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A. 研究目的 
 現在世界中において、生きたウイルスを
利用して癌を治療する癌ウイルス療法に関
する前臨床研究、及び臨床試験が積極的に
行われている。これは、感染した細胞・組
織内で増殖伝播しながらそれらを死滅させ
るというウイルス本来の性質を癌に利用す
る方法である。本研究の目的は、純国産ワ
クシニアウイルスワクチン株の安全性に注
目し、遺伝子組換え技術により改良を加え、
“純和製抗癌ウイルス製剤”として活用す
ることにある。本研究では、現行の治療法

に極めて高い抵抗性を示す難治性悪性腫瘍
に対する純和製抗癌ウイルスによる革新的
な治療法の確立を目指す。さらに、臨床応
用に向けウイルス製剤の GMP 製造や品質管
理に関する基盤技術を構築することによっ
て、本研究の成果をシームレスに臨床応用
へと直結させることを目指す。 
 
B. 研究方法 
本研究では、純国産ワクシニアウイルス

ワクチン株を基に、３種類の遺伝子組換え
ワクシニアウイルス（無制御ワクシニアウ
イルス、miRNA 制御ワクシニアウイルス、
多因子制御ワクシニアウイルス）を作製し
た（図１）。無制御ウイルスでは、感染細胞
内において、ウイルス伝播増殖に重要であ
るウイルス膜蛋白 B5R が恒常的に発現する。

研究要旨    

 現在世界中において、生きたウイルスを利用して癌を治療する癌ウイルス
療法に関する前臨床研究、及び臨床試験が積極的に行われている。これは、
感染した細胞・組織内で増殖伝播しながらそれらを死滅させるというウイルス
本来の性質を癌に利用する方法である。本研究では、純国産ワクシニアウイ
ルスワクチン株の安全性に注目し、遺伝子組換え技術により改良を加え、“純
和製抗癌ウイルス製剤”として活用する。これまでの研究では、正常組織と
比べ肺癌、膵臓癌、乳癌、及び悪性リンパ腫などで発現が低下しているlet7a
の標的配列をウイルス伝播増殖に重要であるウイルス膜蛋白B5R遺伝子の3'
非翻訳領域に挿入することで、癌細胞ではB5Rを発現させる（＝ウイルスは
増殖する）が、正常細胞ではB5Rを発現させない（＝ウイルスは増殖しない）
ようワクチン株を改良した。本研究では、腫瘍特異性をさらに向上させるた
め、このmiRNA制御に加え、ウイルスTK遺伝子を欠失させた多因子制御ワ
クシニアウイルス（MDVV）を作成し、担癌マウスモデルにおいてMDVVの全
身投与によって副作用なく転移した癌を標的破壊できることを実証した。  
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一方 miRNA 制御ウイルスでは、ウイルスの
B5R 遺伝子の 3'非翻訳領域へ、正常組織と
比べ肺癌、膵臓癌、卵巣癌や造血器腫瘍な
どで発現が低下している let7a の標的配列
が挿入されている。これより miRNA 制御ウ
イルスが感染した正常細胞では、その内因
性let7aによってB5Rの発現が制御される。
又、両者のウイルスとも、ホタルルシフェ
ラーゼ遺伝子の発現ユニットが HA 遺伝子
に挿入され、これによって HA 遺伝子は機能
しない。尚、HA 遺伝子の欠失はウイルス複
製能に影響を及ぼさない。多因子制御ワク
シニアウイルス（MDVV)では、この let7a に
よる B5R の発現制御に加え、ホタルルシフ
ェラーゼ遺伝子の発現ユニットが HA では
なく TK 遺伝子に挿入され、これによって
TK 遺伝子が機能しない。 
１）免疫不全 SCID マウスの腹腔内にウミ

シイタケルシフェラーゼ発現ヒト膵臓癌細
胞 BxPC-3（5×106個）を投与し、その 7 日
後に各ワクシニアウイルス（106 pfu）を腹
腔内に投与した。その後、（腫瘍発育抑制効

果と生存期間延長効果）、安全性（体重減少
や皮膚などの一般状態）、及び腫瘍特異的増
殖性を評価した（図２）。尚、この担癌モデ
ルマウスにおいて、マウス正常組織と
BxPC-3 腫瘍の let7a 発現レベルを TaqMan 
miRNA assay 法によって比較解析した。 
又、BxPC-3 はウミシイタケルシフェラー

