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研究成果の概要（和文）：多発肺癌(MPL)と肺内転移(PM)の鑑別は重要であるが、臨床病理学的情報やお画像診断情報
のみでは両者の鑑別は時に困難である。本研究では、循環腫瘍細胞(CTC)の両者の鑑別における有用性を検討した。多
発肺結節を有しMPLまたはPMが疑われる患者を対象に”CellSearch”でCTC検出を試みたが、大部分の患者でCTCが検出
されず両者の鑑別には有用ではなかった。そこで新たなCTC検出系としてマイクロ流路システム(“CTC-chip”)を開発
し、基礎実験で高い検出効能が示された。現在は患者血液を用いた検討を行っており、ＭＰＬとPMの鑑別能についても
検討したい。

研究成果の概要（英文）：Discrimination between multiple lung cancer (MPL) and pulmonary metastases (PM) 
is clinically important but is sometimes difficult with routine clinic-pathological and imaging 
modalities. In the current study, we employed circulating tumor cell (CTC) as a marker for the 
discrimination. We first used “CellSearch” to detect CTCs in patients with multiple lung nodules and 
with suspicion of MPL or PM, but the CTC-test did not provide any information for the discrimination 
because CTCs were not detected in most patients. Based on the results, we have tried to develop more 
sensitive detection system of CTCs, and developed a novel CTC-detection system with microfluidic device 
(“CTC-chip”). In experimental studies, the “CTC-chip” system provided higher efficiency in capturing 
tumor cells than “CellSeach”. We now evaluate CTCs in the blood sampled from patients, and will 
evaluate the diagnostic performance of the CTC-test with the “CTC-chip” in discrimination between MPL 
and PM.
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１．研究開始当初の背景 
 
・原発性肺癌は日本人の悪性腫瘍死因の第１
位を占める予後不良の悪性腫瘍である。特に
腺癌は近年増加傾向にあり、原発性肺癌の過
半数を占める。同一患者に同時性または異時
性に複数の肺癌病巣を認める機会が増加し
ているが、第 2 癌が第 1 癌の転移(肺内転移 
[pulmonary metastasis, PM])であるのか、
原発性肺癌(つまり多発肺癌)であるのかを鑑
別することは治療戦略上重要である。両者の
組織型が異なる場合には多発肺癌と診断し
うるが、同一である場合にはその鑑別は容易
ではない。臨床的基準(Martini & Melamed
の基準, 1975 Cancer)によって肺内転移(PM)
と多発肺癌(multiple primary lung cancer, 
MPLC)の鑑別が行われてきたが、その妥当性
は確立されていない。近年、肺腺癌発生に関
与する遺伝子(EGFR 遺伝子、K-ras 遺伝子、
EML4-ALK融合遺伝子、等)が同定され、そ
れぞれの遺伝子変異に個別の治療薬 
(Gefitinib, Erlotinib, Crizotinib)も開発され
既に実臨床で投与されている。 
・我々は、多発肺腺癌の遺伝子変異(EGFR
遺伝子、K-ras 遺伝子、EML4-ALK 融合遺
伝子) 解析から 67.6%の症例が分子生物学的
特性から明確に MPLC と PM に鑑別可能で
あることを明らかにした (Iwata T他、BJC 
2011) 。しかし、より精度の高い MPLC と
PM の診断方法の確立が期待される。また、
遺伝子変異に乏しい扁平上皮肺癌に対して
の鑑別に関しては、いまだに臨床的基準のみ
に頼らなければいけないのが現状である。 
・肺癌の治療成績が不良である原因として早
期発見や微小転移検出の困難さがあげられ
る。1)癌発生の初期から腫瘍細胞が原発巣か
ら遊離し血液中を循環する、2)このような循
環腫瘍細胞が遠隔臓器に着床し転移が成立
する、といった基礎研究結果から、末梢血液
中の循環腫瘍細胞(CTC)が早期癌や微小転移
の診断法として期待され、米国では自動化検
出システムである“CellSearch”を用いた”
CTCテスト”が、乳癌・大腸癌・前立腺癌の
バイオマーカーとして臨床使用が FDA より
認可されている。肺癌において PM では、
MPLCと比し CTCは多いことが予想される。
また、CTCの遺伝子変異の有無及び変異部位
に関しては原発巣の特性を反映しているこ
とが予想される。CTCの検出はmicrofluidic 
deviceを用いることによって stageIVの肺癌
症例の 92%から行うことが可能であり、しか
もその遺伝子変異のみならず、2nd mutation 
(耐性遺伝子変異) の検出まで可能であるこ
とが報告されている (NEJM, 2008). 
1)原発性肺癌の 30%で末梢血液中に循環腫
瘍細胞(CTC)が検出され、かつ肺癌の進行度
と CTC陽性率が相関(下図左) 
2)肺癌の中でも小細胞癌の CTC 陽性率は
67%と高く、また予後と有意な相関 (下図右)
を示した CTC≥8個) 

