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研究成果の概要（和文）：　liquid biopsyや門脈血行動態・脾臓に関する論文をいくつか発表した。また尿中
循環DNAを用いた研究にも着手した。尿中に循環DNAが存在することはすでに知られていたが、我々は尿20mLから
採取されるcfDNA量は血漿1 mLから採取されるcfDNA量よりも多いこと、RAS変異解析を行う場合血液由来cfDNAを
用いるよりも尿由来cfDNAを用いた方が精度が高いことを明らかにした。
　門脈塞栓時の大動脈血（腹腔動脈直上）、脾静脈血、上腸間膜静脈血、門脈血、末梢血から採取された遊離し
た腫瘍細胞(CTC)のmRNA発現プロファイルを継続して比較検討していく。

研究成果の概要（英文）：Several papers on liquid biopsy and portal hemodynamics and spleen are 
presented. And, the research using urinary circulatory DNA was also started. Although circulating 
DNA was already known in the urine, we found that the amount of cfDNA extracted from 20 mL of urine 
is higher than that of cfDNA extracted from 1 mL of plasma, and that urine-derived cfDNA is more 
accurate than using blood-derived cfDNA when performing RAS mutation analysis.The mRNA expression 
profiles of free tumor cells (Circulating tumor cell: CTC) collected from peripheral blood are 
continuously compared and examined.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 門脈　脾臓　リキッドバイオプシー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大量肝切除前に門脈塞栓術を行う消化器癌患者を対象とし、門脈塞栓時の大動脈血（腹腔動脈直上）、脾静脈
血、上腸間膜静脈血、門脈血、末梢血から採取された遊離した腫瘍細胞(Circulating tumor cell: CTC)のmRNA
発現プロファイルを比較することで、脾臓内で免疫細胞と腫瘍細胞がどのような反応を起こしているかを推測し
ている。本研究により脾臓の持つ抗腫瘍作用のメカニズムが解明されれば、新たな免疫治療法の開発に繋がる可
能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脾臓は全身の生体防御機構の一部を担う臓器であるが、腫瘍細胞に対する役割に関しては、未

だ十分には解明されていない。以前より門脈圧亢進症において、脾臓摘出や部分的脾動脈塞栓術
後に肝予備能が改善することを認識し、肝脾臓器相関メカニズムの解明をテ－マとして研究し
てきた。脾臓は免疫機能、造血機能、血球の破壊、血液の貯蔵機能等、様々な機能を有する。白
脾髄は B リンパ球、T リンパ球、形質細胞を成熟させ、血液を増殖の場とする病原体に対する
免疫応答の場であり、腫瘍免疫応答が行われている可能性が高い。 
一方、これまでの研究から、画像診断では転移が同定できない時期からすでに遊離した腫瘍細

胞(Circulating tumor cell: CTC)が全身を循環していることがわかっている。また、CTC には
heterogeneity があることもわかってきたが、これには元々腫瘍巣に存在していた頃からある
heterogeneity と末梢血内に放出されてから獲得した heterogeneity があることが予想されてい
る。miRNA の 1 つである miR-21 はがん抑制遺伝子を標的とし、その機能を阻害することでが
ん細胞の増殖を促進するとともに、癌幹細胞性の維持・薬剤耐性にも重要な役割を果たしている
ことが解明されている。また、let-7 や miRNA-143 は癌遺伝子 KRAS を標的にすることにより
癌抑制的に働き、miRNA-135a/b は癌抑制遺伝子 APC を標的にし、癌促進的に働きかけること
がわかっている。したがって CTC は血流内でも miRNA の影響を受けて分子生物学的プロファ
イルを変化させている可能性がある。さらに、近年 Tumor educated platelet (TEP)の存在が明
らかになり、腫瘍細胞が血小板を味方につけ、自身の生存に有利な環境を構築していることがわ
かってきた。 
以上から、脾臓を通過する前後の血液から CTC、ctDNA、エクソソーム、血小板を採取し、

