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研究成果の概要： 

悪性胸膜中皮腫は比較的稀な腫瘍であるが、多くの治療の抵抗性と浸潤性の局所進展、極めて不

良な平均生存期間などから、何らかの新しい治療戦略の開発が必須と考えられる。本研究では、

テロメラーゼ依存性腫瘍融解ウイルス製剤テロメライシンによる治療効果、および蛍光発現同製

剤テロメスキャンによる診断機能について検討した。テロメライシンの胸腔内投与は同所性マウ

スモデルにおいて顕著な抗腫瘍活性を示し、テロメスキャンにて微小胸膜播種巣を可視化するこ

とが可能であった。これらのウイルス製剤は、悪性胸膜中皮腫の診断・治療に有用と考えられる。 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007 年度 7,200,000 2,160,000 9,360,000 

2008 年度 4,800,000 1,440,000 6,240,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 12,000,000 3,600,000 15,600,000 

 

研究分野：腫瘍外科学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・胸部外科学 

キーワード：テロメラーゼ、アデノウイルス、hTERT、ウイルス療法、遺伝子治療、悪性胸膜中

皮腫、呼吸器外科学 

 

１．研究開始当初の背景 

(1) テロメライシン＆テロメスキャン 

最近の分子生物学の進歩により、癌細胞の

悪性形質の発現に重要な分子を標的とした抗

癌治療の開発が試みられている。染色体末端

のテロメア長を保つ作用を持つ酵素テロメラ

ーゼは85％以上の癌細胞でその活性の上昇が

知られており、現在、癌治療のターゲットと

して最も注目を浴びている分子の一つである。

岡山大学で開発した国産のウイルス製剤テロ

メライシン（Telomelysin、開発コード：

OBP-301）は、テロメラーゼ構成分子である

hTERT (human telomerase reverse 



transcriptase) 遺伝子のプロモーターでア

デノウイルスの増殖に必須のE1遺伝子を駆動

することで作成した腫瘍融解ウイルスである。

テロメライシンは、広範な癌細胞で選択的に

増殖し、高率に細胞融解を引き起す。またわ

れわれは、テロメライシンにGFP（Green 

Fluorescent Protein）遺伝子を組み込んだテ

ロメスキャン（TelomeScan、OBP-401）により

肺癌の微小転移検出が可能であることを明ら

かにしており、本技術の診断用医薬品として

の有用性も示してきている。しかし、未だ特

殊な標的疾患に対する胸腔や腹腔などの閉鎖

空間への投与による安全性・有効性の検討は

詳細には行われていない。 

 

(2) 悪性胸膜中皮腫の分子病態 

悪性胸膜中皮腫は比較的稀な腫瘍であり、

米国では年間2000から3000人の新たな患者が

診断されるが、70%以上の患者でアスベストの

暴露が認められている。1980年代から世界的

にはその使用が控えられてきたにもかかわら

ず、本邦では1950年代以降アスベストの消費

は急速に増加しており、本邦での悪性胸膜中

皮腫の罹患率はこれからも増加を続けると考

えられている。最近では、企業によるアスベ

ストの環境汚染が社会的な問題となっており、

中皮腫の治療開発は急務と考えられる。悪性

胸膜中皮腫の特徴は、浸潤性の局所進展と9

～16ヶ月という極めて不良な平均生存期間で

ある。悪性胸膜中皮腫は多くの治療の抵抗性

であり、外科手術や放射線療法のみでは生命

予後の改善は期待できない。さまざまな化学

療法レジメが試みられてきたが標準治療と呼

べるものは確立されておらず、何らかの新し

い治療戦略の開発が必須と考えられる。 

多くの悪性胸膜中皮腫の発生にはSimian 

virus 40（SV40）の感染が関連すると報告さ

れており、その分子機構としては、SV40 T抗

原による複数の癌抑制遺伝子産物の不活化や、

最近ではSV40感染による特定遺伝子のプロモ

ーターのメチル化などが考えられている。し

かし、正常細胞の不死化を検討した多くの実

験から、SV40 large T抗原の導入のみでは癌

化は起こらず、テロメラーゼの活性化、特に

hTERT遺伝子導入が必要であることが明らか

になっている。したがって、悪性胸膜中皮腫

ではSV40の感染とともにhTERT発現が認めら

れると推測され、テロメラーゼ（hTERT）依存

性のテロメライシン（テロメスキャン）の細

胞内増殖の亢進が生じると思われる。すなわ

ち、胸膜中皮腫はテロメライシンの顕著な効

果が期待される標的疾患であり、臨床効果を

予測する根拠となりえる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、悪性胸膜中皮腫にターゲット

を絞り、テロメライシンおよびテロメスキャ

ンを用いた診断・治療の臨床応用を目指した

前臨床研究を推進し、新規ウイルス製剤の胸

腔内投与による中皮腫の新たな治療戦略の早

期開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株におけるテ

ロメラーゼ発現の解析 

hTERT 遺伝子を標的としたリアルタイム

RT-PCR により、各種ヒト悪性胸膜中皮腫細胞

およびヒト正常細胞におけるテロメラーゼ

活性を測定する。 

 

(2) ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株におけるア

デノウイルス受容体（CAR）発現の解析 

フローサイトメトリーを用いて、各種ヒト

悪性胸膜中皮腫細胞におけるアデノウイル

ス受容体（coxsackie-adenovirus receptor: 

CAR）の発現レベルを定量する。 

 



