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I．緒　　言
　先進国において子宮頸がんの発生率は劇的に
減少しているが，世界では年間約 52 万人の新
規症例が報告されている 1）．日本の年齢調整罹
患率は人口 10 万人あたり 10 .9 人で先進国の中
では子宮頸がんの発症率が高く，年間約 1 万人
が発症し約 2,700 人が死亡している 2）．
　 子 宮 頸 が ん は ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス

（human papillomavirus; HPV）の感染が主な
原因であるが 3），スクリーニングとワクチンの

開発で一定程度の予防が可能となった 4-5）．一
方，子宮頸がんに対する治療法は手術療法が中
心であるが，進行子宮頸がんや再発例に対して
は手術適応がなく，放射線療法や化学療法及び
その併用が標準療法である 6-9）．しかし，その
効果は十分とは言えない .
　我々は，子宮頸がん新規治療法の開発が急務
であると考え，腫瘍溶解性ウイルス療法に着
目した．腫瘍溶解性ウイルス療法はがん細胞
にウイルスが感染し，その細胞を破壊するこ
とによって抗がん作用をもたらす治療法であ
る．これまで腫瘍溶解性ウイルス療法は様々な
がん腫に対し単純ヘルペスウイルス 1 型（HSV-
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　子宮頸がんに対する新規治療法の開発を目的とし
て，モデルマウスを用いて腫瘍溶解性ウイルス（T-
01）とシクロホスファミド（CPA）の併用療法を検
討した．併用療法は T-01 単独および CPA 単独療法
に比べ有意な腫瘍増殖抑制効果を認めた．CPA を
投与したマウス脾臓中の総リンパ球数は減少し，か
つマイトジェンに対するリンパ球の反応性も低下
していた．このことから併用療法は，CPA による
免疫抑制によって抗 T-01 特異的免疫が抑制されて

いると推測した．実際，モデルマウス腫瘍組織中
の T-01 は T-01 単独療法に比べ併用療法で有意に
増加していた．併用療法では T-01 および CPA そ
れぞれの抗腫瘍効果に加え，CPA による抗 T-01 特
異的免疫の抑制により相乗効果を誘導したと考えら
れた．本研究では CPA を併用することにより腫瘍
溶解性ウイルス療法の治療効果を改善できることが
示され，将来の臨床応用が期待できると推察した．
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1）10），アデノウイルス 11），レオウイルス 12），麻
疹ウイルス 13）などを用いた臨床試験が報告され
ている．しかし，子宮頸がんに対する腫瘍溶解
性ウイルス療法の臨床試験は未だ行われていな
い 14）．
　腫瘍溶解性ウイルスの中でも HSV-1 は多種
の細胞に感染することができ，またアシクロビ
ル等の抗ウイルス薬で治療を中断できるという
利点を持っている 15）．T-01 は腫瘍溶解性ウイル
ス療法に用いる HSV-1 であり，ウイルス遺伝子
のγ 34.5，infected cell proteins 6 （ICP6），α 47
を欠損させた三重変異型 HSV-1 である 16）．これ
らの遺伝子の欠失により T-01 はがん細胞内で
のみ複製が可能となり，さらに T-01 感染細胞
表面の MHC class I の発現を維持させることで
抗腫瘍免疫を強化することが可能となる 16）．
　我々は T-01 を用いた子宮頸がんに対する腫
瘍溶解性ウイルス療法の有効性を検討してき
た．まず，我々はヒト子宮頸がん由来の細胞に
対する T-01 の細胞傷害効果を明らかにした．
さらに，Hela 細胞を移入した担がんマウスを
用い T-01 に腫瘍増殖抑制効果があることも明
らかにした 17）．次に，HPV-16 型の E6/E7 遺
伝子を導入したマウス由来 TC-1 細胞 18）を移入
した子宮頸がんモデルマウスを用いた研究では，
モデルマウス腫瘍内に T-01 を接種したところ
有意な腫瘍増殖抑制効果が認められた 19）．しか
し，T-01 の腫瘍増殖抑制効果は腫瘍体積が約
320mm3 を超えたものでは減弱した 19）．そこ
で，T-01 の抗腫瘍効果を改善させるため T-01
と免疫チェックポイント阻害剤（抗 CD274 抗
体）の併用を検討したが併用による抗腫瘍効果
の改善は認められなかった．その原因としては
免疫チェックポイント阻害剤によって抗腫瘍免
疫のみならず抗ウイルス免疫の活性化も維持さ
れ，その結果として T-01 の増殖が妨げられた
可能性が示唆された 20）．
　シクロホスファミド（CPA）は抗がん剤の 1
つであり 21），その作用機序は腫瘍細胞の細胞周

