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緒言  

	
 腫瘍融解性ウイルス療法（ウイルス療法）は , 弱毒化した複製可能

型ウイルスを感染させ , その細胞変性効果により腫瘍を破壊する治療

法である . ウイルスは腫瘍細胞に感染して複製することで宿主である

腫瘍細胞を破壊するとともに , 子孫ウイルスを産生して周囲に感染を

拡大し , より広範囲で腫瘍を破壊する . さらに , この過程で免疫担当

細胞を賦活化し腫瘍免疫を増強すると考えられている [1]–[8].  

	
 腫瘍融解性ウイルスは DNA ウイルス , RNA ウイルスを問わず , 

vaccinia virus, herpes virus, adenovirus, reovirus, Newcastle disease virus 

(NDV)など多くのウイルス種に及んでおり , 基礎的ならびに臨床的な

研究が行われている [9], [10]. なかでも herpes simplex virus type 1 

(HSV-1)では臨床研究が進んでおり , 進展したメラノーマ症例で腫瘍

内に局所投与することで顕著な腫瘍縮小効果が得られている . 臨床研

究はすでに Phase III にまで進み , 原発巣だけでなく転移巣に対する効

果も期待されている [11].  

われわれは , これまでに複製可能型の腫瘍融解性 HSV-1 を開発して

いる . これは HSV-1 F 株の神経毒性遺伝子 gamma34.5 を欠失させ , そ

こに LacZ 遺伝子が挿入された R849 株 [12]と , 自然変異体である HF

株 [13], [14]との組換え体で RH2 と命名した [15]. RH2 は gamma 34.5 を

持たず , ヒト癌細胞に対して細胞融合能を示すウイルスで , 全塩基配
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列は決定され , gamma34.5 遺伝子の欠失 , 細胞融合能に関与する gB 遺

伝子の変異など詳細な構造が判明している [16]. RH2 の親ウイルスに

あたる HF 株をクローニングした HF10 は頭頸部癌 , 乳癌 , 膵臓癌で抗

腫瘍効果がみられ , 現在米国で臨床研究が行われているが [17]–[19], 

RH2 は HF10 よりも神経毒性の面で優れたウイルスといえる . また , 

近交系マウスで形成した扁平上皮癌内に RH2 を投与すると投与腫瘍

だけでなく , 他部位に形成した腫瘍の増殖も抑制されることを観察し

ている [20]. したがって , 今後の HSV-1 を用いたウイルス療法では , 

ウイルスによる直接的な腫瘍融解効果だけでなく , 腫瘍免疫を増強す

るために必須となる腫瘍抗原 , 免疫担当細胞 , ならびに免疫賦活化の

メカニズムの解明が重要となる .  

	
 腫瘍免疫に関する最近の注目すべき進歩は immunogenic cell death 

(ICD)という概念の導入である [21]. これは生体外で抗腫瘍薬 , 放射線

照射された癌細胞が癌ワクチンとしての働く現象を元にして考案され

たもので , ストレスあるいは傷害を受けた腫瘍細胞が死に至る過程で

damage-associated molecular patterns (DAMPs) と呼ばれる分子を放出

あるいは細胞表面に露出させることで抗原提示細胞に認識されて腫瘍

免疫が活性化することを指している . 代表的な DAMPs として , ATP, 

high mobility group box 1 protein (HMGB1), calreticulin (CRT), heat 

shock protein (HSP)70, HSP90 などが挙げられる . ATP は細胞外に放出
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され , 樹状細胞に対する find me シグナルとなる . HMGB1 も細胞外に

放出され , 様々な免疫細胞の誘導や樹状細胞の成熟を促進する . CRT

は小胞体内にみられるタンパク質で , 細胞表面に発現することで樹状

細胞に対する eat me シグナルとなる . HSP70 は , 細胞表面へ発現ある

いは細胞外に放出されるものである [22].  

	
 腫瘍融解性 HSV が腫瘍免疫の増強に働くとする報告は多いが [20], 

[23], [24], ICD の研究はまだ進んでいない . HSV-2 による乳癌細胞 , 子

宮内膜癌細胞からの HMGB1 の細胞外放出の報告以外は [8], HSV-1 で

ICD を実証した報告はみられない . われわれは RH2 による近交系マウ

スの扁平上皮癌に対する腫瘍免疫賦活化効果を明らかにしている [20]. 

そこで今回 , マウス扁平上皮癌の系を用い , HSV-1 RH2 の腫瘍細胞へ

の感染で ICD が誘導される可能性について検討した .  
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材料と方法  

1. 細胞培養  

	
 細胞として , サル腎由来 Vero 細胞 , マウス皮膚扁平上皮癌由来

SCCVII 細胞 [25]を用いた . Vero 細胞は理化学研究所 Cell Bank (Ibaraki, 

Japan) より購入し , SCCVII 細胞は京都大学原子炉実験所増永慎一郎

博士から分与された . Vero 細胞は Eagle の最小必須培地 minimum 

essential medium (MEM; Nissui, Tokyo, Japan) に 2 mM L-glutamine 

(Wako, Osaka, Japan), 5%仔牛血清 calf serum (CS; JRH Biosciences, 

Lenexa, KS, USA) を添加したものを培養液として , 5%CO2 存在下に

37℃で培養した . SCCVII 細胞は 10% CS を添加したものを培養液とし

た . Vero 細胞 , SCCVII 細胞は 0.1% trypsin (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)

と 1% ethylene-diamine-tetra-acetic acid (EDTA; Wako) で処理して細胞

浮遊液を調整し , 継代培養を行った .  

