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要旨
進行子宮頚がんの治療効果の向上を 目 的として ，

頚がんモデルマ ウ スを用いて ， 腫蕩溶解性ウ
イルス（T-01 ）と免疫チェックポイ ント阻害剤（抗
CD274抗体 ）の同時投与による併 用療法を検討し

た併 用療法はT-01 単独療法 に 比べ顕著な

大 抑制効果を認め たが抗体 単独療法とは有意差を
認めな かった腫場組織中 の腫蕩抗原特異的CT L

は併 用療法と抗体 単独療法共に 未治 療のマ ウ ス

より増加したしかし併 用療法では ， 抗体 が T-01

に 対 す る CTL も 増加 させ 腫 蕩 組 織中 のT心l

はT-01 単独療法 に 比べ減少して いた そ の ため併
用療法 における T -01 の効果が減弱したと考えられ

た一方T-01 は活性化 リンパ球を 傷害 し 抗 腫場

免疫 の低下 が 示唆 され た． それぞれの 単独投与では

共 に 有 意な抑制効果がある ため T -01と抗 CD274

抗体 の作 用が干渉しない投与時期を検討す る ことで
より 効果 的な併用療法が期待できると推察 され た

Key words : cervical cancer; oncolytic herpes simplex virus, 
immune checkpoint inhibitor; CD214, combination therapy 

I. 持者 日

子宮頚がんは世界の女性のがんの中で乳が
んに次いで、二番 目に多く， 2012 年には 528 ,000
人が発症し 266,000 人が死 亡し た と 推 定 さ

れている1) . また， 日 本国内は年間約 l万 人
が発症し 約 2, 700 人が死 亡している2) 子
宮頚がんはヒトパピロ ーマウイルス（human
papillomavirus; HPV) 16型， 18型などの感染
が関与することが明らかとなっており3,4）， 子
宮頚がんの予防としてワクチンが開発され患者
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発生数の減少が期待されている5）. 一方，

頚がんの治療法は他の癌腫と同様に， 手術療法・
放射線療法・ 化学療法が中心である． その中で
も進行子宮頚がんの治療では放射線療法と化学
療法の併用で予後の改善が報告され， 現在の標
準療法とされている6-10) しかしながら， 手術
不能例の進行子宮頚がんに対する放射線療法と

化学療法の併用は一定の効果は見られるものの
十分とは言えない11) . そのため， 新規治療法
の開発が必要と考えられている．

そのような中， 我々は新規治療法として腫場
溶解性ウイルス療法に注 目した 腫蕩溶解性ウ

イルス療法とは 分子生物学的な手法で作製さ
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れたウイルスが選択的に腫蕩細胞を殺傷するこ

とで抗腫蕩効果を得る治療法をいう12）. 腫蕩
溶解性ウイjレス療法は現在， 臨床試験が行われ
ている新規治療法であり 腫蕩溶解性ウイルス
療法として悪性神経謬腫・ 悪性黒色腫への単
純ヘルペスウイルス（H SV) 13.14）， 府平上皮 が
んへの アデノウイルス1 5）， 卵巣がんへの麻し
んウイルス16）， 悪性神経謬腫へのレオウイル

ス17）， 肝臓がんへのワクシニ アウイルス18） な

どの臨床研究が報告されているが， 子宮頚がん
に対する臨床試験は未だ行われていない19) .

こ れ まで我々 は 腫 蕩 溶 解 性H SVで あ
るT-01を用いて子宮頚がんの新規治療法を
キ食言すし て き た20. 21) . T-Ol はH SVのy 34.5, 
infected cell proteins 6 (ICP 6），α 47 の 3佃の
遺伝子を欠失させたウイルスである22) . y 34.5 
を欠失させたウイルスは 腫蕩細胞に感染する

とプログラム死に関連するタンパク合成を阻害
し 腫蕩細胞内で増殖する23) . ICP 6 はウイル
ス DNA合成に必須の酵素をつくる遺伝子であ
り24）， これが欠失しているウイルスはDNA合
成に必要な酵素が供給される腫蕩細胞内でのみ
複製が可能となりウイルスの増殖により腫蕩細
胞を破壊する2 5）＿ また α 47 遺伝子産物は感
染細胞表面の MHC class I の発現を抑制する

機能を持つが， α 47 を欠失させることで感染

細胞上に MHC の発現を持続させることが可能

となり， その結果細胞傷害性T 細胞（cytotox ic
T lymphocyte; CTL）が標的細胞をより効率よ
く認識できるようになる26) _ ヒト子宮頚がん

に対するT-01の抗腫蕩効果は ヒト子宮頚部
腺がん由来のHela細胞 ヒト子宮頚部肩平上
皮 がん由来のC aski細胞や SKG-IIIa細胞を移

植した種々の担がんマウスを用いた研究で確認
されている21）. また HPV E6/E7 遺伝子を
導入したマウス肺がん細胞であるTC-127）を移
入した子宮頚がんモデルマウスを用いた研究で

は， モデルマウス腫場内にT-01を接種したと
ころ有意な腫蕩増大抑制効果が認められた20).

近年， 腫蕩に対する免疫機構の研究から腫蕩
免疫療法の開発が急激に進められている28,29) .  
免疫応答の調節メカニ ズムとして， 自己に対
する過剰な免疫反応や正常細胞への傷害を抑
制するための免疫チェックポイント機構が存
在する． この機構は共刺激分子により調節さ
れ，T 細胞が活性化されるとCD152 ( cytotox ic 
T-lymphocyte antigen- 4 ; CTLA-4） な ど の 免
疫補助受容体に抗原提示細胞に発現するCD80
やCD86 などのリガンド が結合することで， 免
疫反応が抑制される30, 31）. 腫蕩組織ではこの
免疫チェックポイント機構が増強されており，
腫蕩細胞上の共刺激分子が活性化リンパ球に発
現するCD152 などと結合することで腫蕩免疫
が抑制され， 抗腫蕩効果が減少することで免疫
系からの回避が可能となっている32）＿ これら
の免疫学的知見から 免疫チェックポイントを
阻害することで腫蕩免疫の活性化が維持される
と考えられた． 抗CD152抗体などの免疫チェッ
クポイント阻害剤が創薬され 悪性黒色腫や卵
巣がんを対象とした臨床試験で大きな効果を挙
げているがおお） ヒト子宮頚がんに対しては免
疫チェックポイント阻害剤による臨床試験は行
われていない36) .