期停止およびアポトーシスの誘導である 22-23）．
1960 年代には子宮頸がんに対する臨床試験が
行われたが単剤での奏効率は低く 24-25），現在で
は多剤併用療法の一剤として選択されること
はあるがその頻度は低い 26）．一方，CPA は免
疫抑制作用を有し細胞性免疫および液性免疫
を抑制することが報告されており 27-28），免疫
抑制剤として使用される既存医薬品である 29）．
我々は免疫抑制作用を有するシクロホスファミ
ドと T-01 を併用することで T-01 に対する免
疫が抑制され T-01 の増殖が促されると推察し
た．本研究では，子宮頸がんに適応のある抗が
ん剤であり免疫抑制作用のある CPA を T-01
と併用することによって抗腫瘍効果の改善が得
られるか検討をおこなった．　

II．研究材料および方法
　 1．研究倫理
　動物実験は，岩手医科大学動物実験委員会の
承認を受け（承認番号 27-039）岩手医科大学動
物実験規定を順守し実施した．マウスは飼育室
の環境に馴化させるために，実験開始前 7 日間
特定病原体除去下で飼育した．人道的エンドポ
イントは，腫瘍体積が 1,500mm3 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．組換えウイルスを
使用した実験は，大臣確認実験として岩手医科
大学組換え DNA 実験安全委員会の承認後（承
認番号 360），岩手医科大学組換え DNA 実験
安全管理規則に従って実施した．
　2．腫瘍細胞，腫瘍溶解性ウイルスおよび抗

がん剤
　 TC-1 細 胞 は Tzyy-Choou Wu 教 授（Johns 
Hopkins University, Baltimore, USA）よ り 供
与された．TC-1 細胞は，RPMI1640 培地（Life 
Technologies Co., Carlsbad, CA, USA）に 10％
ウシ胎児血清，0.2mg/mL 硫酸ストレプトマ



イシン（Meiji Seika 　ファルマ株式会社，東
京），20 単位 /mL ペニシリン G カリウム（Meiji 
Seika フ ァ ル マ 株 式 会 社 ），10mM 4–（2–
hydroxyethyl）–1–piperazineethanesulfonic 
acid（HEPES；同仁科学研究所，熊本）を添加
した培養液で，37℃，5％CO2 条件下で培養し
た．T-O1 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）より供与
された．抗がん剤は CPA 一水和物（和光純薬
工業株式会社，大阪）を用いた．
　 3．子宮頸がんモデルマウスの作製
　 C57BL/6NJcl マウス 5 週齢の雌（日本クレ
ア株式会社，東京）を用いた．TC-1 細胞はリ
ン酸緩衝液（phosphate buffered saline； PBS）
中に 1 × 105cells/100µL となるよう調整した．
マウスにソムノペンチル（共立製薬株式会社，
東京）を 50mg/kg 腹腔投与し，麻酔下でマウ
ス背部の剃毛後に細胞懸濁液をマウス左側背部
に皮下移入した．覚醒までの間は体温維持のた
めヒーターマット（夏目製作所，東京）上で管
理した 19）．
　 4．ヘモグロビン（Hb）値の測定
　がんに対する化学療法ではしばしば骨髄抑制
がみられる 30-31）．CPA を用いた化学療法でも骨
髄抑制は誘導され 32-33），マウスモデルでも確認
されている 34）．貧血状態にあるマウスへの CPA
投与はより貧血を悪化させることが考えられた
ため，CPA を用いた治療スケジュールを策定す
るにあたり子宮頸がんモデルマウスでの貧血状
態を確認した 35）．無治療対照群に対し TC-1 細
胞移入直前および移入から 7 日間隔で 28 日ま
で採血し，血中 Hb 値を自動血球測定器 Celltac

（日本光電工業株式会社，東京）で測定した．
　 5．治療スケジュール
　子宮頸がんモデルマウスを無治療対照群，
T-01 単 独 群，CPA 単 独 群，CPA+T-01 群 の
4 群で検討した．T-01 は 50µL の PBS に 1 ×
105 plaque forming unit（PFU）となるよう調

