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研究成果の概要（和文）：CTC を高感度かつ安定的に検出する方法について検討した。抗 EpCAM

抗体、抗 P-cadherin 抗体を用いることで basal	
 type における CTC 回収率が改善した。原発性

乳癌を主対象に術前化学療法を施行した症例で CTC 数の変化、viability と治療効果について

検討した。M30 を用いた CTC の viability の評価と術前化学療法の治療効果との関連が示唆さ

れた。	
 

研究成果の概要（英文）：We	
 investigated	
 the	
 way	
 to	
 improve	
 sensitivity	
 and	
 reproducibility	
 

of	
 CTC	
 assay.	
 Recovery	
 rate	
 of	
 basal	
 type	
 phenotype	
 was	
 improved	
 with	
 additional	
 staining	
 

with	
 anti-EpCAM	
 antibody	
 and	
 anti-P-cadherin	
 antibody.	
 CTC	
 count	
 and	
 viability	
 in	
 	
 

patients	
 with	
 breast	
 cancer	
 who	
 received	
 neoajuvant	
 chemotherapy	
 was	
 also	
 evaluated.	
 

Evaluation	
 of	
 CTC	
 viability	
 using	
 M30	
 may	
 help	
 to	
 evaluate	
 response	
 of	
 neoadjuvant	
 

chemotherapy.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 癌の病態形成において最も重要な因子の
一つである転移に関する動態解析の重要度
は高い。ヒトの固形癌における転移の評価は
これまで画像診断を中心に行われてきたが、
循環血中癌細胞(circulating	
 tumor	
 cell:	
 

CTC)や骨髄微小転移の検索により、転移細胞
の細胞特性を解析し、転移の動態を個体レベ
ルで計量的に分析することが可能になった。	
 
	
 CTC の特性は癌の病態によって異なり、原
発腫瘍と同様の多様な生物学的特性を持つ
場合や原発腫瘍と異なる転移細胞の特性を
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持つ場合など様々であることが見いだされ
てきた。これらの特性については綿密な臨床
的検討が必要である。また、原発巣の癌幹細
胞と CTC の特性に関する比較、骨髄転移細胞
と CTC の間の対比等が重要であると考えられ、
種々の癌腫や病態での検討が必要である。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的	
 
1) CTC 測定法の検討、最適化	
 
	
 CTC の測定は CellSearch	
 System が一般に
用いられている。これは免疫磁気法による半
自動化された測定法であり、結果の安定性、
再現性に優れている。しかしながら免疫磁気
法の抗体として抗 EpCAM 抗体を用いているた
め、EpCAM 発現の弱い腫瘍細胞が検出されな
いという欠点がある。CTC を高感度かつ安定
的に検出する測定系について検討する。	
 
	
 
2) CTC の特性解析	
 
	
 CTC の特性解析は転移のメカニズムを探る
上でも、精度の高い予後予測や治療効果の評
価を行う上でも重要になる。CTC において幹
細胞の性質を持っているものや細胞死前段
階のものなど、CTC の特性を解析する	
 
	
 
3)CTC の計量的分析	
 
	
 原発巣、転移性癌において CTC の計量的分
析を行い、転移動態の分析を行う	
 
	
 
4)CTC と治療との関連性に関する検討	
 
	
 治療による CTC の減少が治療の予後に及ぼ
す影響を推測する上で有用である可能性が
示唆されている。治療中の CTC の特性変化や
態様の変化を解析することにより、治療に関
連した転移動態の分析を行う。	
 
	
 
	
 
３．研究の方法	
 
1)CTC 測定法の検討、最適化	
 
① CellSearch	
 system の下方検出限界につい
ての検討	
 
	
 健常人からの血液サンプルに 1-10 個程度
の培養細胞を加え、CellSearch	
 System に
よって subtype 別の回収率を評価した。	
 

② 蛍光免疫染色過程における混合抗体(抗サ
イトケラチン抗体+抗 EpCAM 抗体)の導入	
 
	
 サイトケラチンの発現の低い腫瘍細胞の
検出のため、CellSearch	
 System の蛍光免
疫染色過程において、混合抗体(抗サイト
ケラチン抗体+抗 EpCAM 抗体)の導入し、従
来の抗サイトケラチン抗体による染色法
と回収率を比較検討した。	
 
