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研究成果の概要（和文）：　現在世界中において、生きたウイルスを利用して癌を治療する癌ウイルス療法に関する臨
床試験が積極的に行われている。これは、ウイルスが本来持っている癌細胞に感染後、癌組織内で増殖しながら死滅さ
せるという性質を利用する方法である。
　本研究では、癌幹細胞の制御にmiRNA（let7）の発現低下が重要な役割を果たすことに注目し、これを指標にして癌
幹細胞を根絶する新しい癌ウイルス療法を提案した。純国産ワクシニアウイルスのワクチン株に改良を加えた遺伝子組
換えウイルス（MDVV)は、マウス担癌モデルにて強力な抗癌効果と高い安全性を示すとともに、IL-12発現武装化MDVVは
抗癌効果を増強することを実証した。

研究成果の概要（英文）： Oncolytic viruses are promising therapeutic agents for cancer and are currently 
under clinical investigation. The virotherapy is novel strategy that viruses infect and replicate within 
tumor cells, directly lysing and killing them.
 In this study, we have developed that microRNA (miRNA) regulation enables tumor-specific viral 
replication by altering the expression of a targeted viral gene of an attenuated vaccinia virus vaccine 
strain. We used miRNA-based gene regulation to suppress B5R expression through let-7, a miRNA that plays 
important roles in cancer stem cells through the downregulation of let-7 expression. The miRNA-regulated 
vaccinia virus (MDVV) achieved efficient viral replication and oncolysis in cancer cells, but elimination 
of unwanted replication and associated toxicity in normal cells in vivo. Furthermore, the MDVV armed with 
IL-12 enhanced its anti-tumor effects.

研究分野：腫瘍治療学
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１．研究開始当初の背景 
欧米を中心に現在世界中において、生きた
ウイルスを利用して癌を治療する抗癌ウイ
ルス療法に関する前臨床研究、及び臨床治験
が積極的に行われている。これは、ウイルス
が本来持っている癌細胞に感染後、癌組織内
で増殖しながら死滅させるという性質（腫瘍
溶解性）を利用する方法である。一方、この
ウイルス療法におけるキーポイントは、正常
組織に対するウイルス病原性をいかに排除
するかという点にある。 
 純国産ワクシニアウイルスワクチン株は、
４半世紀前の日本国内で痘瘡ワクチンとし
て使われ、高い安全性が証明されている。一
方国内外において、このウイルスを用いた癌
治療法に関する研究開発の報告はない。本研
究では、この高い安全性に注目し、遺伝子組
換え技術により改良を加え、“純和製抗癌ウ
イルス製剤”として活用する。これまで、マ
イクロ RNA（miRNA）制御機構による遺伝
子発現調節と同調させることによって、ウイ
ルスの伝播増殖に重要な役割を果たすウイ
ルス膜蛋白 B5R を、癌細胞では発現させる
（＝ウイルスは増殖する）が、正常細胞では
B5Rを発現させない（＝ウイルスは増殖しな
い）ようにワクチン株を改良し、ヒト膵臓癌
細胞を移植したマウス腹膜播種モデルにお
いて強力な腫瘍溶解性による抗癌効果と高
い安全性を実証してきた。 
 さらに、このmiRNA制御に加え、ウイル
ス TK遺伝子を欠失させた多因子制御ワクシ
ニアウイルス（MDVV）では、ウイルスの腫
瘍特異性がさらに向上し、より効果的で安全
な抗癌ウイルスとして期待している。これは、
ウイルス TK遺伝子が機能を失うと、正常細
胞におけるウイルスの増殖能は低下するが、
癌細胞にはこの遺伝子の機能を補う酵素が
豊富に存在するためウイルスの増殖能は低
下せず、結果的に腫瘍特異性が向上したため
である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、現行の治療法に抵抗性を示す
癌幹細胞に焦点を当て、その自己再生能や発
癌性の制御に miRNA（let7）の発現低下が
関わっていることに注目し、これを指標にし
て癌幹細胞を根絶する新しい抗癌ウイルス
療法の確立を目指す。 
（１）マウス癌細胞を用いた同系移植腫瘍モ
デルにおいて MDVV の抗癌効果と安全性を
検討する。 
（２）癌免疫療法との併用によって MDVV
の抗癌効果を増強できるかどうか検討する。 
（３）臨床応用を視野に入れMDVVの GMP
製造や品質管理に関する基盤技術を構築す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス肺癌細胞 TC1 より、その内因性
let7a を Decoy RNA によって特異的かつ長期

