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A. 研究目的 
悪性腫瘍は日本国民の死因の第一位であり、特に再
発・進行がん患者に対する新たな治療法の開発は 急
務である。近年ウイルス自身が有する腫瘍溶解性を
利用した療法が世界的に注目されてきており、日本
においても単純ヘルペスウイルスを用いた臨床研究
が脳腫瘍や乳癌を対象に実施・報告されている
(OpenVirolJ4:103-108,2010)。しかし他癌種に対し
ても新規腫瘍溶解ウイルス療法の開発が望まれ、 ま
た現行のウイルス療法では接種後に抗体産生等によ
るウイルス排除免疫が誘導され、長期的な抗腫瘍効
果は期待しにくく、全身投与も困難である。この点
に関しては、解決策の開発が急務である。 
我々はこれまでに麻疹ウイルスを用いた研究を進
めてきた。 現在 Edmonston 株(MV-Edm)については米
国で臨床試験が実施されている。しかし MV-Edm はⅠ
型インターフェロンによりその増殖が抑えられ、反
復投与による in vivo での抗腫瘍効果は得にくい。
一方、我々が開発した MV-NPL 株（以後、NPL と略）
は、その点を克復しており担腎癌免疫不全マウスに
対 す る 著 明 な 抗 腫 瘍 効 果 を 認 め (Mol 
Ther18:544-551,2010)、新規腫瘍溶解ウイルス療法
剤としての可能性が期待できる。一方、コンドロイ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
チン硫酸ポリマー法は研究分担者の濱田らが開発
した、アデノウイルスに対する中和抗体による感染
抑制を解除する新規人工エンベロープ加工技術（ウ
イルスに PEI (ポリエチレンイミン：カチオンポリ
マー)及び CS(コンドロイチン硫酸：アニオンポリマ
ー)を交互に付加し多重ポリマー層化する）であり、
抗アデノウイルス CTL 誘導により担卵巣癌マウスに
おいて顕著な抗腫瘍効果を示した((特許等)特願
2009-315041、2009 年 1月 30 日出願、Biomaterials 
31:2912–2918,2010)。本研究ではこれら 2 新規技術
を組み合わせ、長期的抗腫瘍効果がさらに期待でき、
全身投与も可能なコンドロイチン硫酸ポリマー修飾
腫瘍溶解性麻疹ウイルス(CS-MV)療法を開発し、その
第Ⅰ相臨床研究実施を目指す。 
  
B. 研究方法 
平成 23～25 年度前半には、先ず非 GMP (Good 
manufacturing practice)レベルでCS-MV製剤を作製
し、in vitro での腫瘍溶解性および各種担癌マウス
を用いたin vivoでの抗腫瘍効果の検証実験を行う。
次に CS-MV 製剤を用いた遺伝子治療第Ⅰ相臨床研究
実施を念頭に、九州大学病院分子・細胞調整センタ
ー（KU-MCPC）内において GMP 準拠 CS-MV 製剤の生産
の準備を行う。 
平成25～27年度はCS-MV製剤をKU-MCPC内において
GMP 準拠にて生産する。次に本 GMP 製剤を用いた前

