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研究成果の概要（和文）：【CTCを用いた遺伝子発現解析】小細胞肺癌12例の末梢血単核球分画からRNAを抽出
し、RT-PCR法にてCTC由来遺伝子発現の解析を行った。神経内分泌関連および上皮間葉移行関連、血管新生関連
の遺伝子発現を検討し、上皮間葉移行関連遺伝子発現を検出することができた。本方法でCTC関連遺伝子発現を
検出できることが示唆された。
【血中DNAを用いた遺伝子変異解析】進行期肺癌剖検例4例を対象に、腫瘍組織由来のDNAと血中DNAを用いて、次
世代シークエンサーにて遺伝子変異を解析した。血中DNA中の遺伝子変異は、複数病変に共通して存在し腫瘍組
織内のallele frequencyが有意に高かった。

研究成果の概要（英文）：[Gene expression analysis using circulating tumor cells (CTCs)] We extracted
 RNA from the peripheral blood mononuclear cell fraction of 12 small-cell lung cancer patients and 
analyzed it for CTC-derived gene expression by the reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). We investigated neuroendocrine-related, epithelial-mesenchymal-transition-related, and 
angiogenesis-related gene expression and were able to identify epithelial-mesenchymal 
transition-related gene expression. The results suggested that it is possible to identify 
CTC-related gene expression by this method.
[Gene mutation analysis using blood DNA] We analyzed tumor tissue derived DNA and blood DNA from 4 
autopsy cases of advanced lung cancer by using a next generation sequencer. The same gene mutations 
as in the blood DNA were present in multiple lesions, and allele frequency in the tumor tissue was 
significantly higher.
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１． 研究開始当初の背景 
現在までに我々は、分子標的薬の薬剤感受

性メカニズムおよび血中バイオマーカー研
究を精力的に進めており、なかでも非小細胞
肺癌における EGFR チロシンキナーゼ阻害剤
に対する感受性因子や耐性克服に関する研
究結果を報告してきた。特に以前から血液検
体を用いたバイオマーカーの探索研究を精
力的に行ってきた。なかでも血中 DNA を用い
た EGFR 遺伝子変異の検出方法は世界に先駆
けて報告した。我々は小細胞肺癌に対しても、
血液検体を用いて新たな治療標的やバイオ
マーカーの同定を目指している。 
今回我々は、その循環血中腫瘍細胞(CTC)

を利用すれば肺癌にみられる好転移性を解
明でき、新たな治療標的分子を見出せるので
はないかと仮定した。本研究における CTC の
解析法として、QX100™ Droplet Digital PCR
システム(Bio-Rad 社)を応用した CTC ドロッ
プシステムの実用化を目指すことを考案し
た。 
 
２．研究の目的 
1) 小細胞肺癌における CTC の特性を明らか
にする。2) 小細胞肺癌の新たな治療標的お
よびバイオマーカーを同定する。 
以上当初の目的に加え研究経過の中で以下
の目的を追加した。3) 血中 DNA を用いた肺
癌関連遺伝子変異検出感度を高める因子を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1) 進行期肺癌 CTC の採取と遺伝子発現解析 
CTC の採取は、患者の末梢血単核球分画を

採取し Rosettesep(Stemcell technologies)
による顆粒球のネガティブセレクションと
サイズ選択性フィルターを用いた ISET 法
(Rarecells 社)による補足を組み合わせて行
った。CTC から抽出された RNA を用いて
SurePrint G3 Human Exon マイクロアレイに
て網羅的遺伝子発現解析を行った。新規治療
標的分子候補や新規バイオマーカー候補を
選定し、それらの候補遺伝子の発現量を定量
RT-PCR にて遺伝子発現解析を行った。 
2) 進行期肺癌患者の循環血中DNA中に存在
する腫瘍由来遺伝子変異の検出 
今回の研究では研究用の採血を行った後

に死亡され、剖検を得られた症例が 4例あっ
た。その症例を対象として、上記の CTC 採取
の際に得られた血漿からQIAamp Circulating 
Nucleic Acid Kit (QIAGEN 社)を用いて抽出
し、また剖検時の病変組織から腫瘍細胞由来
DNA を抽出した。次世代シークエンサーによ
るHuman Comprehensive Cancer Panel(QIAGEN
社)を用いて上記の DNA に存在する遺伝子異
常の解析を行った。血中 DNA の腫瘍組織 DNA
から得られた遺伝子異常をそれぞれ比較し、
血中DNAを用いた肺癌関連遺伝子変異検出感
度を高める因子を検討した。 
 

４．研究成果 
1) 進行期肺癌 CTC の採取と遺伝子発現解析 
当初計画していた ISET 法では CTC の回収

とその後の十分なDNA回収を行うことはでき
なかった。そのため当初の計画から変更し、
単核球分画から RNAを抽出し CTC由来遺伝子
発現の解析を行った。進行期肺癌 12 例の末
梢血単核球分画から RNA を抽出し、RT-PCR 法
にて遺伝子発現を解析した。肺がん細胞に特
異的に発現する上皮系タンパク質もしくは
preproGRP遺伝子は12例中8例で検出できた。
この 8例では単核球分画内に CTCが存在する
ものと考え、単核球分画由来 RNA を用いて、
神経内分泌関連および上皮間葉移行関連、血
管新生関連の遺伝子発現を検討した。その結
果、上皮間葉移行関連遺伝子発現を検出する
ことができ、単核球分画由来RNAを用いてCTC
関連遺伝子発現が可能であることが示唆さ
れた。本研究は、現在マイクロアレイを用い
た網羅的遺伝子発現解析を行っており、その
結果を含めて論文発表する予定である。 
2) 進行期肺癌患者の循環血中DNA中に存在
する腫瘍由来遺伝子変異の検出 
肺癌患者から回収された循環血中微量 DNA

から次世代シークエンサーを用いた遺伝子
変異解析が可能であることを確認した。本年
度は、さらに循環血中微量 DNA から腫瘍由来
遺伝子変異を検出できる症例の臨床病理学
的特徴を明らかにする検討を進めた。剖検を
得られた進行期肺癌 4例を対象に、剖検で複
数の病変臓器から抽出された DNA と死亡前 2
週間以内に得られた循環血中微量DNAを用い
て Lung Cancer Panel (QIAGEN 社)で解析し
た。循環血中微量 DNA で検出できる遺伝子変
異は、複数の病変臓器に共通して存在し
allele frequency が有意に高かった(図 1)。 

この結果は、本研究にて計画されていたも
のではないが、研究の過程で新たに得られた
知見である。同様の成果は他の研究者からこ
れまでに報告されておらず、現在論文投稿中
である。 
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