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研究成果の概要（和文）：大腸癌のLiquid biopsyとして血中循環腫瘍細胞 (CTC)、血漿エクソソーム内包
microRNA、血漿cell free DNAのバイオマーカーとしての有用性を検討した。CTC、microRNAおよびcell-free 
DNAは、癌の再発および予後予測マーカーとして有用であった。CTCを次世代シークエンスで解析したところ、再
発例のCTCに新たな遺伝子変異が確認された。microRNA-21とmicroRNA-Xは大腸癌の早期診断マーカーとして優れ
ていた。cell free DNAの遺伝子変異はRECISTの結果と関連し、治療効果モニタリングマーカーとして有用であ
ることが確認された。

研究成果の概要（英文）：In a liquid biopsy of colorectal cancer　patients, the usefulness as a 
biomarker of circulating tumor cells (CTC), plasma exosome-encapsulating microRNA, plasma cell free 
DNA was examined. CTC, microRNA and cell-free DNA were useful as cancer recurrence and prognostic 
markers. Analysis of CTC with the next generation sequence revealed a new genetic mutation in CTC of
 the recurrent case. microRNA-21 (miR-21) and miR-X were excellent markers for early diagnosis of 
colorectal cancer. The gene mutation of cell free DNA was correlated with the results of RECIST, and
 it was confirmed that cell free DNA was able to predict treatment effect earlier than CT.

研究分野： 分子腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
大腸癌の予後を改善するためには、癌の

早期診断、早期再発予測診断および治療効
果を予測するバイオマーカーが重要である。
Precision Medicine の考えに基づき、厳密
な個別化治療をおこなうためには、治療効
果を予測しうるバイオマーカーが重要であ
る。現在、K-ras, N-ras 変異は、抗上皮成
長因子受容体抗体の治療抵抗性予測因子と
して知られている。しかし、化学療法や放
射線療法の治療効果および副作用予測因子
として臨床応用可能なバイオマーカーは、
これまでほとんど報告がない。 
近年、がん患者の血液や体液を用いた

Liquid biopsy が、腫瘍などの生体組織の
一部を採取して行っていた biopsy と同等
の性能を持ち、かつ患者への負担の少ない
検査法として注目されている。この診断法
は、腫瘍組織の生検が困難な患者でも、
薬剤の有効性や治療方針を決める助けと
なり得るだけでなく、同一患者から複数
回の検査が必要な治療効果のモニタリン
グとしても有用である。これまで、Liquid 
biopsy として、血中循環腫瘍細胞 
(Circulating tumor cell: CTC)、体液中
の cell free DNA、体液中のエクソソーム
と内包された核酸(microRNA, mRNA)
などが検討され、その臨床的意義が明ら
かになりつつある。我々はこれまで、
Liquid biopsy の先駆けとして CTC に注
目し、CTC に癌幹細胞のマーカーを加え
ることにより、従来の一般的上皮系マーカ
ーでは検出が困難であった症例の再発予測
も 可 能 で あ る こ と を 明 ら か に し た 
(Iinuma H. JCO 2011, Oncol Report 
2012)。また、CTC は癌幹細胞以外の様々
な分子を発現し、より詳細なマーカーと
成り得る可能性をもつが、大腸癌でこれ
らのマーカーの有用性を詳細に検討した
報告はこれまでない。さらに、血漿エク
ソソーム内包microRNAは早期癌のマー
カーとして期待されているが、大腸癌の
ステージ別に詳細に検討した報告はほと
んどない。 
 
２．研究の目的 
今回はまず、CTC の heterogeneity と

薬剤耐性の問題がクローズアップされてい
ることら、single cell レベルでの CTC の
ゲノム解析を行う。そのため、CTC を、
癌幹細胞、EMT 細胞、上皮系細胞マーカ
ーによる多重蛍光染色をおこない、染色パ

ターンごとに singe cell をピックアップし
て次世代シークエンスでゲノム解析を行い、
画像診断よりも早期の診断法可能なバイオ
マーカーの確立を目指す。このように、
CTC を分子マーカーの発現によりプロフ
ァイリングし、薬剤耐性、および治療効果
予測のバイオマーカーとしての有用性を検
討した報告はこれまでにない。 
さらに、Liquid biopsy の新たなバイオ