 

2. ウイルス産生と力価測定  

	
 ウイルスとして HSV-1 RH2 を用いた . RH2 の増殖および力価測定は

Vero 細胞を用いた . 力価はプラック形成法にて測定した . すなわち , 

Vero 細胞を 24 穴プレートに 2×105 cells/well 播種し , 2 日間培養し単層

を形成させた . 希釈したウイルス液を Vero 細胞に接種し , 1 時間吸着

させた . Phosphate buffered saline (PBS(-); Nissui) にて洗浄し未吸着ウ
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イルスを除去したのち , 0.3%メチルセルロース (Wako)含有培養液を重

層し , 37℃で培養した . 細胞変性が明瞭となった時点で細胞をエタノ

ールで固定し , 1%クリスタルバイオレット (Wako)にて染色して細胞変

性部位に一致して得られるプラックを数え , 希釈倍率から感染力価

plaque forming unit (PFU)を算出した [15], [26], [27].  

 

3. 試薬  

	
 細胞死阻害剤として , Z-VAD-FMK (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA)を 10µM, necrostatin-1 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)を 20µM, 

Z-YVAD-FMK (BioVision, Milpitas, CA, USA)を 20µMおよび 50µMの濃

度で用いた [28].  

  

4. MTT assay 

	
 生細胞率の測定は MTT assay にて行った . すなわち , 96 穴プレート

の各ウェルに SCCVII 細胞を 1×104 cells/well 播種し , 一晩培養した . 

RH2 を接種し , 1 時間の吸着後 , 未吸着ウイルスを除去し , 培養液を

100µl 加 え て 37 ℃ で 培 養 し た . 一 定 時 間 培 養 し た 後 , 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyletetrazolium bromide (MTT; 

Dojindo, Kumamoto, Japan) 50mg を PBS (-) 10ml に溶解した MTT 溶液

を加えた . さらに 4時間培養した後 , 2-プロパノール  (Wako) 反応停止
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液を 100µl 加え , 生成物を完全溶解させた . これをマイクロプレート

リーダー  (Benchmark Plus ; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) にて吸光度  

(630nm対照波長で 570nm波長 ) を測定し , ウイルスを感染させていな

い対照に対する比率から生細胞率を算出した . 非感染対照には PBS(-)

を用いた [15], [26], [27].  

 

5. ATP assay 

	
 24 穴プレートの各ウェルに SCCVII 細胞を 1×105 cells/well 播種し , 

一晩培養した . RH2 を multiplicity of infection (MOI)=10 および 100 で

接種し , 1 時間の吸着後、未吸着ウイルスを除去し , 培養液を 500µl 加

え培養した . 一定時間培養した後 , 培養上清を回収し , 6,200 rpm, 5 分

間遠心にて死細胞を除去し培養上清を分離した . 得られた培養上清

100µlに ENLITEN ATP Assay System (Promega, Madison, WI, USA) の発

光試薬を 100µl 加え混和し , ルミノメーター  (Turner Biosystems 

TD-20/20; Promega) にて蛍光度を測定した . ATP 希釈標準液より検量

線を作成し , 蛍光度から ATP 濃度を算出した [28], [29]. 

 

6. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)による HMGB1 の測定  

	
 24 穴プレートの各ウェルに SCCVII 細胞を 1×105 cells/well 播種し , 

一晩培養した . RH2を MOI=10および 100で接種し , 1時間の吸着後 , 未
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吸着ウイルスを除去し , 培養液を 500µl 加え培養した . 一定時間培養

した後 , 培養上清を回収し , 6,200 rpm, 5 分間遠心にて死細胞を除去し

培養上清を分離した . HMGB1 は HMGB1 ELISA Kit II (SHINO-TEST, 

Kanagawa, Japan) を用いて測定した . すなわち , キット付属の抗体結

合プレートに検体希釈液 100µlおよび得られた培養上清 10µlを分注し , 

37℃で 24 時間反応させ , 洗浄後 , 標識抗体液を 100µl 加えて室温で 2

時間反応させた . 洗浄後 , 発色試薬を 100µl 加え 30 分間反応させ , 反

応停止液を 100µl 加えてマイクロプレートリーダー (Benchmark Plus; 

Bio-Rad) にて 450nm の吸光度を測定した . HMGB1 希釈標準液より検

量線を作成し , 吸光度から HMGB1 濃度を算出した [8], [28].  

