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研究成果の概要（和文）：慢性炎症に伴う炎症性微小環境は胃癌発生の重要な危険因子である。本研究では、炎
症性微小環境の線維芽細胞やマクロファージが胃癌の悪性化進展過程に促進的に関与することを明らかにした。
さらに、癌特異的に増殖して癌抑制遺伝子p53を誘導する腫瘍融解アデノウイルス製剤OBP-702が胃癌の腹膜播種
性転移を強力に抑制する新たな治療戦略となる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation-related inflammatory microenvironment is a risk factor 
in gastric cancer development. In this study, we showed the promoting effect of inflammatory 
microenvironment, such as stromal fibroblast and macrophage, in gastric cancer progression. 
Moreover, we confirmed that a tumor-specific replication-competent oncolytic adenovirus OBP-702 that
 induces tumor suppressor p53 gene had a therapeutic potential to induce profound anti-tumor effect 
against intraperitoneal metastasis of gastric cancer.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 ヘリコバクター・ピロリ菌の感染に伴う慢
性胃炎は、胃癌発生の重要な危険因子である。
正常胃上皮細胞から胃癌細胞が発生する発
癌過程への慢性炎症の関与は広く研究され
ているが、低悪性度胃癌細胞が高悪性度胃癌
細胞に悪性化進展する過程における慢性炎
症の関与については不明瞭である。近年、胃
癌細胞の悪性化進展過程に周囲の微小環境
の関与が次第に明らかとなっている。間質を
多く含む未分化型スキルス胃癌では、間質内
に存在する活性化した線維芽細胞が胃癌細
胞の浸潤や腹膜播種転移に促進的に作用す
る。一方、多くの胃癌患者が罹患する分化型
腺癌は慢性炎症に伴い発症し、進行した場合
には浸潤傾向を示し、肝臓や肺などへ血行性
転移を起こす。しかし、炎症性微小環境が分
化型胃癌細胞の悪性化進展にどのように関
与するかについては不明である。そのため、
胃癌の浸潤や転移に対する有効な治療法は
未だ確立していない。 
 胃癌の治療抵抗性や悪性化進展に関与す
る胃癌幹細胞は、重要な治療標的として近年
注目されている。我々は、癌特異的に制限増
殖するアデノウイルス製剤 OBP-301（テロメ
ライシン）を開発し、OBP-301が胃癌幹細胞
に対して抗腫瘍効果を発揮する事を明らか
にした。さらに、癌抑制遺伝子 p53を発現す
る癌特異的制限増殖型アデノウイルス製剤
OBP-702を開発し、OBP-702が OBP-301より
も強力な治療効果を発揮する事を明らかに
した。以上の研究成果より、OBP-702は悪性
化進展を示す胃癌細胞に対して強力な細胞
死を誘導し、新たな抗悪性化療法の開発につ
ながる可能性が期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、胃癌の悪性化進展過程におけ
る炎症性微小環境の関与とその分子機構を
明らかにし、癌抑制遺伝子 p53の発現誘導に
よって胃癌細胞と微小環境を制御する新た
な抗悪性化療法の開発を行う事を目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（1）分化度の異なる胃癌細胞と線維芽細胞
との相互作用の検証 
 分化度の異なるヒト胃癌細胞株 4種類（高
分化型腺癌（MKN7）、中分化型腺癌（MKN74）、
低分化型腺癌（MKN45）、未分化型スキルス
癌（KatoIII））と微小環境を構成するヒト線維
芽細胞株 2 種類（WI-38、FEF3）との相互作
用について検討した。 
 
（2）活性化線維芽細胞が胃癌細胞の遊走能
に与える影響とメカニズムの検証 
 胃癌細胞が誘導する活性化線維芽細胞が
ヒト高分化型胃癌細胞株 MKN7 の遊走能に
及ぼす影響と炎症性サイトカインの関与に
ついて検討した。 

 
（3）マクロファージのタイプ別による胃癌
細胞への EMT誘導能の検証 
 炎症性微小環境に存在する 3種類のマクロ
ファージ（M0型、M1型、M2型）を作成し、
ヒト高分化型胃癌細胞株 MKN7 の悪性化進
展に関与する上皮間葉系移行（EMT）の誘導
能を検討した。 
 