マーカーとして注目されている血漿エクソ
ソーム包含 microRNA および 血漿 cell 
free DNA を加え、大腸の早期癌および早
期の転移・再発予測診断法としての有用性
を検討する。特にこれまでに保存してある
約 500 例の大腸癌サンプルを用いて、CTC、
血漿エクソソーム包含 microRNA および 
血漿 cell free DNA を測定し、それぞれの
マーカーの特色、利点および課題を明らか
にする。特に、同一症例の癌組織と血液お
よび血漿（術前・術後）サンプルをペアで
測定し、血漿 microRNA および cell free 
DNA が、癌組織由来か否かをより明らか
にすることが可能である。このような、多
数の同一症例で、これらの有望なマーカー
を総合的に検討した報告はこれまでになく、
貴重なデータが得られると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１） 大腸癌 CTC の heterogeneity と薬
剤感受性との関連性を検討する。 
① 固定保存されている大腸癌血液サンプ
ル(約 500 例)を用い、CTC に発現してい
る癌関連分子の多重蛍光染色を行い
heterogeneity を数値化する。まず、血液
サンプルを FITC 標識上皮系マーカー
(AE1/AE3),TRITC または Texas Red 標
識癌幹細胞マーカー(CD133, CD44, lgr5)、
PerCP-Cy5.5 標識 EMT マーカーで多重
蛍光染色する。次に共焦点イメージサイト
メーターで、各マーカー陽性細胞の数を染
色パターンごとに定量する。さらに、CTC 
発現分子のパターンの変化と画像診断によ
る大腸癌の薬剤耐性、治療効果、再発およ
び予後との関連性を検討する。 
(２) CTC の single cell の次世代シークエ
ンスによる遺伝子解析を行う。①化学療法
剤＋分子標的薬に効果が認められた症例と
そうでない症例の患者血液から 磁気ビー
ズを用いて CD45 陽性細胞を除去し、CTC 
を濃縮する。 ②CTC を FITC 標識上皮系
マーカー(AE1/AE3),TRITC または Texas 
Red 標識癌幹細胞マーカー(CD133, CD44, 



Lgr5)、PerCP-Cy5.5 標識 EMT マーカー
で多重染色する。 ③ CTC を single cell 
レベルでピックアップし、採取した CTC 
から DNA を抽出し、Single Cell WGA Kit 
を用いて増幅する。④CTC から RNA を
抽出して、SMART 法で増幅する。⑤次世
代シークエンサー(IonPGM：Invitrogen)
を用いて遺伝子解析をおこなう。⑥
heterogenity を示す CTC のゲノムによ
るプロファイリングを行う。 
（３） 血漿エクソソーム内包 miRNA の、
早期診断・再発予測診断・治療効果予測診
断マーカーとしての有用性を検証する。 
① 大腸癌血漿サンプルを超遠心で分離し
（15000g 70 分）、エクソソームを回収す
る。健常人血漿サンプルから同様にエクソ
ソ ー ム を 分 離 す る 。 ② miRNeasy 
Serum/Plasma Kit（Qiagen）で total RNA 
を抽出する。③ microRNA 3D-Gene (東
レ)アレイを用いた比較検討により、大腸癌
の転移・再発に関連した microRNA を抽出
する。④ 大腸癌約 500 症例を対象に、
Taqman microRNA- PCR 法で、選択した
microRNA のバイオマーカーとしての有
用性を検証する。 
（４） 大腸癌血漿 cell free DNA の、早期
診断・再発予測診断・治療効果予測診断マ
ーカーとしての有用性を検証する。 
① 大腸癌の組織より DNA を抽出し、次世
代シークエンス(IonPGM: Invitrogen)を用
いて、Oncogenic な遺伝子変異を明らかに
する。②同一症例の血漿から、cell free 
DNA を抽出し、大腸癌組織と同じ遺伝子
変異があるか、デジタルPCR で測定する。 
 (4.) 同一症例での血中 CTC, 血漿エクソ
ソーム microRNA、血漿 cell free DNA の
結果の比較検討を行う。これまで測定した、
同一症例の血中 CTC, 血漿エクソソーム
内包 microRNA、血漿 cell free DNA の結
果と、再発・予後・薬剤治療効果の結果を
比較検討し、それぞれの測定法の特色、利
点、課題などを明らかにする。 
 