ゼを発現しているので、セレンテラジン
（ViviRen）投与によってマウス体内の腫瘍
分布を非侵襲的にモニターできる。一方、
各ワクシニアウイルスはホタルルシフェラ
ーゼを発現しているので、ルシフェリン投
与によってマウス体内のウイルス分布を非
侵襲的にモニターできる。 
２）NK 細胞枯渇処理 NOD/SCID マウスに

ウミシイタケルシフェラーゼ発現成人Ｔ細
胞白血病（ATL）細胞株 MT-2 を腹腔内投与
し、11 日後にホタルルシフェラーゼ発現
MDVV を腹腔内投与した。その後、抗腫瘍効
果、及び腫瘍特異的増殖性を評価した。 
一方、TL-Om1 細胞を NOG マウスの皮下に

接種し、腫瘍が約 100mm3になった時点で、
尾静脈より MDVV を投与した。その３日後に
体内でのウイルス分布をモニターし、その
腫瘍特異的増殖性を評価した。 
又、これらの担癌モデルマウスにおいて、

マウス正常組織と ATL 腫瘍の let7a 発現レ
ベルを TaqMan miRNA assay 法によって比較
解析した。 
３）MDVV の投与量と抗癌効果の関係を評

価するため、免疫不全 SCID マウスの腹腔内
に、正常組織と比べ let7a の発現が低下し
ているヒト膵臓癌細胞 BxPC-3 を投与し、そ
の 7 日後に 105、106、又は 107pfu の MDVV
を腹腔内に投与した（図３）。その後、抗癌
効果（腫瘍発育抑制効果と生存期間延長効
果）、及び腫瘍特異的増殖性を評価した。尚、
BxPC-3 はウミシイタケルシフェラーゼを発
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miRNA 制御ワクシニアウイルス 

図１ 遺伝子組換え MDVV の構築 

GFP ホタルルシフェラーゼ 

B5R IRES let7a 標的配列×4  

 

TK 

HA 

HA 

-Day7 -Day2 Day0 Day3 Day10 Day11 

BxPC-3 
腹腔内投与 

腫瘍 
分布 

ウイルス 
投与 

治療開始 

ウイルス 
分布 

ウイルス 
分布 

腫瘍 
分布 
 

図２ BxPC-3 腹膜播種マウスモデルの実験スケジュール A 

生存率 
評価 

 



3 
 

現しているので、セレンテラジン投与によ
ってマウス体内の腫瘍分布を非侵襲的にモ
ニターできる。一方、各ワクシニアウイル
スはホタルルシフェラーゼを発現している
ので、ルシフェリン投与によってマウス体
内のウイルス分布を非侵襲的にモニターで
きる。 
４）MDVV の臨床応用を想定すると、天然

痘撲滅に伴って 1976 年以降の予防接種は
廃止されたが、それ以前に接種を受けた癌
患者を対象とする場合、その抗体価は一般
的に低いもののワクシニアに対する免疫を
獲得しているので、MDVV による治療効果が
弱まるのではと危惧される。そこで予防接
種を受けた状態を再現するため、免疫能の
ある C57BL/6 マウスを用いて、MDVV の全身
投与による抗癌効果を評価した（図４）。
C57BL/6 マウスを MDVV（107pfu）でワクチ
ネーションし、その 19 日後に同系マウス大
腸癌細胞（MC38）を皮下に移植した。7 日
後腫瘍が約 100mm3になった時、同量の MDVV
を尾静脈内投与した。その後、生体内での

ウイルス増殖を、ルシフェリン投与によっ
て非侵襲的にモニターするとともに、抗癌
効果（腫瘍発育抑制効果）を評価した。 
５）miRNA の発現レベルを定量 RT-PCR 法

を用いて測定し、正常細胞において高発現
し造血器腫瘍細胞において著減している
miRNA のスクリーニングを行った。また、
miRNA の標的配列を遺伝子の 3’UTR に組み
込み、その miRNA を高発現する細胞では内
在性 miRNA より遺伝子発現が抑制されるこ
とをルシフェラーゼアッセイにより確認し
た。また miRNA 制御性ワクシニアウイルス
を各造血器腫瘍由来細胞株（慢性骨髄性白
血病、急性骨髄性白血病、急性リンパ性白
血病、悪性リンパ腫、多発性骨髄腫）に感
染させ、最適な対象疾患のスクリーニング
を行った。 
６）同系腫瘍移植マウスモデルにおける

MDVVの全身投与による抗癌効果を評価する
ため、マウス肺癌細胞 TC1 より、その内因
性 let7a を Decoy RNA によって特異的かつ
長期的に抑制した TC1-let7a Knock down 
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図３ BxPC-3 腹膜播種マウスモデルの実験スケジュール B 

