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研究成果の概要（和文）：　本研究は、HF10を抗腫瘍リンパ球に吸着させることでリンパ球を運び屋として利用し、HF
10の全身投与法の確立を目的とした。模擬的な癌抗原としてovalbuminを発現するマウスメラノーマ細胞の皮下腫瘍モ
デルマウスに対して、HF10吸着リンパ球を尾静脈投与したところ、他の治療群と比較してHF10吸着ovalbumin抗原特異
的T細胞治療群において最も高い抗腫瘍効果が示された。癌抗原特異的T細胞がovalbumin抗原提示している腫瘍内に選
択的に集族し、T細胞に吸着したHF10が不活化されることなく腫瘍まで搬送され抗腫瘍効果を発揮した事が示唆され、
臨床応用への基礎データを得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the possibility of systemic administration of HF10 
adsorbed on the tumor antigen-specific lymphocytes. We administered adsorbed HF10 to the tail vein of 
mice with subcutaneous tumor expressed ovalbumin antigen and analyzed the efficacy of this treatment. 
HF10 absorbed on ovalbumin antigen-specific T cells showed significant antitumor effect more than control 
group. Our results suggest that HF10 adsorbed on tumor antigen-specific lymphocytes could be delivered 
systemically without interference of host immune response, and it have significant potential in treatment 
of the disseminated tumors. We acquired precious basic data for clinical trial.

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腫瘍溶解性ウイルス HF10 はがん細胞
のみに感染増殖する自然変異型のヘルペス
ウイルスである  (図 1)。一般的な治療法と
して挙げられる化学療法や放射線療法と比
較して、がん特異的に感染増幅する HF10 は
副作用の軽減が大きく期待できる。我々名古
屋大学医学部附属病院で行った臨床研究で
も関連した副作用はなく、HF10 による抗が
ん治療は、化学療法よりも患者負担の少ない
抗腫瘍薬であると言える。また、腫瘍特異的
なリンパ球の誘導など、癌ワクチンすなわち
全身療法としての効果も明らかにされつつ
あり、当院においても、強い抗腫瘍免疫の関
連が示唆されている (Nakao A, Kasuya H, et 
al. Cancer Gene Therapy 2011)。 

 
(2) 近年、がん患者のリンパ球を特殊な方
法で活性化し、増殖して体内に戻す、活性化
自己リンパ球療法の効果が報告されている。
再発グリオーマに対する自己腫瘍特異的 T 
リンパ球注入療法、グリオーマに対する腫瘍
細胞特異的ワクチン療法などの報告 (Yu JS, 
et al. Can. Research 2004) があり、各種
癌領域についても癌リンパ球療法の効果に
ついての報告がされてきている。また、癌細
胞への特異性を持たせるため、体外での培養
時に癌特異的なWT1ペプチドに感作させる方
法などが広く臨床応用されている。 
 
２．研究の目的 
外科的切除のみでは治癒の望めない進行

癌に対して、バイオ系抗癌剤は今後さらに期
待される研究分野である。これまでの臨床研
究は腫瘍へ直接 HF10 を注射していた。我々
は、リンパ球が CTL 作用による抗腫瘍効果を
示すだけでなく、生体内で HF10 の運び屋と
して機能する可能性に着目した。 
本研究は全く別の研究分野である腫瘍溶

解性ウイルス HF10 と活性化自己リンパ球療
法を組み合わせ、抗腫瘍リンパ球を運び屋と
して利用する事で、HF10 の全身投与法の確立
を目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1) マウス黒色腫細胞 B78H1 は HSV 非感受
性細胞である。この B78H1 細胞から HSV の細
胞内 entry に重要な gD膜 receptor を改変し
HSV に易感染性とした B78H1nectin 細胞を作
製した。また、B78H1 細胞、B78H1nectin 細
胞それぞれに模擬的な癌抗原として卵白ア
ルブミン（ovalbumin）を発現するように形

質転換し B78H1-ova 細胞、B78H1nectin-ova
細胞を作製した。 
 
(2) 上記の HSV および ovalbumin 抗原特異
的リンパ球に対して異なる感受性を持つ4種
の細胞株(B78H1, B78H1-ova, B78H1nectin, 
B78H1nectin-ova)を用いて、HF10 吸着リンパ
球による殺細胞効果を in vitro で検討した。
HF10吸着リンパ球はovalbuminアレルギーの
特殊な Transgenic mouse（OT-1 マウス）の
脾臓から CD8 陽性 T細胞を採取し、SIINFEKL
ペプチド（ovalbumin抗原）とIL-2で刺激し、
ovalbumin 抗原特異的な CTLを誘導した OT-1 
T 細胞に HF10 を吸着させて作製した（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 