整し，TC-1 細胞移入後 7，11，16，21，25 日
に腫瘍内接種した 20）．CPA は，ジメチルス
ルホキシド（DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis，
MO, USA）で溶解後に PBS で希釈した．投
与時の DMSO の濃度は 1％で，1 回の腹腔内
投 与（500µL）で の CPA 量 は 50 ㎎/㎏ 36） と
し，TC-1 細胞移入後 7，11，14 日に投与した．
CPA+T-01 群は，上記のスケジュールで治療
を行った．T-01 単独群は，T-01 の接種に加え
CPA の代わりに 1％DMSO に調整した PBS を
500µL 腹腔内投与した．CPA 単独群は，CPA
の投与に加え PBS を 50µL 腫瘍内接種した．
無治療対照群は CPA 投与と T-01 接種の代わ
りにそれぞれ 1％DMSO PBS を 500µL 腹腔内
投与，PBS を 50µL 腫瘍内接種した．T-01 接
種はソムノペンチル麻酔下で行い，体温維持の
ため覚醒までの間ヒーターマット上で管理し
た．TC-1 細胞移入後は 2-3 日間隔で腫瘍径と
体重を測定し，腫瘍体積は Carlsson の公式 [ 腫
瘍体積（mm3）= 腫瘍の短径（mm）×腫瘍の
短径（mm）×腫瘍の長径（mm）÷ 2] で算出
した 37）．マウスに TC-1 細胞を移入し，7 日目
に腫瘍体積および体重が無治療対照群，T-01
単独群，CPA 単独群，CPA+T-01 群の 4 群間
で有意差がないことを確認してから各群の治療
を開始した．
　 6．フローサイトメトリー
　 TC-1 細胞移入後 18 日に無治療対照群およ
び CPA 単独群のマウスから脾臓を採取し，定
法に従い ACK バッファー（0.826％NH4Cl，
0 .1 ％KHCO3，0.0037 ％EDTA-2Na，pH7 .3）
で赤血球を溶血し 20），リンパ球数を自動血球
測定器 Celltac で測定した．得られたリンパ球
を染色用バッファー 38）に 1 × 106cells/100µL
となるように浮遊させ，phycoerythrin 標識抗
CD 3 抗 体（clone: 17A2 , BioLegend Inc., San 
Diego, CA, USA），allophycocyanin 標 識 抗CD4
抗体（clone: RM4-5, BioLegend Inc.），fluorescein
isothiocyanate 標 識 抗 CD8a 抗 体（clone: 53 -
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6 . 7 , BioLegend Inc.），peridinin-chlorophyll 
proteins complex with cyanin-5 . 5 標識抗CD45
抗体（clone: I3/2 .3 , BioLegend Inc.）を加え
15 分間暗所にて静置し染色を行った．染色用
バッファーでリンパ球を洗浄後，FACSCalibur

（BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA）で
測定し，CellQuestTM Pro software version 6 . 0

（BD Biosciences）で解析した．フローサイト
メーターによる測定は全て同一の条件設定で
行った．
　 7．リンパ球幼若化試験
　 マ イ ト ジ ェ ン 刺 激 に よ る 細 胞 増 殖 度

（stimulation index：SI）は個体の免疫能をin 
vitro で評価する指標の 1 つであり SI が低い
と獲得免疫の免疫能が低下していることを示
す 39）．TC-1 細胞移入後 18 日に無治療対照群
および CPA 単独群のマウス脾臓から採取し
たリンパ球を 96-well 平面培養プレートに 5
× 105cells/well になるように播種し，マイト
ジェンとして 5µg/mL フィトヘマグルチニン
M（PHA-M; Lectin from Phaseolus vulgaris: 
Sigma-Aldrich）または 5µg/mL コンカナバリ
ン A（Con-A; Concanavalin A from Canavalia 
ensiformis: Sigma-Aldrich）を添加し 37℃，
5％CO2 条件下で 48 時間培養した．マイトジェ
ンによる細胞増殖は 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．キット試薬添加 2 時間後に 490nm

（OD490）及び参照波長として 630nm（OD630）
の吸光度をマイクロプレートリーダー（Tecan 
Group Ltd., Männedorf, Switzerland）で計測し
た．マイトジェン非刺激に対する刺激後の細胞
増 殖 度 を stimulation index（SI）と し，SI は
以下の計算式を用い求めた．SI=（マイトジェ
ン刺激時の OD490 - OD630）÷（マイトジェン非
刺激時の OD490 - OD630）40）．
　 8．プラークアッセイ
　 TC-1 細胞移入後 18 日に T-01 単独群およ

