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要旨 
【背景と⽬的】 

肺癌は世界の癌関連死の中で最も多い癌腫とされており、我が国の統計において
も癌による死因の第1位となっている。⼿術による切除が第⼀選択となるが、遠隔転
移を伴う症例や多臓器浸潤を来した症例では、集学的治療が必要となる。しかし、進
⾏肺癌では局所浸潤や遠隔転移による症状に伴い全⾝状態不良となり、抗癌剤治療が
適応にならないことも多い。近年、分⼦標的薬や免疫チェックポイント阻害薬の登場
により肺癌治療の選択肢は増えたが、⽣存期間中央値は2年前後となっており効果は
⼗分ではない。したがって、副作⽤の少ない新規治療の開発は急務である。そこで私
は増殖型レトロウイルスベクター(Retroviral replicating vector: RRV)を⽤いた癌遺伝
⼦治療に着⽬した。レトロウイルスベクターは多くの遺伝⼦導⼊に利⽤されている
が、その特徴としてウイルス構成配列は⼀本鎖RNAであり宿主細胞内で⼆本鎖DNA
に逆転写され、宿主細胞のDNAに組み込まれるため、安定した遺伝⼦発現が可能と
なる。しかし、従来より使⽤されてきた⾮増殖型レトロウイルスベクターは⾃⼰増殖
能を⽋き、遺伝⼦導⼊効率が低いという弱点があった。その点を補うため⾃⼰増殖能
を持つRRVが開発され多くの癌腫でその有効性が⽰されてきた。RRVはガンマレト
ロウイルスに属するMolonyマウス⽩⾎病ウイルスを遺伝⼦改変し開発されたもの
で、レトロウイルスの基本構造を維持し、⾃⼰増殖⼒を有することが⼤きな特徴であ
る。したがって、従来の増殖能⽋損型レトロウイルスベクターと異なり、宿主細胞へ
の⾼い感染⼒、遺伝⼦導⼊効率を有している。また、レトロウイルスは細胞溶解性を
持たず、⼀度感染した宿主細胞は恒久的な遺伝⼦発現細胞となる。導⼊する治療遺伝
⼦としては酵⺟菌由来のシトシン脱アミノ化酵素(yeast cytosine deaminase: yCD)が
組み込まれている。yCDは宿主細胞内で哺乳類動物に無毒なフルオロシトシン (5-
fluorocytosine: 5-FC)を抗癌剤であるフルオロウラシル (5-fluorouracil: 5-FU)に変換
する酵素である。5-FUは主要な化学療法剤の⼀つであるが全⾝投与が原則であり、
⾻髄抑制などの重篤な副作⽤を引き起こす。RRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝
⼦治療の利点は、無毒な5-FCを全⾝投与するとyCDを発現する癌細胞内でのみ5-FC
が5-FUに変換され、全⾝性の副作⽤をきたすことが少ないことである。そこで本研
究では上述のRRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の肺癌に対する有効性を
前臨床試験として評価することとした。 
 
【材料と⽅法】 

RRVの感染能、遺伝⼦導⼊効率、治療効果を評価するため、ヒト肺癌細胞株であ
るA549、H226、SBC-3およびマウス肺癌細胞株であるEx-3LLを⽤いた。また、 
yCD遺伝⼦を有しているRRV (Toca511)、GFP遺伝⼦を有しているRRV (RRV-GFP)
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を使⽤した。 
In vitroでのRRVの感染効率、遺伝⼦導⼊効率を評価するためRRV-GFPを
multiplicity of infection (MOI)=0.01で投与しGFPの発現をフローサイトメトリーで
解析した。また解析の際に⼀部の細胞から genomic DNA (gDNA)を抽出しqPCR 
(TaqManプローブ法) を⽤い各サンプルのRRVコピー数を評価した。また、in vitro
での細胞毒性は未感染細胞、 RRV-GFP感染細胞、Toca511感染細胞の3群を⽤い
MTS assayで評価した。続いてin vivoでのRRV感染能、治療効果を評価するため肺癌
⽪下腫瘍モデルを作成した。A549異種移植モデル、Ex-3LL同種移植モデルを⽤い⽪
下腫瘍内でのRRV感染能をフローサイトメトリー解析で評価し、5-FCの治療効果は
腫瘍縮⼩率で評価した。続いて、前臨床モデルとしてマウスの胸腔内に肺癌細胞を投
与し胸膜播種モデルを作成し、マウスの胸腔内にRRVを直接投与し感染能を検討し
た。さらに、胸膜播種モデルに対する治療効果を検討するため、5-FC投与群とPBS
投与群で⽣存期間を⽐較した。安全性の評価として胸膜播種モデルにおけるToca511
の⽣体内分布を全⾝臓器のgenomic DNAを抽出しqPCR法で検討した。 
 
【結果】 
In vitroにおいてRRVは肺癌細胞への⾼い感染能と効果的な遺伝⼦導⼊効率を⽰し

た。また、5-FCの投与によりToca511感染細胞では優れた殺細胞効果が得られた。in 
vivoにおいてもRRVは⽪下腫瘍内で⾼い感染能を⽰し、Toca511に感染させた⽪下腫
瘍モデルではプロドラッグである5-FCの投与により著明な抗腫瘍効果が得られた。
前臨床試験モデルとして作成した胸膜播種モデルにおいて、RRVは胸腔内直接投与
により肺癌胸膜播種細胞に感染した。また、5-FCの投与により胸膜播種モデルにお
いてもコントロール群と⽐較し有意に⽣存期間を延⻑させた。安全性の評価として
RRVの⽣体分布を評価したが、腫瘍細胞を除き全ての検討した⽣体組織において
RRVコピー数は低レベルに抑制されていた。 
 
【考察】 
In vitro、およびin vivoにおいてRRVは⾼い感染能を⽰し、RRVを⽤いたプロドラ

ッグ活性化システムにより優れた殺細胞効果を⽰した。In vivoの同種移植モデルにお
いては、感染効率は異種移植モデルより低かったが、5-FCの投与により腫瘍の完全
消退が得られた個体もあった。これは5-FUの殺細胞効果に加え、Bystander効果や、
プロドラッグ活性化システムにより惹起された獲得免疫による抗腫瘍効果も加わった
結果と考えられる。胸膜播種モデルにおいては実臨床に則し、胸腔内経路でRRVの
投与を⾏ったが、優れた感染能を⽰した。また、腫瘍細胞を除く各組織でのRRV⽣
体分布も低レベルに抑えられており、臨床試験に向けて安全性が⽰唆される結果とな



 
 

4 

った。 
 
【結論】 

本研究では、Toca511、5-FCを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の肺癌に対
する有効性と安全性が⽰唆された。また、肺癌胸膜播種モデルに対するウイルス投与
経路を確⽴し、プロドラッグ活性化遺伝⼦治療の有⽤性を⽰し臨床応⽤への重要な知
⾒の⼀つとなった。 
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略語表 
 
本⽂中および図中で使⽤した略語は以下のとおりである。 
      

  

  