的に抑制した TC1-let7aKD 細胞を作製した。
C57BL/6 マウスの右腹側の皮下に TC1、又は
TC1-let7aKD 細胞を移植した同系移植腫瘍モ
デルを作成し、その腫瘍直径が 0.6 cm に到
達した時、107 pfu の MDVV を尾静脈より全身
投与した。 
（２）癌免疫療法との併用によって MDVV の
抗癌効果を増強するため、マウス由来サイト
カイン GM-CSF、又は IL-12 遺伝子を発現する
ように組込んだ MDVV-GMCSF、又は MDVV-IL12
を作製した。マウス大腸癌 MC38 細胞を同系
C57BL/6 マウスの両側の皮下に移植したマウ 
ス担癌モデルにおいて、Mock（生理食塩水）、
MDVV、MDVV-GMCSF、又は MDVV-IL12 を右側の
腫瘍内にのみ投与し、抗癌効果（腫瘍発育 
抑制効果）を評価した。 
（３）MDVV の臨床応用に向けて、ウイルス製
剤のGMP製造法と品質管理システムのための
基盤技術を構築するため、I）細胞の大量培
養工程、II）ウイルスの増殖・回収・抽出工
程、III）精製工程からなる GMP 製造工程の
最適条件を検討した。 
 
４．研究成果 
（ １ ） let7a の 発 現 が 低下している
TC1-let7aKD 腫瘍モデルにおいて、MDVV の腫
瘍特異的増殖が確認でき、さらに生理食塩水
を投与したコントロール群と比べ MDVV 投与
群では著明な腫瘍発育抑制効果が見られた。
それに対し、TC1 腫瘍モデルにおいては、MDVV
の腫瘍特異的増殖は見られず、コントロール
群と比べ腫瘍発育抑制効果も示さなかった。
以上の結果は、let7a の発現が低下する癌幹
細胞を MDVV の血中を介した全身投与によっ
て標的破壊する本アプローチの妥当性を示
すものである。 
（２）MDVV、又は MDVV-IL12 を投与した右側
の腫瘍増殖抑制効果は Mock と比較して有意
に見られたが、各ウイルスの間で有意な差は
なかった。それに対し、ウイルスを投与しな
い左側の腫瘍増殖はMDVV-IL12による有意な
抑制が見られた。以上より、ウイルスを投与
した右側の腫瘍増殖抑制効果は、ウイルス間
で差がないため、ウイルス増殖による腫瘍破
壊に因るものと考えられた。一方、投与しな
い左側の腫瘍増殖は、IL12 発現ウイルスによ
って最も有意に抑制されているため、NK細胞
を活性化する・T リンパ球に作用し Th1 タイ
プの免疫反応を誘導し腫瘍に対する細胞性
免疫を増強する IL-12 に因るものと考え、免
疫学的解析を進めている。 
（３）MDVV を効率良く産生するために、工程
I）では宿主細胞の決定、工程 II）では感染
時の細胞密度、ウイルス量、及びウイルス感
染細胞の培養時間の最適条件を決定した。 
一方、MDVV の品質管理のために、ウイルス
に挿入したmiRNA標的配列のシークエンス解
析、ウイルスゲノムの制限酵素切断による解
析、外来治療遺伝子の発現解析によって、ウ
イルスの品質を評価する検定法を確立した。 
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