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研究成果の概要（和文）： 肺癌の治療成績は不良であり、その最大の原因は高頻度に起こる遠

隔転移である。そこで CTや PET 等の最新の検査機器を用いても発見が困難な微小転移の指標と

して、血液中に存在する癌細胞(循環腫瘍細胞)の検出を試みた。その結果、肺癌患者の約 30%

に循環腫瘍細胞が検出され、肺癌の診断や進行度の評価に有用であることが判明した。また、

癌の進行に必要な血管新生の指標である血液中の内皮細胞も同様に肺癌の診断に有用である可

能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Prognosis of  primary lung cancer patients is not satisfactory, 
which is mostly caused by frequent development of distant metastasis. We tried to detect 
circulating tumor cells (CTCs) that circulate in the peripheral blood, because CTC is 
a marker of distant metastasis. As a result, we revealed that CTCs were detected in about 
30% of lung cancer patients, and that the number of CTCs was useful marker in the diagnosis 
and evaluation of tumor progression. Moreover, we evaluated circulating endothelial cells 
(CECs), which represent tumor angiogenesis essential for tumor progression, and revealed 
that CEC-count might be also useful in the diagnosis of lung cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 原発性肺癌の予後は不良であり、完全
切除されても半数以上の患者は再発する。再
発予防のために術後に化学療法を行うこと
が推奨されているが、術後化学療法をより効
果的に行うためには、術後化学療法が必要と
される予後不良患者を選択したり、術後化学
療法の効果を予測するバイオマーカーの開
発や確立が求められていた。 
 

(2) 循環腫瘍細胞(以下 CTC)は、原発巣から
遊離し血液中を循環する腫瘍細胞であり、微
小転移のマーカーとしての有用性が乳癌等
で示唆されていたが、肺癌での研究はほぼ皆
無であった。 
 
(3) 循環内皮細胞(以下 CEC)は、腫瘍進展に
必要な血管新生の指標として期待され、腫瘍
の進展や抗癌剤の治療効果と示すバイオマ
ーカーとして期待されてきた。しかしながら



肺癌におけるその臨床的意義は不明であっ
た。 
 
(4) CTCやCECを自動的に末梢血液より分離
定量するシステム(“CellSearch”システ
ム)が開発され、米国では乳癌・前立腺癌・
結腸直腸癌において CTCの臨床使用が認可さ
れた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) CTCやCECは末梢血液を採取するだけで
容易に繰り返し検討しうるバイオマーカー
であり、癌の診断や治療の指標として有用性
が期待される。そこで本研究では、肺癌にお
ける”CellSearch”システムにより検出さ
れた CTC や CEC の臨床的意義を明らかにし、
同時に今後の臨床応用の可能性を探索的に
検討することを目的とした。具体的には以下
の通り。 
 
(2) CTC や CEC が、肺癌の診断や進行度評価
に有用なマーカーか否かを明らかにする。ま
た、治療効果や予後予測のマーカーとしての
有用性も明らかにする。 
 
(3) CTC を用いた癌細胞の遺伝子変異解析
が可能か否かを検討し、その経時的モニタリ
ングの可能性についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺癌患者と非悪性疾患患者の末梢血液
を採取し、血液7.5mL中のCTCおよび同4.0mL
中の CECを”CellSearch”システムを用いて
検出しこれを定量する。手順は以下の通り。 
① 末梢血液中の CTC や CEC を磁気ビーズに
結合した抗 EpCAM 抗体(CTC)や抗 CD146 抗体
(CEC)を用いて免疫磁気的に分離する(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② 分離された細胞は、蛍光染色(CD45/DAPI
および Cytokeratin[CTC]や CD105[CEC])され、
ディスプレーに表示される。 
③ 混入した白血球は CD45 陽性となるので
これを除外し、細胞質が Cytokeratin (CTC)

や CD105(CEC)陽性でかつその中に DAPI で染
色される核が含まれる細胞を CTC や CEC と判
定し、これを定量する(下図)。 
 
 
(2)   
(3) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
④ 肺癌患者と非悪性疾患患者の CTC/CECの
検出頻度や個数の相違を後ろ向きに検討。 
 
(2) (1)の結果をもとに、肺癌患者と非悪性
疾患患者の鑑別や、肺癌患者の進行度評価に
CTC/CEC が有用か否かを前向きに検討する。
すなわち、肺癌疑いで確定診断目的に受診し
た患者の血液を採取して、全項の方法で
CTC/CEC を定量。ROC 解析等により、CTC/CEC
の診断能を評価する。また、再発や予後との
関連も検討する。 
 