BxPC-3 はウミシイタケルシフェラーゼを発現しているので、セレンテラジン投与によっ

てマウス体内の腫瘍分布・増殖を非侵襲的にモニターできる。 
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（腫瘍増殖曲線） 

 

Day1 

図４ C57BL/6 担癌マウスモデルの実験スケジュール 

MDVV は感染細胞内でホタルルシフェラーゼを発現するので、ルシフェリンを投与すること
により、マウス体内のウイルス分布を非侵襲的にモニターできる。 
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(TC1-KD)細胞を作製した（図５）。C57BL/6
マウスの右腹側の皮下に TC1、又は TC1-KD
細胞を移植した同系移植腫瘍モデルを作成
し、その腫瘍直径が約 0.6ｃｍに到達した
時、107pfu の MDVV を尾静脈より全身投与し
た。その後、生体内のウイルス分布をバイ
オイメージングにて評価するとともに、抗
癌効果（腫瘍発育抑制効果）を評価した。 

７）ヒト造血器腫瘍移植マウスモデルに
おける MDVV の全身投与後の腫瘍特異性を
評価するため、免疫不全マウス（SCID）に
ウミシイタケルシフェラーゼ発現多発性骨
髄腫細胞株（RPMI8226 細胞）を皮下移植し、
28 日後にホタルルシフェラーゼ発現 MDVV
を尾静脈より投与した。その後、生体内の
ウイルス分布をバイオイメージングにて評
価した。 
８）癌免疫療法との併用によって MDVV の

抗癌効果を増強するため、インターロイキン
12（IL12）を発現するように組込んだ
MDVV-IL12を作製した。マウス大腸癌MC38細
胞を同系C57BL/6マウスの両側の皮下に移植
したマウス担癌モデルにおいて、Mock（生理
食塩水）、MDVV、又は MDVV-IL12 を右側の腫
瘍内にのみ投与し、抗癌効果（腫瘍発育抑制
効果）を評価した。 
９）MDVV の GMP 製造のための基盤技術を

構築するため、痘瘡ワクチン製造のために
使われていたウサギ初代腎（PRK）細胞を樹
立した。本研究で使ってきた RK13 細胞と同
様に、PRK 細胞において MDVV の作製・増殖
が容易かどうかを検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究を実施するにあたり、DNA 組換え

実験は、所属大学遺伝子組換え実験安全委
員会で承認されている。その中の自立的な
増殖力、感染力を保持した組換えワクシニ
アウイルスの作成・使用に関しては、文部
科学省の第二種使用等拡散防止措置指針に
従い、大臣確認実験承認を得ている。又、
全ての動物実験は、所属大学動物実験委員
会の承認を得ており、その実施にあたって
は、同大学動物実験指針を遵守し動物愛護
上の配慮を十分に行っている。 
 

Ｃ．研究結果 
１）ヒト膵臓癌細胞 BxPC-3 の腹膜播種マ

ウスモデルにおいて、その let7a の発現は、
マウス正常組織に比べ BxPC-3 腫瘍で低下
していることが明らかになった（図６）。

 図５ 細胞内 let7a による遺伝子発現抑制 

pMirGlo ベクター（プロメガ社）は、ホタル

ルシフェラーゼ遺伝子の 3’末端側に miRNA

標的サイトを導入し、miRNA 活性を定量的に

評価するためにデザインされている。

pMirGlo 4xlet7a は let7a 標的サイトが、

pMirGlo 4xlet7a-mut は let7a が認識できな

いように変異を加えた標的サイトが、4回繰

り返して挿入されている。TC1 細胞では

let7a の発現が高いので pMirGlo 4xlet7a の

ルシフェラーゼ発現は抑制されるが、TC1-KD

細胞では let7a の発現が低下しているので

発現は抑制されない。一方、 pMirGlo 

4xlet7a-mut のルシフェラーゼ発現は、両方

の細胞においても抑制されない。 
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BxPC-3 腹膜播種マウスモデル（各群 10 匹）
において、多因子制御ウイルス MDVV は、生
理食塩水を投与したコントロールや他のウ
イルスと比べ、生存を延長させ強力な抗癌
効果を示した（図７）。無制御ウイルスは、
全身の正常組織へ伝播増殖し、最終的には
それに伴うウイルス毒性（急激な体重減少）
によってマウスは死亡した。又 miRNA 制御
ウイルスは、無制御ウイルスと比べると全
身の正常組織への伝播増殖性は顕著に低下
していたが、最終的にはウイルス毒性を示
した。それに対し MDVV は、再発した腫瘍に
よって死亡するマウスがいたものの、全身
の正常組織へ伝播増殖することはなかった。 
この結果は、生体内の腫瘍分布とウイル

