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研究成果の概要（和文）：癌患者の末梢血中を浮遊している癌細胞（CTC）の検出は、上皮系マーカーを指標とした方
法が主流であるが、浸潤・転移などに関わる上皮間葉転換（EMT）を生じた癌細胞は理論上検出不能である。本研究で
は、テロメラーゼ依存性GFP蛍光発現アデノウイルス（TelomeScan）をCTCで選択的に増殖させ、フローサイトメトリー
でGFP陽性細胞を捕獲・回収し、遺伝子解析を行う技術を確立した。本技術により、末梢血から個別化医療のための遺
伝子情報を得ることができ、EMTを生じた癌細胞を解析することで、悪性度や予後をより高精度に予測可能となる。

研究成果の概要（英文）：Molecular-based companion diagnostic tests are being used with increasing 
frequency to predict their clinical response to various drugs. However, invasive procedures are typically 
required to obtain tissues for this analysis. Here we established a new approach to capture live 
circulating tumor cells (CTCs) among millions of peripheral blood leukocytes using a GFP-expressing 
attenuated adenovirus, in which the telomerase promoter regulates viral replication (TelomeScan). Because 
current CTC detection strategies mainly depend on epithelial cell surface markers, the presence of 
heterogeneous populations of CTCs with epithelial and/or mesenchymal characteristics may pose obstacles 
to the detection of CTCs. Our biological capturing system can image both epithelial and mesenchymal tumor 
cells with telomerase activities as GFP-positive cells. This fluorescent virus-guided viable CTC 
capturing method provides a non-invasive alternative to tissue biopsy.

研究分野：消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
末 梢 血 中 を 浮 遊 し て い る 癌 細 胞
（Circulating Tumor Cell：CTC）の検出は、2004
年、悪性度評価に基づく予後の予知にも有用
であったと報告された。また、Veridex 社の
CellSearch システムは、転移を有する乳癌、
大腸癌、前立腺癌の患者において治療効果の
評価目的で、米国食品医薬品局（US FDA）
から承認されている。本システムでは、CTC
を同定するために EpCAMや cytokeratinなど
の上皮系細胞マーカーを用いており、他の方
法も多くはそれらを標的としている。 
上皮間葉転換（ Epithelial-Mesenchymal 

Transition：EMT）は、上皮細胞が上皮系性質
を失い間葉系細胞の特性を獲得する生物学
的現象であり、近年、浸潤能や薬剤抵抗性を
増強して癌細胞の悪性化を促進することが
明らかになってきた。しかし、上皮系マーカ
ーでは EMT を起こした癌細胞は理論的に検
出困難であり、転移や再発の原因となる細胞
群を見逃している可能性もある。 
ウイルスは本来、ヒトの細胞に感染し増殖
するが、その増殖機能に選択性を付加するこ
とにより、ウイルスを癌細胞の標識ツールと
して用いることが可能となる。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、約 85%以上のヒト悪性腫瘍でその活
性の上昇が知られている。われわれは、テロ
メラーゼ構成成分である hTERT 遺伝子のプ
ロモーターにより癌細胞のみで増殖して
GFP 蛍光を発する改変アデノウイルス製剤
TelomeScan（OBP-401）を開発し、その癌特
異性を検証してきた（Kishimoto et al, Nature 
Med, 2006、Kojima et al, J Clin Invest, 2008）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、TelomeScanによるCTCのGFP
蛍光イメージングが、EMTを人工的に誘導し
たヒト癌細胞や上皮系マーカーを持たない
ヒト悪性腫瘍を検出できるかを検証する。具
体的には、KRAS癌遺伝子に変異を持つヒト
大腸癌、膵癌細胞などを TGF-beta処理するこ
とで EMT を誘導し、表面マーカーの変化を
確認するとともに、TelomeScanによる検出法
と EpCAMなどを指標とする従来の方法の感
度や検出限界を比較検討する。また、フロー
サイトメトリーで GFP陽性細胞を捕獲・回収
し、PCR法により既知の KRAS遺伝子変異を
確認する。さらに、実施計画の倫理審査の後、
担癌患者の CTC で KRAS、BRAF、c-KIT な
どの既知の遺伝子変異やダイレクトシーク
エンス法による未知の遺伝子異常を同定し、
原発巣、転移巣の遺伝子変異パターンと比較
検討する。 
 
３．研究の方法 
1）細胞株 
遺伝子変異を有する腫瘍細胞として、

KRAS 遺伝子変異を有する大腸癌細胞株 
SW480（G12V）、HCT116（G13D）、BRAF遺

伝子変異を有する大腸癌細胞株 HT29
（V600E）、KRAS遺伝子変異を有する膵癌細
胞株 Panc1（G12D）、KRAS遺伝子変異を有
する肺癌細胞株 A549（G12S）、KIT遺伝子
変 異 を 有 す る 消 化 器 間 葉 系 腫 瘍
（Gastrointestinal Stromal Tumor: GIST）細胞株
GIST882（K642E）を用いた。対照コントロ
ールとして、KRAS 野生型の肺癌細胞株
H1299、ヒト線維芽細胞株 FEF3を用いた。ま
た、A549細胞に TGF-βを作用させ EMTを誘
導し、A549-EMT細胞として使用した。 
 
