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研究成果の概要（和文）：癌治療用遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス(T-01)の基本骨格に外来配列を直接組み込むこ
とで，特殊機能を有し，かつ胃癌治療に臨床応用可能な遺伝子組換えウイルスの開発研究を施行した．我々がスクリー
ニングした分子であるサイトカインシグナリング3抑制 (SOCS-3)発現癌治療用ヘルペスウイルスを作成して評価し，高
い治療効果を実験モデルにおいて確認した．将来の臨床応用を見据えた膵癌治療用ヘルペスウイルス療法の基礎開発が
進んだと考えられる．また，iPS細胞由来樹状細胞を癌治療用ウイルスの腫瘍微小環境下に用いることで腫瘍免疫能が
強化された。

研究成果の概要（英文）：We developed recombinant oncolytic herpes simplex viruses that possess certain 
antitumor functions and are useful for gastric cancer therapy. A third-generation oncolytic herpes 
simplex virus type 1(T-01) was used as the backbone to insert foreign sequences. Oncolytic herpes simplex 
viruses expressing suppressor of cytokine signaling 3 (T-SOCS-3) were constructed, evaluated, and proved 
to be therapeutic potential. T-SOCS-3 may be a new agent against pancreatic cancer in the near future, 
and a progress has been made in the basic development of next generation onoclytic virotherapy.In 
addition, we confirmed that iPS cell derived dendritic cell was able to enhance antitumor immunity at the 
oncolyitic condition of tumor microenvironment.

研究分野： 膵臓外科学
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１．研究開始当初の背景 

悪性新生物は成人死亡原因の第 1 位であ

る。そのうち膵癌による死亡は約 25,000 人

/年にも及び，臓器別では肺癌，胃癌，大腸

癌，肝臓癌につづく第 5 位と報告されてお

り，決して希な疾患ではない。日本膵臓学会

の癌登録データ解析によると，通常型膵癌

は 9,703 名/11,050 名（87.8%）と膵癌の多く

を占めているが，その予後は 5 年生存率が

わずか 9.7%と極めて不良である。さらに 5

年以上生存例のほとんどが外科的切除例で

あることから，膵癌の最も効果的な治療方

法は切除である。しかし，膵癌患者の約 60%

が切除不能であり，切除が可能であっても 5

年生存率は 13%と切除後も予断を許さない

状況である。今後，膵癌の予後を改善するた

めに最も重要な点の一つは，切除術後の再

発予防に有効な治療の開発である。 

各癌種に対する治療法としてエビデン

スに基づき確立されているものは，外科療

法，化学療法，放射線療法があるが，さらに

近年，第 4 の治療法として期待を集めてい

るのが，免疫療法である。「免疫療法」は，

免疫システムを利用して治療効果を得よう

とする方法である。1991 年にベルギーの

Ludwig 癌研究所の Boon らにより，悪性黒

色腫細胞に発現する抗原MAGEをコードし

ている遺伝子が初めて同定された。さらに

1994 年には米国 NIH の Rosenberg SA らが

腫瘍に発現する抗原をコードするMART-1，

gp100 遺伝子を悪性黒色腫から同定し[9,10]，

それ以降，多くの遺伝子が同定されている。

それらを由来とする一部の抗原については，

MHCクラス Iに提示されるペプチドエピト

ープが同定されており，ペプチドの刺激に

よって in vitro で腫瘍細胞を傷害する CTL

を誘導できることも報告されている。 

しかし，腫瘍免疫療法では，免疫機構か

らの逃避が問題となっている。そこで，より

効率的な免疫療法の挑戦的開発に加えて，

他の新規治療法開発との併用も視野に入れ，

二つのコンセプトを本研究に組み入れるこ

とにした。一つは癌治療用ウイルスの概念

であり，もう一つは呼称 iPS (induced 

pluripotent stem cell)細胞と呼ばれる「人工多

能性幹細胞」から誘導した樹状細胞 

(dendritic cell; DC)を用いた免疫療法の概念

である。本研究はこの二つの融合療法の新

規開発である。 

２．研究の目的 

我が国では臨床試験が始まった癌治療用

アデノウイルスやヘルペスウイルスに関し

ては更なる改良が着々と進んでいる。まず，

アデノウイルスでは，化学療法の効果判定

やナビゲーション外科が可能となるような

製剤としての可能性がすでに報告されてい

る。ヘルペスウイルス研究開発においても，

我々の施設では G47Δ を用いた消化器癌に

対する臨床試験を目指しながら，基礎研究

開発も行っている。まず，ヘルペスウイルス

には感染の際に宿主細胞を周囲の細胞と融

合させる性質を有するいわゆるサブタイプ

が存在する。G207 から選別された融合亜系

の Fu-10 はそのひとつである。また，

syncytium と呼ばれる細胞融合を誘導する

遺伝子を発現するように遺伝子組換えした

Synco-2Dは殺細胞効果が増強することを確

認した。最近では，G47Δ の改良型である T-

01 のゲノムに治療遺伝子を直接組み込み，

増幅型遺伝子発現ベクターの機能を持たせ

て治療に応用する試みを行っている。具体

的には，bacterial artificial chromosome (BAC)

