
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４１０１

基盤研究(C)

2014～2012

弱毒ポリオウイルスを用いた神経芽腫の新しい治療法の研究

novel treatment for neuroblastoma by live-attenuated poliovirus

６０５２５３２７研究者番号：

豊田　秀実（Toyoda, Hidemi）

三重大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２４５９１５４７

平成 年 月 日現在２７   ５ ２２

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：１才半以降に発症する神経芽腫の予後は不良であり、新しい治療法の開発が望まれている。
これまで我々は、in vitroとin vivoの実験により、ポリオウイルス（PV）は神経芽腫に対し強い抗腫瘍効果をもち、
さらにPVにより神経芽腫が治癒したマウスには、神経芽腫に対する抗腫瘍免疫が誘導されることを証明してきた。これ
らの基礎実験を踏まえ、三重大学病院では再発・難治性神経芽腫の患者さんを対象に、PVによる神経芽腫の第１相臨床
試験を開始し、現在まで２名の患者さんの治療を行った。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of neuroblastoma patients is poor. Thus, to develop a novel 
treatment is necessary. Our previous studies show that poliovirus has strong anti-neuroblastoma effects 
both in vitro and in vivo, and anti-neuroblastoma immune response was induced in neuroblastoma cured 
mice. In accordance with these findings, we started phase 1 clinical trial for relapse and refractory 
neuroblastoma patients. We have treated two relapsed neuroblastoma patients so far.

研究分野：小児血液腫瘍

キーワード： 神経芽腫　ポリオウイルス

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
神経芽腫は小児悪性固形腫瘍で最も多く、１
歳以降に発症する場合は外科的治療・化学療
法・放射線療法を使用した集学的治療を行っ
ても予後は非常に不良であり、新しい治療法
の開発が強く望まれていまる。一方、
poliovirus（以下 PV）は小児麻痺の原因ウイ
ルスで、poliovirus receptor (以下 CD155)
を介して脊髄の前角細胞に感染し、アポトー
シスを誘導することにより運動神経麻痺を
発症する。こうした PV の神経細胞に対する
親和性に着目し、神経芽腫治療への応用を試
みてきた。これまで我々は、マウスを用いた
研究で PV は神経芽腫細胞に対して強い抗腫
瘍活性を持ち、マウスに移植した腫瘍が消失
す る 事 を 報 告 し て き た (H.Toyoda et. 
al.International Journal of Oncology 
2004) (H.Toyoda et. al. Cancer Research 
2007)。さらに驚いたことに神経芽腫を PV で
治療することで抗腫瘍免疫が誘導されるこ
と が 示 唆 さ れ た (H.Toyoda et. al. 
International Journal of Oncology 2010)。 
神経芽腫の治療のために PV を患児に投与し
た場合、PV による運動神経麻痺が発症する可
能性があるため弱毒化した安全な PV を使用
する必要がある。我々は、PV ゲノムの 5’末
端にある clover leaf と Internal Ribosomal 
Entry Site (IRES)との間に存在する spacer 
region に約 50 base pairs (bp)の塩基を挿
入することで PV を劇的に弱毒化させること
に 成 功 し た (H.Toyoda et. al. Cancer 
Research 2007)。また、マウスは CD155 を持
たないため PV の感染が成立せず、PV の神経
毒性の評価が困難である。そこで我々は A/J
マウス由来の神経芽腫細胞株（Neuro-2a）に
CD155 を発現させ（Neuro-2aCD155）、これを
CD155 トランスジェニック A/J マウス
（CD155tgA/J マウス）に移植し、PV の抗腫
瘍効果だけでなく副作用の評価も可能な実
験系を確立した(H.Toyoda et. al. Cancer 
Research 2007)。マウスを弱毒 PV で免疫し
中和抗体を獲得させた後、皮下に神経芽腫細
胞株を移植し腫瘍形成後に PV の腫瘍内投与
を行うと 12匹のマウスのうち 10匹で抗腫瘍
効果が長期間（180 日以上）持続し再発も認
められなかった。さらに 180 日以上再発を認
めていないマウスにもう一度神経芽腫細胞
株を移植したが、腫瘍形成は認められなかっ
た。長期間再発せず、抗腫瘍免疫を獲得した
と考えられるマウスの脾細胞を採取し、
Neuro-2a細胞またはNeuro-2aCD155細胞と混合
培養した結果、両者に対し抗腫瘍効果が認め
られた。さらに、マウス脾細胞から CD4, CD8, 
NK 細胞をそれぞれ取り除いて実験した結果、
抗腫瘍免疫の担当細胞は CD8 陽性 cytotoxic 
T 細胞であることが明らかになった。ことか
ら、神経芽腫を PV で治療することにより抗
腫瘍免疫が誘導され、CD8 cytotoxic T 細胞
が重要な役割を果たしていることが明らか
になった。 

