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研究成果の概要（和文）：近年我々は末梢血中循環腫瘍細胞（CTC）が癌幹細胞のマーカーを発現している(CTSC)こと
を明らかにした。今回新たに同定したCTSCマーカーＸを加えたmultiple marker(CEA, CK, CD133, CD44,Ｘ)を用い、CT
SC/CTCの臨床的有用性を、大腸癌の病期別に検討した。その結果、血中CTSC/CTCは大腸癌の各病期における再発および
予後予測因子として有用であることが明らかとなった。また、末梢血中CTSC/CTCは分子標的薬（ベバシズマブ・セツキ
シマブ）と化学療法剤(FOLFOX・FOLFIRI)の併用療法における、治療効果予測マーカーとしても有用であることが判明
した。

研究成果の概要（英文）：Recently, we make clear that the some population of CTCs expressing the cancer 
stem cells marker, and named these cells as circulating tumor stem cell (CTSC). Here we aimed to clarify 
the clinical significance of CTSC and CTC (CTSC /CTC) in colorectal cancer patients. Multi-marker panel 
consist of CEA, epithelial markers (CK19, CK20), cancer stem cell marker (CD133, CD44) and new marker X 
were used for detection of CTSC/CTC.
In this study, we demonstrated that CTSC/CTC level was a significant prognostic factor for OS and DFS in 
patients with Dukes stage B and C cancer. Next, we assessed the value of CTSC/CTC levels as biomarkers 
for clinical response in advanced CRC patients treated with molecular target reagent (bevacizumab, 
cetuximab) and chemotherapy (FOLFOX, FOLFIRI). We demonstrated that CTSC/CTC levels of PB have a 
predictive value for clinical response and survival in patients treated with these combination therapies.

研究分野： 外科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
癌患者に負担の少ない liquid biopsy の

先駆けとして、末梢血中循環腫瘍細胞
(Circulating tumor cell:CTC)が、 従来
の病理因子を凌駕する、新たな再発・予後
予測マーカーとして期待されている。また
近年我々は、この CTC が多分化能と自己複
製能を持つ癌幹細胞のマーカーを発現し
ていることを明らかにし、末梢血中循環癌
幹細胞Circulating tumor stem cell(CTSC)
と名付けた（①）。今回は、この CTSC と
CTC(CTSC/CTC)の臨床的意義を明らかにす
ることを目的とした。 
血液中の癌細胞は非常に微量であるこ

とから、CTC の検出には、感度と特異度が
ともに高い測定法が必要である。これまで、
PCR 法に基づいた高感度な手法や、FDA で
承認された CellSearch システムなど細胞
に基づいた測定法が報告されている(②,
③)。しかし近年、癌細胞が血中に移行す
る際、上皮間葉転換（EMT）をきたした癌
細胞は細胞膜のEpCAM抗原の発現が低下す
ることが報告され（④）、EpCAM 陽性細胞を
癌細胞マーカーとする CellSearch システ
ムの測定原理に大きな疑問が投じられた。
一方近年、血液中の CTC に癌幹細胞のマー
カーが高発現していることが明らかとな
り(①,⑤)、癌幹細胞と CTC との関連性が
注目されている。しかし、悪性度の高いこ
とが予測される CTSC に特異性の高いマー
カーは未だ明らかでなく、そのマーカーの
探索が必要とされている。さらに、癌の再
発・転移の根幹にかかわると考えられる癌
幹細胞の体内動態も明確でなく、ニッチや
宿主細胞とのかかわりを含めた、癌幹細胞
と転移に関する新たな概念が必要とされ
ている。 

 
２．研究の目的 
  新たな CTSC マーカーXを加えた multi- 
marker chip を用いて CTSC/CTC を測定し、
大腸癌の病期別に、再発および予後予測因
子としての有用性を明らかにする。さらに、
大腸癌症例に対する分子標的薬や化学療法
の治療効果予測およびモニタリングマーカ
ーとしての CTSC/CTC の有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
（1）大腸癌 CTSC を規定する遺伝子の同定：  
 大 腸 癌 肝 転 移 患 者 の 末 梢 血 か ら
CD133+CD44+細胞を分離する。クローニン
グ後培養し、コロニーを形成した細胞を
NOG マウスに移植し、強い造腫瘍性を持つ

クローンを選別した。この造腫瘍性をもつ
CTSC 細胞の網羅的遺伝子解析を次世代シ
ークエンサーを用いて行い、新規 CTSC 関
連遺伝子を同定する。 

 
 (2)大腸癌末梢血 CTSC/CTC の検討 
 大腸癌治癒切除症例 530 例 (Dukes A 120
例, Dukes B 203 例, Dukes C 207 例)を対
象とした。サンプルとして術前末梢血 10ml
を採血し、PAXgene Blood RNA tube で保存
した。Total RNA は PAXgene Blood RNA Kit 
を用いて抽出した。標的遺伝子は、CEA, CK19, 
CK20, CD133,CD44, X を用い、real time 
RT-PCR 法で測定した。内部標準遺伝子は
GAPDH を用いた。cut off 値は、それぞれ
training set の ROC 曲線により設定した。 
 