AZT 3’-azide-3’ deoxythymidine

BLS bioluminescent signals

5-FC 5-fluorocytosine

5-FU 5-fluorouracil

gDNA genomic DNA

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

ICI immune checkpoint inhibitor

IRES internal ribosome entry site

IVIS in vivo living imaging system

MOI multiplicity of infection

qPCR quantitative PCR

RRV retroviral replicating vector

SD standard deviation

TU transducing unit

yCD yeast cytosine deaminase
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緒⾔ 
世界で毎年, 182万⼈が肺癌と診断され、160万⼈が肺癌で死亡しており、肺癌は癌

関連死の中で最も多い癌腫とされている(Ferlay et al., 2015)。その中でも⾮⼩細胞癌 
(non-small cell lung cancer: NSCLC)と診断された約40%は進⾏癌の状態で発⾒され
ている (Goldstraw et al., 2016)。さらに、肺癌胸膜播種を呈すると有効な治療法はな
く、⽣存期間中央値は6-9ヶ⽉と極めて予後不良である(Simone and Jones, 2013)。我
が国の癌統計では肺癌は男性の癌による死因の第1位、⼥性においては第2位、男⼥
合計では第1位となっている 
(https://ganjoho.jp/reg_stat/statistics/stat/summary.html. 2022.10.10)。臨床病期I
期、II期は⼿術が第⼀選択となるが、III期、IV期では⼿術も含めた集学的治療が必要
となる (https://www.haigan.gr.jp/modules/guideline/index.php?content_id=3. 
2022.10.10)。2019年の我が国における肺癌切除例の検討では、全体の5年⽣存率は
74.7%となっており、2004年の統計と⽐較すると改善を認めるものの、まだ⼗分と
は⾔えない (Okami et al., 2019)。近年、分⼦標的薬や免疫チェックポイント阻害薬
が進⾏肺癌に対して有⽤性が⽰唆されているが、⽣存期間中央値は2年前後となって
おり効果は⼗分ではない(Socinski et al., 2018; Yang et al., 2015)。さらに、肺癌胸膜
播種の病態になると⼿術適応はなく、標準的治療は化学放射線療法、分⼦標的薬、免
疫療法とされている(Ettinger et al., 2018)。しかし、多くの胸膜播種患者は病勢の進
⾏により呼吸困難、倦怠感、痛みなどの症状を抱え、performance status不良となり
抗癌剤による副作⽤が容認できないことが多い(Brule et al., 2016; Lee et al., 2012)。
したがって、治療⽬標が症状の緩和となることが多く、極めて予後不良である
(Ettinger et al., 2018; Spiro et al., 2004)。このように、肺癌に対する新規治療法の開
発は急務であり、特に進⾏した肺癌患者に対する副作⽤の少ない治療が求められてい
る。 

近年、癌に対する新たな治療法としてウイルスを⽤いた癌遺伝⼦療法の効果が期
待されている。19世紀末よりウイルスの⾃然感染が癌を縮⼩させ得ることが報告さ
れ(Bierman et al., 1953)、ウイルスを癌治療に応⽤する試みがなされてきたが、多く
の場合、ウイルスが患者の正常免疫により不活化され⼗分な腫瘍縮⼩効果を得られな
かった。⼀⽅、免疫不全患者ではウイルスの病原性を抑制できず、臨床応⽤には⾄っ
ていなかった(Sinkovics and Horvath, 1993)。しかし、近年の遺伝⼦⼯学の進歩によ
り、ウイルスゲノムを⼈⼯的に操作し、腫瘍選択性を向上させることが可能となり臨
床化への道が開けた (Kelly and Russell, 2007)。ウイルス療法はその作⽤機序によ
り、① ウイルスにより直接細胞を障害する治療法、② 腫瘍の微⼩環境を調整する治
療法、③ 遺伝⼦組換え細胞によって癌に対する免疫応答を⾼める治療法、④ プロド
ラッグ代謝酵素遺伝⼦による治療法の4つに⼤きく分類される(Brenner et al., 2013)。
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これまで多くのウイルスを⽤いた癌遺伝⼦治療の臨床試験が⾏われており(Ginn et 
al., 2018)、その安全性が⽰されている(Lara-Guerra and Roth, 2016)。⼀⽅で、前臨
床試験から期待される治療効果が実際の臨床では再現されないものがほとんどであ
り、実際に新薬として承認されたウイルス療法はメラノーマに対するTalimogene 
Laherparepvec (T-Vec) (Hu et al., 2006) （2015年に⽶国⾷品医薬品局により承認）
や脳腫瘍に対するTeserpaturev (Todo et al., 2001) （2021年に厚⽣労働省により承
認）など極めて少数である。多くのウイルスベクターが臨床応⽤に⾄らない⼀因とし
て、ウイルスに腫瘍選択性を持たせつつ腫瘍組織に広範囲にウイルス感染を引き起こ
すことが困難なことが挙げられる。本研究の対象疾患である肺癌に関しても、⾮増殖
型アデノウイルスを⽤いた国内の臨床試験が報告されているが、⾼⼒価のウイルスベ
クターを使⽤したにもかかわらず治療効果は限定的であった(Fujiwara et al., 2006)。
このように、正常細胞を障害せず腫瘍細胞のみに必要⼗分作⽤するウイルスベクター
の開発は重要課題であると考えられ、今回、私は新たに開発された増殖型レトロウイ
ルスベクター (Retroviral replicating vector: RRV)の肺癌治療への応⽤可能性を検討
することとした。 

RRVはこれまで多くの癌腫で有効性が⽰され(Hiraoka et al., 2007; Inoko et al., 
2018; Tai et al., 2005; Twitty et al., 2016)、臨床試験においても有⽤性が確認された
(Cloughesy et al., 2016; Hogan et al., 2018)。RRVはマウス⽩⾎病ウイルス由来であ
り、核移⾏シグナルを持たないため、静⽌期の細胞に感染・増殖することはできず、
活発に分裂している細胞にのみ感染・増殖が可能となる。癌細胞は正常細胞と⽐べ活
発な分裂能を有しており、極めて効果的な腫瘍選択的増殖を期待できる。さらに、正
常細胞ではRRVはAPOBEC3タンパクやDDX41などの酵素によって複製は抑制され
ているが(Harris et al., 2012; Stavrou et al., 2018; Takeuchi and Matano, 2008)、腫瘍
環境ではこれらのウイルス排除機構が正常に働かないことも腫瘍選択性を⾼めてい
る。また、これまで使⽤されてきた増殖型ウイルスベクターは腫瘍溶解性のものが多
く、増殖に際して宿主細胞となる癌細胞を死滅させるため、⾼い遺伝⼦導⼊効率は得
られなかった。⼀⽅、 本研究で⽤いたRRVは⾮腫瘍溶解性であり安定した遺伝⼦発
現が得られる。また、今回⽤いた導⼊遺伝⼦は酵⺟菌由来のシトシン脱アミノ酵素 
(yeast cytosine deaminase: yCD)であり、これは抗真菌薬として⽤いられているフル
オロシトシン (5-fluorocytosine:5-FC)を抗癌剤であるフルオロウラシル (5-
fluorouracil: 5-FU)に変換する酵素である(図1)。 
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図1. yCDを⽤いたプロドラッグ活性化 
酵⺟菌由来のシトシン脱アミノ酵素 (yCD)は薬物前駆体である5-fluorocytosine (5-FC)のカル