を利用し，第 3 世代腫瘍溶解性ヘルペスウ

イルスであるT-01のゲノムに治療戦略に応

じた遺伝子をと組み込むシステムを取り入

れ，研究開発に努めている。その理由とし

て，ウイルス療法は化学療法や放射線治療

との併用により相乗効果が期待できるため

である。例えば，低線量の放射線照射が RR

活性を上昇させ，その結果，ヘルペスウイル



スの複製能を増強させたという報告や，あ

る種の抗癌剤が癌細胞の Growth Arrest and 

DNA damage inducible Protein 34 (GADD34)

を誘導させることで腫瘍内でのウイルスの

複製能を増強させることがわかっている。

そこで我々は，膵癌に対する癌治療用ウイ

ルスを新規開発していくうえで，ウイルス

による細胞死の概念に着目し，癌微小環境

下における細胞死から誘導される種々の分

子が，iPS 細胞由来 DC により効率よく認識

され，それを介した抗腫瘍免疫応答の惹起

へと繋がることを証明することを本研究の

主たる目的とした。 

３．研究の方法 

「平成 25 年度」 

(1) 膵癌に対する分子標的機能強化型ヘル

ペスウイルスの開発 

 ヒト膵癌細胞株に対して癌治療用ヘルペ

スウイルスが一定の殺細胞効果を有するこ

とを確認したうえで，腫瘍特異的感染能と

増殖能を増強する必要があると考え，ウイ

ルスの膵癌細胞に対する標的化を追求した。  

さらに，ヘルペスウイルス側の envelope 

glycoprotein である gD を遺伝子改変し，

CEA 発現胃癌細胞株に対して特異的に感染

するヘルペスウイルスを作成する。これら

の少なくとも 2 種類の分子標的機能増強型

ヘルペスウイルスの作成後，in vitro 系の実

験系を用いて，膵癌細胞株の CA19-9, 

DUPAN-2 の発現強度に分けて，これらのウ

イルスの感染能，複製能，殺細胞効果を検討

する。 

(2) 膵癌腹膜播種・肝節転移規定遺伝子の同

定と，これを認識するヘルペスウイルス作

成のスクリーニング 

切除した膵癌切除標本の凍結組織 20 例

(腹膜播種陽性 5 例，陰性 5 例，肝転移転移

陽性 5 例，陰性 5 例)を対象に、マイクロダ

イセクション法により膵癌細胞のみを回収

し RNA を抽出する．GeneChip Human U133 

plus 2.0 array (Affymetrix 社)を用いた網羅的

遺伝子発現解析を行い，腹膜播種陽性群と

陰性群，肝転移陽性群と陰性群で各遺伝子

の発現量を dChip software を用いて比較 

(fold change 1.5 倍以上，2 群間の平均強度差

100 以上の予定)し，膵癌の再発形式として

頻度の高い腹膜播種，もしくは肝転移のバ

イオマーカーを推測し，これらのバイオマ

ーカーを標的としたヘルペスウイルスが作

成可能か否かを分子生物学的に確認する。

さらに抽出できた分子の中から，前述のヘ

ルペスウイルスの gD に遺伝子工学的に組

み込めるか否かを選択，検討する。 

「平成 26 年度以降」 

(3) 平成 25 年度で作成したヘルペスウイル

スの性能を確認の後，膵癌担癌モデルでの

検討 

（以下に実験プロトコール概要を示す） 

Day 1: 膵癌細胞株，臨床症例（倫理委員会

承認）から樹立した膵癌細胞 (3x106個)を 7

週齢 athymic female BALB/c ヌードマウス

に腹腔内投与する。 

Day 7: retargeting 出来るように開発（平成 25

年度研究計画）したヘルペスウイルス

（1x109 ウイルス粒子）を腹腔内投与する

（各治療群は n=7 とする治療 7 日目に各群

より 3 匹を麻酔下に蛍光発色条件でナビゲ

ーション仮想手術を行う。その後，腫瘍含む

各臓器（腹膜，腸管，肝臓，脾臓）の組織学

的診断をH&E染色とX-gal染色により評価

する。残りの群に関しては生存期間をエン

ドポイントとして継続観察を行う。 

(4) 癌幹細胞(CSC)に対しても強力な殺細胞

効果を有するオートファジー誘導ヘルペス

ウイルスの効果の検証 

抗癌剤感受性試験研究で用いた方法

(Anticancer Res, 2005)を用いて，90%以上純

化膵癌細胞より， CSC のマーカーとしても

知 ら れ る ABCG2 (ATP-binding cassette, 

subfamily G, member 2)を発現する胃癌細胞



を色素 Hoechst 33342 を用いてフローサイ

