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研究成果の概要（和文）：切除可能膵癌患者(PK)末梢血の循環癌細胞(CTC)をTelomeScan F35を応用しviability
を加味したv-CTC検出に成功した。本研究ではPK患者でのv-CTCの臨床的意義、v-CTC上のPD-L1発現を解析した。
PK 39例を対象にSurgery first群[S群]、NACRT群[N群]に分け解析した。[S群]24例。術前/後を通してv-CTC陰性
の症例は6例で5例無再発生存した。[N群]15例。5例でv-CTCを認めず無再発生存した。[PD-L1発現]S群:CTCの術
前/後での陽性率は各々97%、81%であった。N群:NACRT後で96%が陽性、術後50%が陽性であった。

研究成果の概要（英文）：We tested novel methods for viable CTCs (v-CTC) isolation in pancreatic 
cancer (PC) as “liquid biopsy”. We analyzed the PD-L1(L1) expression in both PC tumors and v-CTCs.
 To detect v-CTCs, we employed a telomerase-specific replication-selective adenovirous expressing 
GFP.To assess L1 expression in PC tissues (IHC) and v-CTCs, L1 IHC kit and anti-human L1 mAb were 
employed.  
S group: 24 pts were enrolled. No v-CTCs were detected in 6 pts at both before and after resection, 
and 5 of 6 pts survived without recurrence. N group: 15 PC pts were enrolled. No v-CTCs were 
detected in 5 pts, and 5 pts survived without recurrence. Marked increase in CTC counts was observed
 after NACRT in 5 of 6 CTC-positive pts before NACRT, and 3 of 5 pts developed liver metastasis and 
died. PD-L1 expression:89% of detectable v-CTCs were positive for L1-expression.
In conclusion, viable CTC detection appears as a promising prognostic marker. Immunotherapy with 
anti-PD-1/PD-L1 Abs may target v-CTCs. 

研究分野：外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
v-CTC検出の有無から見た切除可能膵癌に対する治療方針として、術前v-CTC陰性例ではNACRTまたはNACを先行し
根治切除を行い術後補助療法を追加する。
一方、術前v-CTC検出陽性例では、術前化学療法を行い、その後根治切除を実施する治療選択が予後改善につな
がる可能性が示唆された。
膵癌患者の末梢血中で検出されたv-CTC上にはPD-L1発現を高率（約90％）に確認でき、切除膵癌の原発腫瘍巣で
のPD-L1発現率 (<1% [negative]:9例, 10%:6例, 20%:4例, 40%:2例)と大きな差を認めた。膵癌根治をめざす治
療戦略として免疫チエックポイント阻害剤の有効性が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
膵癌は、過去 25年前に比べ罹患率、死亡率は 3倍に増加した悪性腫瘍である。本邦では年間 2
万人以上が膵癌で死亡し、増加の一途をたどっている。根治療法の第 1選択は外科切除であり、
抗癌剤、放射線療法などを併用した集学的治療の普及により膵癌術後の予後は改善されつつあ
る。しかし 5年生存率は治癒切除例でも 20～35%に留まり、多くの患者は早期転移・再発をき
たし癌死を余儀なくされている(Hepatogastroenterology. 2013; 60: 904-11)。また、膵癌患者の
60~70%の大多数は診断時、すでに遠隔転移、動脈浸潤などを伴う切除不能進行膵癌として発見
