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I．緒　　言
　 子 宮 頸 癌 は World Health Organization

（WHO）の調査では世界の女性の癌の中で
2 番目に多い癌であり，年間約 500 ,000 人の
発症が報告されている．子宮頸癌の発癌に
はヒトパピローマウイルス（HPV）の感染が
関与することが近年の研究で明らかになり，
HPV 感染の予防としてワクチンが開発され，
子宮頸癌の罹患者減少に向けて期待さてい
る．現在の子宮頸癌に対する治療は，上皮内
癌を含めた初期の子宮頸癌に対しては手術療
法が中心であり，進行子宮頸癌に対しては放
射線療法や化学療法が標準的であるが，その
効果は十分とは言えない．また，卵巣癌は
WHO の調査で，世界中で年間約 220 ,000 人
が発症しており，子宮頸癌に比べ多くはない．
しかし，卵巣癌は silent killer と称されてお
り初回診断の時点で約 60% が進行癌である．

プラチナ製剤やパクリタキセルなどの化学療
法が奏功するとはいえ，卵巣癌の臨床進行
期 III/IV 期の 5 年生存率は 30％前後であり，
婦人科癌の中では予後がもっとも不良であ
る 1，2）．このような現状より，これらの婦人
科癌に対する新規治療法の開発が急務となっ
ている．我々は，以前から腫瘍溶解性 HSV
を用いた治療法に注目し研究を進めてきた．
　単純ヘルペスウイルス 1 型（HSV-1）は非
必須遺伝子を選択的に 1 ～複数個除去ある
いは不活化し腫瘍内だけで増殖し細胞を死
に至らしめることができる 3）．第 1 世代腫瘍
溶解性 HSV は TK 遺伝子を不活性化し，人
為的に癌細胞に限局させたウイルス複製を実
証した Martuza らの報告から始まる 4）．第 1
世代腫瘍溶解性 HSV は病原性減弱の不徹底
や，変異が一箇所だけの野生型 HSV-1 へ自
然に戻ってしまうなどの可能性があり安全面
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要旨        
　腫瘍溶解性単純ヘルペスウイルス（腫瘍溶解性
HSV）とは，分子生物学的手法を用いて弱毒化し選
択的に腫瘍内だけで増殖し細胞を死に至らしめる
単純ヘルペスウイルス 1 型である．我々は本実験
で 第 3 世 代 腫 瘍 溶 解 性 HSV（T-01）を 使 用 し，in 
vitro にてヒト子宮頸癌由来細胞株，ヒト卵巣癌由来
細胞株への殺細胞効果を判定し，どちらの細胞株に

対しても殺細胞効果が得られた．また，pre-clinical 
model として免疫不全マウスに形成されたヒト婦人
科癌に対し腫瘍溶解性 HSV 投与を行い，腫瘍の縮
小，消失を認めることができた．腫瘍溶解性 HSV
を用いたウイルス治療が今後の婦人科癌に対しての
新たな治療方法として有用である可能性を示した．
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で問題があった．第 2 世代腫瘍溶解性 HSV
では，γ 34 .5 遺伝子とICP6 遺伝子の 2 つ
を欠失化している．γ 34 .5 遺伝子の欠失に
より正常細胞内の二本鎖 RNA 依存性プロテ
インキナーゼに拮抗できなくなる．このため
正常細胞内ではウイルス蛋白が合成できなく
なる．また，ICP6 遺伝子を欠失しているた
め，ウイルスがチミジンキナーゼやリボヌク
レオチド還元酵素を正常細胞内では活性化出
来なくなる．このため正常細胞内での複製が
出来ず，これらの活性が上昇している腫瘍
内でのみウイルス複製が可能となる．これら
の異なる 2 つの機序を介して安全性が顕著に
改善し，第 2 世代腫瘍溶解性 HSV では再発
悪性グリオーマを対象とした臨床試験が行わ
れた 3，5，6）．腫瘍溶解性 HSV はこれらの機
序により腫瘍内でのみ複製し腫瘍を死に至ら
しめる．さらには細胞障害性 T 細胞の活性
化，腫瘍の増大に必要な血管新生の阻害を行
うという抗腫瘍効果を示している 7-12）．第 3
世代腫瘍溶解性 HSV では，第 2 世代腫瘍溶
解性 HSV に加えα 47 遺伝子およびそれと
重なるUS11 プロモーター領域を不活化変異
させ，宿主細胞に MHC クラス I 発現を維持
させ，ウイルス複製能と抗腫瘍免疫の惹起を
著しく向上させたものであり，本研究で用
いた T-01 は，α 47 遺伝子およびそれと重
なるUS11 プロモーター領域を不活化変異か
ら欠失変異させ MHC クラス I 発現の維持を
より安定させた最新型の第 3 世代腫瘍溶解
性 HSV である 13）．腫瘍溶解性 HSV は，す
でに新たな癌治療の方法としてさまざまな
充実性腫瘍に対して臨床試験が行われてい
る 14-18）．現在まで婦人科では，第 2 世代腫
瘍溶解性 HSV（R3616，SV-1716）を用いて
の卵巣癌細胞株に対して研究が行われている
が，最新型である第 3 世代腫瘍溶解性 HSV
を使用した研究報告はされていない 19，20）．
今回我々は，最新型である 3 世代腫瘍溶解性
HSV の T-01 を使用して，婦人科がんの臨床

