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第 1 章 緒言 

1.1 研究の背景と意義 

頭頸部扁平上皮癌は全世界で 7 番目に多い癌であり、近年の化学療法、放射

線療法および手術療法を組み合わせた集学的治療による標準療法の進歩により

局所制御率の向上が得られつつあるものの、いまだ 5 年生存率が 50-60％と予後

不良な疾患である 1)。頭頸部癌の予後を左右する因子として、原発巣の進展度・

深達度や頸部リンパ節転移の有無、癌の細胞異型度・組織学的分化度、遠隔転

移の有無など様々挙げられるが、その中でも頸部リンパ節転移（lymph node 

metastasis；LNM）と遠隔転移は頭頸部癌患者の重要な予後因子であり、頭頸部

扁平上皮癌の転移の制御は喫緊の課題である 2）。 

分子生物学の進歩とウイルスの遺伝子組み換え技術の発達に伴い、1991 年に

Martuza らによって遺伝子組み換え単純ヘルペスウイルス I 型を用いた実験的脳

腫瘍治療が報告されて以来 3)、腫瘍溶解ウイルス療法（oncolytic virotherapy）は

難治性悪性腫瘍に対する全く新しい作用機序の治療法として期待され、多くの

研究機関で精力的に研究されている 4-9)。しかし、腫瘍溶解性ウイルスの臨床応

用に関しては、全身的な炎症反応の誘発や宿主遺伝子への影響による癌化など、

思わぬ副反応が起こる危険性を常に孕んでいるため、安全性の配慮は非常に重

要である 10-13)。また、安全で治療効果の高い、実用的な腫瘍溶解性ウイルスを

作製するためには、正常細胞で複製されず、腫瘍細胞でのみ複製、伝播、細胞

障害性を発揮することが重要であり、腫瘍特異的な分子を利用して細胞障害性

を発揮する腫瘍溶解性ウイルスを作製する必要がある。 

ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性化因子（urokinase-type plasminogen 

activator：uPA）はセリンタイプのプロテアーゼであり、線溶系においてはプラ

スミノーゲンを切断活性化させる役割を持つ。悪性腫瘍では、広く発現してお
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り、細胞外マトリックスを破壊し細胞運動を容易にするなど癌の浸潤・転移に

有利に働く。発現強度は癌の悪性度と相関があり、頭頸部扁平上皮癌でも高発

現を認める 14, 15)。一方で正常組織においては創傷治癒における組織リモデリン

グ過程を除いて、ほとんど発現を認めない 16)ことから、優れた治療ターゲット

となりうることが示唆される。 

齧歯類の呼吸器感染症起因ウイルスであるセンダイウイルス（SeV）は、転写・

複製がすべて細胞質内で行われ、複製の際の DNA 相がないことを特徴とする

RNA ウイルスで、宿主染色体と相互作用が原則的になく、人に対する病原性は

報告されていない 17)。そこで SeV の安全面をさらに強化するために、SeV の粒

子形成を司る M 遺伝子を欠損させることで、感染した細胞から周囲へのウイル

ス伝播の危険をなくし、かつ腫瘍特異的な殺細胞効果を強化するために、細胞

膜融合を誘起する F 蛋白遺伝子を改変することで、癌特異的なプロテアーゼで

ある uPA を発現した癌細胞のみを特異的に細胞死へ導くよう設計された新しい

概念の治療ウイルスが開発された 18)。この uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイ

ウイルスにより、根治切除不能な原発腫瘍への直接投与による腫瘍縮小・生存

期間延長効果や、切除断端陽性の進行癌に対して術後局所投与による再発予防

効果が期待でき、これまで Miyagawa Y らが確立した甲状腺未分化癌同所移植マ

ウスモデル 19)や我々が確立した頭頸部扁平上皮癌同所移植マウスモデル 20)で

uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイウイルスの有意な腫瘍縮小効果や生存期間

延長効果を報告してきた。 

そこで我々は、腫瘍溶解性センダイウイルスを原発巣に投与することにより、

原発巣に対する治療効果に加え、腫瘍溶解性センダイウイルスがリンパ流に従

って転移リンパ節に移行し、頸部リンパ節転移を抑制する可能性や、腫瘍溶解

性センダイウイルスによる腫瘍溶解後の、腫瘍抗原に感作された免疫担当細胞
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による抗腫瘍免疫を誘導する可能性を模索しようと考えた。もし腫瘍溶解性セ

ンダイウイルスを用い頸部リンパ節転移、特に原発巣からリンパ流が最初に流

入するリンパ節であるセンチネルリンパ節の転移を標的とした治療や抗腫瘍免

疫による遠隔転移を標的とした治療が実現できれば、転移巣の縮小効果や予防

効果だけでなく、導入化学療法や手術、（化学）放射線療法などとの併用により

転移制御の相加・相乗効果が期待できる。特にその場合、腫瘍溶解性センダイ

ウイルス療法が原発巣および転移巣の両方に効果が期待できるので、原発巣に

対する手術をさらに低侵襲化することができ、患者の QOL 向上のみならず、頭

頸部癌の予後向上を目指した新たな治療戦略を展開できるものと思われる。 

 

1.2 研究目的 

本研究では、uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイウイルスが頭頸部扁平上皮

癌の原発巣に対して治療効果を発揮するだけでなく、頸部リンパ節転移や遠隔

転移に対する治療効果を期待した、転移巣を標的とした新規治療の開発を目的

として、uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイウイルスによる①センチネルリン

パ節転移標的治療および②遠隔転移を標的とした抗腫瘍免疫誘導の２方向から

検討する。 
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第 2 章 遺伝子組み換えセンダイウイルスによるセンチネルリンパ節転移標的

治療に関する検討 

2.1 背景 

頸部リンパ節転移（LNM）は頭頸部癌患者の予後を決定づける最重要因子で

あり、早期癌においても高率に頸部リンパ節に転移していることが知られてい

る 21)。しかしながら、臨床的 N0 症例であっても微小転移を示す LNM 症例も見

られ、LNM の正確な診断は未だに難しく、現在の超音波や computed tomography

（CT）、magnetic resonance imaging（MRI）、positron emission tomography/CT

（PET/CT）による画像診断の正確性はまだ十分とは言えない 22)。そのような状

況の中、臨床的 N0 症例での LNM の診断・制御は最重要課題で、新たな診断技

術や治療法の開発が強く求められている。 

近年、原発巣からのリンパ流が最初に到達するリンパ節（センチネルリンパ

節、SN）を標的とした Sentinel Node Navigation Surgery（SNNS）が注目され、乳

癌や悪性黒色腫、胃癌等で診断・治療への臨床応用が進んでいる 23-27)。頭頸部

癌では、潜在的に頸部リンパ節に微小転移している症例や原発巣治療後に後発

的に頸部リンパ節転移する症例も比較的多く、原発巣治療の際に SN を同定し微

小転移の有無を検索する意義は非常に大きい 28-31)。Miura らは、臨床的 N0 症例

の口腔癌の患者に対して SNNS を行った多施設共同前向きコホートフェーズ II

試験で、SNの転移陰性症例は転移陽性症例と比較し有意に 3年粗生存率が高く、

SN転移の有無によって治療方針を決定する SNNSが非常に有用であることを示

している 32)。しかしながら、SNNS のデメリットとして、手術侵襲を伴うこと

や手術時間延長による身体への負担の増加、２次リンパ節の描出や原発巣近傍

の shine through 現象による SN 同定率の低下、薬剤によって測定に最適な時間が

短いこと、術中迅速凍結標本では SN 内の微小転移の検出に限界がある、などが
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挙げられ、いまだ改善すべき事項も多い。SN 同定率の向上に関しては、Araki

らは市販のフチン酸キットと臨床で頻用する indocyanine green（ICG）を混合す

る手法により、マウスモデルにおいて ICG の SN 検出能の長時間化や 2 次リン

パ節が描出されにくいなどのメリットを報告している 33)。また、SN 内の微小転

移検出の向上に関しては、術中に短時間で行える one step nucleic acid 

amplification 法を用いることで従来の検査の欠点を補うことができる可能性が

あると様々な領域で報告されており 34-40)、多くの研究者によって SNNS の改良

が行われている。 

頭頸部癌の原発巣に対する低侵襲治療として、近年、経口的腫瘍切除術が機

器の進歩とともに発展してきた。経口的腫瘍切除術の主な術式として CO2 laser

による Transoral laser microsurgery
41)、手術用ロボットを用いた Transoral robotic 

surgery（TORS）42)、内視鏡や腹腔鏡用鉗子類を用いて TORS と同等の手術環境

を提供する Transoral videolaryngoscopic surgery（TOVS）43-47)などが挙げられる。

TORS は 2009 年に米国食品医薬品局の認可を受け急速に普及し、その適応も拡

大される傾向にあるが、日本においてはまだ頭頸部癌に対して保険適応がない

のが現状である。一方で、日本では医療用ロボットと比べ安価な内視鏡を用い、

TORS と同様の切除を可能とする手術環境の TOVS が普及しつつあり、咽喉頭癌

に対する喉頭機能温存手術として症例を重ね、治療成績も良好である 46, 48, 49)。

このような原発巣に対する低侵襲手術が発展してきている中、SNNS を含めた

LNM に対する低侵襲治療の開発が求められてきているのは自然な流れである。 

センダイウイルスは、1950 年代に日本で分離され、別名 Hemagglutinating Virus 

of Japan (HVJ)、マウスパラインフルエンザⅠ型とも呼ばれる。センダイウイル

スは、DNA 相がなく生活環はすべて細胞質内にあることが最大の特徴であり、

染色体との相互作用がないことから遺伝毒性が原理的になく、安全性の面でき
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わめて優れている。わが国でも線維芽細胞増殖因子 fibroblast growth factor: FGF-2

を搭載した非伝播型組み換えセンダイウイルスベクターを用いた重症虚血肢に

対する臨床治験が行われ、これまでにヒトに対する重篤な副作用は報告されて

いない 50)。また、海外で行われたセンダイウイルスベクターを用いた HIV ワク

チンの臨床治験においても、ヒトに対する重篤な副作用は報告されていない 51)。

従来から用いられてきたアデノウイルスベクターの代わりに安全性の高いセン

ダイウイルスベクターを用いる iPS 細胞作製用キット ((株)ID ファーマ、茨城) 

も市販され注目を集めており、安全面の優位性からセンダイウイルスは臨床応

用する上で非常に有望なウイルスと言える。 

これまでに、uPA 活性依存的に細胞膜融合を生じ、悪性腫瘍に対し細胞死を

誘導する、新たな遺伝子組み換えセンダイウイルス（recombinant SeV、rSeV）（図

１）が作成されている 52, 53)。この腫瘍溶解性センダイウイルスは以下の遺伝子

上の変更点を特徴とする。① matrix（M）蛋白をコードする遺伝子を欠損させ

る。M 蛋白はウイルスエンベロープを内側から維持しウイルス粒子の形成と出

芽に中心的な役割を担う。M 遺伝子欠損センダイウイルスは感染細胞において

次世代のウイルス粒子を形成できず、合成されたウイルス蛋白（F 蛋白や 

hemagglutinin/neuraminidase（HN）蛋白）は細胞膜上に発現・蓄積される 53)。② 

F 遺伝子のトリプシン感受性アミノ酸配列を、 uPA 感受性アミノ酸配列に変更

する。③ F 遺伝子の細胞質内領域ドメインを切り捨て、F 蛋白による細胞膜

融合能力を最大化する 52)。これらの遺伝子改変の結果、この uPA 活性依存的腫

瘍溶解性センダイウイルス（rSeV/dMFct14(uPA2)、呼称”BioKnife”） は、様々

なタイプの悪性腫瘍に感染することが可能であり、二次的なウイルス粒子を産

生せず、腫瘍細胞表面に発現する uPA 活性依存的に、隣接する腫瘍細胞と細胞

膜融合を引き起こすことで局所において抗腫瘍効果を示す（図２）。BioKnife は
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既に、高悪性度腫瘍である神経膠芽腫や胸膜中皮腫において同所移植マウスモ