これまでの研究で 子宮頚がんモデルマウ

スにおいてT-01に腫蕩増大抑制効果がある

ことは明らかになっているが， 腫蕩体積が約
320 mm3 を超えた腫蕩ではT-01による腫蕩増

大抑制効果は減弱していた20＞＿ 本研究は， 子
宮頚がんモデルマウスでT-01と免疫チェック

ポイント阻害剤を併用し 更なる抗腫蕩効果を
持つ新規治療法を 目指した

II. 研究材料および方法
1. 研究倫理
組換えウイルスT-01を用いた実験は， 文部

科学大臣確認実験として（承認番号 360）， 本学
組換えDNA 実験安全管理規則に従って実施し
た 動物実験は， 動物実験委員会の承認後（承
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認番号27-004）， 本学動物実験規定を）順守して
実施した． マウスは， 飼育室 の環境に 馴化させ
るために， 特定病原体除去下で 7日間の飼育後
に実験を開始した． 人道的エンド ポイントとし
て， 腫場 体積が 1 500 mm3 を超えた場合， 体

重が 2-3日間に 20 %以 上減少した場合， 被毛
の汚れ， 立毛， 異常姿勢， うずくまり姿勢など
の外観が見られた場合と設定し動物福祉に 配慮
した動物実験を行った．

2 . 腫蕩細胞および腫蕩溶解性ウイルス
T zyy-C hoou Wu教 授 （Johns H op kins 

University, Bal timore, USA） よ り 供 与 さ
れ た TC-1細 胞 はRP MI 1640 培 地（Life
T echnologies C o., C arlsbad, C A, USA）に 10%
ウシ胎児血清， lOmM 4- (2-hydroxyethyl) 
1-piperazineethanesulfonic acid ( HEPES； 向

科 学 研 究 所， 熊 本 ）， 20 単位／ml ペニ シ

リ ン（Meiji Seika ファ ル マ 株 式 会 社，
京）, 0 .2mg/ml ストレ プ ト マ イシ ン（Meiji

Seika ファルマ株式会社）を添加した培養液 で，

37℃， 5% C 02 条件下 で培養した. T-01 [3 . 5  
×109 plaque forming unit ( PFU) /ml］ 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

脳腫蕩外科， 東京） より供与された
3. T 四01と抗体による細胞傷害性の測定

TC-1を 96-well平面培養プレート（T hermo
Fisher Scientific Inc ., Waltham, MA USA）に

l×104 cells/well になるように ？番手重し， 24時
間 培 養 後， T-01をl×103 , 1×104 , 1×105 

PFU で感染させた． この際， 抗体投与群に
はラット抗マウスCD274モノクローナル抗
体（サブクラス：IgG2 b, clone: 10 F .  9 G 2, Bio 
Legend Inc, San Diego, C A, USA） ま た は ア
イソ タイプ抗体（サブクラス：IgG2 b, clone: 

RTK 4503, Bio Legend Inc ）を同時に添加した
（抗体濃度 1 µg/ml ）. 感染 24時間後に細胞生
存 率 をC ell T iter 96⑧AQueous One Solution 
C ell Proliferation Assayキット（Promega C o., 

Madison, WI, USA）を用いて解析 した． 生存

率の測定はキ ット試薬添加 2 時間後に 490 nm
(OD. 490）及び 参照波長 として 630 nm (OD. 
630） の吸光度をマイクロプレ ートリーダー
( T ecan Group Ltd ., Mannedorf, Switzerland) 

で測定した 細胞生存率は以下 の計算式に基
づき求めた． 細胞生存率（%）二（ウイルス 添
力Dwell のOD. 490 －ウイルス｛�力Dwell のOD.
630）÷（ウイルス非添加 well のOD. 490帥ウイ
ルス非添加 well のOD. 630）×100 .  

4. 子宮頚がんモデルマウスの作製
実験動物として 5週齢 の雌 のC 57BL/6 N Jcl

マウス（日 本クレ ア株式会社 ，東京） を用 い

た TC-1をリン酸緩衝液（phosphate buffered 
saline; PBS ） 中に l×105 cells/100 µ 1に調整

し 細胞 懸濁液を剃毛したマウス背部に正中を
境 にして， 左右に l か所ずつ（合 計 2ヵ所） 皮

下 移入した． 皮下移入は ソ ムノペンチル（共

立製薬株式会社， 東京）をSOmg/kg腹腔投与
し麻酔下で、行った 体温維持のため麻酔後覚醒

までの間ヒ ーターマット（夏 目製作所， 東京）

上で管理した
5. 抗腫場効果の検討
τ01はPBS で希 釈し l回 の 接 種 をl×

I〔fPFU/50 µl とした 免疫チェックポイント阻
害剤として， 抗CD274抗体とコントロールとし
てアイソタイプ抗体を用いた． いずれもアジ化ナ
トリウム不含 で 0 .1エンドトキシンユニットI µg 
未満のエンドトキシ ン含 有量の抗体を用いた

子宮頚がんモデルマウスでの抗腫蕩効果を次
の 5 つの群で検討した . T-01単独群：左側腫
蕩にT-01を接種 T-01 ＋抗CD274抗体併用
群：左側腫蕩にT-01を接種し， 抗CD274抗
体を皮下投与， T-01 ＋ アイソタイプ抗体併用
群：左側腫蕩にT-01を接種し アイソタイプ
抗体を皮下投与抗CD274抗体単独群：左側
腫蕩 に PBS を 50 µ 1接種し 抗CD274抗体

を皮下投与， PBS群：左側腫場に PBS を 50 µl 
接種T-01または PBS をT-01移入後 7日自
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から 4-5日間隔で腫蕩内接種した． 抗CD274
抗体または アイソタイプ抗体は背部腫蕩間に
T-01接種目日後と 21 B後に皮下投与した
抗体はいずれも l回の接種を 100 µ g/ 100 µ 1 
とした 処置はソ ムノペンチル麻酔下 で行っ
た 体温維持のため麻酔 後覚醒までの間ヒ ー
ターマット上で管理した. TC“ 1移入後 2-3日
間隔で腫湯径 と体重を測定した 腫蕩体積は
C arlsson の公式［腫蕩体積（mm3 ）：蹟蕩の 短
径（mm ）×腫蕩の 短径（mm ）×腫蕩の 長径
( mm ）÷ 2］ で求めた37).