応用を目指し，ヒト婦人科癌細胞株に対する
殺細胞効果とマウスモデルでの有効性につい
て検討を行った．
　

II．研究材料および方法
　 1．cell lines
　ヒト卵巣癌由来細胞株は漿液性嚢胞腺癌由
来の CAOV3，OVCAR3，SKOV3 と明細胞
腺癌由来の KOC-7S を用い，ヒト子宮頸癌
由来細胞株は子宮頸部腺癌由来の HeLa と扁
平上皮癌由来の CaSki，SKG-IIIa を用いた．
CAOV3，OVCAR3，SKOV3，KOC-7S は
長谷川幸清先生（埼玉医科大学国際医療セン
ター婦人科腫瘍科，埼玉）より分与を受けた．
Hela，CaSki，SKG-IIIa は理研バイオリソー
スセンター（筑波）から購入した．CAOV3，
OVCAR 3，SKOV 3，KOC- 7 S，CaSki は，
RPMI 1640 に 2mM l-glutamine 添加した培
養液で，HeLa は MEM 培地に，SKG-IIIa は
Ham F 培地にて 37℃，5%CO2 存在下で培
養した．それぞれの培地は 10% 胎児牛血清

（FBS） ，200U/ml ペニシリンを，0.2mg/
ml ストレプトマイシンを添加して使用した．
　 2．virus
　 T-01 は藤堂具紀教授（東京大学医学研究
所先端医療研究センター先端がん治療部門
医科学研究所附属病院脳腫瘍外科，東京）よ
り提供された．T-01 は HSV-1 を遺伝子組
み換えし作成した腫瘍溶解性 HSV である．
γ 34 .5 遺伝子，α 47 遺伝子，ICP6 遺伝子
を欠失させたウイルスである 13）．
　 3．使用細胞増殖能の測定
　 1 × 105 個 /well に調整し培養した細胞を
72 時間後および 96 時間後にそれぞれトリパ
ンブルー色素排除試験法を用い，TC10TM 全
自動セルカウンター（Bio-Rad Laboratories，
Hercules，USA）を用いて生細胞数を計測し
た．
　 4．ウイルスの殺細胞効果の検討
　腫瘍溶解性 HSV を使用する実験は，DNA
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遺伝子組み換え実験委員会の承諾後行った．
96-well 平面培養プレート（Thermo Fisher 
Scientific K.K.，横浜）に 1 × 10 4 cell/well に
調節しそれぞれの細胞を播種する．播種 48
時 間 後 に T-01 を 0 .1，1，10multiplicity of 
infection（MOI）で細胞に感染させ，感染
後 48 時間後の生細胞率を測定し，control 群
と比較した．測定は Cell Titer 96® AQueous 
One Solution Cell Proliferation Assay キッ
ト（Promega Co.，Madison，WI，USA）を
用いて測定した．試薬添加 2 時間後 490nm

（OD490）お よ び 参 照 波 長 と し て 630nm
（OD630）の吸光度をマイクロプレートリー
ダ ー（Tecon Austria GmbH， Austria）で
測定した．細胞生存率は以下の計算で求め
た．細胞生存数（%）=（ウイルス添加 well
の OD490 - ウイルス添加 well の OD630）÷（ウ
イルス非添加 well の OD490 - ウイルス非添
加 well の OD630）．正常細胞およびウイルス
感染細胞は光学顕微鏡（ニコン，ECLIPSE，
TE300，東京）を用いて撮影した．
　 5．in vivo での腫瘍治療
　担癌マウスの動物実験は岩手医科大学動物
実験委員会の承諾後（承認番号 23-061），本
学動物研究センターで，本学動物実験セン
ター利用規約を順守して実施した．T-01 の
抗腫瘍効果は動物研究センターの感染実験室
で行った．実験動物には 5 週齢の雌の C.B-
17/lcr-scid/scid Jcl（SCID）マウス（日本ク