デルを用いて治療効果を示している 54, 55)。 

一方で頭頸部癌の頸部リンパ節転移に対する、先行する他の腫瘍溶解性ウイ

ルス療法の研究は渉猟する限りなく、直腸癌マウスモデルにおいて腫瘍溶解性

アデノウイルスが局所リンパ節転移を抑制したという報告に留まっている 56)。

頭頸部癌頸部リンパ節転移に関するマウスモデルは 1990年代前半まで確立して

いなかったが、Matsui らはヒト舌扁平上皮癌細胞株 HSC-3 をヌードマウスの舌

に移植し、頸部リンパ節に転移した癌細胞を単離するという操作を 3 回繰り返

すことによって、より高率に頸部リンパ節転移を引き起こす細胞株 HSC-3-M3

を確立した 57)。同所移植ヌードマウスモデルにおいて、HSC-3 が頸部リンパ節

転移を引き起こす確率は約 30%であるのに対して、HSC-3-M3 は約 90%の確率で

頸部リンパ節転移を引き起こす。 

我々は、BioKnife を原発巣に投与することにより、原発巣に対する治療効果

に加え、BioKnife がリンパ流に乗って転移リンパ節に移行し、LNM を抑制する

可能性を考えた。もし BioKnife を用いた SN 転移標的治療が実現できれば、臨

床的 N0 症例であっても、SN 転移に特異的な予防的治療を行うことができ、後

発リンパ節転移の再発防止効果が期待できる。また、導入化学療法や化学放射

線療法などとの併用の際にも LNM 制御が期待できる。特に、原発巣に対する低

侵襲手術であるTOVSや頸部リンパ節転移に対する SNNSと SN転移標的治療を

組み合わせることで、治療の低侵襲化による患者の QOL 向上のみならず、頭頸

部癌の予後向上を目指した新たな治療戦略を展開できるものと考えている。 

この章では、腫瘍溶解性センダイウイルス BioKnife が高頻度に頸部リンパ節

転移を引き起こすヒト舌扁平上皮癌細胞株 HSC-3-M3 を用いた頭頸部扁平上皮

癌頸部リンパ節転移マウスモデルにおいて BioKnife が頸部リンパ節へ移行し、
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LNM に対して抗腫瘍効果を発揮するかどうかを検討した。 

 

2.2 方法 

2.2.1 細胞株 

対象細胞株として、ヌードマウスモデルで高頻度に LNM を引き起こすヒト舌

扁平上皮癌細胞株（HSC-3-M3）を使用した。HSC-3-M3 は、ヒト舌扁平上皮癌

細胞株 HSC-3 を由来とする細胞株であり、HSC-3-M3 を樹立した金沢医科大学

の太田先生に提供していただいた。HSC-3-M3 は Dulbecco’s modified Eagle 

medium（DMEM）を用いて培養した 57)。培地には、10% Fetal bovine serum (FBS)、

50 units/mL Penicillin および 50 µg/mL Streptomycin を添加している。培養は 5% 

CO2、37°C の湿潤環境のインキュベーター内で実施した。 

uPA 活性測定に使用した対象細胞株としては、HSC-3-M3 に加えて、ヒト舌扁

平上皮癌細胞株（HSC-3）、ヒト下咽頭扁平上皮癌細胞株（OSC-19、FaDu）、ヒ

ト頬粘膜扁平上皮癌細胞株（Ho-1-u-1）、マウス扁平上皮癌細胞株（SCCVII）を

使用した。HSC-3、OSC-19、および Ho-1-u-1 は Health Science Research Resources 

Bank（大阪）から、FaDu は American Type Culture Collection（Manassas、VA、

USA）から購入した。購入した細胞株の培地は、添付文書で推奨されている培

地を使用した。SCCVII の培地は Roswell Park Memorial Institute 1640 medium

（RPMI1640）を用いて培養した。培地には、10% FBS、50 units/mL Penicillin お

よび 50 µg/mL Streptomycin を添加している。培養は 5% CO2、37°C の湿潤環境

のインキュベーター内で実施した。 

 

2.2.2 遺伝子組み換えセンダイウイルス 

センダイウイルスのゲノム構造は図１B の通りである。遺伝子は 6 つの主要な
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遺伝子がコードされており、3’端から順にヌクレオカプシド蛋白（NP）、RNA

ポリメラーゼの小サブユニットであるリン酸化（P）蛋白、ウイルス粒子構造を

内側から維持するマトリックス（M）蛋白、宿主細胞への侵入に関わる膜融合（F）

蛋白、結合に関わる赤血球凝集素／ノイラミニダーゼ（HN）、RNA ポリメラー

ゼの大サブユニットであるラージ（L）蛋白が並んでいる。治療ウイルスである

uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイウイルス BioKnife およびコントロールウイ

ルス（F 蛋白遺伝子に変異を加えていない M 蛋白遺伝子欠損センダイウイルス

rSeV/dM）の作製方法は先行論文の通りであり 18, 52, 54, 55)、いずれもレポーター遺

伝子として Green fluorescent protein（GFP）遺伝子をコードしている。本研究で

使用したウイルスは全て共同研究企業である ID ファーマ社（旧 DNAVEC 社、

東京）から提供を受け、使用まで－80°C で保存した。ウイルス作製手順につい

て概略を示すと、まずサル腎臓由来細胞株 LLC-MK2 に対し、T7 プロモーター

支配下に N、P、L蛋白を発現するプラスミド、M/GFP 置換かつ F 変異型の SeV

のアンチゲノム（＋鎖）を発現するプラスミド、および T7 RNA ポリメラーゼ

を発現するプラスミドをトランスフェクションする。これによって、導入細胞

質において Ribonucleoprotein（RNP）の形成とその後のゲノムの複製・転写が行

われる。LLC-MK2 細胞を凍結・融解して回収したウイルス構成物を M 蛋白お

よび F 蛋白を発現させた LLC-MK2 細胞へ投与し、一回分の M 蛋白と F 蛋白を

供給することによってウイルス粒子を生成する。これによって作製された遺伝

子組み換えセンダイウイルスは、一度は感染可能であるが次世代のウイルス粒

子を構成できない。また、BioKnife に関しては、uPA 活性依存的に宿主細胞と隣

接する細胞との間に細胞膜融合を誘導する性質を持つ。 

 

2.2.3 HSC-3-M3 に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスの in vitro 殺細胞効
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果に関する検討 

2.2.3.1 uPA 活性測定 

培養中の頭頸部扁平上皮癌細胞株それぞれを回収後、HSC-3、OSC-19、Ho-1-u-1、

および FaDu に関しては、それぞれ 1 × 10
4
 cells/well ずつ、HSC-3-M3 に関して

は 5 × 10
3
 cells/well を 96-well plate に、SCCVII に関しては 3 × 10

3
 cells/well を

96-well plate に、培地 60µL/well と共に播種した。37°C・5% CO2湿潤環境下でイ

ンキュベートし 48 時間後に well の上清を破棄、十分量の PBS で３回洗浄した

後に、新たに培地 50 µL と PBS 110 µL を加えた。uPA 活性値の測定のため、uPA 

activity assay kit（Merck Millipore、Darmstadt、Germany）を添付文書の通り使用

した。活性型 uPAによって切断された発色基質の検出にはARVO X3（PerkinElmer 

Japan、大阪）を使用し、405 nm の吸光度を測定した。 

2.2.3.2 HSC-3-M3 に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスによる抗腫瘍効

果の経時的観察 

HSC-3-M3（1 × 10
5
 cells）35-mm dish に播種し、37°C・5% CO2湿潤環境下で

24 時間インキュベート後に rSeV/dM（コントロールウイルス）あるいは BioKnife

を 10 multiplicities of infection（MOI）ずつ投与した。以後、蛍光顕微鏡 BZ8000

（キーエンス、大阪）を用い、37°C・5% CO2湿潤環境下でインキュベートしつ

つ、ウイルス感染後の細胞形態変化について経時的な定点観測を実施した。ウ

イルス投与 0 時間後、24 時間後、48 時間後、72 時間後、および 96 時間後に、

位相差顕微鏡および蛍光顕微鏡で撮影した画像を重ね合わせ比較検討した。 

2.2.3.3 HSC-3-M3 に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスによる殺細胞効

果の測定 

HSC-3-M3（4 × 10
3
 cells/100µL/well）を 96-well plate に播種した。24 時間培養

後、播種細胞に対しそれぞれ 0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、10 MOI相当の rSeV/dM
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またはBioKnifeを投与した。ウイルス投与 100時間後にCell count kit-8（同仁堂、

熊本）を用いた WST-8〔2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4- 

disulfophenyl)-2H-tetrozolium〕試験を行い、相対的な生細胞数比を評価した。Kit

試薬のテトラゾリウム塩 WST-8 は細胞内脱水素酵素によって還元され水溶性の

ホルマザンが生成されるが、このホルマザンの生成量は生細胞数比と比例する

ため、ホルマザンの 450 nm の吸光度を測定、比較することで生細胞数の比率が

求められる。吸光度測定は ARVO X3 を使用した。0 MOI における細胞生存数を

100%（陰性コントロール）とし、各ウイルス力価の殺細胞効果（%）を次式に

よって算出した：（1－（測定吸光度－バックグラウンド吸光度）/（陰性コント

ロール吸光度－バックグラウンド吸光度）） × 100 （%）。 

 

2.2.4 舌扁平上皮癌頸部リンパ節転移マウスモデル 

動物モデルには、5～8 週齡の Balb/c ヌードマウス雌（日本 SLC、静岡）を用

い、BioKnife 投与群、rSeV/dM（コントロールウイルス）投与群、リン酸化緩衝

液（PBS）投与（無治療コントロール）群に分けて実施した。マウスの全身麻酔

には、ケタミン（75 µg/マウス体重 g）、メデトミジン（1.0 µg/マウス体重 g）、

PBS 混合液の腹腔内注射を使用した。 

すべての実験は防衛医科大学校動物実験倫理委員会 （承認番号：16053)およ

び組換え DNA 実験安全委員会（承認番号：2012-24）の承認を得て、それぞれ

防衛医科大学校動物実験規則、防衛医科大学校組換え DNA 実験安全管理規則に

則り実施した。動物に対する各種処置および飼育はバイオセーフティーレベル 2

指定を受けた防衛医科大学校耳鼻咽喉科学講座第 3 研究室で行った。 

高率に頸部リンパ節転移する舌扁平上皮癌同所移植ヌードマウスモデルを作

成した。HSC-3-M3（1 × 10
5
 cells/20 µL PBS）細胞浮遊液を、全身麻酔下のヌー
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ドマウス舌左縁に 30G 針を装着した Hamilton シリンジを用いて、注入移植した。 

まず、頸部リンパ節転移の頻度を求めるため、移植後 14 日目（n = 5）と移植

後 21 日目（n = 5）に犠牲死させ、すべての頸部リンパ節を摘出した。検体は、

10%中性ホルマリンで固定した後にパラフィン包埋し 5 µm 厚で薄切し、連続切

片を作成した。ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色し、頸部リンパ節転移を

有するマウスの比率（少なくとも 1 つ以上の頸部リンパ節転移を有するマウス

数/全マウス数 × 100 （%））を算出した。 

 

2.2.5 遺伝子組み換えセンダイウイルスの頸部リンパ節への移行に関する検討 

2.2.4 項のマウスモデルにおいて、腫瘍移植 14 日後に rSeV/dM（1 × 10
6
 CIU /20 

µL PBS）あるいは PBS（20 µL）をマウスの舌左縁の腫瘍に全身麻酔下で注入し

た。in vivo imaging system による解析では、rSeV/dM（2.5 × 10
6
 CIU /20 µL PBS）

投与群および無治療コントロール（PBS 20 µL）群に加えて、BioKnife（2.5 × 10
6
 

CIU /20 µL PBS）投与群を作成した。腫瘍移植 21 日後に犠牲死させ、以下の実

験で遺伝子組み換えセンダイウイルスが頸部リンパ節へ移行するかどうかを検

討した。 

2.2.5.1 免疫組織学的検討 

2.2.5 項のマウスモデルにおいて、採取した頸部リンパ節を固定せずにそのま

ま OCT compound に包埋して、液体窒素で凍結した。10 µm 厚の薄切切片に対し

て、ドンキーの正常血清でブロッキングした後に、1:100 で希釈した rabbit 

monoclonal anti GFP antibody（Lifetechnologies, Gaithersburg, MD, USA）を滴下し、

加湿箱内に 4°C で一晩静置した。PBS で洗浄後、1:200 で希釈した二次抗体（Alexa 

Fluor 488, IgG; Invitrogen、Carlsbad、CA、USA）を滴下し、加湿箱内で 2 時間室

温静置した。PBS で洗浄後、褪色防止用封入剤（VECTASHIELD with DAPI; Vector 
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laboratories、Burlingame、CA、USA）で封入した。Nikon C1 system（ニコン、東