6. 組織採取 および細胞単離

各投与群の子宮頚がんモデルマウスから牌

臓 と腫場組織を採取 した． 牌臓は 70 µm－セ

ル ストレ ーナー （BD, Franklin Lakes, NJ, 

USA）を通過させた後 ACK バッ ファー（0. 826
% NH4C l , 0. 1% KHC 0

3
, 0. 0037% EDT A-

2 Na, pH 7. 3） で赤血球を溶血 させ牌細胞を得
た. T umor Dissociation Kit ( Miltenyi Biotec 
Inc. Bergisch Gladbach, Germany ） を 用
い gentle MAC S  ( Miltenyi Biotec Inc. ） で 腫
蕩組織を破砕 し 細胞を単離した 生細胞数
は， TC 20TM全 自動セルカウンター （Bio Rad 
Raboratories, Hercules, C A, USA）を用いて計

測した．

7. 腫蕩特異的および腫場溶解ウイルス特異
的CTL 解析

TC-1は 腫 蕩抗原と し てHPV E7 を 発 現

し て い る た め27) TC-1に対 す るCTLは E7
特 異 的CTLを 解 析 し T”01に 対 す るCTL
は 五svのエン ベロー プ タ ン パ ク質の lつで
あ る glycoprotein B ( gB ) 38） を 指標と し テ
トラマー アッ セイ39） で 測 定した． 腫蕩組織
か ら単離した細胞を 染色用 バッ ファ� 40） に
1×106 cells/ 100 µ 1と な る よ う に浮 遊 させ，
phycoerythrin ( PE）標識HPV16 E 7 tetramer 
（株式会社医学生物学研究所， 名古屋 ） または
PE標識H SV gB tetramer （株式会社医学生

物 学研 究 所 ） および allophycocyanin ( APC ) 

山山山
，Ai

 
標 識 抗CD3抗 体（clone: 17 A 2 ,  Bio Legend 

Inc) , fiuorescein isothiocyanate ( FITC ）標識
抗CDS抗体（clone: 53-6. 7, Bio Legend Inc) , 

peridinin-chlorophyll proteins comple x with 
cyanin- 5. 5  (PerCP-Cy5. 5）標識抗CD45抗体
( clone: I 3 I 2. 3 ,  Bio Legend Inc ）を加 え 30 分

間暗所にて静置し染色を行った 染色用バッ
ファーで細胞を 洗i争後， FAC SC alibur (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）で測定
し， C ell Quest Pro software version 6. 0 ( BD 
Biosciences ）で解ネ斤 した． フローサイトメーター

による測定は 全て向ーの条件設定で、行った
8. 共刺激分子の解析

共刺激分子の解析には以下 の抗体を用いた．
PerCP-Cy5. 5標 識CD3抗 体（clone: 17 A2) , 
APC 標識抗CD3抗 体APC 標識抗CD4抗
体（clone: RM 4- 5) , FITC 標識抗CDS抗 体 ，
APC 標識抗CDllC抗体（ clone: N 418) , FITC 
標識抗CD45抗 体（clone: 1 3-2. 3) , PE標
抗CD80 抗 体（ clone: 16-lOA 1) , PE標 識 抗
CD86抗 体（clone: GL-1) ,  PE標識抗CD262
抗 体（clone: MD 5-1) ,  PE標 識 抗CD273抗
体（ clone: TK 25) , PE標 識 抗CD274抗 体
( clone: 10 F. 9 G 2) , APC 標 識 抗CD274抗
体（clone: 10 F. 9G2) , PE標識抗CD275抗体
( clone: HK 5. 3) PE標識抗CD279抗体（clone:

RMP 1-30) , APC 標識抗CD279抗 体（clone:
RMPl-30) , PerCP-Cy5. 5標 識 抗 I-Ab抗 体
( clone: AF6-120.l) （ い ず れ も Bio Legend 
Inc ）. 培養細胞および組織から単離した細胞
を染色用バッ ファー40） に I×106 cells/100 µ 1 
となるように浮遊させ抗体を加 え 15 分間暗
所にて静置し染色を行った． 染色用バッ ファー
で細胞を洗浄後， FAC SC alibur で測定し， C ell
Quest Pro software version 6. 0 で 解 析 し た．
フローサイトメーターによる測定は全て開ーの

条件設定で、行った

9. 腫場組織中のウイルス定量
子宮頚がんモデルマウスにT-01を腫蕩内接
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種し， 一定期間後に腫蕩組織からウイルスを
分離した 腫場組織を gentle MAC S を用いて

破砕 し 800 ×g, 5 分間， 4℃ で 遠 心後，
清をウイルス液 として田収した. T-01の定量

は， アフリカミド リザ ル腎臓由来細胞株であ
るVero細胞を用いたプラーク法で行った41 ).
Vero細胞の培養はDulbecco's Modified Eagle 
Medium ( DMEM; Life T echnologies C o.） に
10%ウシ胎児畠清， 20 単位／ml ペニシリン ，
0 .2mg/ml ストレ プトマイシンを添加した培養
液を用い， 37℃， 5%C 02 条件下で、行った． プ
ラーク法に用いるVero細胞は， 6 引rell平面培

プレ ート（T hermo Fisher Scientific Inc.） に
1.5 ×106 cells/well で播種し， 24時間培養する

ことで調整した PBS で l 田洗浄後， Minimum
Essential Medium ( MEM; Life T echnologies 

Co.）で l×101 , 1×102 , 1×103 倍に希釈した
ウイルス液を 250 µ I/well で添加し， 37℃， 5%
C 02 条件下 で l時間ウイルスの吸着反応を行っ
た 吸着反応後， 細胞を 3回洗浄することで非
吸着ウイルスを除去し 3ml/well の寒天培地を
添加した 室温で 10 分間静置することで寒天
培地を固め， 37℃， 5%C 02 条件下で 72時間培
養を行った 寒天培地は 2% Sea plaque agarose 
(Lonza Rockland, Inc. Rockland, ME, USA）に 2

倍の濃度のDMEM （日水製薬株式会社， 東京）
を等量 添加し 最終濃度 2%でウシ胎児血清を
添加することにより作製した 培養 72 時間後，

さらに 2ml/well の 1% Sea plaque agarose を

層し さらに 48 時間培養を行った クリスタ
ルバイオレット溶液（ Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA） で染色し， プラークの数の測定を
行った

10. Phytohaemagglutinin (PHA） 幼若化リ
ンパ球のT-01による細胞傷害性の測定

ナイーブマウスより牌臓を採取し 上述の方
法でリンパ球を単離した リンパ球を 96 “well
平田培養 プレ ートに l ×106 cells/well になる
ように播種し， 1% PHA-M ( T hermo Fisher 

Scientific Inc.） の存在下 または非存在下 で 24
間培養した T 聞01をl ×l06 PFU で感染さ

せ， 感染 24時間後の細胞生存率を測定した．
は上述の方法で測定した．

11. 統計
統 計 解 析 はGraphPad Prism バー ジョ ン

6.0 f  ( GraphPad Software, Inc. La Jolla, C A  

USA） を 用 い た． データは平均値土標準偏
差（ SD） で表した. 2 変数の相関分析 は両側
Pearson 分析 を行った 正 規分和に従う独
した 2群関の比較は両側 Student’s ι検定（対

応なし）を行った 同一個体の左右の腫蕩体積
の比較は両側 Student’s t－検定（対応あり）を
行った. 2群聞の腫蕩体積の経時 的変化の比
較 は， 反復測定二元配置分散分析（twoベNay
analysis of variance; two-way ANOV A） を 行
い，Bonferroni 比較検定を行った 生存曲線は，
Kaplan-Meier 生存分 析 を行い， log-rank 検定