レア，東京）と，NOD/ShiJic-scidJcl（NOD-
SCID）マウス（日本クレア，東京）を使用した．
Specific pathogen free 施設で 1 週間飼育後，
実験を行った．使用した培養細胞は，予備実
験にてマウスに腫瘍形成を認めたこと，また
婦人科癌領域の研究において高い頻度で用
いられているとより，ヒト卵巣癌モデルで
は SKOV3，ヒト子宮頸癌モデルでは HeLa
を選択した．SKOV3 を 1 × 10 5 cell/100 μ l
で Phosphate Buffered Saline（PBS）に懸濁
し，100 μ l/mouse で SCID マ ウ ス お よ び
NOD-SCID マウスの背部皮下に接種した．
HeLa は 1 × 10 6cell/100 μ l で PBS に懸濁し，
100 μ l/mouse で NOD-SCID マウスの背部皮
下に接種した．細胞接種後は 2-3 日間隔で
腫瘍体積および体重を測定した．腫瘍径が
5mm に達してから 4-5 日の間隔で治療群に
は T-01 を 1 × 10 5pfu/50 μ l/mouse に調整
し腫瘍内に，Control 群には PBS を 50 μ l/
mouse 皮下に投計 6 回投与した．細胞接種
時およびウイルス接種時は，マウスに対しソ
ムノペンチル（共立製薬株式会社，東京）を
50mg/kg 腹腔投与し不動化した．腫瘍体積
は，（腫瘍体積）=（腫瘍の長径）×（腫瘍の
短径）2 ÷ 2 21，22）にて算出した．
　 6．病理組織的検討
　それぞれのマウスは腫瘍接種後 43 日目に
頸椎脱臼法にて致死させ腫瘍組織を切除し
た．切除した腫瘍はホルマリン固定を行っ

表 1．婦人科がんの治療による組織学的判定基準（案）

Grade0：無効
Grade1：軽度の効果
 a：ごく軽度の効果
 　　　
　　　　  b：軽度の効果

Grade2：かなりの効果
 　　 
Grade3：著効
         

がん組織・がん細胞に治療による変性，壊死などの障害をほとんど認めない．

がんの約 1/3 未満にがん細胞の変性，壊死などを認める場合． 
  
がんの 1/3 以上で 2/3 未満に癌細胞の変性，壊死ならびに融解などを認める場
合． 

がんの 2/3 以上に著名な変性，壊死ならびに融解，消失などを認める．  
     
がん全体がすべて壊死に陥っているか，または融解，消失した場合．肉芽腫瘍
組織あるいは線維化巣で置き換えられている場合．



た後，Hematoxylin-Eosin（HE）染色を行っ
た．腫瘍溶解性 HSV 投与の組織学的効果判
定は婦人科癌の治療による組織学的判定基準

（案）を用いて判定した（表 1）23）．
　 7．統計処理
　 2 群間の比較は Student のt 検定を用い
有意差を確認した．3，4 群間の比較は one-
way ANOVA（一元配置分散分析）を行い，
有意である場合は，群間の差を Tukey’s 
multiple comparison test で確認した．経時
的事象変化に関しては Kaplan-Meier 法で解
析し確認した．ノンパラメトリックな 2 群間
については，Mann-Whitney のU 検定にて
有意差を測定した．p 値が 0.05 未満である
とき有意であるとみなした．
　

III．結　　果
　1．ヒト卵巣癌由来細胞株，ヒト子宮頸癌

由来細胞株の増殖能の検討
　 CAOV3 は 72 時 間 後 3.4 × 10 5 個 /well
から 96 時間後には 7.0 × 105 個 /well に増
殖 し，OVCAR3 は 3.7 × 105 個 /well か ら
9.2 × 10 5 個 /well，SKOV3 は 3.7 × 10 5 個
/well か ら 8 .2 × 105 個 /well，KOC-7S は
2 .9 × 10 5 個 /well か ら 8 .6 × 10 5 個 /well
にそれぞれ増殖した（図 1）．ヒト卵巣癌由来
細胞株 4 群間の有意差なく増殖能を示した．

