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研究成果の概要（和文）：本学で開発された腫瘍融解アデノウイルス(テロメライシン)は効果発現にCARやhTERT
の存在が必要で、骨軟部腫瘍へのウイルスの臨床応用にむけた適応症例の選別のために簡便にその評価を行う必
要がある。今回、本学で開発したテロメライシンにGFP遺伝子を 組み込み細胞内のウイルス増殖により緑色蛍光
を発するテロメスキャンを骨軟部悪性・中間悪性腫瘍に感染させ蛍光発現を評価した。ウイルス投与24時間後の
蛍光陽性数はCARの発現強度との相関が有意に認められ、経時的な蛍光の増強にhTERTの発現が関連する傾向が見
られた。テロメライシンの肉腫への適応をウイルスの組織片への投与のみで評価できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The oncolytic adenovirus (Telomelysin) developed at our university 
replicates under the presence of CAR and hTERT for the expression of its effect, and it is necessary
 to evaluate the presense for screening of the adaptive case for clinical application of the viral 
therapy against the bone soft tissue tumor. TelomeScan was also developed at our university, which 
was integrated with GFP gene and emitted green fluorescence by intracellular virus multiplication. 
In this study,malignant bone soft malignant / intermediate malignant tumor was  infected with  
TelomeScan  and fluorescence expression was evaluated. The correlation between the fluorescence 
positive number at 24 hours after viral administration and the expression intensity of CAR was 
significantly observed. The expression of hTERT tended to be related to the enhancement of 
fluorescence time-dependently. The adaptable cases with sarcoma for Telomelysin could be evaluated 
only by administration of TelomeScan to clinical specimens.

研究分野：骨軟部腫瘍

キーワード： 肉腫　ウイルス治療　腫瘍融解アデノウイルス
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研究成果の概要（和文）：本学で開発された腫瘍融解アデノウイルス(テロメライシン)は効果発

現に CAR や hTERT の存在が必要で、骨軟部腫瘍へのウイルスの臨床応用にむけた適応症例の

選別のために簡便にその評価を行う必要がある。今回、本学で開発したテロメライシンに GFP

遺伝子を 組み込み細胞内のウイルス増殖により緑色蛍光を発するテロメスキャンを骨軟部悪

性・中間悪性腫瘍に感染させ蛍光発現を評価した。ウイルス投与 24 時間後の蛍光陽性数は CAR

の発現強度との相関が有意に認められ、経時的な蛍光の増強に hTERT の発現が関連する傾向が

見られた。テロメライシンの肉腫への適応をウイルスの組織片への投与のみで評価できる可能

性が示された。 

研究成果の概要（英文）：The oncolytic adenovirus (Telomelysin) developed at our university 

replicates under the presence of CAR and hTERT for the expression of its effect, and it is 

necessary to evaluate the presence for screening of the adaptive case for clinical application of 

the viral therapy against the bone soft tissue tumor. TelomeScan was also developed at our 

university, which was integrated with GFP gene and emitted green fluorescence by intracellular 

virus multiplication. In this study, malignant bone soft malignant / intermediate malignant tumor 

was infected with TelomeScan and fluorescence expression was evaluated. The correlation 

between the fluorescence positive number at 24 hours after viral administration and the 

expression intensity of CAR was significantly observed. The expression of hTERT tended to be 

related to the enhancement of fluorescence time-dependently. The adaptable cases with sarcoma 

for Telomelysin could be evaluated only by administration of TelomeScan to clinical specimens. 
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１．研究開始当初の背景 

本学で開発し、現在食道癌に対して第 II 相臨
床試験を行っている腫瘍融解ウイルス 

(OBP-301:テロメライシン) は、コクサッキ
ー・アデノウイルス受容体(CAR)を通じて細
胞へ感染後、腫瘍に特異的に発現しているテ
ロメラーゼ活性に依存的に増殖し、腫瘍細胞
を破壊する。一方骨軟部腫瘍は、外科的切除・

化学療法・放射線治療を主体とした治療戦略
の進歩により治療予後は改善傾向にあるもの
の、治療抵抗性を示したり、良性腫瘍であっ
ても再発を繰り返したり、転移を起こしたり
する予後不良のものがある。そのため骨軟部
腫瘍に対する新たな治療法の確立は、今もな
お大きな課題である。  
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２．研究の目的 

本研究では、再発や切除の困難な骨軟部腫瘍
症例を中心とした骨軟部腫瘍に対するテーラ
ーメイド医療を目指し、ウイルス療法の骨軟
部腫瘍患者への応用を目指すことを目的とし
た。  

 

３．研究の方法 

①ウイルス：本学で開発された OBP-401（テ
ロメスキャン）を用いた。OBP-401はテロメ
ラーゼ特異的に増殖するアデノウイルスの
hTERT プロモーター領域に E1A と E1B遺伝子
を組み込んだ OBP-301（テロメライシン）の
E3 領域に GFP遺伝子を組み込んだウイルス
である。 
 