を行った 多群関の比較は一元配置分散分析

( one-way ANOV A）を行い， T ukey 比較検定
を行った p<0 .05 を統計的に有意とした．

III. 結 果
1. 子宮頚がんモデルマウスでの腫蕩内浸潤

リンパ球
子宮頚がんモデルマウスで腫蕩内総 細胞数お

よび腫場内に浸潤したCDS＋ リンパ球の比率

を測定した． 腫蕩組織の総 細胞数は経時的に増
加し， TC-1移入後 11日日に平均で 2 .9 ×106
個だった細胞数は 25日 目には 2 .7 ×108 個 と
約 100 倍 に増 加していた（図lA）. 一方， 腫
蕩内浸潤CDS+ リン パ球の比率はTC-1移入
後 11日 目の平均で 22%であったが， 25日 目
には 5 分の l程度の 4.3%であった（図lB) .
腫蕩内細胞数と腫蕩内浸潤CDS＋ リンパ球の
比率は， 負の相関を認めた（r= - 0 .6030, p 
<0 .005) （図IC ）. このことより， 子宮頚がん
モデルマウスで腫場の増大にCTLによる腫蕩
免疫が関与していることが示唆された
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図1. 子宮頚がんモデルマ ウスでの腫蕩内 総細胞数と腫蕩内浸潤リンパ球

A : TC-1移入後， 11日， 14日， 18日， 25日に腫場組織を採寂し 腫蕩内 総細胞数を計測した
B： 図lA で 単離した細胞を 染色し， 腫蕩内 に浸潤した CDS ＋リンパ球（CD3+ CDS + CD45 ＋） の比率

を フローサイトメーターで解析した．

C ： 図lA と図lBから腫蕩内細胞数と腫場内 CDS ＋リンパ球（ %） の相関を求め たlつの点は 1匹

のマウスから得られた結果を表した

それぞれの腫蕩採取日でマ ウスを 3 - 6匹用いた． 国lAと園lBは 平均値土SDで 表し， 図lC の回
帰直線は両 側 pearson 解析で求め た

2. 共刺激分子の解析
腫蕩内のCTL減少に免疫チェックポイント

機構が関与する32） . そこでTC-1および子宮頚
がんモデルマウスの樹状細胞とリンパ球にお
ける共刺激分子の発現レ ベルを解析 した 免
疫調節に関与する共刺激分子は多数報告され
ているが， 我々はその中でもT 細胞の制御に
中心的な役割を果たし 臨床応用もなされて
いる B7 スーパ ーファミ リ� 42）に焦点を絞り，

CD80 (B7-l) , CD86 (B7-2) , CD273 (B7-
DC , 'jjl陥：PD-L2) , CD274 (B7-H l別名：PD 
L 1) , CD 275 ( B 7四日2）の解析を行った． 継代
培養中のTC-1に発現する共刺激分子をフロー
サイトメーターで解キ斤 したところ， CD80 お
よびCD274の発現 が見られ， CD86, CD273, 
CD275 は陰性であった（図2A）. 次に， 牌臓
内の樹；i犬 細胞（CD11 c ÷ CD45+ I-Ab＋細胞） で
の共刺激分子の発現レ ベルを解析した. TC-1 
移入前のマウスではCD80+ , CD86+, CD274十
樹状細胞の比率 が高かったが， TC-1移入後
CD80 + ,  CD86＋ 樹状細胞の比率は減少した
また， CD273+, CD275 十樹状細胞の比率は低
値のままであった（国2B）. 本モデルマウスで

は， 免疫チェックポイント阻害剤の標的分子と
してCD274が候補となると考えられた．

そこで， 継代培養中に認められたTC-1での
CD274の発現レ ベルが子宮頚がんモデルマウ
スの腫蕩内で変化するかを解析した 腫蕩組織
におけるTC-1はCD262 をマーカーとして程在

認した？ 接種直前のTC-1 (0日 ） と接種後
7日， 11日 のTC-1 (CD45 - CD262＋細胞 ） で
のCD274発現レ ベルを解析したところ， 平均
蛍光強度に変化はなかった（図2C ）. さらに，
CD274はCD279 と結合するため44）， 腫場内
浸潤CDS＋ リンパ球および牌臓中のT 細胞に
発現しているCD279を確認した 腫蕩内浸潤
CDS＋ リ ン パ 球 は 58 .5 ± 14. 1 %でCD279 が
陽性であり（図2D) , 牌臓中のCD ど リンパ球
およびCDS十 リンパ球のいずれもCD279 ÷ 細
胞が存在した（図2E）. 以上のことから， 本モ
デルマウスでの免疫チェックポイント機構に関
与する分子はCD274と考えられ， 本研究での
免疫チェックポイント阻害剤を抗CD274抗体
とした．

3. T“01および抗CD274抗体の細胞傷害効果
TC-1に対してT-01および抗CD274抗体
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図2. 共刺激分子 の発現 の解析
TC-1細抱， 樹状細胞の共刺激分子を フローサイトメーターで解析した
A:TC-1細胞表面に発現する共刺激分子 （CD80 CD86 CD273 CD274 CD275 ）を フローサイトメーター

で 解析した実線はそれぞれの抗体 で 染色した結果を表し 破線は非 染色 （ネガ テイブコントロール）
を表した．

B: TC-1移入直前（ 0日）および TC-1移入後11日，

刺激分子［ CD80 （黒丸）, CD86 （白丸）, CD273 r照二
サイトメーターで解析した．

C : TC-1移入直前（ 0日）および TC-1移入後 日日， 14日目の腫蕩組織 のTC-1 (CD45-CD262＋）細胞

表面に発現する CD274 をフローサイトメーターで解析し 発現を平均蛍光強度で 示した
D : TC-1移入後 11日目の腫蕩浸潤CDS＋リンパ球（CD3+ CDS+ CD45＋）細胞表面に発現 する CD279を
フローサイトメーターで 測 定した実線はそれぞれの抗体 で 染色した結果を表し破線は非 染色（ネガ テイ

ブコントロール）を表した．

E : TC-1移入車前（ 0日）および TC-1移入後11日， 14日の牌臓における CD4＋ リンパ球（白丸）およ

び CDS＋リンパ球（黒丸）細胞表面に発現した CD279を フローサイトメーターで解析した
それぞれの日数で マウスを3 - 5匹 用いた． 図2B 2C 2E はそれぞれ 平均値±SDで表した．

蛍光強度

14日目の牌臓における樹状細胞表面に発現する共
, CD274 （白四角）, CD275 （黒四角）］を フロー
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の細胞傷害作用をin w’troで確認した
にT-01を感染させたところ ウイルス量依存
的に細胞傷害が認められ 1×105 PFU で感染
させたTC-1には広範に細胞変性効果を認めた
( data not shown) . 抗CD274抗体またはアイ
ソタイプ抗体のみを添加した条件では細胞生存
率はほ ぼ100%であった. 1×105 PFU のT-01
とともに抗CD274抗体またはアイソタイプ抗
体を添加した場合細胞生存率はT-01のみを
添加した条件と比較して有意な差は認めなかっ
た（図3）. 以 上のことより， 抗CD274抗体に
は細胞傷害作用はなく， T-01の細胞傷害性に
も影響を及 ぼさないことが明らかになった