ス分布のイメージングによって、その詳細
が明らかとなった。MDVV 治療群では治療 11
日後の腹腔内の腫瘍がほぼ消失していたが、
コントロール群では治療効果がなく腫瘍が
増大していた（図８）。又、マウス体内のウ
イルス分布の解析より、投与３日後には腹
腔内腫瘍における MDVV の増殖が確認され、
その増殖による腫瘍の破壊に伴って 10 日
後にはウイルス増殖も消失していた（図９）。
一方、無制御ウイルス、miRNA 制御ウイル
スは、MDVVと同等の抗癌効果を示したが（図
８）、投与 10 日後には全身の正常組織へも
伝播増殖し、その毒性でマウスは死亡した
（図９）。 
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 図７ MDVV の腫瘍特異的増殖による強力な抗癌効果と高い安全性 
 

 
図８ 腫瘍分布のイメージング 図９ ウイルス分布のイメージング 
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 ２）ATL 担癌モデルマウスにおいて、そ
の let7a の発現は、マウス正常組織に比べ
ATL 腫瘍で低下していることが明らかにな
った（図１０）。 
 NK 細胞枯渇処理 NOD/SCID マウスにウミ
シイタケルシフェラーゼ発現 ATL 細胞株
MT-2 を腹腔内投与し、10 日後にマウス体内
の腫瘍をセレンテラジン投与によってモニ
ターした。腹腔内における腫瘍の増殖が確
認できたので、11 日後にホタルルシフェラ
ーゼ発現 MDVV ウイルスを腹腔内投与した。
14 日後にルシフェリンをマウスに投与後、

マウス体内のウイルス分布を非侵襲的にモ
ニターした。その結果、腹腔内腫瘍でのウ
イルス増殖が確認された。そして、20 日後
に腫瘍はほぼ消失し、それに伴いウイルス
増殖も減少することが 21 日後に観察され
た。一方、腹腔内に腫瘍がないマウスにウ
イルスを投与しても、その正常組織でのウ
イルス増殖は確認できなかった（図１１）。 
 TL-Om1 皮下腫瘍 NOG マウスにおいて、
MDVVは血中を介して効率よく腫瘍組織に到
達することが可能であった(図１２)。 
 

 

図１０ 定量 RT-PCR による let7a の発現解析 
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図１１ MDVV の腫瘍特異的増殖による強力な抗癌効果 

ウイルス投与のみ 

ATL 移植 
とウイルス投与 

ATL 移植のみ 

10 日後 
ATL 分布 

14 日後 
ウイルス分布 

20 日後 
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ウイルス分布 

  

図１２ 血中を介した MDVV の腫瘍標的化 

生理食塩水投与群 MDVV 投与群 

  は皮下腫瘍組織を示す 
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 ３）BxPC-3 腹膜播種マウスモデル（各群
5匹）において、ウイルス投与 2日前には
同等に成長した腫瘍が、105、106、又は 107pfu
の多因子制御ウイルス MDVV 治療群とも治
療 11 日後の腹腔内では、治療前の 90%以上
の腫瘍が消失していた（図１３と図１４）。
一方、生理食塩水群では治療効果がなく腫
瘍が増大していた（図１３と図１４）。これ

より、MDVV 治療群では、生理食塩水を投与
したコントロール群と比べ、著明な生存の
延長が見られた（図１５）。最終的に MDVV
治療群のマウスは、再発した腫瘍によって
死亡したが、全身の正常組織へ伝播増殖に
伴うウイルス毒性（急激な体重減少）は見
られなかった。 
 

 

図１３ 腫瘍イメージングによる MDVV の投与量と抗癌効果の解析 
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図１５ MDVV の生存期間延長効果 

治療2日前 治療11日後
106

107

108

109

101 0

生理食塩水
105pfu
106pfu
107pfuル

シ
フ

ェ
ラ

ー
ゼ

活
性

図１４ MDVV の抗癌効果 

図 13 におけるルシフェラーゼ

活性を数値化した。数値が高い
ほど癌細胞数は多くなる。 
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４）C57BL/6 担癌マウスモデル（各群 5
匹）において、MDVV は抗ウイルス抗体存在
下でも、血中を介して腫瘍に到達し増殖し
ており（図１６）、生理食塩水を投与したコ
ントロール群と比べ著明な腫瘍発育抑制効
果も確認できた（図１７）。 

