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團
難治性神経疾患に対する治療法の開発と実用化へ向けて

慶懸義塾大学医学部

　 　 　 と　　　アご　　 ぽさ

　　　戸　田　正

外科学教室

ひろ

博

　中枢神経系は、外敵か ら身を:pり,組 織修復に重要な免疫系から隔離された特殊 な環境にある.な ぜ,二 っの

重要なシステムが分離されたのかは未だに不明であるが,進 化の過程で,高 等生物の巾枢神経系の秩序を守 るた

めに,必 然的に生 じた結果なのかもしれない.し か し,ひ とたび何 らかの異常が発生 したときには,こ の特殊な

環境がマイナスに働いているのではないか という仮鋭を立て,免 疫系を利用 した疾患治療の研究を進めてきた.

現在,3っ のテーマを重点的に進めることにより,新 しい治療技術,治 療薬の実用化を日指 している.

　第一は,巾 枢神経再生を目指 した免疫治療 アプローチである.免 疫制御に最 も重要である樹状細胞を損傷部に

移値する治療法を考案 し,成 熟哺乳類の脊髄において,本 治療法により神経細胞が新生 しうることを証明 した.

現在、臨床応用を目指 して,サ ルモデルでの実験を進めている.第 二は,単 純ヘルペスウイルス(HSV)を 用い

た癌 ワクチン療法である.腫 煽内にHSVを 投与すると,樹 状細胞を活性化 して,癌 ワクチ ンとして働 くことが

明 らかにな った.脳 腫揚をはじめとする様々なマウス腫瑠モデルにおいて本治療法の有効性を証明 し,現 在,臨

床応用へ向けたウイルス作製の準備を進 めている.第 三は,疾 患特異的な抗原分子を用いた免疫治療アプローチ

である.こ れまでに,脳 腫鰯特異的 な抗原遺伝子を同定 し,抗 原ベプチ ドを用いた免疫療法の臨床応用を検討し

ている.

　我々は,臨 床医学へ応用される研究を推進 させるために,パ イオベンチ ャー企業(株 式会社GBS研 究所)を 設

立 して,研 究成果の実用化とい う明確な方向性のもと,目 標の達成を目指 している.本 稿では,現 在進めている3

っのテーマの基盤的な研究内容を紹介 し,さ らに大学発ベ ンチャーとの産学速携研究体制にっいて概説する.

Key　 Words:regeneration,　 DC,　 cancer　 vaccine,　 HSV,　 antigen

1.中 枢神経損傷に対する免疫療法

　成熟中枢神経系において,自 己複製能及び多分化能を

有する神経幹細胞の存在が明らかにされたことか ら,内

在牲の神経幹細胞を分化誘導 させて巾枢神経を再生させ

る治療法に期待が寄せ られている".実 際に,胎 児神経

組織や神経幹細胞の移植実験の結果から,適 切な環境下

においては,中 枢神経系も再生 しうる可能性が示されて

いる.我 々は,損 傷後の申枢神経爾生が困難である原因

の一っが、組織修復に重要な免疫系から隔絶された環境

特異性にあるという仮説のもと,内 在性神経幹細胞を分

化誘導させるため,神 経慣傷時に免疫系を導入する新 し

い治療アプローチを進めている.

D正 常中枢神経系の免疫学的環境

　中枢神経系 は免疫学的に寛容な組織であり,そ の理由

として,①BBB(Blood　 Brain　Barrier;1血 液脳関門)

が血中の免疫細胞の流入を妨げていること,② リンパ球

が ほとんど葎在 しないこ と,③MHC(Major　 Histo・

compatibility　 Complex;主 要組織適合遺伝子複合体)

クラスK,ク ラスu分 子の発現が乏 しく,抗 原提示細胞

が充分働いていないこと,④ 免疫細胞を不活性化するサ

イ トカインが産生 されていること,な どが挙げられてい

る.す なわち,中 枢神経系は正常な状態では,免 疫細胞

の流入及び内在性の免疫系細胞の活動が極端に制限され

ている.以 下,BBBお よび中枢神経系の抗原提示細胞

に関 して概談す る.
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a)血 液 脳関門(BBB)

　 中 枢神経系 の毛細管は内皮細胞が非常 に密 に配列 す る

こ とによ りtight　 junctionを 形 成 し,こ れ らがBBBの

基 本構造 と して抗体や細胞 の侵 入を防 いで いる,ま た,

中 枢神経 系以外 ではこの ような特殊 な構造 を形成 しない

こ とか ら,ア ス トロサ イ トがBBBの 形 成に 重要 であ る

と考 え られ て いる,BBBの 維 持 には様 々な因子が関 与

して い るが,中 枢神 経 系 で恒 常 的 に産 生 され て い る

transforming　 growth　 factor一β(TGF・ β》が,内 皮細 胞

の接着因子 の発現 を抑制す ることにより,リ ンパ球 の脳

内流 入を抑制 し,免 疫寛容状態の維持 に関与 していると

い う報 告があ るEI.

　 一 方,正 常神 経系 に活性 化T細 胞が 存在 して いた と

い う報告 か ら3),T細 胞 は中枢 神経 系 に侵入 しうる こと

が明 らかに な った.し か し,ナ イーブT細 胞 や休止 期

T細 胞 はBBBを 通 過で きず,活 性 化 して芽球化 したT

細 胞 のみ中枢神経系 に侵入 しうると考 え られている(第

i図).ま た,脳 内で は,T細 胞 はFas/Fastに よ りア

ポ トー シスが誘起 される とい う報告.,や,ガ ング リオ シ

ドがT細 胞 を不活性 化す るという報告SIが あ り,中 枢神

経系 にはT細 胞 を不活化す る機構が存在す る,

図1:中 枢棟経系におけるT細 胞による免疫反応

　ナイーブT細 胞は脳内へ入ることができないが,活 挫化

　T細 胞は血液脳関門(BBB)を 通過 して脳内に侵入 しう

　る.し か し,脳 内において抗原刺激を受けない場合,↑

　細胞は不活性化される.一 方,脳 内で再度抗原刺激を受

　けることにより,局 所で増殖.築 積 して免疫反応が惹起

　される.

h)抗 原 提示細胞

　 中枢神経 系の抗原提 示細胞 と して,ア ス トロサイ ト,

マ イクログ りア,お よび血管周囲 マク ロフ ァー ジな どが

候補 と して挙 げ られて いる6,.ア ス トロサ イ トやマ イク

ログ リア はMHC　 class　IIを 発 現 し,食 作用K'in　 metro

で の 抗原提 示能力を有す ることが報告 されて いるが,in

ViVVに お け る抗原 提示細 胞 と しての機 能 にっ いて は明

らかでない.1血ire周 囲 マクロフ ァー ジは抗原 提示細胞 と

しての機能 を有 し,か つその解剖学的位 置関 係か ら,脳

内の抗原提示細胞 と して最 も有力 な候補 の一 つであ る.