4. 子宮頚がんモデルマウスでの腫蕩体積の

経時的変化
子宮頚がんモデルマウスで抗腫蕩効果を検討

5 つの実験群でそれぞれの個体における

TC-1 

した

105 

十

τ01および抗 CD274抗体 による細胞傷害性

継代培養中のTC-1細胞に T-01 (1×103, 

l×104, 1×l05PFU ）を 感染させ， 同時に

抗 CD274抗体およびアイソタイプ抗体をそ

れぞれ 1 µ g/ µ l で 添加し 生存細胞 率を

測した. T-01および抗体を 添加して いない

条件での細胞生存率を 100%とした 各群

の 生存率を 平均値± SDで 表した 各群に
おける同一の計測を3回行った． 多 群間の
比較は one-way ANOVAで解析した．
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CD274抗体 単独群 （ 9匹）， PBS 群 (11匹）の腫療体積の推移を表した左側腫蕩 に TC-1移入後7日目，
11日目， 16自目， 21臼自， 25日目に T-01 または PBS を腫蕩内接種し 両腫蕩聞 に ， 11日目と 21日目

に抗 CD274抗体 またはアイソタイプ抗体を 皮下投与した 各群における ，左側腫湯（黒色 ）と右側腫蕩（白

色 ）の腫蕩体積を平均値土SDを 用いて 表した左右の腫蕩体積の有意差は両 側Student's t－検定 （ 対応

あり ）を 用いて 解析した． 有意差はアスタリスクヤ p<0.05 ， 料 p<0.005 ）で 示した．
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図5. T-01 ＋抗 CD274抗体併用群と各群の比較

A: T-01 または PBS接種側腫蕩 （左側 ） の腫蕩体積を平均値土SDで 表した

B：非接種側腫蕩 （ 右側 ） の腫場体積を平均値±SDで表した．

図5A, 5B ともに T-01 ＋抗 CD274抗体併用群 （白丸）とそれぞれの群 （黒丸） 間での経時的変化 の比較

を反復 測 定 twひway ANOVA で行い， 有意水準 で ある場合 ， p値をグラフ左上に記した経時的変化 に

有意差が ある場合はBonferroni 比較検定を行い， 各 測 定日でのアスタリスク （＊ p<0.05 ， 料 p<0.005 ）で

した．

C： 生存解析は Kaplan-Meier 生存分析を行ったT-01 ＋抗 CD274抗体併用群を実線で 表し それぞれの

群を破線で 表した生存率 の比較は log-rank 検定を行った . p値をグラフ左下 に記した



(p= 0 .  744）抗CD274抗体単独群はT-01 ＋ 抗
CD274抗体併用群の 3 分の 2程度の腫蕩体積
であった．

TC-1移入後 30 日日での生存率は， T”01 + 

抗CD274抗体併用群で 50%(10匹中 5匹生存）

であったのに対し， T-01単独群， T-01 ＋ アイ
ソタイプ抗体併用群 抗CD274抗体単独群で
はそれぞれ 21.1% (19匹中 4匹 生存）' 37 . 5% 
(8匹 中 3匹 生存 ）' 55. 6% (9匹 中 5匹 生存 ）
であった（図5C ）. また， PBS群は 28 日日ま
でに 11匹 全例で人道的エンド ポイントの設定
に 達した 生存率はT-01 ＋抗CD274抗体併
用群と PBS群とで有意差があった（図5C 右）．

T-01 ＋抗CD274抗体併用群とT-01単独群を
比べると， 生存曲線に有意差は認めなかったが
TC-1移入後 30 日 目での生存率はT自01単独群
よりも改善していた（図5C 左）．

図6. 接種側 麗蕩と非接種側腫蕩の比較
TC-1移入後7日目に T-01を接種し， その 4日
後（TC-1移入後11日目） に T-01接種側 （左

側 ）と非接種側（ 右 側 ）の腫蕩組織を採取した

マウスは 4匹 用いた．
A：腫蕩組織内のT-01を定 量 した． それぞれの

腫蕩組織での腫蕩 lgあた りのウイルス 量を

均値±SDで 表した. ND : not detected 
B： 腫 蕩 浸 潤 CDS ＋リン パ 球（CD3+ CDS + 

CD45十）中の E7特異的CTL （黒色 ）および

gB 特異的CTL （白色 ）の 比率をテトラマー

アッセイで 解析 した それぞれの腫場組織で

のCTLの比率を平均値±SDで 表した

の腫蕩組織での 各CTLの比率の有意差は両 側

Student' s t－検定 （ 対応あり ）で解析した
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A 左右の腫蕩体積を比較したところ， PBS群で

は左右の腫蕩体積に差はなく 腫蕩の増大に移

入部位の左右差はないことが示 された T-01

単独群では， T-01接種側腫蕩（左側腫蕩 ） は

非接種側腫蕩（右側腫蕩 ） と比較して， TC-1

移入後 14日 目から有意に腫蕩体積の増大が抑
制された T-01 ＋ 抗CD274抗体併用群およ
びT-01 ＋ アイソタイプ抗体併用群で も左右
の腫蕩体積の増大傾向が異なった 一方， 抗
CD274抗体単独群では左右の腫場体積に有意

な差はなく， 本研究の子宮頚がんモデルマウス

において抗CD274抗体には両側の腫蕩に対し

腫蕩増大抑制効果があることが示 された また，

28 日 目までに PBS群と比較して約 50%の腫

蕩体積となっており 高い腫蕩体積増大抑制効
果を認めた（図4) .

T-01十抗CD27 4抗体併用群と各群の比較
T-01単独群とT司01 ＋ 抗CD274抗体併用群

で左右それぞれの腫蕩に対し腫蕩増大抑制効果
が大きく異なった（図4）. そこで， 治療効果を
より詳細に検討するために， 腫蕩体積の経時的
変化を左側腫蕩と右側腫蕩の双方で， T-01 ＋抗
CD274抗体併用群と他の 4群と比較した（図5) .

T-01または PBS 接種側腫蕩（左側腫蕩） で
は， T-01 ＋抗CD274抗体併用群はT-01単独

群に比べ， 有意に腫蕩体積の増大が抑制され
ていた（図5A 左）• T-01十 アイソタイプ抗体
群および PBS群との比較でも同 様に有意な腫

蕩 抑制効果が認められた（図5A中左および

右）． 非接種側腫蕩（右側腫蕩） では， T-01十
抗CD274抗体併用群はT-01単独群に比し有
意差を認め， 併用効果が見られた（図5B 左）．
しか し 接 種 側 腫 蕩（国5A中 右 ） と 同 様に，
T-01 ＋抗CD274抗体併用群には抗CD274抗
体単独群を上回る効果は認められなかった（図
5B 中右）． 逆に， TC“l移入後 30 日 目の非接

種側腫蕩の平均腫蕩 体積はT-01 ＋ 抗CD274

抗体併用群と抗CD274抗体単独群でそれぞれ
692mm3 と 459mm3 で 有意差はないものの

5. 
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6. 接種側腫壌と非接種側腫蕩の比較
T-01単独群において T-01接種側腫蕩（左

側腫蕩） と非接種側腫蕩（右側腫蕩）の腫蕩体
積の増加に差が認められた（図4 左上 ）． この
左右差の理由を明らかにするために， まず両腫
蕩組織に存在するT-01を定量した（図6A) .