５）慢性骨髄性白血病などの造血器腫瘍
で発現が低いとされる miR-203, miR-10a, 

miR-150, miR-199a が正常細胞で高発現し
ているかを確認した。健常の BALB/c マウス
の脳、心臓、肺、肝臓、脾臓、胃、小腸、
腎臓、卵巣、骨髄単核球、尾から組織を採
取し、定量 RT-PCR 法にて各 miRNA の発現を
測定した。なおこれらの miRNA はヒトとマ
ウスで配列が完全一致であるため、生物種
の違いが問題にならない。図１８A に示す
とおり、これらの miRNA はほぼ全ての臓器
で骨髄単核球細胞よりも高発現していた。
また、ヒトの臍帯血由来正常造血幹細胞
（CD34 陽性細胞）と慢性骨髄性白血病患者
の CD34 陽性細胞とで比較すると、CML 患者
細胞で miRNA の発現がより低下していた
(図１８B)。 
次に、これらの miRNA 標的配列を遺伝子

下流に挿入することで遺伝子抑制効果が得
られるかをレポーターアッセイで確認した。
まず、図１９A のようにルシフェラーゼ遺
伝子の 3’非翻訳領域に各 miRNA 標的配列
を様々な組み合わせで挿入したプラスミド
ベクターを作製し、miRNA 高発現のコント
ロール細胞株（HeLa 細胞）と miRNA 低発現
の慢性骨髄性白血病細胞株（K562 細胞）に
トランスフェクションし、24 時間後にルシ
フェラーゼの発現量を測定した。図１９B
に示すように、各 miRNA を高発現する HeLa
細胞ではmiR-199aを除く全てのmiRNAの組
み合わせで遺伝子発現の低下がみられた。
特に miR-10a の標的配列を挿入した場合、
ルシフェラーゼ発現レベルは 10%以下まで
抑制された。一方、各 miRNA の発現レベル
が低い K562 細胞では HeLa 細胞と比べ抑制
が軽度であり最大でも 50%程度であった。
また、これらの miRNA は慢性骨髄性白血病
のみならず、造血器腫瘍全般に発現が著減
していることが分かった (図２０)。 
 一方、造血器腫瘍の中でも特にワクシニ
アウイルスへの感受性が高い疾患を特定す
るため、急性骨髄性白血病、急性リンパ性
白血病、慢性骨髄性白血病、悪性リンパ腫、
多発性骨髄腫および成人 T 細胞白血病由来
細胞株にワクシニアウイルス（miRNA 制御
性 TK 欠失株；MDVV）を感染させ、感染効率
をフローサイトメトリーで測定した（図２
１）。その結果、多発性骨髄腫由来細胞株で 

 

抗体価  256X 4X 4X   N.D N.D N.D  
 
 図１６ 抗ワクシニア抗体存在下における 

     血中を介した MDVV の腫瘍特異的伝播

と増殖 

抗体価は MDVV 投与前に測定した値を示し、   

は腫瘍組織、  は正常組織（投与部位） 

でのウイルス増殖を示す。N.D＝検出限界以下 
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図１７ MDVV の抗癌効果 

MDVV の尾静脈内投与は、抗ウイルス抗体存

在下でも、生理食塩水の尾静脈内投与と比
べて、強力な腫瘍増殖抑制効果を示した。 
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図１９ (A) miRNA 標的配列による遺伝
子制御 (B)トランスフェクション 24 時間
後のルシフェラーゼ活性 
miRNA 標的配列を挿入していないコン
トロールベクター（pmirGLO vector）
での活性を１とした。 

図２０ 造血器腫瘍患者由来各細胞株に
おける miRNA の発現 

HeLa 細胞での発現レベルを１とした。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

図１８  miRNA の定量 RT-PCR   
(A) BALB/c マウスの各組織におけ
る発現.  (B) 正常臍帯血由来造血
幹細胞(CD34陽性細胞)およびCML患
者 CD34 陽性細胞における発現。 

A 

B 

A 

B 
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図２１. 造血器腫瘍細胞における 
ワクシニアウイルス感受性 

多発性骨髄腫はワクシニアウイルス
に対する感受性が高い 

 