②細胞株：滑膜肉腫細胞株 SYO-1、粘液線維
肉腫細胞株 NMFH-1、Ewing肉腫細胞株 SK-
ES-1を使用した。 
 
③臨床腫瘍検体：本学の倫理委員会に承認を
受け、同意の得られた当科で診断・治療した
骨軟部腫瘍 73 検体を対象とした（Table 
1）。 
 
④細胞株に対するテロメスキャンの感染：96
ウェルプレートに細胞株を 100 個ずつまき、
24 時間後にテロメスキャンを投与した。テ
ロメスキャンは 0.1から 200MOI の濃度で各
群を N=3ずつに分けた。ウイルス増殖を GFP
の測定により観察した。 
 
⑤臨床腫瘍検体に対するテロメスキャンの感
染：術中に採取した腫瘍検体を細切し、ウイ
ルス投与群、非投与群に分け培養した。培養
開始時のウイルス投与後 24 および 48時間以
後に GFP蛍光発現を確認し、hTERTの発現を
PCR で、CARの発現を免疫染色で評価した。 
 GFPの計測は Extended focus imaging 
(EFI) を用いてテロメスキャンを感染させた
腫瘍組織片を撮影し、腫瘍全体の視野におけ
る GFP陽性部分の面積を算出した。 
 
⑥臨床腫瘍検体からの Patient-derived 
xenograft (PDX)の作成：本学動物実験委員
会の承認を受け、術中に採取し細切した腫瘍
組織を 4週齢メスの BALB/c nu/nu マウスの
臀部皮下に移植した。 
 
⑦PDXにおける腫瘍へのテロメスキャンの感
染傾向：PDXの腫瘍内へ経皮的に 1.0 x 108 

PFU テロメスキャンを接種した。接種後 48
時間後における腫瘍へのウイルス投与による
蛍光発現を観察した。 
 
 
４．研究成果 

ヒト骨軟部肉腫細胞株へのテロメスキャン感
染による蛍光発現と抗腫瘍効果 
 ヒト骨軟部肉腫細胞株（SYO-1, NMFH-1, 
SK-ES-1）に対して、濃度別にテロメスキャン
を投与し、接種後 24、48、96時間後に観察す
ると、ウイスルの濃度依存的、経時的に蛍光
強度は増強した（Fig 1A, 1B）。また、WST-1
を用いた抗腫瘍効果の評価では、テロメスキ
ャンによる抗腫瘍効果は各細胞株で 50MOI 以
上で観察されることがわかった（Fig. 1C）。 

Figure 1.骨軟部腫瘍細胞株における OBP-401
の抗腫瘍効果。(A) SYO-1, NMFH-1, SK-ES-1
の蛍光顕微鏡像。用量依存的に OBP-401 を感
染させ、24、48、96時間で GFP 蛍光を観察し
た。(B) GFP 蛍光をマルチプレートリーダを
用いて計測した。データは mean ± S.D.。(C) 
7 種類のウイルス容量における細胞生存能を
WST-1 assay でウイルス感染後 2、3、4日目
に計測した。 
 
臨床腫瘍における悪性度とテロメスキャンの
増殖能の関連 
 臨床腫瘍検体（Table 1）におけるテロメス
キャンの感染・増殖が GFP 蛍光により観察可
能かを蛍光顕微鏡を用いて評価した（Fig. 
2A）。GFP 蛍光強度を感染 24 時間の時点での
測定と感染 24 時間後から 48 時間後での変化
の測定により評価した。感染 24 時間後時点で
GFP 蛍光を認める面積が全体の 0.1％未満を
陰性、以上を陽性として評価し、感染 24時間
後から 48 時間後で GFP 傾向を認める面積の
割合が 2 倍以上となった場合を増強、未満を
不変と評価した。 
 結果として、良性群と悪性群（悪性+中間悪
性）では感染 24時間後時点での GFP蛍光強度
に有意差はなく、感染後 24 時間から 48 時間
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での GFP 蛍光強度の変化は良性群に比べ悪性
群で有意に増強した（Fig 2B, 2C）。 

Figure 2. 臨床腫瘍検体に対する OBP-401 の
感染。(A) OBP-401感染後 24、48時間後の写
真。上段は位相差顕微鏡像、中下段は蛍光顕
微鏡像。(B) 24 時間後の良性群、悪性群にお
ける GFP 蛍光を示すサンプル数の比較。(C) 
ウイルス感染後 24 時間後から 48 時間後にお
ける良性群、悪性群の GFP 蛍光強度の増加を
示すサンプル数の比較。*p < 0.05; Fisher’s 
exact test 
 
