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は じ め に

　樹状細胞は生体内で最も強力な抗原提示細胞であ
り，腫瘍免疫においても重要な役割を担っている．成
熟した樹状細胞は MHC classⅠ分子や classⅡ，CD80
や86などの共刺激分子を高度に発現し ILﾝ12や IFNﾝｺ
などの Th１タイプのサイトカインを分泌する．樹状
細胞は死滅していく細胞から細胞由来抗原の捕捉と同
時に danger signal も受け取っている1)．Danger signal 
がなければ樹状細胞は成熟せず，むしろ捕捉した抗原
に対する免疫寛容を誘導する2,3)．細胞質内に増加する 

uric acid こそが danger signal として作用する内因性
分子であることが報告されており4,5)，ダメージを受け
た細胞内に生成された uric acid は樹状細胞を活性化
し免疫応答を惹起する．
　我々は以前より hTERT プロモーターによって 
E1A と E1B を駆動するアデノウイルスベクター
（telomelysin､ OBPﾝ301）について報告してきたが6ﾝ9)，
OBPﾝ301はヒト腫瘍細胞のみを殺し，正常ヒト線維芽
細胞内では増殖できず殺細胞効果を示さない．OBPﾝ
301による細胞死は oncolysis と呼ばれそのメカニズ
ムには不明な点もあるが，形態上は apoptosis とも 
necrosis とも異なっている．細胞死の形態により免疫
系に及ぼす影響は異なっており10)，我々は OBPﾝ301に
よる細胞死 oncolysis が樹状細胞を刺激し腫瘍細胞に
対する免疫応答を増強しうるかどうかを調べた．

腫瘍融解ウイルスによる細胞死であるオンコライシスは 
細胞内に danger signal を発生させ，プロテアソーム 
アクチベーター（PA28）発現を増強することで細胞障害性
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OBPﾝ301の殺細胞効果と細胞死の形態

　OBPﾝ301感染後の cell viability を XTT assay で調
べてみると OBPﾝ301のヒト非小細胞肺癌細胞株 
H1299（HLAﾝA32/A24）及びヒト大腸癌細胞株 SW620

（HLAﾝA02/A24）に対する殺細胞効果は容量依存性
に増強していた（図１）．細胞死の形態は cell cycle 
analysis や Hoechst 染色により docetaxel によって
誘導される apoptosis とは明らかに異なっていた（図
２）．
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図１　OBPﾝ301による殺細胞効果
（ａ）ヒト非小細胞肺癌細胞株 H1299（HLAﾝA32/A24）及び（ｂ）ヒト大腸癌細胞株．SW620（HLAﾝA02/A24）に OBPﾝ301を感
染させ，XTT assay で cell viability を調べた．
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図２　oncolysis と apoptosis の比較
（ａ）Flow cytometry による cell cycle analysis を行い apoptosis に特徴的な 
sub-diploid stage を検出．（ｂ）Hoechst 染色により apoptotic cell の核の変形
とクロマチンの凝集を検出．
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OBPﾝ301感染によるdanger signal の発生～細胞内 
uric acid レベルの上昇～

　OBPﾝ301の感染により腫瘍細胞内に danger signal 
が発生するかどうかをみる為に uric acid C test
（WAKO）を用いて uric acid 濃度を測定した．OBP
ﾝ301感染後 uric acid 濃度は時間依存性に上昇してい
た（docetaxel 処理後も72時間後には uric acid 濃度の
上昇を認めた）(図３a）．E1B 55kDa を欠損し p53欠
損の腫瘍細胞でのみ選択的に増殖可能なアデノウイル
スベクターである Onixﾝ015や wild-type のアデノウ
イルスなど増殖型アデノウイルスでは同様に感染細胞
内の uric acid 濃度上昇を認め（図３b），非増殖型ア
デノウイルスである dl312の腫瘍細胞への感染（図３
c）や，正常ヒト線維芽細胞 NHLFへの OBPﾝ301感染
（図３d）でも uric acid 濃度の上昇は認めなかった．
また OBPﾝ301増殖を抑制するシドフォビル（CDV）
存在下では uric acid 濃度の上昇は抑制されていた

（図３c）ことから細胞内でのウイルス増殖が uric acid 
濃度の上昇につながることがわかった11)．キサンチン
酵素還元酵素（XOR）はモリブデンフラビン蛋白ファ
ミリーの一つでキサンチンとヒポキサンチンからの 
uric acid 生成を触媒するが，感染細胞内での XOR 
mRNA を RTﾝPCR でみてみると OBPﾝ301感染以後
徐々に減少しており，これは感染細胞内の uric acid 濃
度の上昇に伴い negative feedback が働いたと予測さ
れた．一方で docetaxel を加えた腫瘍細胞では安定し
た XOR mRNA の band が示された（図３e）．

細胞死の形態の違いによる免疫系細胞への影響

　末梢血から Ficoll-Hyperque を用いて比重遠心分離
法で末梢血単核球（peripheral blood mononuclear cells､ 
PBMCs）を採取し付着細胞を回収，GMﾝCSF 及び IL
ﾝ4存在下で一週間培養して樹状細胞へと誘導した．
Oncolytic tumor cell､ apoptotic tumor cell､ necrotic 
tumor cell と樹状細胞の共培養をそれぞれ行い，上清

