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研究成果の概要（和文）：消化器がんの浸潤・転移形式の中で、腹膜播種（癌性腹膜炎）は最終的な死亡原因の
大きな割合を占めており、より細やかな（精密な）診断技術が必要である。本研究では、テロメラーゼ特異的蛍
光標識ウイルス製剤TelomeScan（OBP-401）で高率かつ簡便に腹腔内浮遊がん細胞を可視化可能であることを明
らかにした。さらに、ユニークなCD46を介した標的細胞特性とmicro-RNAによる厳格な増殖制御機能を有する新
たな蛍光標識ウイルス試薬TelomeScan-F45（OBP-1101）を併用するデュアル体外診断システムを考案したが、そ
の有用性は示せなかった。

研究成果の概要（英文）：Peritoneal dissemination is the most common form of metastasis in 
gastrointestinal cancer, and is associated with an extremely poor prognosis. We developed a new 
approach to visualize floating tumor cells using a green fluorescent protein (GFP)-expressing 
attenuated adenovirus in which the telomerase promoter regulates viral replication (TelomeScan, 
OBP-401). Moreover, we used a unique TelomeScan derivative (TelomeScan-F45, OBP-1101) that have a 
strict replication control function by micro-RNA together with targeting properties through CD46; 
however, unfortunately, the combination strategy was not able to show the usefulness.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
テロメラーゼ特異的蛍光標識ウイルス製剤TelomeScan（OBP-401）では、EpCAMなど上皮系マーカーを指標とした
CellSearchシステムでは検出不能であった、より悪性化して上皮間葉転換（EMT）を生じたがん細胞も標識する
ことができ、鋭敏で高精度な検出感度が確認できた。TelomeScan-F45（OBP-1101）を併用するデュアル体外診断
システムの確立は困難であったが、TelomeScanによる臨床的に有用なプラットフォームは構築できたと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1．研究開始当初の背景 
 ゲノム情報の蓄積により、疾患中心に行われてきた医療は患者個々の病態に合わせた個別化
医療（Personalized Medicine）の方向へと進化してきている。消化器がん治療においても、画一
的な治療よりも患者や癌の情報に基づいた細やかな治療戦略の構築が重要とされている。 
われわれは、テロメラーゼ活性（hTERT遺伝子発現）依存性に癌細胞で選択的に増殖し、蛍光
遺伝子 GFPを発現する改変アデノウイルス TelomeScan（OBP-401）を作成し（Kishimoto et al, 
Nature Med, 2006）、担癌患者の血中循環癌細胞（CTC）の可視化を実現した（Kojima et al, J Clin 
Invest, 2009）。また、平成 22年度からの第 3次対がん総合戦略研究事業、平成 26年度からの革
新的がん医療実用化研究事業にて、胃癌患者の腹腔洗浄液中の細胞分画から遊離癌細胞を GFP
陽性細胞として検出する新しい技術を確立し、細胞診陽性かつ TelomeScan陽性症例は急速に進
展・再発する群として層別化できることを明らかにした（図 1）。しかし、当該研究にて、当初
の予想以外に、細胞診陰性患者の中にも TelomeScan陽性となる集団が存在し、それらの症例の
予後が良好であることも発見した。すなわち、TelomeScanは癌細胞以外の細胞集団も可視化し
ていると考えられ、その細胞群を解析し同定することで、さらに精密な治療選択（Precision 
Medicine）が可能となる。現在、その形態学的所見から、マクロファージ等の免疫担当細胞で
はないかと推測している。 
 アデノウイルス 5型を基本骨格とする TelomeScanは、標的細胞表面の受容体（Coxsackievirus 
and adenovirus receptor; CAR）を介して感染するが、CAR発現の低い血球系細胞にはほとんど感
染しないと考えられている。しかし、増殖能を有する TelomeScanは、テロメラーゼ活性を持つ
血球系細胞に少量でも感染すると、偽陽性的に GFP蛍光を発現してしまう可能性は否定できな
い。大阪大学大学院薬学研究科の水口裕之 教授、櫻井文教 准教授らのグループは、TelomeScan
のファイバーを赤血球以外のすべてのヒト細胞が発現する CD46に結合するアデノウイルス 35
型由来のファイバーに置換し、さらに血球系細胞で高発現している microRNA である
miR-142-3p の標的配列を組み込むことで、感染効率を上げながらも血球系での非特異的 GFP
蛍光発現を抑制する新たな癌特異的蛍光標識ウイルス試薬 TelomeScan-F35（OBP-1101）を開発
した。本ウイルス試薬は、CAR陰性のヒト癌細胞も検出可能であり、標的癌スペクトラムの拡
大が期待される。 
 
