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研究成果の概要（和文）：Telomerase reverse transcriptase geneとGFP gene promoterを組み込んだウイルス
製剤TelomeScanを応用し膵癌手術時の腹腔浮遊癌細胞(PTC)のviabilityを加味した腹腔洗浄細胞診(CY)診断能を
評価した。切除可能膵癌患者53例を対象としconv-CYとTelo-CYを実施し診断能と腹膜再発との関係を解析した。
conv-CY(+)/Telo-CY(-)4例では全例腹膜再発はなかった。conv-CY(-)/Telo-CY(+)10例では4例に腹膜再発した。
viabilityを加味したTelo-CYは腹膜再発予測ツールとして有用である。

研究成果の概要（英文）：Positive peritoneal lavage cytology findings (CY+) in pancreatic cancer (PC)
 is defined as stage IV disease, however,the true value of CY+ for the patient’s prognosis remains 
controversial. The aim of this study was to evaluate use of a new modified telomerase-specific 
replication-selective adenovirus, expressing GFP (TelomeScan F35) in rapid detection of viable 
peritoneal tumor cell (v-PTC) dissemination of PC. If the presence of virally-detected, v-PTC 
predict peritoneal recurrence and patient outcome. Peritoneal lavage fluid was harvested after a 
laparotomy in 53 patients with PC.
2 patients were CY+ and v-PTC+, postoperative peritoneal recurrence early occurred. 4 were CY+, but 
v-PTC-, and no recurrence in the abdominal cavity were observed. 10 were CY-, but v-PTC+, and 4 of 
10 patients occurred peritoneal recurrence. In conclusion, the v-PTC detection may be an independent
 prognostic factor and had close association with peritoneal recurrence. 

研究分野： 外科学

キーワード： 膵癌　腹腔内遊離癌細胞　バイオマーカー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
テロメスキャンF35システムにより「生きたPTCのみ可視化し高感度に検出」、自在に解析できる。この検出法は
われわれオリジナルのLiquid biopsy技術である。この新しいLiquid biopsyを膵癌手術時の腹腔洗浄細胞診の診
断に応用し膵癌由来の生きたPTCを治療経過を通してリアルタイムモニタリングし、腹膜再発など予後および治
療効果判定マーカーとしての臨床的意義を明らかにできた。
すなわち、進行膵癌では術前審査腹腔鏡によるconv-CYおよびTelo-CYの結果が膵切除実施の重要な因子となるこ
とが示唆された。現在、自動v-PTC検出システム確立を進めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
2018 年 9 月、国立がん研究センターが「がんの３年生存率」を公表した。膵癌は依然として低
く、15％という数字であった。これは現在の膵癌診療ガイドラインが提唱する標準治療の限界
を示唆する数字であり「癌は早く見つければ治癒できる」が通用しない難治性癌の代表例であ
る。膵癌患者の 70%は診断時、すでに遠隔転移、動脈浸潤などを伴う切除不能進行膵癌として
発見され、FOLFILINOX 療法、ゲムシタビン＋ナブパクリタキセル療法を推奨しているが、３
年生存率=15%は標準治療がほとんど効果しない現れである。したがって、膵癌切除患者および
非切除患者両者にとって新しい角度からの治療法開発が急務である。本プロジェクトでは、申
請者が開発した新規 liquid biopsy 技術を応用し、がんの不均一性、がんゲノム進化をリアルタ
イムモニタリングし転移・再発の真のメカニズムを解明することで、膵癌細胞根絶の具現化に
つながると考えた。   
癌治療の臨床において、抗癌剤
の原発巣や臓器別転移巣によ
る治療効果の差異などから「が
んの不均一性・がんゲノム進
化」の存在は認識されていた。
2000 年半ばに登場した次世代
シークエンサーなどの解析機
器の登場で実証され、癌治療と
直結することから大きな関心
事となった。癌は親クローンと
呼ばれる一定の幹(trunk)とな
るためのゲノム異常の蓄積が
必要である。膵癌では多段階発
癌 の最 初の 遺伝 子変異 は
KRAS に起こるが(Pancreas, 
45:234-240, 2016)、その変異だ
けでは癌にはならない。親クロ
ーンになるためには CDKN2A, TP53, SMAD4 遺伝子の異常が必要で、Yachida らの研究では
KRAS, CDKN2A, TP53, SMAD4 の遺伝子異常を蓄積する順番はほぼ普遍的であることが示され
た(Clin Cancer Res, 18:6339-6347, 2012)。ドライバー遺伝子異常を有する親クローンが完成し、
その後に遺伝子異常を蓄積したサブクローンは親クローンとの併存可能で、その結果、膵癌の
不均一性として実際の臨床現場で観察される(上図)。サブクローンが出現し、そのサブクロー
ンが肝、肺の微小循環に着床可能な遺伝子異常を有した場合、遠隔転移を遂げ、またサブクロ
ーンが腹膜に着床可能な異常を獲得すれば腹膜播種をきたす(上図)。申請者はテロメスキャン
F35 を用いて血行性転移の担い手である CTC、腹膜腫再発の担い手である PTC を生きた状態で
可視化、検出する新しい liquid biopsy 技術を独自に完成させた(Oncology Letters, 15: 400-406, 
2018)。 
 
