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研究成果の概要（和文）：アデノウィルスベクターの構造蛋白を改変した血清型 5 型/３型キメ

ラアデノウィルスを癌細胞の検出用ツールとして用いた。同キメラウィルスは血清型５型アデ

ノウィルスをベースとし、ファイバー部分のみを 3 型アデノウィルスに置き換えた組み換えア

デノウィルスであり、これまでの研究から多種の癌細胞に対して 5 型アデノウィルスに比べて

高い感染性を有することが知られている。今回の研究では胸水中の癌細胞を同キメラウィルス

を用いて検出することにより細胞診検査の精度向上を目指した。癌細胞の検出は具体的には同

キメラウィルスに CMVプロモーター下に接続したルシフェラーゼ cDNAもしくは GFPcDNA

の発現カセットを組み替え、感染細胞のルシフェラーゼ活性もしくは GFP の発色により確認

した。希釈した血清に培養肺癌細胞を一定数混入して疑似癌性胸水を用いた検討では赤血球溶

血処理を加えることで、最小 10 個の癌細胞があれば有意にルシフェラーゼ活性が増加し癌細

胞の検出が可能であることを示した。実際に臨床検体として得られた良性胸水および悪性胸水

を用いた検討では一部の良性胸水で高いルシフェラーゼ活性を示す検体があり、本法による癌

性胸膜炎の診断精度は感度 75％、特異度 79％であった。細胞診検査結果と比較したところ、

診断精度については全体に特に劣るものではないが、本法ではリンパ腫等の血液癌に対しては

アデノウィルスの感染性が低いこともあり細胞診検査よりも偽陰性例が多くみられた。一方、

上皮性悪性腫瘍に対しては良好な結果を示した。また、良性胸水におけるルシフェラーゼ活性

高値の理由については GFP 発現ベクターを用いた解析から、良性中皮細胞への感染がその主

たる原因と考えられた。以上の結果より、癌の種類によっては癌性胸膜炎や腹膜炎の補助診断

に有用であるが、腫瘍特異的プロモーターを使用する等の工夫により診断の特異度を向上させ、

診断精度を改善できるものと考えられた。 

 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, the adenoviral vector that was modified in fiber region 

was used as a cancer cell detection tool. The modified adenovirus has a serotype 3 

adenoviral fiber protein on the serotype 5 adenovirus, and is reported to show the high 

infectivity to various cancer cells in the previous paper. The purpose of this study is to 

improve the diagnosis accuracy for malignant pleuritis or ascites in cytological examination 

in combination with the modified adenoviral vector. A fire fly luciferase cDNA or GFP cDNA 

driven by CMV promoter are recombinated into the modified adenoviral genome using the 

homologous recombination method. Cancer cells infected with this recombinant modified 

adenoviral vectors showed a high luciferase activity or green lumination under the 

fluorescent microscopy. Using a diluted serum including fixed number of cancer cells as an 

artificial malignant effusion, the recombinant modified adenoviral vector was confirmed to 

detect only 10 cancer cells after RBC cells were lysed out. For the clinical samples including 

various benign or malignant pleural effusion and ascites, the sensitivity and specificity in 

the diagnosis were xx% and xx%, respectively. The diagnosis accuracy with this method is a 

little better than that in usual cytological examination. However, in the malignant effusion 
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with hematological malignancies like a lymphoma, the sensitivity is relatively low probably 

due to the lack of receptor protein for adenovirus infection on the surface of these 

malignant cells. On the other hand, some benign effusion also showed the higher luciferase 

activity resulting a pseudo-positive specimen. With a GFP expressiong modified adenoviral 

vector, some contaminated mesothelial cells were also infected with viral vector, and might 

deteriorate the diagnosis specificity. In conclusion, this method is suggested to be useful for 

cancer cell detection in the effusion samples in combination with cytological examination. 