・また、現在の“CTC-chip”は、“chip”表
面に抗 EpCAM抗体を結合させ、血液中を循
環する“上皮由来の癌細胞”を捕捉する 
(“CellSearch”も同様に、抗 EpCAM 抗体
を用いて細胞を捕捉)。しかしながら、上皮由
来の癌細胞でも“上皮-間葉系移行(EMT)”に
より上皮の性格を消失して間葉系細胞様へ
変化することが知られており(肺癌での我々
の知見：Uramoto H他、Anticancer Res 2010、 
Lung Cancer 2011, Br J Cancer 2011等)、
このような癌細胞は上皮細胞マーカーであ
る EpCAM 発現の消失によって、従来の
CTC検出システムでは捕捉できない。我々の
“CTC-chip”は、chip に自由に抗体を結合
できる汎用化チップであり、このような
“EMT”を起こした癌細胞の捕捉も可能であ
る。 
 
２．研究の目的 
 
・ 多発肺癌と肺内転移の鑑別は臨床的病理
学的基準が用いられているが正確性に欠け
る。我々は、分子生物学的基準を適用する事
で精度が向上することを報告した  
(Iwata T他、Front Biosci 2011) 
・ また、“CellSearch”で検出した循環血液
中腫瘍細胞(CTC)は米国で乳癌/大腸癌/前立
腺癌での臨床使用が認可されている。これま
での研究で我々は、肺癌でのその臨床的有用
性をはじめて示した (Tanaka F 他、Clin 
Cancer Res 2009等)。 
・ 補足した CTCから DNAを抽出し、その
遺伝子変異を検索し原発巣の genotype と高
い相関が得られたことが報告されている 
(NEJM 2008) 
・ 多発肺癌症例は高齢化と画像診断の進歩、
及び肺癌術後の予後延長に伴い著しく増加
してきており、肺内転移との鑑別に苦慮する
ことが多く、従来の方法に CTC とその
genotype解析を加える事で、新しい診断方法
に改良することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1) “CTC-chip”による循環血液中の肺癌細
胞検出感度の検討と改良 
・肺癌細胞株や肺癌患者血液を用いて CTC 検
出感度を“CellSearch”と比較検討 
・“chip”改良による、CTC 検出感度や再現性
向上を試みる 
2) “CTC-chip”により捕捉された腫瘍細胞
の分子生物学的特性の解析 
・捕捉された CTC からの DNA/RNA 抽出や、遺
伝子変異/発現異常解析が可能か否かを検討 
・原発巣での癌細胞の生物学的特性との比較
検討 
・抗 EpCAM 抗体以外の抗体を用いた腫瘍細胞
捕捉(“CTC-chip の汎用化”)の可能性の検討 
3) 肺癌患者における staging 別での循環腫
瘍細胞数の検討、特にPM1 (T3), PM2 (T4),PM3 



(M1a, stageIV) 症例における腫瘍細胞数の
検討から、新たな診断基準の提案を行う。 
 
４．研究成果 
 
多発肺癌と肺内転移の鑑別において現在
の臨床病理学的鑑別法では正確性が十分で
ない。本研究では新たな鑑別マーカーとして
末梢血液中の循環腫瘍細胞（Circulating 
Tumor Cell：CTC）に着目して検討を行った。 
 
（１）多発肺癌もしくは肺癌の肺内転移が
疑われ手術を施行する症例 30 例をを前向き
に登録し、末梢血中の CTC を CellSearch 
System により測定した。解析の結果、両者の
鑑別に十分な有用性は認められなかった。
CellSearch は CTC 分離・検出の標準的なシス
テムであるが、微小転移を高感度に検出する
能力は不十分であった。 
 
（２）マイクロ流体システムを用いた検出
系の検討を中心に行った。このシステムは樹
脂で作成した微小流路に任意の捕捉抗体を
コーティングして血液（全血）を流し、目的
の細胞を流路上で捕捉・検出する。本研究で
は捕捉抗体として CellSearch と同様に上皮
細胞接着因子（Epithelial Cell Adhesion 
Molecule: EpCAM）を用いた。 
Cellsearch との比較では同等程度の捕捉
能力が認められた。分離した細胞は更にサイ
トケラチンと CD45、Hoechst で染色し、血液
中の「上皮性」細胞をカウントする方法で、
臨床検体についても測定を行った。この方法
によれば捕捉した細胞の追加染色や、細胞を
回収してその生物学的特性を調べることが
可能であり、単に細胞数のカウントのみの
CellSearch より拡張解析ができる点で優れ
ている。 
今後の研究で転移関連因子との関連や、
CTC と各病巣における遺伝子学的差異の解析
を進めたい。 
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