　 腫瘍融解ウイルスの免疫系への影響：遠藤芳克，他10名 　
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図３　腫瘍細胞内の uric acid 濃度測定
（ａ）OBPﾝ301感染後及び docetaxel 処理後の H1299細胞内の uric acid 濃度を uric acid C test で測定．（ｂ）OBPﾝ301，Onyxﾝ015，
Ad5ﾝWt 感染による H1299細胞内の uric acid 濃度の推移．（ｃ）制限増殖型アデノウイルスである OBPﾝ301，非増殖型の dl312，ウ
イルス増殖を抑制するシドフォビル（CDV）存在下での OBPﾝ301感染による H1299細胞内の uric acid 濃度（感染後24hr）．（ｄ）ヒ
ト正常肺線維芽細胞への OBPﾝ301感染による細胞内 uric acid 濃度の推移．（ｅ）RTﾝPCR；OBPﾝ301感染及び docetaxel 処理による 
H1299細胞内の XOR mRNA 検出．
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中の IFNﾝｺ 及び ILﾝ12を ELISA kit (BioSource) で
測定すると，いずれも oncolytic tumor cell と共培養
した樹状細胞からの分泌が最も亢進していた．OBPﾝ
301のみを樹状細胞に加えても cytokine 分泌は亢進し
ないことから，oncolysis を起こした腫瘍細胞が樹状細
胞を刺激していることがわかった（図４a）．次に３種
類の細胞死の形態に誘導した腫瘍細胞をそれぞれ末梢
血単核球（PBMCs）と共培養 mixed lymphocyte tumor 
cell culture (MLTC）を行った．上清中の IFNﾝｺ 及び 
ILﾝ12濃度を測定すると IFNﾝｺ，ILﾝ12のいずれも 
MLTC-oncolysis 群で他の２群よりも高度に分泌亢進
が起こっていた．また MLTC 後に回収した細胞を 

effector 細胞として6hrﾝ51Cr release assay を行い 
CTL 活性を調べると MLTC-apoptosis 群及び MLTC-
necrosis 群で誘導される CTL の H1299に対する 
cyototoxicity は lymphokine-activated killer cells 
(LAK）と同等であったが，MLTC-oncolysis のそれは
より強力な活性を示した（図５）．一方で SW620に対
しては LAK 以外の３群はいずれも cytotoxicity は低
かった．また HLA 適合していない非小細胞肺癌細胞
株 A549（HLAﾝA26/A30）に対しては細胞障害性を示
さず，これらのことから今回の MLTC から回収した 
effector 細胞は MHC classⅠ拘束性に活性を示すこと
がわかった．
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図４　Th1 type cytokine 測定
（ａ）樹状細胞と腫瘍細胞（H1299）の共培養後（48hrs）に上清中の Th1 cytokine (IFNﾝγ, ILﾝ12）を ELISA にて測定．（ｂ）末
梢血単核球（PBMCs）と腫瘍細胞（H1299）の共培養後（MLTC）（1w）に上清中の Th1 cytokine (IFNﾝγ, ILﾝ12）を ELISA にて
測定．
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IFNﾝｺ による Proteasome Activator 発現の増強

　PA28は proteasome activator であり，MHC classⅠ
分子にのせる ligand のプロセシングを促進する12,13)．
IFNﾝｺ による刺激で細胞内の PA28発現が増強する
とがこれまでに報告されており，MLTC-oncolysis 群

の上清を H1299細胞に加えることで H1299の PA28発
現が増強するかどうかを Western blot で調べた．
MLTC-oncolysis 群の上清で加熱により OBP301を不
活化したものが顕著に PA28発現を増強しており，こ
れは IFNﾝｺ 単独を H1299に加えた positive control 群
とほぼ同等であった（図６)．

　 腫瘍融解ウイルスの免疫系への影響：遠藤芳克，他10名 　
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図６　H1299細胞内の PA28発現の検出
MLTC 後の上清を H1299に加えることで PA28発現の増強の有無を Western blot にて調べた．
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お わ り に

　これまでにも apoptotic cell と necrotic cell とでど
ちらが効果的に細胞由来抗原の closs presentation を
行うことが出来るのか議論されてきた．樹状細胞は死
滅していく細胞から細胞性抗原を捕捉するが，同時に 
danger signal も受け取ることで初めて免疫応答が惹
起されるが，最近の研究で uric acid や bradykinin､ heat 
shock protein (HSP90）などが内因性の danger signal 
として樹状細胞を刺激しうることが報告されてい
る14,15)．今回の我々の研究では制限増殖型アデノウイ
ルスである OBPﾝ301の感染により細胞内の uric acid 
レベルは apoptosis や necrosis よりもはるかに高い
ことからウイルスの細胞内での増殖が腫瘍細胞の免疫
原性を高めていることがわかった．しかも danger 
signal により刺激された免疫系細胞から分泌される 
IFNﾝｺ が PA28発現を増強して腫瘍関連抗原のプロ
セッシングを促進することで特異的な免疫応答を惹起
していることも示された．OBPﾝ301のみを樹状細胞に
加えてもサイトカイン分泌は亢進せず，このことは 
OBPﾝ301自体が樹状細胞に感染しないかまたは免疫
担当細胞に対する刺激にはならないことを意味してい
るが，もともと OBPﾝ301はヒト正常細胞内では増殖で
きず細胞障害性を有しないということとも合致する．
これまでに他の制限増殖型ウイルスによる clinical 
trial で腫瘍免疫を惹起できたという報告はなく，更な
る in vivo での研究が望まれる．今回の研究で OBPﾝ
301の抗腫瘍効果として腫瘍細胞内でのウイルス増殖
による直接的な殺細胞効果とに加え，免疫系を介した
全身性の間接的な効果の両方を兼ね備えている可能性
が示唆された．
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