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研究成果の概要（和文）： 

本研究においてテロメラーゼ活性依存性腫瘍増殖蛍光ウイルス“テロメスキャン”を用いて消

化管間質腫瘍(Gastrointestinal Stromal Tumor; 以下, GIST)の浮遊がん細胞(Circulating 

Tumor Cell;以下, CTC)の検出を、根拠となる基礎研究の成果をもとに臨床検体で試みた。12

症例中 6例で CTC が検出できたことで、肝転移やをきたす GIST の新規バイオマーカーとしての

臨床的意義の可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We detected circulating tumor cells (CTCs) in the peripheral blood of Gastrointestinal 
Stromal Tumor (GIST) patients after some fundamental research useing a green fluorescent 
protein (GFP)-expressing attenuated adenovirus-5 vector, in which the hTERT promoter 
regulates viral replication (TelomeScan). CTCs were identified in samples from 6 of 12 
patients with GIST. These results suggest that CTSs detection with our method might be 
a new bio-marker for GIST which frequently accompanied liver metastases.  
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１．研究開始当初の背景 
CTC の検出は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、以降様々な検
出方法が報告されてきているが、主に用いら
れる上皮系マーカーによる検出方法では理
論的に間質腫瘍を検出することは出来ない。
臨床的には肝転移などをきたすことから CTC
の存在が充分想定される GIST での CTC の報
告は実際見当たらない。我々は癌細胞が有す
る hTERT (human telomerase reverse 
transcriptase) 遺伝子のプロモーターでア

デノウイルスの増殖に必須の E1 遺伝子発現
を制御することで、テロメラーゼ依存性に増
殖するアデノウイルスにオワンクラゲ由来
の蛍光遺伝子 GFP (Green Fluorescence 
Protein)を組み込んだ改変アデノウイルス
製剤 テロメスキャンを開発しており、この
技術を応用して 5mlの血液中に浮遊する数個
の癌細胞を、テロメスキャンを用いて生存癌
細胞を特異的に検出することもすでに開発
し得ていた。我々の方法では上皮系の癌細胞
に限らず検出可能であり、GIST の CTC も検出



できると考え研究を計画した。また CTC が検
出できれば、理論的には CTC の c-kit や
PDGFRA の遺伝子多型解析が可能である。切除
不能 GIST症例では薬物療法が選択されるが、
現時点では増悪・不耐容まで継続するとされ
ている。一旦奏効した症例で増悪に転じるメ
カニズムとして腫瘍の遺伝子変異が予想さ
れるが、多くの場合切除不能・転移 GIST 腫
瘍の生検は困難であり、結果として画像診断
などで明らかな増悪が見られるまで薬物療
法が継続される。CTC の検出から遺伝子多型
解析可能となれば、より早い段階で薬物療法
の効果判定と効果予測が可能となり、実際の
臨床に直結するバイオマーカーとなり得る
ことが予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、我々が開発したテロメスキャン
を用いて癌同様に転移をきたす GIST の CTC
を高率にかつ再現性をもって、かつ定量的に
検出する新規診断システムを開発すること
を目的とする。また、遺伝子多型などの分子
生物学的解析も加えることによって新規バ
イオマーカーとしての臨床的意義の可能性
を探求し、臨床応用への展開に導くための研
究基盤を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) GIST細胞株のhTERT活性測定、テロメス

キャンの感染効率検討： 

数種類の培養GIST細胞のhTERT活性を、

リアルタイムPCRを用いて測定し、テロ

メスキャンの感染・蛍光が確認できてい

る癌細胞と比較して検討する。また、実

際に培養GIST細胞にテロメスキャンを

感染させ、GFP蛍光強度測定すると同時

に非増殖型のGFP発現アデノウイルスと

比較することで感染効率を確認し、培養

系での至適ウイルス感染条件を確定さ

せ血液浮遊腫瘍細胞での感染条件を推

定・検討する。 

(2) 健常者血液中に混じたGIST細胞株のテ

ロメスキャンによる可視化の条件設： 

培養GIST細胞を段階的に希釈して浮遊

させ、遠心にて細胞成分を分離、各種濃

度のテロメスキャンウイルスと24-48時

間混合培養する。回収した細胞を

cytospinにてスライドガラス上にspot

状に張付け、蛍光顕微鏡下に陽性細胞を

確認する。また、FACSにてGFP強度を測

定し、定量化する。本実験で、浮遊系の

GIST細胞の検出限界を確認することが

でき、至適ウイルス濃度、および至適反

応時間を確定することができる。 
(3) GIST 患者血液を用いてのテロメスキャ

ン感染 GFP 陽性細胞の検出： 
臨床プロトコールを作成し、倫理委員会
で承認の後に臨床研究を開始する。研究
参加の同意が得られた GIST 患者より治
療前の血液を採取し、上記実験で得られ
た検出条件で CTC の検出を行う。同時に
患者の臨床病理学的背景因子のデータ
収集を行い、後に照合できるデータベー
スを構築する。さらに、実際の臨床応用
を想定して、サンプル採取、ウイルスと
の混合培養から蛍光検出、解析までの各