Using a tumor specific promoter instead with CMV promoter, the diagnosis accuracy is 

suggested to be improved.    
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１．研究開始当初の背景 

従来の細胞診による癌性胸膜炎の診断率は
満足すべきレベルになく改善が必要である。
診断率の向上のため胸水中に存在する少数
の癌細胞を検出する試みは多くの報告があ
り、癌細胞に由来する DNA の検出と癌細胞
由来の蛋白およびその活性の検出に分けら
れる。肺癌細胞の検出においては DNA 診断
ではマイクロサテライトマーカーやp53遺伝
子、Fhit 遺伝子など変異・欠失の頻度の高い
ものが使用され、後者では腫瘍マーカーやテ
ロメラーゼ活性の測定等が行われている。し
かしながら、いずれも細胞診検査に匹敵する
ような結果は得られていない。我々が考案し
た改変アデノウィルスベクターを用いる方
法は、上皮系細胞である癌細胞に極めて高い
感染性を有する一方、胸水中の主たる成分で
ある血球由来の細胞や中皮細胞に対する感
染性は非常に低い。よってこのようなアデノ
ウィルスの特性を生かし胸水中に存在する
少量の癌細胞検出にアデノウィルスベクタ
ーを用いることを着想した。 

２．研究の目的 

本研究の目的は改変アデノウィルスベクター
を用いて生体より得られた胸水中の癌細胞を
検出し、癌性胸膜炎の診断率を改善すること
である。研究期間内に下記の点を明らかにし
たい。 

１） 良性疾患より得られた胸水にルシ
フェラーゼまたはGFP発現アデノウ
ィルスを感染させ、正常細胞におけ
るベースラインのルシフェラーゼ
活性およびGFP発光細胞割合を明ら
かにする。 

２） 良性疾患より得られた上記の検体
に培養癌細胞を定量的に混和し、ル
シフェラーゼアッセイおよびGFP
蛍光よる癌細胞の検出限界を明ら
かにする。 

３） 肺癌患者より得られた悪性胸水に
同ウィルスを感染させて、ルシフェ
ラーゼ活性の測定およびGFP蛍光細
胞割合を測定し、細胞診検査との比
較においてその臨床的意義を明ら
かにする。 

４） GFP蛍光法を従来の細胞診検査と組
み合わせることで癌細胞検出力の
改善をはかる。 

 

３．研究の方法 

使用するウィルスベクターはCMVプロモータ
ーによって駆動されるGFP発現カセットおよ
びルシフェラーゼ発現カセットを組み込んだ
非増殖型アデノウィルスとする。これらのウ
ィルスベクターは基本ウィルスとして5型ア
デノウィルス（Ad5luc1）および5型/3型キメ



 

 

ラウィルス（Ad5/3luc1）を用いて既に作成が
完了している。これらのウィルスは過去の報
告に従って作成されている（K Takayama et al. 
Cancer Gene Ther. 2008）。Figure 1にシェ
ーマを示す。 

 

 

 
 

ウィルスの大量調整 
上記のアデノウィルスはHEK293細胞を用い
て大量培養を行う。凍結融解を繰り返して細
胞を破砕した後に上清をセシウム溶液に重
層し、超遠心によってウィルスを分離する。
さらにウィルス溶液をグリセロールを混和
したリン酸緩衝液中で透析し、TCID50法でタ
イター確認後に実験に使用する。(大学院生
に依頼：中垣憲明1名) 
 
良性疾患由来の臨床検体におけるGFP発現と
ルシフェラーゼ活性の測定 
良性疾患由来の胸水および血液（全血）を
0.3％、1％、3％になるように混和した疑似
血性胸水を作製し、細胞成分を遠心分離する。
細胞成分をPBS溶液中に混和し、上記のウィ
ルスを定量的に感染させる。感染後48時間経
過した後に細胞融解液によって細胞を処理
し、GFP蛍光陽性細胞の割合の算出および融
解液の一部をルシフェリンと混和してその
蛍光強度を専用の計測器で定量する。 
 
癌細胞を含む臨床検体におけるルGFP発現と
シフェラーゼ活性の測定 
上記の良性胸水に各種肺癌細胞株を定量的に
混和し、同様の方法によってGFP蛍光陽性細胞
の割合の算出とルシフェラーゼ活性を定量す
る。肺癌細胞株は小細胞肺癌由来のSBC1、SBC5、
NCI-N417、非小細胞肺癌由来のNCI-H157、A549、
EBC-1、NCI-H460、NCI-H1299、PC-9を使用す
る。 
 