ま た,脳 内血管 の内皮細胞が細胞内で蛋 白を処理 して,

T細 胞に抗原提示 する ことが示唆 されて い る".内 皮 細

胞 はin　vidoお よびin　vivaでMHC　 class　Ilを 発現 しう

る細胞 であ り,共 刺激因子や接着分子の発現 も認 め られ

る.血 中 のT納 胞 と脳内 の抗 原提示細 胞 との間 に介在

す るihl管内 皮細胞特有の解剖学 的位置関係か ら,神 経系

と免疫系 との接点 と してのrz要 な役割 を担 っているか も

しれ ない.

2)旧 傷中枢神経系における免疫学的環境

　中枢神経系には損傷された神経軸索の伸展を阻宮する

蛋白が存在し,神 経前駆細胞の分化を阻害する抑制的環

境が形成されている81.91,したがって,中 枢神経系の修

復には,軸 索伸展阻害因子を含めた損傷組織の速やかな

排除が重要である.し か し,中 枢神経系においては,損

傷後早期のマイクログリアの貧食能は乏 しく,ま た末梢

神経損傷と比較 して,貧 食能を有するマクロファージの

浸潤も限 られている1。}.さらに,マ クロファージの貧食

能は末梢神経断端と共培養した場合に増強されるが,脊

髄断端と共培養した場合は減弱するという報告lnがあり.

中枢神経系に浸潤 したマクロファージは,他 の組織中に

存在するマクロファージと姓烙が異なることが示唆され

ている.ま た,末 梢神経損傷周囲には,中 枢神経である

視神経損傷と比較 して,多 くのT細 胞が集破 していた

という報告があるL2レ.以上の様に,巾 枢神経系は,正 常

時のみならず据傷時においても組織修復にっながる免疫

反応が起 きにくい組織である.

3)樹 状 細胞移値 による中枢神経再生

　樹状細胞(dendritic　 cells,　DC)は,抗 原提 示細 胞 と

して近年注 目 されてい る細胞 であり,マ クロフ ァー ジや

B細 胞 などの他の抗原提示細胞 と比較 して,MHCや 共

刺激分子(co・stimulatory　 molecules)を 高 く発現 し.

ナ イー ブT細 胞 を活焼化 しうる唯 一の細 胞 であ る13).

形 態 学的 に樹枝状の突起を持っ ことが特徴 であるが.中

一 且68一
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図2:樹 斌}田 胞 移 植 に よ る 神 経 新 生

　 A:樹 状 細 胞 移 欄 後 レ畳 日 目 の 脊 髄 損 傷 部 近 侮 のElu　 lナt体(赤)お よ びBrdU抗 体Ct::}染 独 像.

　 B:[塞1Arllに 示 さ れ た 範1片]のCURSUCFII[面 像.　 矢1「]はHul〕tl率,　 BrdU{」..† ポニ[匡 陽 恒:の 騨終{…ニ ュ ー ロ ン を ∫峠」'.%[

　 頭 は 神4突 起 を 示 す,

　 C:樹 状 細 胞,〔DC}移 随 後7LI,14日NのfrC損 傷 部 近(3のHu,　 BrdU..誕 直陽 性 細 胞 数.　 DC移hti後14　 H目 に.

　 Hu,　 BrdU二 電 陽 性 の 新 生 ニ ュ ー ロ ン を 認 め た が,コ ン ト ロ ー ル(121'311)で は,　 Hu,　 BrdG　 .,r.陽 †1辟lll胞cdS!

　 め な い.(Mikami　 Y.　Okano　 H.　 Saka匡uchi　 M.　 Nakamm'幽m,.　 Shimazaki　 T,　Okanc　 HJ,　 liawakami　 Y、　Toysma

　 Y,Toda　 h且=[inplantation　 uf　dendriticCCI]E　 iniロjured　 adultspinal　 cord　 result=_in己cUv己tk〕n〔}f　 en【k〕gen〔ms

　 ueurat　 stem/progenilarcells　 leading　 to　de　 nova　 neurogenesis　 aad　 Cunctional　 recaverg,　 J　Neurosci　 Res　 76

　 d63-9cs,200}4の 【割 を 、　」1午'1'をj'.)て改 粋1,　車∫i載)

枢神経 系以外の生 体内に広 く分布 し,そ れ ぞれの組 織 ・

器官 に存在す る樹状細胞 は,表 現型 のみな らず機能 的 に

も多 粧な細胞集団 であ る.我 々は,中 櫃神経 系 に存在 し

ない樹状細胞 をtii傷部位へ移植 して.中 枢神 経系 の特殊

な環境 を変え る ことによる損 傷組織 の修復 を試 みた.

　 マウ ス脊髄損傷 モデルを作製 し,同 種の脾臓 由来 樹状

紺胞 を損傷都 位に移植 したところ,損 傷部位周辺 の活性

化マイ クログリア ・マクロ7ア ー ジの細胞数が増加L一 ζ,

損 傷神羅軸索の再生が観察 された川.我 々は,軸 常 再生

の メヵニズムの一 っと して,樹 状細 胞 自身が軸 紮f}f生 効

果の高 い神経栄養因子で あるn'T-3(neurutrop}lin-3)