2）遺伝子改変アデノウイルス 
アデノウイルス 5型を改変し、ウイルス複
製に必須遺伝子である E1A、E1B を hTERT
プロモーターで制御することにより癌細胞
のみで複製するとともに、GFPを産生し腫瘍
細胞を可視化できるテロメラーゼ特異的制
限増殖型腫瘍融解アデノウイルス製剤
（OBP-401: TelomeScan）を使用した。 
 
3）CTCの回収プロトコル 
健常者（申請者）から提供された血液 5ml
に腫瘍細胞を混ぜ、CTC モデルを作成した。
血液を塩化アンモニウム溶液に混ぜて赤血
球を溶血させたのち、単核球分画を回収した。
これに TelomeScan（1×106 PFU）を感染させ、
24時間ローテータで培養した。そののち遠心
分離し細胞を回収、パラホルムアルデヒドで
ウイルスを不活化し、CD45 蛍光抗体で血球
細胞を APC標識、FACSで細胞を回収した。 
ゲート設定は、GFP 陽性集団を P2 ゲート、
GFP 陽性かつ CD45 陰性集団を P3 ゲートと
した。 
 
4）遺伝子解析 
ダイレクトシークエンス法と、アレル特異
的ブロッカーPCR（Allele-Specific Blocker 
PCR: ASB-PCR）を用いた。DNA抽出ののち、
ダイレクトシークエンス法では、シークエン
サーで目的の遺伝子領域の塩基配列を直接
読み取った。ASB-PCRでは、野生型配列に対
するブロッカーで非特異的増幅を抑制した
のち、変異特異的プライマーで変異配列の増
幅をリアルタイム PCRで確認した。 

 
5）臨床サンプル 
倫理委員会に申請したごとく、大腸癌患者
の血液を約 5ml採取し、CTCモデルと同じく
TelomeScan を感染、GFP 陽性細胞を回収し、
遺伝子解析を行った。 
 
４．研究成果 
1）TelomeScanによる癌細胞の可視化 

EpCAM 発現が極小レベルの Panc1 細胞、
低発現と高発現の混在パターンの SW480 細
胞、高発現の HCT116 細胞、HT29 細胞のい
ずれでも TelomeScanが効率的に感染し、GFP
で腫瘍細胞を可視化できた。 
 



2）遺伝子変異検出（ダイレクトシークエン
ス法） 

Panc1 細胞、SW480 細胞、HCT116 細胞、
HT29 細胞 をそれぞれ 10 個ずつ健常者の血
液 5 ml に混ぜた CTC モデルを作成し、
TelomeScanを感染、FACS Ariaを用い、GFP
陽性かつ CD45陰性分画を回収した。DNAを
抽出し KRAS、BRAF 遺伝子のダイレクトシ
ークエンスを行ったところ、すべての細胞で
予想される遺伝子変異を検出できた。 
 
3）遺伝子変異検出（ASB-PCR法） 

Panc1 細胞、SW480 細胞、HCT116 細胞、
HT29 細胞をそれぞれ 10 個ずつ健常者の血
液 5 ml に混ぜた CTC モデルを作成し、
TelomeScanを感染、FACS Ariaを用い、GFP
陽性分画（P2分画）およびGFP陽性かつCD45
陰性分画（P3 分画）を回収した。DNA を抽
出し KRAS、BRAF遺伝子の ASB-PCRを行っ
たところ、すべての細胞で予想される遺伝子
変異を検出できた。純度の低い P2 分画でも
遺伝子解析を行えることが、ダイレクトシー
クエンシング法と比較して有利な点であっ
た。 
 
4）遺伝子変異検出（EMT誘導細胞） 

A549細胞にTGF-βを作用させEMTを誘導、
間葉系の性質を与えた A549-EMT 細胞 10 個
を健常者の血液 5 mlに混ぜた CTCモデルを
作成した。これをダイレクトシークエンシン
グ法、ASB-PCR法で解析したところ、いずれ
の方法でも KRAS遺伝子変異を確認できた。 
 
5）臨床検体での遺伝子変異検出 

KRAS, BRAF遺伝子変異を有する大腸癌患
者 8例につき血液サンプルを同様に解析した。
P2 ゲートでソーティングを行い、ASB-PCR
法で遺伝子解析を行ったところ、2 例で遺伝
子変異を検出した。この 2 例は、1 例が化学
療法に耐性となった、遠隔転移を有する
BRAF変異大腸癌、もう 1例は、CTCの遺伝
子解析後に多発肝転移を生じたKRAS変異大
腸癌症例で、いずれも遠隔転移を示す病勢を
反映した結果と考えられた。 
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