工程の至適条件を検証し、SOP (Standard 
Operation Procedure)を作成する。 

(4) 極少細胞からの DNA、RNA 抽出法とその
増幅法の検討： 
p53、KRAS などの遺伝子変異がすでに同
定されている癌細胞を用いて、1-1000
個の腫瘍細胞からの遺伝子抽出、変異が
判明している exon を PCR 増幅、シーク
エンスまでの条件を検討し、検出感度の
限界を検討する。 

(5) 検出 CTC 細胞からの DNA、RNA 抽出法と
その増幅法の検討： 
確立させた極少量サンプルからのDNA抽
出法により、血液中 CTC からの遺伝子変
異の検出を試みる。GIST で薬物療法の奏
効率との相関が既に知られている c-kit
及び PDGFRA 遺伝子変異を検出 CTC から
PCR 増幅・シークエンスの方法を用いて
同定できるかの検討を行う。 

(6) GIST 組織と CTC の遺伝子解析と比較と
臨床病態的検討： 
CTCからc-kit及びPDGFRA遺伝子変異の
検出を行った症例において可能であれ
ば対応する原発巣から同じ遺伝子異常
検査を行うことで、CTC と原発巣での遺
伝子異常の相関関係を検証する。さらに
研究結果と臨床病態、すなわち再発の有
無・薬剤耐性の有無などと CTC 検出の有
無・遺伝子変異の有無・原発巣と CTC で
の遺伝子変異の差異などを症例を重ね



ていき検討する。これらから我々の本
CTC 検出法が GIST のバイオマーカー
となり得る可能性を検討していく。 

 
４．研究成果 
(1) GIST 細胞株の hTERT 活性測定とテロ

メスキャンの感染効率の検討： 
2 種 類 の 培 養 GIST 細 胞
(GIST882,GIST48)に hTERT の mRNA 発
現があることをリアルタイムPCRで確
認した。またアデノウイルス感染効率
予測のため、この 2 種類の培養 GIST
細胞のコクサッキーアデノウイルス
レセプター(CAR)の発現をフローサイト
メトリーで確認した。そのうえで実際に
GIST882・GIST48 にテロメスキャンを感
染させ、GFP 蛍光が観察できることを蛍
光顕微鏡下に確認した。これにより、血
液中に GIST 細胞が存在すればテロメス

キャンで可視化できると予想されたた。 
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ン感染 GFP 陽性細胞の検出： 
GIST 患者血液を用いてのテロ
ン感染 GFP 陽性細胞の検出を試みた。平
成 25 年 3 月 31 日までに、12 名の GIST
患者より研究参加の同意が得られた。10
例が胃GISTで小腸GISTが2例であった。
胃 GIST の 1例と小腸 GIST の 1例では肝
転移を有していた。全例において原発巣
の手術切除前に血液を採取した。採血サ
ンプルは溶血させた後に遠心にて細胞
成分を分離して、1×104PFU のテロメス
キャンウイルスと24時間混合培養した。
回収した細胞を cytospin にてスライド
ガラス上に spot 状に張付け、蛍光顕微
鏡下に陽性細胞を確認したところ 12 例
中 6例の症例でGFP陽性細胞が確認でき
た。GFP 陽性細胞数は 1 症例あたり 1-7
個の範囲で確認できた。 
 

 
検出
幅法の検討： 
KRAS などの遺伝子変異がすでに同定さ
れている癌細胞を用いて、血中の 5-10
個の浮遊細胞が回収できればDNA抽出と
遺伝子解析が可能であることが、予備実
験で予想された。臨床サンプルでは GFP
陽性細胞を蛍光顕微鏡下でなくフロー
サイトメトリーを用いて確認すること
が 3例で可能であった。この 3例で 1個
４個・７個の GFP 陽性細胞が得られたた
め、極少細胞から DNA を抽出した。全症
例で原発巣のc-kit遺伝子変異解析はで
きており、CTC と思われる細胞から抽出
された DNA をシ-クエンスにかけて原発
巣のc-kit遺伝子解析結果と比較する段
階まで研究は進展した。 

GIST 症例においても末梢血中これら結果は
に浮遊腫瘍細胞(CT )が存在することを示唆
する結果であり、今まで全く報告されていな
い事実である。また、この結果は採血という
非侵襲的に方法によって得られており、臨床
的意義の大きい新規バイオマーカーとして
の可能性を示唆したと考える。 
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