T-01接種側腫蕩では接種後 4日 目の腫蕩で予
想通りT-01の存在が確認されたが， 非接種側
腫蕩ではT-01は検出限界未満であった． この
ことからT時 01接種側腫場ではT-01の感染が
認められたが， 非接種側腫蕩へT”01が移行し
ていないことが明らかになった．

次に腫蕩体積の左右差にCTLが関与してい
るかどうかを解析した 腫蕩組織中のCDS＋ リ
ンパ球に占める E7特異的CTLと gB特異的
CTLの比率をテトラマーアッ セイで解析した．
T“01接種側腫蕩で E7特異的CTLおよび gB
特異的CTLはそれぞれ 48 . 5%, 32 . 7%であっ
た 一方， T同 01非接種側腫蕩でも gB特異的
CTLが検 出され， E7特異的CTLと gB特
的CTLのそれぞれの存在比は左右の腫蕩で有

意差はなかった．
7. 腫蕩組織中のCTLの解析とT-01の定量

腫蕩体積増大抑制効果にはT”01 ＋抗CD274

抗体併用群とT-01単独群に有意差はあるが（函
5A左 ，5B 左）， 抗CD274抗体単独群と併用群

の間で有意差は認められなかった（図5A中右 ，
5B中右）． その原因を考えるために， 各群にお
けるCTLの解析とT回 01の定量を行った

解析を行うのに適切な時期を推定する 目的で，
PBS群でE7特異的CTLの推移を測定したとこ
ろ， TC-1移入後 11日 目には 14%存在したE7
特異的CTLはその後減少し 18日日以降は 3%
未満となった（図7）. さらに， 各群関で腫蕩体
積に有意差が出始めるのがTC-1移入後 18 ～21
日 目（図5A， 図5B）であったため， 各群間の比
較を行うのに 18日日が適切であると判断した

まず， 5 つの群における腫蕩組織中のE7特
異的CTLを測定した 抗CD274抗体単独群で
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図7. 躍場内 に浸潤した E7特異的 CTL の経時 的 変

化
TC-1移入後11日 目， 14日 目， 18日目， 25 日

目に腫蕩組織を採取し 腫場組織内 の総細抱
数に対する E7特異 的 CTL の 比率をテトラ
マーアッセイで 測 定した． それぞれの日数で

マウスを3-6匹用いた． 各日のCTL の比率を

平均値±SDで 表した

の E7特異的CTLは 5. 7%存在していたのに対
し， T-01単独群 T明 01十 アイソタイプ抗体併
用群， PBS群では有意に少なかった（図8 A) .
T-01単独群と PBS群に有意差がなかったこと
から， T-01はE7特異的CTLの誘導に関与し
ていないと考えられた. TC-1移入後 14日 目に
おける PBS群の E7特異的CTLが 6. 3%であっ
たことから（図7）， 抗CD274抗体 が腫場組織
中のCTLの減少を抑制していることが示唆さ
れた T-01接種によりHSVに gB特異的CTL
が誘導されることが判明したため（図 6B）， 移

入後 18日 目の gB特異的CTLについても解析
を行った E7特異的CTLと同 様に， T-01十
抗CD274抗体併用群ではT-01単独群よりも

腫場組織中の gB特異的CTLは高値であった

（国8B）. 一方， 腫蕩組織中のT-01の定量を試
みたところ， T-01十抗CD274抗体併用群での
T-01量はT-01単独群に比べて 3 分の l程度に
減少していた（図8C ) .

8. T-01のリンパ球傷害効果
HSV-1の臨床分離株である KO S 株45） はと

ト末梢血リンパ球や隣帯血リンパ球にアポトー
シ スを誘導することが報告されている38,46).
T”01は遺伝子欠失により増殖停止している細
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図8. TC-1移入後18日目 の腫場内浸潤CTL とウイ

各群 において TC-1移入後スケジ、ユ ール通り に T-01 またはPBSの接種および抗 CD274抗体の投与を 行い，

18日目 に接種側（左側 ） 腫蕩組織を採寂した 各群で、マウスを3-6匹 用いた

A：腫場組織内の E7特異的CTLの比率をテトラマーアッセイで 解析した 各群 のCTLの比率を平均値土

SD で 表した他群聞の比較は o問団way ANOVAを 行い， T ukey 比較検定を 行った有意差はアスタリス

クド p < 0.05 ）で示した

B : T-01 単独群 とT-01 ＋抗 CD274抗体併 用群 の腫蕩組織内の gB 特異的CTLの比率をテトラマーアッセ

イで解析した 各群 のCTLの比率を平均値土 SDで 表した2 群聞の比較は両 側Student’s t－検定（対応

なし）を 行った．

C : T心l 単独群 とT-01 ＋抗 CD274抗体併 用群 のT-01を定 量 した それぞれの腫蕩組織での腫：蕩lg あた

りのウイルス 量を平均値土 SDで 表した2 群聞の比較は両 側Student’s t－検定（対応なし）を 行った

図9. T-01の活性化リンパ球へ の細胞傷害性の確認

ナイ ーブマウス の牌臓からリンパ球を単離し

PHA 存在下 ， または非存在下で培養後， T-01
(1×10 6PFU ） を 感染さ せ た． 感染24時間

後に細抱生存率を 測 定した. T-01を 感染させ

て いない条件での細抱生存率を100%とした．

細抱生存率は， 平均値土 SDで 表した同ー

の計測を 4回行った2 群 聞 の有意差は両 側

Student’s t－検定（対応なし）を 用いて 解析し
アスタリスク（料 p<0.005 ）で示した．

胞に対する細胞傷害性はないが， 活性化リン
パ球に対する殺細胞効果は検証されていない
また抗CD274抗体単独群と比較し T-01＋ 抗
CD274抗体併用群で E7特異的CTLが低い値
を示 したことは（園7A) , T-01による麗蕩浸
潤CTLを殺傷している可能性が考えられた
そこで， ナイーブマウスの牌臓から分取 した
リンパ球を用い PHA刺激の有無でのT-01の
細胞傷害性を検討した PHA非刺激のリンパ
球に対しT-01は細胞傷害作用を有しないが，
PHA刺激を行ったリンパ球で、は PHA非刺激
のリンパ球と比較して有意に細胞生存率が減少
していた（図9) .

