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Poxvirusに よ る 遺 伝 子 導 入
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   A promising approach to cancer immunotherapy is immunization with modified tumor cells 
carrying cytokine or immunomodulatory genes. Cytokine genes (tumor necrosis  factor-a, interleukin 2, 
interferon y) and costimulatory molecule,  B7-1, were incorporated into canarypox virus, ALVAC, 
which does not replicate in infected mammalian cells, and highly attenuated vaccinia virus, NYVAC. 
We examined the effect of local cytokine production on the growth of the mouse prostate tumor,  RM-1, 
and the mouse bladder tumor, MBT-2. The vectors expressed the high levels of cytokines and  B7-1 
and the tumor growth of infected cells was significantly inhibited. The mice immunized with 
irradiated MBT-2 cells infected with ALVAC-interleukin 2 were protected against the subsequent 
challenge of parental tumor cells. We conclude that poxvirus vectors are useful for gene delivery in 
immunotherapy studies because of their infection efficiency, their capability of high gene product 
expression, their safety, and their ease of handling. 

                                              (Acta Urol. Jpn.  43: 835-838, 1997) 
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緒 言

癌に対する遺伝子治療のひとつである免疫遺伝子治

療は.癌 細胞に直接サ イトカインなどの遺伝子を導入

して宿主の腫瘍免疫を増強 させることにより癌細胞を

駆逐 しようとするものである.こ れによりそれまで宿

主の免疫防御機構から逃れていた癌細胞が,免 疫系細

胞により認識され免疫系細胞を刺激 し,つ いには宿主

から拒絶されるに至る.米 国において癌の遺伝子治療

の臨床試験 は100を 超えるプロ トコールが進行中であ

るが,な かで も自己腫瘍細胞にサイトカイン遺伝子や

HLAク ラス1遺 伝子を導入するものが主体 となって

いる1)そ れは患者から摘除 した腫瘍に遺伝子 を導入

して,腫 瘍細胞の分裂 を止める処置をしてから患者に

接種 し,こ の腫瘍 に対する免疫を成立させて,残 存腫

瘍や転移巣の縮小,消 失を期待するといういわゆる腫

瘍 ワクチンである.

遺伝子の導入方法にはかつてはplasmidが 用いら
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れ た が 導 入 効 率 が 悪、く,ま た 導 入 さ れ た 細 胞 の 選 択 が

煩 雑 な た めvirusが 利 用 さ れ る よ う に な っ た2)Re-

trovirusは 染 色 体 のDNAに 組 み 込 ま れ 安 定 し た 遺 伝

子 の 発 現 が 得 ら れ る が,virusの 細 胞 内 へ の 感 染 の 効

率 が 悪 い こ と,非 分 裂 細 胞 に は 導 入 で き な い こ と,初

vivoで は 使 用 で き な い こ と な ど 臨 床 応 用 に は 問 題 点 が

多 い.今 回,poxvirusを 利 用 し てtumornecrosis

factor一 α(TNF一 α),interleukin-2(IL-2),interferon一

γ(IFN一 γ),costimulatory分 子B7-1の 遺 伝 子 を マ ウ

ス 前 立 腺 癌 細 胞 株,膀 胱 癌 細 胞 株 に 導 入 し,invitro

で の 導 入 効 率,inviveで の 抗 腫 瘍 効 果,腫 瘍 ワ ク チ ン

と して の 可 能 性 を 検 討 した.

対 象 と 方 法

【Vectorと 細 胞 株 】 遺 伝 子 導 入 に 使 用 し たvector

は,canarypoxvirus由 来 のALVACとvaccinia

virusを 弱 毒 化 さ せ たNYVACで,TNF一 α,IL-2,

IFN一 γ,B7-1のcDNAを 組 み 込 ん だALVAC-TNF一

α,ALVAC-IL-2,ALVAC-IFN一 γ,ALVAC-B7-1,

NYVAC。IL-2,NYVAC-B7-1お よ び 外 来 遺 伝 子 の 導

入 さ れ て い な いALVAC-Parental,NYVAC-Paren一
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talで あ る.継 代 培 養 して あ るC57BL/6マ ウ ス 由 来

の 前 立 腺 癌 細 胞 株RM-13)とC3H/Heマ ウ ス 由 来 の

膀 胱 癌 細 胞 株MBT-2の 培 養 液 を2%fetalcalfserum

(FCS)を 含 むDulbecco'smodifiedEagle'smedium

(DMEM)に 交 換 し5MOI(multiplicityofinfec-

tion)のvirusを5時 間 感 染 さ せ た.MOIは 細 胞1

個 あ た り のvirusの 数 をplaque-formingunitsで 示

し た も の で あ る.

【IL-2Assay】ALVAC-IL2で 感 染 させ た 細 胞 の

培 養 液 を24時 間 後 に 回 収 し,Russellら の 方 法4)に

従 っ てIL-2濃 度 を測 定 し た.HelperTcellのclone

で あ るHT-2に 感 染 細 胞 の 培 養 液 を 段 階 的 に 希 釈 し

て 加 え,IL-2依 存 性 のHT-2の 増 殖 を2,3-bis(2-

methoxy-4・nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)car-

bonyl]-2H-tetrazoliumhydroxide(XTT)で 染 め て

染 色 の 程 度 をOD495で 測 定 し た.IL-2濃 度 はhu-

manrecombinantIL-2を 添 加 し たcontrolと 比 較 し

て 算 定 した.