トメトリー上で SP (side population)細胞とし

て区別し，作成したオートファジー誘導ヘ

ルペスウイルスに対する感受性を検討する。 

(5) iPS 細胞由来 DC による腫瘍微小環境に

おける特異的免疫能誘導の検討 平成 25-

26年度内に達成が予想される膵癌に対する

分子標的化ウイルス療法の基礎的検討の解

析の結果次第で，マウス IPS細胞由来DC が

ウイルス破壊後の環境で特異的免疫誘導可

能か否かを免疫学手法により確認する。 

４．研究成果 

CA19-9 分子標的型ヘルペスウイルスの

開発を主目的として，特に，ヘルペスウイル

スの envelope glycoprotein である gD 部分の

遺伝子工学的改変を主目的とした。まず，ヘ

ルペスウイルスの gD 部分を含むシャトル

ベクターを用いて，CA19-9 分子に選択的に

結合する分子の改変に取りかかったが，こ

の遺伝子改変には相当の時間を要すること

が研究経過中に判明し，当該年度内を越え

ての目標達成が見込まれた。また，実地臨床

応用を想定して，膵癌切除標本の CA19-9 分

子の発現頻度を免疫染色して検討すると，

全体の 30%程度の陽性率であり，欧米から

の報告に比べて低頻度であることが判明し

た。一方，平行して進めていたオートファジ

ーとヘルペスウイルス関連性の検証に関し

て，以下に示す新たな知見が得られた。諸家

の報告では，癌治療用アデノウイルスの場

合，オートファジーは腫瘍溶解においてオ

ートファジーは正の効果作用とされている。

我々の当該年度の研究では，膵癌細胞にお

いて，オートファジー現象はほぼ恒常的に

認められてはいるものの，癌治療用ヘルペ

スウイルスの複製には，むしろ抑制的に関

与している可能性が示唆された。癌治療用

ヘルペスウイルスにオートファジー機能を

付加することはむしろ逆効果となる可能性

があり，非常に有用な知見であると考えら

れる．(次項上図は，癌治療用ヘルペスウイ

ルス感染後にオートファジーが強く誘導さ

せている現象を示している) 

 

 そこで，オートファジー誘導関連分子と

しては当初より開発に着手していた Beclin-

1 よりも，SOCS3 (suppressor of cytokine 

signaling 3)が膵癌組織において非常に重要

な分子であることが判明し，これを応用し

たヘルペスウイルス療法のプロジェクトを

次年度に立ち上げた。 

 

（上図は，第 3 世代ヘルペスウイルス T-01

が膵癌細胞に感染後，SOCS-3 の発現を減弱

させ，ウイルスの複製能を下げる減少を示

唆する研究データの一部である） 

この研究成果より，安全性の高い

oncolytic HSV として，我が国で第 I 相臨床

試験が開始されたばかりである第 3 世代

oncolytic HSV; G47Δ を基本骨格とする新規

第 3 世代 oncolytic HSV: T-01 を BAC 

(bacterial artificial chromosome) 法を用いて，

SOCS-3 遺伝子発現ヘルペスウイルス (T-

SOCS-3)を作成し，当初の研究計画に関して

は， T-SOCS-3 を用いて行った。 

ヒト膵癌細胞株を用いた担癌マウスに対

する治療実験では，T-SOCS-3 は良好な抗腫

瘍効果を示したが，膵癌新鮮切除標本を用

SOCS-3   

-actin  

 Pancreatic cancer cell line 

感染前  T-01感染後 



いた前臨床実験では，以下の問題点も明ら

かになった。T-SOCS-3，第 3 世代ヘルペス

ウイルス(T-01)はともに膵癌組織に感染し，

ウイルス関連蛋白も発現する。また，膵正常

組織への感染は野生型のヘルペスウイルス

(Strain F)よりも制御出来た。しかし，膵癌組

織におけるウイルス複製能はかなり抑制さ

れることから，今後の臨床応用，治療法とし

て確立して行くうえで，ヘルペスウイルス

の機能増強，分子標的化が必要であると考

えられる。 

また，iPS 細胞由来 DC 療法の研究では，

Beclin-1 発現癌治療用ヘルペスウイルスを

感染させたマウスメラノーマ B16 細胞に対

する細胞障害活性を確認し，これが膵癌モ

デルにも応用できることを確認したばかり

である。今後ではあるが，T-SOCS-3 を用い

た実験系で本現象を確認出来れば，研究の

主たる目標は達成出来ると考察している。 
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