以上の結果をふまえ、我々は抗腫瘍免疫獲得
の機序を解明し、神経芽腫の腫瘍特異抗原を
同定するとともに、これらを応用してがんワ
クチンの作成を目指した。さらに、三重大学
医学部倫理委員会の承認を受け、再発神経芽
腫の患者さんに、弱毒 PV の腫瘍内投与によ
り治療する、第１相の臨床試験を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
（１）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
（２）弱毒 PV による神経芽腫治療の臨床応
用 
 
 
３．研究の方法 
（１）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
 
Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞と、凍結・解凍により細胞
死を誘導した Neuro-2aCD155 細胞の２種類の
Homogenate を準備した。Sabin 1 を 1週間お
きに 3 回 CD155tgA/J マウスの腹腔内に注射
し、PV に対する中和抗体を獲得させた。3週
後 に こ れ ら の CD155tgA/J マ ウ ス を
Homogenateで1週間おきに3回免疫し抗腫瘍
免疫の誘導を試みた。その際、以下の 4グル
ープに分けて免疫した。 
 
１， PBS のみ 
２， Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate） 

３， 凍結・解凍により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate）、 

４， 凍結・解凍により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞（Homogenate）＋Sabin 
1 

 
免疫終了 3 週間後、Neuro-2aCD155 細胞をマウ
スの尾静脈から静注し播種性腫瘤形成を予
防できるか否か検討した（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



（２）弱毒 PV による神経芽腫治療の臨床応
用（第 I相臨床試験） 
治療抵抗性となった進行神経芽腫患者を対
象とし、弱毒生 PV（Sabin1）の腫瘍内投与の
安全性および認容投与量・方法を評価するた
めの第１相臨床試験を実施した。Primary 
endpoint は治療中、治療終了後４週間以内の
臨床症状（末梢神経麻痺）、検査値（末梢血
液検査・生化学検査・検尿・胸部レントゲン
検査・心電図・心血管超音波検査）異常の出
現頻度、重症度の評価を行った。Secondary 
endpoint は腫瘍マーカー値（尿中 VMA/HVA、
血中 NSE、骨髄中神経芽腫腫瘍細胞量）の減
少率、MRI 検査での腫瘍容積の減少率とした。 
臨床試験の実施に際しては、患者及び家族の
人権を守り、利益を保護することを最優先す
るよう十分な措置を講じた。具体的には①患
者あるいは親権者に対するインフォームド
コンセントのための十分な説明と研究協力
への任意性を確保した。②患者名は匿名化し
厳重管理した。③倫理委員会の指示を遵守し
た臨床試験を行った。 
 
本臨床研究の選択基準と除外基準は以下と
した。 
 
選択規準 
１．腫瘍マーカー検査、核医学的検査、病理
組織検査より神経芽腫の診断が得られてい
る再発神経芽腫患者。 
２．臨床病期３期または４期でプラチナ製剤、
アンスラサイクリン系抗癌剤およびアルキ
ル化剤に対する抵抗性を有していると判断
されている患者。 
３．年齢が１．５歳以上、１０才未満。 
４．心、肺、肝、腎機能が保持されている。 
５．ポリオウイルス（PV1、Sabin 1）に対し
中和抗体を有するもの。 
６．Performance Status (ECOG)が0または1。 
本研究への参加にあたり十分なインフォー
ムド・コンセントの後に、親権者（及び患者
本人）の自由意思による文書同意が得られて
いる 
 