び CPA+T-01 群のマウスから腫瘍を採取し，
腫瘍はその重量を測定後に− 80℃で凍結保存
した．腫瘍を解凍し Dulbecco's modified eagle 
medium（DMEM; Life Technologies Co．）を
200µL 加えgentle MACS（Miltenyi Biotec Inc., 
Auburn, CA, USA）で破砕した．破砕液は 3 回
の凍結（− 80℃，10 分間）と融解（37℃，4 分
間）を繰り返した後に遠心分離（8,000 回転，5
分間，4℃）し上清を回収した．上清中の感染
性ウイルスの定量は，アフリカミドリザル腎
臓由来細胞株（Vero 細胞）を用いたプラーク
法で行った 41）．Vero 細胞は DMEM に 10％ウ
シ胎児血清，0.2mg/mL 硫酸ストレプトマイ
シン，20 単位 /mL ペニシリン G カリウムを添
加した培養液を用い，37℃，5％CO2 条件下で
培養した．プラーク法に用いる Vero 細胞は，
6-well 平面培養プレートに 1.5 × 106cells/well
となるように播種し，24 時間培養することで
調 整 し た．PBS で 2 回 洗 浄 後，DMEM で 10
倍階段希釈した上清を 250µL/well で添加し，
37℃，5％CO2 条件下で 1 時間ウイルスの吸着
反応を行った．吸着反応後，細胞を PBS で 3
回洗浄した．2％SeaplaqueTM agarose（Lonza 
Rockland, Inc., Rockland, ME, USA）と 2 倍濃
度の DMEM（日水製薬株式会社，東京）を等
量混合後，2％ウシ胎児血清を添加することで
寒天培地を作製し，3mL/well の寒天培地を
培養プレートに添加した．室温で 10 分間静置
することで寒天培地を固め，37℃，5％CO2 条
件下で 96 時間培養を行い，培養後 5％ホルム
アルデヒド含有クリスタルバイオレット溶液

（Sigma-Aldrich）で染色した．プラーク数を測
定し，腫瘍 1g あたりの PFU を算出した．
　 9．統計
　 統 計 解 析 は GraphPad Prism version 6 . 0 f

（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）
を用いた．データは平均値±標準偏差（SD）で
表した．独立した 2 群間の比較は，パラメトリッ
ク検定として両側 Student 's  t 検定，ノンパラ
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メトリック検定として Mann–Whitney U 検定
または Yates の修正によるχ 2 検定を行った．
2 群間の腫瘍体積の経時的変化の比較は，二元
配置分散分析（two-way analysis of variance; 
two-way ANOVA）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．p<0 .05
を統計的に有意とした．　

III．結　　果
　1．Hb 値の測定および治療スケジュールの

策定
無治療対照群で経時的に Hb 値を測定したと
ころ，TC-1 細胞移入直前の Hb 値は 16 .1 ±
0 .4g/dL であった．TC-1 細胞移入後徐々に
Hb 値は低下し，移入後 21 日では 13 .4 ± 3 .3g/
dL となり移入直前と比較して有意に低下し
た．移入後 28 日でも Hb 値は有意に低く観察
期間中に Hb 値が回復することはなかった（図
1）．そこで，CPA の投与は TC-1 細胞移入後
14 日までとして治療スケジュールを策定した．

T-01 の接種はこれまでの研究で有害事象はみ
られなかったため，同じ接種スケジュールとし
た．
　 2．併用による腫瘍増殖抑制効果
　各群で体重を測定したところ，CPA 単独
群と CPA+T-01 群のマウスは他の 2 群と比
較し体重が低い傾向にあったが，人道的エン
ドポイントに関わるような体重減少はなかっ
た（Data not shown）．無治療対照群と各治療
群を比較したところ，いずれの治療群でも有
意な腫瘍増殖抑制効果を認めた．無治療対照
群と CPA 単独群または CPA+T-01 群間では
TC-1 細胞移入後 16 日，無治療対照群と T-01
単独群間では TC-1 細胞移入後 18 日から有意
差がみられた．T-01 単独群と CPA+T-01 群
との比較では，TC-1 細胞移入後 21 日でそれ
ぞれの腫瘍体積は，193 .1mm3 と 94 .5mm3 で
有意に CPA+T-01 群で腫瘍体積が小さかっ
た． 同 様 に CPA 単 独 群 と CPA+T-01 群 を
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図 1．子宮頸がんモデルマウスでの血中 Hb 値の経
時変化

      無治療対照群（16 匹）で TC-1 細胞移入直前
および移入後 7，14，21，28 日に採血を行
い，Hb 値を計測した．Hb 値は平均値± SD
で表した．TC-1 細胞移入直前の Hb 値に対す
る移入後のそれぞれの Hb 値の有意差は両側
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（**p<0.005）で
示した．

