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研究成果の概要（和文）： 
癌細胞において特異的に増殖し緑色蛍光蛋白（GFP）を発現させる新規の診断用アデノウイル

スベクター製剤Telomescanの、各種膀胱癌細胞の検出における有用性が証明された。さらに、次

世代の癌細胞検出試薬としてのluciferase発現プラスミド（hTERT-AdTSTA-luciferase）および

GFP発現プラスミド（hTERT-AdTSTA-GFP）の有用性を、各種膀胱癌細胞において確認し、幅広い

癌疾患での遊離・播種癌細胞の検出が可能になると期待される。   

 
研究成果の概要（英文）： 

Usefulness of a diagnostic novel adenoviral vector Telomescan, which proliferates 
specifically in cancer cells and expresses green fluorescent protein (GFP), in the 
detection of various bladder cancer cells, was demonstrated. In addition, the usefulness 
of the luciferase and GFP expression plasmids (hTERT-AdTSTA-luciferase and GFP) as 
next-generation cancer-specific expression systems was also demonstrated in a various 
types of bladder cancer cells. Using these tools, we expect that detection of 
disseminating cancer cells becomes possible in a wide range of cancer diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、分子生物学の進歩や光学機器の発達

により、生きている動物の中で起こっている

現象を分子レベルで可視化する in vivo 分子

イメージングが可能になった。われわれは、

ウイルスの複製を可視化できるように、各種

癌細胞に対する殺細胞効果が確認された

Telomelysin（El 遺伝子の発現を hTERT プロ

モーターで制御する 5 型アデノウイルス）の

E3 領域に緑色蛍光蛋白（GFP）遺伝子を組み

込んだウイルス「Telomescan」を作製した。

Telomescan は感染した癌細胞内で増殖し、癌

細胞内で GFP 蛋白が産生され、蛍光顕微鏡あ

るいは蛍光内視鏡にて蛍光標識された癌細胞

を検出することが可能となる。 

膀胱癌は尿路に発生する悪性腫瘍の中で最

も頻度が高いもので、年間発生頻度は 10 万対

約 10 人と考えられている。浸潤性膀胱癌の場

合は、膀胱全摘除術が施行された場合でも 5 

年生存率は40 ～ 50％程度で、リンパ節転移、

遠隔転移が伴う症例の予後は非常に不良であ

り、早期発見、早期治療が必要といわれてい

る。膀胱癌の診断は、主に尿細胞診、膀胱内

視鏡検査で行うが、膀胱鏡検査が苦痛を伴う

侵襲的検査法であることは否定できない。従

来の尿細胞診を凌駕もしくはその診断効率を

より高める低侵襲の体外診断法の開発が必要

であり、治療に当たり、転移性病変の正確の

診断、治療効果の判定において新たな指標の

開発が望まれる。 

 膀胱癌において Telomerase 活性が高いこ

とが知られており、Telomerase を標的とした

新規診断法開発の可能性があると考えられる。

正確に癌細胞有りと判定することは、治療方

針の決定そして治療成績の向上にもつながる。

以上により、Telomescan を用いた本研究の着

想に到った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、岡山大学において独自に

開発された、癌細胞で特異的に増殖し緑色蛍

光蛋白を発現する診断用アデノウイルスベク

ター製剤 Telomescan を用いて、膀胱癌に対す

る新たな体外・体内診断法を開発することで

ある。さらに、次世代の癌特異的遺伝子発現

プラスミド試薬の開発し、生体内で遊離・播

種したごく少数の癌細胞を強力にラベル・検

出する新技術を確立する為の研究を行った。  

 

 

３．研究の方法 

（１） Telomescan の体外診断法の開発 

①培養細胞における hTERT mRNA の解析 

膀胱癌細胞株（J82 、HT1197 、TccSup 、

T24P3 など）を一週間培養し、細胞を収集し、

RNA を抽出し、RT-PCR 法にて hTERT mRNA の量

を検討した。 

② 培 養 細 胞 に お け る Telomescan の

replication competency の解析 

膀胱癌細胞株（J82、HT1197、TccSup、T24P3

など）においてTelomescanを各MOIで添加し、

細 胞 数 を 経 時 的 に チ ェ ッ ク し 、 ま た

Telomescan の replication competency を解

析した。 

③In vitro での Telomescan の診断効率の解

析 

膀胱癌細胞株（J82、HT1197、TccSup、T24P3

など）に対してTelomescanを各MOIで添加し、

15min, 30min ,40min, 2hr、24hr 後に蛍光顕

微鏡で観察した。 

 

（２）Telomescan の体内診断法の開発 

①マウス膀胱癌同所性モデルにてTelomescan

の診断効率の検討 

8 週齢の SCID マウスを開腹し、膀胱壁に膀

胱癌細胞株 J82 を 1X10６個注入し、膀胱癌同

所性モデルを作製した。Telomescan を膀胱内

に注入し、12hr、24hr、48hr 後に、生体蛍光

顕微鏡にて GFP 蛍光の経時的変化を解析した。



 

また、病理学的な検査と比較し、Telomescan

の診断効率を解析した。 

 