 

7. 蛍光抗体法  

	
 細胞膜 CRTの検出のため , 6穴プレートの各ウェルに SCCVII細胞を

1×105 cells/well 播種し , 一晩培養した . RH2 を MOI=10 で接種し , 1 時

間の吸着後 , 未吸着ウイルスを除去し , 培養液を 2ml加え培養した . 24

時間培養したのち , 全細胞を回収し , PBS(-)にて 2 回洗浄し , 4%パラホ

ルムアルデヒドで 5 分間固定した . 固定後 , 細胞を PBS(-)で 2 回洗浄

し , ブロッキングバッファー (3%BSA 含有 PBS(-))で希釈 (1:250)した一

次抗体 , マウスモノクローナル抗 CRT 抗体  (Abcam, Tokyo, Japan) を

加え 30 分間反応させた . PBS(-)で 2 回洗浄したのち , ブロッキングバ
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ッファーで希釈した fluorescein isothiocyanate (FITC)標識二次抗体 , ヤ

ギポリクローナル抗マウス IgG 抗体  (Abcam) (1:100)および Alexa 

Fluor® 633 conjugate wheat germ aggulutinin (WGA 633) (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) (5µg/ml) を加え 30 分間反応させた . PBS(-)で 2 回

洗 浄 し , 封 入 剤 ProLong® Gold Antifade Reagent with 

4’6-diamido-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) (CST Japan, Tokyo, 

Japan) を用いてスライドガラスにマウントした . 核および細胞膜の観

察には , Hoechst 33342 (Dojindo) および Alexa Flour 633 wheat germ 

agglutinin (WGA 633) を用いた . すなわち , 細胞を固定 , 洗浄したの

ち , Hoechst 33342 蛍光色素液 (1:5)および WGA 633(5µg/ml)を加えて混

和し , スライドガラスにマウントした . 標本は共焦点レーザー顕微鏡

(Leica TCS SP8; Leica Microsystems, Mannheim, Germany) にて観察し

た [30].  

 

8. ウェスタンブロット法  

	
 細胞をセルスクレーパーで回収し 5,000×g, 3 分間遠心してペレット

にしたのち , プロテアーゼインヒビターを含む RIPA buffer に懸濁し

た . 氷上にてソニケーターを用いて細胞を破壊し , 15,000×g, 5 分間 , 

4℃で遠心して全細胞タンパク質抽出液を得た . 細胞膜画分の分離は , 

Cell Suface Protein Isolation Kit (Pierce, Rockford, IL, USA)を用いて行
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った . タンパク質の定量は DCTM プロテインアッセイ (BioRad)を用い

た . タンパク質試料は Mini-PROTEAN TGX Precast Gel (Bio-Rad) を用

いて泳動し , polyvinylidene difluoride メンブレン  (Millipore, Billerica, 

MA, USA) にセミドライ型転写装置  (Bio-Rad) を用いて 50 mA で 60

分間転写させた . 5%スキムミルクを含む PBS-T (0.05% Tween 20 含有 ) 

で 1 時間ブロッキングを行った後 , ブロッキングバッファーに希釈し

た 1 次抗体 , マウスモノクローナル抗 HSP70 抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA)(1:400)およびウサギポリクローナル抗

β-actin 抗体  (CST Japan)(1:1000)を 4℃で一晩反応させた . 次に , ブロ

ッキングバッファーに希釈した 2 次抗体 , ホースラディッシュペルオ

キシダーゼ  (HRP) 標識抗ウサギ IgG 抗体  (CST Japan)(1:5000)および

HRP 標識抗マウス IgG抗体 (Cell Signaling)(1:5000)をそれぞれ室温で 1

時間反応させ , ECL Western Blotting Analysis System (Amersham, Little 

Chalfront, UK) を用いて検出した [31], [32].  

 

9. フローサイトメトリー解析  

	
 6 穴プレートの各ウェルに SCCVII 細胞を 1×105cells/well 播種し , 一

晩培養した . RH2 を MOI=10 で接種し , 1 時間の吸着後 , 未吸着ウイル

スを除去し , 培養液を 2 ml 加え培養した . 24 時間培養した後 , 全細胞

を回収し , PBS(-) で洗浄した . 細胞のペレットを annexin V-FITC を含
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む annexin-binding buffer (Invitrogen) で懸濁し , propidium iodide (PI; 

Invitrogen) を 加 え て 室 温 で 15 分 間 反 応 さ せ た . そ の 後 , 

annexin-binding bufferを 400µl加え , annexin V-FITCおよび PIの染色性

を FACS Calibur flow cytometer (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA), Cell Quest software を用いて解析した [28].  

 

10.  Lactate dehydrogenase (LDH) release assay 

	
 RH2感染による細胞傷害性は , 細胞から培養液中に放出される LDH

量から評価した . すなわち , 96穴プレートの各ウェルに SCCVII細胞を

1×104 cells/well 播種し , 一晩培養した . RH2 を MOI=10 で接種し , 1 時

間の吸着後 , 未吸着ウイルスを除去し , 細胞死阻害剤含有培養液

100µl/well を加え 37℃で培養した . 24 時間後 , PBS(-)を 100µl 加え , 各

ウェルの上層部から 50µl の上清を微量毒性試験用試薬 MTX”LDH” 

(Kyokuto, Tokyo, Japan)のキット付属の 96 穴プレートに移した . これ

に LDH 反応性の基質発光試薬を 50µl 加え , 37℃で 30 分間反応させた

のち , 各ウェルに反応停止液を 100µl 加えて混和した . マイクロプレ

ートリーダー  (Benchmark Plus; Bio-Rad) にて波長 560 nm で吸光度を

測定した . ネガティブコントロールではウイルス液の代わりに PBS(-)

を , 細胞死阻害剤含有培養液の代わりに DMSO 含有培養液を用い , ポ

ジティブコントロールでは 0.8% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 含有培
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養液を用いた . LDH 放出量を測定し , 下記の計算式から細胞の死細胞

率を算出して細胞傷害率とした [20], [28].  