【Flowcytometry】ALVAC-B7-1で 感 染 させ た 細

胞 を10mMethylenediaminetetra-aceticacid(EDTA,

pH7.2)で 処 理 し0,IMPBSで 洗 浄 し10%horse

serumを 加 え た5)ハ ム ス タ ー 抗B7・ ・1モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 と 反 応 させ,O.IMPBSで 洗 浄 後,fluorescein

isothiocyanate(FITC)の 結 合 し た 二 次 抗 体 ヤ ギ 抗 ハ

ム ス タ ー 免 疫 グ ロ ブ リ ンGモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応

さ せ た.0.lMPBSで 洗 浄,7-aminoactinomycinD

を 加 え,再 度0.IMPBSで 洗 浄 し,FACScanflow

cytometerでfiuorescenceを 分 析 した.

【腫 瘍 抑 制 試 験 お よ び 免 疫 試 験 】 そ れ ぞ れ のvec-

torで 感 染 し た5×105個 の 細 胞 を マ ウ ス の 皮 下 に 植

え,腫 瘍 の 発 育 の 有 無,腫 瘍 の 大 き さ を 週2回 測 定

072135496377100
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Fig,2.Effectofcombinationtherapyonsur-

vival.Micewereinoculatedwith5×

105RM-lcellsinfectedwithALVAC-

Parental(●)orALVAC-TNF一 α 十

IL-2(○),ALVAC-TNF一 α 十 一IFN一 γ

(口),orALVAC-TNF一 α 十 一B7-1(▲).

し,マ ウスの生存 を観 察 した。感染細胞 に放射線照 射

を加 えたのちマウスの皮下 に接 種 し,10日 後 に何 も処

理 を していない親株 の細胞 をマ ウスの別の部位 に植 え

腫瘍 の発育 の有無 をみ た.こ の実験 にはvectorと し

てALVACの み を使用 し,RM-1に はALVACの す

べ て のvectorを,MBT-2に はALVAC-IL-2と

ALVAC-B7-1を 使 った.各 グルー プにマ ウス を5匹

ずつ使用 した.

結 果

ALVAC-IL-2で 感 染 したRM-1(ALVAC-IL-2-

RM-1)は106の 細 胞 につ きO.5,2.5,12.5MOIで そ

れぞれ30,140,150units/mlのIL-2を 産 生 した6)

ALVAC-IL-2-MBT-2は105に つ き0.2,2,20MOI

で そ れ ぞ れ138,1",152units/mlのIL-2を,

NYVAC-IL-2-MBT-2は105に つ きO.2,2,20MOI

で そ れ ぞ れ118,96,39units/mlのIL-2を 産 生 し

た.

ALVAC-B7-1-RM-1は2,5,10MOIで そ れぞ れ

81,86,97%の 細 胞 の表面 にB7-1分 子 を発現 し6),

ALVAC-IL-2-MBT-2は2,5,IOMOIで そ れぞ れ

52,87,91%の,NYVAC-IL-2-MBT-2は2,5,10

MOIで そ れ ぞれ69,70,89%の 細 胞 の表 面 にB7・ ・1

分子 を発現 していた,

そ れぞれ のvectorで 感 染 したRM-1は い ず れのマ

ウス にも腫瘍 を発育 させ たが,ALVAC-TNF一 α一RM-

1の 腫 瘍 の発育が最 も遅 く(Fig。1),マ ウス の生存 も

有意 に長 か った.そ こでTNF一 α と他 のvectorを 組

み合わせ てみ ると,い ったん発生 した腫瘤 が 自然消失

す るとい う現象がみ られ,TNF一 αとIL-2の 組 み合 わ

せで60%の 生 存率が得 られた(Fig.2),次 に それぞれ

の組 み合 わせ のvectorで 感 染 したRM・1に 放射 線 を

照射 してか らマ ウス に接種 し,10日 後 に何 も処理 を し

てい ない親株 のRM-1を マ ウスの別 の部位 に植 えて
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みた と ころ,全 て のマ ウスで 腫瘍 の発育 が認 め られ

た6)

ALVAC-IL-2-MBT-2で は腫 瘍 の発 育 を全 く認 め

ず,ALVAC-B7-1-MBT-2で は20%に 腫 瘍 の発 生 を

みた.次 にALVAC-IL-2-MBT-2に 放 射線 を照射 して

か らマウスに接種 し,10日 後 に何 も処理 をしていない

親株 のMBT-2を マ ウスの別 の部位 に植 えてみ た と

ころ,60%の マ ウスで腫瘍 の発育 を認めなか った.

考 察

vaccinia,eczemavaccinatum,encephalitisな どの 副

作用 は無視で きない問題であ り,1968年 の ア メリカ合

衆 国の報 告 によれ ば,ワ クチ ン接 種 によ る合 併症 は

100万 人 につ き74人 発生 し,死 亡率 は,100万 人 につ き

1人 であ った13>ワ ク チ ン接 種 は湿疹 や免疫 不全 を

有す る患者 には禁忌である.

