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緒　　　言

　がんの診断法として，コンピューター断層撮影
（Computed Tomography；CT）や磁気共鳴画像法
（Magnetic Resonance Tomography；MRI）などの画
像診断が一般的に行われている．また，ポジトロン放
出断層撮影法（Positron Emission Tomography；
PET）は，がんを高感度で選択的に描出するイメージ
ング技術としてがん診断に積極的に活用されている．
これらの診断技術は，スクリーニングや手術前のがん

の状態を把握するには有用であるが，手術中にリアル
タイムに転移や播種病巣を同定するナビゲーション技
術は未だ確立されていない．
　より低侵襲な治療の導入は，患者の生活の質（quality 
of life，QOL）を維持するためにも必要であり，低侵
襲な手術を目指す際に有用な情報の一つとして転移リ
ンパ節の判定が挙げられる．最近，低侵襲手術のナビ
ゲーションとして，センチネルリンパ節（sentinel 
node；SN）が注目されている．SN とは腫瘍から最初
にリンパ流をうけるリンパ節であり，ここに最初の微
小転移が生ずるという仮説が SN 理論である．乳がん
では欧米を中心に大規模な臨床試験が開始されている
が，その他の固形腫瘍にもこの考え方が通用するかに
ついては未だ不明であり，その検証がはじまったとこ
ろである．胃がんの単発リンパ節転移部位の解析から
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10％前後の skip 転移，すなわち第１群リンパ節を飛び
越した第２群以遠リンパ節への初発転移が報告されて
おり1)，これを根拠として SN ナビゲーションの危険
性を唱える意見もある．したがって，転移リンパ節そ
のものを同定できるように腫瘍細胞を直接ラベリング
できる技術があれば，それは確実性の面から極めて実
用的になりうる．近年，蛍光蛋白質である GFP の遺
伝子をレポーター遺伝子として使用し目的とする細胞
を検出する蛍光イメージングが多用されている2ﾝ9)．ま
た，われわれは以前，正常細胞においてはほとんど発
現していないががん細胞においては85％以上に発現し
ている10,11)ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hTERT）の
プロモーター特異的に増殖する制限増殖型アデノウイ
ルス（OBPﾝ301）を作成した1,12)．本研究では，OBPﾝ
301のウイルスゲノムに GFP 遺伝子を組み込んだ 
OBPﾝ401を作成し，それによる腫瘍細胞へのラベリン
グの可能性を検討した．OBPﾝ401は腫瘍特異的に増殖
し，腫瘍細胞の GFP 蛍光は in vitro では蛍光顕微鏡
下に，また，ヌードマウスの皮下腫瘍への局所投与で
は高感度３CCDカメラを用いた蛍光観察システム下
に検出することが可能であった．さらに，ヌードマウ
ス同所性直腸癌リンパ節転移モデルにおいては OBPﾝ
401を原発腫瘍へ投与することでリンパ節内の微小転
移巣を直接描出することが可能であった．OBPﾝ401を
用いた腫瘍検出技術は，生体内で転移リンパ節を検出
する外科ナビゲーション・システムとなる可能性が
ある．

材料と方法

１. 細胞株
　がん細胞株としてヒト非小細胞肺癌細胞Ｈ1299，
Ｈ460，ヒト胃癌細胞 MKN28，MKN45，ヒト大腸癌
細胞 SW620，HTﾝ29，ヒト食道癌細胞 TE８，T｡Tn，
ヒト前立腺癌細胞 LNCaP，PCﾝ３，ヒト舌扁平上皮癌
細胞 HSCﾝ３，HSCﾝ４，SCCﾝ４，SCCﾝ９，ヒト子宮
頸癌細胞 HeLa，ヒト肝細胞癌細胞 HepG２，ヒト膵
癌細胞 Pancﾝ１，ヒト乳癌細胞 MCFﾝ７，ヒト骨肉種
細胞Ｕﾝ２OS を使用した．また，正常細胞としてヒト
正常肺線維芽細胞 NHLF，ヒト正常腎上皮細胞 HRE，
ヒト胎児臍帯内皮細胞 HUVEC，ヒト正常胎児肺線維
芽細胞 WI38を使用した．
２. 組み換えアデノウイルスベクター
　テロメラーゼ特異的制限増殖型アデノウイルス 
OBPﾝ30112)のＥ３欠損部に，CMVプロモーターで駆動
する GFP遺伝子を組み込んだ OBPﾝ401を作成し使用
した（図１）．
３. 定量リアルタイム PCR 解析
　各がん細胞，正常細胞における hTERT プロモータ
ーの活性を mRNA レベルでリアルタイム PCR によ
り測定し，Ｈ1229の発現を１とした相対比で発現レベ
ルを比較した．また，ウイルス増殖能は各細胞に OBPﾝ
401を感染させ，経時的にＥ1Ａ遺伝子量を測定し，感
染２時間後の測定値を１とした相対比で増殖率を求め
比較検討した．

