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研究成果の概要（和文）：肺癌患者から採血を行い、循環腫瘍細胞の分離を行っている。また、遺伝子解析に関
しては、whole genome amplificationの技術を用いて、single cellからのEGFR遺伝子変異の検出やMET増幅など
の定量を行った。同様にsingle cellからの遺伝子発現解析も行うことが可能であった。また、免疫チェックポ
イント阻害薬の効果予測を行うPDL1の発現をsingle cellレベルで確認した。
今後上記で得られた研究成果を更に発展させ、肺癌患者の分子標的薬の耐性機序を確認するための新たな臨床試
験を立案し、実臨床での有用性を評価する予定としている。

研究成果の概要（英文）：Circulation tumor cells (CTCs) were isolated from patients with lung cancer.
 Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations and MET amplification were detected successfully 
in single CTC using whole genome amplification technology. Also, gene expression analysis and PDL1 
expression in single CTC were done successfully. 
On the basis of these results, we prepared clinical trials for evaluation of molecular mechanisms of
 resistance to targeted therapies.
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１．研究開始当初の背景 

現在我が国において悪性新生物は全死因の

第一位である。中でも肺癌は第一死因であり、

肺癌に対するより有効な治療戦略を確立す

ることは急務である。 

固形癌における脳転移や骨転移などの遠隔

転移は、予後不良因子の一つである。肺癌に

おいては遠隔転移がしばしば認められ、本邦

においても診断時にはおよそ 3割で遠隔転移

を認めると報告されている(院内がん登録

2012 年集計報告)。外科切除を受けた症例も

主に遠隔転移から再発し、最終的には患者の

約 96%が肺癌の為に死亡すると報告されて

い る (American Cancer Society: Cancer 

Facts & Figures 200, 1-40, 2000)。遠隔転移

の形成には、原発巣から循環血液中に侵入し

た循環腫瘍細胞 (Circulating tumor cells; 

CTC)の関与が推測されており、その解析は肺

癌の転移の解明・新たな治療法の開発につな

がる事が期待されている。また、近年の分子

標的薬の進歩により、治療ターゲットとなる

複数の遺伝子変異が見つかっている。肺癌を

含めた癌の分子標的治療は患者の遺伝子プ

ロファイルに依存することが予想され、CTC

を解析することが可能となれば、遺伝子プロ

ファイルの連続的なモニターが簡単な採血

で評価できるようになると考えられている。 

多くの単一の CTC(single CTC)は既にア

ポトーシスを起こしている一方で、CTC 

cluster といわれる複数の CTC が互いに接着

し細胞塊を形成したものはアポトーシスに

抵抗性であることが示され、小細胞肺癌では

この CTC clusters の存在が予後不良因子で

あることが示されている(Hou et al. Am J 

Pathol 2011、J Clin Oncol 2012)。これは前

者が血液中での接着喪失によるアポトーシ

ス(アノイキス)を起こすのに対し、後者が互

いに接触しているためアノイキスに対し抵

抗性になったと推測されている。また前述し

た sphere 形成細胞を考えた場合、互いに接

触した細胞塊を形成することから、CTC 

cluster 内に癌幹細胞性を有する細胞が含ま

れる可能性が考えられる。また、近年の報告

ではこの CTC cluster 内に血小板や、白血球

など血流内に存在する他の血球細胞が共存

することが示され (Pantel et al Nat Rev 

Cancer 2014)、これらの細胞と CTC との相

互作用、転移能への影響も検討すべき課題と

考えられる。 

本研究では申請者らのこれまでの研究を

発展させ、循環腫瘍細胞におけるアノイキス

抵抗性や癌幹細胞特異的に発現する遺伝子

の探索と、分子機能の解析を目指す。具体的

には①single CTC、CTC cluster の検出、②

CTC cluster と single CTC の発現解析、③

CTC cluster と single CTC の sphere 形成条

件での培養、④sphere 形成された細胞の幹細

胞性についての検討、⑤ドライバー癌遺伝子

変異モニタリング、並びに⑥sphere 形成細胞

を用いた薬剤感受性の検討、である。これら

の研究により、難治癌である肺癌の新たな治

療ターゲットとして癌幹細胞性を有する

CTC に発現する遺伝子を見出し、それらを標

的とした新たな個別化医療の構築を目指す。 

 

