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厚生労働科学研究委託費（革新的がん医療実用化研究事業） 

委託業務成果報告（総括・業務項目） 
 

蛍光ウイルス試薬を用いた進行胃癌患者の腹腔内浮遊がん細胞の生物学的 
悪性度評価に基づく早期再発症例の診断技術の開発 

 
業務主任者 藤原 俊義   

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科・消化器外科学・教授 
 

【研究要旨】 
消化器癌の浸潤・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重大な予後規定因子である。最近、胃癌に使用できる抗癌剤が分
子標的医薬品も含めて多岐にわたることからも、腹腔洗浄細胞診（CY）陽性症例を
悪性度指標などに基づいて個別化し、適切な治療スケジュールやレジメによって治療
することが重要であると言える。 

TelomeScan（テロメスキャン、OBP-401）は、平成17年より岡山大学で開発してき
た癌特異的蛍光標識アデノウイルス製剤であり、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GFP緑色蛍光を発する。
本研究では、胃癌を中心とする消化器癌患者の腹腔洗浄液中の細胞分画から、
TelomeScanで遊離癌細胞を可視化して検出する新しい技術を確立し、細胞診陽性患者
の中で早期に進展・再発する患者を検出し層別化できるかどうかを検討し、革新的な
バイオマーカーとしての臨床的有用性を検証することを目的とする。 
平成26年度は、62例の胃癌患者の開腹あるいは腹腔鏡下手術の際に腹腔洗浄液を採

取し、TelomeScanを用いてGFP陽性細胞を検出した。生存期間との相関を解析し、
TelomeScanによって細胞診陽性患者の中でさらに予後不良な患者集団を選別できる可
能性が示唆された。また、より高感度の蛍光検出方法としてモノクロメーター型マイ
クロプレートリーダーの適合性を検証するとともに、簡便な普及型の細胞カウンター
を用いた検討も行った。 

 
 
業務項目担当責任者： 
香川 俊輔 
（岡山大学病院・低侵襲治療ｾﾝﾀｰ・准教授） 

田澤 大 
（岡山大学病院・新医療研究開発ｾﾝﾀｰ・助教） 

 
Ａ．研究目的 
消化器癌の浸潤・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
る重大な予後規定因子である。進行胃癌では10～
15%でみられ、術後再発した症例では50~60%に達
するとされている。特に、術中肉眼的に播種結節を
認めないP0症例においても、すでに顕微鏡的に播種
している症例が少なからずあり、最近では術中に腹
腔洗浄細胞診（CY）が一般に広く行われている。
しかし、P0症例のCY陽性率は10～40%とばらつき
が多く、またP0CY1症例でも長期生存例が認められ
ることから、その正診率や臨床的な意義については
さらなる検討が必要である。最近、胃癌に使用でき
る抗癌剤が分子標的医薬品も含めて多岐にわたるこ
とからも、CY1症例を悪性度指標などに基づいて個
別化し、適切な治療スケジュールやレジメによって

治療することが重要であると言える。 
TelomeScan（テロメスキャン、OBP-401）は、岡

山大学で開発してきた癌特異的蛍光標識アデノウイ
ルス製剤であり、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GFP緑色蛍光を発する（Kishimoto 
et al, Nature Med., 2006）。現在までに、ex vivoで進
行癌患者の末梢血にTelomeScanを暴露することで、
血中循環癌細胞（circulating tumor cells; CTC）を可
視化できることを明らかにしてきた（Kojima et al, J. 
Clin. Invest., 2009）。また、平成22～24年度の第3次
対がん総合戦略研究事業（木下班、現 大江班）で
は、術中腹腔洗浄液からの細胞分画回収、
TelomeScan感染、蛍光顕微鏡下のGFP陽性細胞の検
出など、一連のプロセスのバリデーションを行った。 
本研究では、胃癌を中心とする消化器癌患者の腹

腔洗浄液中の細胞分画から、TelomeScanで遊離癌細
胞を可視化して検出する新しい技術を確立し、細胞
診陽性患者の中で早期に進展・再発する患者を検出
し層別化できるかどうかを検討し、革新的なバイオ
マーカーとしての臨床的有用性を検証することを目
的とする。 
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Ｂ．研究方法 
1）臨床検体を用いたTelomeScan陽性細胞の解析 

進行胃癌および他の消化器癌（結腸癌、直腸癌、
肝臓癌、膵臓癌など）の開腹あるいは腹腔鏡補助
下手術の際に、生理食塩水10～50 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1 multiplicity of infection
（MOI）となるようにウイルス量を算出し、
TelomeScan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。 
 
2）TelomeScan陽性細胞のサブセット解析 

GFP細胞をフローサイトメトリーやマイクロピペ
ットで回収し、白血球のCD45やリンパ球のCD4、
CD8、さらにマクロファージの表面マーカーなどで
解析し、GFP陽性細胞のoriginを確認する。 
 
3）高感度あるいは簡便な蛍光検出システムの開発 

マイクロプレートリーダーやキュベット型の蛍
光検出器など、GFP蛍光を簡便に定量できる技術を
比較検討し、多施設共同研究に向けたウイルスに
触れない閉鎖系検出システムの開発を目指す。 
 