京）で蛍光顕微鏡画像を取得した。定量的評価のために、頸部リンパ節内の GFP

蛍光強度および無作為に抽出したバックグランドの蛍光強度を画像解析ソフト

ImageJ version1.48p（アメリカ国立衛生研究所、MD、USA）を用いて測定し、

次式にて頸部リンパ節内 GFP 蛍光強度を算出し、コントロール群の舌検体の値

で標準化した。：頸部リンパ節内の GFP 蛍光強度－（無作為に抽出した 5 箇所の

バックグラウンドの蛍光強度の合計/5）（arbitrary unit [a.u.]）。 

2.2.5.2 GFP mRNA の定量的 reverse transcription-polymerase chain reaction

（RT-PCR） 

2.2.5 項のマウスモデルにおいて、頸部リンパ節における GFP レポーター遺伝

子の発現を確認するため real time RT-PCR を行った。マウス１匹あたりの全ての

頸部リンパ節をまとめて n = 1 として扱い、各群 n = 5 で解析を行った。摘出し

た頸部リンパ節は直ちに 25 mg 以下の小片とし十分量の RNA later 液(Applied 

Biosystems、東京)に浸漬し 4°C で保存した。RNA の抽出には RNeasy Mini Kit 

(Qiagen, CA, USA)を用いた。使用したプライマーの配列は、GFP forward 

5-CGTCCAGGAGCGCACCATCTTC-3、GFP reverse 5-GGTCTTTGCTCAGGGCG 

GACT-3、GAPDH forward 5-TACGACAAGTCCCTCAAGATTG-3、GAPDH reverse 

5-TCTGGGTGGCAGTGATGG-3である。プライマーはオリゴ発注システム (フ

ァスマック, 神奈川) で購入した。One Step SYBR PrimeScript RT-PCR キット 

(タカラバイオ, 滋賀)と Thermal Cycler Dice Real time System II (タカラバイオ, 

滋賀).を用いて RT-PCR を行い mRNA レベルを測定した。すべての反応は同じ

条件で 3 回行った。サーマルサイクラーの条件は、パターン 1：逆転写反応：42°C 

5 分 95°C 10 秒、パターン 2：PCR 反応 30 サイクル 94°C 1 分 60°C 1 分 72°C 

1 分、パターン 3：融解 95°C 15 秒 60°C 30 秒 95°C 15 秒とした。融解曲線解
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析により目的とする増幅産物が正しく得られているかを確認した。測定した

SYBR Green I の蛍光強度を Light Cycler data analysis software TP 900 ver. 4.02 (タ

カラバイオ, 滋賀) のCt 法で解析し、それぞれのサンプルの GAPDH の発現

量で補正し相対定量した。 

2.2.5.3 in vivo imaging system による頸部センチネルリンパ節内の GFP レポー

ター遺伝子発現の検出 

2.2.5 項のマウスモデルにおいて、頸部 SN 内の GFP レポーター遺伝子の発現

を確認するため in vivo imaging system による解析を行った。 

腫瘍移植 21 日後に、IVIS system（PerkinElmer、Waltham、MA、USA）を使用

して、全身麻酔下のマウスに対して頸部リンパ節内の ICG および GFP のシグナ

ルを in vivo および ex vivo で測定した。センチネルリンパ節を同定するために、

測定 1 時間前に ICG stock solution 20 µLを舌左縁の腫瘍に注入した。ICG stock 

solution は、ICG 25 mg（Diagnogreen for injection; 第一三共、東京)を蒸留水 5 mL

に溶解し、さらに蒸留水で 10 倍希釈し、最終濃度 500 µg/mLに調整した。ICG

の測定には 780 nm の励起光と 845 nm のフィルターを使用した。GFP の測定に

は 480 nm の励起光と 520 nm のフィルターを使用した。 

 

2.2.6 遺伝子組み換えセンダイウイルスの頸部リンパ節転移抑制に関する検討 

2.2.4 項のマウスモデルにおいて、腫瘍移植 14 日、16 日、および 18 日後にそ

れぞれ、BioKnife（1 × 10
6
 CIU /20 µL PBS）、rSeV/dM（1 × 10

6
 CIU /20 µL PBS）

あるいは PBS（20 µL）をマウスの舌左縁の腫瘍に全身麻酔下で注入した。腫瘍

径はデジタルノギスを用いて計測し、長径 a（mm）、短径 b（mm）として腫瘍

体積を次式のように算出した：腫瘍体積（mm
3） = 4π/3 × a/2 × (b/2)

2
 ≒ 4 × a/2 

× b
2
/4 = ab

2
/2。マウスの体重が－20%を超える、あるいは舌腫瘍が自潰したマウ
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スは安楽死させ、実験から除外した。腫瘍移植 25 日後に犠牲死させ、以下の実

験で遺伝子組み換えセンダイウイルスが頸部リンパ節転移を抑制するかどうか

を検討した。 

2.2.6.1 頸部リンパ節転移の陽性率 

LNM の頻度を求めるため、腫瘍移植後 25 日目に犠牲死させたマウスの全て

の頸部リンパ節を摘出した。検体は、10%中性ホルマリンで固定した後にパラフ

ィン包埋し 5 µm 厚で薄切し、連続切片を作成した。ヘマトキシリン・エオジン

（HE）染色し、LNM を有するマウスの比率（少なくとも 1 つ以上の LNM を有

するマウス数/全マウス数 × 100 （%））、および全ての頸部リンパ節における

LNM の陽性率（転移陽性の頸部リンパ節の数/全ての頸部リンパ節の数 × 100 

（%））を算出した。 

2.2.6.2 免疫組織化学的検討 

2.2.6 項のマウスモデルにおいて、頸部リンパ節内の転移巣に遺伝子組み換え

センダイウイルスが感染しているかどうかを確認するため、抗 SeV 抗体を使用

して免疫組織化学的染色を行った。 

パラフィン切片を脱パラフィン化して再水和処理した後に、10 mM pH 6.0 ク

エン酸ナトリウム緩衝液にスライドを入れ、電子レンジで 10 分間沸騰しないよ

うに注意しながら加熱し、抗原賦活化処理を行った。ブロッキングには、protein 

block serum-free reagent（DAKO、Carpinteria、CA、USA）を用いた。1 次抗体は、

Sendai virus polyclonal antibody（MBL International Corporation、Wobum、MA、USA）

の 100 倍希釈液を滴下し、加湿箱内に 4°C で一晩静置した。PBS で洗浄後、非

特異的な 1 次抗体の結合を防止するため、NaCl 29.22 g/L、NaH2PO4·2H2O 0.172 

g/L、NaHPO4·12H2O 3.19 g/L、および Tween20 1ml を 1Lの蒸留水に溶解した溶

液に 10 分間室温静置した。ストレプトアビジン－ビオチン複合体法
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（VECTASTAIN Elite ABC rabbit IgG キット、PK-6101、Vector Laboratories, Inc.、

Burlingame、CA、USA）を添付文書の通りに用いた。ビオチン化二次抗体を加

湿箱内に 30 分間室温静置した。PBS で洗浄した後に、内因性ペルオキシダーゼ

の不活化のため 3％過酸化水素メタノール溶液に 5 分間浸漬処理した。ベクタス

テインABCリガントを加湿箱内で 30分間室温静置した後、3,3’-diaminobenzidine

（DAB）で発色した。対比染色としてヘマトキシリンを用いた。検体は CCD カ

メラ (DP26、オリンパス、東京) で撮影した。 

2.2.6.3 GFP mRNA の定量的 reverse transcription-polymerase chain reaction

（RT-PCR） 

2.2.6 項のマウスモデルにおいて、頸部リンパ節における GFP レポーター遺伝

子の発現を確認するため real time RT-PCR を行った。マウス１匹あたりの全ての

頸部リンパ節をまとめて n = 1 として扱い、各群 n = 5 で解析を行った。方法は、

2.2.5.2 項と同様である。 

2.2.6.4 遺伝子組み換えセンダイウイルスによるアポトーシス誘導の検討 

2.2.6 項のマウスモデルにおいて、頸部リンパ節内の転移巣で遺伝子組み換え

センダイウイルスがアポトーシスを誘導しているかどうかを確認するため、

ApopTag peroxidase in situ apoptosis detection kit（Merck Millipore、Billerica、MA、

USA）を添付文書の通り使用してアポトーシスを検出した。 

パラフィン切片を脱パラフィン化して再水和処理した後に、proteinase K

（Sigma-Aldrich、St Louis、MO、USA）の溶液を滴下し、加湿箱内に 15 分間室

温静置した。PBS で洗浄した後に、内因性ペルオキシダーゼの不活化のため 3％

過酸化水素メタノール溶液に 5 分間浸漬処理した。PBS で洗浄後、terminal 

deoxynucleotidyl transferase (TdT)の溶液を滴下し、加湿箱内で 37°C で 1 時間静置

した。PBS で洗浄後、anti-digoxigenin conjugate (peroxidase)の溶液を滴下し室温
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静置し、DAB で発色した。対比染色として 0.5% w/v メチルグリーン

（Sigma-Aldrich）を用いた。検体は CCD カメラで撮影した。 

 

2.2.7 統計手法 

実験結果の値は、平均 ± 標準誤差で表している。検討には、統計ソフト Prism 

5 （GraphPad software, Inc.、La Jolla、CA、USA）および Microsoft Excel add-in 

software Statcel（Ver. 3, OMS publishing、埼玉）を用いた。2 群間の比較には

Mann-Whitney U-test、3 群間の比較には Kruskal-Wallis test の後に Steel-Dwass test

を用いた。頸部リンパ節転移率の群間比較には、Fisher 直接確率検定を行った。

5 %以下を統計学的有意とした。 

 

2.3 結果 

2.3.1 HSC-3-M3 に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスの in vitro 殺細胞効

果 

2.3.1.1 頭頸部扁平上皮癌細胞株における uPA 活性値 

高頻度に頸部リンパ節転移するヒト舌扁平上皮癌細胞株 HSC-3-M3 が、高頻

度には転移しない他の頭頸部扁平上皮癌細胞株と比較し uPA 活性が高いかどう

かを検討するため、in vitro における細胞表面の uPA 活性値を測定した。図３に

示すように、HSC-3-M3 の uPA 活性は、他の頭頸部扁平上皮癌細胞株と比較し

最も高いuPA活性値を示した（OSC19 2.26 ± 0.04、Ho-1-u-1 2.94 ± 0.01、HSC-3 

4.35 ± 0.02、HSC-3-M3 7.97 ± 0.01、FaDu 1.80 ± 0.01、SCCVII 1.68 ± 0.01 

units/mL）。また、BioKnife に関する先行論文で使用した高悪性度の他癌腫の uPA

活性値 54）と比較しても HSC-3-M3 は同程度の uPA 活性値を示している。 

2.3.1.2 HSC-3-M3 に対する BioKnife の経時的な抗腫瘍効果 
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ウイルス投与後の HSC-3-M3 の形態変化を観察した。図４A に実験プロトコ