それに対し，ヒト子宮頸癌由来細胞株では，
HeLa は 1 .0 × 10 5 個 /well か ら 3.1 × 10 5

個 /well，CaSki は 1 .1 × 10 5 個 /well か ら
3.2 × 10 5 個 /well と有意差なく増殖したの
に 対 し SKG-IIIa は 0 .7 × 10 5 個 /well か ら
1 . 1 × 10 5 個 /well と，SKG-IIIa の み 96 時
間後で細胞増殖が低い（図 2）．ヒト卵巣癌由
来細胞株とヒト子宮頸癌由来細胞株では細胞
増殖能に有意に差を認めた（p ＜ 0.000001）．
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図 1．ヒト卵巣癌由来細胞株の増殖能
 　　卵巣癌由来細胞株である CAOV3，OVCAR3，

SKOV3，KOC-7S を 1 × 10 5 個 /well からの
72 時間後，96 時間後の細胞数を測定した．
細胞増殖能は細胞数と培養経過時間で示した．

図 2．ヒト子宮頸癌由来細胞株の増殖能
　　 ヒト子宮頸癌由来細胞株である HeLa，CaSki，

SKG-IIIaを1×10 5 個/wellからの72時間後，
96 時間後の細胞数を測定した．細胞増殖能
は細胞数と培養経過時間で示した．有意差を
アスタリスク（p ＜ 0.005）で示した．
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図 3．in vitro での T-01 感染 48 時間後の生存細胞率
　　 ヒト子宮頸癌由来細胞株とヒト卵巣癌由来細

胞株を 1 × 10 4 個 /well とし，T-01 を 0.1，1，
10MOI でそれぞれに感染させ，control 群と比
較した．感染後，細胞は 37℃で 48 時間培養し
た．生存細胞率は control と比較した生存細胞
率をそれぞれの細胞株で示した．生存細胞率
において有意差は認めなかった．
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図 4．HeLa と SKOV3 の control と T-01 投与群（MOI 10）の写真
　A　a）24 時間後の HeLa の control，b）24 時間後の SKOV3 の control，c）24 時間後の HeLa の T-01 投与，d）

24 時間後の SKOV3 の T-01 投与の写真．スケールは写真に示す．
　B. a）48 時間後の HeLa の Control，b）48 時間後の SKOV3 の control，c）48 時間後の HeLa の T-01 投与，

d）48 時間後の SKOV3 の T-01 投与の写真．スケールは写真上に記載する．
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　2．in vitro でのヒト卵巣癌由来細胞株，ヒ
ト子宮頸癌由来細胞株に対する T-01 の
殺細胞効果の検討

　 T-01 を MOI 10 で感染させ 48 時間後の
生存細胞率は CAOV3 では 53%，OVCAR3
で は 64%，SKOV3 で は 64%，KOC-7S で
は 50%，HeLa で は 46%，CaSki で は 40%，
SKG-IIIa では 58% であった．このことによ
りウイルスが有意に直接細胞傷害を引き起
こしていることが確認できる（図 3）．また，
MOI 10，１，0.1 を比較すると T-01 は添加
量を増加させると殺細胞効果が強くなること
を認めた．一方，ヒト卵巣癌由来細胞株の 4
群間，ヒト子宮頸癌由来細胞株の 3 群間で細
胞障害効率にばらつきを認めたが生存細胞率
に有意差は認めなかった．また，SKOV3 と
HeLa の 24 時間後および 48 時間後の細胞状
態の写真では，24 時間後において細胞融解
が既に出始めており，48 時間後には 24 時間
後よりも生存細胞が減少し，細胞溶解進行し
ていることが認められた（図 4-a，b）．
　3．in vivo での腫瘍に対する T-01 の抗腫