（4）胃癌細胞に対する p53 誘導性ウイルス
製剤の治療効果と治療メカニズムの検証 
 癌抑制遺伝子 p53 の遺伝的背景が異なる 3
種類のヒト未分化型スキルス胃癌細胞株
（NUGC4（p53正常型）、GCIY（p53変異型）、
KatoIII（p53欠損型））に対する 2種類の p53
誘導性ウイルス製剤（非増殖型 Ad-p53、癌特
異的増殖型 OBP-702）の治療効果とアポトー
シスやオートファジーの誘導能を検討した。
さらに、胃癌の悪性化に重要と考えられるチ
ロシンキナーゼ型受容体（RTK）の発現につ
いてウイルス感染後の変化を検討した。 
 
（5）胃癌細胞のスフェロイド形成に対する
p53 誘導性ウイルス製剤の治療効果と細胞死
誘導の検証 
 癌抑制遺伝子 p53 の遺伝的背景が異なる 3
種類のヒト未分化型スキルス胃癌細胞株を
用いて腹膜播種性転移巣を想定して 3次元培
養法で作成したスフェロイドに対する 2種類
の p53 誘導性ウイルス製剤（Ad-p53、
OBP-702）の治療効果とアポトーシスの誘導
能を検討した。 
 
（6）胃癌細胞の腹膜播種性転移に対する p53
誘導性ウイルス製剤の治療効果の検証 
 ルシフェラーゼ遺伝子を導入したヒト未
分化型スキルス胃癌細胞株 GCIY-Luc（p53変
異型）を用いて胃癌腹膜播種マウスモデルを
作製し、2 種類の p53 誘導性ウイルス製剤
（Ad-p53、OBP-702）の治療効果を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）分化度の異なる胃癌細胞と線維芽細胞
との相互作用の検証 

4種類の胃癌細胞株を無血清培地で48時間
培養し、細胞成分を除いた無血清培地を回収
した。各胃癌細胞株由来の無血清培地でヒト
線維芽細胞株WI-38と FEF3を 5日間培養し、
線維芽細胞の活性化について形態学的変化
や癌関連線維芽細胞マーカー（-SMA、FAP）
の発現をウェスタンブロット法で検証した。   
高分化型胃癌細胞株 MKN-7 と中分化型胃
癌細胞株MKN-74由来の無血清培地の処理に
よって、ヒト線維芽細胞株WI-38と FEF3は
活性化を示す筋線維芽細胞様の紡錘形で密
に収縮した形態変化を示し、-SMAの発現が
増加したが、FAP の発現は変化しなかった。
一方、低分化型胃癌細胞株 MKN45 と未分化
型スキルス胃癌細胞株 KatoIII 由来の無血清
培地の処理によって、ヒト線維芽細胞株



WI-38 と FEF3 は活性化を示す形態変化やマ
ーカーの発現変化を認めなかった。以上より、
高分化型や中分化型の Intestinal type（腸型）
の胃癌細胞は低分化型や未分化型の Diffuse 
type（びまん型）の胃癌細胞よりも活性化線
維芽細胞を誘導する可能性が示唆された。 
 
（2）活性化線維芽細胞が胃癌細胞の遊走能
に与える影響とメカニズムの検証 
 ヒト高分化型胃癌細胞株 MKN7 の無血清
培地をヒト線維芽細胞株 FEF-3に処理して活
性化線維芽細胞を誘導した際の培養上清を
回収し、MKN7細胞に処理した場合にMKN7
細胞の遊走能が有意に上昇した。さらに、活
性化線維芽細胞が分泌する炎症性サイトカ
インの TGF-で MKN7細胞を処理した場合、
形態学的に間葉系形質を示す紡錘形に変化
した。以上より、活性化線維芽細胞は TGF-
を介して分化型胃癌細胞に EMT を誘導する
可能性が示唆された。 
 
（3）マクロファージのタイプ別による胃癌
細胞への EMT誘導能の検証 
 マウスマクロファージ RAW264.7細胞から
未処理（M0 型）、LPS/IFN-処理（M1 型）、
IL-4処理（M2型））の 3種類の RAW264.7細
胞を作成した。3 種類の RAW264.7 細胞と
MKN7細胞を共培養した場合、全てのタイプ
のRAW264.7細胞がMKN7細胞の上皮系マー
カーである E-カドヘリン発現を低下させた。 
以上より、炎症性微小環境に存在するマクロ
ファージは分化型胃癌細胞に EMT を誘導す
る可能性が示唆された。 
 
