ベクターとしての側面も

あり、またウイルス感染・局所での IFNβ産

生・腫瘍融解による腫瘍抗原の漏出は宿主免

疫を賦活することが予想され免疫治療とし

ての可能性も有すると考えられる。今回我々

は、効率的な抗原提示を行い免疫機能のキー

となる樹状細胞に着目し、BioKnife- IFNβ

感染が樹状細胞に与える影響を中心に、腫瘍

融解ウイルス治療における免疫学的側面の

検討を行った。 

 

３．研究の方法 

・センダイウイルスベクター 

治療用のウイルスベクターとして BioKnife, 

BioKnife-IFNβを用いた。コントロールベク

ターとして M 欠失型センダイウイルスベク

ター（dMSeV）を用いた。dMSeV はエンベ

ロープを裏打ちする M タンパクをコードす

る RNA を欠失させており、細胞感染しても

感染能力のあるウイルス粒子を産生しない

ため二次感染をきたさず、細胞障害も軽度で

ある。BioKnife は dMSeV の F タンパクをウ

ロキナーゼで活性化するよう改変した腫瘍

融解ウイルスベクターで、悪性腫瘍のように

高濃度のウロキナーゼ存在下において感染

細胞表面に蓄積したウイルス由来のFタンパ

クが活性化することで感染細胞と近接する

未感染細胞が融合し、未感染細胞の細胞質内

にウイルス RNA が移行することで巨細胞化

しつつ感染が伝播し細胞死を誘発する。 

 

・樹状細胞培養 

ラットの骨髄細胞を採取し顆粒球単球コロ

ニー刺激因子（GM-CSF）およびインターロ

イキン 4（IL-4）存在下に、浮遊するリンパ

球を適宜除去しながら 8-13 日培養して樹状

細胞を採取した。 

 

・フローサイトメトリーによる腫瘍細胞およ

び樹状細胞の表面抗原測定 

腫瘍細胞上の主要組織適合抗原（MHC）ク

ラス I および樹状細胞上の MHC クラス II と

樹状細胞に特徴的な表面抗原（CD80, CD86, 

CD54, CD11）の発現レベルをフローサイト

メーターを用いて測定した。 

 

・ELISA による樹状細胞の分泌サイトカイン

測定 

樹状細胞の成熟化の度合を判別するために、

細胞障害性 T 細胞（CTL）への分化を誘導す

る分泌サイトカインである腫瘍壊死因子 α

（TNF-α）とインターロイキン 12（IL-12）

を ELISA 法で測定した。 

 

・細胞障害性 T 細胞アッセイ 

脳内に腫瘍細胞を注射したラットの 1・4・7

日後に IFNβ及び各種センダイウイルスベク

ターを腫瘍内投与し、14 日後にラット脾臓か

ら脾臓細胞を取り出した。これを腫瘍細胞と

共培養して細胞障害性T細胞の細胞障害性を



測定した。 

 

４．研究成果 

＜結果＞ 

・骨髄由来樹状細胞の培養 

骨髄細胞を GM-CSF と IL-4 存在下に培養し、

樹状細胞に特徴的な表面抗原を 8・10・13 日

目に確認した。8 日目では CD54 と CD11 と

MHC クラス II の発現を認めたが、ナイーブ

T 細胞を活性化させる際に必要な補助シグナ

ル分子であるCD80とCD86の発現は低かっ

た。10 日目では CD80 と CD86 の発現を認

めるようになり、他の表面抗原の発現レベル

もさらに上昇していた。13 日目は 10 日目と

各種抗原の発現傾向は大きな差を認めなか

ったが、特に MHC クラス II の発現がさらに

上昇していた。以降の樹状細胞を用いた実験

では、培養 10 日目の樹状細胞を使用した。 

 

・センダイウイルスベクター感染腫瘍細胞と

樹状細胞の共培養 

培養 10 日目の樹状細胞と腫瘍細胞を共培養

して樹状細胞の表面抗原の発現レベルの変

化と分泌サイトカイン量の測定を行った。腫

瘍細胞は未感染・dMSeV 感染・BioKnife 感

染・BioKnife-IFNβ感染の群をつくり、感染

翌日の腫瘍細胞と作成 10 日目の樹状細胞を

2 日間 GM-CSF 下に共培養した。腫瘍細胞と

の共培養によって成熟化した樹状細胞では

CD80 と CD86 の発現は低下傾向ながら大き

な差はなく、残りの表面抗原は明らかに発現

レベルが低下しており、特に MHC クラス II

で顕著であった。センダイウイルスベクター

の差異による各種群間比較では明らかな差

は認めなかった。 

 それに対して成熟樹状細胞が分泌するサ

イトカイン量は群間による明らかな差を認

めた。TNF-α は BioKnife-IFNβ 群で最も分

泌量が多く、他の群間は差を認めなった。

IL-12 も BioKnife-IFNβ群で最も分泌量が多

く 、 未 感 染 、 dMSeV 、 BioKnife 、

BioKnife-IFNβと発現レベルが順番に増して

いた。 

 

