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研究成果の概要（和文）：本研究ではがん細胞特異集積能を有する蛍光物質、ヘマトポルフィリン（HP)とアミ
ノレブリン酸（ALA)を用いて、血中循環腫瘍細胞（CTC）を簡便かつ高感度に検出する技術について検討した。
がん細胞にポルフィリンを前投与し、マウス尾静脈血中投与後、マウス全血中のポルフィリン含有細胞をFACSに
よって確認したところ、ポルフィリン蛍光によりCTCが検出された。より高感度にCTCを検出するため、がん細胞
へのALA集積効率を増加する必要がある。がん細胞内活性酸素を誘導するインドメタシン投与はALA、HPの集積量
を増大せしめたことから、活性酸素産生の事前誘発は高感度なCTCの検出を可能にすると予想される。

研究成果の概要（英文）：The aims of this study are to establish a circulating tumor cells (CTCs) 
detection method using porphyrin fluorescence after the treatment with both aminolevulinic acid 
(ALA) and hemato-porphyrin (HP). Cancer cells are co-cultured with both ALA and HP, thereafter the 
cells are injected to mice. Spectrometric analyses of the CTCs demonstrate that cancer cells emit 
porphyrin fluorescence. Whole blood is analyzed by fluorescence activated cell sorter (FACS) after a
 hemato cellular lytic treatment to find CTCs with porphyrin fluorescence. We have reported that 
reactive oxygen species (ROS) involved a cancer cellular specific porphyrin fluorescence, and 
indomethacin (IND), a NSAID accelerated mitochondrial ROS. Thus we elucidate whether ROS induced by 
IND treatment accelerates cancer cellular porphyrin fluorescence. IND treatment enhances cancer 
cellular specific ROS to involve porphyrin fluorescence acceleration. Thus we conclude that IND 
pretreatment can be a clue to detect CTCs.

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
 転移は悪性腫瘍患者の予後不良因子として
最も重要である。転移症例では原発巣から血
管内へ浸潤した細胞が免疫系をすり抜け、
CTCとなって転移巣を形成するとされている
(Cristofanilli, N Eng J Med 2004)。手術、あ
るいは化学療法後の CTC 非消失症例では予
後不良であり、CTCの捕捉は治療の是非の診
断にも有用である（Rolle, World J Surg Oncol 
2005, Pachmann, J Clin Oncol 2008)。現在
まで提案されてきた CTC 捕捉法は①腫瘍固
有の表面抗原に対する抗体を用いたラベル法、
②細胞の大きさ、電荷などの非ラベル法、③
さらにこの双方を組み合わせたハイブリッド
法に大別できる。しかし腫瘍特異的表面抗原
や細胞径、電荷などは腫瘍の種類や遺伝子多
型、個々の腫瘍の表現型によって異なるため、
その捕捉率は必ずしも高くなかった。捕捉法
の多くは複雑な機器や手技が必要な手法であ
り、スループットが低く、あるいは高コスト
であった。原発巣由来かどうかの検証や各種
抗腫瘍剤の有用性検証のための材料とすべく、
捕捉した細胞が培養増殖可能であることが望
ましいが、多段階の操作等によって細胞の生
物活性が低下することがあった。理想とされ
る CTC捕捉法の要素は a）簡便な手技、b)安
価な費用、c)高捕捉率，d)細胞単離培養可能、
であったがその実現はなされていなかった。 
２．研究の目的 
本申請では応募者が多年研究してきた腫瘍特
異的なポルフィリン螢光(P-Fl)を直接利用し
て、血中循環腫瘍細胞を効率的に捕捉・単離
培養し、診断に利用する技術を確立すること
を目的とした。その理由としては以下に示す
３項目にあった。 
1）患者に対する追加負担がなく、実現性が高
い 
本研究の最大の特徴は診断・治療のために用
いられる腫瘍特異的螢光誘導薬剤投与を最大
限活用し、新たに薬剤投与を行うことなく、
CTCをポルフィリン螢光で捕捉する点にある。
患者に対する臨床研究では、その倫理面での
配慮に基づく患者同意の取得の可否が、研究
自体の成否の重要な鍵となる。本研究では既
存の診断・治療のために採取される末梢血の
一部を利用するために患者の負担がないこと
に加え、得られる情報は患者の予後診断に直
結するものであるため、患者の同意は得やす
く、実現性が高い。このような有用で実現性
の高い手法がこれまでに提案されなかった理
由としては、腫瘍特異的ポルフィリン螢光と
いう現象の認知度が低く、その機序が未解明
であったことが挙げられる。 
2）ALA/HPD 投与後の腫瘍固有螢光は
NO,ROS によってもたらされ、多くの腫瘍に
適用できる 
この機序に関しては前項で既述のごとく、NO