ルを示す。位相差顕微鏡像と GFP 蛍光顕微鏡像を重ね合わせた像において、コ

ントロールウイルスである rSeV/dM 投与群では HSC-3-M3 の形態に変化はなく

細胞死を引き起こさなかったが、BioKnife 投与群では投与 48 時間後には巨大な

融合細胞を認め、投与 72－96 時間後には HSC-3-M3 の細胞死を引き起こした（図

４B）。定点観測による連続撮影によって得られたタイムラプス顕微鏡像では、

BioKnife 投与直後は腫瘍細胞の形態に明らかな変化を認めなかったが、投与 24

時間後を過ぎた頃から GFP 発現を伴う細胞が出現し、周辺の細胞と融合し多核

巨細胞化する過程を観察した。投与 72－96 時間後で多核巨細胞は破裂するよう

に細胞死し始めることが確認された。 

2.3.1.3 HSC-3-M3 に対する BioKnife の殺細胞効果 

HSC-3-M3 に対する BioKnife の殺細胞効果を in vitro で検討した。図５に示す

とおり、HSC-3-M3 に対する BioKnife の殺細胞効果は、rSeV/dM と比較して有

意に高く、BioKnife 投与群においてはウイルス力価依存的に殺細胞効果を示し

た。rSeV/dM投与群はいずれの力価においても高い殺細胞効果は認めなかった。 

 

2.3.2 舌扁平上皮癌頸部リンパ節転移マウスモデルの確立 

高率に頸部リンパ節転移する舌扁平上皮癌同所移植ヌードマウスモデルを作

成するため、HSC-3-M3 細胞浮遊液をヌードマウス舌左縁に注入移植した。移植

後 14 日目にすべての頸部リンパ節を摘出し、連続切片を作成して、頸部リンパ

節転移を有するマウスの比率を検討したところ、5 匹中 3 匹（60 %）に転移を認

めた。また、移植後 21 日目の頸部リンパ節転移を有するマウスの比率も同様に

求め、5 匹中 4 匹（80 %）に転移を認めた。 
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2.3.3 遺伝子組み換えセンダイウイルスの頸部リンパ節への移行に関する検討 

舌扁平上皮癌頸部リンパ節転移マウスモデルにおいて、腫瘍移植 14 日後に

rSeV/dM（1 × 10
6
 CIU /20 µL PBS）あるいは PBS（20 µL）をマウスの舌左縁の

腫瘍に注入し、移植 21 日後に犠牲死させ、rSeV/dM のレポーター遺伝子である

GFP が舌及び頸部リンパ節で発現しているかどうかを抗 GFP 抗体による免疫組

織学的染色で検討した。図６A に実験プロトコルを示す。無治療コントロール

群では舌と頸部リンパ節のいずれにおいても GFP の発現を認めなかったが、

rSeV/dM 投与群の舌および頸部リンパ節において GFP の発現を認めた（図６B）。

また、画像解析ソフトにより頸部リンパ節内の GFP 発現を定量化したところ、

rSeV/dM 投与群において無治療コントロール群と比較し有意に GFP が発現して

いた（舌：無治療コントロール群 1.0 arbitrary unit [a.u.] ± 0.58 vs rSeV/dM 投

与群 20.9 a.u. ± 3.5；p < 0.01、頸部リンパ節：無治療コントロール群 0.4 a.u. 

± 0.3 vs rSeV/dM 投与群 28.2 a.u. ± 10.6 ；p < 0.01）（図６C）。 

上記と同じモデルにおいて、舌および頸部リンパ節における GFP mRNA の発

現を検討したところ、rSeV/dM 投与群において無治療コントロール群と比較し

有意に GFP mRNA が発現していた（舌：無治療コントロール群 1.5 arbitrary 

units [a.u.] ± 0.5 vs rSeV/dM 投与群 139.3 a.u. ± 59.0；p < 0.05、頸部リンパ

節：無治療コントロール群 3.2 a.u. ± 1.6 vs rSeV/dM 投与群 64.9 a.u. ± 

42.8 ；p < 0.05）（図６D）。 

rSeV/dM と BioKnife のレポーター遺伝子である GFP がセンチネルリンパ節内

で発現しているかどうかを確認するために in vivo imaging system を使用して検

討したところ、無治療コントロール群では ICG のシグナルが集積しているセン

チネルリンパ節内に GFP の発現を認めなかったが、rSeV/dM 投与群および

BioKnife投与群においては ICGで同定したセンチネルリンパ節内で GFP の発現
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を認めた（図６E）。 

 

2.3.4 遺伝子組み換えセンダイウイルスの頸部リンパ節転移抑制に関する検討 

舌扁平上皮癌頸部リンパ節転移マウスモデルにおいて、腫瘍移植14日、16日、

および 18 日後にそれぞれ、BioKnife（1 × 10
6
 CIU /20 µL PBS）、rSeV/dM（1 × 10

6
 

CIU /20 µL PBS）あるいは PBS（20 µL）をマウスの舌左縁の腫瘍に注入し、移

植 25 日後に犠牲死させ、全ての頸部リンパ節を摘出し、LNM を有するマウス

の比率、および全ての頸部リンパ節における LNM の陽性率を算出した。図７A

に実験プロトコルを示す。無治療コントロール群と rSeV/dM 投与群において、

腫瘍移植後 23 日目から 25 日目にかけて原発巣の舌腫瘍が自潰したマウス及び

舌腫瘍が自潰し突然死したマウスがそれぞれの群に４匹ずついたので、それら

を解析から除外した。LNM を有するマウスの比率は、無治療コントロール群（n 

= 6）および rSeV/dM 投与群（n = 6）においていずれも 83.3%であったが、BioKnife

投与群（n = 10）においては 30.0%で、他の群と比較して有意にリンパ節転移を

抑制した（p < 0.05、図７B、n はマウスの匹数）。全ての頸部リンパ節における

LNM の陽性率は、無治療コントロール群（n = 21）および rSeV/dM 投与群（n = 

18）においてそれぞれ 42.9%および 27.8%であったが、BioKnife 投与群（n = 43）

においては 11.6%で、他の群と比較して有意に LNM を抑制した（p < 0.05、図７

C、n はリンパ節の個数）。上記のモデルにおいて、BioKnife 投与群が無治療コン

トロール群と比較し移植した舌腫瘍を有意に縮小させており（p < 0.01、図７D）、

原発巣に対する抗腫瘍効果が LNM の抑制効果に影響を与えている可能性が示

唆された。しかしながら、腫瘍移植後 14 日で 6 割、移植後 21 日で約 9 割程度

のマウスが LNMを有するマウスモデルにおいて、腫瘍移植後 14日から BioKnife

を投与開始し、腫瘍移植後 25 日目における BioKnife 投与群の LNM を有するマ
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ウスの比率が 30%（図７B）であったことを考えると、十分 BioKnife が LNM を

抑制していると考えられた。 

2.3.4.1 頸部リンパ節内の転移巣における遺伝子組み換えセンダイウイルスの

感染の有無 

上記と同じモデルにおいて、頸部リンパ節内の転移巣に遺伝子組み換えセン

ダイウイルスが感染しているかどうかを確認するため、抗 SeV 抗体を使用して

免疫組織化学的染色を行ったところ、無治療コントロール群では抗 SeV 抗体は

陰性だったが、rSeV/dM 投与群及び BioKnife 投与群で頸部リンパ節転移巣の腫

瘍細胞の細胞質内で抗 SeV 抗体陽性（茶色）であった（図８A）。 

上記と同じモデルにおいて、舌および頸部リンパ節における GFP mRNA の発

現を検討したところ、rSeV/dM 投与群および BioKnife 投与群において無治療コ

ントロール群と比較し有意に GFP mRNA が発現していた（舌：無治療コントロ

ール群 2.21 arbitrary units [a.u.] ± 1.21 vs rSeV/dM 投与群 251.81 a.u. ± 

95.47；p < 0.05、無治療コントロール群 2.21 a.u. ± 1.21 vs BioKnife 投与群 

238.21 a.u. ± 96.34；p < 0.05、頸部リンパ節：無治療コントロール群 3.40 a.u. 

± 2.09 vs rSeV/dM 投与群 50.02 a.u. ± 13.43；p < 0.05、無治療コントロール

群 3.40 a.u. ± 2.09 vs BioKnife 投与群 47.51 a.u. ± 13.09；p < 0.05）（図８B）。 

2.3.4.2 頸部リンパ節内の転移巣における遺伝子組み換えセンダイウイルスに

よるアポトーシス誘導に関する検討 

上記と同じモデルにおいて、頸部リンパ節内の転移巣で遺伝子組み換えセン

ダイウイルスがアポトーシスを誘導しているかどうかを確認するため、ApopTag 

peroxidase in situ apoptosis detection kit 使用してアポトーシスを検出したところ、

無治療コントロール群ではまったくアポトーシスは検出されず、rSeV/dM 投与

群では転移巣の腫瘍細胞に散在性にアポトーシスを認める（茶色）だけだった
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が、BioKnife 投与群では明らかに腫瘍細胞が一塊としてアポトーシスを誘導し

ていた（茶色）（図９）。 

 

2.4 考察 

頭頸部癌における臨床的 N0 症例に対する治療として予防的に頸部郭清術を

行うか、厳重に経過観察を行うかは、診断機器や治療法に関する知識や技術の

目覚しい進歩があったにも関わらず、未だに最適な解は得られず、多くの研究

者や臨床家が長年議論しているところである。予防的頸部郭清術は根治的頸部

郭清術と比べ機能を温存するために、筋肉や大血管、神経などを可能な限り温

存して手術を行うが、長期間頸部のつっぱり感やしびれ、予定外の神経障害に

悩まされることが多い。また、口腔癌の潜在的な LNM は 20－30%だと言われて

いる 29-31)ので、口腔癌の予防的頸部郭清術を行った 70－80%の症例は不要な頸

部郭清術を行うことになる。Weiss らは、潜在的 LNM の確率が 20%を超えるよ

うなら、予防的頸部郭清術を行うべきであると報告している 58）。そのような状

況の中で、現在の画像診断機器では検出できない臨床的 N0 症例の頸部リンパ節

の微小転移に対して、低侵襲かつがん特異的に治療効果を発揮する薬剤等の登

場が期待されていた。 

本章では、uPA 活性依存的に細胞膜融合を誘導する腫瘍溶解性センダイウイ

ルス BioKnife が、舌扁平上皮癌頸部リンパ節転移マウスモデルにおいて頸部リ

ンパ節へ移行し、微小転移巣に感染し、抗腫瘍効果を発揮するかどうか検討し

た。重要な実験結果としては、①原発巣に注入した rSeV はセンチネル理論に従

って頸部リンパ節へ移行し、頸部リンパ節内でレポーター遺伝子である GFP 遺

伝子を発現したこと、②BioKnife が LNM に感染し、LNM を抑制したこと、③

BioKnife が感染した LNM 内でアポトーシスが誘導されたこと、が挙げられる。
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②に関しては、原発巣に対する BioKnife の抗腫瘍効果が LNM に対する抗腫瘍

効果の評価に影響を与えることを危惧して、予備実験でまず舌扁平上皮癌頸部

リンパ節転移マウスモデルにおける腫瘍移植 14日後と 21日後の LNMを有する

マウスの比率を測定した。腫瘍移植 14 日後では 60%のマウスが、腫瘍移植 21

日後では 80％のマウスが LNM を有しており、HSC-3-M3 を樹立した Matsui ら

の報告 57)とほぼ一致していた。この実験結果から、rSeV を投与する腫瘍移植 14

日後に約 60%のマウスに頸部リンパ節転移していることが予想されるが、腫瘍

移植 25 日後の検討では BioKnife 投与群のマウスの 30%に LNM を認めるのみで

あったので、BioKnife 投与群では有意に原発巣の縮小効果を認めると同時に、

LNM に関しても BioKnife 投与群は他の 2 群と比較し有意に LNM を抑制したと

考えられる。臨床上、早期の頭頸部扁平上皮癌患者における潜在的 LNM に対し

て、腫瘍溶解性センダイウイルスによる治療はより現実的で低侵襲な治療にな

りうると考えられる。 

BioKnife は、これまで神経膠芽腫同所移植マウスモデル 54)や胸膜中皮腫同所

移植マウスモデル 55)、また我々の研究チームが確立した甲状腺未分化癌同所移

植マウスモデル 19)および頭頸部扁平上皮癌同所移植マウスモデル 20)において、

良好な腫瘍縮小効果や生存率延長に寄与していることを報告してきている。こ

れらの悪性腫瘍は uPA を高発現し、その uPA 活性が腫瘍の悪性度と相関してい

ることが知られている 59-62）。そのため、高悪性度の腫瘍に対して、BioKnife は

効率よく抗腫瘍効果を発揮することが期待できる。本章では、BioKnife が uPA

を高発現しているHSC-3-M3を移植した原発巣のみならず LNMに対しても治療

効果を発揮したので、高頻度に転移する悪性度の高い頭頸部扁平上皮癌に対す

る臨床応用が期待される。 

リンパ流に関しては、がん細胞の転移の経路になりうる一方で、治療因子を
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投与する経路としても利用されている。LNM を標的とした腫瘍溶解性ウイルス

