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研究成果の概要（和文）：本研究ではOBP-702、OBP-301、Ad-p53を用いて様々な癌腫の細胞株に対する細胞障害
活性を検証した。50%阻害濃度を算出しこれを基盤となるデータベースとして、網羅的な解析を行いOBP-702のバ
イオマーカーの検索を行った。OBP-702の抗腫瘍メカニズムを「ウイルス感染」、「ウイルス複製」、「p53」の
要素に分け検討し、それぞれ「CAR」、「Ki67」、「p53遺伝子変異」がOBP-702の抗腫瘍効果に関連する因子で
あった。これらの3因子をバイオマーカーと見立てOBP-702の治療効果を予測するスコアリングシステムを構築
し、in vitroでの治療効果と相関することを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we validated the cytotoxic activity of OBP-702, OBP-301, and 
Ad-p53 against various cancer cell lines. We calculated the 50% inhibitory concentration and 
conducted comprehensive analyses based on this data to search for biomarkers of OBP-702. We divided 
the anti-tumor mechanism of OBP-702 into elements such as "viral infection," "viral replication," 
and "p53," and examined factors such as "CAR," "Ki67," and "p53 gene mutations" that were associated
 with the anti-tumor effect of OBP-702. We regarded these three factors as biomarkers and 
constructed a scoring system to predict the therapeutic effect of OBP-702, confirming its 
correlation with the therapeutic effect in vitro.

研究分野： Oncolytic Virus
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんウイルス療法は高い腫瘍特異性を有し、既存の治療法とは異なるメカニズムで 細胞死を誘導する新規治療
法のひとつである。現段階では、がんウイルス療法における普遍的な、あるいは個々のウイルス治療薬に特異的
なバイオマーカーの報告はなく、独自のバイオマーカー探索が必要と考えられる。本研究では、約50種のヒトが
ん細胞株を使用して、OBP-702（p53搭載腫瘍融解アデノウイルス)の治療関連バイオマーカーの同定を行い、そ
の効果予測システムの構築を行った。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん治療においては近年、バイオマーカーに基づく個別化医療がますます重要となってき
ている。がんウイルス療法は、高い腫瘍特異性を有し 、既存の治療法とは異なるメカニズ
ムで細胞死を誘導する新規治療法のひとつである。申請者らは、現在臨床試験段階にあるテ
ロメラーゼ特異的腫瘍融解アデノウイルス(OBP-301)を基本骨格とし、より強力な治療効果
を発揮する次世代型ウイルス治療薬として、p53 がん抑制遺伝子を搭載した腫瘍融解アデノ
ウイルス(OBP-702)を開発した。本研究では、約 50 種のヒトがん細胞株を使用して、OBP-
702 の治療関連バイオマーカーの 同定を行い、その効果予測システムの構築を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
当研究室では、OBP-301 の開発段階において分子生物学的特徴や生体内分布に関する解析を
行い、またヒト食道がん細胞株に対する放射線との 相乗効果に着目し、食道がん患者と対
象とした放射線との併用療法に関する臨床試験を行ってきた。OBP-702 は OBP-301 を基本骨
格としつつも、 細胞の生死に大きな影響を及ぼす p53 遺伝子を有する点でその治療メカニ
ズムは異なる点が存在する。 本研究では OBP-702 に関しても同様に、多数のヒトがん細胞
株を用いてその有効性を検証し、有効ながん腫や治療関連バイオマーカーを同定し 、その
効果予測システムを構築することを目的としている。 現段階では、がんウイルス療法にお
ける普遍的な、あるいは特異的なバイオマーカーの報告はなく、OBP-702 の今後の臨床開発
の方向性を示す だけでなく、がんウイルス療法に普遍的なバイオマーカーの同定につなが
る可能性も秘めている。 
 
 
３．研究の方法 
今回、OBP-702 の効果予測システムの構築を目指すにあたって、研究全体を、Ⅰ.データベース
の作成、Ⅱ.データベースを用いた効果予測因子の特定、Ⅲ.治療効果予測システムの構築、Ⅳ.
治療効果予測システムの検証、という 4つの段階に分け進めていくこととした。 
 
Ⅰ データベースの作成 
約50種のヒトがん細胞株に対するOBP-702の細胞障害活性を検証し、50%阻害濃度(IC50値)
を算出し 、これを OBP-702 の治療効果データベースとした。また OBP-702 に加え、OBP-
301(ウイルス増殖により細胞死を引き起こす)、Ad-p53(感染後発現する p53 により治療効
果を示す)も同様に細胞障害活性を検証して IC50 値を算出し、効果因子特定のための比較・
検証に用いた。 
 
 
Ⅱ データベースを用いた効果予測因子の特定 
OBP-702 の治療メカニズムは、“ウイルスの感染”、“ウイルスの複製”、“p53 の作用”
の 3つに大別される。それぞれに関連する因子について IC50 値との相関性を検証すること
で効果予測因子の特定を行った。 
① ウイルスの感染に関連する因子：OBP-702 の基本骨格である 5型アデノウイルスは、コ

クサッキー・アデノウイルス受容体 (CAR)やインテグリンα vβ3、インテグリンαvβ5
を介して細胞に感染することが知られている。ここでは Ad-GFP を使用し(Ad-GFP は感
染後増殖しないため GFP の発現量 が感染したウイルス量と相関する)、各細胞株におけ
る CAR やインテグリンの発現量と GFP との相関性を検証した。 