４．研究成果 
我々はまず、CTC の heterogeneity が

癌の進展や薬剤治療効果に影響する可能
性が危惧されていることから、CTC の発
現分子を多重蛍光染色で解析し、次に
CTCの single cellを採取してその遺伝子
変異の特徴を次世代シークエンスで明ら
かにした。 
（１）CTC 発現分子の解析 

大腸癌血液サンプルの CTC に蛍光多
重染色を行い、イメージサイトメーター
でその数を測定し、癌の進行度との関連 
性を検討した。用いた抗体は、FITC 標
識上皮系マーカー(AE1/AE3)と腫瘍マー
カー(CEA), Texas Red 標識癌幹細胞マ
ーカー(CD133, CD44)、PerCP-Cy5.5 標
識 EMT マーカー（PLS-3, Vimentin）
である。図１にその一例を示す。 

 
 
 
 
 

 
大腸癌の病期ごとにその違いを検討し

たところ、癌の進行に伴い、癌幹細胞分
子を発現した CTC（CEA+CD133+CTC および
CK+CD44+CTC）および EMT 関連分子を発現
したCTC (CEA+ PLS3+CTCおよびCK+CD44+ 
Vimentin+ CTC)の割合が増加した。特に
stage IV におけるこれらの分子を発現し
た CTC の数は、stageＩ,II に比べて有意
に高い値を示した。 
（２）CTC の遺伝子変異の解析 
同一症例の大腸癌原発部組織と CTC の

遺伝子解析を、次世代シークエンスを用
いておこなった。CTC のシングルセルは
誘電泳動マイクロウエルアレイシステム
で採取した。原発部癌組織と CTC の DNA
変異の比較したところ、約７割の遺伝子
変異が共通していた。大腸癌の進行によ
り、CTC に悪性度の高い分子の発現が確
認された。再発症例の CTC では、原発巣
にない新たな遺伝子変異が確認された。 
これらの結果から、癌病態のリアルタイ
ムな変化を確認し厳密な個別化治療をお
こなうために、CTC の臨床的有用性は高
いと考えられた。 
（３）血漿エクソソーム内包 microRNA の
大腸癌早期診断、再発予測診断および予
後予測診断マーカーとしての有用性の検
討。 
血漿エクソソーム内包 microRNA に注

目し、大腸癌早期診断、再発予測診断お
よび予後予測診断マーカーとしての有用
性を検討した。血漿エクソソームは超遠
心 法 で 分 離 し 、 RNA は  miRNeasy 
Serum/Plasma Kit を用いて抽出した。
microRNA の測定は、TaqMan microRNA 
assay で 行 な い 、 外 部 標 準 と し て



Cel-miR-39、内部標準に miR-16 を用いた。
microRNA のプロファイリングは miRNA 
Array で検討した。まず、大腸癌の再発
症例に特異的な microRNA を明らかにす
るため、大腸癌再発症例、治癒切除症例、
健常人の血漿エクソソームの miroRNA 発
現パターンを miroRNA アレイを用いて比
較検討した。その結果、再発群の血漿で
高発現を認めた microRNA-21(miR-21)お
よび microRNA-X（miR-X）に注目し、早
期診断および再発予測診断としての有用
性を、大腸癌 326 例を対象に癌の病期別
に明らかにした。血漿エクソソーム
miR-21 および miR-X は、大腸癌の進行に
より有意に上昇した。さらに、腫瘍組織
と血漿エクソソーム microRNA 発現の間
に有意な正の相関を認めた。病理因子と
の関連において、血漿エクソソーム
miR-21およびmiR-Xは肝転移および病理
病 期 と 有 意 な 関 連 性 を 示 し た 。
Kaplan-Meier 生存曲線解析において、血
漿エクソソームmiR-21およびmiR-X高発
現群の全生存率および無再発生存率は、
低発現群に比較し有意に低下した(図２)。
Cox 比例ハザードモデルによる多変量解
析において、エクソソーム miR-21 および
miR-X は全生存および無再発生存に対し
て有意差を示した。 