療法についてほとんど報告はないが、Kikuchi らは腫瘍溶解性アデノウイルスが

直腸癌マウスモデルにおいて原発巣に対するウイルス投与により局所リンパ節

転移を抑制したことを報告している 56）。本研究では、BioKnife がセンチネル理

論に従って頸部リンパ節に移行し、LNM を抑制することを示したが、Kikuchi

らの報告と比較した際に我々の研究にのみ見られる特徴としては、①ICG を利

用し、SNを同定した上で rSeVのレポーター遺伝子の発現状況を確認したこと、

②免疫組織化学的に rSeV が LNM 内に感染し、uPA 依存的に腫瘍を溶解する

BioKnife がアポトーシスを誘導していることを証明したことである。BioKnife

投与群が rSeV/dM 投与群と比較し有意に LNM を抑制した理由としては、図８B

が示すように BioKnife 投与群と rSeV/dM 投与群において同程度の GFP mRNA

を発現することから転移リンパ節内の LNM における感染効率は同じだと推測

されるが、BioKnifeが uPA依存的にLNMの細胞膜融合・アポトーシスを誘導し、

効率的に腫瘍細胞を排除するため、LNM を有意に抑制したのではないかと考え

ている。 

本研究の限界としては、rSeV がリンパ流に沿って LNM に到達するまでの過

程が分からないことである。仮説としては、①rSeV が直接リンパ流に乗って転

移リンパ節に移行し、LNM に直接感染する経路や、②免疫担当細胞による rSeV

の貪食や rSeV が感染したがん細胞そのものを担体として LNM まで移行する経

路が考えられる。rSeV の頸部リンパ節への移行経路を証明するためには、さら

なる研究が必要である。 

本研究の結果から、腫瘍溶解性センダイウイルスは、臨床的 N0 症例であって

も、最初に転移をきたす SN に対して特異的な予防的治療を行うことができ、後

発リンパ節転移の予防効果が期待できる。また、導入化学療法や化学放射線療
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法などとの併用の際にも LNM の制御が期待できる。特に、原発巣に対する低侵

襲手術である経口的腫瘍切除術や LNMに対する SNNS を SN転移標的治療と組

み合わせることで、不要な頸部郭清術を回避することができ、さらには SN 転移

標的治療で現在画像診断では検出できない頸部リンパ節の微小転移を抑制でき

ることから、治療の低侵襲化による患者の QOL 向上のみならず、頭頸部癌の予

後向上を目指した新たな治療戦略を展開できるものと考えている。これまでに

頭頸部領域で SN 転移を標的とした治療法の報告はほとんどなく、本研究では臨

床応用が容易な手法を用いており、BioKnife による SN 転移標的治療は新たな頭

頸部癌低侵襲治療になりうると考えている。 
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第 3 章 遺伝子組み換えセンダイウイルスによる抗腫瘍免疫誘導に関する検討 

3.1 背景 

頭頸部癌における重要な予後因子として頸部リンパ節転移と遠隔転移が挙げ

られ、頭頸部癌の遠隔転移は頸部リンパ節転移ほど頻度が高くないものの、遠

隔転移を有する症例は根治を期待できず、予後は極めて不良である 2)。化学療法

や放射線療法、手術療法を併用する集学的治療に関する報告では、化学療法や

放射線療法、手術療法の併用だけでは遠隔転移を制御することができず、生存

期間延長の可能性はあるものの効果は限定的だとする報告 2, 63, 64）がほとんどで、

遠隔転移に対する治療成績や患者QOLの観点からも新たな治療戦略の見直しが

必要である。 

腫瘍溶解性ウイルスは、がん細胞に特異的に感染して、細胞死させるウイル

スである。腫瘍溶解性ウイルスが感染したがん細胞は溶解し、新たなウイルス

粒子が周囲のがん細胞に感染していくが、一方で腫瘍特異的にがん細胞を溶解

させることにより、がんから特異的な抗原が放出され、宿主の抗腫瘍免疫活性

を上昇させることが報告されている 65, 66）。宿主の免疫には、ウイルスを不活化

して腫瘍溶解性ウイルス療法の障害となる自然免疫がある一方で、がん細胞に

特異的に感染することにより、免疫系の作用を腫瘍に指向させ、抗腫瘍免疫を

長時間持続させることができる獲得免疫がある 67, 68）。腫瘍溶解性ウイルスの臨

床応用に関しては、米国食品医薬品局は 2015 年に初めて、切除不能悪性黒色腫

に対して、抗腫瘍免疫を増強する GM-CSF 遺伝子を搭載した腫瘍溶解性ヘルペ

スウイルス（talimogene laherparepvec）を認可している 69）。また、神経膠腫マウ

スモデルにおいて、腫瘍溶解性アデノウイルスを連続投与することによって抗

腫瘍免疫を誘導し、生存期間延長に寄与したとの報告があり 70）、免疫刺激因子

をウイルスベクターに搭載していなくても、がん特異的な細胞溶解により抗腫
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瘍免疫を誘導できることが示唆された。 

我々は、腫瘍溶解性センダイウイルスを原発巣に投与することにより、原発

巣に対する治療効果に加え、腫瘍溶解性センダイウイルスががん細胞を特異的

に細胞死させ、放出されたがん抗原により抗腫瘍免疫が誘導される可能性を考

えた。もし腫瘍溶解性センダイウイルスを用いた遠隔転移標的治療が実現でき

れば、臨床的 M0 症例であっても、遠隔転移に特異的な予防的治療を行うことが

期待できる。また、導入化学療法や化学放射線療法などとの併用の際にも遠隔

転移制御が期待できるので、患者の QOL 向上のみならず、頭頸部癌の予後向上

を目指した新たな治療戦略を展開できるものと考えている。 

この章では、腫瘍溶解性センダイウイルス BioKnife がマウス由来の扁平上皮

癌細胞株 SCCVII を用いた頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいて

BioKnife が抗腫瘍免疫を誘導し、擬似転移巣に対して抗腫瘍効果を発揮するか

どうか、またそのメカニズムについて検討した。 

 

3.2 方法 

3.2.1 細胞株 

対象細胞株として、正常免疫を有する C3H/HeN マウス由来の扁平上皮癌細胞

株である SCCVII を使用した。SCCVII は Roswell Park Memorial Institute 1640 

medium（RPMI1640）を用いて培養した。培地には、10% Fetal bovine serum (FBS)、

50 units/mL Penicillin および 50 µg/mL Streptomycin を添加している。培養は 5% 

CO2、37°C の湿潤環境のインキュベーター内で実施した。 

 

3.2.2 遺伝子組み換えセンダイウイルス 

治療ウイルスである uPA 活性依存的腫瘍溶解性センダイウイルス BioKnife お
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よびコントロールウイルス（rSeV/dM）の作製方法は 2.2.2 項で述べた通りであ

り、いずれもレポーター遺伝子として Green fluorescent protein（GFP）遺伝子を

コードしている。本研究で使用したウイルスは全て共同研究企業である ID ファ

ーマ社（旧 DNAVEC 社、東京）から提供を受け、使用まで－80°C で保存した。 

 

3.2.3 SCCVII に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスの in vitro 殺細胞効果

に関する検討 

SCCVII の uPA 活性値は、図３で示した通り、他の頭頸部扁平上皮癌細胞株と

比較し最も低く、予備実験において BioKnife の単回投与では十分な殺細胞効果

を得ることができなかったので、以下に示す実験を行った。 

3.2.3.1 SCCVII に対する遺伝子組み換えセンダイウイルス連続投与による抗

腫瘍効果の経時的観察 

SCCVII（1 × 10
5
 cells）を 35-mm dish に播種し、37°C・5% CO2湿潤環境下で

インキュベートし、BioKnife を 10
 
multiplicities of infection（MOI）ずつ、腫瘍播

種 24 時間後（単回投与）、あるいは腫瘍播種 24、48、72、96 時間後（4 日連続

投与）に投与した。以後、蛍光顕微鏡 BZ8000（キーエンス、大阪）を用い、37°C・

5% CO2湿潤環境下でインキュベートしつつ、ウイルス感染後の細胞形態変化に

ついて経時的な定点観測を実施した。ウイルス投与 24 時間後、48 時間後、72

時間後、および 96 時間後に、位相差顕微鏡および蛍光顕微鏡で撮影した画像を

重ね合わせ、BioKnife 単回投与群と 4 日連続投与群を比較検討した。 

3.2.3.2 SCCVII に対する遺伝子組み換えセンダイウイルス連続投与による殺

細胞効果の測定 

SCCVII 3 × 10
3
 cells/100µL/well を 96-well plate に播種した。rSeV/dM 投与群お

よび BioKnife 投与群のそれぞれの群において、単回投与群、2 日連続投与群、4
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日連続投与群の 3 群を設定した。単回投与群は腫瘍播種 24 時間後に、2 日連続

投与群は腫瘍播種 24、48 時間後に、4 日連続投与群は腫瘍播種 24、48、72、96

時間後に rSeV/dM または BioKnife を投与した。ウイルスの投与力価に関しては、

それぞれの群において播種細胞に対し 1、5、10、25 MOI相当の rSeV/dM または

BioKnifeを投与した。初回のウイルス投与 100 時間後に Cell count kit-8（同仁堂、

熊本）を用いた WST-8 試験を行い、相対的な生細胞数比を評価した。吸光度測

定および各ウイルス力価の殺細胞効果の算出方法は 2.2.3.3 項で述べた通りであ

る。 

 

3.2.4 頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデル 

動物モデルには、5～8 週齡の C3H/HeN マウス雌（日本 SLC、静岡）を用い、

BioKnife 投与群、rSeV/dM（コントロールウイルス）投与群、PBS 投与（無治療

コントロール）群に分けて実施した。実験計画の承認や動物に対する各種処置・

飼育、マウスの全身麻酔の方法は、2.2.4 項と同様である。 

同種同系統のマウス由来の扁平上皮癌細胞株を使用し、頭頸部扁平上皮癌擬

似転移マウスモデルを作成した。擬似転移マウスモデルを選択した理由は、予

備実験で口腔底に SCCVII を移植し原発巣を作成しても、腫瘍移植後 28 日目の

時点で肺転移等の遠隔転移が認められなかったからである。SCCVII（1 × 10
5
 

cells/20 µL PBS）細胞浮遊液を、一次腫瘍として全身麻酔下の C3H/HeN マウス

の口腔底に 30G 針を装着した Hamilton シリンジを用いて注入移植した。腫瘍移

植 1、2、3、4 日後に、BioKnife 投与群（n = 10）、rSeV/dM 投与群（n = 10）、無

治療コントロール群（n = 10）において、それぞれ BioKnife（1.0 × 10
6
 CIU /20 µL 

PBS）あるいは rSeV/dM（1.0 × 10
6
 CIU /20 µL PBS）あるいは PBS（20 µL）を、

全身麻酔下で腫瘍を移植した口腔底に注入した。4 回目のウイルスあるいは PBS
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を投与した 4日目に、擬似転移として左側腹部にSCCVII（1 × 10
5
 cells/20 µL PBS）

細胞浮遊液を注入し、二次腫瘍を作製した。腫瘍径はデジタルノギスを用いて

計測し、長径 a（mm）、短径 b（mm）として腫瘍体積を次式のように算出した：

腫瘍体積（mm
3） = 4π/3 × a/2 × (b/2)

