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研究成果の概要（和文）：私たちは最近、単純ヘルペスウイルス（HSV）の外被糖蛋白質gDに単鎖抗体を挿入すること
により、がん細胞表面抗原のみを介して細胞内に侵入する標的化HSVプラットフォームの構築に成功した。本研究では
、膜融合能を増強する機能を有することが知られているsyncytial変異を本標的化HSVに導入することにより、がん細胞
に広範な細胞融合を生じるとともに強力な殺細胞効果をもたらす新規標的化HSVの作製に成功した。さらに私たちは、
独自のモノクローナル抗体リソースを活用して、epithelial cell adhesion molecule（EpCAM）を標的とする新たなが
ん標的化HSVの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：We previously reported a retargeted herpes simplex virus (HSV) platform that 
incorporates single-chain antibodies (scFv) into gD to mediate entry solely via cancer antigens. In this 
study, we introduced syncytial mutations, known to confer hyperactivity in cell-cell fusion, into our 
retargeted HSVs, and found that the mutations enabled extensive formation of syncytia and enhanced 
killing activity on human tumor lines that express the target molecules. Furthermore, we took advantage 
of our collection of monoclonal antibodies selected for targeting activity as components of gene delivery 
vectors. We derived an scFv from a hybridoma clone that produces an anti-epithelial cell adhesion 
molecule (EpCAM) antibody, and inserted it into our retargeted platform, and found that the virus showed 
EpCAM-dependent virus entry and spread. Our strategies may be useful to develop a widely applicable 
oncolytic HSV platform that confers powerful oncolytic activity and stringent tumor selectivity.

研究分野：遺伝子治療
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１．研究開始当初の背景 

 難治性悪性腫瘍に対する新たな治療法と
してウイルスベクターを用いた遺伝子治
療・ウイルス療法が有望視されてきた。中で
も腫瘍溶解性単純ヘルペスウイルス（HSV）
療法はすでに本邦を含め広く臨床研究が進
行中であり、がんに対するバイオセラピーと
して非常に大きな期待を集めている。腫瘍溶
解性ウイルス療法は、変異あるいは改変ウイ
ルスが正常細胞に比べがん細胞においてよ
り効率よく増殖することを利用してがん組
織を選択的に破壊することを図るものであ
るが、未だ標準的治療法としての地位を確立
するには至っていない。その主な原因は、ウ
イルスベクターのデリバリーを制御するこ
との困難さにあると考えられている。今日ま
での臨床研究で用いられてきた腫瘍溶解性
ウイルスは正常細胞にも侵入（エントリー）
してしまうため、安全性を確保するために
はウイルスの増殖能を弱めざるを得ず、こ
れが腫瘍溶解能の低下にもつながりうると
いうジレンマが存在した。 

 私たちは最近、HSVの標的化改変に独自に
成功した。ウイルス表面の糖蛋白質 gD を本
来の受容体に結合不能とすると同時に、
epidermal growth factor receptor（EGFR）ある
いは carcinoembryonic antigen（CEA）などが
ん細胞表面分子に対する単鎖抗体を挿入し
た結果、それぞれ標的がん細胞のみに効率よ
くエントリーできる標的化 HSV を作製する
ことができた。動物実験ではマウス皮下およ
び同所性脳腫瘍モデルにて標的化ウイルス
の腫瘍内投与により強力な抗腫瘍効果を認
めた上、標的化ウイルスを経静脈投与すると
ウイルスの腫瘍への強い集積（正常臓器の
100-1000倍）を認めた。さらにマウス脳内投
与後の毒性評価では、標的化ウイルスは野生
型ウイルスの致死量の 10 万倍の粒子数を投
与してもマウスに異常を生じないという有
望な成果を得た。 

 

２．研究の目的 

 私たちのがん標的化改変 HSV システムを
実用化するために取り組むべき課題として、
① 標的化エントリー後のウイルスを腫瘍塊
の中で効率よく伝播させ、正常組織を傷害す
ることなくがん細胞を殺傷し尽くすこと、② 
さらに異なるがん細胞表面分子を標的とし
た改変 HSV の作製により、様々なタイプの
がんを個別標的化しうる治療システムの構
築を目指すことが挙げられる。本研究では、
これら課題の解決に向けた検討を行った。 