瘍効果の検討
　卵巣癌モデル SCID マウスの control 群，

治療群では体重は経日的に増加し，急激な体
重減少は認めなかった．卵巣癌モデル NOD-
SCID マウス Control 群，治療群でも同様に
経日的な体重増加を認めた．子宮頸癌モデル
の NOD-SCID マウスでも control 群と治療
群，両群とも経日的な体重増加を認めた（図
5，6）．
　次いで，腫瘍体積について比較検討を
行った．卵巣癌モデルで SCID マウスへの
SKOV3 接種群では Control 群，治療群とも
接種 14 日目に腫瘍形成を認め，control 群
では接種 19 日目以降から腫瘍増大を認める
ようになった．治療群においては，T-01 投
与 2 回目以降で腫瘍体積の変化がなくなり，
接種 35 日目（T-01 投与開始 17 日目）以降
は control 群と治療群の間に腫瘍体積におい
て有意差を認めた（図 7）．NOD-SCID マウ
スへの SKOV3 接種群では，control 群，治
療群とも接種後 10 日目以降から腫瘍の増
大を認めた．治療群においては，T-01 投与
3 回目以降で腫瘍体積の変化がなくなった．
NOD-SCID マウスで，は接種 26 日目（T-01
投与開始後 7 日目）から control 群と治療群
において腫瘍体積に有意差を認めた（図 8）．
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図 5．卵巣癌モデルの control 群，治療群の体重推移
        SCID マウスおよび NOD-SCID マウスのそれ

ぞれの群の体重を経日的に測定し平均体重を
示した．経日的な上昇を認め，急激な体重減
少は認めなかった．体重は平均体重と日数で
示した． 

図 6. 子宮頸癌モデルの control 群，治療群の体重推
移

 NOD-SCID マウスのそれぞれの群の体重を経
日的に測定し平均体重を示した．経日的な上
昇を認め，急激な体重減少は認めなかった．
体重は平均体重と日数で示した．



子宮頸癌モデルの HeLa 接種群は，卵巣癌モ
デルで SCID マウスと NOD-SCID マウスの
治療群間で腫瘍体積に有意差を得られなかっ
たことから NOD-SCID マウスのみでの検討

を行った．NOD-SCID マウスへ HeLa 接種
し 14 日目に腫瘍形成を認め，control 群では
腫瘍は増大傾向となっていくのに対し，治
療群においては T-01 投与 1 回目以降から腫
瘍体積の変化を認めなくなった．control 群
と比較し治療群の腫瘍体積は増大なく推移
したが 2 群間に有意差は認なかった（図 9）．
　子宮頸癌モデルの HeLa 接種群の治療群で

研究：婦人科癌に対する腫瘍溶解性ウイルスの検討　 299

0
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200
（mm³）

3 5 7 10 12 14 17 19 2124 26 28 3133 35 3840 42

腫
瘍
体
積

SCID mouse（SKOV3）

◆
◆

◆
◆ ◆

◆ ◆ ◆
◆

◆

◆
◆

◆

◆

◆

◆

◆■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■
■ ■ ■ ■ ■

■ ■ ■ ■ ■ ■

■

＊

＊
＊＊

＊

＊

＊ ＊ ＊ ＊ ＊

：T-01投与

Control
T-01
p<0.05

日数

0
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200
（mm³）

3 5 7 10 12 14 17 19 21 24 26 28 31 33 35 38 40 42

腫
瘍
体
積

NOD-SCID mouse（SKOV3）

◆ ◆ ◆

◆
◆

◆ ◆

◆
◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

◆

■ ■ ■
■ ■

■ ■ ■ ■
■ ■ ■ ■

■
■

■■■■

＊

：T-01投与

Control
T-01
p<0.05

日数

＊

＊

＊

＊

＊

＊

＊
＊

＊ ＊ ＊ ＊ ＊ ＊
＊

＊

■

図 7．卵巣癌モデル SCID マウスの腫瘍体積推移
　　　SCID マウスの卵巣癌モデルに対し，矢印で

示した日（17，21，26，31，35，40 日目）に
計 6 回 control 群には PBS を，治療群には
T-01 をそれぞれ 50 μ l/mouse 皮下または腫
瘍内に投与した．マウスは各群 n=8．各群の
腫瘍体積は平均腫瘍体積と日数で示した．有
意差をアスタリスク（p ＜ 0.05）で示した．

図 8．卵巣癌モデル NOD-SCID マウスの腫瘍体積推
移

　　　NOD-SCID マウスの卵巣癌モデルに対し，矢
印で示した日（17，21，26，31，35，40 日目）
に計 6 回，治療群には T-01 を，control 群に
は PBS をそれぞれ 50 μ l/mouse 腫瘍内また
は皮下に投与した．マウスは各群 n=8．各群
の腫瘍体積は平均腫瘍体積と日数で示した．
有意差をアスタリスク（p ＜ 0.05）で示した．
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図 9．子宮頸癌モデル NOD-SCID マウスの腫瘍体積
推移

