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研究成果の概要（和文）：末梢血遊離癌細胞をPercoll、FACSにより解析した。EpCAM陽性CD44陽性細胞はCD45陽性であ
った。CD45陰性EpCAM陽性細胞は4×105個のうち10個検出された。しかし、健常症例の血液にも存在していることから
これらの細胞が遊離癌細胞であるとは結論付けられなかった。そこで遊離癌細胞から排出されていると考えられる血液
中の遊離miRNAの解析を行った。大腸癌手術症例の術前術後の血液を用いてマイクロアレイ解析を行うことにより大腸
癌症例に特異的ではないかと考えられる候補miRNAが4個検出された。

研究成果の概要（英文）：We sorted circulating cells in blood of colorectal patients using Percoll treatmen
t and FACS analysis. EpCAM+CD44+ cells were all CD45 positive. CD45-EpCAM+ cells were detected 10 cells of
 4X105 cells. However, these cells were detected also in healthy volunteer, indicating that all these cell
s were not circulating cells originated from cancer cells. Next, we analyzed blood circulating miRNA in co
lorectal patients. miRNA expression of preoperative and postoperative blood samples were analyzed using mi
croarray analysis. Four miRNAs were detected to be a colorectal cancer specific miRNA.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
(1)血中に存在する癌細胞 
原発巣から血管に浸潤した癌細胞が転移

先の組織に生着し、栄養血管などを増生しな
がら癌細胞が増殖し転移巣を形成する。この
過程において原発巣から離脱した癌細胞が
循環血中に移行するものを末梢循環癌細胞
（circulating tumor cell）と呼ばれる。担癌
患者の血中には原発巣・転移巣より遊離した
癌細胞が循環していることが知られている。
遊離した癌細胞の生理的意義は明確ではな
いが、遊離癌細胞を検出する技術の向上によ
り他施設共同研究の研究結果などから予後
予測因子や治療効果予測因子としての有用
性が示されている。門脈からの肝転移を来し
やすい大腸癌に関しては CTC が存在するの
かは最近まで不明であったが、近年大腸癌症
例においても CTC が存在し、CTC の有無が
予後予測因子となることが多数報告されて
いる。また、米国では転移性の乳癌患者、前
立腺癌患者、大腸癌患者において CTC を測
定することが FDA の認可を受けている。こ
のように CTC は現在バイオマーカーとして
の地位を築いている。 
 
(2)CTC の検出方法 
 現在FDAの認可を受けたCTC測定方法は
CellSearch system を用いた方法である
（Cristofanilli M, N Engl J Med, 2004）。こ
れは患者の全血から磁気ビーズ標識 EpCAM
抗体を用いて上皮性細胞を分離し、さらにそ
の中からサイトケラチン陽性 CD45 陰性の
CTC を光学的に検出する方法である。細胞の
分離・染色工程は自動化されているが最終判
断は目視にゆだねられる。また、その発展技
術として CTC の phenotype（HER2、EGFR
など）や genotype（FISH 法）の解析も開発
されている。分子生物学的手法としては
qPCR や DNA アレイ（Expression アレイ、
CGH アレイ）を用いて遺伝子発現を指標に
CTC を測定する方法がある。近年、癌細胞を
培養しその産生タンパクにより CTC を同定
する EPISPOT 法（Alix-Panabieres C, Clin 
Chem, 2007）や、未標識の CTC をマクロチ
ップ（CTC chip）を用いて検出する方法な
どが開発されている。 
 
(3)抗癌剤感受性試験と CTC 
 特に再発症例においては再発した部位の
組織を得られないままに化学療法を施行し
なければならない局面に遭遇する。癌細胞に
対する抗癌剤感受性を解析する方法として
は CD-DST 法などがあるが、解析するために
はある程度の癌細胞量が必要である。しかし
CTCは血液 10ml中に 1-100個程度であり十
分ではない。また、現在の CTC の検出方法