・腫瘍細胞表面の MHC クラス I の発現レベ

ルの測定 

まず各種ヒトおよびラットの腫瘍細胞表面

の MHC クラス I の発現レベルを測定した。

それぞれのセルラインにおける MHC クラス

I の発現はまちまちであった。その他の実験

で主に使用するラット悪性脳腫瘍細胞 9L の

MHC クラス I 発現は非常に低レベルであっ

た。 

次に 9L を用いて IFNβ タンパク投与および

dMSeV 感染・BioKnife 感染・BioKnife-IFNβ

感染 2 日後の MHC クラス I 発現レベルを同

様に測定した。IFNβ タンパク濃度に比例し

てMHCクラス Iの発現レベルは上昇したが、

50,000U/mL においてもその発現レベルは 2

倍程度にとどまった。 dMSeV および

BioKnife 感染でも同程度の発現レベル上昇

が認められ、特に BioKnife-IFNβでは 6 倍近

い発現レベルの上昇を認めた。さらに

dMSeV 感染において感染細胞と非感染細胞

にわけて MHC クラス I の発現レベルを測定

したところ、感染細胞だけでなく非感染細胞

でも同等に発現レベルが上昇していること

がわかった 

 

・細胞障害性 T 細胞アッセイ 

ラット脳腫瘍モデルを用いて、腫瘍融解ウイ

ルス治療が細胞障害性T細胞の分化を誘導す

るか調べた。悪性脳腫瘍担癌ラットに腫瘍作

成後 1・4・7 日で IFNβ タンパクおよび

dMSeV・BioKnife・BioKnife-IFNβ の腫瘍

内投与を行いさらに 1週間後に脾臓を取り出

し脾細胞を腫瘍細胞と共培養して細胞障害

性を有するか検討した。BioKnife-IFNβ群に

おいてのみ腫瘍細胞障害を認め、細胞障害性

T 細胞の誘導が確認された。 



 

＜考察＞ 

腫瘍融解ウイルスである BioKnife は感染し

た細胞内で、細胞膜を融解する F タンパクを

産生し、近隣の非感染細胞と融合することで

感染を拡大し、最終的にアポトーシスをきた

し感染細胞が死滅することで抗腫瘍効果を

発揮する。この細胞融合は腫瘍の浸潤に関与

するウロキナーゼ存在下にのみ発生するた

め正常細胞では感染が成立しても細胞融合

をきたさず毒性をもたない。また感染能力の

ある娘ウイルスは産生されず、細胞質内でウ

イルス RNA およびタンパクは合成されるた

め遺伝毒性も有しない優れたウイルスベク

ターである。腫瘍融解による直接的な抗腫瘍

効果はセルフリミッティングで感染から限

られた期間しか効力を有しないが、ウイルス

感染それ自体および、融合細胞死滅に伴う腫

瘍抗原の細胞外漏出・BioKnife-IFNβが搭載

し局所に過剰発現される IFNβが宿主の抗腫

瘍免疫賦活に有用であるとの仮説のもとに

一連の実験を行った。 

まずウイルスベクターを感染させた腫瘍

細胞と樹状細胞を共培養させた実験で、成熟

樹状細胞の表面抗原の発現度合は差はない

も の の 分 泌 TNF-α お よ び IL-12 は

BioKnife-IFNβ感染群で顕著に認められるこ

とを示した。直接的な細胞融解と局所の

IFNβ の上昇は樹状細胞の腫瘍抗原取り込

み・成熟化に効率的に寄与することが示唆さ

れた。樹状細胞の成熟化によってヘルパーT

細胞が活性化され細胞障害性T細胞が誘導さ

れたとしても、細胞障害性 T 細胞が腫瘍を認

識しその障害性を発揮するには腫瘍表面の

MHC クラス I の存在が必須である。細胞表

面上の MHC クラス I の発現レベルを低下さ

せることは悪性腫瘍が宿主免疫から逃れる

主要な手段の一つで、実際実験で使用した悪

性脳腫瘍細胞 9L も他のセルラインに比して

著明に MHC クラス I の発現レベルが低下し

ていた。しかしながら腫瘍細胞へのセンダイ

ウイルス感染は MHC クラス I の発現レベル

を上昇させ、特にこの効果は非感染細胞にお

い て も 同 様 に 認 め ら れ た 。 さ ら に

BioKnife-IFNβでは dMSeVおよびBioKnife

に比してさらに高レベルに MHC クラス I の

発現が見られた。このように BioKnife-IFNβ

は直接的な抗腫瘍効果に加え、免疫を賦活す

る作用を有し、さらに細胞障害 T 細胞の効果

発現にも関与していた。またラット脳腫瘍モ

デルにおいて BioKnife-IFNβ 治療によって

生体内でも実際に細胞障害性T細胞が誘導さ

れることを確認し、直接的な抗腫瘍効果と相

まって高い治療効果を得ていることが確認

された。 

悪性脳腫瘍の標準治療は最大限の摘出と

それに続く放射線化学療法である。他部位の

癌と異なり、脳機能は局在しており、局所の

機能悪化に伴う片麻痺や失語といった神経

症状が日常生活能力を大幅に低下させる。そ

のため腫瘍浸潤を含む正常組織であるサー

ジカルマージンをつけた摘出が行えず、腫瘍

本体をくり抜くような手術となる。必然的に

浸潤腫瘍が残存することとなり局所コント

ロールさえ困難でそれが難治の原因の一つ

となっている。我々は腫瘍融解ウイルスであ

る BioKnife-IFNβ を手術摘出後に摘出腔に

直接投与することを想定している。それによ

り摘出できなかった残存浸潤細胞への治療

が可能となる。投与された BioKnife-IFNβは

非感染腫瘍細胞にも感染を拡大し効果を発

揮する。また腫瘍発生局所での免疫賦活に加

担し、腫瘍摘出から放射線化学療法までの治

療期間の空白を埋め、さらに免疫が活性化さ

れた状態での放射線化学療法の効果増大も

期待される。このように基準の標準治療と併

存する形で BioKnife-IFNβ 治療が行えるの

は大きな利点であり、これにより標準治療を

行っても生存期間が 2年を超えない難治疾患

の治療の一助となれば望外の幸せである。 
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