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研究成果の概要（和文）：生体内で癌細胞指向性（ホーミング機能）を有し、細胞内侵入（Cell-in-Cell）活性を持つ
免疫細胞HOZOTをキャリア細胞として、ウイルス表面タンパク質のファイバーを35型アデノウイルスのファイバーに置
換したウイルスTelomeScan/F35を搭載したAd-HOZOTの抗腫瘍効果を検討した。Ad-HOZOTは、抗アデノウイルス中和抗体
の存在下でも抗腫瘍活性を発揮し、腹膜播種モデルで有意に播種病変を減少させ、壊死を誘導するとともに有意な中間
生存期間（MST）の延長を来した。本技術は、難治性消化器癌の標的化治療戦略として有用である。

研究成果の概要（英文）："Cell-in-cell" denotes an invasive phenotype in which one cell actively 
internalizes in another. The novel human T-cell line HOZOT, established from human umbilical cord blood, 
was shown to penetrate a variety of human cancer cells but not normal cells. Here, we report a new, 
intriguing approach using HOZOT cells to transmit biologics such as oncolytic viruses into human cancer 
cells by cell-in-cell invasion. HOZOT cells were successfully loaded via human CD46 antigen with an 
attenuated adenovirus containing the fiber protein of adenovirus serotype 35 (OBP-401/F35), in which the 
telomerase promoter regulates viral replication. OBP-401/F35&#8211;loaded HOZOT cells were efficiently 
internalized into human cancer cells and exhibited tumor-specific killing by release of viruses, even in 
the presence of anti-viral neutralizing antibodies. Moreover, intraperitoneal administration of HOZOT 
cells loaded with OBP-401/F35 significantly suppressed peritoneally disseminated tumor growth in mice.

研究分野：消化器外科学

キーワード： 癌　遺伝子　細胞・組織　医療・福祉　トランスレーショナルリサーチ
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１．研究開始当初の背景 
ウイルスは本来、ヒトの細胞に感染、増殖
し、その細胞を様々な機序により破壊する。
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みを傷害する治療用
製剤として用いることが可能となる。
Telomelysin（OBP-301）は岡山大学で開発さ
れたウイルス製剤であり、アデノウイルス 5
型を基本骨格とし、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
細胞のみで選択的に増殖して腫瘍融解を引
き起す（Kawashima et al, Clin. Cancer Res., 
2004; Kishimoto et al, Nature Med., 2006）。ヒト
への Telomelysin局所投与の安全性は、米国食
品医薬品局（US FDA）の承認のもと、2006
年より米国ダラスで実施した各種固形癌へ
の腫瘍内局所投与による第 I 相臨床試験で実
証されている（Nemunaitis et al, Mol. Ther., 
2010）。また、局所投与された Telomelysinは
リンパ節領域まで拡散し、領域的な抗腫瘍効
果を発揮することが確認されている（Kuroda 
et al, Cancer Res., 2010）。2013年からは、厚生
労働省の承認を受けて、岡山大学で進行食道
癌 を 対 象 に 放 射 線 治 療 を 併 用 す る
Telomelysin の腫瘍内投与の臨床研究を開始
する。しかし、このウイルス製剤の欠点は、
癌特異性はあるものの癌組織への集積性は
なく、既感染や初回投与で産生される抗アデ
ノウイルス中和抗体で不活化されるため、全
身投与が困難な点である。 

HOZOTは 2006年、林原生物化学研究所で
発見された新規のT細胞である（Takeuchi et al, 
J. Mol. Cell Biol., 2010）。臍帯血より分離され
た単核球をマウスストローマ細胞と共培養
することで誘導され、CD4、CD8の両抗原を
発現する。HOZOT の特性として、癌細胞指
向性（ホーミング機能）を有し、癌細胞に侵
入して（Cell-in-Cell活性）自ら死滅すると同
時に癌細胞を破壊する。今回、このユニーク
な癌指向性 HOZOTを生物学的キャリアとし
て用い、癌局所に Telomelysinを選択的に輸送
するとともに、中和抗体による不活化を回避
しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
分子標的医薬品など消化器癌に対する有
効な新薬が開発されてきているが、腹膜播種
や遠隔転移を来たした場合は極めて難治性
である。Telomelysinはテロメラーゼ依存性に
癌細胞を殺傷する腫瘍融解アデノウイルス
製剤であるが、腹腔内投与や全身投与では中
和抗体による不活化で効果が著しく減弱す
る可能性がある。本研究では、生体内で癌細
胞指向性（ホーミング機能）を有し、細胞内
侵入（Cell-in-Cell）活性を持つ免疫細胞
HOZOTをキャリア細胞として Telomelysinの
抗腫瘍活性を検証し、難治性消化器癌を標的
とする新たな治療戦略を構築することを目
的とする。 
 