**:p<0.005 
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IV. 考 察
我々は進行 子宮頚がんの新たな治療法を開

発するため， 実験動物を用い検討した マウス
での抗腫蕩効果は， 一般に背部または側腹部の
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lヵ所に臆蕩細胞を移入し 担がんマウスを作
製し解析する20時22.47. 48）. 本研究では 2ヵ所に腫
蕩細胞を移入したモデルを作製し， そのうちの

1ヵ所にT-01を接種し 他方への抗腫蕩効果
を確認した TC-1を背部に lヵ所のみ移入し
た子宮頚がんモデルマウスでは， 移入後 28日
目の腫蕩体積は 582.7 ± 396.8 mm3 で生存率は
78 .6%であったのに対し20）， 本研究で用いた背

部 2ヵ所にT”01を移入した子宮頚がんモデル
マウスでは， 移入後 28日までに全マウスが死
亡し， 25日日で生存していたマウスの平均腫蕩
体積は 966.1 ± 237. 2 mm 3 （図4）であった 即
ち， 本研究で用いた子宮頚がんモデルマウスは，
これまでのモデルマウスと比して腫蕩増大の進

行が早いモデルマウスであり lヵ所にTC-1
を移入したこれまでのモデルマウスでの治療効
果と一概に比較できないと考えられた

ヒト子宮頚部上皮内腫蕩（子宮頚部異形成）
に浸潤したCTLは病態の進行を抑制し49）， ま

た， 腫場浸潤リンパ球とヒト子宮頚がんの病態
進行には強い関連があることが報告されてい
る50. 51）. これらのことからヒト子宮頚がんで
の腫蕩免疫の関与が示唆されている． 本研究で
作製した子宮頚がんモデルマウスでも腫場内に
浸潤したCDS+ 1）ンパ球の存在が フローサイ
トメトリーにより確認されたが， 腫蕩の増大と
ともに腫蕩浸潤CDS＋ リンパ球の存在比は減少
し（図lB）， 臆場内総 細胞数と腫蕩浸潤CDS+
リンパ球には有意な負の相関が認められた（図

lC ）. これらの結果は 腫蕩の増大にCTLが
関与することが示唆された また， 腫蕩組織に
おけるCTLの減少は免疫チェックポイント機

構が関与していることが明らかになっており，
腫蕩細胞－T 細胞間および抗原提示細胞－T

細胞間で共刺激分子の相互作用によりT 細胞
機能の減弱が起こる32）. そこで， 本モデルで
も免疫チェックポイント機構を解明するために

共刺激分子の探索を行った．
TC-1はCD80, CD274 が陽性であり， 樹状

細胞では， TC” I移入後CD80 が急激に減少し
た一方で、， CD274の発現 比率は保たれた． そ

のためCD274が標的分子候補と考えられた
CD274は活性化T 細胞に発現 するCD279 の
リガンド であり T 細胞表面におけるCD279
の発現も併せて解析したところ， 腫蕩内および
牌臓内のT 細胞でCD279 陽性T 細胞が確認

された． これらのことから CD274とCD279

の相互作用により腫蕩組織におけるCTLの減
弱が示唆され， この相互作用を遮断するには抗
CD274抗体または抗CD279抗体の投与が考え
られた 活性化T 細胞上のCD279はCD273 お

よびCD274と結合し いずれの分子と結合しで
もT 細胞に抑制性シグナルが伝達される必）． 一
方， CD274はCD279 お よ びCD80 と 結 合 す

る. CD80 は抗原提示 細胞に発現 し， T 細胞
に発現 するCD28 およびCD152 と結合する
が 53日）， 活性化T 細胞にも発現する 57- 59）. 活

性 化T 細脆に発現 するCD80 はCD274と結
合しT 細胞 機能の 抑制に関与することが知
られている60, 61) 即ち 抗CD274抗体 と抗

CD279抗体では遮断 できるシグナルは完全に

は一致しない． ヒトにおいて正常子宮頚部上皮
細胞ではCD274は発現 されないが子宮頚がん
患者の 23 ～51%の症例で腫蕩細胞にCD274
が発現している62. 63). リンパ節転移を認めた子
宮頚がん患者の症例では， リンパ節中のT 細

胞でのCD279 の発現 が有意に増加する64）. ま

た， 抗CD274抗体 と抗CD279抗体 は肺がん
の免疫チェックポイント阻害薬として臨床試
験が既に行われており 抗CD279抗体では副
作用として開質性肺炎の発生が報告されてい
るが65）， 抗CD274抗体では間質性肺炎の報告
は極めて少 ない 66）. 本モデルマウスでTC-1
にCD273 の発現 が認められないこと（図2A)
と， 肺がんに対する臨床試験における副作用
発生頻度から， 本研究においてCD274を免疫

チェックポイント阻害の標的分子とし， T-01
と抗CD274抗体の併用療法の可能性を検討し
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た 抗CD274抗体はTC-1細抱に直接細胞傷
害性を示 さず（図3）， またモデルマウスへの投
与によって腰蕩増大抑制効果を示 しており（図
4）， 抗CD274抗体の有効性は確認された

これまでのTC-1を背部に 1ヶ所移入した子
宮頚がんモデルマウス20） では明らかになって
いなかった知見としてT-01非接種側腫蕩（右
側腫蕩）の腫蕩体積の増大がT-01で抑制でき
なかったことがある. T-01単独群のT-01接
種側腫蕩（左側腫蕩）はこれまでの研究20） と同
様， PBS群と比較して有意に腫蕩体積増大が
抑制されていたが（p<0 . 0001) , T-01非接種
側腫蕩ではT-01単独群と PBS群で腫蕩体積に

有意差は認められなかった（pニ 0 .9867）. 即ち，
本モデルマウスにおいてT-01は接種を行った

腫蕩には腫蕩体積増大抑制効果があるが， 遠隔
の腫蕩に対してはほとんど有効ではないという
ことになる． その理由の 1っとして， T-01非
接種側腫蕩ではT悶 01は分離されなかったこと
が挙げられ（図6A) , T句 01は接種した腫蕩か

ら遠隔の腫蕩へ移行せず， 移行先の腫蕩で腫
蕩溶解を起こすことはないと考えられた． さ
らに 2 つ自の理由として， T-01の接種により
gB特異的CTLが誘導されることが挙げられ
る（図6B) . T-01単独群のT-01非接種 側腫
蕩では， gB特異的CTLが 22 .8 %存在してい
た CTLの腫蕩組織への浸潤の可否は， 一般
的にCTLに発現する接着分子やケモカインレ
セプターと腫蕩組織内の自管内皮細胞に発現す
る接着分子及び血管内皮細胞または腫蕩細胞か
ら産生されるケモカインの組み合わせで決ま

る67）. つまり， T-01が接着分子やケモカイン
の発現に関与していなければ， 腫蕩組織内に
T-01が存在するかどうかには関わりなくCTL
は腫場組織に浸潤する. T-01に対する gB特
異的CTLはT開 01接種側の臆蕩だけでなく標