ボニル基を脱アミノ化し、抗癌剤である5-fluorouracil (5-FU)へ変換する。 
 
このyCDは動物細胞には存在しないため、RRV感染細胞でのみ低毒性の5-FCから抗
癌剤である5-FUへの変換が起こり、いわゆる選択的腫瘍細胞内抗癌剤治療が可能と
なる (図2)。 
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図2. RRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療のシェーマ 

RRVは腫瘍細胞に感染し、遺伝⼦内に治療遺伝⼦が組み込まれる。感染した癌細胞内ではyCD

が産⽣され、プロドラッグである5-FCを投与すると、yCDが存在する細胞内でのみ5-FCが５-FUに
変換され、殺細胞効果を⽰す。 

 
近年、5-FU系抗癌剤は広く⽤いられており(Miyake et al., 2018; Saglam et al., 

2011)、肺癌においては術後化学療法としてその有効性が⽰されている(Hamada et 
al., 2009; Kato et al., 2004)。RRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療ではRRV感
染腫瘍細胞内で⾼濃度の５-FUを発現できる⼀⽅、正常組織での5-FU濃度は低濃度
に保たれる。したがって、既存の5-FU全⾝投与と⽐較して⾼い抗腫瘍効果を期待で
き、⾎液毒性などの抗癌剤由来の副作⽤を著しく減少させることができる。 
上述したRRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療は脳腫瘍に対して⽶国で臨
床試験が⾏われ、安全性と治療効果が⽰唆された(Cloughesy et al., 2020; Hogan et 
al., 2018)。現在まで肺癌に対してのRRVの効果は検討されておらず、本研究では
RRVを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の肺癌に対する有効性を、in vitro、in 
vivoにおいてRRVの感染効率の評価、プロドラッグ投与による腫瘍増殖抑制効果の評
価により明らかにすること、また、安全性の評価としてRRVの⽣体内分布の評価を
⾏うことを⽬的とした。 
  

Cancer gene therapy
ü Therapeutic strategies of cancer gene therapy
• Viral oncolysis
• Modulation of the tumor microenvironment
• Immunotherapy with genetically modified cells      
• Prodrug-activator gene therapy 
ü Cancer gene therapy viral vectors
• Retrovirus

5-FU

5-FC

●
●

yCD
●

●

Therapeutic gene

Cancer cell

Retrovirus
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実験⽅法 
1) 細胞株 
実験に使⽤したヒト肺癌細胞株 A549、H226、SBC-3、マウス肺癌細胞株 Ex-

3LLはJapanese Cancer Research Resources Bank (茨城、⽇本)から購⼊した。ヒト胎
児腎臓細胞株 293TはAmerican Type Culture Collectionから購⼊した。細胞培地は、
A549、SBC-3、293TはDulbeccoʼs Modified Eagleʼs Medium (NACALAI TESQUE, 
JAPAN)を、H226、Ex-3LLはRoswell Park Memorial Institute Medium (NACALAI 
TESQUE, JAPAN)を使⽤した。両培地ともウシ胎児⾎清 (Cell culture Bioscience, 
Tokyo)とペニシリン-ストレプトマイシン(NACALAI TESQUE, JAPAN)を付加し、
それぞれ濃度を10%、1%として5%CO2を含む37℃の加湿環境で培養した。 
 
2) Retroviral Replicating Vector (RRV)の構造と作成 
今回使⽤した増殖型レトロウイルスベクター (RRV)はMoloneyマウス⽩⾎病ウイ

ルス由来である。Moloneyマウス⽩⾎病ウイルスの同種指向性エンベロープから置換
された両種指向性エンベロープ (4070A envelope)を有しており、ヒト細胞への感染
も可能になっている。また、internal ribosome entry site (IRES)の3ʼ側に治療遺伝⼦
としての yeast cytosine deaminase (yCD) 遺伝⼦、もしくはレポーター遺伝⼦とし
てのGFP遺伝⼦を有している。yCD遺伝⼦を有しているRRVを以下Toca511とし, 
GFP遺伝⼦を有しているRRVを以下RRV-GFPと表記する。Toca511、 RRV-GFPの
シェーマを図3に⽰す。 
Toca511、RRV-GFPの作成⽅法は、Tocagen Inc. (San Diego, CA, USA)より提供

されたプラスミド、pAC3-yCD2、pAC3-GFPをFugene HD○R(Promega, Medison, 
WI, USA)を⽤いて293T細胞にトランスフェクションし、⼀定期間の培養後にその上
清を0.45μmのフィルターで濾過した。また、胸腔内に直接投与する際に⽤いた濃縮
されたRRV (⾼⼒価RRV)はTocagen Inc. (San Diego, CA, USA)より提供され、その
濃度は3.31 x 108 transducing units (TU)/mlであった。 
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図3. Retroviral Replicating Vector (RRV)の構造 

CMV: cytomegalovirus由来プロモーター (5ʼU3領域を置換)、 Ψ: パッケージングシグナル配
列、 gag/pol: レトロウイルス構造遺伝⼦、 4070A env: 4070A amphotropic遺伝⼦、U3/R/U5: 
末端リピート配列、 IRES: internal ribosome entry site、yCD: yeast cytosine deaminase遺伝⼦、
GFP: GFP遺伝⼦ 
 
3) 肺癌細胞株におけるRRVの感染・増殖能, 遺伝⼦導⼊効率 
ヒト肺癌細胞株 (A549, H226, SBC-3)およびマウス肺癌細胞株 (Ex-3LL)にRRV-
GFPをmultiplicity of infection (MOI)=0.01で投与した。2，3⽇毎にこれらの細胞を
トリプシン処理し、約4分の1の細胞をフローサイトメトリー解析に、もしくは継代
に⽤いた。また、逆転写酵素阻害薬である3ʼ-azide-3ʼ deoxythymidine (AZT) (Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA)を初回継代時に終濃度25μMで付加したものをコント
ロールとして⽤いた。フローサイトメトリーはMACSQuant○R Analyzer 10 (Milteni 
Biotec, Germany)を使⽤し、解析はFlowJo software V7.6.5 (Tree Star Inc, Ashland, 
OR, USA)を使⽤した。 
また、A549およびEx-3LLは継代の際に⼀部の細胞を凍結保存し、DNeasy Blood 
& Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA)を⽤いgenomic DNA (gDNA)を抽出し
た。qPCR (TaqManプローブ法) を⽤い各サンプルのRRVコピー数を評価した。
RRVに対する特異的プライマーはCustom TaqMan Copy Number Assaysを⽤いてカ
スタムデザインし、4070A envelopeを標的とし、また内在性コントロール遺伝⼦と
してhuman RNasePもしくはmouse Trfcを使⽤した (表1)。 qPCRおよびその解析は
duplicateで⾏い、light cycler○R96 System (Roshe Diagnostics, Mannheim, Germany)を
使⽤した。 

 
 
 
 

Fig.2
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Ψ+

yCDIRES
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表1 プライマーリスト 

 
 