を分 泌す ることを明 らかに した.ま た,活 †生化7イ クロ

グ リアは様々な神経栄 養因子 を分泌す る細胞であ り,軸

,,F伸展 の阻害凶 子を宣食 する盾性 も有す る哺.さ らに,

nestin　 enhancer制 御 下 にEα}P(enhanced　 green

fluoresccnt　 prolei[1)を 発 現 す る トラ ンス ジ画ニ ック

マウスを用 いて内在性 神経幹辛[II胞の 反応 を解析 した とこ

ろ,興 味深 い結果を得て いる.樹 状細胞 移植 によ り,醇

髄損 傷部周辺 の内在性神経幹細 胞が活性化 され,新 しい

神経 細胞が分化 講導 され た(第2図),し たが って,こ

れまで神経 新巾が起 きない と考 え られていた成熟哺乳類

n　 において,籍 たな神経細 胞が分 化誘導 され うること

が明 らかにな った,ま た,樹 状細胞 移植後の運動機能 を

様々な評 価法 頴'によ り解析 した ところ,2系 統(Balb〆c

お よびC576L/6)の マ ゥ スにお いて有意 な運 動 機能 の

回復 がみ られた,樹 状細胞 は患 者 自身 の末 梢血か らi凋整

可能 であ り,そ の分離 ・}　 法 は確立 され,す で に細 免

疫療 法へ臨床応用 されて い る.今 後,神 経 再生へ向 けた

L69
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　　・軸索伸展阻害因子の除去

　　　培養下での
樹状細胞への分化踊導

、1
　　　　　　 損傷部分へ注入

1
損傷神経軸索の再生

　神経機能の回復

図3;自 己樹状細胞移櫃による神経損傷治療

　神経f員傷患者の末梢血から単球を分離 し。培養下で樹状細胞へ分化鍔導する.得 られた自己樹状細胞を慣傷部位

　へ移櫛する神経損傷治療法を考案 した.樹 伏細胞を移殖することにより,内 征性神経幹細胞を活牲化して,ニ ニー

　ロン新生を誘導する.さ らに,樹 状細胞自身によるNT・3の 分泌やvイ クログリア活性化による神経栄養因子の

　分泌,紬 索伸展PAS因 子の除去が期待される.

免疫療法(第3図)が 新 しい治療法として確立されるた

めに,樹 状細胞の調整法や治療時期の検討が重要である.

また,安 全性の確認は最も蚕要な課題であり,現 在,サ

ル脊髄損傷モデルを用いて,樹 状細胞治療の安全性およ

び有効性の解析を行っている.

　次に,胎 仔脊髄より培養したニューロスフェアと様々

な細胞との共培養を行ない,in　vitro!zお ける神経幹細

胞の増殖活性を調べた.そ の結果,in　 vitsvに おいて既

知の神経幹細胞増殖因子や他の免疫系細胞と比較 して,

樹状細胞は神径幹細胞を著明に増殖させた.さ らに.樹

状細胞は胎仔脳の線状体由来の二3　 ロスフェアに対 し

ても,同 様な活性を示したことか ら,多 様な神経幹細胞

に対 して増殖活性を有することが明らかとなった(未 発

表データ).現 在,サ ブタイブの異なる樹状細胞 による

神経幹細胞増殖活性の違いを解析 しており,移 槙冶療へ

の応用のみならず,in　vitroで 神経幹細胞を増殖させる

支持細胞として,樹 状細胞の有用性の検討を行っている.

4)サ イ トカインを用いた神経憤傷治療

　樹状細胞移槙により神経再生効果が認められたことか

ら,我 々は,末 梢1血1巾の単球から樹状細胞への分化誘導

に必須のサイ トカイ ン,GM・CSF""ieiを 用いた神経再

生治療について検討を行 っている.マ ウス脊髄損傷モデ

ルにおいて,GM・CSFを![ifkialSGtへ 投与 した ところ,

損傷部位周囲に樹状糊胞,活 姓化マイクログリア・マク

ロファージの集被が観察され,神 経機能が改善 された

(論文準備中).ま た,巾 大脳動脈閉署によるラット脳梗

塞モデルにおいて,頸 動脈か らGM-CSFを 投与するこ

とにより,脳 梗塞渠の縮小と神経機能の改善が認められ

た(論 文投稿中).脳 梗塞周囲には,活 性化 マイクログ

リア ・マクロファージの集稿が観察され,同 部位の細胞

死が抑制された.今 後,冶 療効果の詳細な機序の解明が

必要であるが,GM・CSFは 薬剤 として ヒトへの投与が

可能であり,新 しい神経扱傷治療薬として臨床応用を目

指 して準備を進めている.
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2.ヘ ルペスウイルスを用いた癌 ワクチン療法

　 脳腫瘍 に対す る遺伝子治療 のひ とっ と して,組 換 え単

純 ヘル ペス ウイル ス1型(herpes　 simplex　 virus　 type

1;HSV・1)ベ ク ターの臨床応用が進 め られ て いる.組

み換 えHSVベ ク ターは,　 HSVゲ ノ ム全長 を有 し,ウ

イルス遺伝子に変異が加 え られ た り,目 的 の挿入遺伝子

によ って置換 された ウイルスベ クターであ る.と くに腫

瘍選択 的な増殖性組換 えHSVベ ク ターは,安 全姓 のみ

な らず有効性 の面か ら期待 され,現 在,脳 腫瘍 に対す る

臨床試験が行われている,一 方,我 々はHSVを 用 いて,

癌特異 的な免疫 を誘導す る縦 ワクチ ン療法 への応用を進

めて いる.

1)単 純 ヘルペスウイル ス

　 HSVは2本 鎖DNAウ イ ル スで,核 内 で増 殖 す る

DNAウ イルスの中で最大長のゲノム(153　 kb)を 有 し,

少 な くと も75種 の遺 伝子 を コー ドす る.ゲ ノム はL

(long)領 域 とS(short)領 域 か ら#h4r&さ れ,各 ユニー

ク配列 の両側 に倒置反復配列がは さむ形で存在 する(第

4図).ウ イ ル スゲ ノムの全塩基配 列が決定 され191,ほ

とん どの ウイルス遺伝子の機能は解明 されて い る.他 の

多 くの ウイルス と同様,HSV遺 伝 子 も感染細胞 にお け

る発現 の順序 に したが って,3っ の グループ(a.,β,γ)

に分類 され る.Immediate　 early　ift(i2子(IE,α)は,

感 染直後 に発現 し,2～4時 閻で ピー クに達 し,early

遺 伝 子(E,P),　 late遺 伝 子(L,　 Y)の 発 現お よびQ

伝 子 群 自身 に対す る転写制 御囚子 と して働 く.p遺 伝 子

群 は α遺伝子 群に引 き続 いて発現 し,感 染後5～7時

間で ピークに達 するが,DNA複 製 蛋白群 および ヌクレ

オチ ド,DNA代 謝 に関与す る酵素 群で ある.ウ イル ス

DNA合 成 が始 まる とγ遺 伝子群が発現 し,ほ とん どの γ

遺伝 子 はウイル ス粒子樹成蛋白質を コー ドす る.