解析することで、脾臓の持つ抗腫瘍作用を明らかにすることができるのではないかとの着想を
得た。脾臓の持つ抗腫瘍作用のメカニズムが解明されれば、新たな免疫治療法の開発につながる
可能性があると考え本研究を計画した。 
本研究では大量肝切除前に門脈塞栓術を行う消化器癌患者を対象とし、門脈塞栓時の大動脈

血（腹腔動脈直上）、脾静脈血、上腸間膜静脈血、門脈血、末梢血から採取された CTC の mRNA
発現プロファイルを比較することで、脾臓内で免疫細胞と腫瘍細胞がどのような反応を起こし
ているかを推測する。本研究により脾臓の持つ抗腫瘍作用のメカニズムが解明されれば、新たな
免疫治療法の開発に繋がる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
担癌患者の脾静脈と上腸間膜静脈内の CTC の mRNA 発現プロファイルを比較することで、

脾臓内で免疫細胞と腫瘍細胞がどのような反応を起こしているかが推測できる。 
本研究により脾臓の持つ抗腫瘍作用のメカニズムが解明されれば、新たな免疫治療法の開発

に繋がる可能性がある。 
脾臓の前後で CTC の 分子生物学的プロファイルのみならず、血流中の微小環境を構築する

エクソソームと血小板の分子生物学的プロファイルを比較した研究はこれまでにない。脾臓に
おける抗腫瘍メカニズムが明らかにされれば、そのメカニズムに基づいた新たな免疫治療の開
発が可能となる。本研究では治療上、門脈内にカテーテルを挿入する必要性のある担癌患者とし
て、大量肝切除前に門脈塞栓術を行う消化器癌患者を対象とし、門脈塞栓時の大動脈血（腹腔動
脈直上）、脾静脈血、上腸間膜静脈血、門脈血、末梢血を採取する。それぞれの血液から CTC、
cfDNA、ctDNA、エクソソーム、血小板を抽出し、以下について明らかにする。 
（1）脾臓が CTC に与える影響：大動脈血（腹腔動脈直上）と脾静脈血、末梢血から採取され

た CTC の分子生物学的プロファイル、表面抗原、および大動脈血（腹腔動脈直上）と脾静脈血
の miRNA プロファイルを比較することで、脾臓内で免疫細胞と腫瘍細胞がどのような反応を
起こしているか推測する。 
（2）脾臓は CTC を破壊するか？：脾臓内で腫瘍細胞が破壊されれば、脾静脈血内の ctDNA

は脾動脈血よりも多くなる。脾臓では腫瘍細胞が破壊されず ctDNA を trap するのであれば、
脾静脈血内の ctDNA 量は脾動脈血よりも少なくなる。 
（3）門脈循環前後の CTC の変化：大動脈血（腹腔動脈直上）と上腸間膜静脈血・門脈血から

採取された CTC の mRNA 発現プロファイルの変化を比較することで、脾臓前後と脾臓以外の
門脈循環前後での腫瘍細胞への反応が比較できる。 
（4）脾臓が CTC 周囲の微小環境に与える変化：大動脈血（腹腔動脈直上）と脾静脈血のエク

ソソームから抽出された miRNA と mRNA および血小板を比較することで、CTC の微小環境
の変化を同定することができる。 



動物モデルでは脾臓を摘出すると肝転移しやすくなることが知られているが、ヒトの脾臓が
腫瘍細胞にどのような影響を与えているかについては明らかではない。本研究では、脾臓流入前、
流出後の血液から採取された CTC と周囲の微小環境を比較することで、脾臓内で免疫細胞と腫
瘍細胞がどのような反応を起こしているかを推測する、これまでにない画期的な研究である。本
研究により脾臓の持つ抗腫瘍作用のメカニズムが解明されれば、新たな免疫治療法の開発につ
ながる可能性がある。 