図 2 HF10 吸着リンパ球のイメージ 
 
(3) B78H1nectin-ovaをC57BL/6マウスの皮
下に移植し、腫瘍体積が約 100 mm3 に成長後
の皮下腫瘍モデルマウスに対して、PBS（コ
ントロール）、HF10 単独（1x10^6 pfu）、OT-1 
T細胞およびcontrol T細胞単独（1x10^6個）、
HF10 吸着 OT-1 T 細胞または HF10 吸着
control T細胞（1x10^6個、T cell : HF10=1:1）
を尾静脈投与した。継時的に腫瘍体積を測定
し、各治療群間での比較を行った。Control T
細胞は C57BL/6 の脾臓から、CD8 陽性 T 細胞
を採取し、CD3 抗体と IL-2 で刺激し、5日間
培養して得た。 
 
４．研究成果 
(1) B78H1 細胞と B78H1nectin 細胞の HF10
感受性の違いをMTTアッセイにより評価した。
具体的には、MOI = 0,  0.01,  0.1,  1,  10, 
100 の HF10 を各細胞株に感染させ、感染後 
4h、24h、48h、72h で継時的に MTT アッセイ
を行い MOI=0、HF10 感染後 4h の値をコント
ロール (1.0) として、グラフを作成した 
(図 3A, B)。その結果、B78H1 細胞は HF10 非
感染性細胞株であること(図 3A)、また
B78H1nectin 細胞が HF10 感受性細胞株であ
ることを示した（図 3B）。また、感染後 48h、
72h の結果より、B78H1nectin 細胞は MOI = 
0.1~1 の間において、HF10 感受性を顕著に示
すことも示唆された。これらの細胞に
ovalbuminを強制発現させたB78H1-ova細胞、
B78H1nectin-ova 細胞において、HF10 感受性
に変化は見られなかった（data not shown）。 
 
(2) 96 well plate に播種した B78 細胞群４
株 （ B78H1, B78H1-ova, B78H1nectin, 
B78H1nectin-ova）に対して各 T細胞を 10 倍
の細胞数で加え、培養 48 時間後に MTT アッ
セイを行い、未処理の細胞の値を（1.0）と



して細胞生存率を求めた（図 4A, B）。その結
果、HSV 非感染性細胞株である B78H1、
B78H1-ova においては、OT-1 T 細胞が control 
T 細胞と比較して OVA 発現細胞 B78H1-ova に
対して強い細胞障害性を示し、HF10 の吸着の
有無による違いは見られなかった（図 4A）。
一 方 で 、 HSV 易 感 染 性 細 胞 株 で あ る
B78H1nectin、B78H1nectin-ova においては、

HF10 吸着 OT-1 T 細胞が OVA 発現細胞
B78H1nectin-ova に対して最も強い細胞障害
性を示した(図 4B)。なお、HF10 を吸着した
control T 細胞の細胞障害性は、B78H1nectin
と B78H1nectin-ovaとの間に違いは見られな
かった（data not shown）。 
 
(3) B78H1nectin-ova の皮下腫瘍モデルマウ
スに対して control T cell、OT-1 T cell、
HF10、HF10 吸着 control T cell、HF10 吸着
OT-1 T cell の 5 種類の異なる治療群の組み
合わせを用い、in vivo での全身投与（尾注）
による抗腫瘍効果を腫瘍サイズの計測によ
り評価した（図 5A, B）。その結果、HF10 単
独治療群および OT-1 T 細胞単独治療群と比
較して HF10 吸着 OT-1 T 細胞治療群において
有意に高い抗腫瘍効果が認められた（図 5A）。
また、HF10 吸着 control T 細胞治療群よりも
HF10 吸着 OT-1 T 細胞治療群の方が高い抗腫
瘍効果がある傾向が示された（図 5B）。 

 
考察) OT-1 T 細胞が ovalbumin 抗原提示し
ているB78H1nectin-ovaの腫瘍内に選択的に
集族し、OT-1 T cell に吸着した HF10 が不活
化されることなくB78H1nectin-ova腫瘍まで
搬送され抗腫瘍効果を発揮したと考えられ
る。本研究結果から腫瘍特異的リンパ球を用
いた腫瘍溶解性HSVの血管内投与法の有効性
が示唆され、原発巣のみならず転移巣への効
果も期待され、今後、難治癌の新たな治療戦
略に繋がるものと考える。 
 今後の研究の展開として、本研究で得られ
た結果を基にして、TCR 遺伝子改変 T 細胞を
用いた HF10 の血管内投与の効果について評
価し、遺伝子改変 T細胞療法と組み合わせた
臨床応用の可能性を模索することが考えら
れる。 
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