的細胞のない遠隔の臆蕩にも浸潤してしまい，
腫蕩細胞に対するCTLの腫蕩組織内比率を減
少させ， 抗臆蕩効果が減弱すると考えられた

実際に， TC-1移入後 11日日の腫蕩組織中の

CTLで計算を行った 接種側腫蕩においてE7
特異的CTLの標的細胞はTC-1であり， gB特
異的CTLの標的細胞はT-01感染細胞である
両CTLの存在比を各個体で合計すると， 平均

で 81.2%となる． 非接種側腫蕩はT-01 が検
出されず（図6A) , gB特異的CTLの標的細

胞は存在しないと考えられた 非接種側腫蕩で
は標的細胞を有するCTLは E7特異的CTLの
みで， その存在比は 43.8%であった． 両腫蕩
で標的細胞の存在するCTLを比較すると， 非

接種側腫蕩で有意に（pく 0 . 005) CTLの存在比
は低かった しかし 2ヵ所に腫蕩細胞を移入
し片側に腫蕩溶解性ウイルスを接種したモデル

で， 両側の臆蕩に抗腫蕩効果が得られた報告も
あり68）， 遠隔の臆蕩に対しては更なる研究が
必要で、ある．

さらに検討を行った 5 つの群での腫蕩体積

および生存率から まずT-01単独群とτ 01
＋抗CD274抗体併用群について比較すると，

T-01単独群よりもT-01 ＋抗CD274抗体併用
群で有意な腫蕩増大抑制効果が認められた（図

S A左， 図S B 左）. E7特異的CTLの解析では，
T-01単独群と比較して約 2倍の比率のCTLが
T-01 ＋抗CD274抗体併用群の腫蕩組織内に存
在しており（図8 A）， 抗CD274抗体による効
果が現 れた結果と考えられた 一方， T-01 + 

抗CD274抗体併用群と抗CD274抗体単独群
では存意差は認められなかった（図S A中右，

図S B 中 右）• T-01 ＋抗CD274抗体併用群と

抗CD274抗体単独群の腫蕩 体積をさらに
細に解析すると T-01接種側腫蕩の腫蕩体積
に 2群間で殆ど差がないのに対し（p= 0 . 887)'
TC-1移入後 30 日 目の非接種側腫蕩の平均腫
場 体積は， 抗CD274抗体単独群でT-01 ＋抗
CD274抗体併用群の 3 分の 2程度であり， 遠
隔の腫蕩に対する効果の違いが大きかった． こ
れまでの結果から 抗CD274抗体は E7特異
的CTLの免疫チェックポイントを阻害するの
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みならず， gB特異的CTLに対する免疫チェッ
クポイントも阻害し， gB特異的CTLが維持
されたと考えられた T-01十抗CD274抗体併

用群では gB特異的CTLが腫場組織内に高頻
度で存在し， T-01が感染しで もT-01感染細

胞が gB特異的CTLにより排除される． 免疫
チェックポイント阻害剤がH SV感染細胞に対
するCTLを増加させる報告69）はこれまでにも
あり， また免疫抑制剤であるシクロスポリンは
腫蕩溶解性H SVの免疫による排除を抑制し，
H SVによる抗腫蕩効果を高めることも報告70)
されている． 即ち T悶 01十抗CD274抗体併用

群では抗CD274抗体 がT-01の抗腫蕩効果を
減弱していると考えられた． さらに， T-01十
抗CD274抗体併用群と抗CD274抗体単独群
の腫蕩組織中の E7特異的CTLの比率は併用
群の方が低かった. T-01は PHAで幼弱化 し
たリンパ球に対しでも細胞傷害性があることが
明らかになったことにより 腫場内に存在する

CTLのような活性化リンパ球がT-01により直
接破壊されていることが原因である可能性が示

唆された． この点に関しては 実際に腫蕩組
系哉に浸潤したCTLに対するT-01の細1包傷
性を今後解析する必要があるが， T-01により
E7特異的CTLが傷害され T-01 ＋抗CD274
抗体併用群ではT-01が抗CD274抗体により
維持されたE7特異的CTLの抗腫蕩効果を減
弱していると考えられた． このようにT-01 + 

抗CD274抗体併用群においては， T-01と抗
CD274抗体の作用が拍抗している可能性が推
察された．

臆蕩溶解性ウイルスと免疫チェックポイント
阻害剤の併用の報告はまだ少ないが， 腫蕩溶

解性ウイルスとしてリ コンビナントワクシニ
アウイルスと免疫チェックポイント阻害剤と
して抗CD152抗体を同時接種した場合にそれ
ぞれの抗腫蕩効果が拾抗するという報告があ
る71) . この研究では 抗CD152抗体によりウ
イルスに対する免疫が過剰になり， ウイルスを
排除する結果となった しかしながら， 腫蕩組
織内のウイルス量が減少してから抗CD152抗
体を投与することで腫蕩体積増大と生存率とも
に改善し それぞれの投与時期が非常に重要で
あると結論づけている． 本研究では， T-01と
抗CD274抗体の効果が括抗する結果となった
が， 腫蕩溶解ウイルスと免疫チェックポイント
阻害剤併用療法は， プロト コールの改良により
更なる改善の余地があると考えられ， 今後の詳
細な研究により新規治療法となり得る可能性が
あると思われた．
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A study of combination therapy that 
oncolytic virus and immune checkpoint inhibitor for 

cervical cancer model mice 
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S ince the advanced stage of cervical cancer is 

very difficult to treat, a novel therapy is required. 

We attempted to develop a combination therapy with 

oncolytic virus and immune checkpoint (ICP) inhibitor. 

We employed well-defined cervical cancer model mice 

bearing human papillomavirus E 6 /E 7モxpressing

TC-1 tumor cells. We assessed the antitumor effects 

of T -01 as an oncolytic virus and anti-CD 274 antibody 

as an ICP inhibitor. Comparing T -01 monotherapy 

with the combination regimen, the increase in tumor 

size in mice treated with the combination regimen 

was significantly suppressed. However, antitumor 

effects of anti同CD274 antibody monotherapy were 

slightly greater than those of the combination 

regimen. To evaluate the antitumor effects in each 

regimen, we analyzed anti同tumor immunity in the 

mice. T he highest frequency of E 7司 speci五c cytotoxic 

lymphocytes (CT L) in the tumor was observed in 

mice given the anti-CD 274 antibody monotherapy, 

indicating that anti同CD 274 antibody performed 

as aロICP inhibitor in the mice. We considered 

that the combination of oncolytic virus and ICP 

inhibitor might have antagonistic effects. However, 
each therapy showed potent antitumor activity in 

our study. We proposed herein that a sequential 

regimen of oncolytic virus and ICP inhibitor would 

be a novel combination therapy for cervical cancer. 
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