4) RRV感染肺癌細胞株における5-FCによる細胞毒性の評価 

RRV-GFP、Toca-511をヒト肺癌細胞株 (A549)およびマウス肺癌細胞株 (Ex-
3LL)にdish上で感染させ、4週間継代を⾏い感染がプラトーに達した細胞集団 (以下
をそれぞれ、RRV-GFP、Toca-511感染細胞とする)を作成した。これらの細胞と未
感染細胞を96-well plateに1x103 cells/wellの細胞数で撒き、段階的な5-FC (Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, USA) 濃度下 (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10mM) で3⽇間培養し
た。計測はtriplicateにて⾏い、⽣細胞数をOptimal Density 490値としCell titer96○R 
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS assay) (Promega, Medison, WI, 
USA)を使⽤した。得られた値は⽐較対照に対して百分率で⽰した。 
 
5) 肺癌⽪下腫瘍モデルにおけるRRV感染・増殖能の評価 

以下の動物実験において、A549異種移植モデルではBALB/c-nu/nuマウス、Ex-
3LL同種移植モデルではC57BL/6マウスを使⽤した。いずれもCLEA (Tokyo)から購
⼊し6-8週齢の雌を⽤いた。RRV未感染細胞 (99%)にRRV-GFP感染細胞 (1%)を混
合し、Hanksʼ Balanced Salt Solution (HBSS; Life technologies, Tokyo) で5x106細胞
/100μlに調整してマウスの右側腹部に移植した。各群9匹ずつマウスを作成し、移植
後7、14、21⽇に解析する群に無作為に振り分けた (3匹/群)。摘出した⽪下腫瘍は
Tumor dissociation Kit, gentle MACSTM Dissociator (Miltenyi Biotech, Germany) を⽤
い腫瘍細胞を選択分離し、フローサイトメトリー解析を⾏った。 
 
6) 肺癌⽪下腫瘍モデルにおけるRRVプロドラッグ活性化遺伝⼦治療 

RRV未感染細胞 (99%)にToca511感染細胞 (1%)を混合し、5x106細胞/100μl 
(HBSS)に調整してマウス右側腹部に移植した。A549異種移植モデルおよびEx-3LL
同種移植モデル、それぞれ10匹の⽪下腫瘍モデルを作成した。また、コントロール
としてRRV未感染細胞 (100%)の⽪下腫瘍モデルも同様に10匹ずつ作成した。A549
異種移植モデルでは移植後第21⽇に5-FC投与群とPBS投与群に無作為に振り分け、
Ex-3LL同種移植モデルでは移植後第14⽇に同様に振り分けた (5匹/群)。5-FC投与
群では500mg/kg/dayの5-FC腹腔内投与を治療開始⽇より７⽇間連⽇投与して７⽇間
休薬するというサイクルで繰り返した。PBS投与群では5-FCと同容量のPBSを投与

Target Forward primer Reverse primer Probe

4070A 5`-GCGGACCCGGACTTTTGA-3` 5`-ACCCCGACTTTACGGTATGC-3` FAMTM-CAGGGCACACGTAAAA-NFQ
Human RNaseP

Mouse Tfrc
NFQ: nonfluorescent quencher

TaqMan Copy Number Assay, human, Rnase P (Applied Biosystem)
TaqMan Copy Number Assay, mouse, Tfrc (Applied Biosystem)
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した。腫瘍体積はvolume=length x width2/2により算出し、A549異種移植モデルでは
60⽇、Ex-3LL同種移植モデルでは42⽇まで観察した。また、腫瘍が完全消退した
Ex-3LL同種移植モデルの2匹を⽤い、左側腹部にEx-3LL (5x106細胞/100μl)を再移
植した (re-challenge test)。腫瘍体積はvolume=length x width2/2により算出し、再移
植後28⽇まで観察した。 
 
7) 肺癌胸膜播種モデルの作成 

肺癌胸膜播種モデルの治療に先⾏し、IVIS optical imaging system 
(Xenogen(Caliper), Waltham, MA, USA)を使⽤し治療評価を⾏うためにA549、およ
びEx-3LLにpGL4.50[luc2/CMV/Hygro] (Promega, Madison, WI)を⽤いてホタルルシフェ
ラーゼ遺伝⼦を導⼊した。以下これらの細胞をそれぞれA549-luc、およびEx-3LL-
lucとする。はじめに細胞数とbioluminescent signals (BLS)が相関関係にあることを
確認するため、細胞を4段階の密度(105, 104, 103, 102 cells/well)で撒き、D-lucuferin 
(Goryochemical, Sapporo, Japan)添加10分後にexposure time 30秒で各wellのBLSを評
価した。続いて、A549-luc、およびEx-3LL-lucを⽤いて肺癌胸膜播種モデルを作成
した。⽅法は、マウスをケタミン100mg/kg (Fujita, Pharmaceutical, Tokyo) + キシ
ラジン10mg/kg (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)で⿇酔後に左側胸部に約1.5cm
の⽪膚切開を加えた。RRV未感染細胞 (99%)とToca511感染細胞 (1%)を混合し、
1x105細胞/100μl (HBSS)に調整した。肋間の胸膜を通して肺実質を透⾒し、29G針
を⽤いて胸腔内に細胞浮遊液を投与した (図4)。 
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図4. 肺癌胸膜播種モデル作成⽅法 

左側胸部に約1.5cmの⽪膚切開を加え、RRV未感染細胞 (99%)とToca511感染細胞 (1%)を混合
し、1x105細胞/100μl (HBSS)に調整し胸腔内に投与した。腫瘍細胞投与後28⽇⽬に胸腔内に腫瘍
細胞が⽣着していることを確認した。 
 
8) 肺癌胸膜播種モデルにおけるプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の効果 

前項7)で述べたように肺癌胸膜播種モデルを作成した。A549異種移植モデルでは
移植後第14⽇、Ex-3LL同種移植モデルでは移植後第7⽇より5-FC投与群、PBS投与
群に無作為に振り分けた (5匹/群)。5-FC投与群では、5-FC (500mg/kg/day)の腹腔
内投与を治療開始⽇より7⽇間連⽇⾏い、7⽇間休薬するというサイクルを繰り返し
た。PBS投与群では5-FCと同容量のPBSを投与した。IVISによる解析はA549異種移
植モデルでは7⽇毎、Ex-3LL同種移植モデルでは3、4⽇毎に⾏った。解析はケタミン
とキシラジン併⽤による⿇酔下でD-luciferin (150mg/kg) を腹腔内投与し、10分後
にexposure time 30秒で⾏った。 
 
9) 肺癌胸膜播種モデルにおける⾼⼒価RRVウイルス胸腔内投与による感染能の評価 

肺癌胸膜播種モデルにおいて⾼⼒価RRVウイルスの胸腔内投与による感染能の評
価を⾏うため、RRV未感染のA549-luc細胞を1x105細胞/100μl (HBSS)に調整し
A549-luc胸膜播種モデルを3匹作成した。作成⽅法は前項8)に準じた。移植後第2⽇

Fig.3

腫瘍細胞投与時 腫瘍細胞投与後28⽇⽬

Tumor

HeartLung
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に5x106TU/500μl (PBS) に調整したRRV-GFPを胸膜播種作成時と同様の経路で投
与した。移植後第16⽇⽬にケタミンとキシラジン併⽤による⿇酔下で腫瘍を摘出
し、Tumor dissociation Kit, gentle MACSTM Dissociator (Milteni Biotech, Germany)
を⽤いて腫瘍細胞を選択分離しフローサイトメトリー解析を⾏った。 
 