② ウイルスの複製に関連する因子：アデノウイルスの二本鎖 DNA は宿主の核内で転写・複
製が行われるため、宿主細胞の細胞増殖に関連する因子(倍加時間[doubling time] や
Ki67 など)との関連が想定される。ここでは、OBP-301 を使用し(OBP-301 はウイルス増
殖により細胞死を引き起こすため、その治療効果[IC50 値]はウイルス複製能を表す指
標となる)、各細胞株における doubling time や Ki67 などの因子と OBP-301 の IC50 値
との相関性を検証した。 

③ p53 の作用に関連する因子：p53 遺伝子はヒト腫瘍の約 50~70%で変異または欠失してお
り、この p53 のステータスによって、p53 遺伝子導入時の治療 効果が異なることが想定
される。ここでは、Ad-p53 を使用し(Ad-p53 の治療効果は主に感染後発現する p53 によ
る影響である)、各細胞株の p53 ス テータスと Ad-p53 の IC50 値との相関性を検証し
た。 
 

Ⅲ. 治療効果予測システムの構築 
上記Ⅱで探索した因子の中で、相関性の高い因子を抽出し、OBP-702 の治療効果予測システ



ムの構築を行う。臨床で目にすることの多い、スコアリングシステムやノモグラムの作成を
想定した。 
  
 
４．研究成果 
Ⅰ. データベースの作成 
34 種の消化器癌および 13 種の非消化器癌の計 47 種類の細胞株を用いて、OBP-702 に OBP-
301 および Ad-p53 を含んだ各ウイルスに対する感受性を XTT アッセイで解析し、IC50 値を
算出することで基盤となるデータベースの作成を行った。OBP-702 は全ての細胞株で他のウ
イルスより優れた抗腫瘍効果を示した。また、OBP-702 の IC50 値は OBP-301 および Ad-p53
の IC50 値と相関関係(OBP-301：r=0.69、Ad-p53：r=0.58)を示した。 
 
Ⅱ. データベースを用いた効果予測因子の特定 
① ウイルスの感染に関連する因子：47 種の細胞株に対して flow cytometry を行い、CAR、

インテグリンαvβ3、インテグリンαvβ5の発現を検証し、Ad-GFP 投与後の GFP 発現
量との相関性を検証した。GFP 発現量と CAR の発現には比較的強い相関関係が確認され
た(r=0.65)のに対して、インテグリンαvβ3とインテグリンαvβ5の発現に対しては
相関がほぼ見られなかった(インテグリンαvβ3：r=0.26、インテグリンαvβ5：r=0.14)。
またCARが比較的高発現である細胞株SW48と発現の見られない細胞株RKOに対してCAR
抗体を投与し発現を block した後に、OBP-702 の細胞障害活性を検証すると、SW48 では
細胞障害活性の減衰が確認されたが、RKO においては抗体投与前後で細胞障害活性に変
化が見られなかった。以上の結果より、CAR が OBP-702 の治療効果予測因子であると考
えられた。 

 
② ウイルスの複製に関連する因子：Ⅰで作成したデータべースより OBP-301 が強い細胞障

害活性を示した細胞株と障害活性が比較的弱い細胞株を選択し、doubling time を観察
したところ、強い障害活性を示した細胞株において doubling time が短い傾向が確認さ
れた。ウイルスの効果が細胞増殖速度に関連すると考え、細胞増殖の指標の一つとされ
る Ki67 の発現を flow cytometry にて検証し、OBP-301 の IC50 値との相関性を検証し
た。doubling time と Ki67 の発現に関しては、r=0.76 と強い相関関係を示すことを確
認している。OBP-301 の IC50 値と Ki67 の発現には r=-0.43 と相関関係が認められ、
Ki67 の発現が治療効果予測因子となる可能性が示唆された。 

 

③ p53 の作用に関連する因子：各細胞株の p53 ステータスと Ad-p53 の IC50 値との関係性
を検証した。47種の細胞株の内、p53 遺伝子変異は 13種に認められた。p53 遺伝子変異
を有する細胞株と有さない細胞株で Ad-p53 の IC50 値を比較したところ、遺伝子変異を
有する細胞株において有意に IC50 値が低い傾向にあった(p<0.01)。 

 
Ⅲ. 治療効果予測システムの構築 
上記Ⅱで探索した結果、「CAR」、「Ki67」、「p53 遺伝子変異」が OBP-702 の治療効果予測因子
となる可能性が示唆された。この 3因子を用いて、OBP-702 の治療効果予測システムの構築
を行った。最終的にスコアリングシステムを採用し、上記 3 因子の発現ステータスを基に
0~6 点の 7 段階で評価を行った。スコアと既存のデータベースでの IC50 値は r=-0.58 と相
関を示し、低得点(3 点以下)と高得点(4点以上)とに分けた場合、高得点群で有意に IC50 値
が低かった(p<0.01)。 
 
Ⅳ. 治療効果予測システムの検証 
細胞株を mix し、『未知の細胞』と見立てることで in vitro での効果判定を行った。消化器癌細
胞株を用い、同臓器の細胞株 2～3種類を共培養することで mix 細胞株を作成した。24 種の mix
細胞株を作成し、「CAR」、「Ki67」、「p53 遺伝子変異」に関して評価を行い、前述のスコアリ
ングシステムにて採点した。OBP-702 を mix 細胞株に投与し、IC50 値を算出して、スコアと
の相関性を検証したところ、r=-0.59 と相関を示した。また低得点(3点以下)と高得点(4 点
以上)とに分けた場合、高得点群で有意に IC50 値が低かった(p<0.01)。以上のことより、今
回構築したスコアリングシステムが OBP-702 の抗腫瘍効果を予測するシステムになりうる
可能性が示唆された。 
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