ITR ITR

△ E1 △ E3

Ad5

455bp 911bp 605bp 1,836bp

hTERTﾝp AdﾝE1A IRES AdﾝE1B polyﾝA CMVﾝp GFP polyﾝA

図１　OBPﾝ401の構造
制限増殖型アデノウイルス OBPﾝ401は，ウイルス増殖に必要なＥ1領域が除去されているアデノウイルスベクターを基本骨格としてい
る．hTERT プロモーターと IRES 配列で結合したＥ1Ａ，Ｅ1Ｂ遺伝子より成る増殖カセットを，ベクターの欠損したＥ1部分に組み
込み，GFP 遺伝子をウイルスゲノムのＥ3領域に組み込んでいる．
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４. in vitro における蛍光発現
　ヒトがん細胞Ｈ1299，SW620，HT29と正常細胞 
NHLF に OBPﾝ401を１あるいは10MOI で感染させ，
GFP 遺伝子の発現を蛍光顕微鏡で観察した．
５. in vivo における蛍光発現
　SW620または HT29細胞をそれぞれヌードマウスの
背部に５×106接種して，腫瘍が直径７㎜に増大したと
きに OBPﾝ401を107PFU/100ﾗ腫瘍内注射して GFP 
発現を経時的に観察した．また，同所性直腸癌モデル
はメスヌードマウスの直腸粘膜下層に HT29細胞を
５×106接種し（図６ａ)13)，４週間後に形成された直腸
腫瘍に108PFU/100ﾗの OBPﾝ401を腫瘍内注射した．
OBPﾝ401投与の５日後に腹腔内を観察した．
６. CCD イメージング
　GFP 蛍光の撮影には浜松ホトニクス社の蛍光フィ
ルターおよび高感度３CCD カメラを用いた．

結　　　果

１. 各癌細胞，正常細胞における hTERTpromoter 
の発現
　テロメラーゼは悪性疾患のマーカーである14)．発現
レベルに強弱はあるものの，異なる器官に由来する全
ての腫瘍細胞において mRNA レベルで hTERT の発
現を認めた．しかし，正常細胞である NHLF や WI38
などのヒト線維芽細胞，ヒト血管内皮細胞（HUVEC）
やヒト腎臓上皮細胞（HRE）では認められなかった
（図２）．

２. in vitro におけるヒト癌細胞での OBPﾝ401の選
択的増殖
　ヒトがん細胞 SW620，Ｈ1299では，OBPﾝ401は感染
後３日までに106～108倍のウイルス増殖が認められた
が，正常細胞 NHLF では OBPﾝ401の増殖は103倍に抑
えられていた（図３）．

　 GFP 遺伝子の増幅による腫瘍の可視化：岸本浩行，他12名 　
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図２　ヒト腫瘍細胞と正常細胞における hTERT mRNA の発現
ヒト腫瘍細胞と正常細胞の hTERT mRNA レベルをリアルタイム PCR により相対的に比較した．Ｈ1229の発現を1.0としている．
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図３　ヒト腫瘍細胞 SW620とＨ1299細胞と正常細胞 NHLF に
おける OBPﾝ401の増殖

ヒト腫瘍細胞 SW620とＨ1299細胞では，OBPﾝ401は感染３日後
までに106～108倍のウイルス増殖が認められたが，正常細胞 
NHLF ではウイルス増殖は103倍に抑えられていた．
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３. in vitro におけるヒト癌細胞での選択的可視化
　Ｈ1299細胞を10MOI で OBPﾝ401に感染させると，
12時間後より GFP の発現が認められ，蛍光は３日目
まで増強し，その後 cytopathic effect（CPE）が誘導
され完全な細胞死が観察された（図４ａ）．また，SW620
と HT29細胞では，10MOI で OBPﾝ401に感染させる
と，24時間後から GFP 蛍光を認め，３日目には細胞
死が観察された（図４ｂ，４ｃ）．一方，正常細胞 NHLF 
では GFP 蛍光はほとんど認められなかった（図４ｄ）．
これらの結果は，OBPﾝ401はヒトがん細胞においての
み複製し，腫瘍細胞に特異的に GFP 蛍光を発現させ
ることを示している．