	
 健常人からの血液サンプルに培養細胞を
加えたものを用いて、CellSearch	
 System
による回収率を評価した。	
 

③ subtype 別の新たなマーカーの導入	
 

乳癌細胞株では basal	
 phenotype の回収率
が低い。Triple	
 negative	
 type で発現が高
いとされる P-cadherin に対する抗体を用
いて回収率の改善をはかった。	
 
	
 CellSearch	
 Systemの蛍光免疫染色過程に
おいて、混合抗体(抗サイトケラチン抗体+
抗 P-cadherin 抗体)の導入を行い、従来の
抗サイトケラチン抗体による染色法と回
収率を比較検討した。	
 
	
 健常人からの血液サンプルに培養細胞を
加えたものを用いて、CellSearch	
 System
による回収率を評価した。	
 

④ EMT 誘導を抑制することによる EpCAM 蛋白
発現変化の検討	
 
	
 CTC に対して EpCAM 蛋白の発現増加をは
かることによる測定感度改善を試みた。乳
癌細胞株に対して EMT 誘導に重要とされる
ZEB1 を siRNA を用いて抑制し、EpCAM 蛋白
発現の変化を検討した。	
 
	
 EpCAM 蛋白発現は flowcytometry にて評
価した。	
 
	
 

2)CTC の特性解析	
 
	
 CTCの特性解析ではCTCの viabilityに着目
し、判定評価にアポトーシスマーカーである
M30 抗体を加えた新たな CTC 測定システムの
構築を図った。	
 
	
 

3)	
 CTC の計量的分析	
 
	
 乳癌、胃癌、肺癌を対象に CTC を測定し臨
床病期と CTC 陽性率などについて検討した。	
 
	
 
4)CTC と治療との関連性に関する検討	
 
	
 治療修飾を受けた CTC の特性解析を目的と
して、術前化学療法を施行した症例で治療時
の CTC 数の変化、CTC におけるアポトーシス
の状況を観察し、組織学的抗腫瘍効果との関
連性を検討した。	
 
	
 術前化学療法を受けた手術可能な原発性乳
癌患者を対象に治療前と化学療法施行 24 時
間後、3 週間後の CTC 数および viability を
測定した。viability の評価には、判定評価
にアポトーシスマーカーである M30 抗体を加
えた新たな CTC 測定システムを用いた。	
 
	
 また化学療法の臨床学的治療効果を画像診
断で、組織学的効果を手術摘出標本で評価し
た。	
 
	
 

	
 
４．研究成果	
 
1) CTC 測定法の検討、最適化	
 
① CellSearch	
 system の下方検出限界につ
いての検討	
 
	
 SK-BR-3(HER2)が 77.8-100%と良好な回
収率であったのに対し、MDA-MB-468	
 
(basal)では 0-76.9％であった(図 1)。	
 
また、MDA-MB-468(basal)では特に加え



 

 

た細胞が少数の場合に回収率が低い傾
向があった。	
 

	
 
(図 1)	
 CellSearch	
 System の下方検出限界	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
② 蛍光免疫染色過程における混合抗体(抗
サイトケラチン抗体+抗 EpCAM 抗体)の導
入	
 
	
 従来法(抗サイトケラチン抗体)を用い
た場合の回収率は MDA-MB-231(postEMT)
で 9.0%、	
 MDA-MB-468(basal)で 43.6%、
HCC1937	
 (basal)で 23.6%であった。	
 
	
 これに対し混合抗体(抗サイトケラチ
ン抗体+抗 EpCAM 抗体)を用いた場合の回
収率は、MDA-MB-231(postEMT)で 16.7%、	
 
MDA-MB-468(basal) で 60.3% 、 HCC1937	
 
(basal)で 61.6%であった。	
 
	
 basal	
 type での回収率改善が認められ
た(図 2)。	
 

	
 
	
 (図 2)抗 EpCAM 抗体による回収率変化	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
③ subtype 別の新たなマーカーの導入	
 