（倫理面への配慮） 

TelomeScanは「自立的な増殖力及び感染力を保
持したウイルス又はウイロイド」に該当するため、
「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物
の多様性の確保に関する法律（平成十五年法律第
九十七号）」に基づき、文部科学省に「第二種使
用等拡散防止措置確認申請」を行い、平成24年6月
26日、「24受文科振第537号」にて承認されている。 

また、TelomeScanを用いた生体材料の解析に関
しては、岡山大学大学院医歯薬学総合研究科倫理
委員会にて「テロメラーゼ依存性腫瘍選択的増殖
ウイルスを標的薬剤とする蛍光分子イメージング
技術を用いた高感度がん細胞検出システムの開発
に関する研究」として、平成18年8月29日に承認さ
れている。 
 
Ｃ．研究結果 
1）臨床検体を用いたTelomeScan陽性細胞の解析 

平成22～24年度の第3次対がん総合戦略研究事業
で確立したTelomeScanを用いた検出技術の有用性
を検証するため、62例の胃癌患者の開腹あるいは
腹腔鏡下手術の際に腹腔洗浄液を採取した。
TelomeScanを添加して24時間培養した後、蛍光顕
微鏡下でGFP陽性細胞数をカウントした。細胞診陽
性の16例は細胞診陰性の46例に比して有意に予後
不良であった。TelomeScanによるGFP陽性細胞2個

以上の24例は2個未満の38例に比して有意に予後不
良であった。TelomeScan陰性／細胞診陰性の30例
は最も予後が良好で、TelomeScan陰性／細胞診陽
性の8例、TelomeScan陽性／細胞診陰性の16例はほ
ぼ同等の予後で、TelomeScan陽性／細胞診陽性の8
例は極めて予後不良であった（図1）。これらの結
果から、TelomeScanによって細胞診陽性患者の中
でさらに予後不良な患者集団を選別できる可能性
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 細胞診陽性患者のTelomeScanによる層別化 

 
2）TelomeScan陽性細胞のサブセット解析 
腹腔洗浄液中の細胞を多重蛍光免疫染色にて解析
したところ、TelomeScanによるGFP陽性細胞はクラ
スターを形成する傾向があり、多くがCD45陽性の
白血球系細胞と集塊を成していることが明らかと
なった。さらに、生存期間が短い症例でクラスタ
ー形成が顕著である傾向がみられ、今後、腹膜播
種形成の病態の解明も試みていく。 
 
3）高感度あるいは簡便な蛍光検出システムの開発 

GFP蛍光陽性細胞は蛍光顕微鏡下に目視にてカウ
ントしてきたが、より客観的かつ簡便な検出技術
を開発するために、フィルター型およびモノクロ
メーター型マイクロプレートリーダーの適合性を
比較検討した。その結果、モノクロメーター型の
方がGFP蛍光強度と細胞数の相関が強いことが明ら
かとなった。また、より簡便な普及型の細胞カウ
ンターを用いて、実際にGFP蛍光陽性細胞を検出す
ることが可能であることを確認した。 
 
Ｄ．考察 

がんは1981年以来、日本人の死亡原因の第1位を
占めており、がん対策推進基本計画に掲げる「が
んによる死亡者の減少」を達成し国民の健康と安
全・安心な社会を確保するためには、既存の治療
コンセプトとは異なる革新的な診断・治療技術の
育成が不可欠である。その大きな方向性は個別化
医療に向かっており、従来の画一的な治療ではな
く、患者個々の病態に基づいた細やかな治療戦略

GFP<2
n=8

GFP≧2
n=8

生存日数 （日）

生
存
率
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の構築が重要である。 
現在、多くの消化器癌治療はガイドラインに基

づき標準治療が行われているが、バイオマーカー
による治療選択が推奨されていくと予測される。
本研究が目指すのは、消化器癌腹膜播種患者にお
いて、術中腹腔洗浄液中のTelomeScan／GFP陽性細
胞数により、集中的な分子標的薬剤を含む化学療
法を必要とする症例、標準治療が妥当な症例、比
較的軽い維持療法で十分な症例などを層別化する
ことで、副作用が少ないより有効な治療アルゴリ
ズムを確立することである。それによって、過剰
な治療による生活の質（QOL）の低下を予防し、
必要な患者に集中的な治療を行うことで生存期間
を延長させ、国民の健康増進や医療経済の節減に
も役立つと期待される。 

平成26年度の総括として、掲げた目標はすべて
達成できており、計画は順調に進んでいると言え
る。平成27年度以降は、トランスレーショナル・
リサーチとしての臨床研究を推進し、症例を集積
することで本技術の臨床的有用性を検証していく。
また、多重蛍光免疫染色を用いてGFP陽性細胞とク
ラスターを形成する細胞集団を解析し、腹膜播種
形成の病態の解明も試みていく。最終的には、GFP
陽性細胞数による症例の層別化を行い、集中治療、
標準治療、低用量による維持治療などの無再発生
存期間や全生存期間に与える影響を比較検討する
前向き臨床研究を計画する。TelomeScanによる癌
細胞の可視化は、免疫染色やPCRによる方法と異な
り生きた癌細胞のみを検出するため、より鋭敏な
予後との関連性が認められると期待される。 
 
Ｅ．結論 

TelomeScanにより消化器癌患者の腹腔洗浄液中
の血球系細胞とクラスターを形成する癌細胞を可
視化することができ、バイオマーカーとして細胞
診陽性症例の中で極めて予後不良の患者を選別で
きる可能性が示唆された。 
 
Ｆ．研究発表 
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