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研究成果の概要（和文）：　マウスはBALB/c-nu、NOD-scidを用い、ヒト胃癌細胞株MKN1、KATO-III、MKN-45を
胃壁内に注入することで腫瘍生着を図ったが、腫瘍の生着は確認できなかった。NOD-scidを用いて肝転移モデル
の作成を試みた。ヒト胃癌細胞株MKN1 1x10の6乗個を門脈内注射し、8週間後に犠牲死させることで肝転移が確
認できた。しかしながら、Circulating Tumor Cells (CTC)は確認できなかった。CTCが採取可能な同種移植マウ
スモデルの作成には至らなかった。

研究成果の概要（英文）： Three gastric cancer cell lines (MKN1, KATO-III and MKN-45) were injected 
into the gastric wall of BALB/c-nu and NOD-scid mice. However, we could not find any primary tumor 
on gastric wall. To establish a mouse model with reproducible development of liver metastasis we 
used NOD-scid mice and 1x10 to the power of 6 (MKN1) were injected via portal vein. All mice 
developed liver metastasis. However, none of the mice had detectable Circulating Tumor Cells (CTC).
We could not established an orthotopic mouse model of gastric cancer which reliably develops CTC.

研究分野： 消化器外科学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	
(1)	悪性腫瘍の予後は、多くの場合遠隔転移
の有無により左右される。遠隔転移は原発
巣から癌細胞が血中に流入し、血流に乗っ
て遠隔臓器に漂着し、新たな環境で増殖す
ることで成立する。Circulating	 tumor	
cell（以下 CTC）は悪性腫瘍の原発巣ある
いは転移巣から遊離し、血中に浸潤した細
胞と定義される。多数の癌細胞が血液中に
流入すると言われているが、その中のごく
一部の細胞のみが血液中で生き抜き、転移
巣に生着し増殖することができる。	

	
(2)	癌細胞は原発巣で上皮の性質を失い、間
葉としての性質を新たに獲得する。これを、
上皮間葉転換 (Epithelial-mesenchymal	
transition;	以下 EMT)といい、この EMT を
来すことで血液中に流入すると考えられ
ている。血液中に浸潤した癌細胞は、転移
巣 で 逆 の 間 葉 上 皮 転 換 (Mesenchymal	
Epithelial	transition;	以下 MET)を来し
生着するとされる。CTC は原発巣で EMT を
来した細胞であり、元の癌細胞とは異なる
性質を獲得していると考えられる。この性
質の違いを解明していくことが癌の転
移・浸潤の解明につながる重要な手がかり
である。	

	
(3)	癌細胞が EMT を来して血液中に浸潤して
いくと、それまでとは全く異なる環境で生
存する必要がある。血液中に浮遊している
CTC は単体あるいは数個程度の細胞数で生
存しており、それは幹細胞の性質も併せ持
っているとも考えられており、CTC の機能
解明は癌の転移・浸潤の解明のみならず、
幹細胞の研究にも繋がっていくと思われ
る。	

	
(4)	CTC の存在は大腸がんでは予後不良因子
となっており、その意義は臨床においても
高い。アメリカでは FDA が大腸癌、乳癌、
前立腺癌について CellSearch システムに
よる CTC 検出を診療として認めている。し
かし、CTC が血中に到達する機序やその後
転移の形成に至る過程に関しては、いまだ
に十分に解明されていない。	

	
(5)	その原因の一つは、実際に一度の採血で
患者から得られる CTC の数はわずかであり、
その細胞を用いた研究を行うことが非常
に困難なことが挙げられる。	

	
２．研究の目的 
 
(1)	本研究の最終的な目的は、まだ解明され
ていない CTC の発生の機序、CTC の機能・
分子生物学的・遺伝学的性質を追及するこ
とである。また、それにより癌の浸潤・転
移の機序の解明を目指す。	

	
(2)	しかし、実際の患者から得られる CTC の
数には限りがあるため、CTC を確実に採取
できる同種移植マウスモデルの作成が必
要であると考え、CTC 採取マウスモデルの
確立を最初の目的として設定した。	

 
３．研究の方法 
 
(1)	CTC採取同種移植マウスモデルの作成は、
申請者がドイツ・ハイデルベルク大学・消
化器・胸部・血管外科で行った、ヒト大腸
癌細胞株を用いた CTC 採取同種移植マウス
作成の方法を応用する（引用文献①）。	

	
(2)	CTC 採取大腸癌マウスモデル作成につい
て：マウスは BALB/c-nu を用いた。ヒト大
腸癌細胞株の中から HCT116、HT-29、SW620
を用いた。全身麻酔下に開腹し、マウスの
盲腸壁に Corning	Matrigel	matrix	(以下	
Matrigel)に懸濁したヒト大腸癌細胞株を
注入し、腫瘍の生着を待った。しかし、僅
かに腫瘍が生着する程度であった。次に、
マスウは NOD-scid	mice を用いた。全身麻
酔下に開腹し、マウスの盲腸壁に Matrigel
に懸濁したヒト大腸癌細胞株を注入し、腫
瘍の生着を待った。本方法により、ヒト大
腸癌細胞株 HCT116 においてのみ、1週間で
腫瘍が生着し、HCT116 の注射から 3 週間後
に肝転移、4 週間後に肺転移を来した。最
終的に 5週間の後に CTC が採取できること
が確認できた。	

	
(3)	CTC 採取胃癌マウスモデル作成につい
て：CTC 採取大腸癌マウスモデル作成法に
準じた。全身麻酔下に開腹し、マウス胃壁
に Matrigel に懸濁した、ヒト胃癌細胞株
を注入し、腫瘍生着・増大・遠隔転移・CTC
採取を目指すこととした。	

	
(4)	このマウスモデルの重要な点は、ヒト胃
癌細胞株を胃壁に注射して腫瘍を作成し
ている点である。すなわち、胃壁内に注射
して作成した腫瘍を原発巣に見立ててい
る点である。「１．研究開始当初の背景」
で記載したように、CTC の性質を追及する
ためには、原発巣で癌細胞が EMT を来し、
血液内に流入し、最終的に遠隔転移を来し
ていくというプロセスを経ること必要で
ある。この過程の中で変化していく細胞の
性質をとらえることが極めて重要である
と考えられる。	

	
(5)	CTC の検索の方法：全身麻酔を施したマ
ウスの心臓から全血液を採取し、密度勾配
遠心法により血液中単核細胞を赤血球・顆
粒球から分離して採取する。次に抗ヒト
EpCAM抗体(EpCAM,	anti-human	EpCAM	mouse	
IgG2b,	 Alexa	 Fluor	 488,	 clone	 9C4,	
Biolegend)を用いて蛍光染色し、EpCAM 陽
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