(3) In vitro におけるテロメライシンおよび

テロメスキャンの抗腫瘍活性 

各種ヒト悪性胸膜中皮腫細胞にテロメス

キャンを感染させ、蛍光顕微鏡下に GFP 蛍光

発現を観察して、テロメスキャンの増殖と

GFP 遺伝子発現の相関性を検証する。また、

各種ヒト悪性胸膜中皮腫細胞にテロメライ

シンを感染させ、経時的な生細胞数の変化を

XTT アッセイにて検討する。ウイルス増殖と

細胞障害活性（cytopathic effect、CPE）の

相関、およびテロメライシンの容量依存性に

ついて検証する。 

 

(4) In vivo におけるテロメスキャンの選択

的増殖と GFP 蛍光発現の検討 

同所性胸膜中皮腫モデルを用いて、テロメ

スキャンを胸腔内に投与し、一定時間の後に

胸骨正中切開にて開胸、高感度蛍光観察シス

テムでテロメスキャンの播種病巣内での増

殖を検証する。さらに、ファイバー型の高感

度蛍光検出装置（Cell~vizio [フランスMauna 

Kea Technologies 社]）を用いて、肋骨間か

らファイバー先端を挿入して胸腔内を観察

し、臨床的に胸腔鏡下と同様の状況での観察

を行うことにより、診断用技術としての応用

の可能性を検討する。 

 

(5) In vivo におけるテロメライシンの胸腔

内投与による抗腫瘍効果の検討 

ヌードマウスの胸腔内に悪性胸膜中皮腫

細胞を移植後、早期（移植翌日）から晩期(移

植後 28日以上)までの様々な時期に各濃度の

テロメライシンを投与し、一定期間の後にマ

ウスを犠牲死させ、播種病巣の個数と重量を

測定し、抗腫瘍効果を検討する。 

 

(6) ヘパラナーゼ発現アデノウイルスベク

ターの併用によるテロメライシンの効果増

強 

In vitroにおけるヘパラナーゼ発現を確認

するために、各種ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株

に非増殖型ヘパラナーゼ発現アデノウイル

スベクター（Ad-S/hep）を感染させ、ウエス

タンブロット解析にてヘパラナーゼ蛋白質

発現を測定する。次に、中皮腫細胞をスフェ

ロイドとして in vitro で培養し、Ad-S/hep

の共感染によりテロメスキャンのスフェロ

イド内への浸透が促進されるかどうかを蛍

光顕微鏡下に比較検討する。さらに、胸膜播

種モデルにおいてテロメライシン投与と同

時に Ad-S/hep も胸腔内投与を行い、抗腫瘍

効果の増強を腫瘍重量および生存期間の延

長で検討する。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株におけるテ

ロメラーゼ発現の解析 

ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株 H2052、H2452、

H28、211H のいずれにおいても hTERT 遺伝子

発現が確認され、一方、血管内皮細胞、線維

芽細胞では検出限界以下であった。 

 

(2) ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株におけるア

デノウイルス受容体（CAR）発現の解析 

ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株 H2052、H2452、

H28、211H のいずれにおいても、発現レベル

に差はあるものの、アデノウイルス受容体は

高率に発現していた。 

 

(3) In vitro におけるテロメライシンおよび

テロメスキャンの抗腫瘍活性 

ヒト悪性胸膜中皮腫細胞株 H2052、H2452、

H28、211H のいずれにおいても、テロメライ

シンの感染により容量依存性に顕著な細胞

死が誘導され、10 multiplicity of infection 

(MOI)で 3 日以内に細胞傷害活性は十分に観



察された。また、同容量のテロメスキャンの

感染により、すべての細胞株で強力な GFP 蛋

白質発現が確認され、細胞内でのウイルス増

殖が示唆された。 

 

(4) In vivo におけるテロメスキャンの選択

的増殖と GFP 蛍光発現の検討 

H2452 細胞をヌードマウスの胸腔内に投与

すると多数の胸腔内結節が形成され、ヒト悪

性胸膜中皮腫と臨床的に類似した同所性胸

膜播種モデルとなる。このモデルにおいてテ

ロメスキャンを胸腔内に投与し、開胸下に高

感度 3CCD カメラで、あるいは微細ファイバ

ー型の蛍光検出装置（Cell~vizio）で観察す

ることで、肉眼的に確認できない微小結節を

含めて播種巣を GFP蛍光で可視化することが

可能であった。 

 

(5) In vivo におけるテロメライシンの胸腔

内投与による抗腫瘍効果の検討 

H2452 細胞の胸腔内投与による同所性モデ

ルにおいて、108 plaque forming units (PFU)

のテロメライシンの第 1、8日、第 8、15 日、

第 15、22 日、および第 29、36 日、いずれの

胸腔内投与によっても明らかな播種結節数

の減少と腫瘍総重量の低下が観察された。一

方、同容量のコントロール非増殖性アデノウ

イルス dl312の投与では全く抗腫瘍効果は認

められなかった。 

 

(6) ヘパラナーゼ発現アデノウイルスベク

ターの併用によるテロメライシンの効果増

強 

H2452中皮腫細胞の三次元的スフェロイド

培養を行い、培養液中にテロメスキャンと細

胞外マトリックスであるヘパラン硫酸を分解

する酵素であるヘパラナーゼを発現する非増

殖型アデノウイルスベクター（Ad-S/hep）を

投与し、一定時間後に共焦点蛍光顕微鏡下に

GFP発現を観察した。テロメスキャン単独に比

べて、Ad-S/hepを併用することでより深部へ

のウイルス浸透が認められた。 

また、H2452細胞の胸腔内投与による同所性

モデルにおいて、108 PFUのテロメライシンと

107 PFUのAd-S/hepを第8、15日に胸腔内投与

すると、テロメライシンとコントロールウイ

ルスdl312の投与に比べて有意な播種結節数

の減少と腫瘍総重量の低下が観察され、生存

期間も有意に延長した。 
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