　　　矢印で示した日（17，21，26，31，35，40 日目）
に計 6 回，治療群には T-01 を，control 群に
は PBS をそれぞれ 50 μ l/mouse 瘍内または
皮下に投与した．HeLa は NOD-SCID マウス
で各群 n=6 で行った．各群の腫瘍体積は平均
腫瘍体積と日数で示した．有意差をアスタリ
スク（p ＜ 0.05）で示した．
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図 10．子宮頸癌モデルの治療群における T-01 投
与回数と腫瘍消失率

         子宮頸癌モデル HeLa 担癌マウスにおいて
腫瘍消失が 6 匹中 4 匹認めたため，T-01
投与回数と腫瘍消失率を Kaplan-Meier 法
で解析した．



は，T-01 投与に伴い腫瘍体積が測定できな
いほどの縮小を認めた．解剖を行っても腫瘍
を認めず，腫瘍があったと思われる線維化組
織も目視上はっきりしなかったため，組織標
本の作成は行わず腫瘍体積が測定できなく
なった時点で腫瘍消失と判断した．HeLa の
腫瘍消失率と T-01 接種回数を Kaplan-Meier
法で示し，早いものでは 1 度の T-01 投与で
腫瘍の消失を認めたものもあり，最終的には
腫瘍消失率は約 66% となった（図 10）．
　 4．病理学的検討
　婦人科癌の治療による組織学的判定基準

（案）を用いて卵巣癌モデルで SCID マウス
と NOD-SCID マウスの治療群について効果
判定を行った．control 群では，SCID マウス
と NOD-SCID マウスともに皮下に腫瘍結節
を認め，腫瘍の中心部は中心性壊死を認める

が，線維化巣は認められなかった．いずれの
control 群においても効果判定では grade 0
とした（図 11-a，b）．SCID マウス治療群は，
50%（8 匹中 4 匹）において皮下に腫瘍結節
は認めず，線維化巣が認められた．癌は消失
したと考え，化学療法効果判定で grade3 と
した（図 11-c）．また NOD-SCID マウス治療
群では，50%（8 匹中 4 匹）において 1/3 以
上の領域に組織の変性と壊死，線維化を認め
たことから癌化学療法効果判定は grade1a
～ 1b であった（図 11-d）．SCID マウスと
NOD-SCID マウスの治療群をそれぞれ grade
分類したものを Mann-Whitney のU 検定に
て有意差を測定したが，治療群間では明らか
な有意差は認めなかった（図 12）．　
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図 11．卵巣癌モデルの HE 染色標本（100 倍率）
　　a. SCID マウスの control 群の HE 標本．病理組織の中心部に軽度の中心性壊死，空洞形成（←）を認めるが，

周囲に線維化は認めない．
　　b. NOD-SCID マウスの control 群の HE 標本．a. 同様に中心性壊死を認めるが線維化は認めない．
　　c. SCID マウスの治療群の HE 標本．腫瘍はほぼ 100% 消失し，線維化巣となっている．
　　d. NOD-SCID マウスの治療群の HE 標本．腫瘍組織の 1/3 程度に変性壊死および線維化を認める．

a c

b d
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IV．考　　察
　現在，卵巣癌においてさらなる予後改善に
向けて種々の取り組みが行われている．その
一つが組織型別に行われている臨床試験であ
る．我々は，腫瘍溶解性 HSV の臨床応用に
向け，ヒト卵巣癌由来細胞株 4 種については
漿液性嚢胞腺癌由来（CAOC3，OVCAR3，
SKOV3）と明細胞腺癌（KOC-7S）の組織型
を用い，ヒト子宮頸癌由来細胞株 3 種につ
いては腺癌由来（HeLa）と扁平上皮癌由来

（CaSki，SKG-IIIa）の組織型を用いて検討し
た．
　はじめにin vitro にて腫瘍溶解性 HSV の
抗腫瘍効果を検討した．その結果，T-01 を
10MOI で感染させた場合，48 時間後の生存
細胞率が 40 ～ 60% 程度と有意な差を認めな
かったが，細胞間で反応にばらつきがあった．
これはin vitro で扱った細胞の組織型の違い
やまた細胞の増殖能の違い，ウイルスの感染
効率，細胞内でのウイルス複製の効率などが
関係していると考えられる．臨床で用いた場
合に腫瘍組織型によって治療効果が変わって
くる可能性が示唆された．さらに，感染後
48 時間では感染後 24 時間と比較して細胞の
溶解が進んで生存細胞が減少していた．また，

