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研究成果の概要（和文）：本研究では、OBP-301に多機能がん抑制遺伝子であるp53を搭載した次世代型武装化ウ
イルス製剤 OBP-702の膵癌間質細胞による免疫抑制機構への効果を検証し、免疫担当細胞浸潤の乏しいcold 
Tumorである膵癌に対する複合免疫療法の前臨床研究を実施した。その結果、膵癌微小環境において膵癌間質細
胞（ヒト膵星細胞： hPSC）は膵癌細胞と共存することで腫瘍増殖を促進しており、OBP-702はhPSCにおいても強
力なp53遺伝子発現を生じるとともに選択的なアポトーシスを誘導することで、膵癌細胞自体への抗腫瘍効果に
加えて膵癌微小環境の制御を介した統合的な抗腫瘍活性を発揮した。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of OBP-702, a next-generation armed adenovirus 
OBP-702, which carries the multifunctional tumor suppressor p53 gene, on the immunosuppressive 
pancreatic cancer microenvironment. Pancreatic cancer stromal cells (human pancreatic stellate 
cells: hPSC) promoted tumor growth by coexisting with pancreatic cancer cells in the pancreatic 
cancer microenvironment, and OBP-702 produced strong p53 gene expression in hPSC. By inducing 
selective apoptosis, in addition to the antitumor effect on the pancreatic cancer cells, OBP-702 
exhibited a profound antitumor activity through the control of the pancreatic cancer 
microenvironment.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 癌　遺伝子　細胞・組織　医療・福祉　トランスレーショナルリサーチ

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌微小環境において、膵癌間質細胞hPSCは膵癌細胞と共存することで腫瘍増殖を促進しており、OBP-702は膵
癌細胞自体への抗腫瘍効果に加えて膵癌微小環境の制御を介した統合的な抗腫瘍活性を発揮した。間質細胞を標
的とすることで他の種々の細胞とのクロストークに関わる様々な分子を制御することができ、がん細胞のみを狙
った既存のコンセプトとは異なる革新的な治療法の開発につながる可能性がある。

※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 
i）膵癌の難治性と微小環境における間質の役割 
膵癌は診断時に手術可能な症例は約 20%に過ぎず、切除不能症例では極めて予後不良の難治

がんである。したがって、膵癌に有効な治療開発が進めば、他の多くの消化器がんの予後向上に
貢献できる可能性がある。生体内のがん組織において、間質には線維芽細胞をはじめとして炎症
細胞、免疫担当細胞、血管、リンパ管、結合組織などが存在し、がん細胞と相互作用することで
特殊な微小環境を構築している。特に膵癌や線維化の多いスキルス胃癌では、この間質ががんの
増殖・浸潤・転移に重要な役割を果たしていることが明らかとなっており、活性化したがん関連
線維芽細胞（cancer-associated fibroblast; CAF）の機能が注目されている。CAF は様々な液性因子
を分泌することでがん微小環境に影響を与えており、TGF-β でオートクリン的に自ら活性化す
ると同時に制御性 T 細胞（T-reg）誘導などによる免疫抑制を生じる（Noma et al, Gastroenterology, 
2008）。さらに最近、われわれは CAF が Interleukin-6（IL-6）分泌を介して腫瘍局所への CD8 陽
性 T 細胞の浸潤を抑制し、逆に FoxP3 陽性制御性 T 細胞の集積を促進して免疫抑制性に作用す
ることを明らかにした（Kato et al, Clin Cancer Res, 2018）。すなわち、これら液性因子のクロスト
ークを標的として制御することで、がん微小環境における免疫抑制状態を選択的に解除するこ
とができる。 
 
ii）次世代型武装化ウイルス製剤 OBP-702（Pfifteloxin）の開発 
岡山大学病院では、1999 年から非増殖型アデノウイルスに p53 がん抑制遺伝子を組み込んだ

ウイルス製剤 Advexin の本邦で初めての第 I 相臨床試験を行い、安全性と有効性の良好な成績を
報告した（Fujiwara et al, J Clin Oncol, 2006）。また、OBP-301（Telomelysin）は岡山大学で開発さ
れた国産の抗がんアデノウイルス製剤であり、テロメラーゼ構成成分である hTERT 遺伝子のプ
ロモーターにより、がん細胞のみで選択的に増殖して腫瘍融解を引き起す。OBP-301 の安全性
は、米国食品医薬品局（US FDA）の承認のもと、2006 年より米国で実施した各種固形がんに対
する第 I 相臨床試験で実証されており（Nemunaitis et al, Mol Ther, 2010）、本邦では食道癌に対す
る放射線併用の臨床研究が終了したところである。OBP-301 は遺伝子導入用ベクターとしても、
様々な機能遺伝子を搭載可能である（Kishimoto et al, Nat Med, 2006）。本研究では、多彩な生物
活性を有する p53 がん抑制遺伝子を搭載した次世代型武装化ウイルス製剤 OBP-702（Pfifteloxin）
を使用する（Yamasaki et al, Eur J Cancer, 2012; Hasei et al, Mol Cancer Ther, 2013）。本研究の核心
をなす学術的「問い」は、膵癌細胞のみならず OBP-702 で間質の CAF や他の細胞集団に強制的
に野生型 p53 を発現させることで、膵癌微小環境における免疫抑制状態が変化するかどうかを
知ることである。 
 