　 HSVの 複製 により,24時 間 以 内に宿 主細胞 は死 に至

る.こ の ウイル ス複製(in　 uivoお よ びin　vitro)に 必 須

な遺 伝子 を"essential遺 伝 子"と 呼 ぶ.非 複製 型組 み

換 えHSVで は,こ のessential　 its伝子 が 不活化 され て

いるが,主 な遺伝子 と してα群 に属す るICP4,　 ICPO,　 I

CP27,ウ イ ルス拉子蛋 白であ るVPI6な ど があ げ られ

る.一 方,基 本的 に:nvivoに お け るウイル ス複製 に必

須で あるが,in　 metro(培 養 下)で の 複製 には必 須で な

い遺 伝子を"nonessential　 aO伝 子"と 呼ぶ.主 な遺伝子

として,神 経毒性 に関与す る遺 伝子で あるy34.5　 t3よ び

UL5,ウ イ ル スDNA合 成 酵 素 であ るribonucleotide

reductase(RR).　 UTPase,　 thymidine　 kinasc(TK)

な ど があ る.ベ クターと してHSVは,効 率 は襟 々では

あ るが,ほ とんどの ヒ ト由来細胞 に感 染可能 であ る.

2)組 換 えHSVベ ク ター

　 組換 えHSVベ ク ターは 目的 挿 入遺伝 子をHSVゲ ノ

ム中 に組み込ん だ ウイル スで ,典 型的 に は目的挿 入遺 伝

子を組み込ん だプ ラス ミドベ ク ター(相 同組 換え のため

のHSV　 DNA配 列 を含む)とHSV　 DNAをVero細 胞

へ同 時 に遺 伝 子導 入 す るか ,あ るい はプ ラス ミ ドを

Vero細 胞 へ遺 伝 子導 入 した後,　 HSVを 感 染 させ て作

製 す る.目 的遺 伝子 をHSVに 挿 入可能 な領域 は多 数存

在 し,現 在 まで,目 的遺 伝子 が挿 入 され たnonessen.

tia1遺 伝 子領域 にはTK,1CPO,　 gC,　 RRな どが挙 げ ら

れ るza.一 方,　 essentia且 遺 伝子 領 域 に も目的 遭伝 子 を

挿入 可能で あ り,essential　 iPl伝 子 を導 入 した細胞 株,

D5細 胞(ICP4),　 V27細 胞(ICP27),　 D6細 胞(gB)

な どの中で のみベ ク ターは複製 され る.組 換えHSVベ

ク ターは,主 に細胞毒性 を利 用 した癌 の遺伝 子治療に応

用 され てい るがxn・n,,神 経 細胞 などへの 遺伝子 導 入ベ

クター として も利用 されて いる抑.こ れ まで,再 発悪 性

グリオーマ患者 を対象 と した遺 伝子治療の ため,2つ の

組換 えHSVベ ク ター,　G207お よ び1716が 臨 床応m

され ている.

　 G207は,2種 のnonessential遺 伝 子(1CP6,

1CP34.5)内 に 計3ケ 所 の 変 異 が施 され(第4図),

1CP6遺 伝 子 の不活化 と1CP34.5遺 伝 子 欠損 によ り,ウ

イルスは分裂細胞 中でのみ複製 し,神 経毒性 が極めて減

弱 された安 全性 の高 い組 換 えHSVで あ るai.　zu.　ssi.す

な わ ち,癌 の遺伝子治療 に応用す る場合,ウ イル ス増殖

が腫煽選択的 に コントロールされ た組換 えHSVベ ク ター

であ る。 米国で,再 発悪性 グ リオーマ患者 に対す る第1

相 臨床試 験 と して,1×IOspfuか ら3×10'pfuの ウ イ

ル ス力価で定位的 に脳腫瘍 内投与(21症 例)が 行 われ,

安 全性 の確認が 行われたMI.脳 炎 を含む量篤 な有害 事象

は認 め られず,画 像解析上8例 に腫瘍の縮小 を認 め,2

例 で4年 以 上の生存が確認 された.現 在,開 頭腫蕩 嫡出

時 に高力価のG207を 投 与す る臨床試験が行われてお り,

詳 細 な報告が 待たれ る.

　 1716はy3A.5遺 伝 子 を欠 失 す る組換 えHSVで あ り

(第4図),比 較 的強い殺細胞作用 を有 し,iE常 脳 組織 に

対 する病原性 も残存 してい るr.再 発悪性 グ リオーマ.u

者9例 を対 象 に した第1相 臨床 試験 が英国 で行わ れ,

10'pfuか ら10ｰp[uの 低 い ウイル ス力価 で定 位的 に脳腫

瘍 内投与が行わ れた.電 篤 な有害 事象は認 め られず,4

例 で14ヶ 月 以上 の生存が 確認 され た3B1.さ ら に,悪 側i
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図4;HSVのDNA　 fGYfi7と組 換 えHSVベ ク ター

　 HSVのDNAはL(long)領 域 とSIshorl)頗 域 か ら

　 構 成 され,そ れ ぞ れ のz.一 ク配 列(unique　 long:UL

　 お よ びunique　 short:US)の 両 側 に 倒 置 反 復 配列(ab,

　 b'a'お よ びc,c')が 位 置 す る.　G207はHSV-1　 F株 に 由

　 来 し,DNA旗 製 に 関 与 す る1CP6遺 伝 子 内 にIacZ　 iｮ伝

　 子 が 挿 入 さ れ,神 経 毒 性 に関 与 す るICP34.5遺 伝 子 内 に

　 は1.Okbの 欠 損 を もつ.1716はHSV・U7株 に 由 来 し,

　 1CP34.5　 i8伝 子 を欠 失 す る.

組換RHSV

図5:組 換 えHSVを 用 いたin　situ癌 ワクチ ン療法

　腫瘍内に組換えHSVを 投与することにより,麗 癌局所

　および周辺に存在する樹状細胞(DC)が 活性化される.

　活性化DCは 腫偏抗原をプロセスして,リ ンパ節へ移動

　 してT細 胞に抗原を提示する.そ の糖果,腫 瘍萄異的な

　活性化T細 胞が誘導され,HSV投 与 側腫瘍のみならず

　遠Pt;,Rfi1Giを攻票する.