では癌細胞を増殖させることは不可能であ
り、現状では CTC を抗癌剤感受性試験に用
いることはできない。 
 
 
２．研究の目的 
今回血中に存在する遊離癌細胞を分離し、in 
vitro で増殖させることを目的としている。研
究開始後には CTC に由来すると考えられる
miRNA に注目して解析を行うことを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
末梢血遊離癌細胞の精製・培養 
① 対象 
当科において 20 歳以上の消化器癌担癌患者
を対象とする。また、他癌の併存、既往のあ
る症例は除外する。採血を 10ml 行うことに
より全身状態に影響を及ぼす症例を除外す
る。大阪大学医学部付属病院規定の臨床試験
倫理審査委員会の承認のもと患者本人にイ
ンフォームドコンセントにより承諾を得た
症例とする。 
② 末梢血からの遊離癌細胞の精製 
CellSearch システムでは EpCAM 陽性細胞
を磁気ビーズ法により回収し、CD45 および
CK を用いて検出しているが、本研究におい
ては FACS を利用するものとする。患者から
の血液 10ml を用いて血清を回収する。
Percoll による赤血球の除去および死細胞、凝
固因子の分離を行う。表面抗原マーカーとし
てαEpCAM、CK18、E-cadherin、CD45 抗
体を用いて FACS にて展開し、CD45 陰性分
画のうち上皮性マーカーを発現している細
胞を FACSsort にて分離する。 
当初は以下の方法を行うこととしていたが、
EpCAM 陽性細胞が健常症例にも存在するこ
とから、CTC に由来すると考えられる
miRNA に注目して解析を行った。 
① 回収された遊離癌細胞の証明 
② 遊離癌細胞の培養 

③ 培養増殖した遊離癌細胞の検討 

④ 培養増殖した遊離癌細胞を用いた耐性機
構の解明 

変更後の方法 
① 周術期における血清遊離 miRNA のマイ

クロアレイ解析 
② 候補 miRNA の validation 

③ 臨床病理学的因子との比較解析 
 
 
４．研究成果 
末梢血遊離癌細胞の精製・培養 
末梢血液10ccを大腸癌症例の術前に採取し、
Percoll を用いて細胞のみを精製した。この



細胞に EpCAM-APC、CD44-FITC、CD45-PE、を
用いて FACS で解析を行った（図１）。 
 CD45 陰性、EpCAM 陽性細胞は 4.0×105個の
細胞中 10 個検出された。また、大腸癌幹細
胞のマーカーとして知られる CD44 陽性、
EpCAM陽性細胞は4.0×105個の細胞中15個検
出された。また、この 2つの検出細胞は merge
しなかった。すなわち CD44 陽性、EpCAM 陽性
細胞はCD45陽性であった。このことからCD44
陽性 RpCAM陽性細胞は血球系細胞細胞である
と考えられ、CTC ではないと考えられた。し
かし、健常者からの血液を用いた解析におい
ても EpCAM 陽性 CD45 陰性細胞が検出された
ことから、この細胞が癌特異的であるとは示
せれなかった。 

図１血液中細胞の CD44,CD45,EpCAM による
FACS 解析（上段：CD45＆EpCAM、下段：
CD44&EpCAM） 
血液中 miRNA の解析 
 そこで、血液中に存在する遊離 miRNA に注
目した。遊離 miRNA は CTC からの分泌も十分
に考えられる。大腸癌症例 10 例の根治的切
除術の術前と、術後約7日目に血液を採取し、
血漿を分離した。microRNA を抽出しアレイ解
析を行った。結果多くの miRNA が術前には高
値であったが術後に低下する傾向を認めた。

これらの miRNA のうち有意に、4倍以上の差
を認めた候補 miRNA を 6種類検出できた（図
２）。 
 これらの候補 miRNA を validation のため

に 30 例の術前術後血液検体を用いて解析し
た。その結果、6個の候補 miRNA のうち 4個
の miRNAが有意に術後に低下することが判明
した。 
図２ 術前術後の血液中遊離miRNAのアレイ
解析（上段：アレイ解析結果、下段：候補 miR
の検出） 
 次に健常症例の血液と比較を行った。候補
miRNA4個のうち3個が大腸癌症例において健
常者よりも上昇していることが分かった。 
 以上のことからこれらのmiRNAは疾患特異
的マーカーになる可能性が示唆された。さら
に症例数を増加させて特異度、感度などを解
析する予定である。 
 また、これらの研究成果は現在論文投稿中
である。 
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