細胞傷害率 (%)=
(検体)!(ネガティブコントロール)

(ポジティブコントロール)!(ネガティブコントロール)
×100 

 

11.  培養上清濃縮液の調整とマウス腫瘍における抗腫瘍効果の測定  

	
 5週齢メスの近交系マウス C3H/HeJJcl (Clea, Tokyo, Japan) の背部皮

下に PBS (-) で調整した SCCVII 細胞 1×106 cells/100µl を , 27G 注射針

にて接種し腫瘍を形成した . 腫瘍径が 7 mm に達した時点で実験に使

用した . 培養上清濃縮液の調整は , SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で感

染させ , 無血清培養液にて培養した . 24 時間後の培養上清を回収し , 

6200rpm, 10 分間遠心し死細胞を除去し , 培養上清を分離した . 得られ

た培養上清を Amicon® Ultra-15 3K Centrifugal Filter Devices (Merck, 

Darmastadt, Germany) を用いて 5,000×g, 70 分間遠心し , タンパク質量

を 30倍濃縮し , 濃縮液を得た . 得られた濃縮液は -30℃で保存した . 濃

縮液中のウイルスは紫外線照射  (0.15mW/cm2, 1 時間 ) により不活化

した . マウス腫瘍内に濃縮液 50µl を 27G 注射針にて投与し , 投与は 2

日間隔で 3 回行った . 対照群では PBS(-) 50µl を投与した . 初回投与か

ら 31 日目まで経時的に腫瘍の長径と短径を測定し , 体積は下記の計

算式で算出した [20], [24].  
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腫瘍体積 (mm3)=長径 (mm)×{短径 (mm)}2×0.52 

	
 動物実験は大阪大学の動物倫理委員会の承認を得て行った .  

 

12. 統計解析  

実験結果は平均±標準偏差 (mean±SD)で表記した . 統計処理は  

2群間の比較は Studentの t検定を用いた . 有意水準 5%以下を有意差あ

りとした .  
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結果  

1. RH2 感染による細胞形態と生細胞率の変化  

RH2 感染による SCCVII 細胞での細胞変性効果を知るため , 各種ウ

イルス量で接種し , 経時的に細胞形態を観察した . SCCVII 細胞に RH2

を MOI=0.1, 1 で感染させた場合 , 細胞の形態変化はみられなかった . 

より高いウイルス量の MOI=10, 100 で感染させると , 12 時間後には円

形化した細胞が出現し , 24 時間後には円形化し浮遊する細胞が増加し

た (図 1). 

SCCVII 細胞に細胞変性を惹起できるウイルス接種条件として , 

MOI=10, 100 を選択し , RH2 感染による細胞傷害性を生細胞率の低下

で評価した . 感染 12, 24, 36 時間後に MTT assay を行い , 非感染対照と

比較して生細胞率を求めたところ , MOI=10 では感染 24 時間後には生

細胞率は 55%に低下し , 36 時間後には 36%まで低下した . MOI=100 で

感染させた場合には , 感染 24 時間後に 35%, 36 時間後には 16%まで低

下した (図 2).  

 

2. RH2 感染による細胞外 ATP, HMGB1 の測定  

ICD を生じた細胞からは DAMPs である ATP, HMGB1 が細胞外へ放

出される [33]. SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10, 100 で感染させると , 細

胞変性を生じるため , この条件下で ATP の細胞外放出を検討した . 
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RH2 感染 12, 24, 30, 36 時間後の培養上清を回収し ATP 量を測定した

結果 , 感染 12時間後では ATPの増加はみられなかったが , 24時間後に

は MOI 依存的に増加し MOI=10,	
 100 でそれぞれ 1.8 pM, 3.6 pM とな

った (図 3). 36 時間までそのレベルが持続した。  

培養液中 HMGB1 の場合 , 非感染の対照でも培養を継続することで

24時間までその値は次第に増加した . RH2感染細胞では 12時間までは

増加しなかったが , 24 時間後には増加し , 30 時間でより高値となった . 

そのため , MOI=10,100 のいずれにおいても対照との間で有意差が認め

られた . 36時間後には 30時間と比較して低下した . 非感染細胞でも 36

時間で細胞外 HMGB1 の低下がみられた (図 4). 

 

3. RH2 感染による CRT の細胞内局在の変化  

ICD を誘導する抗腫瘍薬は , CRT を細胞表面に露出させる [34], [35]. 

SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で感染させ , 24 時間後に CRT の細胞内

局在を蛍光抗体染色法にて観察した . 核は DAPI で染色し , 細胞膜は

WGA で染色した . 対照群では CRT は細胞質内にびまん性に観察され

たが , RH2 感染細胞では CRT は WGA で染色される細胞表面に一致し

て集積した染色像を示すようになった (図 5). 
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4. RH2 感染による HSP70 発現への影響  

HSP70, HSP90 は ICD 誘導にともなって小胞体から細胞表面に移動

することまた細胞外へも放出される [36]. RH2感染 24時間後の SCCVII

細胞から培養上清 , 全細胞タンパク質抽出液ならびに細胞膜画分を調

整し , 抗 HSP70 抗体を用いてウェスタンブロット法を行った . β-actin

は全細胞タンパク質抽出液の検体でのみ検出され , 細胞膜画分の分離

が確認された . HSP70 は , 陽性対照として抗腫瘍薬 mitoxantrone; MTX 

(2µM) で処理した細胞の培養上清中で増加したが , RH2 感染細胞では

非感染対照と同じレベルであり , 細胞外への HSP70 の放出の増加はな

かった . これに対して , 全細胞タンパク質抽出液ならびに細胞膜画分

ではいずれの検体でも HSP70 は検出されなかった (図 6). 