グ リオーマ患 者12例(再 発u例)を 対象 と して,ioｰ

p`uの ウ イルス力価での脳腫郷内投与が 行われ,安 全性

と生体内 にお け るウイル ス複 製が組織 学的 に確認 され

t`MI.

3)HSVペ クターを用いた癌ワクチン療法への応用

　癌 ワクチン療法は,腫 癌細胞自身あるいは同定された

腫瘍抗原を用いて,歴 患者体内で抗腫珊免疫を誘導,あ

るいは増強する能動的な免疫療法である.体 外で細胞障

害 性T細 胞(CylOtOXIC　 T　lymphocyte;CTL)や

natural　killer(NK)細 胞などの抗腫揚免疫に重要な紐

胞を調製 し,こ れを癌患者へ投与する受動的な免疫療法

とは異なる.近 年,腫 瘍抗原が同定されたことから,腫

煽抗原特異的な免疫を誘導する癌ワクチン療法に期待が

寄せられている,

a)伽sj如 癌 ワクチ ン療法

　 1970～80年 代 に は,細 胞 融 解 性 ウ イ ル ス で あ る

Newcastle　 disease　 virus'01,　parainfluenza　 virus"',

vaccinia　 virus'+aど を用 いて,腫 傷細胞 の抗原性を変

えて,癌 に対す る免疫を誘導する試みが行われた.多 く

の場合 は,ウ イル ス感染細 胞"oncolysates"を ワ クチ

ンと して投 与 されて いたが,紡 果 は様 々で,ウ イル ス毒

姓が観察された報告もあり,詳 細な解trは なされていな

い.そ こで,我 々は,安 全挫の高い組換えHSVベ クター,

G207を 用いて癌特異的な免疫を誘導する"fηs蜘 癌ワ

クチン療法"を 考案 した鋤(第5図).過 去の細胞融解

性 ウイルスを用いた癌ワクチ ン療法と異なり,組 換え

HSVベ クターを用いるため,安 全性が高められ,高 力

価のウイルスベクターを生体内へ直接投与可能である.

マウスモデルでの具体例を以下に概説する.

　大腸癌細胞株CT26を 同種のBa且b/cマ ウス両側腹部

皮下に移植 して約1週 間後,両 側腫郷直径が約5mm

程度になった時点で,治 療を開始した.コ ントロールと

して,ウ イルス調整に用いるVero細 胞の抽出液(以 下,

mock)を 用いた,　G207あ るいはmockを 右側腫捌内

にのみ投与 し,実 験によってさらにウイルス投与を追加

し,以 後両側腫鰯体積を経時的に計測 した.そ の結果,

ウイルス投与側腫瘤のみならず,対 側腫瘍に対 しても著

明な抗腫煽効果が認められた.ウ イルス投与後の組織学

的解析を行ったところ,投 与側腫瘍のみウイルスが検出

され,対 側のski内 にウイルスは認められず,一 方,両

側腫鰯内に著明なCD4お よびCD8閣 性の リンパ球浸

潤を認めた,ま た。G207を 腫瘍内ではなく皮内投与 し

た場合は.対 側腫瘍に対する明らかな抗腫瘍効果は認め

られなか った.以 上より,遠 隔腫蕩に対する抗腫瘍効果
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は,腫 瘍内にG207を 投 与す ることによ り誘導 され るこ

と,ウ イル スによる直接細胞融解 効果ではない ことが明

らか となった.さ らに,こ の抗腫瘍効果 は,異 な る組 換

えHSVベ ク ターを用 いて も誘導 され,ま た他の腫癌.

系 統 の異 なるマ ウス,異 な る腫瘍 モデ ルにお いて も,

in　situ　 ワ クチ ン療 法 によ る抗 腫 鯖 効 果が 確認 され

た鋤']61.

　 次 にHSVを 用 い たin　SILU癌 ワ クチ ンにお け るT細

胞 の関与 を調べるため,ヌ ー ドマウスを用 いて同様 の治

療実験を行 ったところ,ウ イル ス投与側 においてのみ増

殖抑制効果が認 め られ,対 側腫煽 に対 しては明 らかな抗

腫瘍効果を認めなか った.ま た,CD4,　 CD8抗 体 を用い

た リンパ球サ ブセ ッ トのdepletion後 に治療解 折を行 っ

た と こ ろ,遠 隔腫 瘍 に対 す る抗 腫瘍 効 果 に は お もに

CD8陽 性T細 胞が関与 してい ることが明 らか にな った.

さ らに,G207　 Sit与後 のマ ウス脾細胞 の リンパ球 反応を

解析 したところ,CT26細 胞 に対す る腫煽抗原 ペプチ ド

で あ るAH1に 特 異的 なCTLの 誘 導が認め られた33311,

AH1は,マ ウ ス白血病 ウイ ルスの膜 タ ンパ ク,　gp70

由来 のIDIHC　 lass　 I拘 束性のべ ブチ ドで,　gp70が 正常

組織で発現せず,大 腸癌CT26に おいて高発現 して い

るため,腫 蕩特異抗原としてCTLに 認識 される.皮 内

にG207を 投与 した場合やmockを 腫瘍内投与 した場

合では,腫 瘍特異的なCTLは 誘導 されず,　G207を 腫

璃内投与することによ り,腫 瘍抗原特異的なCTLが 誘

導された.

　果たしてどのようなメカニズムで,腫 瘍特異的な免疫

が誘導 されるのであろ うか.樹 状細胞は外 来抗原 を

MHC　 class　Iに提示 して,　CTLをrd'性 化 しうる3Bレ'39レ.

ごく最近の結果か ら,HSVを 腫瘍内へ投与することに

より,腫 鰯周囲の樹状細胞を活性化 して,腫 瘍特異的な

CTLを 誘導することが明らかにな った(未 発表データ).

また樹状細胞が,腫 瘍特異的T細 胞およびHSV特 異的

T繍 胞(CTLの みならずヘルパーT継 胞)を 同時に誘

導することにより,そ れぞれが協調的に働き,高 い抗腫

瘍免疫を誘導するのではないかと考えているmi.以 上,

組換えHSVは,細 胞融解効果を利用した遺伝子治療の

みならず,抗 原特異的な免疫を誘導する癌ワクチン療法

においても有効なウイルスベクターである.