２． 研究の目的 
本研究では、R-膵癌、BR-膵癌症
例を対象に膵癌原発巣－リンパ
節などの転移巣－CTC－PTC を
一括して網羅的ゲノム解析を行
い trunk mutation, branch mutation
に相当するゲノム異常を同定し
治療標的となる遺伝子異常を探
索する。治療標的となる遺伝子異
常のアレル頻度を比較・検討する
ことで真に有効な分子標的薬使
用法、多剤併用療法の確立と適正
化、数理モデルによるパターン化
を進める(右図)。また、癌化学療
法に伴う薬剤耐性はゲノム進化
と深く関連している。本研究では
化学、放射線療法など実臨床のが
ん選択圧に暴露された癌クロー
ンの構成変化を新規 liquid biopsy
を活かしてリアルタイムモニタリングし clinical sequencing, liquid clinical sequencing でがんゲノ
ム進化を解析し、ゲノム進化を加味した Precision medicine の扉を開く。 
【研究目標（何をどのように、どこまで明らかにしようとするのか？）】 
（1）テロメスキャンF35を用いて膵癌由来の生きたCTC, PTCを治療経過を通してリアルタイム

モニタリングし予後および治療効果判定マーカーなど臨床的意義を明らかにする。 
（2）マイクロダイセクションを用いて原発巣腫瘍－転移巣から十分量の癌細胞ゲノムを抽出し

バルク解析(全エクソン解析)を施行しclonal evolutionを明らかにし、転移、治療抵抗性に
関わる遺伝子異常を同定する。さらに、シングルセル解析プラットフォーム（C1, BD 
Rhapsody）による原発巣腫瘍－転移巣－CTC－PTCの同一個体での異所性サンプルを一括
してシングルセルRNA-seq(scRNA-seq)解析(Smart-Seq法を用いる)を行い、癌薬剤耐性獲得



メカニズムの解明を行う。ま
た、RNA-seq, DNA-seqだけで
なくヒストン修飾、DNAメチ
ル化、核ラミナ―ゲノム間相
互作用などの解析を行う。こ
れらの解析を行うことにより
癌の進展・悪性化に及ぼす癌
微小環境の状態を詳細に解析
することができ、新規治療標
的の探索につながる（右図：
実際のモニタリングモデルを
図示）。 

（3）われわれの研究グループで
は、糖鎖を改変した癌ワクチ
ンの研究開発を行っている。
その糖鎖改変技術の中で分
子量、粒子径を精密に制御し
た多分岐多糖（グルカンデンドリマー:GD）を設計・合成でき、その GD 非還元末端に選
択的に-gal エピトープを修飾した-gal-GD も合成できる。Erlotinib など現在、膵癌に使
用されている分子標的薬に-gal GD を結合させた複合体を創製する(3 項下図)。この複合
体をヒト膵癌細胞にて腫瘍形成させた high Anti-Gal K.O. mice に投与し、癌細胞選択的に
-gal 転化できるか？さらにマウス anti-Gal を介した抗原抗体反応により腫瘍が縮小・消退
するか？を確認し、糖鎖医薬創薬を目指す。 

 
３． 研究の方法 
A, F35 TelomeScan を応用した viability を加味した CTCs 検出法の開発  
本研究では、生きた癌細胞のみ特異的
に検出するために、癌細胞の無限増殖
能に必須なテロメラーゼ活性を持っ
た癌細胞を特異的に検出できるアデ
ノウイルスを独自に開発した。また、
癌細胞への特異性を高めるために白
血球特異的マイクロ RNA 配列を含み、
さらにアデノウイルスの感染性を高
めるため35型 fiberの遺伝子配列を搭
載した F35 TelomeScan（OBP-1101）
を開発した（右図）。本研究では、切
除可能膵癌 53 例を対象に開腹時にパ
パにコロウおよび MOC-31 染色を基
準とした conventional CY(conv-CY)と
同時に CEA, CA19-9, EpCAM 免染を
付加した TelomeScan CY(Telo-CY)を
実施し遊離癌細胞検出能力および腹
膜再発予測能を比較し予後との関係を解析した。 
 