 

5. RH2 感染によるアポトーシスならびにネクローシスの誘導  

	
 正常細胞ではホスファチジルセリンは細胞膜の内層に存在するが、

アポトーシス細胞ではホスファチジルセリンが外層に露出するため , 

高い親和性を持つ annexin V と反応するようになる . ネクローシス細

胞は DNA 染色色素である PI を遮断することができず , PI の染色性が

陽性となる [37], [38]. ただ , アポトーシスでも後期になると PI の透過

性が高まる . RH2 により誘導される細胞死がアポトーシスであるかを

明らかにするため , RH2 を MOI=10 で SCCVII 細胞に感染させ , annexin 
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V-FITC と PI で染色後 , flow cytometry にて解析したところ , annexin V

染色陽性で PI 染色陰性の早期アポトーシス細胞 , annexinV 陰性で PI

陽性のネクローシス細胞は増加しなかったが , annexin V 染色陽性かつ

PI 染色陽性細胞が経時的に増加し , その割合は感染 24 時間後では全

体の 32％に達した (図 7). すなわち , RH2 感染により annexin V 染色陽

性かつ PI 染色陽性細胞であるアポトーシス後期あるいはネクローシ

ス細胞が増加した .  

	
 アポトーシス細胞では核の断片化 , ネクローシスでは細胞と核の腫

大がみられる . RH2 感染 SCCVII 細胞を Hoechst 33342 と WGA で染色

し , 共焦点レーザー顕微鏡で観察したところ , 細胞ならびに核の腫大

がみられた (図 8A). 核および細胞の直径は , 非感染対照と比較して高

値となり , 両群間で有意差がみられた (図 8B). Hoechst 33342 で核染色

を行い細胞核の形態を観察したが , アポトーシス細胞に特徴的な核の

断片化像はみられなかった (図 8A).  

	
 ネクローシスと類似した細胞死として , プログラムされたネクロー

シスであるネクロプトーシスが知られている [39]. Receptor-interacting 

protein kinase 1 (RIPK1)阻害剤 necrostatin-1はネクロプトーシスによる

細 胞 死 を 抑 制 す る [40]. ア ポ ト ー シ ス は pan-caspase 阻 害 剤

Z-VAD-FMK で抑制される . これら阻害剤存在下に MOI=10 で RH2 感

染を行い , 24 時間後の細胞傷害率を LDH release assay にて測定した . 
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RH2 感染単独による細胞傷害率は 13%であったのに対し , necrostatin-1

存在下では細胞傷害率は 12%であり阻害剤のない場合と比較して有意

差はなかったが , Z-VAD-FMK 存在下では 5%と有意に低下し , 対照と

の間に有意差を認めた  (図 9A). 最近 , 細胞内寄生細菌やウイルスを

貪食したマクロファージで感染が成立すると , caspase-1 依存性のプロ

グラム細胞死であるパイロトーシスを起こすことが知られている [41], 

[42]. そこで , RH2 感染細胞を caspase-1 阻害剤 Z-YVAD-FMK 存在下で

培養し細胞傷害率を測定した . Z-YVAD-FMK 20µM では対照と比較し

て差はなかったが , 50µM の高濃度では細胞傷害率は低下し , 対照との

間で有意差がみられた (図 9B).  

 

6. RH2 感染 SCCVII 細胞培養上清濃縮液投与による担癌近交系マウス

における腫瘍体積の変化  

SCCVII を接種して腫瘍を形成させた担癌 C3H 近交系マウスでは , 

RH2 を腫瘍内に投与すると腫瘍免疫が増強される [20]. これまでの本

研究における実験結果から , RH2 感染で DAMPs である ATP, HMGB1

の細胞外への放出 , CRT の細胞表面への露出がみられた . 培養上清へ

放出される DAMPs も腫瘍免疫の増強に関与している可能性があるた

め , RH2感染 SCCVII細胞の培養上清の濃縮液を調整し抗腫瘍効果を検

討した . すなわち , 30 倍濃縮液を紫外線照射したのち , 50 µl を近交系
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マウスの SCCVII 腫瘍内に 2 日間隔で 3 回投与し , 腫瘍体積を経時的

に測定した . PBS(-)を投与した対照群では 25日目には 2996 mm3に達し

たが , 培養上清濃縮液を投与した群の腫瘍は 1587 mm3 と増殖が抑制

され , 両群間で有意差が認められた (図 10).  
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考察  