2
 ≒ 4 × a/2 × b

2
/4 = ab

2
/2。マウスの体重が

－20%を超えたマウスは安楽死させ、実験から除外した。腫瘍移植 25 日後に犠

牲死させ、以下の実験で遺伝子組み換えセンダイウイルスが擬似転移巣を抑制

するメカニズムについて検討した。 

3.2.4.1 細胞傷害性 T 細胞アッセイ 

一次腫瘍にウイルスを投与し、SCCVII 細胞に対して腫瘍特異的免疫反応によ

る細胞傷害性が増強するかどうかを検討するため、細胞傷害性 T 細胞アッセイ

を行った。3 群の犠牲死したマウスの脾臓をそれぞれ、氷上の 10% FBS 含有

RPMI1640 を入れた 60 mm dish 内に浸し、70-µm strainer (BD Biosciences、San Jose、

CA)を使用し脾臓をすり潰して脾臓細胞を採取した。混入した赤血球は ACK 

lysing buffer (Life technologies、Waltham、MA)を使用し除去した。脾臓細胞は 3

回 PBS で洗浄し、10% FBS 含有 RPMI1640 で遠心、再懸濁した。このエフェク

ター細胞を含む脾臓細胞の細胞傷害性を活性化させるため、100 グレイ照射した

SCCVII 細胞（1 × 10
6
 cells）と 5 日間共培養した。その後、共培養した脾臓細胞

はエフェクター細胞として回収した。エフェクター細胞とターゲット細胞であ

る SCCVII 細胞（1 × 10
3 

cells）を、それぞれ 100:1、33:1、10:1、3:1 の割合で 96-well 

plate に撒き、5% CO2、37°C の湿潤環境下で 4 時間インキュベートした。細胞傷

害性T細胞アッセイは、DNAフラグメンテーションELISAキット（Roche Applied 

Science、Mannheim、Germany）を添付文書の通り使用した。このキットは、

5-bromo-2-deoxy-uridine（BrdU）がターゲット細胞の細胞死によって放出された

DNA を標識するために使用されており、培養上清に放出された BrdU 標識 DNA
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断片を検出する ELISA キットである。 

3.2.4.2 フローサイトメトリーによる脾臓の免疫担当細胞誘導の解析 

一次腫瘍にウイルスを投与し、SCCVII 細胞に対して免疫担当細胞が誘導され

るかどうかを検討するため、脾臓における樹状細胞、CD4 細胞、CD8 細胞の細

胞数を、フローサイトメトリー（FACSAria II、BD Biosciences、San Jose、CA）

を使用して解析した。3 群の犠牲死したマウスの脾臓をそれぞれ、氷上の 10% 

FBS 含有 RPMI1640 を入れた 60 mm dish 内に浸し、70-µm strainer を使用し脾臓

をすり潰して脾臓細胞を採取した。その後、培地を 0.5 mg/mL のコラゲナーゼ

（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）および 0.025 mg/mL の DNase I （Roche 

Diagnostics、Indianapolis、IN）を含有した RPMI1640 に替え、5% CO2、37°C の

湿潤環境下で 2 時間インキュベートした。再度 70-µm strainer を使用し脾臓細胞

を回収し、ACK lysing buffer を使用し赤血球を除去した後、3 回 PBS で洗浄し、

FACS バッファー（2% Fetal calf serum と 0.05% NaN3を含有した PBS）で遠心、

再懸濁した。樹状細胞を同定するために、FITC-conjugated anti-mouse Siglec-H 抗

体（1:10、BioLegend、San Diego、CA)、Pacific Blue™-conjugated anti-mouse CD317

抗体（1:10、BioLegend）、APC-conjugated anti-mouse CD11c 抗体（1:10、BioLegend）

を使用して 30 分間氷上で染色した。CD4 細胞を同定するために、APC-conjugated 

anti-mouse CD4 抗体（1:10、eBioscience、San Diego、CA）を使用して 30 分間氷

上で染色した。CD4 細胞を同定するために、FITC-conjugated anti-mouse CD8a 抗

体（1:10、eBioscience）を使用して 30 分間氷上で染色した。 

3.2.4.3 免疫組織化学的染色による擬似転移巣における免疫担当細胞誘導に関

する検討 

BioKnife 投与群でどの免疫担当細胞が直接擬似転移巣の縮小に関与している

かを検討するため、抗 CD4 抗体および抗 CD8 抗体、抗 DEC205 抗体を用いて免
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疫組織化学的染色を行った。抗 DEC205 抗体は樹状細胞を同定するために使用

した。免疫組織化学的染色の方法は過去の文献の通りである 71）。rat anti-mouse 

CD4 抗体（BD Pharmingen、San Diego、CA）、rat anti-mouse CD8a 抗体（BD 

Pharmingen）、rat anti-mouse DEC205 抗体（AbD Serotec、San Diego、CA）の希釈

倍率はそれぞれ 1:100、1:100、1:25 である。検体は CCD カメラ (DP26、オリン

パス、東京) で撮影した。 

 

3.2.5 統計手法 

実験結果の値は、平均 ± 標準誤差で表している。検討には、統計ソフト Prism 

5 （GraphPad software, Inc.、La Jolla、CA、USA）および Microsoft Excel add-in 

software Statcel（Ver. 3, OMS publishing、埼玉）を用いた。2 群間の比較には

Mann-Whitney U-test を用いた。3 群間の比較については、フローサイトメトリー

解析では one-way ANOVA の後 Williams test を行い、その他の実験では

Kruskal-Wallis testの後 Steel-Dwass testを行った。5 %以下を統計学的有意とした。 

 

3.3 結果 

3.3.1 SCCVII に対する遺伝子組み換えセンダイウイルスの in vitro 殺細胞効果

に関する検討 

C3H/HeN マウス由来の扁平上皮癌細胞株 SCCVII に対する BioKnife 連続投与

後の SCCVII の形態変化を観察した。BioKnife 投与群において、単回投与群、4

日連続投与群の 2 群を設定した。位相差顕微鏡像と GFP 蛍光顕微鏡像を重ね合

わせた像において、BioKnife 単回投与群では SCCVII の形態に変化はなく細胞死

を引き起こさなかったが、BioKnife 4 日連続投与群では投与 48 時間後には GFP

を発現する融合細胞を認め、投与 96 時間後には明らかな SCCVII の細胞死を引

き起こした（図１０A）。定点観測による連続撮影によって得られたタイムラプ
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ス顕微鏡像では、BioKnife 投与直後は腫瘍細胞の形態に明らかな変化を認めな

かったが、投与 24 時間後を過ぎた頃から GFP 発現を伴う細胞が出現し、周辺の

細胞と融合し多核巨細胞化する過程を観察した。投与 72－96 時間後で多核巨細

胞は破裂するように細胞死し始めることが確認された。 

WST-8 試験では、rSeV/dM 投与群と BioKnife 投与群の 2 群をさらに、単回投

与群、2 日連続投与群、4 日連続投与群の 3 群に分けて測定した。WST-8 試験は、

rSeV/dM と BioKnife の力価は 0－25 MOIの範囲で、ウイルス投与 100 時間後に

測定している。SCCVII に対する BioKnife 投与群の殺細胞効果は、rSeV/dM 投与

群と比較して有意に高く、ウイルス力価依存的かつ投与回数依存的に殺細胞効

果を示した（2 日連続投与における 25 MOI：p < 0.05、4 日連続投与における 10 

MOIと 25 MOI それぞれ：p < 0.05、図１０B－D）。BioKnife 投与群は、25 MOI

の高力価および 4 日連続投与で一番高い殺細胞効果を示した（10 MOI において

Kruskal-Wallis test で p = 0.003、Steel-Dwass test で BioKnife 単回投与群 vs 2 日連

続投与群と BioKnife 単回投与群 vs 4 日連続投与群においてそれぞれ p < 0.05、

25 MOIにおいて Kruskal-Wallis test で p = 0.005、Steel-Dwass test で BioKnife 単

回投与群 vs 2 日連続投与群と BioKnife 単回投与群 vs 4 日連続投与群において

それぞれ p < 0.05、図１０E）。 

 

3.3.2 頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおける BioKnife による擬似転

移巣の抑制効果 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいて、BioKnife を原発巣に投与

することにより擬似転移巣が抑制されるかどうかを in vivo で検討した。in vitro

の殺細胞効果の測定で BioKnife 4 日連続投与が最も殺細胞効果を示したことを

踏まえて、この in vivo の擬似転移マウスモデルにおいても 4 日連続投与を採用
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した。頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルの実験プロトコルを図１１A に

示す。BioKnife 投与群、rSeV/dM 投与群、無治療コントロール群の 3 群間で原

発巣の腫瘍抑制効果に有意な差は認めなかったが（Kruskal-Wallis test で p = 

0.199、図１１B）、BioKnife 投与群と無治療コントロール群の間で擬似転移巣の

有意な腫瘍抑制効果を認めた（Kruskal-Wallis test で p = 0.043、Steel-Dwass test

で無治療コントロール群 vs BioKnife 投与群において p < 0.05、図１１C）。この

結果から、SCCVII に対する BioKnife 連続投与の殺細胞効果によって腫瘍特異的

免疫反応が誘導され、擬似転移巣を縮小させたと考え、以下の実験を行った。 

3.3.2.1 細胞傷害性 T 細胞アッセイ 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいて、BioKnife を原発巣に投与

することにより腫瘍特異的免疫反応を誘導するかどうか検討するため、脾臓細

胞を採取して細胞傷害性 T 細胞アッセイを行った（図１２）。エフェクター細胞：

ターゲット細胞比が 33：1 の時、BioKnife 投与群が他の 2 群と比較して SCCVII

に対する有意な細胞傷害性を示した（Kruskal-Wallis test で p = 0.001、Steel-Dwass 

test で無治療コントロール群 vs BioKnife 投与群と rSeV/dM 投与群 vs BioKnife

投与群においてそれぞれ p < 0.05）。また、エフェクター細胞：ターゲット細胞

比が 100：1 の時、3 群間で SCCVII に対する有意な細胞傷害性を示した

（Kruskal-Wallis test で p < 0.001、Steel-Dwass test で無治療コントロール群 vs 

rSeV/dM 投与群、無治療コントロール群 vs rSeV/dM 投与群、rSeV/dM 投与群 vs 

BioKnife 投与群においてそれぞれ p < 0.05）。これらの結果から、BioKnife 投与

群において SCCVII に対する有意な細胞傷害性が誘導され、擬似転移巣の縮小に

関与していると考えられた。 

3.3.2.2 フローサイトメトリーによる脾臓の免疫担当細胞誘導の解析 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいて、BioKnife を原発巣に投与
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することにより全身性に免疫担当細胞を誘導するかどうか検討するため、脾臓

におけるフローサイトメトリー解析を行った（図１３）。BioKnife 投与群と

rSeV/dM 投与群の樹状細胞および CD4 細胞、CD8 細胞は、無治療コントロール

群と比較して有意に増加を認めた（樹状細胞において one-way ANOVA で p = 

0.039、Williams test で無治療コントロール群 2.3% vs rSeV/dM 投与群 4.6%、無治

療コントロール群 2.3% vs BioKnife 投与群 4.3%においてそれぞれ p < 0.05、CD4

細胞において one-way ANOVA で p = 0.011、Williams test で無治療コントロール

群 15.2% vs rSeV/dM 投与群 23.8%、無治療コントロール群 15.2% vs BioKnife 投

与群 25.1%それぞれ p < 0.05 および p < 0.01、CD8 細胞において one-way ANOVA 

で p = 0.008、Williams testで無治療コントロール群 4.1% vs rSeV/dM投与群 5.8%、

無治療コントロール群 4.1% vs BioKnife 投与群 8.4%それぞれ p < 0.05 および p < 

0.01）。これらの結果から、ウイルスの投与により全身性に免疫担当細胞が誘導

され、特に BioKnife 投与群が他の 2 群と比較して CD8 細胞を誘導する傾向を認

めた。 

3.3.2.3 擬似転移巣における免疫担当細胞誘導に関する検討 

BioKnife 投与群でどの免疫担当細胞が直接擬似転移巣の縮小に関与している

かを検討するため、抗 CD4 抗体および抗 CD8 抗体、抗 DEC205 抗体を用いて免

疫組織化学的染色を行った。抗 DEC205 抗体は樹状細胞を同定するために使用

した（図１４）。どの群においても擬似転移巣内には樹状細胞と CD4 細胞を認め

なかったが、BioKnife 投与群において CD8 細胞が擬似転移巣に浸潤している像

を観察した。これらの結果から、擬似転移巣の腫瘍抑制効果は CD8 細胞が直接

関与していることが示唆された。 

 