(3)分子標的薬の治療効果予測 
 分子標的薬（Bevacizumab, Cetuximab）と
化学療法剤(mFOLFOX6, FOLFIRI)を併用した
進行大腸癌 97 例を対象とした。薬剤投与前
および投与後経時的に末梢血を採血し、血中
の CTC を CTSC/CTC chip を用いて測定し、画
像診断によるRECISTの結果と比較検討した。 
 
(4)癌幹細胞の体内動態の検討： 
マウス大腸癌肺転移株 MC38 細胞から
CD133+CD44+細胞を分離し、GFP 遺伝子を導入
する。その後マウスの皮下に移植し、原発
巣・末梢血・転移部に渡る体内動態を画像解
析装置等を用いて解析する。さらに、癌細胞
のホーミング、Tumor Dormancy について、形
態学的な検討を行い、その転移カスケードを
検討する。 
 
４．研究成果 
(1)CTSC/CTC 測定 chip の作製 
次世代シークエンスなどによる解析結果か
ら、CTSC に特異的に発現する遺伝子 Xを同定
した。従来の CTC マーカー(CEA, CK)および
癌幹細胞マーカー（CD133, CD44）に、新た
に同定したマーカーXを加えたmulti-marker 
chip を作製した。 
 
(2)大腸癌末梢血 CTSC/CTC の検討 
対象となる大腸癌の 530 例の平均年齢は 67
歳、性別は男性 224人、女性 206人であった。
training set (220 例)と validation set（210
例）で臨床病理因子（腫瘍径、深達度、リン
パ管侵襲、静脈侵襲、リンパ節転移、組織型、
stage）を比較したところ、いずれの因子も
両者で有意な差を認めなかった。大腸癌
training set を対象に検討したところ、血中
CTSC/CTC 陽性群は、陰性群に比較して、生存
率が有意に低下した。次に stage 別に検討し
たところ、Dukes B および Dukes C 症例にお
いて、血中 CTSC/CTC 陽性群は、陰性群に比
較して、生存率が有意に低下した。さらに多
変量解析の結果から、血中 CTSC/CTC 値は、



独立した再発予測因子および予後因子であ
ることが明らかとなった。次に validation 
set で同様な検討を行った。その結果、Dukes 
B および Dukes C 症例の血中 CTSC/CTC 陽性群
は、陰性群に比較して、生存率が有意に低下
し、多変量解析の結果からも独立した再発予
測因子および予後因子であることが明らか
となった。 
 
(3)CTSC/CTC の分子標的薬と化学療法の治療
効果予測マーカーとしての有用性の検討: 
① Bevacizumab と mFOLFOX ６ 投 与 群 ：   
対象症例は進行大腸癌 50例（平均年連 65歳）
で、全例に Bevacizumab と mFOLFOX６を併用
投与した。RECIST による治療効果は CR2 例、
PR11 例、SD18 例、PD19 例であった。治療前
の血中 CTSC/CTC と治療効果との関連性を検
討した結果、治療効果の見られた CR および
PR 群（CR/PR）と SD 群の血中 CTSC/CTC 値は、
PD 群より有意に低値を示した。次に血中
CTSC/CTC 高値群と低値群で、無憎悪生存率
（PFS）と全生存率（OS）を比較検討した。
その結果、血中 CTSC/CTC 高値群は低値群に
比較して、PFS および OSは有意に予後不良で
あった。 
② Cetuximab と FOLFOX,FOLFIRI 投与群 
進行大腸癌症例 47 例を対象に、治療効果予
測因子としての有用性を検証した。薬剤投与
前と投与後各コースごとの末梢血を採血し、
CTSC/CTC の値と RECIST による治療効果との
関連性を検討した。その結果、CR/PR 症例は、
PD 症例に比較して CTSC/CTC の測定値が上昇
し、陽性例も有意に増加することが明らかと
なった。 
 
(4)癌幹細胞の体内動態： 
マウスに GFP 遺伝子導入 MC38 由来癌幹細胞
を皮下または脾臓に移植し、原発巣・末梢
血・肝転移部に渡る体内動態を検討した。そ
の結果、移植部位に形成された原発巣から末
梢血中に入りこんだ癌細胞のうち、クラスタ
ーを形成して肝転移部へと移行したものは、
シングルセルに比べて、転移巣の形成が増加
した。さらに MC38/GFP 由来癌幹細胞は、末
梢血から肝臓さらには骨髄にも分布してい
ることが明らかになった。 
 
(5)まとめと今後の展開 
今回我々は、新規マーカーを含めた CTSC/CTC
の multimarker を用い、大腸癌の転移再発お
よび予後予測診断マーカーとしての有用性
を癌の病期別に検討し、とくに補助化学療法
のハイリスク症例を選択する必要のある
Dukes’ stage B で有用な予後予測診断マー
カーとなることを明らかにした。さらに、分
子標的薬と化学療法の併用療法における治
療効果予測マーカーとしての有用性も確認
された。特に CTSC/CTC の値は、画像診断よ
りも早い時期に治療効果を予測できること
が明らかとなった。CTSC/CTC を指標としたよ

り厳密な個別化治療が可能となれば、患者の
副作用軽減および治療費削減につながり、そ
の臨床的意義は深い。今後、CTSC とニッチ細
胞を含む周囲微小環境や Tumor dormancy と
の関連性を検討する予定である。 
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