４. in vivo における皮下ヒト腫瘍の選択的可視化
　SW620と HT29細胞の皮下腫瘍に，OBPﾝ401を
107PFU/100ﾗで腫瘍内投与し GFP の発現を調べた．
OBPﾝ401を投与して24時間以内には腫瘍においてのみ 
GFP 蛍光を認めた（図５ａ）．蛍光強度は OBPﾝ401投
与４日後に最大となり，蛍光は少なくとも７日間継続
していた．また，OBPﾝ401を腫瘍内投与した14日後に 
SW620の皮下腫瘍を摘出して観察すると，広範な GFP 
発現が連続スライス切片でも観察された（図５ｂ）．一
方，腫瘍を持たないマウスの皮下に OBPﾝ401を
107PFU/100ﾗを投与しても GFP 蛍光は検出されな
かった（図５ｃ）．これらの結果から，生体内において
も GFP 発現は腫瘍特異的であることが示された．
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図４　in vitro におけるヒト癌細胞の選択的可視化
ヒト腫瘍細胞Ｈ1299 ⒜，SW620 ⒝，HT29 ⒞と正常細胞 NHLF ⒟に OBPﾝ401を１ないし10MOI で感染させ経時的に観察した（上段　
明視野観察，下段　蛍光観察 ×200）．
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５. 同所性直腸癌リンパ節転移モデル
　予備実験として，ヒト結腸癌細胞 HT29をヌードマ
ウスの直腸粘膜下に同所移植すると，４週間後には直
腸腫瘍が形成され（図６ａ，ｂ），固有筋層内のリンパ
管に腫瘍細胞が浸潤することを確認した（図６ｃ）．直
腸腫瘍に OBPﾝ401を108PFU/100ﾗ腫瘍内注射すると
24時間後から腫瘍部位に GFP 蛍光が認められ，４日

後までに蛍光強度は最大となった．一方，OBPﾝ401を
投与しなかった直腸腫瘍には GFP 蛍光は認めなかっ
た（図６ｄ）．
６. in vivo におけるヒト癌細胞の転移リンパ節の選
択的可視化
　ヌードマウスの直腸に HT29細胞を同所性移植する
と，４～６週間後には高率に腹部大動脈周囲にリンパ

　 GFP 遺伝子の増幅による腫瘍の可視化：岸本浩行，他12名 　

b c

a

図５　in vivo における皮下ヒト腫瘍の選択的可視化
⒜ SW620（５×106/個体），HT29（５×106/個体）をヌードマウスの皮下に移植して形成した腫瘍内に OBPﾝ401を１×107PFU/100ﾗ
注入し非侵襲的にイメージングした（左列　明視野観察，右列　蛍光観察）．⒝ SW620の皮下腫瘍に OBPﾝ401を１×107PFU/100ﾗ注
入して14日後に摘出し，腫瘍全景およびスライスによる観察を行った（左列　明視野観察，右列　蛍光観察）．⒞ 腫瘍のないヌードマ
ウスの皮下に OBPﾝ401を１×107PFU/100ﾗ注入し３日後または６日後に蛍光観察した．矢頭は注入部位．
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節転移を生じる．その頃に原発巣である直腸腫瘍に
108PFU/100ﾗの OBPﾝ401を腫瘍内投与し，その５日
後に開腹して GFP 励起のためのキセノン光を照射し
高感度３CCD カメラで腹腔内を観察した．
　代表的な２匹のマウスの分析結果を図７に示した．
マウス No｡１では，３つのリンパ節（LN１，LN２，
LN３）が大動脈周囲に認められ，蛍光イメージングに
よりリンパ節（LN３）だけに部分的な GFP 蛍光を認
めた（図７ｂ）．マウス No｡２では，４つの大動脈周囲
リンパ節のうち３つで GFP 蛍光を認めた．（図７ｄ）
病理組織検査では GFP 蛍光陽性リンパ節には腫瘍細
胞を確認できたが，GFP 蛍光陰性リンパ節では腫瘍細
胞は認めなかった（図７ｃ，ｅ）．また，抗 GFP 抗体
による免疫組織化学的分析で，GFP の分布はリンパ節
内の転移巣に一致することを確認した．上記以外のマ
ウスにおいても GFP 陽性リンパ節では高頻度に微小