3.4 考察 
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腫瘍溶解性ウイルスは、直接的な抗腫瘍効果だけでなく、その腫瘍溶解の過

程で宿主の抗腫瘍免疫が誘導・賦活化されることにより、遠隔転移病変に対し

ても抗腫瘍効果を発揮することが報告されている 65, 66）。悪性黒色腫においては、

免疫チェックポイント阻害剤である抗PD-1抗体と腫瘍溶解性ウイルスを併用す

ることによって、有意に治療効果を増強したと報告されている 72）。 

本章では、uPA 活性依存的に細胞膜融合を誘導する腫瘍溶解性センダイウイ

ルス BioKnife が、頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいて癌を特異的

に細胞死させることで抗腫瘍免疫を誘導し、擬似転移巣を抑制するかどうか、

またそのメカニズムについて検討した。重要な実験結果としては、①原発巣に

BioKnife を 4 日連続注入することにより、原発巣の縮小は認められなかったも

のの、擬似転移巣を抑制したこと、②原発巣に rSeV を 4 日連続注入することに

より、脾臓において樹状細胞や CD4 細胞、CD8 細胞が誘導され、特に BioKnife

投与群において CD8 細胞を強く誘導する傾向を認めたこと、③BioKnife 投与群

において、CD8 細胞が擬似転移巣に浸潤しており、CD8 細胞が擬似転移巣に対

する抗腫瘍効果の主役であると考えられたこと、が挙げられる。これらの実験

結果から、原発巣に十分な殺細胞効果を発揮する力価の BioKnife を投与すれば、

擬似転移巣を抑制するだけの抗腫瘍免疫を誘導できることが証明されたと考え

る。 

本研究で使用した SCCVII の uPA 活性に関しては、図３に示す通り、他の頭

頸部癌細胞株と比較しても一番低い細胞株であった。実験系として、uPA 活性

の高い細胞株を選択したいところであるが、マウスの免疫系を観察するために

はそのマウス由来の細胞株を使用する他なく、現在のところ渉猟する限り、マ

ウス由来の頭頸部扁平表皮癌細胞株は SCCVII のみである。本研究では、有効な

殺細胞効果を発揮するため、BioKnife の連続投与を行い、SCCVII に対して良好
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な殺細胞効果を発揮することができた。これまでの BioKnife に関する先行論文

では、胸膜中皮腫同所移植マウスモデル 55)や我々の研究チームが確立した甲状

腺未分化癌同所移植マウスモデル 19)、舌扁平上皮癌同所移植マウスモデル 20)に

おいて BioKnife を連続投与することにより治療効果の向上を得たことを報告し

ており、第 2 章の SN 転移標的治療のマウスモデルにおいても BioKnife の連続

投与により有意な頸部リンパ節転移の抑制を得ることができた。BioKnife に感

染した腫瘍細胞は、retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)や NF-κB を活性化するこ

とにより uPA を発現することが報告されており 55)、BioKnife を複数回投与する

ことにより uPA が低い腫瘍細胞でもより大きな抗腫瘍効果が得られるのだと予

想される。 

原発巣に BioKnife を 4 日連続注入しても、原発巣に対して腫瘍抑制効果を認

めなかったのは、SCCVII細胞株の細胞増殖能が非常に高いからだと考えている。

腫瘍増殖速度の観察結果として、図１１に示す通り、Day 0 に移植した原発巣の

腫瘍増殖速度と、Day 4 に移植した擬似転移巣の腫瘍増殖速度は異なっている。

過去の文献から、腫瘍をマウスに移植するだけでも、自然免疫および獲得免疫

が誘導され、異時的に移植された腫瘍の拒絶の度合いは移植するタイミングに

よることが分かっている 73）。そのため、擬似転移巣の増殖速度は原発巣に比較

して遅くなり、癌特異的な抗腫瘍免疫の誘導を観察するのに適した条件が整う

のだと考える。 

フローサイトメトリーの結果で、rSeV/dM 投与群と BioKnife 投与群の両群と

も無治療コントロール群と比較して有意に免疫担当細胞を誘導していたにも関

わらず、BioKnife 投与群が細胞傷害性 T 細胞アッセイで他の 2 群と比較し有意

に高い細胞傷害性を示したことや in vivo の実験で無治療コントロール群と比較

し有意に擬似転移巣を抑制したことは、BioKnife が uPA 依存的に SCCVII の細
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胞膜融合・多核巨細胞化を引き起こし、アポトーシスを誘導して細胞死させる

ことにより、癌特異的な抗原量が増え、より強い抗腫瘍免疫を誘導したからだ

と考えている。BioKnife が uPA 依存的に腫瘍細胞の細胞膜融合・多核巨細胞化

を引き起こし、アポトーシスを誘導して殺細胞効果を発揮することは過去の文

献においても 54, 55)、第 2 章の結果においても示されている。アポトーシスによ

り抗原量が増えることによって細胞傷害性 T 細胞が活性化され強い抗腫瘍免疫

を誘導することは以前より指摘されており 74-78)、この事実を支持している。な

ぜフローサイトメトリーの結果でコントロールウイルスである rSeV/dM 投与群

でも免疫担当細胞の誘導が見られ、細胞傷害性 T 細胞アッセイで無治療コント

ロール群と比較し有意に高い細胞傷害性を示したかについては、紫外線で不活

化した SeV を高力価で投与すると樹状細胞や CD4 細胞、CD8 細胞が誘導され、

細胞傷害性 T 細胞が活性化されるという Kurooka らの報告 79)から推測できる。

Kurooka らの報告ほどの高力価の SeV ではないが、コントロールウイルスであ

る rSeV/dM を投与するだけでも脾臓において樹状細胞や CD4 細胞、CD8 細胞が

誘導され、本研究での in vitro の実験で有効な殺細胞効果を示さず、in vivo の実

験で有意差が出るほどの擬似転移巣抑制効果はなかったが、ある程度の抗腫瘍

免疫が誘導されたのだと考えられる。 

誘導された抗腫瘍免疫が癌特異的かどうかを支持するデータとしては、細胞

傷害性 T 細胞アッセイにおいてコントロール群でエフェクター細胞：ターゲッ

ト細胞比を増やしてもターゲット細胞の傷害性を示さなかったことから、癌特

異的な抗腫瘍免疫と無関係の自然免疫系および獲得免疫系のエフェクター細胞

の影響は除外できていると考えている。 

BioKnife による免疫担当細胞誘導に関する検討では、図１３と図１４で示す

とおり、脾臓において樹状細胞、CD4 細胞、CD8 細胞が誘導され、擬似転移巣
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に対して CD8 細胞が浸潤することを示した。多くの先行文献で、抗腫瘍免疫に

おける樹状細胞、CD4 細胞、CD8 細胞の役割が検討されている。癌特異的な抗

腫瘍免疫の確立には、様々な担癌マウスモデルにおいて樹状細胞が腫瘍特異的 T

細胞に抗原提示する必要があると言われている 80, 81）。また、悪性黒色腫マウス

モデルにおいて、不活化したセンダイウイルスエンベロープ内に血小板を組み

込んだ製剤を全身投与し腫瘍栄養血管内で血栓を引き起こすと、CD4 細胞と

CD8 細胞が腫瘍に浸潤し抗腫瘍効果を発揮し、CD4 細胞あるいは CD8 細胞、特

に CD8 細胞を除去した際に抗腫瘍効果が失われると報告されている 82）。これら

のエビデンス及び本研究の結果から、BioKnife 投与によって放出された癌特異

的抗原を樹状細胞がCD4細胞やCD8細胞に抗原提示することによって癌特異的

な抗腫瘍免疫が誘導され、直接的な擬似転移巣の抑制効果に関しては主に CD8

細胞によるものだと推定された。 

本研究により、BioKnife を原発巣に投与することにより癌特異的な抗腫瘍免

疫が誘導されることが示されたので、臨床においてリンパ節転移や遠隔転移を

有する患者においても転移巣の抑制効果や生存率延長に寄与する可能性や、臨

床的 N0M0 の患者においても転移の予防効果を期待できる。また、既存の抗癌

剤や前述した免疫チェックポイント阻害薬の抗PD-1抗体などとの併用療法によ

り、転移巣に対する治療の相加・相乗効果が期待できる。BioKnife の力価や投

与回数、投与方法を検討する余地はあるが、BioKnife は uPA を高発現するよう

な悪性度の高い頭頸部癌患者に対して、原発巣に対する治療効果だけでなく、

転移巣に対しても治療効果及び予防効果を発揮する非常に有望な治療ウイルス

になりうるものだと考える。 
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第 4 章 総括 

今後の研究の発展性や展望について 

腫瘍溶解性ウイルス療法は従来の標準治療とは抗腫瘍メカニズムが異なり、

手術や放射線、がん化学療法の標準療法との併用により相加効果・相乗効果が

期待できる。 

早期の頭頸部癌患者に対しては、BioKnife 単独投与による原発巣の制御や頸

部リンパ節転移の予防や頸部リンパ節における微小転移の制御が期待できる。

また、低侵襲手術により原発巣を切除した後に頸部リンパ節転移の予防や治療

のために切除部に BioKnife を投与することも有効だと考えられる。さらには抗

腫瘍免疫誘導の観点から、原発巣に BioKnife を投与することで抗腫瘍免疫を誘

導し、頸部リンパ節における微小転移の制御にも寄与できると思われる。 

進行期の頭頸部癌患者に対しては、BioKnife をがん化学療法や分子標的薬、

免疫チェックポイント阻害薬やがんワクチンを含めた免疫療法と併用すること

によって、抗腫瘍メカニズムが異なるため生存期間の延長を期待することがで

きる。また、BioKnife に免疫刺激因子を搭載することによって、より強力な抗

腫瘍免疫を誘導することも期待される。 

先に述べたように、BioKnife は非常に安全性にも優れたウイルスであるので

臨床応用するのに適した腫瘍溶解性ウイルスだと言える。BioKnife による腫瘍

溶解性ウイルス療法は、さまざまな治療法と併用可能であるので、ここ数十年

改善を認めなかった頭頸部癌の生命予後を改善させる日も来るのではないかと

考えている。 
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第 5 章 結論 

本研究では、uPA 活性依存的に抗腫瘍効果を発揮する腫瘍溶解性センダイウ

イルス BioKnife が頭頸部扁平上皮癌の原発巣に対して治療効果を発揮するだけ

でなく、頸部リンパ節転移や遠隔転移に対する治療効果を期待した、転移巣を

標的とした新規治療の開発を目的として、BioKnife による①センチネルリンパ

節転移標的治療および②原発巣治療の結果として誘導される抗腫瘍免疫による

遠隔転移治療の２方向から検討し、舌扁平上皮癌頸部リンパ節マウスモデルお

よび頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおいてその有効性を示した。 

舌扁平上皮癌頸部リンパ節マウスモデルにおいて、BioKnife はセンチネル理

論に従って頸部リンパ節に移行し、頸部リンパ節転移に感染することによって

頸部リンパ節転移を抑制することが示された。臨床的 N0 症例であっても、最初

に転移をきたす SN 特異的な予防的治療を行うことができ、後発リンパ節転移の

予防効果が期待できる。また、原発巣に対する手術や（化学）放射線療法との

併用の際にもリンパ節転移の制御が期待できる。 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移モデルにおいては、BioKnife を原発巣に投与する

ことにより癌特異的な抗腫瘍免疫が誘導され、擬似転移巣が抑制されることが

示された。臨床においては、リンパ節転移や遠隔転移を有する患者においても

転移巣の抑制効果や生存率延長に寄与する可能性や、臨床的 N0M0 の患者にお

いても転移の予防効果を期待できる。 

BioKnife による腫瘍溶解性ウイルス療法は、治療の低侵襲化による患者の

QOL 向上のみならず、頭頸部癌の予後向上を目指した新たな治療戦略を展開で

きるものと考えている。本研究は、臨床応用が容易な手法を用いており、セン

ダイウイルスの安全性も高いことから、BioKnife の臨床応用による新たな頭頸

部癌低侵襲治療の礎となることが期待される。 
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NP : 核外被蛋白質（NP） 

