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研究成果の概要（和文）：　マウスGM-CSFが直列に繰り返して組み込まれた　HSV-1由来のアンプリコンベクターを作
成し、卵巣癌腹膜播種モデルマウスに接種して治療した。mGM-CSFアンプリコンにより、腹膜腫瘍の縮小効果、生存の
延長が認められた。免疫細胞を精査したところ、局所へのCD8陽性T細胞の誘導が認められ、腫瘍特異的な免疫の誘導が
確認された。次にマウスIL-2を組み込んだアンプリコンベクターを作成し、細胞に感染させその上清中にIL2が分泌さ
れていることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We made an HSV amplicon expressing murine GM-CSF to strengthen anti-tumor immune 
response for the treatment of ovarian cancer with intraperitoneal dissemination. Intraperitoneal 
injection of mGM-CSF amplicon prolonged survival and decreased intraperitoneal dissemination. 
Immunohistochemical staining revealed the infiltration of CD4- and CD8-positive cells into the peritoneal 
tumors. Murine splenic cells after each treatment were stimulated with HM-1 cells, and the strongest 
immune response was observed in the mice that received mGM-CSF amplicon injections. Now we have made an 
HSV amplicon expressing murine IL-2 and confirmed expression of IL2 in the infected cells.

研究分野：ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）単純ヘルペスウイルス HF10 
 我々の研究室は単純ヘルペスウイルス1型
自然発生型弱毒株 HFから HF10 をクローニン
グした。HF10 は癌細胞を含む多くの培養細胞
において極めてよい増殖性を示すが、末梢か
らの神経侵襲性が減弱しているため、マウス
での病原性は著しく減弱しているウイルス
である。HF10 を末梢に高濃度で (108 pfu) 接
種しても、マウスを死亡させることはない。
その後のゲノム解析の結果、UL 領域の両端 
(UL-US 結合部を含む) に大きな欠損があり、
その結果 UL56、LAT (Latency-associated 
transcripts) の欠失を有すると共に、N末端
領域での frame-shift 変異により UL43、
UL49.5、UL55 の発現欠損を持つことが判明し
た。 
 
（２）HF10 の抗腫瘍効果 
 我々の研究室では様々な癌細胞株 (悪性
黒色腫、頭頸部扁平上皮癌、大腸癌、乳癌、
膵臓癌、膀胱癌、卵巣癌、繊維肉腫等) を使
用して担癌マウスモデルを作成し、HF10 の抗
腫瘍効果を検討してきたが、HF10 は優れた抗
腫瘍作用と安全性を示した。その結果を踏ま
えて、名古屋大学で転移性乳癌、頭頚部癌症
例を使用して臨床治験が行われたが、HF10 の
癌細胞破壊作用と安全性が確認できた。その
後英国で製剤化を終え、米国内多施設にて第
１相臨床試験が進行中であった。 
 
（３）HSV アンプリコンベクター 
 HSV-1 由来のアンプリコンベクターは、
HSV-1 と同じ envelope をもつため HSV-1 と
同様に様々な細胞に感染し、効率よく遺伝子
導入できる。またアンプリコンベクター内に
は、サイトカイン遺伝子を含むアンプリコン
プラスミドが HSV-1 ゲノム長相当 (150kbp) 
になるまで繰り返し入っているため (図 1)、
遺伝子導入された細胞から沢山のサイトカ
イン分泌が期待できる。さらに、アンプリコ
ンベクター自身はウイルスゲノムを有しな
いため、ベクターそのものの安全性も確保さ
れている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
 難治性腫瘍に対して新たな腫瘍治療法の
開発が模索されているが、効果は限られてい
る。HSV-1 は多くのヒトの細胞に感染し増殖
することが知られているため、HSV-1 を抗腫
瘍ウイルスとして利用することにより、従来
の治療上とはアプローチの異なる新たな治
療法になり得ると考えられる。HF10 の特性を
踏まえ、安全性を確保しつつ抗腫瘍作用を増
強する目的で、HF10 をヘルパーウイルスとし
てマウス由来の抗腫瘍サイトカイン 
(mGM-CSF、mIL-2) を搭載したアンプリコン
を作成した。これらのアンプリコンが、難治
性の腫瘍に対する抗腫瘍作用増強の可能性
を模索した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）mGM-CSF アンプリコンによる抗腫瘍効
果 
 最初に mGM-CSFアンプリコンによる抗腫瘍
効果を検討した。6週齢メスの C3B6F1 マウス
にマウス卵巣癌細胞 (OV2944-HM-1) を腹腔
内に接種し、卵巣癌腹腔内播種モデルマウス
を作成した。3 日後より HF10、あるいは
mGM-CSFアンプリコンを腹腔内に3回接種し、
偽治療群には同時期に同量のPBSを接種した。 
 まず各治療による生存延長効果を検討し
た。次に最終治療から 5日後に開腹して腹腔
内の腫瘍を確認し、また腹膜を採取してパラ
フィン切片を作成し、H&E 染色にて組織学的
に検討した。 最終治療から 24 時間後に腹
膜を採取して、パラフィン切片を作成し、免
疫組織染色にてT細胞の腫瘍内への浸潤の有
無を検討した。最終治療から 5日後の脾臓を
採取して、脾臓内の白血球分画をフローサイ
トメトリーで検討した。治療開始から 5日後
の脾臓を摘出し、腫瘍細胞と共培養すること
により、脾細胞に誘導された抗腫瘍免疫の有
無を調べた。 
 