10) 肺癌胸膜播種モデルにおけるRRVプロドラッグ活性化遺伝⼦治療 

前項9)と同様にA549-luc胸膜播種モデルを12匹作成した。移植後第2⽇にPBSで
5x106TU/500μlに調整したToca511を胸膜播種作成時と同様の経路で投与した。移
植後第16⽇⽬にマウスを5-FC投与群（6匹）、PBS投与群（6匹）に無作為に振り分け
た。5-FC投与群では、5-FC (500mg/kg/day)の腹腔内投与を治療開始⽇より7⽇間連
⽇⾏い、7⽇間休薬するというサイクルを繰り返した。マウスは連⽇観察し、⽣存期
間を記録した。 
 
11) 肺癌胸膜播種モデルにおけるRRVの⽣体内分布 

前項10)と同様にA549-luc胸膜播種モデルを3匹作成し、移植後第2⽇に
5x106TU/500μl (PBS) に調整したToca511を胸膜播種作成時と同様の経路で投与し
た。移植後第16⽇より5-FC投与を3サイクル⾏い、安楽死の後に全⾝臓器 (肝臓、 
腎臓、卵巣、膵臓、直腸、脾臓、⼼臓、肺、⾷道、⾻髄、腫瘍)を採取した。DNeasy 
Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA)を使⽤しgDNAを採取した。前項
3)述べたqPCRと同様にRRVコピー数を評価した。その際、内在性コントロールは
mouse Trfcを⽤いた。 
 
12) 統計解析 

統計学的解析はStudentʼs t testを適⽤した。また、⽣存期間の解析にはKaplan-
Meier法にて⽣存曲線を描き、2群間の⽐較にはLog-rank検定を⽤いた。数値は平均
値±standard deviation (SD)で⽰し、p<0.05を有意差ありとした。また、決定係数 
(r2)>0.9を強い相関とした。解析ソフトはGraphPad prism 8 software (GraphPad, La 
Jolla, CA, USA)を⽤いた。 
 
13) 研究指針, 研究倫理 

本研究は「北海道⼤学遺伝⼦組換え実験安全管理規定」に従って⾏った(19-
0032) 。また本研究の動物実験は「北海道⼤学動物実験に関する規定」に則って⾏
った (20(1)⑤)。 
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実験結果 

1) RRVは肺癌細胞株において速やかな感染能と⾼い遺伝⼦導⼊効率を⽰した 
In vitroでRRVが肺癌細胞株に感染し、複製されているかを検討するため、⼀定
割合の細胞集団にRRV-GFPを感染させた後のGFP陽性細胞の割合をフローサイ
トメトリー解析した。MOI=0.01でRRV投与後14⽇以内にA549、H226、SBC-3
ではGFP陽性率が80%に達した。マウス肺癌細胞のEx-3LLでは感染後21⽇で
GFP陽性率が80%に達した。⼀⽅で、逆転写酵素阻害薬であるAZTを添加した細
胞株ではGFP陽性率は5%以下を維持していた。RRVの複製は逆転写酵素阻害薬
AZTで抑制されることから、このGFP陽性細胞率の経時的な増加はRRVの増殖に
よる腫瘍細胞内での感染の拡⼤であることが⽰された (図5)。 
続いて、図5と同様の細胞集団からA549、Ex-3LLのgDNAを抽出しqPCRを⽤

いRRVコピー数の評価を⾏った。A549ではRRV-GFP陽性率の曲線と同様にRRV
コピー数は上昇し、やがてプラトーに達した。Ex-3LLでもRRV-GFP陽性率の曲
線と同様に上昇し、その後プラトーに達した (図6)。 

 
図5. 肺癌細胞におけるRRV-GFPの感染効率 

各細胞株にRRV-GFPをMOI=0.01で投与した。2、3⽇毎にこれらの細胞のGFP陽性率をフロー
サイトメトリー解析した。また、逆転写酵素阻害薬である3ʼ-azide-3  ̓deoxythymidine (AZT) 
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)を初回継代時に終濃度25μMで付加したものをコントロール
として⽤いた。 
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図6. 肺癌細胞におけるRRV-GFPの遺伝⼦導⼊効率 

A549およびEx-3LLはgenomic DNA (gDNA)を抽出し、qPCR (TaqManプローブ法) を⽤い
RRVコピー数を評価した。 
 
2) 肺癌細胞株においてRRVはプロドラッグ投与による優れた増殖抑制効果をin vitro 

cytotoxicity assayで⽰した 
Toca511によりyCD遺伝⼦が導⼊された肺癌細胞株において、プロドラッグである

5-FCの殺細胞効果を評価するため、段階的な5-FC濃度下での細胞毒性をMTS assay
で検討した。RRV未感染、RRV-GFPを感染させたコントロール群のA549では、
10mMの5-FC濃度で約30%の細胞死を認めた。⼀⽅、Toca511を感染させたA549で
は0.1mMで約60% (63±0.01%)、1mMで約90% (91.8±0.0001%)の細胞死を認め
た。Ex-3LLではRRV未感染、RRV-GFPを感染させたコントロール群において
0.1mMの5-FC濃度で約60%の細胞死を認めた。⼀⽅、Toca511を感染させたEx-3LL
では0.001mMと、より低濃度の5-FCで約80% (80.8%±0.03%)の細胞死を認めた。
以上より、Toca511と5-FCの併⽤療法はin vitroにおいて肺癌細胞株に対して優れた
殺細胞効果を⽰した(図7)。 
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図7. RRV感染肺癌細胞株における5-FCによる細胞毒性の評価 

RRV-GFP、Toca-511をA549および Ex-3LLに感染させ、段階的な5-FC濃度下で3⽇間培養し
た。MTS assayを⽤いCell viabilityをtriplicateで解析し、数値は平均値±SDで⽰した。 
Naïve: RRV未感染細胞、RRV-GFP: RRV-GFP感染細胞、Toca 511: Toca 511 感染細胞 
 
3) RRVは肺癌⽪下腫瘍モデルにおいて効果的な感染・増殖能を⽰した 
In vivoの腫瘍内において、RRVの肺癌細胞における感染能を検討するため1%の

RRV-GFP陽性細胞を含んだ肺癌⽪下腫瘍モデルを作成した。移植後7、14、21⽇後
の腫瘍内GFP陽性細胞の割合をフローサイトメトリーで解析した。A549異種移植免
疫不全⽪下腫瘍モデルでは移植後14⽇でGFP陽性細胞の割合は78.1±1.7%であっ
た。また、Ex-3LL同種移植正常免疫⽪下腫瘍モデルでは移植後21⽇でGFP陽性細胞
の割合は51.1±1.7%となり、A549⽪下腫瘍モデルと⽐較し緩徐な感染率の増加を⽰
した。以上より、RRVはin vivoの腫瘍内において免疫不全マウス、免疫正常マウスの
両者で感染能、および増殖能があることが⽰された (図8)。 
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図8. 肺癌⽪下腫瘍モデルにおけるRRV感染・増殖能 

1%のRRV-GFP陽性細胞を含んだ肺癌⽪下腫瘍モデルを作成し、移植後7、14、21⽇に無作為に
振り分けた (3匹/群)。⽪下腫瘍を摘出しフローサイトメトリー解析を⾏った。数値は平均値±SD
で⽰した。 
 