	
 悪性腫瘍に対する化学療法や放射線治療は通常アポトーシスによる

細胞死を引き起こすが , このような細胞死に免疫学的な効果はなく , 

むしろ免疫に対抗するものと考えられてきた [22]. しかし , ICD の概念

が提唱され , 癌治療における免疫系の意義が問われるようになってい

る . DAMPs は正常細胞に由来する分子で細胞へのストレス , 組織傷害

に反応して免疫を開始し持続させる分子で , 細胞 , 組織によって差は

あるが , タンパク質 , DNA, RNA あるいは代謝産物である . 他に ATP, 

尿酸 , へパラン硫酸も DAMPs に含まれるとされている [43]. 実際に研

究されているのは , ATP, BCL-2, CRT, cyclophilin A, F-actin, HSP70, 

HSP90, HMGB1などである . 一方 , これら DAMPsを介する ICDの誘導

剤としては , mitoxantrone, oxaliplatin, UV, gamma ray, anthracyclines, 

shikonin, 7A7(EGFR-antibody), cyclophosphamide, bortezomib, cardiac 

glycosides, hypericin-based PDT, coxackievirus などが知られている [22]. 

ま た , ウ イ ル ス 感 染 で も ウ イ ル ス 療 法 の 発 展 に と も な っ て , 

adenovirus[44], parvovirus[28], [45], HSV, measles virus[46], Newcastle 

disease virus[47], reovirus[48], coxsackievirus B3[29]で ICD との関連性

が研究されている . 

RH2 は細胞融合が細胞層全体に拡大し , ヌードマウス腫瘍でも多核

巨細胞が形成され , さらに gamma34.5 遺伝子が欠失していることが確
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認されたウイルスである [15]. しかも , 近交系マウスの系を用いた実

験で , CD8+T 細胞が関与する腫瘍免疫が働いている [20]. 今回 , この近

交系マウスの系を用いて扁平上皮癌細胞における ICD を検討した . 

C3H/HeJJcl マウスはヒト HSV-1 に対する感受性が低い [49]. そこで , 

まず C3H/HeJJclマウス由来の培養 SCCVII細胞に対する RH2の感染実

験を行った . SCCVII 細胞に RH2 を接種すると , 細胞は 12 時間後には

円形化し , 24 時間後には浮遊した . RH2 感染により経時的に細胞形態

は変化したが , ヒト扁平上皮癌でみられるような細胞融合はみられな

かった . RH2 を MOI=10 および 100 で接種すると , 生細胞率は感染 24

時間後にはそれぞれ 55%, 35%まで低下したことから , 高い MOI で感

染させるとマウス扁平上皮癌細胞でも RH2 の感染は成立すると考え

られた .  

	
 そこで , RH2 感染による DAMPs のうち ATP、HMGB1、CRT、HSP70

について検討した . 細胞外 ATPは , 樹状細胞のプリン作動性 P2X7受容

体に作用して , NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

protein (NLRP3) 依存的 caspase-1 活性化複合体 (インフラマソーム )が

誘導され , IL-1βの産生を促す . IL-1βは IFN-γ産生性 CD8+T細胞の分極

や癌細胞に対する獲得免疫に関与するとされている [50], [51]. ATP の

細胞外放出は adenovirus, coxsackievirus で報告されている [29], [44]. 

Coxsackievirus では感染 7 時間後から放出がみられている . SCCVII 細
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胞に RH2 を感染させると , 感染 12 時間では明らかでなかったが , 24

時間で非感染対照と比較して明らかな ATP の上昇が認められた .  

HMGB1 は核に豊富に存在するクロマチン結合性タンパク質で , 核

内ではタンパク質の転写を調整するが , 細胞外の HMGB1 は ICD に関

与する . 癌ワクチンを用いた研究から , HMGB1 を欠失させると腫瘍細

胞チャレンジを抑制できないこと , Toll-like receptor との結合が化学

療法による腫瘍の排除に必要とされている [22]. ネクローシス細胞か

らは受動的に HMGB1は放出され , これが好中球 , マクロファージ , 単

球から TNF， IL-1， IL-6， IL-8 などのサイトカインの産生を促すとさ

れている [52], [53]. HSV-2 感染では , 核と細胞質にある HMGB1 が , 経

時的に細胞外において増えていく . これは細胞のネクローシスと一致

していた . RH2感染細胞において , HMGB1の放出は感染 24時間で非感

染対照と比較して明らかな上昇が認められた . したがって , 核 , 細胞

質に存在する HMGB1 は培養を継続することで , この扁平上皮癌細胞

では細胞外にも分泌されることが分かった . ウイルスが感染して細胞

膜が傷害を受けることで , この分泌機能が促進されると考えられた .  

RH2 感染による細胞表面の変化として , HSP70 の細胞膜への表層へ

の移行 , 細胞外への放出はみられなかったが , CRT の細胞表面への移

行が観察された . 細胞表面に露出した CRT は , マクロファージの

low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP) を介して貪食作用
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を増強する [54]. 樹状細胞に CRT受容体があるとの報告や [55], CRTの

細胞表面への移行が増加した細胞では MHC クラス I の活性が増加し

ているとの報告もあり [56], 抗原提示に働くと考えられる .  