 
Kaplan-Meier 法による生存曲線を、大

腸癌の病期別に解析したところ、TNM 
stage II および III において,エクソソ
ームmiR-21およびmiR-X高値群は低値群
に比べ、全生存率および無再発生存率が
有意に低かった。TNM stage IV も、エク
ソソームmiR-21およびmiR-X高値群は低
値群に比べ全生存率が有意に低かった。
病期別に Cox 多変量解析を行ったところ、
大腸癌stage II, IIIおよびIVにおいて、
血漿エクソソームmiR-21およびmiR-Xは、
全生存または無再発生存に対して有意差
を示し、独立した予後因子であることが
明らかとなった。これらの結果から、大
腸癌患者における血漿エクソソーム内包
miR-21 および miR-X の値は、原発部およ

び転移部腫瘍組織の発現を反映しており、
大腸癌の早期診断、再発および予後予測
診断のバイオマーカーとして有用である
ことが明らかとなった。特にこれらのマ
ーカーは、TNM stage II の補助化学療法
選択の指標として臨床的意義が大きいと
考えられた。 
 (４)血漿エクソソーム内包 microRNA
の化学療法と分子標的薬の治療効果モニ
タリングマーカーとしての有用性の検討。 
まず、大腸癌の化学療法と分子標的薬

投与症例における、血漿エクソソーム
microRNA(miR-21, miR-Y)の治療効果モ
ニタリングマーカーとしての有用性を経
時的に検討した。薬剤投与前と投与後３
か月ごとに採血してこれらの microRNA
を測定し、CT による画像診断の結果と比
較検討した。その結果、miR-21 および
miR-Y の値は、RECIST 判定 CR, PR, SD 例
に比べて、PD例で高値を示した。さらに、
CTよりも早い段階で癌の再発予測が可能
であった。 
(５) 血漿 cell free DNA の化学療法と分
子標的薬の治療効果モニタリングマーカ
ーとしての有用性の検討 
大腸癌の化学療法と分子標的薬投与症

例における、cell free DNA の治療効果モ
ニタリングマーカーとしての有用性を検
討した。まず、大腸癌 30 例の原発部腫瘍
組織の遺伝子変異を次世代シークエンス
で解析し、遺伝子変異部位を特定した。
これらの症例で高頻度に変異が認められ
た遺伝子は、TP53、KRAS、APC、BRAF な
どであった。次に、同一症例の血漿サン
プルで、腫瘍組織と同じ遺伝子変異を示
す cell free DNA をデジタル PCR で測定し
た。その結果、腫瘍組織と同じ遺伝子変
異を持つ cell free DNA が、7 割の症例に
確認された。cell free DNA の検出率は、
癌の進行度とともに上昇した。cell free 
DNA は体内の腫瘍量と密接な関連性を示
した。末梢血中の cell free DNA 検出率と
化学療法剤による治療効果の関係を検討
したところ、RECIST 判定 CR, PR, SD 例
は、PD 例に比べて遺伝子変異の検出率は
低かった。PD 症例に原発巣にない遺伝子
変異が確認された。血漿 cell-free DNA
による遺伝子変異の検出は CT による画
像解析の結果と強い関連性を認め、治療
効果のモニタリングマーカーとして有用
であることが示唆された。 
 



(６) 結語 
大腸癌を対象に liquid biopsy として、

CTC、エクソソーム micro-RNA および
cell-free ＤＮＡの、バイオマーカーとして
の有用性とそれぞれの特色を検討した。
CTC と cell-free DNA は、再発予測および
癌病態のリアルタイムな変化を確認し厳
密な個別化治療をおこなうために、
microRNAは特に早期癌と早期再発予測マ
ーカーとして有用性は高いと考えられた。 
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