P : RNA ポリメラーゼの小サブユニットであるリン酸化（P）蛋白質 

M : ウイルス粒子構造を裏打ちしているマトリックス（M）蛋白質 

F : 隣接細胞と細胞膜融合を引き起こす膜融合（F）蛋白質 

HN : 細胞膜上のシアル酸と結合・分離に関わる赤血球凝集素（H）／ノイ

ラミニダーゼ（N） 

L : RNA ポリメラーゼの大サブユニットであるラージ（L）蛋白質 

 

B 
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図１ センダイウイルス（SeV）粒子と組み換えセンダイウイルスのゲノム構造 

（A）SeV 粒子構造。マトリックス（M）蛋白は、ウイルスエンベロープを内側

から維持しウイルス粒子の形成と出芽に中心的な役割を担う。膜融合（F）蛋白

は、トリプシン感受性アミノ酸配列を有し、トリプシン様タンパク分解酵素に

よって不活性型から活性型になり、隣接細胞と細胞膜融合を引き起こす。 

（B）野生型 SeV、コントロールウイルス（rSeV/dM）、uPA 活性依存的腫瘍溶

解性センダイウイルス（（rSeV/dMFct14(uPA2)、呼称“BioKnife”））のゲノム

構造。野生型に対してそれぞれ下記の改変が加えられている。 

コントロールウイルス：M 遺伝子を欠損させ、GFP レポーター遺伝子を挿入。 

BioKnife：①M 遺伝子を欠損させ、GFP レポーター遺伝子を挿入。②F 遺伝子

のトリプシン感受性アミノ酸配列を、uPA 感受性アミノ酸配列に変更。③F 遺

伝子の細胞質内ドメインを切り捨て、F 蛋白による細胞膜融合能を最大化。 
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図２ BioKnife の腫瘍細胞に対する殺細胞メカニズム 

BioKnife は、F 蛋白を uPA 依存的に活性化するように改変を行っている。

BioKnife に感染した細胞は、細胞膜上に F 蛋白を発現するが、隣接する細胞が

uPA を発現していない正常細胞の場合、F 蛋白は活性化せず、膜融合を来さな

い。一方、隣接する細胞が uPA 陽性腫瘍細胞の場合は、隣接する腫瘍細胞と膜

融合を来し、多核巨細胞を形成し、最終的に細胞死を誘導する。 
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図３ 頭頸部扁平上皮癌細胞株における uPA 活性値 

使用した頭頸部扁平上皮癌細胞株はいずれも uPA 活性を認め、その中でも

HSC-3 の高転移株である HSC-3-M3 が最も活性が高かった。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図４ HSC-3-M3 に対するウイルス感染後の抗腫瘍効果の経時的観察 

（A）実験プロトコル。 

（B）位相差顕微鏡像と GFP 蛍光顕微鏡像の重ね合わせ画像。上段のコントロ

ールウイルスである rSeV/dM 投与群では投与 24 時間後からレポーター遺伝子

である GFP の発現を認めるものの、HSC-3-M3 の形態に変化はなく細胞死を引

き起こさなかったが、下段の BioKnife 投与群では投与 48 時間後には巨大な融

合細胞を認め、投与 72－96 時間後には HSC-3-M3 の細胞死（赤矢印）を引き

起こした。写真右上の数字はウイルス感染後の経過時間（時間）。 
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図５ HSC-3-M3 に対する BioKnife の殺細胞効果 

ウイルス投与 100 時間後の殺細胞効果を測定した。HSC-3-M3 に対する

BioKnife の殺細胞効果は、rSeV/dM と比較して有意に高く、BioKnife 投与群

においてはウイルス力価依存的に殺細胞効果を示した。rSeV/dM 投与群はいず

れの力価においても高い殺細胞効果は認めなかった。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図６ 原発巣へのウイルス投与後の頸部リンパ節への遺伝子組み換えセンダイ

ウイルスの移行に関する検討 

（A）実験プロトコル。 

（B）抗 GFP 抗体を用いた免疫組織学的染色による検討。無治療コントロール

群では舌と頸部リンパ節のいずれにおいても GFP の発現を認めなかったが、

rSeV/dM 投与群の舌および頸部リンパ節において GFP の発現を認めた。 

（C）舌および頸部リンパ節内における GFP 発現の定量化。舌および頸部リン

パ節いずれにおいても、rSeV/dM 投与群において無治療コントロール群と比較
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し有意に GFP が発現していた。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 

（D）舌および頸部リンパ節における GFP mRNA 発現の検討。舌および頸部リ

ンパ節のいずれにおいても、rSeV/dM 投与群において無治療コントロール群と

比較し有意に GFP mRNA が発現していた。 

（E）in vivo imaging system を用いたセンチネルリンパ節内の GFP 発現の検討。

無治療コントロール群では ICG のシグナルが集積しているセンチネルリンパ節

内には GFP の発現を認めなかったが、rSeV/dM 投与群および BioKnife 投与群に

おいてセンチネルリンパ節内の ICGのシグナルに一致して GFPの発現を認めた。 
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図７ 原発巣へのウイルス投与後の頸部リンパ節転移抑制に関する検討 

（A）実験プロトコル。 

（B）頸部リンパ節転移を有するマウスの比率による頸部リンパ節転移抑制に関

する検討。無治療コントロール群と rSeV/dM 投与群において、腫瘍移植後 23 日

目から 25日目にかけて原発巣の舌腫瘍が自潰したマウス及び舌腫瘍が自潰し突

然死したマウスがそれぞれの群に４匹ずついたので、それらを解析から除外し

た。無治療コントロール群（n = 6）および rSeV/dM 投与群（n = 6）において頸

部リンパ節転移を有するマウスの比率はいずれも 83.3%であったが、BioKnife

投与群（n = 10）においては 30.0%で、他の群と比較して有意にリンパ節転移を

抑制した（p < 0.05）。n はマウスの匹数。 

（C）頸部リンパ節転移の陽性率による頸部リンパ節転移抑制に関する検討。無

治療コントロール群（n = 21）および rSeV/dM 投与群（n = 18）において全ての

頸部リンパ節における頸部リンパ節転移の陽性率はそれぞれ42.9%および27.8%

であったが、BioKnife 投与群（n = 43）においては 11.6%で、他の群と比較して
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有意にリンパ節転移を抑制した（p < 0.05）。n はリンパ節の個数。 

（D）ウイルス投与後の原発巣に対する抗腫瘍効果。BioKnife 投与群が無治療コ

ントロール群と比較し有意に移植した舌腫瘍を縮小させた（p < 0.01）。 
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図８ ウイルス投与後の頸部リンパ節内の転移巣における感染の有無 

（A）抗 SeV 抗体を用いた免疫組織化学的染色による検討。無治療コントロー

ル群は抗 SeV 抗体陰性だったが、rSeV/dM 投与群および BioKnife 投与群で頸部

リンパ節転移巣の腫瘍細胞の細胞質内で抗 SeV 抗体陽性（茶色）であった。 

（B）舌および頸部リンパ節における GFP mRNA 発現の検討。rSeV/dM 投与群

および BioKnife 投与群において無治療コントロール群と比較し有意に GFP 

mRNA が発現していた。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図９ ウイルス投与後の頸部リンパ節転移内のアポトーシス誘導に関する検討 

頸部リンパ節内の転移巣で遺伝子組み換えセンダイウイルスがアポトーシスを

誘導しているかどうかを確認するため、ApopTag peroxidase in situ apoptosis 

detection kit を使用してアポトーシスを検出したところ、無治療コントロール群

ではまったくアポトーシスは検出されず、rSeV/dM 投与群では転移巣の腫瘍細

胞に散在性にアポトーシスを認める（茶色）だけだったが、BioKnife 投与群で

は明らかに腫瘍細胞が一塊としてアポトーシスを誘導していた（茶色）。 
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図１０ SCCVII に対するウイルス感染後の抗腫瘍効果の経時的観察および殺

細胞効果に関する検討 

（A）SCCVII に対する BioKnife 単回投与と 4 日連続投与の経時的観察の比較。

位相差顕微鏡像と GFP 蛍光顕微鏡像を重ね合わせた像では、上段の BioKnife 単
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回投与群では SCCVII の形態に変化はなく細胞死を引き起こさなかったが、下段

の BioKnife 4 日連続投与群では投与 48 時間後には GFP を発現する融合細胞（黒

矢印）を認め、投与 96 時間後には明らかな SCCVII の細胞死（赤矢印）を引き

起こした。写真右上の数字はウイルス感染後の経過時間（時間）。 

（B）単回投与における rSeV/dM 投与群と BioKnife 投与群の比較。2 群ともに有

意な殺細胞効果を認めない。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 

（C）2 日連続投与における rSeV/dM 投与群と BioKnife 投与群の比較。BioKnife

投与群の殺細胞効果は、25MOIにおいて rSeV/dM 投与群と比較して有意に高く、

ウイルス力価依存的かつ投与回数依存的に殺細胞効果を示した。 

（D）4 日連続投与における rSeV/dM 投与群と BioKnife 投与群の比較。BioKnife

投与群の殺細胞効果は、10MOI および 25MOI において rSeV/dM 投与群と比較し

て有意に高く、ウイルス力価依存的かつ投与回数依存的に殺細胞効果を示した。 

（E）BioKnife 連続投与における殺細胞効果の検討。BioKnife 投与群は、25 MOI

の高力価および 4 日連続投与で一番高い殺細胞効果を示した。 
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図１１ 頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおける BioKnife による擬似

転移巣の抑制効果 

（A）頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルの実験プロトコル。 

（B）原発巣における BioKnife の治療効果。BioKnife 投与群（n = 10）、rSeV/dM

投与群（n = 10）、無治療コントロール群（n = 10）の 3 群間で原発巣の腫瘍抑制

効果に有意な差は認めなかった。 

（C）擬似転移巣における BioKnife の治療効果。BioKnife 投与群（n = 10）と無

治療コントロール群（n = 10）の間で擬似転移巣の有意な腫瘍抑制効果を認めた。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図１２ 細胞傷害性 T 細胞アッセイ 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおける、原発巣への BioKnife 投与に

よる腫瘍特異的免疫反応の誘導。エフェクター細胞：ターゲット細胞比が 33：1

の時、BioKnife 投与群が他の 2 群と比較して SCCVII に対する有意な細胞傷害性

を示し、エフェクター細胞：ターゲット細胞比が 100：1 の時、3 群間で SCCVII

に対する有意な細胞傷害性を示した。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図１３ 脾臓における免疫担当細胞誘導 

頭頸部扁平上皮癌擬似転移マウスモデルにおける、原発巣への BioKnife 投与に

よる脾臓内の免疫担当細胞の誘導。 

（A, B）ウイルス投与後の樹状細胞および CD4/CD8 細胞誘導の代表例。各群の

左上のドットプロットで対象細胞を絞り込むためのゲーティングを行い、右上

のドットプロットでダブレット細胞を除去している。 

（C）脾臓における樹状細胞、CD4 細胞、CD8 細胞誘導の 3 群間の比較。BioKnife

投与群と rSeV/dM 投与群の樹状細胞および CD4 細胞、CD8 細胞は、無治療コン

トロール群と比較して有意に誘導された。特に BioKnife 投与群が他の 2 群と比
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較して CD8 細胞を誘導する傾向を認めた。 

SEM: standard error of the mean 

Mean ± SEM: 平均 ± 標準誤差 
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図１４ 擬似転移巣における免疫担当細胞誘導 

（A）擬似転移巣における樹状細胞誘導の検討。いずれの群においても擬似転移

巣内には樹状細胞を認めない。 

（B）擬似転移巣における CD4 細胞誘導の検討。いずれの群においても擬似転

移巣内には CD4 細胞を認めない。 

（C）擬似転移巣における CD8 細胞誘導の検討。BioKnife 投与群において CD8
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細胞が擬似転移巣に浸潤している像（赤矢印）を観察した。これらの結果から、

擬似転移巣の縮小効果は CD8 細胞が直接関与していることが示唆された。 

 