研究要旨 
腫瘍溶解性ウイルス療法は難治性悪性腫瘍に対する新たな治療法として近年注目されている。しかし、
現行の腫瘍溶解性ウイルス療法では接種後にウイルス排除免疫が誘導され、長期的な抗腫瘍効果は期待
できにくく、新規技術の導入が必要と考えられる。我々が開発した MV-NPL 株（以後、NPL と略）は、イ
ンターフェロン抵抗性獲得により担腎癌免疫不全マウスに対する著明な抗腫瘍効果を認め、新規腫瘍溶
解ウイルス療法剤としての可能性が期待できる。一方、コンドロイチン硫酸(CS)ポリマー法は研究分担
者の濱田らが開発した、アデノウイルスに対する中和抗体による感染抑制を解除する新規人工エンベロ
ープ加工技術であり、担卵巣癌マウスにおいて顕著な抗腫瘍効果を示した。本研究ではこれら 2新規技
術を組み合わせ、長期的抗腫瘍効果がさらに期待でき、全身投与も可能なコンドロイチン硫酸ポリマー
修飾腫瘍溶解性麻疹ウイルス(CS-MV)療法を開発し、その第 I相臨床研究実施を目指す。平成 24 年度か
ら 25 年度にかけて、NPL 大量産生ならびに精製方法について詳細な条件検討実験を行い、液体クロマト
グラフィーを用いた精製法により安定かつ高純度の NPL 産生系を確立した。併せて九州大学病院分子・
細胞調整センター（KU-MCPC）内において GMP レベルで CS-MV を大量生産できる環境を整備した。CS-MV
が各種がん細胞に対し、抗麻疹ウイルス中和抗体存在の有無に関わらず、NPL よりも有意に高い殺細胞
効果を持つことを in vitro および一部 in vivo 実験にて明らかにした。濱田らは、腫瘍溶解性アデノ
ウイルス癌細胞感染時に走査型電子顕微鏡的検討、in vitro における抗体存在下での遺伝子発現実験を
詳細に検討することにより、抗体存在下での抗腫瘍効果を高め、NPL に対してもさらに強力で静注可能
な根治的な癌治療薬を得るためにポリマー加工技術の改善を試みた。さらに、本治療法の臨床試験開始
のための安全性試験開始のために、麻疹ウイルスの感染性良好なビーグル犬を用いて腫瘍溶解性アデノ
ウイルスの安全性試験を行い、本結果を参考に、マウスおよびカニクイザルを用いた用量漸増試験、毒
性評価を GLP（Good laboratory practice）レベルで行う実験にも着手した。 
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臨床試験として、マウスおよび適切な大型動物種に
おいて用量漸増試験を行い、ヒトにおける安全投与
量を決定する。 
平成 26・27 年度は上記結果をもとに、CS-MV 療法第
Ⅰ相臨床研究実施に向けた Proof of concept を確立
し、遺伝子治療研究実施計画書を作成する。可能で
あれば九州大学病院遺伝子治療臨床研究倫理審査委
員会での審査後、厚生科学審議会審査を受け、臨床
研究実施に向けた諸検討を開始する。 
 
平成 25 年度 研究方法 
(1)培養細胞 
HEp2 細胞（ヒト頭頸部癌細胞株）は国立感染症研究
所清水博之先生より譲渡いただいた。Vero 細胞（ア
フリカミドリザル腎上皮細胞由来細胞株）、A549 細
胞（ヒト肺癌細胞株）、MDA-MB-231 細胞（ヒト乳癌
細胞株）は American Type Culture Collection（ATCC）
より購入した。WiDr 細胞（ヒト大腸癌細胞株）は JCRB
細胞バンクより購入し、すべての細胞株は DMEM/10% 
Heat-inactivated fetal bovine serum 培養液を用
いて培養を行った。NPL 受容体 CD46 発現は、PE 標識
抗ヒト CD46 抗体で染色した各細胞を Flow 
cytometry 法にて比較定量した。 
 
(2)ウイルスの増殖 
①in vitro 殺細胞効果ならびに in vivo 抗腫瘍効果
の確認に用いる遺伝子改変麻疹ウイルスNPLはVero
細胞を用いて増殖させ、細胞内ウイルスを凍結融解
法にて回収した。ウイルス力価は Vero 細胞を用いた
段階希釈法にて判定した。 
 
(3)CS-MV の作製 
PEI及びCSの順次付加により作製した。電荷変移は、
順次ゼータサイザー(Zetasizer)を用いて確認した。 
 
(4)ヒト CD46 発現マウス肺癌細胞株（LL/2-CD46）の
作製  
本製剤の in vivo での安全性および有効性を検討す
るために、抗麻疹ウイルス中和抗体産生可能な野生
型マウスを用いた担癌マウスモデル感染実験に必要
となる。しかし現在、麻疹ウイルスに感染可能な細
胞はヒトおよびサルであり、マウス由来細胞は、そ
の感染受容体の発現が無いことより感染しない。正
常免疫マウスにおいて本 CS-MV 剤の投与実験を行い、
本剤の抗腫瘍効果と抗麻疹中和抗体に対する抵抗性
を検討することは、サルでの前臨床試験実施および
ヒトでの臨床試験を行う前に極めて重要であると考
えられる。そこでヒト CD46 発現マウス肺癌細胞株を
以下の方法で樹立した。まずヒト CD46 DNA を 
GatewayシステムのLR反応によりCSII-EF-RfAベク
ターに導入後、293T 細胞へ Lipofectamine2000 を用
いて遺伝子導入し CD46 遺伝子導入レンチウイルス
ベクターを作製した。作製したレンチウイルスベク
ターをマウス肺癌細胞株 LL/2 に感染させた後、1ヶ
月間培養・継代を繰り返し樹立した CD46 遺伝子導入
LL/2 細胞株を用いて、ヒト CD46 発現の確認ならび
に NPL による殺細胞効果を確認した。 
 