本実験では T-01 を 0 .1，1，10MOI でそれ
ぞれの細胞株に感染させたが，0.1MOI では
生存細胞率が約 85 ～ 99%，1MOI では約 65
～ 85% と T-01 の添加量を増やすと生存細
胞率が低下している．これらのことから，腫
瘍溶解性 HSV 治療には時間依存性と容量依
存性があることが認められた．
　次いで，in vivo での抗腫瘍効果の検討を
行った．腫瘍溶解性 HSV は，ウイルス自体
の腫瘍溶解効果だけでなく，抗腫瘍免疫も活
性化するといわれている 13）．今までの文献
的報告では，細胞障害性 T 細胞による抗腫
瘍免疫の検討を行ったものであり，NK 細胞
について検討を行っている報告はない．今回
我々は，免疫不全モデルマウスを用いること
により，腫瘍溶解性 HSV の抗腫瘍免疫につ
いて NK 細胞の視点で検討した．
　 卵 巣 癌 モ デ ル の SKOV3 接 種 群 で は，
SCID マウスと NOD-SCID マウスにおいて
それぞれの Control 群間，治療群間の腫瘍
体積を比較した．腫瘍接種後 42 日目時点
での SCID マウスの平均腫瘍体積は Control
群 で は 86 .3mm3， 治 療 群 で は 6.5mm3 と
な り，NOD-SCID マ ウ ス で は Control 群 は
156 .7mm3， 治 療 群 は 10 .0mm3 と な っ た．
SCID マウス，NOD-SCID マウスの Control
群間，治療群間の腫瘍体積は有意差を認めな
いが，SCID マウスの方が NOD-SCID マウ
スに比べ腫瘍体積が小さいことが示された．
SCID マウスでは T・B 細胞が欠損している
のが，NOD-SCID マウスでは T・B 細胞の
欠損に加え natural killer 細胞（NK 細胞）や
マクロファージ，補体の活性が低下してい
る．このことから，Control 群間の腫瘍体積
差は NOD-SCID マウスで低下している NK
細胞などの免疫細胞の働きが起因している可
能性がある．NK 細胞は，正常細胞と炎症細
胞や腫瘍細胞などの細胞を MHC クラス I 発
現で見分けることができる 24-26）．MHC クラ
ス I は NK 細胞の抑制受容体に認識される．

0

1a

1b

2

3
grade

SCID NOD-SCID

図 12．卵巣癌モデル治療群の病理組織学的 grade
判定

　　　卵巣癌モデルの SCID マウスおよび NOD-
SCID マウスの婦人科癌の治療による組織
学的基準 ( 案 ) の効果判定に従って SCID
マウス（n=8）と NOD-SCID マウス（n=8）
の治療群について組織学的判定を行った．
Grade 分類とそれぞれの治療群で比較し
た．治療群間では明らかな有意差は認め
られなかった．
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NK 細胞は MHC クラス I 発現が低下してい
るウイルス感染細胞や腫瘍細胞に対して細胞
傷害性を活性化する．また，MHC クラス I
発現が低下を認めなくても，NK 細胞の活性
受容体が MHC クラス I といった抑制受容体
より強く認識することによって NK 細胞の
細胞傷害性は活性化させる 27）．本実験で用
いた T-01 はα 47 遺伝子を欠失させ感染腫
瘍細胞表面の MHC クラス I 発現を維持させ
ている．SCID マウスの治療群が NOD-SCID
マウス治療群に比べ腫瘍体積が小さいことか
ら，感染腫瘍細胞表面の MHC クラス I 発現
が維持された状態でも，NK 細胞は活性受容
体の認識によって細胞傷害活性があった可能
性が考えられる．病理組織学的所見において
は，SCID マウス治療群の 50% で癌細胞が
融解消失し線維化など効果を認めた．NOD-
SCID マウス治療群の 50% でも癌細胞の融
解や線維化が認められたが，一部に癌細胞の
残存が認められた．癌細胞の融解や線維化は，
T-01 が腫瘍細胞内でのみ増殖し，腫瘍細胞
をアポトーシスへと導き増殖したウイルスは
隣接した腫瘍細胞へと感染を繰り返すと同時
に，腫瘍形成に必要な血管新生阻害をもたら
した結果だと考えられる 10-12）．SCID マウス
と NOD-SCID マウスの病理組織学的所見の
差から NK 細胞が働いた可能性も考えられる
が，病理学所見からは NK 細胞の存在は確認
出来なかった．
　卵巣癌モデルでは組織学的効果判定に
SCID マウスと NOD-SCID マウスの治療群
間で腫瘍体積に有意差がみられなかったこ
とから，子宮頸癌モデルの HeLa 接種群は，
NOD-SCID マウスのみで検証を行った．腫
瘍接種後 42 日目の平均腫瘍体積は control
群で 15 .0mm3，治療群は 1.4mm3 となり，
腫瘍体積に差は認めるが有意差は認められ
なかった．しかし，治療群では約 66%（6
匹中 4 匹）の腫瘍消失を認め，また T-01 投
与は計 6 回行っているが腫瘍消失は 4 回投