図 2．各群での腫瘍体積の比較
        無治療対照群（14 匹，黒丸），T-01 単独群（12

匹，白四角），CPA 単独群（11 匹，黒三角），
CPA+T-01 群（11 匹，白丸）の腫瘍体積の推
移を表した．腫瘍体積は平均値± SD で表し
た．2 群間の腫瘍体積の経時的変化の比較は
two-way ANOVA を行い，有意差がある場合
は Bonferroni 比較検定を行った．有意差はア
スタリスク（**p<0.005）で示した．
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比較すると，TC-1 細胞移入後 21 日以降では
CPA+T-01 群で有意な腫瘍増殖抑制効果がみ
られ，観察期間終了の 28 日での腫瘍体積はそ
れぞれ 769 .6mm3 と 419 .5mm3 であった．さ
らに，28 日目の CPA+T-01 群の腫瘍体積は最
小で 319 .8mm3，最大でも 573 .3mm3 であり
いずれのマウスも CPA 単独群の平均腫瘍体積
よりも小さかった（図 2）．これらの比較から
T-01 と CPA の抗腫瘍作用は拮抗せず，併用に
より腫瘍増殖抑制効果が増強されることが明ら
かになった．
　一方，生存率では無治療対照群で最も早く
死亡したマウスは TC-1 細胞移入後 21 日に認
められ，23 日後までに 14 匹中 8 匹が死亡（生
存率 42 .9％）した．さらに，TC-1 細胞移入
後 28 日まで生存したマウスは 2 匹で生存率は
14 .3％であった．これに対し T-01 単独群およ
び CPA 単独群で TC-1 細胞移入後 28 日での
それぞれの生存率は 91 .7％と 81 .8％であった．
特筆すべきことに，CPA+T-01 群では 11 匹全
例が観察期間終了の 28 日まで生存した．また，
無治療対照群と比較し各治療群では有意な生存
期間の延長が認められた（図 3）．各単独治療群
と CPA+T-01 群では生存率に有意差はないが，

腫瘍体積の成績を考慮すれば，CPA と T-01 の
併用は 4 つの実験群の中で最も高い抗腫瘍効果
を有していた．
　 3．CPA のリンパ球に対する影響
　 TC-1 細胞移入後 18 日頃から各群の腫瘍体
積に有意差が認められ始めることから，TC-1
細胞移入後 18 日の免疫能を比較した . 無治療
対照群と CPA 単独群の脾臓中の総リンパ球数
はそれぞれ 5.30 × 107 個と 1.06 × 107 個で，
CPA 単独群は無治療対照群と比較し総リンパ
球数が 79 .9％減少し有意差を認めた（図 4A）．
リンパ球に占める CD3 陽性 T 細胞の割合は
無治療対照群で 32 .7％であったのに対し CPA
単独群では 40 .5％であった（図 4B）．同様に
CD4 陽性 T 細胞のリンパ球に占める割合も
CPA 単独群で増加しており，無治療対照群と
CPA 単独群でそれぞれ 19 .5％と 26 .5％であっ
た（図 4C）．このように，CPA 投与群は無治
療対照群に対し CD3 陽性 T 細胞，CD4 陽性
T 細胞の占める割合が有意に高い値であった．
一方，CD8 陽性 T 細胞の占める割合は無治療
対照群で 13 .2％に対し CPA 単独群で 14 .0％
であり，2 群間に有意差は認めなかった（図
4D）．
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図 3．無治療対照群と各治療群での生存率の比較
         A：無治療対照群（14 匹）と T-01 単独群（12 匹）の生存率の比較 .
         B：無治療対照群と CPA 単独群（11 匹）の生存率の比較 .
         C：無治療対照群と CPA+T-01 群（11 匹）の生存率の比較 .
       生存解析は Kaplan-Meier 生存分析を行った．無治療対照群と各治療群の生存率の比較を log-  

rank 検定を用いて解析した．有意差はアスタリスク（**p<0.005）で示した．
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　 4．CPA による免疫能の低下
　リンパ球幼若化試験はフローサイトメーター
で用いたマウスと同じ個体の脾臓中のリンパ
球を用い SI を算出した． PHA-M 刺激に対す
る SI は無治療対照群が 1.58 ± 0 .14 であった
のに対し CPA 単独群では 1.20 ± 0 .04 となり，
CPA 投与群で有意に低い値であった（図 5A）．
Con-A 刺激に対しても同様の傾向にあり無治療
対照群で 2.35 ± 0 .26 であったのに対し CPA
単独群では 1.46 ± 0 .30 で有意差がみられた

（図 5B）．これらの結果から，子宮頸がんモデ
ルマウスの免疫能は CPA により低下すること
が明らかになった．

　5．CPA による腫瘍組織中の感染性 T-01 の
増加

　 CPA 投与によりマウスの免疫能が低下し
ていることが示唆されたため（図 5），次に腫
瘍組織中の感染性ウイルス力価を定量した．
T-01 単独群で感染性 T-01 が検出されたのは
9 匹中 2 匹であったのに対し CPA+T-01 群で
は 11 匹中 10 匹の腫瘍組織から感染性 T-01 が
検出され，腫瘍組織から感染性 T-01 が検出
されたマウスの個体数は CPA+T-01 群で有
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図 4．無治療対照群と CPA 単独群での脾臓中のリ
ンパ球の比較