最も感受性が高く、次いで成人 T 細胞白血
病がやや高い感受性を示した。 
６）let7a の発現が低下している TC1-KD

細胞を用いたマウス腫瘍モデルにおいて、
MDVV の腫瘍特異的増殖が確認でき、さらに
生理食塩水を投与したコントロール群と比
べ MDVV 投与群では著明な腫瘍発育抑制効
果が見られた（図２２）。それに対し、let7a
の発現が高い TC1 細胞を用いた TC1 腫瘍モ
デルにおいては、MDVV の腫瘍特異的増殖は
見られず、コントロール群と比べ腫瘍発育
抑制効果も示さなかった（図２３）。 
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図２３ TC1 腫瘍マウスモデル 

における MDVV の抗癌効果 

MDVV はルシフェラーゼ遺伝子を発現

するので、その発光酵素基質であるル

シフェリン投与後、非侵襲的にウイル

ス分布をモニターできる。下写真は

MDVV 投与 24 時間後のウイルス生体内

分布であり、   は腫瘍組織、  は

投与部位でのウイルス増殖を示す。 
 

  

 

 
 

 

図２２ TC1-KD 腫瘍マウスモデル 

における MDVV の抗癌効果 

MDVV はルシフェラーゼ遺伝子を発現

するので、その発光酵素基質であるル

シフェリン投与後、非侵襲的にウイル

ス分布をモニターできる。下写真は

MDVV 投与 24 時間後のウイルス生体内

分布であり、   は腫瘍組織、  は

投与部位でのウイルス増殖を示す。 
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図２５  ルシフェラーゼを用いたバイオイメージング. 
腫瘍分布量をウミシイタケルシフェラーゼ、ウイルス量をホタルルシフェラーゼにて標識した 

７）let7ａの発現が高い HeLa 細胞におい
て、let7ａ制御ワクシニアウイルスの感染
後のウイルス伝播増殖性は低下する一方、
多発性骨髄腫では低下しないことが確認さ
れた。つまりワクシニアウイルスの抗腫瘍
効果を保ったまま正常細胞への副作用が軽
減される可能性が示唆された（図２４）。次
に、SCID マウスにウミシイタケルシフェラ
ーゼ発現多発性骨髄腫細胞株 RPMI8226 細
胞を皮下移植し、28 日間、マウス体内の腫
瘍をセレンテラジンによって非侵襲的にモ
ニターした。皮下における腫瘍の増殖が確
認できたので、移植 28 日後に MDVV を尾静
脈より投与し、マウス体内のウイルス分布
をさらに２８日間、非侵襲的かつ経時的に

B 

A 

図２４  A. let-7a の発現量.    

B. let-7amiRNA 制御による

ウイルス伝播の抑制 
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モニターした。その結果、皮下腫瘍でのウ
イルス増殖が確認され、腫瘍も縮小するこ
とが確認された。比較対照として、元来の
ワクシニアウイルス、TK 遺伝子のみ欠損さ
せたウイルスを感染させたところ、抗腫瘍
効果は高かったが皮膚を中心に腫瘍以外に
も感染が広がりマウスが死亡した。一方、
TK 欠損かつ let7ａ制御を用いたワクシニ
アウイルス(MDVV)では腫瘍特異性が極めて
高く、正常組織へのウイルス感染が著明に
抑制された（図２５）。 
 ８）MDVV、又は MDVV-IL12を投与した右
側の腫瘍増殖抑制効果は Mockと比較して有
意に見られたが、各ウイルスの間で有意な
差はなかった。それに対し、ウイルスを投
与しない左側の腫瘍増殖は MDVV-IL12によ
る有意な抑制が見られた（図２６）。 
 ９）PRK 細胞においても、RK13 細胞と同
様に、MDVV の作製・増殖・精製は容易であ
ることが確認された。 

Ｄ．考察 
 １）ヒト膵臓癌細胞 BxPC-3 の腹膜播種マ
ウスモデルにおいて、生体内の腫瘍分布と
ウイルス分布の非侵襲的かつ経時的イメー
ジングにより、MDVV は極めて高い腫瘍特異
的増殖能を示し、副作用なく腹膜播種した
癌を標的破壊できることを実証した。 
２）ATL 担癌モデルマウスにおいて、血

中を介して効率よく腫瘍組織に到達できる
ことが実証できたので、実際の症例で多臓
器へ浸潤している ATL 細胞を標的破壊する
治療法として期待できる。 
 ３）BxPC-3 腹膜播種マウスモデルにおい
て、105 pfu の MDVV 治療群の抗癌効果が、
10 倍、100 倍の MDVV 治療群のそれと同等で
あることは、より低い投与量でも、感染し
た癌細胞内で増殖しながら死滅させるとい
うワクシニアウイルス本来の性質を利用す
ることによって、強力な抗癌効果を期待で
きることを示唆している。 