与までに生じた．この結果より，子宮頸癌
における臨床応用では腫瘍溶解性 HSV 治
療による癌細胞の消失が期待できるものと
考えられる．NOD-SCID マウスにおいて，
SKOV3 と HeLa のそれぞれの腫瘍体積は，
SKOV3 では Control 群は 156.7mm3，治療群
は 10.0mm3，HeLa では Control 群は 15.0mm3，
治療群は 1.4mm3 となり腫瘍体積の違いを
認めた．腫瘍体積の違いは，in vitro におけ
るヒト子宮頸癌細胞株とヒト卵巣癌細胞株の
増殖能に有意（p ＜ 0.000001）に差があり，
ヒト卵巣癌細胞株の増殖能が上回っているこ
とが要因にあると考えられる．細胞増殖能が
早い SKOV3 と，細胞増殖能が遅い HeLa と
の間に，腫瘍縮小効果に差を認めた理由とし
て，T-01 の細胞内増殖スピードによるもの
と細胞への感染効率に差がある可能性が考え
られる．
　現在，腫瘍溶解性 HSV は第 3 世代まであ
り，第 2 世代腫瘍溶解性 HSV（G207）と第
3 世代腫瘍溶解性 HSV（G47 Δ）を比較する
と第 3 世代腫瘍溶解性 HSV の方がより強い
抗腫瘍効果を出現させることが証明されてい
る 13）．また，第 3 世代腫瘍溶解性 HSV と化
学療法との比較では有意差は認めないものの
化学療法よりも腫瘍は縮小し，併用すること
でさらなる縮小が認められることが示されて
いる 28，29）．婦人科領域では，第 2 世代腫瘍
溶解性 HSV を用いた検討しか行われておら
ず 19） ，今回の実験系では第 2 世代腫瘍溶解
性 HSV との比較検討は行えてはいないが，
第 3 世代腫瘍溶解性 HSV を用いたことで強
い抗腫瘍効果を確認できた．
　我々は本研究から腫瘍溶解性 HSV が婦人
科癌に対して有効であり，T 細胞以外に NK
細胞などの免疫細胞も腫瘍溶解性 HSV に
よって活性化されている可能性も考えられ
た．今後，腫瘍溶解性 HSV 投与下での NK
細胞活性なども詳細に検討し，臨床治療に向
けてさらなる研究を進めていく必要がある．
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HE 染色してくださった岩手医科大学医学部：病理
学講座，病理病態学分野後川昭彦技師に心からご御
礼申し上げます．

　本研究は文部科学省私立大学戦略的基盤形成支援
事業，低侵襲医療実現のための患部ターゲティング

医療開発研究プロジェクトから提供された．
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Abstract
　Ovarian cancer is called a silent killer, as 60-
70% of patientsat first diagnosis are already in 
the advanced stage of cancer. And about cervical 
cancer, 500,000 new cases are reported annually, 
and 270,000 patients die worldwide each year. 
New treatments are necessary to improve outcomes. 
Accumulating evidence indicates that, aside from 
the extent of  repl icat ion capabi l i ty within 
the tumor, the efficacy of an oncolyticherpes 
simplex virus（HSV）depends on the extent of 

induction of host antitumor immune responses. 
We analyzed a precl in ical  mouse model of 
human ovarian and cervical cancer to a third-
generation of oncolytic HSV termed T-01. We 
believe that both cell l ines are sensitive to 
oncolytic HSV, and our in vivo experiments 
showed that treatment with T-01 significantly 
inhibited tumor growth. The use of oncolytic HSV 
is a promising strategy for cancer treatment.
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