 
３．研究の方法 
対象は大量肝切除前に門脈塞栓術を行う消化器癌症例。 
門脈塞栓術の際に、塞栓前に大動脈血（腹腔動脈直上）、脾静脈血、上腸間膜静脈血、門脈血、

末梢血を各 8mL（計 40mL）採取する。 
採取した血液から我々の開発した高感度法で CTC を採取する。CTC から mRNA、miRNA を

抽出し、7500 Fast リアルタイム PCR システムを用いて mRNA、miRNA を測定する。 
cfDNA は Promega Maxwell® RSC Instrument を用いて抽出する。 
次世代シーケンサーと我々の開発した消化器癌パネルを用いて腫瘍巣のシークエンスを行い、

個々の症例に特有な変異を同定する。同定した変異を検出するプライマーとバイオラッド社の
Droplet Digital PCR (ddPCR)を用いて ctDNA を定量する。 

MagCapture™ Exosome Isolation Kit PS を用いてエクソソームを抽出し、7500 Fast リア
ルタイム PCR システムを用いて mRNA、miRNA を測定する。 
血小板はバフィーコートより抽出する。7500 Fast リアルタイム PCR システムを用いて

mRNA、miRNA を測定する。 
 
４．研究成果 
これまでの研究成果としては、脾臓に関しては、門脈圧亢進症における肝脾臓器相関メカニズ

ム解明をテ－マとして研究してきた。部分的脾動脈塞栓術を多数例に施行し、その肝機能改善効
果 を 報 告 し た (Hepatogastroenterol 49:1445-1448;2002) (Hepatology Research 38:225-
233;2008）。H13 年度科研費基盤(C)「脾静脈血行動態の肝線維化に及ぼす影響」（2002 年 Asian 
Pacific Association for the Study of the Liver 学会賞、 Hepatogastroenterol 52:1313-
1319;2005.）、H16 年度科研費基盤(C)「肝組織遺伝子解析からみた脾静脈血行動態の肝線維化
および再生に及ぼす影響」や「マウス TGFβ レセプターターゲット RNAi による慢性肝障害の
遺伝子治療」により脾臓から多く産生される TGFβ が肝不全や肝内胆管癌に与える影響を解明
した(Gastroenterology129:1654-1662;2005. ） (World J Gastroenterol 12: 6316-6324; 2006）。
また H18 年度科研費基盤(B)「肝炎・肝硬変・肝癌における網羅的 microRNA プロファイルと
機能的 RNA 探索」、H19 年度科研費基盤(C) 「肝組織遺伝子解析からみた脾静脈血行動態の肝
再生、発癌に及ぼす影響」、H21 年度科研費基盤(C)「肝内胆管癌におけるマイクロ RNA の役割
解明とバイオマーカー開発のための分子基盤」、H20 年度戦略的研究基盤形成支援事業「診断・
治療に新たな展開をもたらす低分子 RNA：分子病態における役割解明と新治療戦略への展開」、
H26 年度挑戦的萌芽研究「胆管癌特異的長鎖ノンコーディング RNA の同定と革新的治療法開
発への挑戦」により肝臓における miRNA 発現プロファイリング・ディファレンシャル解析を
行い、新規の miRNA を同定しこれらを DDBJ へ登録するとともに論文報告した(PLoS One 
25; 6: e15304,2011）(Review: Hepatology Research 46; 391-406: 2016)。 
脾臓に着目した独創的な方法で研究を続け、平成 24 年 4 月には「脾臓研究会」（代表世話人：

吉田寛）を立ち上げ、また日本門脈圧亢進症学会の理事として、未だ解明されていない脾臓の機
能について研究中である。 
今回の研究にて liquid biopsy や門脈

血行動態・脾臓に関する論文をいくつか
発表した。また尿中循環 DNA を用いた
研究にも着手した。尿中に循環 DNA が
存在することはすでに知られていたが、
我々は尿 20mL から採取される cfDNA
量は血漿 1 mL から採取される cfDNA
量よりも多いこと、RAS 変異解析を行
う場合血液由来 cfDNA を用いるよりも
尿由来 cfDNA を用いた方が精度が高い
ことを明らかにした。 
門脈塞栓時の大動脈血（腹腔動脈直

上）、脾静脈血、上腸間膜静脈血、門脈
血、末梢血から採取された遊離した腫瘍
細胞(CTC)の mRNA 発現プロファイル
を継続して比較検討していく。 
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