マイクログリア

穆性脳腫癌

BB8

腫癌特奥的T細 胞

活性化DC

●
・

　　　姦
HSV特 異的丁細胞

　 ●

　　 %・、

・.　腫癌、、

　 ●.DC
　 　 　　　三

組換えHSV

o●

.

図6:脳 腫瘍に対する組換えHSVを 痢 いた免疫療法

　転移性脳腫瘍に対する治療法として、原発腫瘍内のみならず転移性脳腫瘍内へ組換えHSVを 投

　与ずると,脳 腫瘍は体内で誘導された腫覇特異的T細 胞に加えて,HSV特 異的T細 胞の標的と

　なりうる.
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b)脳 腫棚に対する癌ワクチン療法

　脳は免疫学的寛容な組織であり,樹 状細胞などの抗原

提示細胞が充分に働けないため,脳 腫瘍抗原を免疫系に

提示することは容易でない.し か し.活 憾化T細 胞が

BBBを 適過 して脳内に侵入することが明 らかになった

ことから,脳 腫煽抗原に対する全身の免疫を誘導して,

脳腫煽を治療する試みが行われている.米 国で施行され

た神経膠腫(グ リオーマ)に 対する樹状細胞ワクチン療

法の臨床治験では,延 命効果が認められ,亟 篤な有寄事

象は報告されていない4D'42,.本 治療法の有効性は今後

の臨床治験の結果を待たなければならないが,グ リオー

マに対する癌 ワクチン療法の安全性が証明された.

　一方,我 々は紐換えHSVベ クター,　G207を 用いた

癌 ワクチン療法の脳腫瘍治療への応用を試みた・3).転移

性脳腫煽モデルを作製し,皮.ド腫瘍(原 発腫艦を想定)

内へG207を 投与 したところ,　HSV特 異的なT細 胞の

みならず腫瘍特異的なT細 胞が誘導 され,生 存期間の

延艮が認められた.し かし治癒例が認められなかったこ

とか ら,原 発腫瘍内に加えて転移牲脳腫煽内へもG207

を投与 したところ,高 い治療効果が得られた。このrXO

治療においては,脳 腫瘍内にG207を 投与 したことによ

り,脳 腫瘍が,腫 鰯特異的T細 胞に加えて,HSV特 異

的T細 胞の標的となり,高 い治療効果が得られたと考

えられている(第6図)u).こ れ らの研究結果から,脳

腫瘍に対する癌 ワクチン療法は,標 的となる脳腫偏の抗

原性を高める工夫や局所環境を変える必要性があること

が示唆された.

　増殖性の組換えHSVベ クターは,腫 瘍細胞を選択的

に破壊する局所治療のベクターとして研究が進み,実 際

に脳腫瘍の遺伝子治療へ臨床tc,用された.一 方,　HSV

ベクターは体内(脳 組織以外)で 腫31内投与すると,全

身の抗腫鰯免疫を誘導することから,我 々は癌ワクチン

のベクターとして臨床応用を検討してきた,し か し,最

近,ア デノウイルスベクターやレトロウイルスベクター

による死亡例を含む重篤な有害事象が報告され。ウイル

スベクターの安全性の検証が重要な課題として再認識さ

れている,そ こで,癌 ワクチンしての有効性を保持 しな

が ら,安 全性を高めるため,現 在,感 染挫を失わせた不

活性化HSVの 臨床応用を検討 している.幸 い,　COE

(低侵襲 ・新治療開発による個別化癌医療確立)を 巾心

とした研究計画の一っとしてベクタープtiセ ッシングセ

ンター　(Keio　University　Vector　Processing　Center:

KVPC)が 設立された.今 後は,早 期の臨床応用へ向け

て,環 境管理されたベクタープロセッシングセンター内

で不濡性化HSVの 作製を行う予定である,

3.脳 腫瘍抗原の同定と抗原特異的な免疫療法

　 T細 胞に認識されるヒト腫癌抗原が同定されたことに

より,癌 に対する免疫応答を人為的に操作することが可

能 となった.ま たT細 胞が腫瘍拒絶に重要であるζと

が証明され,抗 原特異的に増殖す る能力とメモリー機構

を有することか ら,T細 胞は癌ワクチン療法における中

心的な役割を担 っている.こ れまで グリオーマに対する

治籏 として,手 術療法,放 射線療法,化 学療法による集

学的治療が行われ,そ れぞれは飛躍的な進歩を遂げてい

るにもかかわらず,治 療成績は未だに向上 しない.そ こ

で,我 々はグリオーマに対す る新たな治療法の開発を目

的 として,特 異的な免疫療法の標的となる腫傷抗原の同

定を稜極的 に進めている.

且)ヒ ト腫瘍抗原

　腫癌抗 原の クローニ ング法 が開発 され,CTLに 認 識

され るヒ ト腫 筋抗原 と してMAGE・1遺 伝子uが 同定 さ

れて以来,様 々な ヒ ト腫捌抗原 が同定 されてい る㈲,こ

れ らの腫瘍 抗原 は,以 下の ような代表的 カテゴ リーに分

け られ る.a)Cancer-testis(CT)抗 原=各 種 癌組 織

と.正常組織 において精巣,卵 巣,胎 盤 のみに発現 す る抗

原群 であ り,MAGE遺 伝 子群 に代表 され る.生 殖 系の

細胞 はMHC分 子 の発現 が極めて低 いため,　CT抗 原 に

対す るCTLは 生 殖系細 胞を攻撃せず。癌 細胞の みを選

択的 に攻 撃す る.発 現パ ター ンか ら理想 的 なターゲ ッ ト

であ り,実 際 にCT抗 原 を用 いた多 くの臨床試験 が進 め

られ てい る.こ れ まで,MAGE,　 NY・ESO・1な どがCT

抗 原 と して同定 されて いる.,,.b)組 織 特 異的抗原:腫

瘍の発生 母地 であ る正常組織 に も発現 してい るが,腫 瘍

で の発現が増強 し,CTLに 認 識 され る腫瘍 抗原 であ る.