	
 従来法(抗サイトケラチン抗体)を用い
た場合の回収率は、MDA-MB-468(basal)
で 51%、HCC1937	
 (basal)で 40.3%であっ
た。	
 
	
 これに対し	
 新たな抗体(抗サイトケラ
チン抗体+抗 P-Cadherin 抗体)を用いた

場合の回収率は、MDA-MB-468(basal)で
59.0%、HCC1937	
 (basal)で 72.6%であっ
た。	
 
	
 basal	
 type での回収率改善が認められ
た(図 3)	
 

	
 
(図 3)抗 P−cadherin 抗体による回収率変化	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
④ CTC に対して EpCAM 蛋白の発現増加をはか
り、測定感度を改善することを試みた。	
 
	
 乳癌細胞株、MDA-MB-231(post	
 EMT)に対
して ZEB1siRNA の transfection によって
EMT を抑制すると、EpCAM 発現が増加する
ことが示唆された(図 4)。	
 

	
 
(図 4)ZEB1siRNA による EMT 抑制と	
 
	
 	
 	
 EpCAM 発現の変化(flowcytometry)	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 実際の臨床検体に対してEMTを抑制しEpCAM
発現を増加させるためにはさらなる検討が
必要である。	
 
	
 
2)CTC の特性解析	
 
	
 CTCの特性解析ではCTCの viabilityに着
目した。CellSearch	
 System の染色過程で
は、	
 CTC の positive	
 selection のために
抗サイトケラチン抗体、白血球の negative	
 
selection のために抗 CD45	
 抗体が用いら
れる。	
 
	
 これらに加え、染色過程にアポトーシス
マーカーである M30 抗体を用いることで
CTC におけるアポトーシスの状況の観察が
可能となった。	
 
	
 CellSearch	
 Systemによって検出される従
来の CTC はさらに M30 の染色性によって
viable	
 CTC	
 (M30 陰性 CTC)と apoptotic	
 CTC	
 
(M30 陽性 CTC)に分類される。CTC のアポト



 

 

ーシスという特性解析を併せ持った新し
い CTC 測定法により、治療効果と CTC のア
ポトーシスの関連性の解析などが可能と
なった。	
 

	
 
3)CTC の計量的分析	
 
	
 乳癌に対しては CTC の計量的分析ととも
に、特に治療効果と CTC のアポトーシスの
関連性について解析した。	
 
	
 胃癌に対しては、進行胃癌患者に対して、
CTC 測定を施行した。臨床的に遠隔転移の
ある IV 期では高率に検出される傾向であ
った。	
 

	
 
4)CTC と治療との関連性に関する検討	
 
	
 術前化学療法を受けた手術可能な原発性
乳癌患者 75 例を対象とし、治療前および
治療経過中の CTC 数、CTC の viability を
評価し、治療との関連性を検討した。	
 
	
 

①患者背景と治療前の CTC 陽性率(cut	
 off	
 1
個)には明らかな相関を認めなかった(図 5)。	
 
	
 
	
 
(図 5)患者背景と CTC 陽性率	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
②組織学的治療効果(pCR 率)と治療前の CTC
陽性率をとの関連を CTC の viability とあわ
せて検討すると、治療前に M30 陰性 CTC を認
めた症例では pCR 率は 0%であった。	
 
統計学的な有意差は認めなかった(図 6)。	
 
	
 
	
 
	
 

(図 6)治療前 CTC と pCR	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
③化学療法 3 週間後に CTC 数、viability の
測定が可能であった 27 例を解析について病
理学的治療効果との関連を検討した。	
 
治療 3 週間後の pCR 率は、合計 CTC 陰性患者
で 18.8%(3/13)、合計 CTC 陽性症例のうち	
 
viability の評価で M30 陰性 CTC＞M30 陽性
CTC の症例で	
 0%(0/3)、M30 陰性 CTC＜M30 陽
性 CTC の症例で	
 50%(4/8)であった。	
 
	
 統計学的な有意差は認めなかったが、CTC の
アポトーシスと治療効果との関連が示唆さ
れた(図 7)。	
 
	
 
(図 7)化学療法 3 週間後の CTC	
 viability と	
 
pCR 率	
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