転移が検出され，検出率は感度92.3％，特異度86.6％
であった（表１）．これらの結果は，OBPﾝ401は原発
腫瘍内に投与されると所属リンパ節へ拡散し，リンパ
節内の転移がん細胞に感染・増殖して腫瘍選択的な 
GFP 発現を誘導したことを示している．また，OBPﾝ
401の増殖はフロイドアジュバントの直腸粘膜投与で
生じさせた炎症性リンパ節腫大では認められず，がん
細胞に選択的であることが示された．

考　　　察

　近年，さまざまな画像診断手段が進歩しているが，
未だに微小がんを組織学的診断無くして確定すること
は困難である．外科手術において，リアルタイムに微
小がん組織や転移リンパ節を同定する技術は，過不足
ない切除を行う「患者にやさしい外科治療」に重要で
ある．われわれは，ヒトテロメラーゼ逆転写酵素

ｄ

ｃ

ｂａ

Urethral orifice
Anus

図６　同所性直腸癌リンパ節転移モデル
⒜ 同所性直腸癌リンパ節転移モデルは HT29細胞をヌードマウスの直腸粘膜下に移植して作成した．⒝ 腫瘍移植４週間後の直腸腫
瘍．白線は組織検査のための HT29直腸腫瘍の割面作成方向を示す．⒞ 直腸粘膜下の HT29腫瘍の HE 染色による組織切片．スケー
ルバーは10㎛（左 ×40，中央　左図の白線で囲んだ部分の拡大 ×400，右 HT29細胞のリンパ管浸潤（矢頭)×400）．⒟ HT29直腸腫
瘍に OBPﾝ401を108PFU/100ﾗ腫瘍内投与した．24時間後から腫瘍部位に GFP 蛍光を認めた（左）．OBPﾝ401を投与しなかった直腸
腫瘍には GFP 蛍光は認めなかった（右）．
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ａ ｂ

ｃ

ｄ ｅ

図７　in vivo におけるヒト癌細胞の転移リンパ節の選択的可視化
代表的な２例を提示する．⒜ マウスの腹腔内（マウス No１）．HT29
直腸腫瘍に108PFU/100ﾗの OBPﾝ401を腫瘍内注射し，５日後に開腹
してリンパ節転移の有無を調べた．白線で囲んだ部分は図ｂの領域
を示す．⒝ マウス No１では，３つのリンパ節（LN１，LN２，LN３）
が大動脈周囲に認められた（左）．蛍光イメージングによりリンパ節
（LN３）に GFP 蛍光を認めた（右）．⒞ リンパ節の HE 染色切片．
リンパ節（LN１，LN２）にはリンパ節転移は認められない．リンパ
節（LN３）には転移腫瘍を認めた（矢頭）（左 ×200，右 スケール
バーは100㎛ ×400）．⒟ マウス No２では，４つの大動脈周囲リン
パ節（LN１，LN２，LN３，LN４）を認めた（左）．４つのリンパ
節のうち３つで GFP 蛍光を認めた（右）．⒠ リンパ節（LN１，LN
３）の微小転移巣（矢頭）（×200）．

表１　GFP fluorescence and histopathology status in para-
aortic lymph nodes of HT29 tumor-bearing mice

Mouse
No｡

Metastasisa
GFP Fluorescenceb Total

(％)cPositive Negative

No｡ １ Positive 1 0 1 ( 33.3)
Negative 0 2 2 ( 66.6)

No｡ ２ Positive 3 0 3 ( 75.0)
Negative 0 1 1 ( 25.0)

No｡ ３ Positive 1 0 1 ( 33.3)
Negative 0 2 2 ( 66.6)

No｡ ４ Positive 0 0 0 ( 0 )
Negative 0 4 4 (100  )

No｡ ５ Positive 1 1 2 ( 66.6)
Negative 0 1 1 ( 33.3)

No｡ ６ Positive 3 0 3 ( 60.0)
Negative 1 1 2 ( 40.0)