(5)CS−MV の中和抗体存在下 in vitro 殺細胞効果の
確認 
抗麻疹ウイルス中和抗体として、化血研より譲渡い
ただいた献血ベニロン R を使用した。献血ベニロン
R液の希釈液もしくは PBS を、あらかじめ 96 ウェル
プレートに播種した培養細胞へ添加し、その後同量
のウイルス段階希釈液を添加した。2～5日間培養後、
Crystal Violet（CV）液にて染色した。生細胞率は、
CV 染色された細胞を 1% SDS 液にて溶解し、各ウェ
ルの 0D570nm を測定することで測定した。 
 
(6)CS−MVの担癌マウスモデルにおける in vivo 抗腫
瘍効果の確認 
免疫不全マウスモデルでの抗腫瘍効果の確認は、
BALB/cSlc-nu/nu（ヌードマウスと以下略）に HEp2
細胞（2x106 個細胞）、A549 細胞（3x106 個細胞）も
しくは WiDr 細胞（3x106 個細胞）を皮下接種し、3
～5mm 径の腫瘍形成が認められた時点で、A.コント
ロール液、B.NPL 液（2.5x105TCID50）、および C.CS−MV
液（2.5x105TCID50）を各群 6 匹ずつ週１回腫瘍内投
与し、週 3回腫瘍径の経時的測定を行った。 
野生型マウスモデル（抗麻疹ウイルス中和抗体存在
下モデル）での抗腫瘍効果の検討は、ウイルス投与
3 週間前に NPL 液（1x106TCID50）を皮下接種し、抗
麻疹ウイルス中和抗体産生を誘導した。その後、
C57BL/6N マウスに LL/2-CD46 細胞（2x105個細胞）
を皮下接種し、3～5 mm の腫瘍形成が認められた時
点で、上記免疫不全マウスモデルと同様に A.B.C 各
群 9匹に振り分け、週 1回の腫瘍内投与を行い、週
3回の経時的腫瘍径測定を行った。 
抗腫瘍免疫誘導（補体依存性細胞障害；CDC）の確認
は、CDC assay 法を用いて行った（Sci Transl Med 5; 
185ra63, 2013）。各ウイルス液の腫瘍内投与を行っ
た野生型マウスより投与 2 週間後に採血を行い（各
群 5匹）、血清を採取した。LL/2-CD46 細胞浮遊液と
4 倍希釈した血清を共培養した後の細胞生存率を比
較定量した。細胞生存率の評価は MTS assay 法を用
いて行った。 
 
（7）ポリマー加工腫瘍溶解アデノウイルス系での中
和抗体解除法の基礎的検討 
ポリマー加工による腫瘍溶解性アデノウイルスの抗
アデノウイルス中和抗体による感染抑制解除のため、
PEI とコンドロイチン硫酸を用いて実験を行った。
in vitro による実験で、24 ウェルプレートを用い、
抗アデノウイルス中和抗体を液量にして培養液の
10 分の１程度加えて、A549 細胞のアデノウイルスβ
gal を用いたアデノウイルスの感染性の判定を行っ
た。さらに、走査型電子顕微鏡的検討により、ポリ
マー加工の立体的な構造から加工方法の検討を加え
た。アデノウイルスに対する PEI および CS 加工後、
感染性改善のため、ヘパリンナトリウムを加えて、
その投与量、反応時間、ミキシングにおける加工条
件について、抗アデノウイルス抗体存在下において、
感染性の改善を試みた。大動物を用いた NPL の前臨
床試験実施を最終目的に、その参考として、腫瘍溶
解性アデノウイルスを用いてビーグル犬に対し皮下
投与を行う、安全性試験および体内分布試験を行っ



