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研究成果の概要（和文）：  

癌患者の血液中に存在する循環癌細胞（CTC）を検出し、その動態および臨床的意義を明らかに
し、NOG マウスによる検証と CTC からの生着モデルの作製を試みた。CellSearch システムを用
いて切除不能胃癌患者 60%、切除不能食道癌患者 27%、切除不能膵臓癌患者 20%で CTC の検出お
よび画像化に成功した。特に胃癌患者では腹膜播種患者の CTC 陽性率が高いことから NOG マウ
スを用いて腹腔内投与した癌細胞が、早期に腹膜を経由し血中に移行することを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We detected circulating tumor cells (CTCs) in peripheral blood of patient with cancer 
and clarified the change and clinical significance and tried the inspection with the NOG 
mouse and the manufacture of the survival model from CTCs. I succeeded in the detection 
of CTCs and imaging in 60% of unresectable gastric cancer patients, 27% of unresectable 
esophageal cancer patients, 20% of unresectable pancreatic cancer patients using 
CellSearch system. I confirmed in particular that the cancer cells which I gave in the 
abdominal cavity of the NOG mouse moved into blood via peritoneum early because a positive 
percentage of CTC of the patient with the peritoneum dissemination was high in stomach 
cancer patients. 
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１．研究開始当初の背景 
消化器癌における転移形式ではリンパ節転
移が最も多いのは周知の事実であるが、リン

パ節郭清を伴う根治術後の再発形式では、血
行性転移がしばしば認められ重要な予後因
子の一つとなっている。例えば早期胃癌でも
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肝転移などの血行性転移が生じることも報
告されており、進行癌では腹膜再発が最も多
いが、肝、肺、骨などへの血行性転移の頻度
も 25～54%と比較的多い。血行性転移の診断
は、CT、体外エコー、MRI、PET などによる画
像検査により診断されるが、画像以前に末梢
血中の腫瘍マ－カ－（CEA，CA19-9、SCC、AFP
等）やアルカリフォスファターゼなどの上昇
により血行性転移が疑われることも少なく
ない。しかし、これら従来の診断による異常
所見が出現する前に、末梢血中の CTC を検出
する試みが行われており、術中、術後の CTC
の存在診断は血行性転移再発の予測法とし
て有用性が期待されている。 
  CTC の存在については古くから議論され
てきた研究テ－マであり、血液を遠心分離す
ることにより腫瘍細胞を従来の HE 染色、
Giemsa 染色などにより直接鏡検し存在診断
を行っていた時代があったが、あまりにも労
力を要したため、臨床応用には至らなかった。
近年、リンパ節や循環血液中の微小癌細胞を
検出する手法として、免疫組織化学的手法や
分子生物学的手法が検討されている。前者に
は、抗サイトケラチン抗体などを用いた免疫
組織染色が汎用され、主にリンパ節の微小転
移の検索に用いられている。後者の分子生物
学的手法としては、ゲノム DNA の変異を検索
する方法と、CEA など組織特異的遺伝子の
mRNA 発 現 を 検 索 す る reverse 
transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)法があるが、近年になって自動的に
CTC を検出するシステムが開発され研究およ
び臨床応用の可能性から脚光を浴びるよう
になった。CellSearch System(ベリデックス
社)やフローサイトメーターの一種であるセ
ルソーター（ベックマン・コールター社）な
どが代表的なものである。 
全体的構想の究極の目的は、これら検出され
た微小癌細胞を癌の適正な治療法の選択に
臨床応用可能とすることにある。これまで行
われてきた微小癌細胞の診断的検出では、存
在診断に止まり治療法の選択には至ってい
ない。新規抗癌剤や分子標的治療薬の登場に
より治療法の選択肢は広がったものの、術後
補助療法の必要性の判断や治療薬選択に関
しては個々の症例ではなくガイドラインに
基づき用いられているのが現状といえる。試
験開腹や切除標本による抗癌剤感受性試験
は一部の癌腫において行われているものの、
組織採取を目的に侵襲的である点や術前化
学療法などへは応用が難しい点が問題と言
える。理想的には個々の症例における癌の特
性ならびに循環がん細胞の存在に応じた診
断治療体系の確立が必要とされる。 
本研究は、癌治療の個別化を目指した CTC の
自動診断法の確立とその動物実験モデルに
おける培養、感受性試験法を確立し、その臨