B, v-PTCs 検出実験デザイン 
2015 年 1 月から 2019 年 3 月まで大阪警察病院で根治切除した膵癌症例 53 例を対象とした。開
腹時に 100 ml の生食をダグラス窩に注入し、半量の 50 ml でパパニコロウ染色を基準とした
conventional CY (conv-CY)を実施、残
り 50 ml で TelomeScan 応用 CY 
(Telo-CY)を実施し、PTC 診断能と腹膜
再発など予後との関係を解析した。
PTC の判定基準として、TelomeScan 
GFP-陽性且つ、CD45-陰性細胞を癌細
胞候補細胞群とし、この細胞群の中で
EpCAM, CEA または CA19-9 が陽性で
ある細胞を PTC と判定、目視および
ニコン社製自動画像解析装置にて
PTC を検出しました。自動画像解析装
置では CYBO 社との共同開発による
AI 駆動解析ソフト TCAS-1 を用いて
PTC の自動検出を行った（右図）。 
 
 
 
 
 



４． 研究成果 
今回の研究では、R-膵癌または BR-膵癌で、
NACRT 10 例、NAC3 例および Upfront 
surgery 40 例、計 53 例を対象としました。 
対象 53 例の年齢、性別、臨床病理学的因
子の内訳を右表に示す。Conventional CY 陽
性は 5 例、class III は 1 例認めた。また、
Telomescan CY 陽性例は 12 例認めた。 
本研究では conventional CY および Telo-CY
両者陽性、または一方が陽性の 15 例と、
両者CY陰性群 38例の 2群に分け解析した。 
両群間で年齢、性別、腫瘍マーカーなどに
有意差は認めなかった（下表）。また、神
経浸潤、動脈浸潤など腫瘍の病理学的局所
浸潤度についても両群間で有意な差は認
めなかった（下表）。 

 
 
【結果】 
Conv-CY診断およびTelo-CY診断を合わ
せた腹腔細胞診判定結果と術後の臨床
経過をお示す。 
右図上段、Double CY positiveは2例あり、
両症例共に根治切除後 7－8 か月の短期
間で腹膜再発にて死亡した。 
右図中段、Conv-CY のみ陽性、Telo-CY
陰性症例は 3 例あり、全例術後腹膜再発
は認めなかった。 
さらに右図下段、conv-CYが class IIIで、
telo-CY 陰性の症例でも腹膜再発は認め
なかった。 
 
一方、conv-CY 陰性であったが、Telo-CY
のみ陽性の症例は 10 例あり、内 4 例、
40％で根治切除できたにもかかわらず
術後腹膜再発にて死亡していた（右図）。 
また、conv-CY および Telo-CY 共に陰性
の症例は 37 例あり、内 4 例、11％の症
例で術後腹膜再発を認めた（右図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



【まとめ】 
切除可能膵癌 53 例に対し、開腹時に通常の腹腔洗浄細胞診(conv-CY)および TelomeScanF35 を
応用した洗浄細胞診(Telo-CY)を行い下記の結果を得た。 
（1）Conv-CY, Telo-CY 共に陽性であった症例では、例え手術時播種病変がなくとも、術後早期

に腹膜再発した。 
（2）Conv-CY のみ陽性症例（Telo-CY 陰性）では、術後腹膜再発を認めず、膵癌原発巣切除の

意義があった。 
（3）一方、Telo-CY のみ陽性症例（Conv-CY 陰性）では、術後腹膜再発のリスクが高く、 Telo-CY

による潜在的腹膜播種予測の可能性を示唆できた。 
 
 
【結語】 
腹腔内遊離癌細胞の viability を加味した『TelomeScan 腹腔洗浄細胞診』は、膵癌患者における
腹膜播種性再発の予測診断ツールとして有用であることが示唆された。 
Telo-CY 陽性症例の腹膜再発回避を念頭に入れた治療介入、すなわち、審査腹腔鏡を積極的に
行い conv-CY および Telo-CY 診断による『生きた腹腔内遊離がん細胞の有・無』を考慮した外
科治療戦略構築が予後改善に寄与すると考えられた。 
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