 

 

た。さらに NPL
扁平上皮癌担癌ウサギを用いて腫瘍溶解性アデノウ
イルスの前臨床有効性試験を行い、
う場合のシミュレーションを行った。
 
(8)統計解析方法
統計解析は
析は unpaired
サイズ／生存期間の相関解析はスピアマン検定を用
いて実施した。
 生存解析は
を有意差ありと判定した。
 
C. 研究結果
平成 23 年度
1. ヒト固形癌細胞全
ルス（NPL）受容体
高い殺腫瘍細胞効果を呈することを確認した。投与
安全性を鑑み、臨床試験対象癌種は先ず頭頚部癌と
した。 
2. ウイルス精製法は限外濾過法を採用した。
3. コンドロイチン硫酸（
（PEI）と NPL
陰性）による多元複合体の作製は、順次付加により
結合させ、電荷の推移は
4. レンチウイルスを用いた遺伝子導入法によりヒ
ト CD46 発現
CD46 高発現、および
を確認した。
5. 野生型マウスにおいて腹腔内投与による
染実験を行い、抗麻疹ウイルス中和抗体産生誘導を
確認し、麻疹ウイルス免疫回避のため
ウス実験系への利用可能性が判明した。
 
平成 24 年度
1.  NPL 大量産生系構築に向け詳細な条件検討を行
い、無血清培養液使用、培養温度
回収、の各条件を決定し、大量かつ安定的に
得ることが概ね可能となった。
2. 当初、米国
使用するウイルス製造法を記した報告（
Biol 737:345
NPL 精製法を採用し準備を進めたが、高純度
得ることが困難であったため、液体クロマトグラフ
ィーによる
のうち、陰イオン交換カラムを用いた
より、30%前後の
上の夾雑タンパクを除去可能）の確保が可能となっ
た。 
3. 平成 23 年度より引き続き
元複合体の作製ならびに加工条件、添加割合につい
て検討を行い、ポリマー加工による変化を、
Zetasizer による表面電荷の推移、
るサイズ分布の変化、
染色法による
することで確認した。多
（NPL/PEI/CS
胞株（A549

NPL の前臨床有効性試験の実施を念頭に
扁平上皮癌担癌ウサギを用いて腫瘍溶解性アデノウ
イルスの前臨床有効性試験を行い、

シミュレーションを行った。

統計解析方法 
統計解析は GraphPad Prism 6.0

unpaired-t 検定を用いて行い、
サイズ／生存期間の相関解析はスピアマン検定を用
いて実施した。 
生存解析は Kaplan-Meier

を有意差ありと判定した。

研究結果 
年度 研究結果

ヒト固形癌細胞全 28
）受容体 CD46

高い殺腫瘍細胞効果を呈することを確認した。投与
安全性を鑑み、臨床試験対象癌種は先ず頭頚部癌と

ウイルス精製法は限外濾過法を採用した。
コンドロイチン硫酸（

NPL の各表面電荷の違い（各陰性、陽性、
陰性）による多元複合体の作製は、順次付加により
結合させ、電荷の推移は

レンチウイルスを用いた遺伝子導入法によりヒ
発現マウス肺癌細胞株を樹立し、そのヒト

高発現、および NPL
を確認した。 

野生型マウスにおいて腹腔内投与による
染実験を行い、抗麻疹ウイルス中和抗体産生誘導を
確認し、麻疹ウイルス免疫回避のため
ウス実験系への利用可能性が判明した。

年度 研究結果
大量産生系構築に向け詳細な条件検討を行

い、無血清培養液使用、培養温度
回収、の各条件を決定し、大量かつ安定的に
得ることが概ね可能となった。

当初、米国 Mayo Clinic
使用するウイルス製造法を記した報告（
Biol 737:345-366,2011）を参考に、限外濾過による

精製法を採用し準備を進めたが、高純度
得ることが困難であったため、液体クロマトグラフ
ィーによる NPL 精製法を検討した。検討したカラム
のうち、陰イオン交換カラムを用いた

前後の NPL 回収率と高純度産物（
上の夾雑タンパクを除去可能）の確保が可能となっ

年度より引き続き
元複合体の作製ならびに加工条件、添加割合につい
て検討を行い、ポリマー加工による変化を、

による表面電荷の推移、
るサイズ分布の変化、③
染色法による NPL 粒子周囲の不染域の発生、を確認
することで確認した。多
NPL/PEI/CS：CS−MV）が