Table.FamilyPoxviridae;Chordo-

poxvirinae(subfamily)

Genus Prototypc Host

Poxvirusは 感 染 細胞 の細胞 質 内で増殖 す る2本 鎖

直線 状DNAで,DNAの 複 製やRNAの 代 謝 に必要

な酵 素な ど増 殖に必要 な機能 をほとん ど備えてい る.

Poxvirusのpromoterはeukaryoteのtranscription

機 構 で認 識 され る ことは ない し,逆 にeukaryoteの

promoterがpoxvirusに 認 識 さ れ る こ と もな い7)

(Fig.3).Vacciniavirusはpoxvirusのprototype

の ひ とつ であ り(Table),長 年 天然痘に対 す るワクチ

ンとして使 われ,つ いには1977年 ソマ リアでの症例 を

最後 に天然痘 は撲 滅 された.1982年,外 来遺 伝子 を

vacciniavirusに 導 入す ることに成功 してか ら,様 々

の分野で遺伝 子導 入の ためのvectorと して活躍 し,

そ の有用性 、安全性 には一定 の評価 が得 られてい る.

Vacciniavirusは 熱 に対 し安定 で,凍 結乾燥 して保存

で きる.複 数 の大 きな遺 伝 子(25kb)を 導 入 す る こ

とが で き,広 く脊椎動物 を宿主 として持 つ.そ して投

与 法 が 簡 単,製 造 コス トが 低 い,な どの利 点 が あ

る7'8)IL-1β9),IL-2io>,IL-12ii),B7-1お よびB7-

212)の 遺 伝 子 を導 入 したrecombinantvacciniavirus

を 使 っ て,抗 腫 瘍 効 果 が 得 ら れ て い る。Recom-

binantvacciniavirusを 生 ワクチ ンとして活用 しよう

とい う試 み は,vacciniavirusが 天 然痘 の撲滅 に大 い

に貢 献 した こ とか ら きて い る.し か し,progressive

Orthopoxvirus

Parapoxvirus

Avipoxvirus

Capripoxvirus

Leporipoxvirus

Suipoxvirus

Vaccinia

Orf

Canarypox

Fowlpox

Sheeppox

Myxoma

Swinepox

Mammal

Ungulate

Bird

Unguiatc

leporid

Swine

そ こで,弱 毒化 したvacciniavirusや 宿 主 の限 られ

たpoxvirusをvectorと して利 用す るこ とが考案 され

た(Table).ALVACは カ ナ リ ア のpoxvirus

(KANAPOX)由 来 で,鳥 類 にのみ感染,増 殖す る.

NYVACはvacciniavirusのCopenhagenstrain由

来 で,病 原 性 や 増 殖 に 関連 す る遺 伝 子 を含 む18の

openreadingframesを 欠損 させ てあ る14)両 者 とも

哺乳動物 の細胞 内では増殖 で きないが,導 入 された遺

伝 子 蛋 白 は高 レベ ルで 産 生 され る とい う特 徴 が あ

る14'15)今 回,ALVAC,NYVACに よ り種 々 のサ

イ トカイ ンお よびB7-1の 遺 伝 子 をマ ウス前 立腺 癌お

よび膀胱癌細 胞株 に導入 し,導 入 された遺伝子が高 レ

ベルで発現 してい ることが示 された .抗 腫瘍効果 およ

び腫 瘍 ワクチ ンと しての有用性 は前立腺癌 と膀胱癌で

か な り差 を認 め たが,こ れ はRM-1とMBT-2の 免

疫原性の違いか ら くる もの と思 われ る.RM-1で は 局
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所 の抗腫瘍効 果 はTcellもBcellも 持 た ないSCID

マ ウ スで もみ られ てお り6),IL-2に よ るNKcellの

誘 導やTNF一 α による壊 死の誘導が起 こったのであろ

う2)膀 胱癌 に関 して は膀胱 内注 入 とい うinvivoで

使 用するには理 想的な方法が あ り,臨 床応用 される 日

も近 い,ALVACの 安 全性 につい て はす で に臨床試

験 で証 明 され てお り16'17),癌 治 療 のみな らず,HIV

感 染 やそ の他 のvirus感 染 に対す る ワクチ ン と して

poxvirusは 有 用であ る.

結 語

Poxvirusで あ るcanarypoxvirus由 来 のALVAC

とvacciniavirusを 弱 毒化 したNYVACを 利 用 して

TNF一 α,IL-2,IFN一 γ,costimulatory分 子B7・ ・1の

遺伝子 をマウス前立腺癌細胞株,膀 胱癌細胞株 に導 入

し,invitroで の これ らの遺伝子 が高 レベ ルで発 現 さ

れて いる ことを示 した.さ らにinvivoで の 抗 腫瘍効

果 を認め,膀 胱癌 では腫瘍 ワクチ ンとして利用 で きる

可能性 がある.

1)

2)

3)

4)
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