ICD誘導に関連して検出される DAMPsは , 細胞 , 誘導剤によって異

なっている . Adenovirus や measles virus では  in vitro で ATP および

HMGB1 の細胞外への放出 , CRT の細胞表面への露出を認めたため , 

ICD を生じたとされている [44], [46]. Borde ら [57]は , ヒト子宮内膜上

皮細胞を用いて HSV-2 の感染を行い , ウイルスの複製にしたがってア

ポトーシスを生じるが , その後のネクローシスにともなって HMGB1

が放出されたとしている . また , Workenh ら [8]は , ICP0 遺伝子を欠失

させた HSV-2 によってヒト骨肉腫細胞から HMGB1 が放出され , 

caspase-3 が活性化されたが HSV-1 での放出はなかったこと , しかし , 

実験動物では HSV-1 投与で血中の HMBG1 が上昇したことを報告して

いる . ただ , どの細胞から DAMPsが放出されているのかは不明である . 

今回 , HSV-1 RH2による in vitroにおける細胞外への放出および細胞表

面への露出を明らかにしたことで , HSV-1 でも ICD が誘導されること

が明らかとなった .  

	
 ICD の概念が提唱された時点では , ICD は immunogenic apoptosis と

も呼ばれ , 細胞死はアポトーシスによるとされていた . しかしながら , 

研究の進歩によってネクローシス , プログラムされたネクローシスで
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あるネクロプトーシス , オートファジーを伴う細胞死 , パイロトーシ

スも ICD と関連することが示されている [43]. Adenovirus ではアポト

ーシスとネクローシス [44], coxsackievirusでは caspase依存的なアポト

ーシス [29], HSV-2 の感染によるマウス乳癌細胞では casapse-3 の活性

化ともなうアポトーシスとされている [8]. 本研究で用いたマウス扁平

上皮癌細胞では , RH2 を感染させると annexin V にも PI にも染色陽性

細胞が増加し , アポトーシス後期あるいはネクローシスを生じること

が分かった . しかし , アポトーシス細胞で見られる核の断片化はなく , 

データは示していないが caspase-3の活性化もみられず , ネクローシス

で特徴的な細胞および核の腫大がみられた . また , プログラムされた

ネクローシスであるネクロプトーシスについて阻害剤で検討したが , 

阻害はみられずネクロプトーシスの可能性は否定的となった . したが

って , RH2 感染で annexin V および PI で染色された細胞はアポトーシ

スではなくネクローシス細胞に近似すると考えられた . ただし , 

pan-caspase 阻害剤である Z-VAD-FMK の存在下では細胞傷害率は低下

しており , アポトーシスに特徴的な caspase も活性化していると考え

られた . これに関連して , 細菌やウイルスに感染したマクロファージ

では caspase-1 が活性化して DAMPs の放出を伴う細胞死パイロトーシ

ス を 起 こ す こ と が 報 告 さ れ て い る . 現 に caspase-1 阻 害 剤

Z-YVAD-FMK 存在下に RH2 感染を伴うと SCCVII 細胞での細胞傷害
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率は低下した . パイロトーシスでは , ネクローシスと同様に細胞や核

の腫大を特徴とする細胞形態を示す [58]. また Colunga ら [59]は , メラ

ノーマにおける HSV-2 感染で caspase-1 に依存するプログラム細胞死

が関与していると報告している . したがって、RH2 感染による細胞死

には caspase-1 依存性のパイロトーシスが関与すると考えられた .  

SCCVII 細胞を用いた担癌マウスの系で RH2 による腫瘍免疫の増強

はすでに示されている [20]. 今回の研究で , 培養上清への ATP, 

HMGB1 の放出が確認され , この培養上清にも腫瘍免疫を増強する作

用があるか否かを知るため , 上清濃縮液を 3 回の投与したところ , 腫

瘍増殖は抑制され , 対照との間で有意差を認めた . この系ではウイル

スを投与していないことから , RH2 感染によって放出された DAMPs

が腫瘍免疫に関与していること , つまり RH2感染によって ICDが生じ , 

腫瘍増殖の抑制につながったと考えられた . 

以上より , マウス扁平上皮癌の培養系で RH2 を感染させると , ATP, 

HMGB1 の放出 , CRT の細胞表面への露出を伴う ICD を生じることが

示唆された . RH2 感染により細胞死に至る過程で細胞外に放出された

DAMPs が腫瘍抗原とともに腫瘍免疫の誘導に貢献すると言える . 今

後 , それぞれの DAMPs が腫瘍抗原の認識にどのように関与するのか

を検討する必要がある .  
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結論  

1. RH2 を SCCVII 細胞に感染させると , 細胞は円形化して浮遊し , 経

時的に感染力価に依存した細胞傷害性がみられた . 

2. RH2 を SCCVII 細胞に感染させると , 細胞外 ATP および細胞外

HMGB1 は増加し , 細胞質内の CRT は細胞表面に移行した . 細胞外

HSP70 には影響はなかった .  

3. RH2 を SCCVII 細胞に感染させると , annexin V 染色陽性 , PI 染色陽

性細胞が増加した . 核および細胞は腫大し , 核の断片化はみられな

かった .  

4. RH2 感染 SCCVII 細胞をネクロプトーシス阻害剤 necrostatin-1 存在

下で培養すると , 細胞傷害性は低下しなかったが , pan-caspase 阻害

剤 Z-VAD-FMKおよび caspase-1阻害剤 Z-YVAD-FMK存在下では細

胞傷害性は低下した .  

5. マウス背部皮下に形成した腫瘍内に , ウイルスを不活化させた

RH2 感染 SCCVII 細胞培養上清濃縮液を投与すると , 腫瘍体積の増

加が抑制された .  