A549 細胞）に対し

の前臨床有効性試験の実施を念頭に
扁平上皮癌担癌ウサギを用いて腫瘍溶解性アデノウ
イルスの前臨床有効性試験を行い、

シミュレーションを行った。

GraphPad Prism 6.0 を用いて行った。解
検定を用いて行い、

サイズ／生存期間の相関解析はスピアマン検定を用

Meier 法を用いて行い、
を有意差ありと判定した。 

研究結果 
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由来物質で弱陰性荷電の CS では、十分に PEI の陽性
荷電を中和できていない可能性があるため、ポリマ
ー加工のアデノウイルスの感染率をさらに改善する
目的で、CS よりさらに強力な陰性荷電を有するヘパ
リンナトリウムを CS 付加後さらに付加することに
より中和抗体存在下での感染性を比較検討した。PEI
と CS に比べ、粉末状のヘパリンナトリウムを溶解し
て加えると 3倍まで感染性が向上した。そこで現在
医薬品として用いられているヘパリン製剤各種を用
いて各種条件で比較検討したが、いずれにおいても、
粉末状のヘパリンナトリウムに比べ感染性の改善は
認められず、ヘパリンは液体に溶解した状態では急
速に陰性荷電を失うことから液体ヘパリンの使用は
本目的には利用しにくいものと結論された。 
 腫瘍溶解性アデノウイルスを用いて、安全性試験
の予備試験を行った。先ず扁平上皮癌担癌ウサギを
用いた前臨床有効性試験において、週 3～4回の腫瘍
溶解性アデノウイルスを投与したところ、一晩で腫
瘍が溶解し、嚢胞状となり、血液所見で DIC が発現
し、強度の貧血と血小板減少が認められた。今後本
ウイルス製剤での臨床試験を行う場合には腫瘍溶解
に伴う DIC 発症への注意が必要であると考えられた。 
さらにビーグル犬 4匹を用いて、アデノウイルスを
1回皮下投与し、糞便、尿、唾液は毎日、血液は 1-2
日毎に採取し、14 日後に屠殺し全身臓器を摘出した。
また、ビーグル犬 3匹を用いて、アデノウイルスを
1回皮下投与し、24 時間後、4日後、11 日後に屠殺
し全身臓器を摘出した。皮下投与後、血中中和抗体
価は上昇するものの、1～2日毎に採取した血液、糞
便、尿、唾液、さらに 24 時間後、4日後、2週間後
に各屠殺して摘出した全身臓器で、PFU assay およ
び腫瘍溶解性アデノウイルス特異的プライマーを使
用したリアルタイム定量的 DNA-PCR において、腫瘍
溶解性アデノウイルスは検出されなかった。リアル
タイム定量的 DNA-PCR は、その検量線から 100 コピ
ーのアデノウイルスが検出限界であり、数時間で検
査できるものの、1コピーから検出できる PFU assay
は 1 週間ほどかかるものの非常に感度良好なこと、
さらに野生型アデノウイルスとの homologous 
recombination により発生する増殖性アデノウイル
ス RCA(replication competent adenovirus)の検知
も可能であることからも併用して検査する必要があ
るものと思われた。また、ウイルス治療が外来治療
となる可能性もあるため、唾液、糞便、尿の採取と
ウイルスのリアルタイム定量的 DNA-PCR 測定と PFU 
assay は必須であると考えられた。 
  
 
D. 考察  
 23 年度、ヒト固形がん細胞全 28 株が、NPL 受容体
CD46 を高発現し、NPL 感染にて高い殺腫瘍細胞効果
を呈することを明らかにした。投与安全性、簡便性
を鑑み、臨床試験対象癌種は先ず頭頚部がんとした。
また、中和抗体産生誘導モデルにおける in vivo マ
ウス実験を行うため、レンチウイルスを用いた遺伝
子導入法によりヒト CD46 発現マウス肺癌細胞株を
樹立した。 
24 年度は、NPL 大量産生系構築に向けた詳細な条件