         TC-1 細胞移入後 18 日における無治療対照群
      （3 匹）と CPA 単独群（3 匹）の脾臓中の総リ

ンパ球をフローサイトメーターで解析した .
         A：脾臓中の総リンパ球数 .
       B：リンパ球中の CD3 陽性 T 細胞（CD3+    

CD45+）の割合 .
       C：リンパ球中の CD4 陽性 T 細胞（CD3+  

CD4+ CD45+）の割合 .
       D：リンパ球中の CD8 陽性 T 細胞（CD3+ 

CD8+ CD45+）の割合 .
      細胞数および存在率を平均値± SD で表した．

有意差は両側 Student’s t 検定（対応なし）
を用いて解析した．有意差はアスタリスク

（*p<0.05，**p<0.005）で示した．
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図 5．無治療対照群と CPA 単独群でのリンパ球幼
若化の比較

        TC-1細胞移入後18日における無治療対照群（3
匹）と CPA 単独群（3 匹）の脾臓中のリンパ
球を用いて幼若化試験を行った．

        A：PHA-M 刺激による各群の SI.
        B：Con-A 刺激による各群の SI.
      SI は 平 均 値 ± SD で 表 し， 有 意 差 は 両 側

Student 's  t 検定（対応なし）を用いて解析し
た．有意差はアスタリスク（*p<0.05）で示した．
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図 6．T-01 単独群と CPA+T-01 群での感染性ウイ
ルス力価の比較

        TC-1 細胞移入後 18 日における T-01 単独群
（9 匹）および CPA+T-01 群（10 匹）の腫
瘍組織中の感染性ウイルス力価を測定した．
各群の腫瘍 1g あたりの PFU を平均値± SD
で表した．有意差は Mann–Whitney U 検定
を用いて解析した．有意差はアスタリスク

（**p<0.005）で示した．
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意に多かった（p<0 .01，オッズ比 35 .0）．ウ
イルス感染力価で比較すると，T-01 単独群は
12 .2PFU/g であったのに対し，CPA+T-01 群
では 539 .0PFU/g であった（図 6）．免疫能お
よびウイルス感染力価の結果から，CPA によ
り免疫能の低下した子宮頸がんモデルマウスで
は有意に T-01 が増殖していることが明らかに
なった．
　

IV．考　　察
　我々は，T-01 による腫瘍溶解性ウイルス療
法の抗腫瘍効果の改善を目指し検討を行ってき
た．T-01 と免疫チェックポイント阻害剤との併
用では，抗腫瘍免疫とともに T-01 特異的細胞
傷害性 T 細胞（CTL）が増強され T-01 による
腫瘍溶解効果は減弱されてしまった 20）．ヒト子
宮頸がんに浸潤した CTL は病態の進行を抑制
し 42），腫瘍浸潤リンパ球とヒト子宮頸がんの病
態進行には強い関連が示されている 43-44）．この
ように子宮頸がんの増殖抑制と腫瘍免疫には強
い関連があるが，本研究では T-01 の腫瘍増殖
抑制効果をより促すため，免疫抑制作用を有す
る抗がん剤である CPA との併用を検討した．
治療スケジュールの策定では，T-01 は腫瘍増
殖抑制効果が明らかになっているこれまでの研
究に用いた接種スケジュール 20）とした．CPA
は有害事象として骨髄抑制が報告されているた
め 45），貧血状態にあるマウスへの CPA 投与は
貧血の増悪を惹起することが予測された．子
宮頸がんモデルマウスで経時的な Hb 値の測
定を行ったところ，TC-1 細胞移入後 21 日以
降では有意に Hb 値が低下していた（図 1）．メ
スの C57BL/6 マウスの貧血の Hb 値の指標は
13 .9g/dL であるため 35），TC-1 細胞移入後 21
日以降での子宮頸がんモデルマウスは貧血状態
であったと考えられた．メスの C57BL/6 マウ
スでは循環血流量の 25％を 7 日間隔で採血を
行っても貧血にならないことが明らかになっ
ている 35）．マウスの循環血流量は体重の 6％ 46）