され、放射線や化学療法を駆使した治療が行われているが満足のいく治療成績は得られていな
い。したがって、膵癌切除患者および非切除患者両者にとって予後改善に向けた新しい角度か
らの治療法開発が急務であり、本プロジェクトで転移・再発の真のメカニズムを解明すること
で、膵癌細胞の根治技術の具現化につながると考えられる。 
 Vogelstein らは、膵癌の原発巣と転移巣
におけるクローンを解析したところ、遠隔
転移クローン集団は原発巣内にすべて認
められ、この転移集団は元の非転移性の親
クローンから遺伝的に変化したものであ
る こ と を 示 し た (Nature. 2010; 
467(7319):1114-7)。 
したがって、原発巣から転移再発をきたす
際に、転移癌細胞はゲノムレベルで何らか
の変異を獲得し、転移再発をきたすクロー
ン集団にのみ検出される変異が存在する
ことが予測される。 
申請者は、手術症例、術後転移再発症例、
切除不能症例を含めた全ての膵癌患者の
膵癌原発巣－リンパ節などの転移巣－
CTC－PTC における癌細胞ゲノム解析を
行い、遺伝子のみならず非コード RNAおよび非コード DNA領域を包括解析することで転移再
発機構を明らかにでき、新規治療法の開発に寄与きると考えた（右図）。 
２． 研究の目的 
本プロジェクトでは、(1)新規 CTC 検出法であるテロメスキャン F35を応用し膵癌患者の末梢
血中に遊離した生きた CTCを特異的に検出、sorting、さらには培養し、転移再発陰性例に比し
陽性例の CTCにのみ認められるゲノムレベルでの変異を同定し、その発現量と共に別のサブグ
ループを用いて転移陽性例と陰性例の間で比較・検討し真の転移再発マーカーとしての意義を
明確にする。さらに膵癌の主たる再発形式として腹膜播種がある。テロメスキャン F35を応用
し生きた腹腔内遊離癌細胞(peritoneal tumor cells: PTC)の検出法も独自開発しており膵癌原発
腫瘍－リンパ節などの転移巣－CTC－PTC における癌細胞すべての塩基変異を網羅解析する
ことにより転移再発の機序を明らかにす
る。（下図）(2)医農薬など生物機能分子と
して分子量 500~3000 程度の中分子領域の
化合物が注目されている。われわれは分子
量、粒子径を精密に制御した多分岐多糖
（グルカンデンドリマー: GD）を設計・合
成する技術を確立しており（右図）、その
GD 非還元末端に選択的に-gal エピトー
プを修飾した-gal-GD を合成することが
できる。-gal-GDを CTC, PTCの細胞表面
に自由に結合させヒトに対して抗原性を
高めることができる。その結果、ヒト自然
抗体、B cells、NK cellsによる細胞補足効
率を格段に向上させ、未知の CTC, PTC標
的マーカーの認識・同定を行う。(3)現在使
用されている癌分子標的薬に-gal-GD を
結合させた複合体を合成し、この-gal-GD
‐癌分子標的薬複合体を担癌患者に投与することで、癌細胞選択的に-gal転化できる（次項下
図）。この-gal 転化により生体内に蔓延っている癌細胞は、ヒト自然免疫を介して特異的に攻
撃され癌細胞撲滅につながる。本研究ではこのような新しいアプローチでの糖鎖医薬創薬も目
指す。 
３． 研究の方法 
(1) F35 TelomeScan を応用した viability
を加味した CTCs検出法の開発  
CTCs検出方法は、アメリカの FDAにも
認可されている CellSearchシステムを用
いるが従来の方法である。本研究では、生
きた癌細胞のみ特異的に検出するために、
癌細胞の無限増殖能に必須なテロメラー
ゼ活性を持った癌細胞を特異的に検出で
きるアデノウイルスを独自に開発した。ま
た、癌細胞への特異性を高めるために白血
球特異的マイクロ RNA配列を含み、さら
にアデノウイルスの感染性を高めるため
35型 fiberの遺伝子配列を搭載した F35 
TelomeScan（OBP-1101）を開発した（右
図）。 
 



(2) 免疫チエックポイント阻害剤有効性の key moleculeである PD-L1 moleculeの発現確認 
これまでの報告では、膵癌切除標本における PD-L1の発現頻度は低いとされてきた。本研究で
は、F35 TelomeScanで検出した viable CTCs細胞上の PD-L1発現を解析(anti-human PD-L1 mAb 
[clone MIH1, Invitrogen])した。また、同時に膵癌切除標本での PD-L1発現を解析(PD-L1 IHC kit, 
clone 22C3)し両者の発現状況を比較検討した。 
 
(3) v-CTCs検出実験デザイン 