 

３．研究の方法 

① がん標的化改変 HSVの細胞間伝播の増強 

 私たちは、がん標的化改変 HSV の細胞間

伝播の効率を増強するアプローチとして、
HSV 感染における膜融合の活性を増強する
ことが知られている syncytial（syn）変異を活
用することを考案した。野生型 HSV の感染
によって生じるプラークは感染細胞の円形
化を特徴とする一方、syn変異を有する HSV
亜株では、感染細胞がこれに隣接する非感染
細胞と融合することを繰り返すことにより
多核巨細胞が形成される。過去に数多くの
syn 変異が報告されているが、その大半はウ
イルスのエンベロープ糖蛋白質 gBおよび gK
に同定されている。そこで、本研究では代表
的な gBおよび gKの syn変異を EGFR標的化
HSVに遺伝子工学的に導入し、その細胞間伝
播の効率および標的特異性に及ぼす影響を
解析した。 

② 新たながん標的化改変 HSVの作製 

 私たちの研究グループは、がんに対する抗
体医薬の開発を目的として、抗体結合改変ア
デノウイルス（Adv-FZ33）の抗体依存的な感
染効率を指標とする抗原・抗体スクリーニン
グ系を考案した。この系を用いてがん抗原・
抗体セットを系統的に探索した結果、多数の
抗体を樹立することに成功し、その抗原には
EGFR や CD20 など、すでに抗体医薬として
悪性腫瘍の分子標的治療に用いられている
ものや、標的候補分子として注目されている
ものなどが高い比率で含まれていた。そこで、
この申請者ら独自の抗体リソースを標的化
改変 HSV に適用することが可能であるかど
うかにつき、epithelial cell adhesion molecule
（EpCAM）に対する抗体を用いて検討した。
抗 EpCAM抗体を産生するハイブリドーマ細
胞より RT-PCRにて抗体の可変領域の遺伝子
をクローニングし、単鎖抗体を構築した。こ
れを標的化 HSV プラットフォームに組み込
むことによりEpCAM標的化HSVを作製しそ
の特性を解析した。 

 

４．研究成果 

① がん標的化改変 HSVの細胞間伝播の増強 

 syn変異を導入した EGFR標的化HSVの各
種がん細胞における感染特性を解析したと
ころ、親株の EGFR標的化ウイルスでは小さ
なプラークしか生じなかったがん細胞株に
おいても、gBと gKの syn変異を用いること
により、非常に大きな多核巨細胞からなる感
染プラークを形成した。興味深いことに、gB
変異の方が有効な細胞株、逆に gK 変異の方
が有効な細胞株が存在し、HSVによる細胞融
合の分子機序におけるgBとgKの作用点が異
なることが示唆されたとともに、複数の syn
変異を併用することの有用性が明らかとな
った。syn 変異を導入した EGFR 標的化ウイ
ルスは親株よりも効率良く標的がん細胞を
殺傷した。また、syn 変異の導入による標的
化スプレッドの増強効果は EGFR以外のがん
抗原をターゲットとした標的化 HSV にも認



められ、このアプローチは様々ながん抗原に
対して応用可能であることが示唆された。さ
らに、感染が成立した標的がん細胞がこれに
隣接する非標的細胞と融合してしまうこと
は認められず、syn変異の導入は標的化 HSV
の高いがん特異性を維持しつつその腫瘍溶
解活性を増強することが可能であるという
有望な結果を得た。 

② 新たながん標的化改変 HSVの作製 

 EpCAM標的化 HSVを作製し、そのウイル
ス学的特性を解析した結果、本標的化ウイル
スのエントリーおよびスプレッドはともに
標的細胞の EpCAMの発現に厳密に依存する
ことが明らかとなった。興味深いことに、
EpCAM標的化 HSVは、がん細胞株によって
は野生型 HSV よりも大きなプラークを形成
した上、より強力な殺細胞効果を示した。さ
らに、担がんヌードマウスを用いた治療実験
では、EpCAM標的化 HSVの腫瘍内投与によ
り抗腫瘍効果が観察された。このように、私
たちのがん標的化改変 HSV プラットフォー
ムは、様々なタイプのターゲット分子に対し
て適用可能であることが示唆された。 
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