肺癌由来の臨床検体におけるGFP発現とルシ
フェラーゼ活性の測定 
肺癌患者由来の胸水を用いて同様の方法によ
ってルシフェラーゼ活性を測定し、細胞診結
果と比較検討する。 
 
４．研究成果 
１）培養肺癌細胞に対するアデノウィルスの

感染性 
 

各種の改変アデノウィルス（Ad5/3CMVluci、

Ad5/3CMVGFP）については大量調整およびタイ

ター測定が完了した。また、肺がん細胞株（

H1299、H460、H157）を用いた感染実験におい

て上記のウィルスによる遺伝子導入によりそ

れぞれ導入遺伝子の活性を確認した。従来よ

り報告されているとおり、5型3型キメラウィ

ルスは5型に比べて高い感染性を示した（

H1299の結果についてはFigure 2参照）。 

 

 
 

２）疑似胸水を用いた癌細胞の検出感度 

 

良性の胸水に培養癌細胞を定数混入した疑似

癌性胸水を作成し、検出感度を測定した。血

球成分が多数含まれる血性胸水の場合は、ル

シフェラーゼ活性が非常に低く癌細胞の検出

感度は1000個/ｍLであった。原因として赤血

球によるウィルス感染の阻害が疑われたため

、最初に赤血球融解処理を行った後にウィル

ス感染させることで検出感度の改善がみられ

た。最終的には癌細胞10個/mLまで感度を高め

ることができ、本法を用いて実際の臨床検体

を用いた測定実験を行った。Figure 3に示す

とおり、赤血球溶血処理をほどこすことで10

個の癌細胞を混入した検体でコントロールと

比較して有意なルシフェラーゼ活性の増加を

認めた。 

 

 
 

３）臨床検体を用いた測定結果 



 

 

実際に細胞診検査によって悪性胸腹水の確定

診断を得られた症例、癌細胞を認めなかった

症例、癌細胞を認めなかったものの臨床経過

から悪性胸腹水と判断された症例についてそ

れぞれ検討を行った。その結果、本法による

悪性胸腹水の診断精度は感度75％、特異度79

％であり従来の細胞診検査と比較しても良好

な結果を示した。一方で、細胞診検査では陽

性を示しながら本法では検出できなかった症

例や逆に明らかな良性疾患であるにもかかわ

らず本法で明らかに高いルシフェラーゼ活性

を示す疾患を認めた。代表的な症例について

それぞれ検体の種類、細胞診検査結果、臨床

診断、本法によるルシフェラーゼ活性をTable 

1に示す。 

 

 
 

感度を低下させる原因の一つは血液癌に合併

した悪性胸腹水であり、これは当初より想定

されていたとおり元来血液細胞に対してアデ

ノウィルスの感染性が低いことによると考え

られる。そのため、本法を用いる際には原疾

患としての悪性細胞の種類については注意が

必要である。一方、特異度を低下させる原因

としては良性細胞に対するアデノウィルスの

非特異的な感染が上げられる。Table 1に示す

Ovarian cystもしくはDermoid cystに伴う腹

水検体にGFP発現アデノウィルスを感染させ、

感染細胞の同定を試みた。赤血球については

溶血処理を行って除去されているため、同検

体に存在する細胞成分としては白血球および

中皮細胞であった。蛍光顕微鏡下にGFPの発現

細胞とHE染色細胞を比較したところ、一部の

中皮細胞に発現がみられ、同細胞への感染が

非特異的なルシフェラーゼの活性増加につな

がっている可能性が示唆された。 

以上の結果をふまえて、今後さらに診断精度

を向上させるためには腫瘍細胞でのみ特異的

に活性化されるプロモーターの使用や、腫瘍

細胞内で特異的に増殖する制限増殖型ウィル

スの共感染等が有用な方法と思われる。 
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