３．研究の方法 
1）HOZOTの分離・培養 
ドナー臍帯血より分離された単核球の全
画分をマウスストローマ細胞と共培養する
ことで HOZOTを誘導する。 

 
2）HOZOT に搭載する至適ウイルス製剤の
検討 

HOZOT における各種アデノウイルス受容
体の発現をフローサイトメトリーにて解析
する。具体的には、CAR（coxsackievirus and 
adenovirus receptor）、avb3インテグリン、avb5
インテグリン、CD46 などを測定して感染効
率との相関を検討する。 
ウイルス表面タンパク質のファイバー領
域の改変を行った各種アデノウイルスの感
染効率を検討する。まず、感染性のみを比較
するために、ファイバー改変非増殖型 GFP発
現アデノウイルスを感染させ、GFP 陽性
HOZOT の比率を比較検討し、最適なファイ
バーを決定する。 
 
3）ウイルス搭載した HOZOT（Ad-HOZOT）
の抗腫瘍効果の検討 
 最適なファイバーを有する改変 GFP 発現
Telomelysin を作成し、HOZOT への感染効率
を確認する。各種癌細胞とウイルスを感染さ
せた HOZOT（Ad-HOZOT）を in vitroで共培
養し、抗腫瘍効果と Cell-in-Cell活性、ウイル
スの細胞内局在、ウイルスの拡散などを比較
検討する。これらの効果は蛍光顕微鏡下にタ
イムラプス観察にて動画として記録し、さら
に三次元スフェロイド培養した癌細胞を用
いて三次元構造での Cell-in-Cell 活性とウイ
ルス拡散能を検証する。 
 
4）Ad-HOZOTに対する抗アデノウイルス中
和抗体の影響の検討 
 段階希釈した抗アデノウイルス抗体を各
ウェルに添加し、in vitroにおいて各種癌細胞
に対するファイバー改変 Telomelysin 単独と
HOZOTに感染させたAd-HOZOTの抗腫瘍効
果を比較検討する。中和抗体によってウイル
ス単独の効果は不活化されるはずであるが、
Ad-HOZOT ではキャリア細胞が抗体のウイ
ルス結合を回避するため、抗腫瘍効果は維持
されると推測される。さらに、三次元スフェ
ロイド培養下での中和抗体の影響も、タイム
ラプス観察を行い同時に確認する。 
 
5）担癌マウスにおける Ad-HOZOTの生体内
動態と抗腫瘍効果の検討 
ヌードマウスの腹腔内に赤色蛍光（RFP）
でラベルしたヒト癌細胞を移植して作成し
た腹膜播種モデルで、Ad-HOZOT と HOZOT
単独の腹腔内投与の抗腫瘍効果を比較検討
する。 

 
４．研究成果 
 



1）HOZOTの分離・培養 
ヒト臍帯血からの HOZOTの分離培養を定
型化し、ドナー臍帯血から十分量の HOZOT
を凍結保存した。 
蛍光ラベルした HOZOTと非侵襲的 in vivo
イメージングシステム IVISを用いて、正常お
よび担癌マウスにおける HOZOTの生体内動
態を観察したところ、肺を中心に HOZOTは
全身に分布し、担癌マウスでは背部腫瘍に集
積することが確認できた。 

 
2）HOZOT に搭載する至適ウイルス製剤の
検討 

In vitroにおいてHOZOTへのGFP遺伝子発
現 Telomelysin（TelomeScan）の感染効率を検
討したところ低効率であったため、ウイルス
表面タンパク質のファイバーを 35 型アデノ
ウイルスのファイバーに置換したウイルス
TelomeScan/F35 を使用した。TelomeScan/F35
の癌細胞に対する殺細胞効果が強いこと、か
つ HOZOT自身への細胞障害活性が低いこと
を確認し、HOZOT に TelomeScan/F35を感染
させた Ad-HOZOT を用いて以後の実験を行
うこととした。 
 
3）ウイルス搭載した HOZOT（Ad-HOZOT）
の抗腫瘍効果の検討 

Ad-HOZOTの容量依存性を確認し、抗アデ
ノウイルス中和抗体の存在下ではウイルス
単独の抗腫瘍活性は減弱するのに対して
Ad-HOZOTは有効であることを確認した。 
また、三次元スフェロイド培養下でも

Ad-HOZOT が癌細胞塊を攻撃することをタ
イムラプス観察によって確認した。 

 
5）担癌マウスにおける Ad-HOZOTの生体内
動態と抗腫瘍効果の検討 
赤色蛍光（RFP）でラベルしたヒト癌細胞
をヌードマウスの腹腔内に投与して腹膜播
種モデルを作成し、Ad-HOZOTを腹腔内投与
することで播種病変への TelomeScan/F35 感
染を検証した。 
 治療後約 2ヶ月で開腹し、蛍光強度を測定
して播種巣を定量すると、Ad-HOZOTは有意
に播種病変を減少させていた。病理組織学的
には、Ad-HOZOT治療群ではウイルスの存在
を示すヘキソンタンパク質の発現部位に顕
著な壊死組織が観察され、有意な中間生存期
間（MST）の延長が認められた。 
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