2, 研究の目的 
本研究では、「難治性の膵癌を対象とする前臨床研究として、次世代型 p53 遺伝子発現武装化

ウイルス製剤 OBP-702 の膵癌微小環境への影響を検証し、特に膵癌細胞での PTEN、TGF-β 発
現や CAF 化した膵癌間質細胞における TGF-β、IL-6 発現などのオートクリン、パラクリン液性
因子のクロストークへの効果を明らかにすることで、多様な生物活性を発揮する遺伝子改変ウ
イルス製剤としての OBP-702 の創薬基盤を確立すること」を目的とする。本研究で、間質を中
心とした膵癌微小環境における免疫抑制を解除する分子機構を解明することができれば、抗 PD-
1 抗体などの免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint Inhibitor; ICI）との併用など、さ
らに強力な効果が期待できる革新的な臨床プロトコールを迅速に提案することが可能となる。 
 
3. 研究の方法 
1）ヒト膵癌細胞株（Capan-1、MIAPaCa-2、BxPC-3、Panc-1）の培養上清を使って、あるいは特
殊なチャンバーで共培養することでヒト線維芽細胞を CAF 化し、筋線維芽細胞（myofibroblast）
マーカーの α平滑筋アクチン（αSMA）や間葉系マーカー（vimention、paladin 4Ig、podoplamin、
SPARC など）の発現変化を確認する。 
2）正常ヒト線維芽細胞（WI-38）、膵星細胞（hPSC-1）などに OBP-702 を感染させ、ウエスタン
ブロット解析にて経時的に p53 タンパク質発現を確認する。また、OBP-702 感染細胞の上清中の
各種サイトカインをマルチプレックス ELISA アレイシステムを用いて測定し、OBP-702 の間質
細胞からの液性因子分泌への効果を網羅的に検討する。hTERT 遺伝子の定量的 PCR にてテロメ
ラーゼ活性を測定し、CAF で活性が認められれば、OBP-702 による間質での選択的 CAF 除去が
期待できる。 
3）In vivo における PSC の影響を検討するため、膵癌細胞と PSC を同時移植する皮下腫瘍モデ
ルを作成し、その増殖を比較することで PSC の増殖促進効果を検証する。 
4）新たに 2 種類の PSC と 2 種類の膵癌細胞株の組み合わせで 3D モデルを作成し、OBP-702 の
用量依存性抗腫瘍効果を検討する。 
5）膵癌細胞と PSC を同時移植する皮下腫瘍モデルにおいて、OBP-702 の効果を検討し、さらに



免疫組織染色にて PSC での p53 遺伝子発現を確認する。 
 
4. 研究成果 
1）正常ヒト線維芽細胞株（WI-38）とマウス胎児線維芽細胞 (MEF)、膵星細胞株（hPSC-1）お
よびマウス膵から樹立した膵星細胞（PSC）を使用し、TGF-βあるいはヒト膵癌細胞上清でがん
関連線維芽細胞（cancer-associated fibroblast; CAF）誘導可能であった。CAF 化した間質細胞の
αSMA や FAP 発現を確認した。 
2）FBS2%培地で増殖を抑えた環境で CAF への OBP-301 と OBP-702 の抗腫瘍効果を比較検討し
た。OBP-702 は、がん細胞上清で刺激し CAF 化した hPSC-1 細胞に強い p53 発現と ser15 リン酸
化を誘導し、有意に強力に殺傷することを明らかにした。TGF-βで刺激した hPSC でも同様の効
果が観察された。ヒト膵癌細胞株と hPSC を共培養することでも同様に CAF 化を誘導すること
ができ、OBP-702 により有意に強力な p53 発現が確認された。ただ、上清中の各種サイトカイン
をマルチプレックス ELISA アレイシステムを用いて測定したところ、TGF-βとウイルス感染増
強効果に相関は認められなかった。作用機序の解析として、細胞内ウイルス受容体である RIG-I
の発現変化を検討したが有意な変化はみられなかった。しかし、hTERT 発現は増強しており、
OBP-702 の増殖は促進されている可能性が示唆された。マウス膵星細胞 PSC でも、上清か TGF-
βで CAF 化すると、hTERT と p53 発現増強が認められた。 
3）ヒト膵癌細胞と hPSC をヌードマウス皮下に同時に移植することで皮下腫瘍が形成され、ヒ
ト間質細胞を有する同所性モデルに近い皮下腫瘍モデルを確立することができた。続いて、ヒト
膵癌細胞と hPSC の比率を変えて皮下腫瘍を作成し、2 週間経過時点で 1：9 の割合が最も大き
な腫瘍を形成することを明らかにした。ヒト膵癌細胞の培養上清で CAF 化した hPSC における
OBP-702 のウイルス増殖を比較検討したところ、ウイルスコピー数は有意に増加していたが、感
染後 2 時間ですでに差が生じていることから、ウイルス感染のそのものが増強している可能性
が示唆された。 
4）膵癌間質細胞（ヒト膵星細胞： hPSC）とヒト膵癌細胞を用いた高間質 3D モデルを作成し、
OBP-702 の用量依存性の増殖抑制効果を確認できた。間質を同定する αSMA と膵癌細胞を染め
る cytokeratin、さらに p53 の蛍光免疫染色を行うことで、腫瘍縮小効果と間質における p53 遺伝
子発現を同時に視覚化することが可能であった。また、TUNEL 染色を合わせて行うことで、hPSC
におけるアポトーシス誘導も検出することができた。 
5）In vivo においても hPSC の影響を検討するため、膵癌細胞と hPSC を同時移植する皮下腫瘍
モデルを作成したところ、hPSC による増殖促進効果が認められた。免疫組織染色によって、hPSC
での p53 遺伝子発現を確認することができた。 
 
以上の結果より、膵癌微小環境において hPSC は膵癌細胞と共存することで腫瘍増殖を促進し

ており、OBP-702 は hPSC においても強力な p53 遺伝子発現を生じるとともに選択的なアポトー
シスを誘導することで、膵癌細胞自体への抗腫瘍効果に加えて膵癌微小環境の制御を介した統
合的な抗腫瘍活性を発揮すると考えられる。 
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