除外規準 
１．治療開始前に運動神経麻痺を有する患者。 
再発神経芽腫に対し化学療法を施行中の患
者。 
２．Sabin 1 浮遊液にアレルギーを有する患
者。 
３．重篤な肝疾患を有する患者（AST(GOT)も
しくは ALT(GPT)が 100 IU/L 以上）。 
４．試験薬投与開始前 3か月以内に他の臨床
試験（治験）に参加した患者。 
５．研究責任医師または研究分担医師が被験
者として不適当と判断した患者。 
 
実施計画 
腫瘍内投与には、日本ポリオ研究所提供の弱
毒生ポリオウイルス（Sabin1）を使用する。

投与方法は、腫瘍（神経芽腫）に対し超音波
ガイド下に 1 x 108 pfu の Sabin 1 を週３回
腫瘍内投与する。患者がポリオウイルスに対
する中和抗体を持つ場合、１回投与では抗腫
瘍効果が不十分であるため複数回の投与が
必要であり (H.Toyoda et. al. Cancer 
Research 2007) 週３回投与とした。0.6 cm3

の腫瘍を治療するために 106 pfu の Sabin 1
が必要であり (H.Toyoda et. al. 
International Journal of Oncology 2004)、
一般的な再発神経芽腫腫瘍（60cm3）を治療す
るためには 108 pfu の Sabin 1 が必要と考え
られるため、投与量は 108 pfu に設定した。
なお、108 pfu の Sabin 1 を腫瘍内投与行った
場合、神経障害を起こす可能性は少ないと考
えられる (P. Jiang, J. Faase, H. Toyoda et. 
al. PNAS 2007)。 
 
 
４．研究成果 
（１）PV 感染により細胞死した神経芽腫細胞
をワクチンとした抗腫瘍免疫の誘導 
 
CD155tgA/J マウスの尾静脈から 1x106 の
Neuro-2aCD155 細胞を静注した予備実験では、
肝臓の多発性病変のため全例が 60 日以内に
死亡した（写真）。上記第１～４群で
CD155tgA/J マウスをワクチンした後、マウス
にN2aCD155 細胞を尾静脈から移植したところ、
Sabin 1 感染により細胞死を誘導した
Neuro-2aCD155 細胞 Homogenate（第２群）では、
腫瘍増殖抑制効果が認められた（下図）。こ
のことから、PV 感染で細胞死した神経芽腫細
胞には抗腫瘍免疫誘導能があることが明ら
かになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（２）弱毒 PV による神経芽腫治療の臨床応
用（第 I相臨床試験） 
 
選択基準に合致した２例の患者さんに治療
を行った。 
 
症例１： 6才 10 ヶ月 男児。2才 0ヶ月発
症の左副腎原発神経芽腫（第４期）。 4才 0
ヶ月時に右後頭部に再発、5才 2ヵ月に右眼
周囲に再々発し、治療抵抗性となる。下図は、
弱毒ポリオウイルスにて治療した再発神経
芽腫患児の顔写真と頭部 CT 画像。円はウイ
ルスの腫瘍内投与を施行した部位で、矢印は
腫瘍内投与の穿刺方向。 
腫瘍内への PV 投与により、神経麻痺等の有
害事象は認められなかったが、腫瘍縮小効果
は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
症例２：8才 4ヶ月 男児。4才 5ヶ月発症
の右副腎原発神経芽腫（第４期）。6才 8ヶ月：
左頭蓋に局所再発し、治療抵抗性となる。下
図は、弱毒ポリオウイルスにて治療した再発
神経芽腫患児の顔写真と頭部 CT 画像。円は
ウイルスの腫瘍内投与を施行した部位で、矢
印は腫瘍内投与の穿刺方向。 
腫瘍内への PV 投与により、神経麻痺等の有
害事象は認められなかったが、腫瘍縮小効果
は認められなかった。 
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つくば市）2012.8.30. 
8． 豊田秀実 、川崎裕香子 、岩佐 正、大
槻祥一郎、 大橋啓之、岩本彰太郎 、出
口隆生 、平山雅浩、堀浩樹、東 英一、
駒田美弘 第 34 回日本造血細胞移植学
会総会（大阪国際会議場、大阪市）
2012.2.24 
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