No｡ ７ Positive 3 0 3 ( 50.0)
Negative 1 2 3 ( 50.0)

aMetastatic foci were detected histologically by hematoxylin and 
eosin staining｡
bNodes with light emitting spots and GFP fluorescence were 
evaluated as positive｡
cThe percentage of nodes with or without histologically 
confirmed metastasis in each mouse｡
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（hTERT）プロモーター特異的に増殖する制限増殖型
アデノウイルス（OBPﾝ301）に GFP 遺伝子を搭載し
（OBPﾝ401），それを用いて癌細胞を可視化できるか
検討した．
　in vitro において OBPﾝ401をヒトがん細胞に感染
させると，３日間でウイルス量は106～108倍となった
が，その増殖率は正常細胞 NHLF での増殖率よりも
103～104倍高い結果であった．正常細胞で OBPﾝ401が
わずかながら複製した理由は不明であるが，NHLF も
20継代程度まで維持できるため，一般的に行われてい
る PCR 分析では検知できない程度の弱いテロメラー
ゼ活性を NHLF は持っているのかもしない．いずれに
せよ，正常細胞での OBPﾝ401の増殖は非常に弱いた
め，生体内での腫瘍細胞の可視化には干渉しないと思
われた．事実，ヌードマウス皮下にヒトがん細胞を移
植して形成した腫瘍に OBPﾝ401を腫瘍内投与すると，
腫瘍の横断面では全体に渡って GFP 蛍光が認められ
たのに対して，腫瘍に隣接した正常組織では GFP 蛍
光は検出できなかった．このように，OBPﾝ401により
生体内で腫瘍細胞を選択的に GFP で標識できる可能
性が示唆された．
　ヒト直腸腫瘍をヌードマウスに同所性移植したモデ
ルを使った実験では，OBPﾝ401の原発腫瘍内投与後の
開腹観察で，リンパ節内の微小転移巣を高感度に検出
することができた．従来の組織学的検査では，リンパ
節転移の有無を通常１枚か２枚の切片で判定するた
め，リンパ節中の微小な転移巣の検出は難しい場合が
ある．また，術中迅速診断で用いられる凍結切片では
組織構造がかなり破壊されてしまうため，判定はより
困難と考えられる．乳癌や黒色腫では術中凍結切片で
リンパ節転移の有無が検討されることが多いが，検出
感度は38％～74％と言われている15ﾝ18)．われわれの実
験では，GFP 蛍光を示したリンパ節の33.3％で微小転
移巣を見つけるために連続切片を追加する必要があっ
た．このことから，本アプローチは標準的な病理組織
検査よりも感度が高いと言えるかもしれない．腫瘍細
胞が組織学的に見つからなかった２個の GFP 陽性リ
ンパ節でも，切片をさらに追加すれば微細な転移を確
認できたかもしれない．
　OBPﾝ401を使ったイメージングはその有用性が期
待されるが，GFP の励起光の波長は短いため，対象物
が厚い組織で覆われているような場合では GFP を励
起することができない．また，励起光の照射野の反対

側のリンパ節表面に腫瘍塊が存在している状況では，
GFP 蛍光は検出できない．しかし，SN 生検で用いら
れるガンマプローブのように，励起光を照射するとと
もに GFP 蛍光を感知できるような携帯プローブを開
発できれば，術中に転移リンパ節を GFP 蛍光で同定
できるかもしれない．少なくとも，ハンディサイズの 
GFP 蛍光を励起させるフラッシュライトはすでに報
告されている19)．
　結論として，同所性直腸腫瘍モデルにおいて，GFP 
発現テロメラーゼ特異的制限増殖型アデノウイルス 
OBPﾝ401は，原発腫瘍に投与すると所属リンパ節内の
腫瘍細胞に到達し，GFP 蛍光を発しながら増殖できる
ことを証明した．OBPﾝ401を用いた腫瘍検出技術は，
がんの外科的療法の新しいナビゲーション・システム
となる可能性がある．

結　　　論

　テロメラーゼ依存性制限増殖型アデノウイルスに 
GFP 遺伝子を搭載して作成した OBPﾝ401を用いて，
がん細胞を特異的に可視化することができた．また，
ヌードマウスの直腸癌モデルにおいて，OBPﾝ401を原
発腫瘍内投与することにより，転移リンパ節を特異的
に検出することに成功した．
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