（２）mIL2 アンプリコンの作成 
 さらなる抗腫瘍効果を得るために、GM-CSF
以外のサイトカインによる治療法を模索し
た。抗腫瘍免疫を誘導するインターロイキン
(IL)として IL2、IL12 が有用な候補であると
考え、まず IL-2 を HSV のアンプリコンプラ
スミドに組み込み、マウス IL2 アンプリコン
(mIL2 アンプリコン)を作製した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）卵巣癌腹膜播種モデルマウスを用いた
mGM-CSF アンプリコンによる生存延長効果 
 6週齢のC3B6F1マウスにマウス卵巣癌細胞 
(OV2944-HM-1) を腹腔内に接種し、卵巣癌腹
腔内播種モデルマウスを作成した。腫瘍接種



日を day 0 とした。無治療のマウスは腹水貯
留、癌性腹膜炎などにより 30 日以内に死亡
した。3日後より HF10、あるいは mGM-CSF ア
ンプリコンを腹腔内に 3 回接種した (day3, 
6, 9)。偽治療群には同時期に同量の PBS を
接種した。HF10 投与により有意な生存の延長
が認められたが、mGM-CSF アンプリコンによ
りさらに有意な延長が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）各治療によるによる腹腔内腫瘍、腹膜
腫瘍の縮小効果 
 最終治療から 5日後 (day 14) に開腹して
腹腔内を探索し、また摘出した腹膜を組織学
的に検討した。HF10 群では腫瘍の播種や腹膜
への腫瘍浸潤がある程度抑えられていて、
mGM-CSF アンプリコン群で腫瘍の播種や腹膜
への腫瘍浸潤がさらに抑制されたことが確
認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）腹膜腫瘍周囲の間質の形成と間質内の
T細胞の浸潤 
 最終治療の 24 時間後 (day 10) に腹膜を
摘出し、免疫細胞の腹膜腫瘍への浸潤を免疫
組織学的に検討した。HF10、mGM-CSF アンプ
リコン両治療群において、縮小した腹膜腫瘍
周囲に間質の形成が認められ、その間質の中
には CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞の浸潤
が認められた。間質に浸潤した CD4 陽性 T細
胞、CD8 陽性 T 細胞は、HF10 治療群より
mGM-CSF アンプリコン治療群において多く認
められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）脾臓内に占める白血球の組成への影響 
また最終治療から 5 日後 (day 14) に採取
した脾臓内の白血球分画を調べたところ、
HF10、mGM-CSFアンプリコン治療群にお
いて CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞の
増加が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）脾細胞に誘導される腫瘍特異的な抗腫
瘍免疫 
 最後に、治療開始から 5 日後 (day 8) に
採取した脾臓を摘出し、脾細胞を卵巣癌細胞
と共培養して、卵巣癌細胞に特異的な抗腫瘍
免疫が誘導されているかどうかを検討した。
抗腫瘍サイトカインである IFN-γ、TNF-αを
検討したところ、mGM-CSF アンプリコンによ
り最も強い抗腫瘍免疫が誘導された。また
CD4、CD8 陽性細胞を除去して検討したところ、
この抗腫瘍免疫において CD4陽性 T細胞が主
要な役割を担っていることが明らかになっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）mIL-2 アンプリコンの作成 
 最初に HSVの複製開始点とパッケージング
シグナルを含むアンプリコンプラスミドを
用意した。次に IL2 を増幅させ、アンプリコ
ンプラスミドに組み込みクローニングし、
IL2 アンプリコンプラスミドを抽出した。ま
た、IL2 の遺伝子配列をシークエンサーで確
認した。次に IL2 アンプリコンプラスミドと
HF10 (ヘルパーウイルス) を共感染させ、ア
ンプリコンベクターを作成した。最後にアン
プリコンベクターを Vero 細胞に感染させ、
その上清から IL-2 が分泌されていることを
ELISA で確認した。 
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