（4）胃癌細胞に対する p53 誘導性ウイルス
製剤の治療効果と治療メカニズムの検証 
 3 種類のヒト未分化型スキルス胃癌細胞株
（NUGC4、GCIY、KatoIII）に 2 種類の p53
誘導性ウイルス製剤（Ad-p53、OBP-702）を
感染後 72 時間において、XTT アッセイで細
胞生存率を評価した。全ての胃癌細胞株にお
いて、OBP-702 は Ad-p53 よりも強力な抗腫
瘍効果を示した。ウイルス感染後 72 時間に
Ad-p53 は軽度のアポトーシスの誘導を認め、
OBP-702は著明なアポトーシスとオートファ
ジーの誘導を認めた。さらに、胃癌の悪性化
に関与する 3 種類の RTK（c-Met、EGFR、
FGFR2）の発現は、細胞死の誘導に一致して
OBP-702 が Ad-p53 よりも強力に抑制する事
を確認した。以上より、OBP-702 は Ad-p53
よりも未分化型胃癌細胞に対して RTK の抑
制を介して強力に細胞死を誘導するがん治
療用ウイルスである可能性が示唆された。 
 
（5）胃癌細胞のスフェロイド形成に対する
p53 誘導性ウイルス製剤の治療効果と細胞死
誘導の検証 
 3 種類のヒト未分化型スキルス胃癌細胞株
（NUGC4、GCIY、KatoIII）が形成するスフ
ェロイドに 2種類の p53誘導性ウイルス製剤

（Ad-p53、OBP-702）を 6 日間感染させた場
合の細胞死の誘導について、Live/Dead アッ
セイとカスパーゼ 3 アッセイにて検討した。
Ad-p53 はスフェロイド辺縁のみにアポトー
シス細胞死を誘導したのに対し、OBP-702は
スフェロイド辺縁部と中心部にアポトーシ
ス細胞死を誘導した。以上より、OBP-702は
Ad-p53 よりも未分化型胃癌細胞の転移巣に
対して強力に細胞死を誘導できる可能性が
示唆された。 
 
（6）胃癌細胞の腹膜播種性転移に対する p53
誘導性ウイルス製剤の治療効果の検証 
 ルシフェラーゼ発現ヒト未分化型スキル
ス胃癌細胞株 GCIY-Luc（2 × 106細胞）をヌ
ードマウス 24 匹の腹腔内に移植し、移植後
13 日目に IVIS システムを用いて腹膜播種転
移の形成をルシフェラーゼ発光強度で確認
した。8匹ずつの 3群に分けた後に移植後 14
日目から 1週間おきに 3回、腹腔内に PBS投
与（Mock 群）、Ad-p53（1×108 PFU）投与
（Ad-p53投与群）、OBP-702（1×108 PFU）投
与（OBP-702投与群）を行った。癌細胞移植
後 20、27、34、41、48日目に IVISシステム
による腹膜播種転移のルシフェラーゼ発光
強度を観察し、治療効果を検討した。OBP-702
は Ad-p53 よりも強力に腹膜播種転移の形成
を抑制する事を確認した。一方、Ad-p53 は
Mock 群と比較して腹膜播種転移の形成を抑
制できなかった。以上より、OBP-702 は
Ad-p53 よりも強力に未分化型胃癌細胞の腹
膜播種転移を抑制する可能性が示唆された。 
 
 本研究の結果から、炎症性微小環境に存在
する線維芽細胞やマクロファージは、分化型
胃癌細胞に対して EMT の誘導を介して悪性
化進展を促進させる可能性が示唆された。さ
らに、p53 誘導性癌特異的増殖型アデノウイ
ルス製剤 OBP-702は、すでに臨床応用されて
いる p53誘導性非増殖型アデノウイルス製剤
Ad-p53 よりも強力に RTK の抑制や細胞死を
誘導して未分化型胃癌細胞の腹膜播種転移
を抑制する抗悪性化療法となる可能性が示
唆された。 
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