であることから本研究で用いたマウスの循環血
流量は約 1.2mL であり，その 25％は約 300µL
である．Hb 値測定のための採血量は 7 日間隔
で 50-100µL であるため，TC-1 細胞移入後 21
日以降でみられた貧血は頻回採血によるもので
はないと考えられた．貧血の原因は明らかでは
ないが，CPA 投与は Hb 値の低下を認めてい
ない 14 日までの投与が望ましいと考え，CPA
投与は 7，11，14 日での投与とした．
　無治療対照群と T-01 単独群の腫瘍体積を比
較すると T-01 単独群は有意な腫瘍増殖抑制
効果を認めた（図 2）．これは，これまでの結
果 19-20）と一致するものであり，子宮頸がんモ
デルマウスに対する T-01 の抗腫瘍効果が改め
て示された．無治療対照群と CPA 単独群を比
較すると CPA 単独群は有意な腫瘍増殖抑制効
果を認めており，CPA の投与量が子宮頸がん
モデルマウスに対して適切な量であることが示
唆された．CPA+T-01 群でも同様に無治療対
照群と比較して有意な腫瘍増殖抑制効果がみら
れ，さらに CPA と T-01 の併用は CPA 単独群
または T-01 単独群と比較しても有意な腫瘍増
殖抑制効果をもたらした（図 2）．T-01 と免疫
チェックポイント阻害剤との併用は互いにその
効果を阻害してしまったが 20），本研究結果から
CPA と T-01 とはそれぞれの効果を阻害するこ
とはないと考えられた．CPA の抗腫瘍作用はア
ルキル化であるため 23），CPA が T-01 のウイル
ス DNA に作用し抗腫瘍効果に影響を及ぼすこ
とが懸念されたが，CPA と T-01 との併用によ
りそれぞれの作用が拮抗しないことが明らかに
なった．DNA に架橋反応を起こす抗がん剤で
あるシスプラチンの HSV への作用では，ウイ
ルスタンパクである ICP8 によるバイパス経路
が誘導され，HSV はシスプラチンにより複製が
阻害されないことが報告されている 47）．さらに，
CPA でも HSV の複製を阻害しないことが明ら
かになっている 48）．詳細な検討は行っていな
いが，T-01 と CPA においても同様の機序によ
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り拮抗作用が回避されたと考えられた．
　 TC-1 細胞移入後 28 日における無治療対照
群の腫瘍体積に対する各治療群の腫瘍体積の
比率は T-01 単独群で 41 .3％，CPA 単独群で
56 .0％，CPA+T-01 群で 30 .5％と CPA+T-01
群は治療群の中で最も高い腫瘍増殖抑制効果
を認めた．生存率からみても無治療対照群に
対して CPA+T-01 群は有意に生存期間が延長
された．それぞれの単独治療群と比較しても
CPA+T-01 群は生存率が高い傾向にあり，観
察期間にマウスが死亡することはなかった（図
3）．これらの結果から，CPA を併用した T-01
の腫瘍溶解性ウイルス療法はこれまでの T-01
単独での治療効果を改善させることが可能であ
ることを明らかにした．
　 T-01 と CPA との併用でより強い腫瘍増殖
抑制効果が得られた機序を検討するため，子宮
頸がんモデルマウスの免疫能および腫瘍組織中
のウイルス力価を解析した．無治療対照群と
CPA 単独群の脾臓中のリンパ球数を測定する
と CPA 単独群で有意に減少していた（図 4）．
CPA によるリンパ球減少症はヒトにおいても
報告されている 49）．CPA が末梢リンパ球を減
少させることで抗ウイルス免疫が低下し T-01
による腫瘍溶解効果が高まった可能性がある
が，同時に腫瘍特異的 CTL も減少したと推察
される．そのため，末梢リンパ球の減少だけが
腫瘍増殖抑制効果を増強させる機序であるとは
考えにくい．
　興味深いことに，CPA を投与された担がん
マウスでは腫瘍特異的 CTL が増強されること
が明らかになっている 50）．CPA の免疫抑制作
用と矛盾するように思われるが，CPA はナイー
ブ T 細胞にのみ作用し，CTL には作用しない
ためである 51）．脾臓中の CD3 陽性 T 細胞およ
び CD4 陽性 T 細胞の比率は無治療対照群と比
較して CPA 単独群で有意に高かった（図 4）．
PHA-M および Con-A は T 細胞マイトジェン
であり T 細胞を増殖させる作用があるが 52），