 

ウイルスを投与した腫瘍 

0 2 4 6 8 101214161820
0

1000
2000
3000
4000
5000 Mock

MDVV
MDVV-IL12

ウイルス投与後の日数

腫
瘍

サ
イ

ズ
 (
m

m
3 )

ウイルスを投与していない腫瘍 

0 2 4 6 8 101214161820
0

1000
2000
3000
4000
5000 Mock

MDVV
MDVV-IL12

ウイルス投与後の日数

腫
瘍

サ
イ

ズ
 (
m

m
3 )

図２６ 癌免疫療法の併用による MDVV の抗癌効果の増強 

癌ウイルス療法では、ウイルス増殖による腫瘍溶解のみならず、それに伴う炎症性

サイトカイン産生誘導、及び細胞性免疫誘導など、多様な作用機序によって抗癌効

果を発揮する。そこで、インターロイキン 12 を発現するように組込んだ MDVV-IL12

を作製し、MC38 細胞を両側の皮下に移植した担癌マウスにおいて、右側の腫瘍内に

のみ各ウイルス、又は Mock（生理食塩水）を投与し、ウイルスを投与した腫瘍と投
与しない腫瘍の増殖を評価した。 
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 ４）C57BL/6 担癌マウスモデルにおいて、
MDVVが抗ウイルス抗体存在下でも血中を介
して腫瘍に到達し増殖できることは、転移
した腫瘍に対して血中を介した治療戦略の
妥当性を示すものである。 
５）癌における miRNA の特性を利用して

ウイルスを制御する本アプローチでは、ウ
イルスの増殖に伴う抗癌作用は細胞内の
miRNA に依存する。個々の癌患者の多様性
（腫瘍内において let7a が低下していない
場合）に対応するため、新たな指標になり
得る miRNA を探索した。その結果、miR-203, 
miR-10a, miR-150 の発現低下は造血器腫瘍
全体に共通してみられる変化であった。こ
れより、これらの miRNA は造血器腫瘍疾患
へ幅広く応用可能であると考えられた。つ
まり、miR-203, miR-10a, miR-150 の標的
配列をワクシニアウイルスの B5R 遺伝子下
流に挿入すれば、造血器腫瘍に対しては腫
瘍溶解作用を保ちつつ正常臓器ではウイル
ス増殖が抑えられる可能性が示唆された。 
６）同系腫瘍移植マウスモデルにおいて、

MDVV の血中を介した全身投与により、腫瘍
細胞における let7a の発現低下に依存して、
腫瘍を標的破壊できることが実証された。 
７）ヒト多発性骨髄腫移植マウスモデル

において、MDVV の血中を介した全身投与に
より、腫瘍細胞における let7a の発現低下
に依存して、腫瘍を標的破壊できることが
実証された。今後は、上記の骨髄腫細胞株
モデルマウスに加え、ヒト患者細胞を移植
したマウスモデルにおける抗腫瘍効果（腫
瘍発育抑制効果と生存期間延長効果）、及び
安全性（体重減少や皮膚などの一般状態）
を評価する予定である。 
８）インターロイキン 12（IL-12）を発

現する MDVV を作製し、癌免疫療法との併用
による MDVV の抗癌効果の増強を試みた。そ
の結果、ウイルスを投与した右側の腫瘍増殖
抑制効果は、IL-12 を発現するウイルスと発
現しないウイルス間で差がないため、ウイル
ス増殖による腫瘍破壊に因るものと考えら
れた。一方、投与しない左側の腫瘍増殖は、
IL12発現ウイルスによって最も有意に抑制
されているため、NK細胞を活性化する・Tリ
ンパ球に作用しTh1タイプの免疫反応を誘導

し腫瘍に対する細胞性免疫を増強するIL-12
に因るものと考え、免疫学的解析を進めてい
る。 
９）本研究において、MDVV の作製・増殖

のためには、RK13 細胞が使用されてきた。
しかし RK13 細胞は、牛ウイルス性下痢ウイ
ルスを含んでいるため、GMP 製造のために
は使用できない。そこで、痘瘡ワクチン製
造のために使われていた PRK 細胞において、
RK13 細胞と同様に MDVV の作製・増殖が容
易かどうかを検討した。その結果、PRK 細
胞においても、MDVV の作製・増殖・精製に
問題がないことが分かった。これより、細
胞培養ワクチンとして確立された製造工程
は、MDVV 製剤にも流用できることが示唆さ
れた。 
 

