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研究成果の概要（和文）：オンコパネルを用いた遺伝子解析に基づく薬剤決定に見られるように、癌の診療は癌
細胞内の遺伝子変異・発現情報に基づく診療に急速にシフトしつつある。したがって、今後、簡便に、頻回に、
癌細胞の遺伝子情報を取得する方法が必須となると考えられる。血中循環腫瘍細胞（circulating tumor cell）
の捕捉はその手法のひとつであるが、本研究ではCTCの捕捉だけでなく その遺伝子解析研究を進め大腸癌遠隔転
移惹起と相関する遺伝子変異・発現遺伝子セットを同定し、機能解析を加えて大腸癌遠隔転移責任分子を同定す
るとともに、CTCの捕捉と遺伝子解析の臨床的有用性を実証した。

研究成果の概要（英文）：As seen in drug decisions based on genetic analysis using oncopanels, cancer
 treatment is rapidly shifting to treatment based on information on gene mutations and expression 
within cancer cells. Therefore, it is thought that a method for easily and frequently acquiring 
genetic information of cancer cells will be essential in the future. One of the methods is to 
capture circulating tumor cells, but in this study, we will not only capture CTCs, but also conduct 
genetic analysis research to identify gene mutations and expressed gene sets that correlate with the
 induction of distant metastasis in colorectal cancer. We identified the molecules responsible for 
colorectal cancer distant metastasis through functional analysis, and demonstrated the clinical 
utility of CTC capture and genetic analysis.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 循環腫瘍細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト大腸癌患者で捕捉される循環腫瘍細胞の遺伝子発現状況の解析と、その後の臨床情報とを統合して解析を行
うことで、遠隔転移に真に関わる分子を同定できることを証明しえた。さらに、その機能解析を実験的に行って
生物学的な機能解明に貢献し、CTCの捕捉と遺伝子解析の有用性について、検体・基礎的手法・統合解析・臨床
情報といったものが高度に組み合わさって初めてできた研究であり、それだけでもオリジナリティーが高く、
CTC研究分野・Personalized medicine の促進にもブレークスルーをもたらしうると考えられる。

※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 
Microsatellite instability の有無による免疫チェックポイント阻害剤の適応決定に代表される
ように、癌は遺伝子変異状況によって治療法選択をする時代になりつつある。このことを鑑みる
と、癌の診断・治療・経過観察において、癌細胞の遺伝子情報を、必要時に非侵襲的に頻回に得
ることは、ますます重要になると思われる。そのような情報取得を実現する手法として、癌由来
の遺伝子や細胞を体液中から得る “Liquid Biopsy” が期待されている。血中循環腫瘍細胞
(Circulating Tumor Cell; CTC) は、末梢血中を流れる癌細胞で、軽微な侵襲で繰り返し採取可
能なことから、Liquid Biopsy のひとつとして、臨床応用の期待が大きい。しかし、入手可能な
CTC 解析装置として現在唯一 FDA の承認を得ている “CellSearch” は今までのところほと
んど普及していない。その最大の理由は、本機器自体が高額で、ランニングコストもかかるうえ、
特定の上皮マーカーを持つ癌細胞にしか適用できず、採取した細胞の遺伝子解析もできず、要す
るに利用価値が無いためと思われた。そこで、ほん研究では、癌の特異的表面マーカーに対する
抗体による CTC捕捉原理を応用し、癌細胞特異的抗体を結合させたマイクロ流体デバイス「樹
脂 CTC チップ」（富産業技術研究センターで開発）の運用を工夫し、数年前から臨床検体を用
いた検討を行っている。このデバイスは、簡便に安価に CTC解析ができるため極めて有用性が
高い。 
 しかしながら「血中に流れ出す腫瘍細胞すべてが生物学的に重要な意味を持っているか」は、
まだ明確ではない。例えば最近の重要な報告として、腸上皮の幹細胞でもあり大腸癌の癌幹細胞
とも考えられる Lgr5陽性細胞こそが遠隔転移巣を作り出し、逆に Lgr5陰性細胞は転移巣を作
らず、ひとたび例えば肝転移巣ができたとしても Lgr5陽性細胞を geneticに消去すると転移巣
も消失することがマウスの実験で報告されている（Nature 2017;676）。つまり、流血中に出た
癌細胞すべてが生物学的に病態に関わるのではなく、特定の遺伝子発現を持つ癌細胞の有無が、
例えばその後の転移形成に重要と考えられ、CTCの個数だけではなく、CTC内の遺伝子発現状
況の把握が重要であることが示唆される。そのような背景の中で、「ヒト大腸癌での遠隔転移に
関わる遺伝子や遺伝子変異は何か」という問いを、CTC を用いてヒトサンプルで解明すること
は、「患者さんの予後規定因子の同定」という意味でも、「生物学的に転移をきたすドライバー分
子の同定」という意味でも大きな意義があり、癌診療に革新をもたらすことができるのではない
かと考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「a) ヒト大腸癌症例を対象として CTCを回収し、b) 遺伝子増幅と次世代シークエ
ンスを使って網羅的な遺伝子解析をした上で臨床情報との相関を解析し、c) 大腸癌の遠隔転移
に関わる遺伝子発現状況あるいは遺伝子変異の同定を試みる」ことが目的である。この検討によ
って、大腸癌の遠隔転移に関わる遺伝子あるいは遺伝子セットが同定できれば、転移抑止の分子
標的として新たな研究に展開できる有用な基礎的知見が得られる。 
 多くの他の研究が癌原発巣や癌転移巣の遺伝子解析を行っているのに対して、本研究は血中
を流れる癌細胞を捕捉してその遺伝子解析を加えることで「今まさに転移に関わる可能性のあ
る癌細胞」を用いた研究が進められる。これは、患者さんを前にした CTC捕捉と回収・遺伝子
発現解析の経験が一体とならないとできないことであり、さらに臨床情報との相関解析を行う
ことで活きた情報での統合解析が可能となる。つまり、検体・基礎的手法・統合解析・臨床情報
といったものが高度に組み合わさって初めてできる研究でありそういう観点からも独自性が高
いものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) これまでの論文研究でも使用してきた癌の特異的表面マーカーに対する抗体による CTC 捕
捉原理を応用した簡便なマイクロ流体デバイス「樹脂 CTC チップ」を用いてヒト大腸癌患者の
血清から CTC を捕捉する。その後の遺伝子解析を円滑にすすめるために、CTC チップに供する前
に CD45 磁気ビーズを用いて白血球をあらかじめ除去する。 
 