2．研究の目的 
消化器がんの浸潤・転移形式の中で、腹膜播種（癌性腹膜炎）は最終的な死亡原因の大きな
割合を占める。しかし、腹腔洗浄細胞診（CY）陽性であっても、その治療感受性や生命予後は
症例によって大きな差があり、より細やかな（精密な）治療選択が必要である。本研究では、
テロメラーゼ特異的蛍光標識ウイルス製剤 TelomeScan（OBP-401）に、ユニークな CD46 を介
した標的細胞特性と micro-RNA による厳格な増殖制御機能を有する新たな蛍光標識ウイルス
試薬 TelomeScan-F45（OBP-1101）を組み合わせ、蛍光発現パターンを解析することで、胃癌、
膵癌などの CY 陽性あるいは陰性の消化器がん患者の予後をさらに層別化するデュアル体外診
断システムを開発することを目的とする。また、蛍光標識される生物学的悪性度の高い癌細胞
やマクロファージを中心とした活性化免疫担当細胞の機能解析も実施する。 
 
3．研究の方法 
1）TelomeScan（OBP-401）と TelomeScan-F35（OBP-1101）の力価比較 
アデノウイルス精製や大量製造に用いる HEK293 細胞を用いて OBP-401、OBP-1101 それぞれ
のウイルス試薬の生物学的力価を測定した。 
 
2）培養ヒト悪性腫瘍細胞における GFP蛍光発現パターンの解析 
胃癌細胞株を中心とする複数の消化器臓器由来の上皮系癌細胞株と骨肉種など間葉系悪性腫
瘍細胞株を対象に、OBP-401、OBP-1101 それぞれの感染効率と経時的 GFP 蛍光発現パターン
を検討した。 
 
3）消化器がん患者の腹腔洗浄液の臨床検体を用いた解析 
 進行胃癌および他の消化器がん（膵臓癌、結腸癌、直腸癌、肝臓癌、など）の開腹あるいは
腹腔鏡補助下手術の際に、生理食塩水 100 mlを腹腔内に散布し、腹腔洗浄液をできるだけ多く
採取する。その一部を迅速細胞診に提出した後、直ちに遠心分離にて細胞分画を回収し、細胞
数および生細胞率を確認する。生細胞数から前述の条件設定で算出したウイルス量（MOI）と
なるように OBP-401 あるいは OBP-1101 を添加した後、回転培養器内で 24 時間培養する。細
胞成分を遠心分離し、蛍光顕微鏡下で GFP蛍光発現陽性細胞の形態を観察するとともに固定し
細胞数をカウントする。患者のフォローアップ情報や追跡調査結果から、術後化学療法のレジ
メ、治療期間、無再発生存期間、全生存期間などのデータを入手し、GFP蛍光発現陽性細胞数
との相関を検証する。 
 
4．研究成果 
1）TelomeScan（OBP-401）と TelomeScan-F35（OBP-1101）の力価比較 
 VP (virus particle)/PFU (plaque-forming units)比を算出して、各サンプルに均等な感染が可能な



ウイルス用量の微調整を行った。 
 
2）培養ヒト悪性腫瘍細胞における GFP蛍光発現パターンの解析 
至適ウイルス量（multiplicity of infection: MOI）を同定し、またモノクロメーター型マイクロ
プレートリーダーSpectraMax i3を用いて GFP陽性細胞の蛍光強度の定量性を確認して、cut-off
値を設定した。 
 
3）消化器がん患者の腹腔洗浄液の臨床検体を用いた解析 
 OBP-401は Coxsackievirus and adenovirus receptor（CAR）を介して標的細胞に感染し、テロメ
ラーゼ活性依存性に増殖することで GFP 蛍光を発現する。したがって、CAR 発現が低い血球
系細胞や他の正常細胞でも、いったん感染が成立すれば、テロメラーゼ活性に応じて GFP蛍光
発現が生じてしまう可能性がある。一方、OBP-1101はヒト細胞で広範に発現する CD46表面抗
原を受容体として標的細胞に感染するが、細胞内で血球系細胞に特異的な miR-142-3p標的配列
が機能することで、例えテロメラーゼ酵素が活性化されていても、その増殖・複製は強力に抑
制されると推測される。 
 胃癌 49例中、401陽性/1101陽性 13例（27%）、401のみ陽性 6例（12%）、1101のみ陽性 4
例（8%）、いずれも陰性 26例（53%）であった。また、膵癌 23例中、401陽性/1101陽性 5例
（22%）、401のみ陽性 1例（4%）、1101のみ陽性 1例（4%）いずれも陰性 16例（70%）であ
った。 
予後に関しては、401 のみ陽性症例へのインパクトを期待したが、症例数も少なく明確な結
論は得られなかった。 
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