2013年 1月から 2018年 4月まで国立病院機構呉医療センターおよび大阪警察病院で根治切除
した膵癌症例 39例を対象とした。門脈浸潤など局所進行膵癌に対し IMRT 60 or 50 Gy + GEM 
(800mg/m2) + S-1(80mg/m2)による術前化学放射線療法(NACRT)を実施した。v-CTC の検出は
NACRT の前・後、さらに膵癌根治術後の 3 点で CTC 値を測定した(N 群)。また同時期の膵癌
に対し手術先行治療を行った PK surgery first症例においても手術前・後に v-CTC値を測定した
(S群)。 
４． 研究成果 
右表に示すように膵癌切除症例 39例
を対象に解析した。症例の内訳は
Surgery first群(S群)で 24例、NACRT 
(N 群)で 15 例であった。39 例の臨床
病理学的因子は表にまとめた通りで
あり、両群間に有意差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【結果】 
[N群]男：女＝4：11、計 15例、年齢中央値は 67歳。全例根治切除できた。5例で 3点を通し
て v-CTC を認めず全例無再発生存した。3 点の内、いずれかの検出点で v-CTC 陽性を示した
10例では 3例のみ再発し、S群より有意に予後良好であった。NACRT前より v-CTC 値陽性例
6 例では、5 例が NACRT 後に v-CTC 数が有意に増加し、内 3 例で早期肝転移再発をきたし
NACRTによる v-CTC 血管内播種誘発の可能性が示唆された（下表にまとめた）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[S群]男/女＝12/12、計 24例、年齢中央値 73歳、全例根治切除できた。術前/後を通して v-CTC
検出陰性の症例は 6 例のみで腹膜再発 1 例を除く 5 例全例無再発生存していた。一方、術前/
後のいずれか、または術前/後両測定点で
v-CTC陽性例は 18例で、内 13例は根治
切除に関わらず術後早期再発した。術前
v-CTC 陽性で術後 v-CTC 陰性化または
v-CTCが減少した症例 10例でも、9例が
術後再発した。一方、術前/後を通して
v-CTC 陽性を維持した症例は 5 例で、
S-1補助療法で遠隔期 v-CTC値が陰性化
した 3例を除く 2例は再発死亡した。ま
た術前 v-CTC 陰性で術後 v-CTC が陽性
化した症例は 3例で内 2例は術後遠隔転
移し死亡、残り 1例は S-1補助療法を追
加後 v-CTC 陰性を確認し無再発生存し
た（下表にまとめた）。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 [PD-L1発現] S群:18例(内 3例 CTC陰性)、N群:3例(内 1例 CTC陰性)で解析した。S群 CTC
の術前/後での発現率は各々、術前で計 38 cells中 37 cells(97%)が陽性、術後で計 16 cells中 13 
cells(81%)が陽性であった。N群CTCのNACRT前/後/術後での発現率は各々、NACRT前で 4 cells
中 2 cells(50%)が陽性、NACRT 後で 28 cells中 27 cells(96%)が陽性、術後 CTCで 2 cells中 1 
cell(50%)が陽性であった。一方、膵癌切除標本での PD-L1発現では、免疫チエックポイント阻
害剤が有効と判定される PD-L1 高発現症例は認められず、12 例で PD-L1 低発現で、9 例では
PD-L1の発現は認められなかった（下表にまとめた）。 
したがって、CTC 上の PD-L1 発現と腫瘍内 PD-L1 発現の程度には大きな差があり、現在行わ
れている原発巣での PD-L1発現による免疫チエックポイント阻害剤の効果予測は、膵癌症例で
は当てはまらない可能性があると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【結語】 
v-CTCs 検出の有無を考慮した切除可能膵癌に対する治療選択では、術前 v-CTC 陰性例では
NACRTまたは NACを先行し根治切除を行う、一方術前 v-CTC値陽性例では NACを先行し根
治切除を行う治療選択が予後改善につながる可能性が示唆された（下図）。 
また、切除膵癌の原発腫瘍には PD-L1は低発現であったが、v-CTC上には PD-L1発現を高率に
確認でき、免疫チエックポイント阻害剤による v-CTCsの targeting、ひいては遠隔転移抑制が期
待できる。 
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