臨床腫瘍検体における CAR および hTERT の発
現 
 

良性群と悪性群における CAR と hTERT の発
現の違いを評価するために、臨床腫瘍組織に
対して CAR を免疫染色で、hTERT を PCR で測
定した。すべての CAR 陽性症例では細胞質性
および細胞膜性の分布を示した（Figure 3A）。
CAR の発現は negative もしくは weak が 8/67
例（11.9%）、strong が 59/67（88.1%）であっ
た（Figure 3B, p < 0.05）。一方で、CARの発

現は患者の年齢や性別とは関連がなかった
（Table 2）。 
 hTERTの発現に関しては PCRにおける hTERT
と HPRT の Ct値の差（∆Ct）を計算し、 
0: No Ct, 1: ∆Ct ≥ 10, 2: 10 ≥ ∆Ct ≥ 0, 
3: 0 ≥ ∆Ct とスコアリングを行った。さらに
スコアに従い、 0,1 = negative、 2,3 = 
positive とすると、 negative は  59/77
（77.6%）、positive は 18/77（23.4％）であ
った。悪性群では良性群よりも有意に hTERT
の発現が高かった（Figure 3C, p < 0.05）。
一方で、hTERTの発現は年令や性別とは関連が
なかった（Table 2）。 

Figure 3. 臨床腫瘍検体における CAR と
hTERT の発現の評価。(A) CAR に対する免疫組
織染色。上段：H.E. bar:50µm、中段：CAR 
bar:50µm、下段 CAR 強拡大 bar:10µm。(B) 良
性群と悪性群における CAR スコアの比較。*p 
< 0.05; unpaired t-test (C) 良性群と悪性
群における hTERT の発現の比較。*p < 0.05; 
unpaired t-test 
 

悪性群の臨床腫瘍検体における OBP-401 感染
後の GFP 蛍光の変化と CAR および hTERT の発
現の関連 
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 OBP-401感染後 24時間での GFP蛍光発現の
程度は CAR が強発現であることと有意に関連
していた。また OBP-401 感染後 24−48 時間で
の GFP 蛍光強度の変化は hTERT 発現が
positive であることと有意に関連していた
（Fig 4A-4D）。 

Figure 4. 悪性群の臨床検体における OBP-
401 感染後の GFP 蛍光発現と CARと hTERT 発
現の関連。(A)CAR grade と OBP-401感染 24 時
間後の GFP 蛍光を示す症例数の関連。(B)CAR 
grade と OBP-401 感染 24 時間後から 48 時間
後の GFP蛍光の増強を示す症例の関連。 
(C)hTERT の発現の有無と OBP-401 感染 24 時
間後の GFP 蛍光を示す症例数の関連。
(D)hTERT の発現の有無と OBP-401 感染 24 時
間後から 48 時間後の GFP 蛍光の増強を示す
症例の関連。*p < 0.05; Fisher’s exact 
test 
 
臨 床 腫 瘍 検 体 か ら の Patient-derived 
xenograft (PDX)の作成 
19 症例の臨床腫瘍検体をマウス臀部に接種

し、PDXとして確立できてものは 3例（15.8％）
であった。 
 

PDX における腫瘍へのテロメスキャンの感染
傾向 
PDX の腫瘍部への OBP-401 注射および PBS 注
射群にわけ投与後 48 時間後に蛍光顕微鏡で
観察すると、OBP-401注射群では蛍光像を得る
ことができ、組織切片の GFP に対する免疫染
色では穿刺部に沿って GFP 陽性となっていた
(Figure 5)。 

Figure 5 PDXの腫瘍部に対する OBP-401 の投
与。(A)PDX への OBP-401 投与および非投与
（PBS）群の投与 48 時間後のマクロ像および
腫瘍断面の位相差像と蛍光顕微鏡像。(B)腫瘍
組織切片の GFP免疫染色像。 
 
 今回の我々の研究から、骨軟部悪性腫瘍に
対して OBP-401 感染による GFP 蛍光発現を評
価することで、CAR および hTERT の発現を間
接的に評価できる可能性が示唆された。OBP-
301 による術前の腫瘍ボリュームの減少や局
所再発の減少、集学的治療における併用効果
を目指したウイルス治療を行うために、 
OBP-401 を用いることで適切な症例を選別で
きる可能性が示された。 
 PDX への OBP-401 投与とウイルスの増加は
蛍光顕微鏡で確認でき、ウイルスの増殖は穿
刺部周辺から大きくは広がらない印象であっ
た。このことから臨床での腫瘍へのウイルス
投与の際には多数箇所から行うなど、投与方
法に対する検討を行うことが重要であると思
われた。今後も OBP-301 の臨床応用に向けて
PDX を用いたウイルスの抗腫瘍効果などを検
討していく必要がある。 
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