	
 以上より , HSV-1 RH2 をマウス扁平上皮癌細胞に感染させると , 

caspase-1依存性のパイロトーシスを起こし , DAMPsの細胞外への放出 , 

細胞表面への露出を伴う ICD が誘導され , それが腫瘍免疫の増強に関

与することが示唆された .  
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図 1  RH2 感染 SCCVII 細胞の細胞形態  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 12, 24 時間後に位相差顕微

鏡像で観察した . 下段は上段の拡大像で , 感染 12 時間後には円形化し

た細胞が出現し , 感染 24 時間後には細胞の浮遊像がみられた .  
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図 2  RH2 感染 SCCVII 細胞における生細胞率  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10, 100 で接種し , 12, 24, 36 時間後に

MTT assay を行い , 非感染対照と比較した生細胞率を求めた . いずれ

の MOI でもすべての実験時間で非感染対照との間に有意差  (P<0.05) 

を示した . 値は mean±SD を示す . n=5 
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図 3  RH2 感染 SCCVII 細胞の細胞外 ATP 量  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10, 100 で接種し , 12, 24, 30, 36 時間後の

培養上清中の細胞外 ATP 量を測定した . いずれの MOI でも感染 12 時

間後には非感染対照との間に有意差  (P<0.05) がみられた . n=4 
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図 4  RH2 感染 SCCVII 細胞の細胞外 HMGB1 量  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10, 100 で接種し , 12, 24, 30, 36 時間後の

培養上清中の細胞外 HMGB1 量を測定した . MOI=10 で感染させた場合 , 

感染 30 時間後に非感染対照との間に有意差  (P<0.05) がみられた . 

MOI=100 で感染させた場合 , 感染 24 時間後に非感染対照との間に有

意差  (P<0.05) がみられた . n=4 
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図 5	
 RH2 感染 SCCVII 細胞における CRT の細胞内局在  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 感染 24 時間後に細胞の

CRT を蛍光染色し , 共焦点レーザー顕微鏡で観察した . 青色は核を , 

赤色は細胞膜を , 緑色は CRTを示す . 上段の非感染対照では CRTは細

胞質内にびまん性に観察されたのに対し , 下段の感染細胞では CRTは

細胞膜に集積した .  
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図 6	
 RH2 感染 SCCVII 細胞における HSP70 の発現  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 感染 24 時間後の培養上清 , 

全細胞タンパク質抽出液および細胞膜画分における HSP70 の発現を

ウエスタンブロットにて検出した . HSP70 は , 陽性コントロールとし

た mitxantrone; MTX (2µM) で処理した細胞の培養上清中で増加した

が , RH2 感染群では非感染対照と比較して変化はみられなかった . 全

細胞タンパク質抽出液ならびに細胞膜画分では HSP70 は検出されな

かった .  
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図 7	
 RH2感染 SCCVII細胞の annexin Vおよび propidium iodide (PI) 染

色性  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 6、12、24 時間後の annexin 

V および propidium iodide (PI) の染色性をフローサイトメトリーにて

解析した . annexin V 染色陽性かつ PI 染色陽性細胞が増加し , その割

合は感染 24 時間で 32%に達した . 値は 2 検体の平均を示す .  
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図 8	
  

A)  RH2 感染 SCCVII 細胞の細胞および核の形態  

	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 感染 24 時間後に細胞膜お

よび核を蛍光染色し , 共焦点レーザー顕微鏡で観察した . RH2 感染細

胞では細胞および核の腫大がみられた . 核の断片化はみられなかっ

た .  

B)  RH2 感染 SCCVII 細胞の核および細胞の直径  

	
 A)でみられた RH2 感染 SCCVII 細胞の核および細胞の直径を測定し

た . 非感染対照と比較して両群間で有意差  (P<0.05) がみられた . n=3 
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図 9	
 細胞死阻害剤存在下における RH2 感染による SCCVII 細胞の細

胞傷害率の変化  

A)	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , 細胞死阻害剤存在下に

おける感染 24 時間後の細胞傷害率を LDH release assay より算出した . 

阻害剤はアポトーシス阻害剤 Z-VAD-FMK (10µM), ネクロプトーシス

阻害剤 necrostatin-1 (20µM) を用いた . 対照と Z-VAD-FMKとの間で有

意差  (P<0.05) がみられた . n=4 
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B)	
 SCCVII 細胞に RH2 を MOI=10 で接種し , パイロトーシス阻害剤

Z-YVAD-FMK (20µM, 50µM) 存在下における感染 24 時間後の細胞傷

害率を LDH release assay より算出した . 対照と Z-YVAD-FMK (50µM) 

との間で有意差  (P<0.05) がみられた . n=4 
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図 10	
 RH2 感染 SCCVII 細胞培養上清濃縮液を投与した担癌近交系マ

ウスにおける腫瘍体積の変化  

	
 C3H マウスの背部皮下に SCCVII 細胞を接種して形成した腫瘍に , 

RH2 感染 SCCVII 細胞培養上清濃縮液を投与し , 経時的に腫瘍体積を

測定した . 対照群には PBS(-)を投与した . 25 日目以降に培養上清濃縮

液を投与した群の腫瘍と非投与群の腫瘍との間で有意差  (P<0.05) が

みられた .  

 