Ｅ．結論 
 １）MDVV は極めて高い腫瘍特異的増殖能
を有し、その腹膜播種マウスモデルにおい
ても副作用なく強力な抗癌効果を示した。
これは、miRNA によるウイルス伝播増殖能
の制御に加え、ウイルス TK 遺伝子が機能を
失うと、正常細胞におけるウイルスの複製
能は低下するが、癌細胞にはこの遺伝子の
機能を補う酵素が豊富に存在するためウイ
ルスの複製能は低下せず、結果的に腫瘍特
異性が向上したためである。 
 ２）ATL 腫瘍細胞株を使った研究では、
let7a の発現が正常細胞と比べ腫瘍細胞で
低下しており、その ATL 細胞株の担癌マウ
スモデルにおいて、MDVV は腫瘍特異的増殖
による強力な抗癌効果を示した。さらに
MDVV は、血中を介して効率よく腫瘍組織に
到達することが可能であった。 
 ３）miRNA 制御に加え、ウイルス TK 遺伝
子を欠失させた多因子制御ワクシニアウイ
ルス（MDVV）は、極めて高い腫瘍特異的増
殖能を有することが実証され、より安全で
効果的な抗癌ウイルスとして期待できる。   
４）MDVV は抗ウイルス抗体存在下でも血

中を介して効率よく腫瘍組織に到達するこ
とも確認できたことより、全身に転移した
癌を標的破壊する癌ウイルス療法として期
待できる。 
５）miR-203, miR-10a, miR-150,を用い

た B5R 遺伝子の制御により安全性をより高
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めた腫瘍溶解ウイルスを作製できることが
示唆された。また上記 miRNA は様々な造血
器腫瘍において共通して発現が著減してお
り、慢性骨髄性白血病に限らず多くの造血
器腫瘍の治療に応用できると考えられた。
また造血器腫瘍の中でも多発性骨髄腫はワ
クシニアウイルス感染への感受性が非常に
高いため、本療法において最良の治療ター
ゲットとなることが期待される。 
６）免疫が正常に機能している同系腫瘍

移植マウスモデルにおいても、MDVV は血中
を介して効率よく腫瘍組織に到達すること
も確認できたことより、副作用なく全身に
転移した癌を標的破壊する癌ウイルス療法
として期待できる。 
７）ヒト多発性骨髄腫細胞株を用いた担癌
モデルマウスにおいて、MDVV は血中を介し
て効率よく腫瘍組織に到達し、腫瘍特異的
増殖による強力な抗癌効果を示す一方、正
常組織に対する安全性が高く、将来の新規
治療法の有力な候補になりうると考えられ
る。 
８）癌ウイルス療法では、ウイルス増殖に
よる腫瘍溶解のみならず、それに伴う炎症
性サイトカイン産生誘導、及び細胞性免疫
誘導など、多様な作用機序によって抗癌効
果を発揮する。そこで、インターロイキン
12（IL-12）発現する MDVV を作製し、癌免
疫療法との併用を試みた結果、抗癌効果は
増強された。IL-12 は、Tリンパ球に作用し
Th1 タイプの免疫反応を誘導することによ
り、腫瘍に対する細胞性免疫を増強する。
この IL-12 発現 MDVV の結果は、免疫制御遺
伝子によって抗腫瘍効果を増強できること
を示しており、免疫制御分子の発現による
MDVVの最適化は次に続くシーズとして期待
できる。 
９）本研究では、現行の治療法に極めて

高い抵抗性を示す難治性悪性腫瘍に対する
純和製抗癌ウイルスによる革新的な治療法
を確立するだけではなく、臨床応用を視野
に入れ、MDVV の GMP 製造や品質管理のため
の基盤技術構築を進めることによって、本
研究の成果をシームレスに臨床応用へと直
結させる。 
又、癌における miRNA の特性を利用して

ウイルスを制御する本アプローチでは、ウ
イルスの増殖に伴う抗癌作用は細胞内の
miRNA に依存する。つまり、ウイルス投与
前に個々の癌患者の検体で miRNA の発現を
調べることによって、より安全かつ効果的
に腫瘍細胞のみを攻撃する miRNA 制御型ワ
クシニアウイルス（MDVV）を選択する個別
化医療への発展が期待できる。 
 

Ｆ．健康危険情報 
 なし 
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