どちらのマイトジェンでも T 細胞の比率は
CPA 単独群の方が高いにも関わらず SI は無治
療対照群の方が高かった（図 5）．これらのマイ
トジェンを用いたリンパ球幼若化試験では，T
細胞中のナイーブ T 細胞の比率が低ければ SI
の値は小さくなる 53）．さらに，末梢のリンパ
球が一時的に急速な減少するとリンパホメオス
タシス（lymphoid homeostasis）維持のため末
梢に残存するリンパ球が増殖する 54）．CPA 単
独群では CPA によりナイーブ T 細胞が減少
し，それを補うため末梢の CTL が増殖したと
考えられた．
　腫瘍増殖抑制効果を考える上で，この増殖し
たと考えられる CTL が重要になる．治療スケ
ジュールは TC-1 細胞移入後 7 日目に CPA を
投与し T-01 を接種している．CPA 投与前に
は T-01 を接種していないことから，CPA 投
与時には腫瘍細胞特異的 CTL の誘導が開始さ
れていると考えられるが T-01 特異的 CTL は
存在しない．即ち，CPA の作用によりマウス
生体内に腫瘍細胞特異的 CTL が選択的に増幅
されるとともにナイーブ T 細胞の減少により
T-01 特異的 CTL への誘導が抑制され，腫瘍内
のウイルス量が T-01 単独群と比較して有意に
高まり（図 6），結果として CPA+T-01 群でよ
り高い腫瘍増殖抑制効果が観察されたと考えら
れた．CPA を事前投与した動物では HSV-1 の
個体内でのウイルス複製効率の増強や期間の延
長がみられ 55, 56），このような現象はアデノウ
イルスや HSV-2 でも報告されている 50，57）．本
研究では，CPA による腫瘍免疫や抗ウイルス
免疫の調節に対する詳細な検討は行っていない
が，将来これらの研究を行うことでヒトへの応
用に向けより適切な治療スケジュールを構築で
きると考えられた．
　本研究では CPA の併用により子宮頸がんモ
デルマウスでの腫瘍溶解性ウイルスの抗腫瘍効
果が増強されることを明らかにした．腫瘍溶解
性ウイルスと CPA の併用は神経膠腫や横紋筋
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肉腫で検討されており 36, 48 , 56），また，抗がん
剤であるパクリタキセルやシスプラチンにも
CPA と同様の併用効果があることが報告され
ている 58, 59）．今後，臨床での子宮頸がん治療
に向け，T-01 に最も適した抗がん剤との併用
も検討していくべきであると考えられた．
　近年，免疫チェックポイント阻害剤は複数の
悪性腫瘍で治療が試みられている．免疫チェッ
クポイント阻害剤によるがん治療は，免疫能の
正の調節による治療法だが，死亡例を含め重篤
な有害事象が報告されている 60，61）．本研究は，
逆に免疫能の負の調節によるがん治療法であ
る．T-01 と CPA の併用による抗腫瘍効果は，
T-01 の腫瘍溶解作用と CPA の抗がん作用と
の相加作用ではなく，CPA による抗ウイルス
免疫の抑制と腫瘍免疫の増強による相乗作用で
より強い腫瘍増殖抑制効果が得られたと考えら
れた．T-01 は安全性の高い腫瘍溶解性ウイル
スであり 62）CPA は既存医薬品であるため，こ
れらによる併用療法は有効で安全性の高い新規
子宮頸がん療法になり得ると推察された．　

　稿を終えるにあたり T-01 の提供を賜りました東京
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の藤堂具紀教
授，稲生靖准教授に深く感謝致します．TC-1 細胞の
提供を賜りました Johns Hopkins University の Tzyy-
Choou Wu 教授に深く感謝致します．
　また御指導，御協力を賜りました岩手医科大学微生
物学講座感染症学・免疫学分野の八重樫寿美子女史，
髙橋尚子女史に深く感謝致します．
　動物実験にあたりましては御指導，御協力賜りまし
た岩手医科大学医歯薬総合研究所動物実験センターの
技術員諸兄に深く感謝致します．

　本研究は学術研究助成基金助成金 [ 科研費：利部正
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2014 ‐ 2018）の助成によって行われた．
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　 Advanced or recurrent cervical cancer is often 
difficult to treat. Development of therapeutics 
for these cervical cancers is an urgent issue. We 
examined a combination therapy of oncolytic viral 
therapy (T- 01） and cyclophosphamide (CPA ） 
to develop a new therapy using cervical cancer 
model mice. The combination therapy significantly 
controlled the growth of tumors compared with 
T- 01 or CPA monotherapy. Next, we analyzed the 
immunocompetence of the model mice to clarify 
the mechanisms of the combination therapy, as 
CPA exhibits not only anticancer activity but also 
an immunosuppressive action. The number of 
lymphocytes in the spleen and the lymphoproliferative 

reactions of CPA-treated mice were significantly 
reduced as compared with untreated control mice. 
It was supposed that CPA suppressed T-01 specific 
cytotoxic T lymphocytes. Indeed, titers of T- 01 in 
the tumors of mice subjected to combination therapy 
were larger than in the case of T-01 monotherapy. 
The increased titer of T- 01 might produce higher 
antitumor effects. These results suggested that the 
immunosuppressive effect of CPA brought out a more 
potent oncolytic effect of T- 01 . This study showed 
that combination of T- 01 and CPA could lead to 
improved oncolytic viral therapy, and we anticipate 
clinical application of this combination in the future.
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