4) RRVプロドラッグ活性化遺伝⼦治療は肺癌⽪下腫瘍モデルにおいて優れた抗腫瘍

効果を⽰した 
In vitroでのToca511/5-FC療法の抗腫瘍効果が⽰唆されたため、in vivoでの効果を
検討するため肺癌⽪下腫瘍モデルを作成して治療実験を⾏った。A549異種移植免疫
不全モデル、Ex-3LL同種移植モデルの両者において、Toca511未感染腫瘍では5-FC
投与による抗腫瘍効果は得られなかった。図2で前述したように、Ex-3LLはin vitro
においてToca511未感染細胞でも0.1mMの5-FC濃度で細胞毒性が認められていた
が、in vivoでは5-FC単独での抗腫瘍効果は認められなかった。⼀⽅、A549異種移植
免疫不全モデル、Ex-3LL同種移植モデルのいずれにおいても、Toca511感染腫瘍で
は5-FC投与により著明な腫瘍増殖抑制効果を⽰した (図9)。免疫能のあるEx-3LL同
種移植モデルでは最終的に⼤部分のマウス (n=4/5)で腫瘍は完全消退した。 
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図9. 肺癌⽪下腫瘍モデルにおけるRRVプロドラッグ活性化遺伝⼦治療 

RRV未感染細胞 (99%)にToca511感染細胞 (1%)を混合し5x106細胞/100μlに調整し右側腹部に
移植した。5-FC投与群 (500mg/kg/day)とPBS投与群に無作為に振り分けた。各群、解析はn=5
で⾏い、腫瘍体積はvolume=length x width2/2により算出した。数値は平均値±SDで⽰した。 
 
5) 腫瘍が完全消退した個体において, 再移植した肺癌細胞は⽣着しなかった 

前項4)のEx-3LL同種移植モデルにおいて、腫瘍が完全消退した2個体を⽤い、⽪下
にEx-3LLを再投与した(re-challenge test)。コントロール群と⽐較して治療後のマウ
スでは腫瘍の⽣着が認められなかった。これは、Toca511/5-FC療法により、抗腫瘍
免疫が惹起されたことを⽰唆している(図10)。 
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図10. Toca511/5-FC療法後のEx-3LL同種移植モデルを⽤いたre-challenge test 
図9(B)の治療群において腫瘍が完全消退した2個体を⽤いて、re-challenge testを⾏った。左側腹

部に5x106細胞/100μlに調整したEx-3LLを投与した。コントロールとして未治療マウスの⽪下腫
瘍モデルも同様に作成した (n=3)。腫瘍体積はvolume=length x width2/2により算出し、28⽇まで
観察した。 
 
6) RRVプロドラッグ活性化遺伝⼦治療は肺癌胸膜播種モデルにおいて優れた抗腫瘍

効果を⽰した 
ルシフェラーゼを導⼊した肺癌細胞 (A549-luc, Ex-3LL-luc)における細胞数とBLS

の相関を確認するために、まずin vitroでIVISによる評価を⾏った。いずれの細胞に
おいても、細胞数とBLSは相関関係にあることが⽰された (図11)。次に、肺癌胸膜
播種モデルにおけるToca511/5-FC療法の効果を評価するため、あらかじめToca511
を1%で感染させた腫瘍細胞を胸腔内に投与し治療経過をIVISにより評価した。A549
異種移植免疫不全モデルでは、PBS投与群に⽐べ5-FC投与群で著明にBLSは減弱し
腫瘍縮⼩効果が認められた。また、Ex-3LL同種移植モデルのPBS投与群は全例
(n=5)が、day28のIVIS評価の前に死亡した。⼀⽅、5-FC投与群では、PBS投与群と
⽐較して複数の個体でBLSの増強は抑制され、腫瘍縮⼩効果による観察期間の延⻑が
認められた (図12)。 
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図11. ホタルルシフェラーゼ遺伝⼦を導⼊した肺癌細胞株の⽣物発光による定量評価 

4段階の密度 (105, 104, 103, 102 cells/well)でA549-luc、Ex-3LL-lucを撒き、D-lucuferin 
(Goryochemical, Sapporo, Japan)添加10分後にexposure time 30秒で各wellのBLSを評価した。 
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図12. 肺癌胸膜播種モデルにおけるプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の効果 
肺癌胸膜播種モデルを作成し5-FC投与群 (500mg/kg/day)、PBS投与群に無作為に振り分けた

(5匹/群)。IVISによる解析はA549異種移植モデルでは7⽇毎、Ex-3LL同種移植モデルでは3、4⽇
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毎に⾏い、腫瘍成⻑曲線を作成した。(a) 各マウスデータ、(b)平均値±SD、(c)肺癌胸膜播種の
⽣物発光イメージ。各群、解析はn=5で⾏った。 
 
7) 肺癌胸膜播種モデルにおいて、⾼⼒価RRV-GFPの胸腔内直接投与によりRRVの
⾼い感染能が⽰された 

前述した実験は、RRVをあらかじめ僅かに感染させた腫瘍細胞 (1%) を⽤いた
が、本実験では、前臨床モデルとして⾼⼒価のRRVを胸腔内に直接投与した際の胸
膜播種病変におけるRRVの感染能、抗腫瘍効果を評価した。RRV未感染のA549をマ
ウス左胸腔内に投与し、移植後2⽇⽬に同様の経路から⾼⼒価のRRV-GFPを投与し
た。移植後16⽇⽬に腫瘍を摘出しフローサイトメトリーで解析した (n=3)。GFP陽
性細胞の割合はそれぞれ、65.2、71.2、61.1%であった。以上の結果から、⾼⼒価の
RRV-GFPは、胸腔内に直接投与することで肺癌胸膜播種病変に優れた感染能を⽰し
た (図13)。 

 
図13. 肺癌胸膜播種モデルにおけるRRVウイルス胸腔内投与による感染能の評価 

RRV未感染のA549-luc細胞を1x105細胞/100μlに調整しA549-luc胸膜播種モデルを3匹作成し
た。移植後第2⽇に5x106TU/500μlに調整したRRV-GFPを胸膜播種作成時と同様の経路で投与し
た。移植後第16⽇⽬に腫瘍を摘出し、腫瘍細胞を選択分離しフローサイトメトリー解析を⾏っ
た。 
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8) 肺癌胸膜播種モデルにおいて, Toca511（胸腔内直接投与）/5-FC（全⾝投与）併
⽤療法により有意に⽣存期間が延⻑した 
Toca511/5-FC併⽤療法の効果をみるため、前項7)と同様にToca511未感染の肺癌

細胞を⽤いて肺癌胸膜播種モデルを作成した。移植後2⽇⽬に同様の経路から⾼⼒価
のToca511を胸腔内に投与し、移植後16⽇⽬より5-FC投与群、およびPBS投与群に
割り付けた。PBS投与群に⽐べ5-FC投与群では有意に⽣存期間が延⻑し、3例が100
⽇以上⽣存した。以上の結果から、⾼⼒価Toca511を胸腔内へ直接投与することで、
5-FC投与による抗腫瘍効果が得られ⽣存期間が延⻑することが⽰唆された (図14)。 
 