(3) (1)や(2)で分離された CTC から遺伝子
(特に DNA)を抽出し、EGFR/K-ras/p53 遺伝子
変異の検出が可能か否かを検討する。同時に、
化学療法(特に EGFR チロシンキナーゼ阻害
剤)施行の経過中に CTC を定期的に採取して
その遺伝子変異(特に EGFR 遺伝子)をモニタ
リングし、耐性遺伝子出現などの早期検出が
可能か否かを検討する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 当初の後ろ向きの検討で、本システム
を用いて肺癌患者の末梢血液中に腫瘍細胞
が再現性を持って検出されること、また陽性
率や個数は非悪性疾患患者と比較して多い
ことが示された。 
 
(2) 以上の結果を踏まえて CTC の肺癌診断
における診断能について前向きの検討を行
った。 
① 原発性肺癌疑いにて受診した連続した
150 例を対象に、CTC を定量した。最終病理
診断は、肺癌症例 125 例で非悪性疾患 25 例
であった。下図に示す通り、肺癌患者および
非悪性疾患患者での CTC 陽性率はそれぞれ
30.6%(個数は 0-62 個)および 12.0%(個数は
0-2 個)であり、肺癌患者では CTC 個数が有意
に多かった。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
しかしながら、ROC 解析では、CTC は肺癌と
非悪性疾患を鑑別するバイオマーカーと し
ての有用性を示すことができなかった(下図、
AUC=0.598; P=0.122)。その最大の理由とし
ては、CTC 検出感度が十分ではない(肺癌患者
でも CTC 陽性率 30.6%)ことが挙げられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② 一方、肺癌の中でも小細胞肺癌では CTC
陽性率が 67%と高く(下図)、有用な診断マー
カーとなりうる可能性があり、現在前向きに
予後や治療効果との関連を検討中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③肺癌の病期別の検討では、病期の進行とと
もに有意に CTC陽性率や個数が増加が見られ、
腫瘍進行度の指標として期待される(下図)。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
④ 特に、遠隔転移陰性例と陽性例では、CTC
が有意に遠隔転移陽性肺癌症例で多く(下図
上段)、ROC 解析でも CTC が遠隔転移の有無の
診断に有用なマーカーであることが示され
た(下図下段、AUC=0.783; P<0.001)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑤ 現在、上記症例の手術後の再発や予後の
経過観察中であり、予後因子としての意義に
ついても明らかにする予定である。また、化
学療法の効果との関連についても、検討中で
あり、少数例であるが CT/PET よりも治療効
果をより反映する可能性が示唆された(下図、
化学療法中の CTC や CT/PET および血清 CEC
値の変動。空洞化により CT では腫瘍縮小の
評価が困難であったが CTC は陰性化、治療後 



長期生存し CTCが治療マーカーとして有用で
合った症例) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(3) CEC 値の肺癌におけるバイオマーカー
としての有用性を後ろ向きに検討した。 
① その結果、原発性肺癌では CEC が非悪性
疾患と比較して有意に高く(平均値はそれぞ
れ 100 個および 56 個)、肺癌と非悪性疾患の
鑑別に有用なマーカーである可能性が示さ
れた(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
② また、肺癌患者の中では、CEC 値は病期
の進行とともに増加する傾向があり、肺癌進
行度のマーカーとしての有用性が示唆され
た(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ 以上の結果に基づき、(2)に含まれる症
例において CECの肺癌診断におけるバイオマ
ーカーとしての意義を前向きに検討中であ
る。 
 
(4) CTCから直接抽出したDNAを鋳型とした
PCR 反応は信頼性に欠けることが明らかとな
った。そこで、CTC 検出の蛍光染色過程を省
力して PCRによる遺伝子増幅を試みたところ、
EGFR 遺伝子については肺癌で高頻度に変異 

を認めるエクソン 19、20 および 21 ともに再
現性をもって PCR増幅可能でありまた遺伝子
変異が可能であることが判明した。現在、こ
れを用いて EGFR遺伝子変異陽性例について、
EGFR-TKI 治療中の経時的な EGFR 遺伝子変異
(抵抗性変異出現有無)のモニタリングを探
索的に行っている(下図、EGFR エクソン 19 欠
損変異例に対してゲフィチニブを 4年間にわ
たって投与中の症例。CTC を経時的に採取し
てその EGFR 変異をモニタリングしている) 
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