床的意義をふまえ総合的治療戦略を構築す
るものである。 
重 度 免 疫 不 全 モ デ ル で あ る
NOD/Shi-scid,IL-2Rγnull (NOG)マウスは T 
cell、B cell、NK 細胞が欠損しており補体活
性の減退、マクロファージ、樹状細胞の機能
不全があり重度免疫不全モデルとして有用
性が高く、Scid マウスでみられる老化に伴う
T cell、B cell の出現も認めず胸腺腫発生も
伴わない理想的な実験モデルと考えられる。 
臨床検体より CTC を分離培養し、抗癌剤感受
性試験も含め検討する。血中および腹水中、
リンパ節から分離可能な CTCは量的に少ない
ことが問題であり、この CTC を分離培養する
技術が最重要課題といえる。この問題の解決
手段として重度免疫不全モデルである NOGマ
ウスを用いた微小癌細胞レベルでの移植手
技を確立し、抗癌剤感受性試験等への臨床応
用を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、消化器癌における血液中の循環癌
細胞（Circulating Tumor Cells = CTC）や
腹水中の微小癌細胞、リンパ節における微小
転移巣を分離し、重度免疫不全モデル；
NOD/Shi-scid,IL-2Rrnull (NOG)マウスに異
種間移植を行い、抗癌剤感受性試験および生
物学的悪性度や特性を明らかにし、外科治療
および化学療法を中心とした癌治療の個別
化を図ることである。 
 
３．研究の方法 
1） Cell Search System による循環血液中

の CTC 検出 
EpCAM 抗体を標的として磁気ビーズにより
CTCを分離し、Pancytokeratinおよび EPCAM、
CD45による自動蛍光染色で癌細胞を識別す
る CellSearch system（Veridex 社製）を用
いて CTC 検出を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
システムの精度の検証を、胃癌由来細胞株を
用いて検証し、抗癌剤感作時の検出能の評価
を行う。検出される細胞の Viability の評価
は重要であり、コンピューター画像による形
態学的評価を行い、評価基準の確立に努める。



また、CTC プロファイルキットを用いた細胞
分離により細胞培養および動物実験による
生着能の検証を計画している。 
臨床検体においては胃癌および食道癌症例
における末梢血および手術時に採取可能な
門脈血において検出される CTCの評価を行い、
予後、再発の因果関係を明らかにする。化学
療法および放射線療法症例ではその効果と
の相関をみることにより CTC評価の妥当性お
よび有用性を検討する。 
また、切除不能、・再発胃癌における腹水中
の floating cancer cellの検出法の開発を、
同 System を用いて行う。腹水からの検出に
おいては中皮細胞の混入により現時点では
困難であることが現在までの実験により確
認できており、これらの問題の解決を行う。 
 
４．研究成果 
ま ず 、 癌 治 療 の 個 別 化 を 目 的 と し て
CellSearch システムを用いた循環癌細胞
（CTC）の検出を行い、胃癌において検出可
能であることを確認した。胃癌細胞株 KATO
Ⅲを用いた希釈系列による検討では、直線性
は保たれており、効率的かつ定量的に検出が
可能であることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、胃癌患者の臨床検体血液において、CTC
が定量的に識別できることも確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
これらの結果から CTC は、予後との相関を認
め、切除例においては、無再発生存期間にも
有意に影響することが確認された。多変量解
析による結果では CTCが独立した予後予測因
子として抽出されることから、CTC 測定の重

要性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
CTC 検出により胃癌切除症例の再発予測およ
び予後予測が可能であることを確認した。ま
た切除不能胃癌においても CTCの有無により
予後に有意差を持って差があることが確認
され、抗癌剤による効果と CTC の増減に関連
があることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これら再発および切除不能となる因子を解
析すると、CTC の存在は腹膜播種と関連があ
ることが予測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



NOG マウスにおいて胃癌細胞株 MKN45 を用い
て腹腔内へ遊離した癌細胞が血中へ移行す
ることの動物実験を行った。これにより肉眼
的腹膜播種形成よりも早期に腹腔内へ遊離
した癌細胞は経腹膜的に血中へ移行してい
ることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、腹腔洗浄液による細胞診と CEA および
CK19 をプライマーとした RT-PCR による評価
との比較を行ったが、腹膜播種における感度
は CTCによる検出の方が優れていることが確
認されている。 
併せて CTC については、検出された癌細胞に
ける HER2 タンパク発現についての評価も行
った。患者の生検検体における HER2 発現と
CTC での発現には相違があることを確認し、
切除不能胃癌患者の約 25%に発現することが
確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
分子標的治療薬における個別化治療への応
用も期待され、発現強度および発現細胞量の
客観的評価も可能であることから、CTC にお
ける HER2 発現を指標としたトラスズマブの
効果安全性に関する観察研究を開始した。
CTC の評価は食道癌、膵臓癌でも開始してお
り、切除不能食道癌で 27％、切除不能膵臓癌
で 20%の検出が認められた。これらの生物学
的特性を明らかにすることにより、治療の個
別化への応用が期待される。 
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