 

２．研究の目的 

固形癌の遠隔転移における循環腫瘍細胞の

役割が注目されている。本研究は難治癌であ

る肺癌の新たな治療戦略確立を目的とし、ま

ず、血液中から循環腫瘍細胞(CTC)を分離し、

細胞塊を形成している CTC(CTC cluster)と

単一の CTC(single CTC)を捕捉する。これら

の発現解析を通して、CTC cluster における

アノイキス抵抗性に関わる分子を同定する。

癌幹細胞を選択するとされる成長因子を添

加した無血清培地での足場非依存性培養を

行い、細胞塊(sphere)形成能を検討する。こ

れらから CTC 中で癌幹細胞性を有する細胞

を見出し、癌幹細胞性を克服するための新た



図 2  1 細胞からの MET 遺伝子増幅の検出 

図 1  1 細胞からの EGFR 遺伝子増幅の検出 

な標的を同定し、ドライバー癌遺伝子の連続

的モニタリングと併せて革新的な個別化医

療の確立を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

CTC cluster の検出を行う。捕捉された CTC

のうち、CTC cluster と single CTC を用いて

RT-PCR を行い、特に癌幹細胞やアノイキス抵

抗性に関わるとされる遺伝子の発現を検討

する。癌幹細胞を濃縮するとされる sphere

形成条件と低酸素を組み合わせることで、

CTC の培養が可能かどうか検討する。CTC 培

養による sphere 形成細胞の癌幹細胞性につ

いて検討する。CTC を用いて、そのドライバ

ー癌遺伝子変異プロファイルを連続的に解

析する。これらの検討を踏まえて、sphere 形

成細胞における薬剤感受性を検討する。 

 

４．研究成果 

当院倫理委員会承認と患者同意の元、肺癌患

者から採血を行い、循環腫瘍細胞の分離を行

っている。また、遺伝子解析に関しては、ガ

ラスキャピラリーを用いた1細胞捕捉を行い、

これを対象とした whole genome 

amplification の技術を用いて、single cell

からのEGFR遺伝子変異の検出(図1)やMET増

幅(図 2)などの定量を行った。                            

 

同様に single cell からの RNA ベースの発

現解析も行うことが可能であった。また、近

年注目を浴びている免疫チェックポイント

阻害薬の効果予測を行うとされている PDL1

の発現を HCC827 を陽性コントロール、MCF-7

を陰性コントロールとして免疫染色を確認

し、それぞれ single cell レベルで確認する

ことができたため、今後臨床応用を考え、患

者検体にて応用していく。 

また、癌幹細胞性を有する細胞の分離とし

て、申請者らが以前より検討している成長因

子を添加した無血清培地での足場非依存性

培養で癌幹細胞の選択的な培養を行い、癌幹

細胞性を有する細胞塊の形成を行った。従来

の足場非依存性培養による方法では、CTC か

らの培養の成功確率が低かったため、新たな

細胞培養ディッシュを用いることや、低酸素

状態での培養など、複数の異なる培養法を試

みている。 

今後上記で得られた研究成果を更に発展

させ、循環腫瘍細胞中から分子標的薬の耐性

機序を解析するとともに、耐性に寄与すると

考えられる癌幹細胞性を克服するための新

たな標的を同定し、新たな個別化医療の確立

を目指す。また、この解析を行うために、肺

癌患者の分子標的薬の耐性機序を確認する

ための新たな臨床試験を立案し、既に倫理委

員会で承認が得られている。2017 年度より研

究を開始し、臨床検体を収集する予定である。 
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