および O2-がこの螢光現象の原因であること
を本申請者が解明し、世界に先駆けて報告し
て来た。脳腫瘍、耳鼻科領域がん、肺がん、
消化管がん、乳がん、泌尿器科領域がん、子
宮がんなど、ほとんど全ての腫瘍において腫
瘍特異的なポルフィリン螢光が確認されてい
る。本研究の提案は自ら機序を解明してきた
申請者らのみが発想し得る斬新的かつ普遍的
なアイディアに基づいたものである。 
3) ALA/HPD投与後の腫瘍固有螢光は特異度
が高い 
高 NO濃度、高 ROS濃度の維持は腫瘍に特異
的な現象である。実際、筑波大学附属病院脳
神経外科では、脳腫瘍患者の手術に際して毎
年 80例以上、これまで合計 500例以上の脳腫
瘍に対して ALAを投与してきたが、95％以上
で悪性腫瘍部のポルフィリン螢光は陽性と高
い特異度を示していた。同消化器内科では毎
年 10症例の光線力学療法施行に際しHPDを
投与しており、早期がん 50症例での治癒率は
100％であり、脳腫瘍と同様、がん特異的HPD
取り込み現象の特異度は高いと考えられる。
また腎泌尿器外科でも膀胱がんの診断・治療
に際し ALA 投与を開始しており、現在まで
40例全てでがん部位の螢光が陽性であること
が判明した。 
4）ポルフィリンは識別容易な蛍光物質である 
螢光現象を用いたがん細胞の識別にとって最
も重要な点は、励起/螢光波長が大きく離れて
いるかどうかである。ポルフィリンは励起光
400nm、螢光 630nmに急峻なピークがあり、
もっとも識別が容易な螢光物質の一つである。
また腫瘍細胞自体が蛍光を発するようになる
ため、表面抗原を螢光標識して細胞を選別す
る既存の代表的な手法と比較して、その感度
は極めて高い。 
この目的のため、ポルフィリンを用いた擬似
CTC捕捉の検証、およびポルフィリンとその
前駆体であるアミノレブリン酸（ALA）をよ
り多くがん細胞に集積させ、がん細胞の検出
力を高める手法とそのメカニズム解析につい
て検討を行った。 
３．研究の方法 
1)フローサイトメーターによる疑似 CTC の捕
捉：ラット胃粘膜培養細胞毛 RGM1,そのがん用
変異株RGK1、好発転移性乳がん細胞株4T1E/M3
及び低転移性乳がん細胞 4T1E を用いた。実臨
床において CTC の数は非常に少ないため、癌
細胞マウス静脈内投与により擬似的に CTC が
多く存在する環境を作り出し、その細胞を捕
捉することを試みた。各種細胞をマウスに尾
静脈内投与し、ALA を経口投与し、6時間経過
後心嚢より血液を採取した。採取した血液か
らフローサイトメーター（FACS）によってポ
ルフィリン螢光を有する細胞の単離・解析を
行った。 
2)NO による ALA 投与後ポルフィリン蛍光増強                                                         



①In vitroにおける CTC捕捉法の検討：上述
のように、本研究では P-Flを用いて CTCを
分離・取得し単離培養することを目指した。
分離手法として FACS を検討したが、一般的
な FACS ではサンプルの損失や分取細胞への
ダメージが危惧される。従って、本研究では
オンチップ・バイオテクノロジーズ社の特殊
な FACSの使用を試みた。当該 FACSは細胞
の分離を 1 枚のチップ上で行うため、サンプ
ルの損失が少なく、温和な環境で細胞を分離
することが可能である。上記 FACSを用いて、
予め ALA を取り込ませた Hela 細胞（擬似
CTC）の分離を試みた。また、より高感度な
CTCの捕捉を目指してNSAIDsの一種であり
細胞の ROS 産生を促進することが知られて
いるインドメタシン投与に伴う、ALAの細胞
への取り込み効果について検討を行った。具
体的には、低転移性乳がん細胞（4T1E）およ
び好発転移性乳がん細胞（4T1E/M3）にイン
ドメタシン処理を施し、その後放射性ラベル
した ALAの取り込み量を測定した。 
②In vivoにおける CTC捕捉法の検討：前述
のとおり、実臨床における CTCの数は非常に
少ないことが報告されている。従って P-Flを
用いた効率的な CTC 捕捉のための条件検討
を、マウスを用いた in vivo実験によって行っ
た。好発転移性乳がん細胞 4T1E/M3にヘマト
ポルフィリンを事前に取り込ませ、尾静脈か
らマウスへ投与した。その後心採血によって
採取された血液中の擬 CTC細胞（ヘマトポル
フィリン含有 4T1E/M3細胞）の検出をマイク
ロプレートリーダーおよびフローサイトメー
ターを用いて行った。 
４．研究成果 

オンチップ・バイオテクノロジーズ社製FACS
を用いたALA含有擬似CTC捕捉の検討では、
ALA不含の controlサンプルとALA含有サン
プルとの間で検出ピーク位置に差が見られた。
しかしながらピーク位置が重なる部分もあり、
完全に分離できたとは言えないものであった。
従って細胞への ALA集積量を増大させ、P-Fl
を用いてより高感度に CTC を検出する必要
がある。そこでインドメタシン投与による細
胞の ROS産生増大が細胞への ALA集積量を
向上させるか検討を行った。まず 20 μMのイ

ンドメタシン（1 % DMSO含有）を 4T1E/M3
に 24時間曝露した系においては、電子スピン
共鳴スペクトルの強度が増強されることを確
認した。この系において control（1 % DMSO）
に比べて有意に、放射性ラベルした ALAの細
胞取り込み増大が見られた。一方 in vivoにお
いては、ヘマトポルフィリンを集積させた
4T1E/M3細胞をマウス血中に投与し、その後
採取した全血中の 4T1E/M3 細胞をプレート
リーダーによって検出を試みた。しかしなが
ら検出蛍光強度が低く、controlとの明確な差
が得られなかった。次に同様の実験について
フローサイトメーターでの擬似 CTC 検出を
試みたところ、微量ながらポルフィリン由来



の蛍光が検出された。以上のことから、P-Fl
を用いた擬似 CTC は検出することが可能で
あるが、実臨床においてはさらにその数が少
なく、より高感度な検出技術が必要である。 
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