（3）次世代 GFP 発現プラスミド試薬の開発 

①新規開発した癌特異的遺伝子発現システム

を用いたレポーター遺伝子発現プラスミドの

作成 

hTERT プロモーターを搭載し癌特異的に強

力なレポーター遺伝子発現を可能にするプラ

スミド（hTERT-AdTSTA-luciferase および

hTERT-AdTSTA-GFP）を作成した。 

② In vitro で の 各 種 膀 胱 癌 細 胞 へ の

luciferase 遺伝子および GFP遺伝子の導入お

よび各種アッセイ 

hTERT-AdTSTA-luciferase プラスミドを用

いて、当該システムの膀胱癌での癌特異的遺

伝子発現における有用性を検証した。すなわ

ち、ヒト正常尿路上皮細胞（HUC）およびヒト

各種膀胱癌細胞（KK47，HT1376，UM-UC-3，

TCCsup ， J82 ， 5637 細 胞 ） に お い て 、

Lipofectamine 試 薬 を 用 い て

hTERT-AdTSTA-luciferase をトランスフェク

ションし、48 時間後に各癌細胞における

luciferase 遺伝子の発現を luciferase アッ

セイキットを用いてマイクロプレートリーダ

ーで定量した。また、テロメラーゼ活性を測

定するために、Telo TAGGG Telomerase PCR 

ELISAPLUS キットを用いた。 

③作製した hTERT-AdTSTA-GFP プラスミドの

癌細胞検出における有用性を検証するために、

ヒトの膀胱癌細胞（KK47 細胞）をヒト正常尿

路上皮細胞（HUC）と共に様々な割合で培養プ

レートに播種し、hTERT-AdTSTA-GFP をトラン

スフェクションして、癌細胞における GFP 遺

伝子の発現を蛍光顕微鏡で経時的に観察した。 

 

 

４．研究成果 

（１） Telomescan の体外診断法としての有

用性の検討 

① 膀胱癌培養細胞における hTERT mRNA の解

析 

 各種膀胱癌細胞株より RNA を抽出し、

RT-PCR 法にて hTERT mRNA の量を検討した。

各膀胱癌細胞株の間では若干の差が認められ

るものの、膀胱癌細胞株では概ね Telomerase

活性が高いことを確認した。 

②膀胱癌培養細胞における In vitro での

Telomescan の診断効率の解析 

各種膀胱癌細胞株に対し、Telomescan を

様々な MOI で添加し、15 分、30 分、40 分、2

時間、24 時間後に蛍光顕微鏡で観察した。

Telomescan の添加 1時間後で、Telomescan が

増殖することによって蛍光蛋白 GFP が産生さ

れ、各癌細胞での蛍光の確認ができるように

なった。また、Telomescan の導入効率の検討・

至適条件・検出法の設定を行った。 

 

（２）Telomescan 体内診断法としての有用性

の検討 

①マウス膀胱癌同所性モデルにてTelomescan

の診断効率の検討 

膀胱癌同所性モデルにおいて Telomescan

を膀胱内に注入し、12hr、24hr、48hr 後に生

体蛍光顕微鏡にて GFP 発光を経時的変化に解

析した。また、病理学的な検査と比較し、

Telomescan の 診 断 効 率 を 検 討 し た 。

Telomescan に よ る 膀 胱 腫 瘍 の 描 出 は

Telomescan を膀注 4時間より観察可能であっ

た。当該マウスの各正常臓器を観察したとこ

ろ、腎臓、脳、肝臓、心臓での GFP 発光が検

出されなかった。また、病理学的な解析を加

えたところ、GFP 発光により肉眼的に検出困

難なマイクロ腫瘍の検出が可能となった。 

 

（３）次世代 GFP 発現プラスミド試薬の開発 

①新規の癌特異的遺伝子発現システムを用い

て尿中膀胱癌細胞を検出する為、luciferase

遺伝子、GFP遺伝子を発現するhTERT-AdTSTA

プラスミドを作成した。当該発現プラスミド

試薬の有用性を、各種膀胱癌細胞を用いて確

認できた。 

 



 

②正常尿路上皮細胞（HUC）および各種膀胱癌

細胞（KK47，HT1376，UM-UC-3，TCCsup，J82，

5637 細胞）のそれぞれのテロメラーゼ活性と

hTERT-AdTSTA-luciferase プラスミドによる

luciferase遺伝子の発現量との相関を解析し、

両者の間に有意な相関が認められた。結果と

して，hTERT-AdTSTA-luciferase プラスミド

は，テロメラーゼ活性がより高い膀胱癌細胞

においてより強く luciferase 遺伝子を発現

することが明らかとなった． 

③hTERT-AdTSTA-GFPプラスミドの癌細胞検出

における有用性を検証するために，ヒトの膀

胱癌 KK47 細胞とヒト正常尿路上皮細胞（HUC）

を 1：10 で混合して培養した状態で，

hTERT-AdTSTA-GFPをトランスフェクションし，

24時間後に GFP遺伝子の発現を蛍光顕微鏡で

観察した．結果として，一部の膀胱癌 KK47 細

胞で強い GFP 遺伝子の発現が観察され，正常

尿路上皮細胞（HUC）中に存在する膀胱癌細胞

を，GFP 遺伝子の発現を確認することにより

同定することが可能となった。  
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