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研究成果の概要（和文）：　近年、我々はヒトパラインフルエンザ２型ウイルス(hPIV2)を改変し、安全性、発現能、
免疫誘導能の高い非増殖型医用スペックベクター化に成功した。
　本研究においては、4T1-luc細胞をfat padに移植あるいは静注し作製した乳癌様モデルを用いて、Ag85Bを搭載したh
PIV2ΔMベクターの経鼻投与による乳癌の肺転移に対する抑制効果について検討した。特に、ワクチンをhigh doseで投
与したマウスにおいて、肺における腫瘍転移抑制効果が認められた。

研究成果の概要（英文）： Recently, we have established a novel functional replication-deficient virus 
vector; a recombinant human parainfluenza type 2 virus vector (hPIV2): highly safe, expressive and 
immunogenic vector.
 In this study, we have developed hPIV2 engineered to express Ag85B (hPIV2/Ag85B) and investigated 
antitumor effects against breast cancer metastasis by intranasal administration to a breast cancer like 
model mice generated by transplanting 4T1-Luc cells using the hPIV2/Ag85B. Especially, suppression 
effects of breast cancer metastasis were recognized in mouse lungs vaccinated high dose hPIV2/Ag85B.

研究分野：分子ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
初診時に遠隔転移を認め手術の適応がな
い転移乳癌の患者は約 10％であり、また初期
治療終了後 10 年以内に約 30％の患者で再発
をきたす。そのため転移乳癌の治療は乳癌診
療のなかで大きな割合を占める。転移部位と
しては、肺、胸膜などが多く、転移乳癌の治
癒はきわめて困難であり、再発後の 10 年生
存率は約 7～8％程度である。そのうち根治し
たと考えられる患者は 2～3％である。これら
のことから乳癌の転移を予防することは患
者の予後に大きな影響を与えると考えられ
る。 
乳癌に対する免疫療法はナチュラルキラ
ー（NK）細胞を用いた NK 療法が一般的であ
る。しかし、NK 療法等の免疫細胞療法あるい
は免疫療法において、副作用はないものの治
療強度も確保できないものであり、標準治療
とされる外科的手術、放射線、抗がん剤等薬
物治療を補完する域を出ないものである。さ
らにその活性は相対的には弱いものである
ため、繰り返し投与が必要であるとされてい
る。また、NK 療法の拡大した治療法である
ANK（Amplified Natural Killer）療法では、
NK 細胞を活性化し選択的に増殖させ体内に
戻す。この ANK 治療法において治療強度は高
くなるが、免疫刺激作用が非常に強いため、
その副作用として悪寒や発熱を伴うことが
指摘されている。一方、分子標的治療につい
ては、分子標的薬ハーセプチン(一般名：ト
ラスツズマブ）による薬剤療法（HER2 陽性者）
が最も一般的である。この薬剤は乳癌細胞の
表面に存在する HER2 受容体に結びつく抗体
で、転移性の乳癌の中でも、HER2 強陽性と判
定された患者のみに効果を持つとされる。こ
の療法は化学療法との併用で奏効率や生存
期間の延長が得られ、乳癌の新しい治療薬と
して期待されているが、一部心臓障害などの
副作用の報告がある。 
Th17 細胞は様々なヒトの腫瘍で認められ
ているが、癌免疫における機能は明らかにさ
れていない。メラノーマの肺転移に関する
IL-17A 欠損マウスを使った研究では、抗腫瘍
反応におけるIL-17の保護効果があることが
報告されている。さらに、腫瘍特異 Th17 細
胞を用いた T細胞免疫療法は、様々な腫瘍に
対して保護効果があり、肺メラノーマモデル
では、腫瘍特異的な細胞障害性 T細胞の反応
を促進することが示されている。しかしなが
ら、乳癌においては、肺転移における Th17
細胞系の関与は明らかにされていない。また、
抗酸菌分泌抗原であるAg85Bは抗酸菌が分泌
する主要な蛋白であり、遺伝的背景に左右さ
れず強い Th1誘導活性を示す Th1タイプサイ
トカインを産生するため、癌治療、ワクチン
アジュバントとしての効果を発揮する。 
ヒトパラインフルエンザ２型ウイルス
(hPIV2)ベクターは、気道粘膜に感染し、(-)
極性の非分節型 1本鎖 RNA をもっている。そ
のため分節型のゲノムをもつインフルエン