検討を行い、大量かつ安定的に NPL を得る方法を確
立することが可能となった。さらなる効率化を目的
に、液体クロマトグラフィーによる NPL 精製法を検
討し、陰イオン交換カラムを用いた NPL 精製法によ
り、約 30%の効率での NPL 回収と高純度化（99.8%以
上の夾雑タンパクを除去可能）が可能になった。 
25 年度は、PEI と CS の順次付加により得られた
CS-MV が、in vitro において肺がん細胞株（A549 細
胞）、頭頸部がん細胞（HEp2 細胞）、大腸がん細胞株
（WiDr）、乳がん細胞株（MDA-MB-231 細胞）の全細
胞株に対し、抗麻疹ウイルス中和抗体存在の有無に
関わらず、NPL と比較して有意に高い殺細胞効果を
持つことを確認し、ヌードマウスを用いた in vivo
実験においても、CS-MV が HEp2 腫瘍、A549 腫瘍、WiDr
腫瘍の増殖抑制効果を持つことを明らかにした。
WiDr 細胞は標準治療として用いられている抗癌剤
オキサリプラチンに抵抗性を有し、また MDA-MB-231
細胞はハーセプチンや抗エストロゲン療法に抵抗性
を示すトリプネルネガティブ乳癌細胞であることか
ら、本結果のもつ臨床的意義は大きいものと考えら
れる。 
特に、野生型マウスを用いた抗麻疹ウイルス中和抗
体存在（NPL 前投与による免疫誘導状態）マウスモ
デルにおいて、CS-MV が NPL と比較して有意に高い
腫瘍増殖抑制効果をもつことを確認できたことは、
本研究の主要目的の達成に向けて大きな成果と考え
られる。即ち、MV-NPL は CS 修飾により、担癌マウ
スモデルにおいて、in vivo 抗ウイルス免疫応答の
回避が可能となり、腫瘍溶解性ウイルス療法におけ
る同ポリマーコーティング技術の臨床応用への可能
性を強く示唆した。さらに我々は、CS-MV 治療が in 
vivo において効果的に抗腫瘍免疫応答（CDC 活性）
を誘導することを初めて明らかにした。今後は、
PEI+CSによる付加的CDC活性誘導の分子学的メカニ
ズムやその他の腫瘍免疫応答（NK 細胞や抗原特異的
T細胞誘導）の解明も必要と考えられる。 
ポリマー加工アデノウイルスを用いたin vitroおよ
びin vivo研究結果は、CS-MVの製剤化およびin vivo
投与実験を行う上での多くの示唆を得ることができ、
有意義かつ実質的な情報源となった。 
現時点で、CS-MV の投与方法として腫瘍内投与を想
定しているが、遠隔転移を有する進行がんに対する
治療方法としては静脈内投与が望ましい。当研究に
おいても静脈内投与の安全性、有用性を検討してい
く予定であり、その有用性が確認された場合には、
患者数の多い、肺がん、大腸がん、乳がんを対象に
変更する可能性がある。しかしながら、腫瘍溶解性
ウイルス療法の開発経過から、静脈内投与では、腫
瘍内投与と同等の効果を得るためには、より高用量
の薬剤の投与が必要であることが知られている。こ
のためにはさらに大量の NPL を産生する必要があり、
どの程度まで製造スケールを上げられるかは今後の
検討課題ではあるが、今回開発した新規 MV 精製技術
はその大きな一助となるものと期待している。今後、
現在着手したサル実験において安全性を確認すると
共 に 、 マ ウ ス を 用 い た GLP(Good laboratory 
practice)レベルでの有効性、安全性の確認を着実に
実施して行く計画である。 
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E. 結論 
 in vitroならびにin vivoマウス実験系において、
CS-MV の高い抗腫瘍効果、抗麻疹ウイルス中和抗体
回避能、さらには腫瘍免疫誘導能を明らかにするこ
とに成功した。また NPL 大量産生ならびに精製方法
について詳細な条件検討実験を行い、液体クロマト
グラフィーを用いた精製法や新規開発精製法により、
安定かつ高純度の NPL 産生系を確立することができ
た。あわせてKU-MCPC内においてGMPレベルでCS-MV
を大量生産できるための条件検討を行うことができ
た。さらに CS-MV 製剤を用いた大動物実験として、
サルをもちいた毒性評価試験に着手した。 
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