正 常 メラノサイ トとメラノーマに共通 して発現 して いる

tyrosinase,　 MART・1,　 gp100な ど の抗原 が同定 され て

いる.自 己抗原で あ り,正 常組織 もCTLの 標 的 となり

うるが,メ ラノーziL対 す る癌 ワクチ ン療法 に応用 され,

こ れ らの抗原 の有用性が示 されて い るCBI.　c)遺 伝 子異

常 に由来す る抗原:腫 瘍 は多 くの遺 伝子変異 に基づ き発

生す るため,iris特 異 的な遺伝子 変拠 に由来す る変 異ペ

プチ ドが腫瘍抗原 と してCTLに 謙 識 され る.　p・catenin

お よ びCDK4は1ア ミノ酸 変異 によ り,ま たMUM-1

で は イ ントロ ン部分が翻訳 され,そ れぞれ腫搦抗原 と し

てCTし に認 識され る181.

2)SEREX法 に よる ヒ トグ りオーマ抗原 の同定

腫瘍 抗 原の 同定法 と して,autologous　 typingに 分
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戸田=難 治性神経疾患に対する治療法の開発

子生 物学 的手法 を取 り入 れたSEREX法(serological

identification　 of　antigens　 by　recombinant　 expression

cloning)が 開 発 された49,.患 者血 清中 のIgGを 利 用 し

て抗原 を同定す る方法 で,技 術 的に簸易度 の高 いCTL

の 樹 立 を必 要 とせず,ま た実 際 にSEREX法 に よ り同

定 され た腫瘍抗 原の中で,CTLエ ピ トープが 同定 され、

癌 ワクチ ンへ応 用され た抗原の報告 もあ る鋤.そ こで,

我 々は,患 者血清を利用 したSEREX法 を 用 いて グ リ

オーマ抗原の同定を試みた.

　 SERE%法 は基本的 に同一患者 の腫瘍 組織 と血清 を用

いた解析法であ るが,精 巣組織由来のcDNA　 libraryを,

複 数 の グ リオ ー マ患 者 血清(ア ロ血 清)を 用 い て

SEREXス クg_=ン グを行な った と ころ,新 規 のグ リ

オーマ抗原,SOX6が 同 定 され た611.　SOX(sワ ・related

HMG　 box)遣 伝 子群 は,性 決定因 子 のDNA桔 合 部 位

で あるHMG(high・mobnity・group)ド メ イ ンを有 す

る転写調節因子の ファ ミリーであ り.胚 発生過 程におい

て組織特異的 に発現 され,細 胞 の運 命決定 に重要 な役割

を担 ってい るb11.マ ウスSOX6は,胎 生 期の 中枢 神経

系や軟骨 細胞 にのみ発現 し,SOX5やSOX9とik発 現

す ることによ り軟骨形成に関与す ることが報告 されてい

るが闘,,中 枢神経系における機能 はいまだに不明 である.

ヒ トSOX6の 組 織 発現 を解析 した と ころ,胎 児脳組織

にお いて発現を認 めたが,成 人正常組織 では精 巣を除い

て発現を認めなか った.一 方,グ リオーマ組織 において

高いSOX6の 発 現が観察 され,免 疫組 織学 的解析 にお

い て,グ リオ ー マ組織(G巳ioblasloma　 8例,　 Ana・

plastic　astrocytoma　 5例,　 Diffuse　 astrocytoma　 1例,

Oligoastrocytoma　 4例)全 例にお いてSOX6陽 挫 細胞

が観 察 され,正 常成人脳組 織で は明 らかなSOX6陽 性

細胞を認めなか った5',.u,。

　 つ ぎに,SOX6の 免 疫原性 にっいて解 折を行 った.36

人 の グ リオーマ患者,14人 の他 の脳疾患 患者(髄 膜腫,

悪性 リンパ腫 転移性脳腫嵯 パ ーキ ンソ ン病,頭 蓋咽

頭腫,脳 膿瘍,お よび くも膜下出血),54人 の脳 腫瘍以

外の癌患者,お よび37人 の 健常人血清 中のSOX6抗 体

を解 析 したところ。36人 中12人(33%)の グ リオ ー

マ患者がSOX6抗 体 陽性で あ ったのに対 し,グ リオー

マ以 外の脳疾患患者 では14人 中0人(0%),他 の 癌患

者で は54人 中2人(4%),健 常 人 で は37人 巾1人

(3%)の み 抗 体が検 出 され た.さ らにSEREX法 に よ

り単離 された完全長 よ り短 いSOX6抗 原 分子 も,完 全

長 の抗原 と同様の免疫反応 を示 した ことか ら,そ の共通

部分 に含 まれ るHMG　 domain(SOX6のDNA結 合 部

位:SOX6・HMG)が 抗 体認識 部位の一 っで はな いか と

椎測 し,SOX6・HMG組 換え蛋白を作製 して,抗 原性の

解析を行った.Western　 blot解ifiに より,グ1」 オーマ

患者血清中の抗体がSOX6-HMG蛋 白を認識すること

を確詔後,ELlSA法 によりSOX6・HMG蛋 白に対する

血清中1gGの 抗体価を解折 したところ,グ リオーマ患

者血清は健堂人の血清と比較 して有意に高い抗体価を示

した(第7図),し たが って,SOX6のHMG　 domain

は,グ リオーマ患者血測中の抗体認識部位の一っである

ことが示 された.

　現在まで,SEREX法 により単離された数種のグリオー

マ抗原の報告があるが,発 現特異性や遺伝子変異は認め

られていないyi.な ぜ これらの抗原に対す る抗体反応が

グリオーマ患者にのみ検出されたのか,機 序は不明であ
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図7:グ リ才 一 マ 患 者 に お け るSOX6抗 体 反 応

　 A:SOX6抗 原 のHMGド メ イ ン に対 す る グIjオ ー マ!S'

　 者 血清 反 応

　 SOX6・HMG蛋 白(SOX-HMG)に 対 して,グ リオ ー マ

　 患 者 血 清(GB],GB3.お よ びGB7)は 反 応 す るが.健 常

　 人 血 消 は反 応 し な い.His',F白(His・s)に 対 して,グ リ

　 オ ー マ 愚 者 血 清 お よ び コ ン トロ ー ル 血 清 は と も に反 応 し

　 な い,His結 合 のSOX・HMG　 8よuxis・Sは.賜 性 コ ン

　 トロ ー ル で あ るHis;n:Gpに 反 応 す る.