 
図14. 肺癌胸膜播種モデルにおける⾼⼒価RRVウイルス胸腔内投与後のRRVプロド
ラッグ活性化遺伝⼦治療 

A549-luc胸膜播種モデルを作成し、移植後第2⽇に5x106TU/500μlに調整したToca511を胸腔内
投与した。移植後第16⽇⽬にマウスを5-FC投与群 (500mg/kg/day)、PBS投与群に無作為に振り
分けた。マウスは連⽇観察し、⽣存期間を記録した。各群、解析はn=6で⾏った。 

 
9) Toca511（胸腔内直接投与）/5-FC (全⾝投与)併⽤療法を⾏った肺癌胸膜播種モ
デルにおいて、RRVの組織分布は低いレベルに抑制されていた 
安全性の評価として、Toca511（胸腔内直接投与）/ 5-FC (全⾝投与)併⽤療法を⾏

った胸膜播種モデルにおいてRRVの⽣体内分布をgenomic PCRで評価した。移植後
第16⽇より5-FC投与を3サイクル⾏った後に全⾝臓器 (肝臓、腎臓、卵巣、膵臓、直
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腸、脾臓、⼼臓、肺、⾷道、⾻髄、腫瘍)から、DNeasy Blood & Tissue Kit 
(QIAGEN, Valencia, CA, USA)を使⽤しgDNAを採取した。qPCRでRRVコピー数を
評価し、解析はduplicateで⾏った。腫瘍細胞を除く全ての対象とした⽣体組織におい
てRRVコピー数は低レベルに抑制されており (表2)、Toca511の腫瘍選択性が⽰され
た。 
 
表2 各⽣体組織のRRVコピー数 

 
  

Mouse
No.1 No.2 No.3

Heart 0.302 0.318 0.189
Esophagus 0.708 1.054 0.486

Lung 0.877 6.538 4.303
Rectum 0.352 0.435 0.529
Spleen 1.594 1.116 1.168
Ovary 0.682 0.597 0.454

Bone marrow 6.670 0.500 1.244
Kidney 0.311 0.353 0.329

Pancreas 0.595 1.034 0.508
Liver 0.171 0.340 0.339

Tumor 248.390 319.020 316.716
Copy number of RRV/ 100 cells 
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考察 
本研究ではToca511/5-FC併⽤療法が肺癌の新たな治療法として有⽤であることを

前臨床研究として⽰すことができた。具体的には本研究で以下の知⾒が明らかになっ
た。① RRVはin vitro、in vivoのいずれにおいても腫瘍細胞で安定した感染能・増殖
能を⽰す。② 治療⽤RRVであるToca511は腫瘍細胞に感染し、プロドラッグである
5-FCの投与により選択的な抗腫瘍効果が⽰される。③ 前臨床モデルとして作成した
胸膜播種モデルにおいても、Toca511は極めて⾼い腫瘍選択性を⽰し、安全性が⽰唆
された。 
今回、in vitro実験ではMOI: 0.01という⾮常に低い初期感染率にも関わらず、RRV

はヒト・マウス肺癌細胞いずれにおいても効率的な感染・増殖能を⽰した。すなわ
ち、初期感染細胞が⾮常に少ない状況下においても、RRVは周囲の⾮感染腫瘍細胞
に効率的に感染することを⽰唆している。また、qPCR解析において感染細胞の
gDNAにRRVが導⼊されていることも確認された。以上より、肺癌細胞に感染した
RRVはgDNAに効率的に取り込まれ、そこから産⽣、放出される新たなRRVが周囲
の⾮感染細胞へと感染し、新たなRRV産⽣肺癌細胞が作られることで相乗的にRRV
感染細胞が増加していると考えられる。 
In vivo実験におけるRRVの感染動態はA549異種移植⽪下腫瘍モデルとEx-3LL同種

移植⽪下腫瘍モデルで異なっていた。A549異種移植⽪下腫瘍モデルではin vitroとほ
ぼ同様な感染動態を⽰したが、Ex-3LL同種移植⽪下腫瘍モデルではin vitroと⽐較し
て緩徐な感染動態を⽰した。この⼀因として、C57BL/6マウスがもつ⾃然免疫や獲
得免疫によりRRVが排除された可能性が考えられる(Li et al., 2014; Littwitz-Salomon 
et al., 2017; Okeoma et al., 2009)。また、Ex-3LL同種移植⽪下腫瘍モデルは⽪下移植
後42⽇⽬で腫瘍体積が1000mm3前後に達し、A549異種移植⽪下腫瘍モデルに⽐べ腫
瘍の増⼤スピードが速かった。これはEx-3LLの増殖能の速さを⽰しており、相対的
にRRVの産⽣能よりも細胞増殖能が勝り、緩徐な感染動態になったと考えられる。
しかしながら、⽪下腫瘍モデルに対するToca511/5-FC併⽤療法の治療効果はいずれ
のモデルにおいても得られた。Ex-3LL同種移植⽪下腫瘍モデルでは、低いRRV感染
率にも関わらず2サイクルの5-FC投与で腫瘍の完全消退が得られた個体もあった。こ
の結果は5-FUそのものの効果に加え、Bystander効果や、Toca511/5-FC併⽤療法に
より惹起された獲得免疫による抗腫瘍効果も加わった結果と考えられる。 

近年、免疫チェックポイント阻害薬などの癌免疫療法が着⽬されている。しかし
ながら、肺癌におけるPD-1阻害薬の奏効率は約20-30%とされており未だ⼗分とはい
えない。また、抗腫瘍免疫が賦活化される⼀⽅、⾃⼰免疫の賦活化により引き起こさ
れる有害事象により薬剤の中断を余儀なくされることもある (Lipson et al., 2015; 
Postow et al., 2018)。このように、PD-1阻害薬の効果を⾼めることは臨床的課題と
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なっている中で、Toca511/5-FC療法は抗腫瘍免疫を惹起することが報告されてい
る。Mitchell(Mitchell et al., 2017) らはToca511/5-FC療法を⾏ったマウスの腫瘍内
でCD4+T細胞、CD8陽性T細胞が未治療群と⽐較し有意に増加していることを⽰し
た。さらにHiraokaら(Hiraoka et al., 2017)はToca511/5-FC療法で治療後のマウスに
対して再度、⽪下に腫瘍を投与する実験 (re-challenge test)を⾏い、再⽣着しないこ
とを⽰した。肺癌細胞を⽤いた本研究でも同様の結果が得られた。このre-challenge 
testの結果はToca511/5-FC療法で治療後のマウスには抗腫瘍免疫が確⽴されたこと
を⽰唆している。さらに、上述したようにEx-3LL同種移植⽪下腫瘍モデルにおいて
は、RRVの感染形態がやや緩徐であるにも関わらず、腫瘍が完全消退した個体もあ
った。この理由は未だ明らかになってはいないが、何らかの免疫経路を介して抗腫瘍
免疫が誘導されたと考えられる。本研究の肺癌胸膜播種モデルのように、
Toca511/5-FC療法のみでは腫瘍が完全消退しない個体に対しては、免疫チェックポ
イント阻害薬の投与により奏功率を改善できる可能性があり、さらなる免疫経路の解
析が必要である。 