ザウイルスのようにパンデミックな流行を
もたらす分節間の変異（不連続変異）はおこ
らない。また、hPIV2 は、生活環のすべてを
細胞質で行うため、遺伝子治療等で用いられ
ているアデノウイルスベクターやワクシニ
アウイルスベクターのようなDNAウイルスベ
クターとは異なり、ウイルスゲノムの核内
（染色体）への組込みは起こらず、それらに
よる偶発的なガン化等は回避できる。さらに
当該ベクターのもつ元来の病原性もそれら
のウイルスよりも弱く、ヒト(成人)での病原
性の報告もなく安全性は高い。さらに安全性
を確保するために、hPIV2 粒子形成に必要不
可欠なMタンパク遺伝子上の２ヵ所にストッ
プコドンを挿入し、M 蛋白の発現を欠失させ
た非増殖型 hPIV2 ベクター(PIV2ΔM)も既に
作製している。 
hPIV2 ベクターの最大の機能としては、導
入遺伝子産物が大量に回収可能（ウイルス産
生遺伝子産物として最大）であり、導入遺伝
子の分泌型蛋白として発現することで、ウイ
ルス粒子形成の影響を抑制できることが挙
げられる。また、これまでの hPIV2 ベクター
を用いた研究成果は、PIV2 ベクターの機能と
して、導入遺伝子による接種動物の肺での高
いワクチン効果ならびに免疫制御効果を示
し、肺からの免疫で全身性の免疫制御効果が
得られる可能性を示した。 
現在研究されている抗腫瘍ワクチンのデ
ザインは、主に腫瘍抗原の MHC クラス I提示
によるCD8+T細胞のみにフォーカスがあてら
れており、腫瘍特異抗原のセルフトレランス
を回避できず、十分な抗腫瘍効果が得られて
いないのが現状である。 
 
２．研究の目的  
本研究においては、従来の癌ワクチンの弱
点であった腫瘍特異抗原のセルフトレラン
スの回避増強を目的とし、強力なヘルパーT
細胞誘導アジュバント活性をもつAg85Bなら
びに乳癌関連抗原 HER2 遺伝子を搭載した安
全性の高い非増殖型hPIV2ベクターを用いて、
乳癌様モデルマウスへ経鼻投与し、次世代型
経鼻噴霧タイプ抗腫瘍ワクチンとしての乳
癌転移抑制効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) Ag85B ならびに HER2遺伝子を導入したワ
クチンベクター(PIV2ΔM)の作製 
 図１に示したように、M 遺伝子上に２つの
ストップコドンを挿入した pPIV2ΔMの Not I
サイトに Ag85B ならびに HER2 遺伝子を挿入
したプラスミド(pPIV2ΔM/Ag85B、pPIV2ΔM/ 
HER2)を作製した。上記のゲノムを含むプラ
スミド(7.5μg)と共に４種のプラスミド
（pM; 5.0㎍、pNP;1.25㎍、pP;0.25㎍、pL; 
1.25㎍）を、ViaFect を用いて BSRT7/5 細胞
(6well)にトランスフェクトし、Vero 細胞と
の共培養によりレプリコン細胞を作製した。
このレプリコン細胞と一過性にM遺伝子を発



現させた Cos 細胞を共培養し、Ag85B ならび
に HER2 を導入した非増殖型 PIV2 ワクチンベ
クター(PIV2ΔM/Ag85B ならびに PIV2Δ
M/HER2)を回収した。 

 
(2)乳癌様マウスモデルの作製 
  6 週齢の BALB/c マウス(♀)に 4T1-luc 細
胞(3x105cell/匹)を fat pad に移植し乳癌様
モデルマウスを作製し、経時的な癌の増殖等
を解析した。さらに早期に確実な肺転移を起
こすため、同様の細胞をマウスに静注し、肺
転移モデルマウスを作製した。fat pad の原
発腫瘍では、直接的にその直径を測定した。 
 
(3)抗腫瘍ワクチンベクター経鼻投与による
肺転移抑制効果の検討 
図 2に示したプロトコールに従って、１群３
匹のマウスを用いてその抗腫瘍効果につい
て検討した。A〜C 群においては、4T1-luc 細
胞(3x105cell/匹)を fat pad に移植した乳癌
様モデルマウス、D〜F 群においては、4T1-luc
細胞(3x105cell/匹)を静注した肺転移モデル
マウスを用いた。また、これらのモデルマウ
スに、抗腫瘍ワクチン(PIV2ΔM/Ag85B)を A
群と D 群には low dose [1x106 (TCID50)]、B
群と E群には high dose [5x106 (TCID50)]で、
腫瘍移植 0、6、11 日後にそれぞれ経鼻投与
し、腫瘍移植後 14 日でその治療・転移予防
効果を解析した。 

 
(4)mRNA の精製および定量 
 採取したマウス肺をホモゲナイズし、
TRIsol を用いて totalRNA を抽出した。
ReverTra Ace qPCR RT Master Mix を用いて
total RNA から cDNA を合成した。この cDNA
を用いサイトカインならびにケモカイン遺