　 B:ELISA法 に よ るSOX6・HMG抗 体 価 の 解 析

　 グ リオ ー マ 患 者 血 清 中 のSOX6HMG　 tn体 価 は健 常 人 血

　 清 巾 の 同 抗 体 価 と 比 較 して,有 意 に 高 い.(Ueda　 R,

　 ]izuka　 Y,　Yoshida　 K,　Kawase　 T,　Kawakami　 Y,　Toda

　 M:Identification　 of　a　human　 glioma　 antigen.　 SOX6,

　 recognized　 by　 patients　 sera.　Onmgene　 23:1420-

　 M27,　 zoosの 図 を,許 可 をi尋て 改 編,転 載)
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り,し たが うて,こ れ らの抗 原を用 いた癌免疫療法への

応用 は困難で ある.一 方,SOX6は 精 巣以外 の成人 正常

組織 で は明 らか な発現を認めず,グ リオーマ組織 におけ

る高 い発現が観察 された.さ らに、 グリオーマ患者選択

的か っ3分 の1と い う高頻 度でSOX6に 対 す る抗体反

応 が検 出 され,抗 原特異的 にヘ ルパ ーT細 胞 が活性化

されて いることが明 らか にな った.T細 胞に認識され る

腫瘍 抗原 には,CTLに 認 識 され るMHC　 class　I　 合性

の抗原 ペ プチ ドと,ヘ ルパ ーT細 胞 に認識 されるM!!C

c】ass　11桔 合 性 の抗原ペ プチ ドが存在す る.現 在 まで同

定 された腫瘍抗原is,技 術 的な理由などによ り,ほ とん

どはCTLを 活 性 化す るMHC　 class　I精 合性 の抗原ペプ

チ ドで あるが,効 串的 にCTLを 誘 導 す るため には,ヘ

ルパ ーT細 胞 の活性 化が重要で ある.そ こで,我 々は

SOX6抗 原 のCTLエ ビ トープベプチ ドの解十rrと平 行 し

て,ヘ ルパ ーT細 胞 を活性化 す るSOX6抗 原 タ ンパ ク

の合成 および解析を行 っている.ご く最近,SOX6抗 原

由 来 のHLA-A24お よ びHLA-A2に 結 合す るCTLエ

ビh一 プペプチ ドを同定することができた(論 文準備中).

現 在,こ れ らの抗原 ペ プチ ドを用 いたグ リオ ーマに対す

る臨床研究 の準備を進 めている,

3)CTLに 認識されるグリオーマ抗原

　現在までCTLに 認識されるグリオーマ抗原の報告は

数少ない.上 皮性腫蕩の抗原として同定されたSARTI

お よ びSART3が グ リオ ー マ に お い て も発 現 し,

SART1お よ びSART3抗 原特 異 的なCTLが グ リオー

マ細胞 を障轡 す ることが報告 されてい るStl.最 近 では,

メ ラノー マ抗 原で あ るgp100やMART・1が グ リオ ー

マ抗原 と してCTLに 認 識 され田1,メ チル化 によ る遺伝

子発現調節 が重要であ る691ことか ら,脱 メチ ル化剤 を処

理 して,抗 原性 を高 める工夫が行 なわれて いる.一 方,

我 々は,HSVを 用 いた免疫 誘導法 を利 用 して,　T細 胞

に認識 され るグリオーマ抗原 の同定 を試 みた6。㌧ グ リオー

マ細胞を マ ウスに移植後,HSVを 腫 郷 内 に投与 して,

腫 鰯 特 異 的 な 免疫 が 誘導 され た マ ウ スの 脾 細 胞 か ら

CTL細 胞 株を樹立 した.こ のCTLはMHC拘 束性 にか

っ特 異的に グ リオーマを障害す ることか ら,抗 原遺 伝子

の スクリー晶 ングを行 ったところ,新 規遺 伝子が 同定 さ

れたan.こ の 分子の機能 は不明で あるが,グ リ才一マに

おいて数 ヵ所 の遺伝子変異が存在 し,こ の変異部分 を含

むペプチ ドが抗原 と してCTLに 認 識 され ることが明 ら

か にな った.現 在,こ の抗原 ペプチ ドを用 いて,マ ウス

グ りオーマモデルにお ける抗 原特 異的 な免疫療法 の解折

を行 って いる.ま た,腫 娚 において高 い発現 を示 す分子

がCTLに 認 識 され る抗 原エ ピ トープを有 して いた こと

か ら鋤,今 後 は,グ リオーマにおいて高発現を呈す る分

子63,のCTLエ ピ トープの検索 を進 めてゆ く予定であ る.

BBBが 抗 体の侵 入を防卸 して いるのに対 して,活 性 化

T細 胞 はBBBを 通 過 して脳内 を移動可能 であ り,選 択

峰鰍 漱 判
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図8=大 学発ベンチャーと慶晦義塾

　大学発ベンチ午一の主な耶業活動は。投資家や政尉などから研究資金を調達 し.碍 られた研究成

　巣に基づく特許を慶態義塾から譲り受け。医薬品企業との提携や特許実施幟の付与により対価を

　得ることである.
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的に標的の脳腫瘍を攻撃 しうる.細 胞姓免疫を誘導する

抗原特異的な免疫療法は,浸 潤性のグリオーマに対する

新 しい治療戦略として今後の展開が期待される.

4.お わ りに

　GBS研 究所は,ベ ンチャーキャビタルか らの出資に

より慶睡義塾大学医学部を基盤として設立され,慶 懸義

塾大学知的資産センターのもとで,知 的財産の保護や楡

利化というスキームを描いていただいた(第8図).大

学内で行 ってきた我々の研究を臨床研究へ移行するのが

これか らの課題であり,こ の移行部分が非常に重要な点

である.大 学発ベンチャーの利点 として,企 楽側の立場

では,大 学の研究基盤を利用 して,密 な情報ネットワー

クを使い,研 究が推進される点が挙げられる.大 学側か

ら考えると,臨 床応用を目指 して続けられていt:研究を

大きく推進させるきっかけになる.一 方,問 題点 は大学

側と企業側の研究の方向性は,常 に一致するわけではな

い点である,ま た,創 薬のベンチfi一 モデルは,大 学か

らバイオベンチャーがっないで,製 薬会社へ移行すると

いうスキームが出来ているが,再 生医療に関しては,バ

イオベンチャーの先のスキームがなかなか描けない.し

かし,我 々の役割として,研 究を推進 させることが最も

璽要であり,産 業化へ向けた企業としての問題点 を克服

しっっ,今 後 も医療へ貢献するための研究を前向きに進

めてゆきたい.
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