(2) 一連の操作で回収された CTC をもとに RNA シークエンスを行い、臨床病態、特に遠隔転移
の出現との関連性を検討する。その結果、血行性転移に関わる可能性の高い遺伝子セット、ある
いは Lgr5 のような単一遺伝子、あるいは遺伝子変異を抽出し検討する。 
これらの検討によって、大腸癌の遠隔転移に関わる遺伝子の発現を同定し、予後の改善に寄与出
来ないかをめざす。 
 
４．研究成果 
(1) CTC チップによる CTC の捕捉と そこからの細胞回収 
抗 EpCAM 抗体を貼り付けた樹脂チップを用いて、血中の CTC を回収する方式を適用した。CTC に
血液をアプライする前に、CD45 抗体で白血球を除去し、そのうえで CTC チップ上にアプライし



た（下図 左と右） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ここで、CTC チップ上で捕捉された CTC をマイクロマニピュレーターで吸引回収する形をとった
（下図）。 

 

チップに捕捉した細胞の

マイクロマニピュレータ

ーによる回収（富山県産業

技術研究開発センター  

大永先生提供） 

 

 

 

 

 

ここから回収した single cell をもとに DNA を回収し、kRas 変異を検出するために、その部

位の周辺 500bp 程度を PCR で増幅できるか、検討した。 

 

その結果、左図の真ん中のレーンのように、PCR で増幅できる

ことが確認できた（左レーンは negative control、右レーン

は positive ontrol） 

 

 

 

 

(2) 遠隔転移を来す臨床検体を用いた検討 

上記の細胞株の検討で proof of concept は得られたため、次に実際の大腸癌患者さんの血液を

用いて CTC の捕捉を試みた。 

  

左図のような遠隔転移を呈する大腸が

ん患者の血液を用いてCTCを捕捉した。 

 

 



補足した CTC を用いて、droplet digital PCR 法によって、Kras 変異が検出できるかどうか検

討した。その結果、下図の左上の droplet のように 変異 kRas を予測通り検出することができ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、下記のように本 CTC チップを用いることで、実際の臨床検体から CTC を効率

的に捕捉し、かつ、そこから細胞を回収して遺伝子解析ができるという proof of concept を達

成した。 

これにより、さらに網羅的な遺伝子解析を加えることで、遠隔転移を来す遺伝子変異について絞

り込みが出来る可能性がひらかれた。 

本研究の結果は、樹脂に

貼付する抗体を任意に変

更することで、任意の血

中の癌細胞を捕捉し、か

つ、その遺伝子変異を検

出することが出来ること

を示すものになる。 

この方法を用いることで

癌だけでなく良性疾患の

特異的な血中の細胞を検

出することも可能になる。

このように、本研究結果

は悪性疾患だけでなく良

性疾患の特異的血中細胞

の単離やその遺伝子解析への応用を広げるものと考えられ、今後の発展にさらに期待がもてる

ものと考えられた。 
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