本研究では胸膜播種モデルを⽤いてToca511/5-FC療法の安全性評価を⾏った。腫
瘍を除く解析対象とした全ての⽣体組織でRRVコピー数は低レベルに抑制され、
Toca511の腫瘍選択性とその安全性が⽰唆された。本研究で⽤いたモデルは異種移植
免疫不全モデル (immunodeficient model)であるが、個体の免疫が保たれている同種
移植モデル (immunocompetent model)ではさらに⽣体内のRRVコピー数は抑制され
ると考えられる。レトロウイルスの増殖を抑制する因⼦としてはAPOBEC3や
DDX41などの先天性宿主因⼦、および獲得免疫がその役割を担っているとされてい
る (Littwitz-Salomon et al., 2017; Stavrou et al., 2018)。実際に同種移植モデルを⽤い
た先⾏研究において、全臓器でRRVはほとんど検知されていない (Inoko et al., 
2018)。また、アカゲザルを⽤いた両種指向性マウス⽩⾎病ウイルスの安全性実験に
おいても、ウイルスは速やかに⾎清から除去され、その後の観察期間においてもウイ
ルス⾎症などの有害事象は認められなかった (Cornetta et al., 1990)。さらに、⽶国
で⾏われた脳腫瘍に対する第I相試験においても、既存の薬剤であるロムスチンより
も⾼い安全性を⽰した (Cloughesy et al., 2016)。また、RRVが少数の正常細胞に感
染した際にも、逆転写酵素阻害薬の投与や5-FCの投与により感染細胞の増殖を抑制
することが可能である。これらのことから、RRVの正常細胞遺伝⼦への挿⼊変異に
よって⽣じる有害事象リスクは低く、本治療法の安全性は⾼いと考えられる。 

本研究では、実臨床における肺癌胸膜播種患者を想定した肺癌胸膜播種モデルを
作成し実験を⾏った。RRVの投与経路は臨床でも⽐較的簡便に⾏える胸腔内投与を
選択した。この前臨床モデルにおいてもRRVの⾼い腫瘍選択性と優れた感染能が⽰
され、治療群においてはコントロール群と⽐較し有意に⽣存期間が延⻑した。これら
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の結果は、実臨床においてchest tubeからのRRV投与でRRVが胸腔内の腫瘍病変に選
択的に感染し、5-FC投与により⽣存期間が延⻑できる可能性を⽰唆している。さら
に、肺癌⼿術で主流となっている胸腔鏡⼿術において胸膜播種結節にRRVを直接投
与することも可能である (Nakazawa et al., 2018; Vannucci and Gonzalez-Rivas, 
2016)。 

本研究においては、共同研究先から提供されたウイルス量が限られていたため、
細胞集団に⼀定割合のRRVを感染させた実験モデルを多く⽤いた。RRVの感染形態
や、癌細胞内でのRRVの均⼀性が実際の臨床とは異なっている点が問題であった。
そのため胸膜播種モデルを⽤いた実験でRRVの胸腔内直接投与を⾏い、実臨床に則
した結果を得られたと考えている。しかし、本来ならばEx-3LL胸膜播種モデルを⽤
い前臨床試験としての安全性評価を⾏う予定だったが、ウイルス量の制限があり⾏え
なかった。さらに、RRVの⽣体内copy数を⽤いて安全性の評価を⾏ったが、マウス
実験であり症状を含めた副作⽤のデータが得られていない。また、全ての実験モデル
において細胞株移植モデルを⽤いており、実際の癌細胞の性質を反映していない可能
性がある。今後、前臨床研究モデルとして癌細胞の性質を反映した患者腫瘍移植モデ
ルを⽤いてToca511/5-FC療法の効果を検証する必要がある。これに関連して、
Toca511/5-FC療法が有効な肺癌遺伝⼦異常の検討も治療の個別化の側⾯から必要に
なる。さらに、免疫賦活化を検討するためにre-challenge testを⾏ったが、詳細な検
討として腫瘍内や脾臓内のT細胞の評価が今後必要となると考えられる。 

多くの進⾏肺癌患者は痛み、咳嗽、⾷欲低下、抑うつなどの癌の進⾏に関連した
様々な症状を訴え、症状緩和や⽣存期間の延⻑を⽬的に化学療法が適応となることが
ある (Sacher et al., 2015; Simone and Jones, 2013)。しかし、年齢、腎機能障害、
performance status不良、患者選択などで実際に化学療法の対象となるのは約半数ほ
どであり、⽣存期間が短縮する⼀因となっている(Brule et al., 2016)。しかしなが
ら、上述してきたToca511/5-FC療法は、その安全性に基づく有害事象の低さが期待
され、進⾏肺癌患者に対する新たな治療選択肢の⼀つとなる可能性がある。現在、進
⾏肺癌に対しては⼿術、化学療法、放射線療法、免疫療法などを組み合わせる集学的
治療を⾏うことが⼀般的になっている (Antonia et al., 2018; Curran et al., 2011)。こ
のように、進⾏肺癌患者の予後を改善するために様々な治療法が開発されている中
で、本研究結果ではToca511/5-FC療法と免疫療法の併⽤療法が有⽤な治療選択肢に
なることが⽰唆された。今後、肺癌に対する新規治療法としての確⽴を⽬指し更なる
検証を進めていきたい。 
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                                結論 
1) 本研究から得られた新知⾒ 
① RRVはin vitro、 in vivoいずれにおいても肺癌細胞において安定した感染能・増

殖能を⽰す。 
② 本治療⽤RRVであるToca511を肺癌細胞に感染させることで、5-FCの投与により

効果的な抗腫瘍効果を⽰す。 
③ 前臨床モデルとして作成した肺癌胸膜播種モデルにおいても、Toca511は極めて⾼

い腫瘍選択性を⽰し、安全性が⽰唆された。 
 

2) 新知⾒の意義 
本研究では、Toca511、5-FCを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療の肺癌に
対する有効性と安全性が⽰唆され、臨床応⽤への可能性が⽰された。また、前臨
床モデルとして作成した肺癌胸膜播種モデルでは、RRVの胸腔内投与でRRVが腫
瘍選択的に感染することを⽰し、臨床試験に向け有⽤な知⾒となった。 
 

3) 今後の展開と課題 
RRVを⽤いた肺癌に対する臨床試験に向け、患者腫瘍移植モデルにおける
Toca511/5-FC療法の治療効果の検討、遺伝⼦組み替えウイルス使⽤の申請、研
究チームの組織化、資⾦調達が必要となる。また、基礎研究においては
Toca511、5-FCを⽤いたプロドラッグ活性化遺伝⼦治療による免疫反応の解析を
⾏い、ICIとの併⽤療法などの新たな治療⽅法の検証が必要である。さらに、
Toca511/5-FC療法が有効な肺癌遺伝⼦異常の検討も臨床応⽤に向けて必須であ
る。RRVは分裂期の細胞に感染する特性から多くの癌腫に応⽤できる可能性があ
る。基礎研究においては脳腫瘍、膵癌で有効性が⽰唆されているが、臨床では投
与経路が問題になる可能性が考えられる。腫瘍への直接投与が簡便な⽪膚悪性腫
瘍への応⽤なども考慮していく必要がある。 
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