伝子の発現量を TaqMan probe を用いたリア
ルタイム PCR によって定量した。 
 
４．研究成果 
(1)乳癌に対する抗腫瘍ワクチンベクターの
作製 
 研究の方法に示した手順でワクチン作製
用のコンストラクト(pPIV2ΔM/Ag85B、pPIV2
ΔM/HER2)を作製した（図１）。これらのプラ
スミドを用いて、リバースジェネティクス法
によるウイルス回収を行った。PIV2ΔM 
/Ag85B については、容易に 1×106TCID50/ml
程度のウイルスを回収ができた。一方、PIV2
ΔM/HER2 についは、プラスミドの収率が悪く
ウイルス回収が困難を極めた。研究期間終盤
にようやく同程度のウイルス回収に成功し
た。 
 
(2)乳癌様マウスモデルの作製 
 BALB/c マウスに 4T1-luc 細胞を fat pad に
移植し乳癌様モデルを作製し、経時的な癌の
増殖を解析した（図３）。さらに早期に確実
な肺転移を起こすため、同様の細胞をマウス
に静注し、肺転移モデルを作製した。図３に
示したように、4T1-luc 細胞を fat pad に接
種したマウスにおいては、原発腫瘍の経時的
な増殖がみられた。一方、静注したマウスで
は、肉眼と触診で fat pad での腫瘍の有無を
確認したが、いずれのマウスにも腫瘍は形成
されていなかった。 

 
(3)抗腫瘍ワクチンベクター経鼻投与による
抗腫瘍効果の解析 
 上記(1)に示したように抗腫瘍効果をもつ
と考えられるHER2を搭載したワクチン(PIV2
ΔM/HER2)についは、ウイルス作製が遅れた
ため、この研究期間内に乳癌様モデルマウス
を用いたワクチン効果の検討はできなかっ
た。そこで、期間内に作製できた Th1 移行の
アジュバント活性をもつAg85B遺伝子を搭載
したワクチン(PIV2ΔM/Ag85B)の乳癌に対す
る抗腫瘍効果ならびに転移抑制効果の検討
を、図２に示したプロトコールに従い、１群
３匹のマウスを用いて行った。 
 図４(A)に示したように fat pad に腫瘍細
胞を移植したマウスにおいて、PIV2ΔM/ 
Ag85B ワクチンを high dose で経鼻投与した



マウス（B群）においも、ワクチンを投与 
しなかったマウス（C 群）と同様に、乳腺に
おける原発腫瘍が経時的に増殖し、その抗腫
瘍効果は認められなかった。しかしながら、
図４(B)に示したように腫瘍細胞を静注した
肺転移モデルマウスにおいては、PIV2Δ
M/Ag85B ワクチンを経鼻投与したマウス（D
群、E 群）において、ワクチンを投与しなか
ったマウス（F 群）と比較し、肺における結
節の数が明らかに減少した。特にワクチンを
high dose で経鼻投与したマウス（E 群）に
おいては著しくその数が減少し、肺局所にお
ける腫瘍転移予防効果が認められた。 
 これらの機序解明のために、それぞれのマ
ウスの肺を採取し、TaqMan probe を用いたリ
アルタイムPCRによりサイトカインプロファ
イルを作製した。 
 図５には、転移抑制効果の高い E群におい
て、発現の高いサイトカイン及びケモカイン
を示した。IL-17、IL-12(p40)、CCL20、IL-2
の発現が高く、中でもメラノーマの肺転移抑
制への関与が示唆されている Th17 由来の
IL-17 の発現量は、乳癌の明確な転移を示す
ワクチン投与してない群(F)の約 180 倍の値
を示した。 

 
 一方、図６には、転移抑制効果の高い E群
において、発現の抑制されたサイトカイン及
びケモカインを示した。IL-10、CCL2、IL-18、
IP-10 の発現が抑制され、特に、乳癌の転移
を促進させることが示唆されている CCL2 の
発現量は、ワクチンを投与していない群(F)
の約 1/30 に抑制されていた。 

 
PIV2ΔM/Ag85B ワクチンを経鼻接種した E
群においては、メラノーマの肺転移において、
提唱されている Th17 細胞による IL-17 およ
び CCL20を介した抗腫瘍免疫反応の誘導メカ
ニズムと同様なシステムで乳癌の肺転移を
抑制することが示唆された。さらに、乳癌の
肺転移をプロモートすると考えられている
CCL2 の発現が著しく抑制されており、この
CCL2 による転移経路を遮断することで乳癌
の肺転移抑制を可能にしたと考えられる。こ
れらに加え、細胞性免疫を誘導する IL-12 や
非特異的抗腫瘍エフェクター細胞を誘導す
る IL-2 の発現増強および NK細胞抑制に働く
IL-18 や細胞性免疫応答抑制に働く IL-10 の
発現抑制がE群のマウス肺で確認されている。 
 これらの結果を総合すると、乳癌の肺転移
様モデルマウスに経鼻投与した PIV2ΔM/ 
Ag85B は、Th17 細胞系誘導能、細胞性免疫誘
導能、肺転移抑制能を示唆し、乳癌に対する
次世代型の経鼻噴霧ワクチンベクターとし
ての有効性が認められた。 
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