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研究成果の概要（和文）：癌組織は非常に不均一な癌細胞集合体で、癌のいわゆる悪性度を規定する細胞はその
一部である。しかしPET／miRNA／マイクロアレイなどによる評価は癌組織全体を対象とするため、悪性度を反映
する集団の生物学的特性はマスクされてしまう。正確な悪性度評価には癌組織全体でなく悪性度の高い細胞を選
別して解析する必要がある。末梢循環癌細胞（Circulating Tumor cell; CTC）は原発巣癌細胞集団の中でも浸
潤や転移能力が高く、癌の悪性度・生物学的特性を最も反映する集団と考えられる。本研究では、頭頸部癌の
CTCに焦点を当て研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Cancer tissues have various heterogeneity and very few cells indicate its 
phenotypes of cancer. This variety leads difficulty of assessment of cancer phenotypes by ordinal 
methods such as PET, miRNA and microarray. Exact assessment of cancer phenotypes is necessary to 
determine groups which has highly malignant cancer cells. From this aspect, we focused circulating 
tumor cell (CTC). Because CTC has capacity of high invasion and metastasis. So CTC is considered to 
reflect cancer grades and phenotypes. In this study, we focused  CTC and analyzed detection of CTC.

研究分野： 耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々の生体はシングルセルから分化増殖
した 60 兆の異なった細胞からなる。同一の
構成成分からなると思われる正常上皮細胞
でも、隣接する細胞同士は時に競合関係にあ
り排除される。１つのクローンから発生する
腫 瘍 細胞で も 、その ヘ テロ不 均 一 性
（heterogeneity）が存在する。「個別化」は
近年の癌治療のキーワードであり、純粋に
個々の癌の特性を評価する方法の開発は急
務である。末梢循環癌細胞（Circulating 
Tumor cell; CTC）は、少なくとも、癌組織
から逸脱して全身循環に乗る能力を持つ細
胞であることから、浸潤や転移能力が高いと
考えられる。これらの細胞についてエキソー
ム解析・ゲノムトランスクリプトーム解析な
らびに 3次元培養下に抗がん剤ならびに分子
標的薬感受性試験を行うことで、転移巣の形
成能力、選択薬剤などの個別化治療が可能と
なる。従来の原発巣の組織を用いた抗がん剤
感受性試験は、全く臨床的有効性を反映しな
かった。それは真に造腫瘍能力を持つ細胞や
幹細胞に近縁の細胞など、転移再発を促進す
る可能性の高い細胞に対しての効果ではな
く、既に分化した癌細胞や間質を多く含むヘ
テロな細胞集団を対照としていたためであ
る。本研究では、原発腫瘍の最も悪性度の高
い細胞集団としてこのCTCに焦点を当てる。
そして、これらの細胞についてのシングルセ
ル解析、そして、CTC から培養して腫瘍塊と
なった細胞集団におけるヘテロ不均一性の
構築過程にアプローチすることで、頭頸部癌
の、特に転移に対する個別化治療法の開発を
目指す。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究で挑戦する課題は、次世代生物学の
扉を開く 2 種類の 1 細胞解析法「1 細胞ソー
ティング：CTC の検出分離」と「1 細胞ゲノ
ム・トランスクリプトーム解析」の臨床応用
をめざしたトランスレーショナルリサーチ
である。具体的には、頭頸部癌における CTC
の検出分離について最適化すること、そして、
分離されたCTC細胞ごとのシングルセル遺伝
子発現解析法を最適化すること、である。現
在非侵襲検査として各施設で研究が進んで
いる liquid biopsy による miRNA やタンパク
プロファイル解析に対して「癌組織由来の核
酸やタンパクよりも生きた癌細胞である CTC
の方が癌の個別的正確を鋭敏に反映する」を
検証する。最初に申請者等が先行して手がけ
ている上咽頭癌に対する CTC と臨床的経過、
特に化学放射線の感受性と遠隔転移の出現
に関する前向きな基礎データを構築する。次
に頭頸部癌全般に対象を拡大し、各癌腫毎の
CTC 解析の有効性を評価する。遠隔転移発生
に関する追跡調査を必要とするため、本申請
研究成果の最終評価は調査終了から約５年

後となる。しかし、初診時の進行病期、特に
将来的な遠隔転移出現と密に相関するリン
パ節転移の程度や奏効率は本申請の助成終
了時に報告できる。 
 
３．研究の方法 
 
1) 末梢循環癌細胞(CTC)の回収とシングル
セルにおける遺伝子発現解析法の最適化 
最初に治療前のがん患者の血中CTCの最適化
を行う。上咽頭癌は頭頸部癌の中で最も高転
移能を有する癌である。GFP 発現増殖型アデ
ノウィルスを用いたテロメスキャンによる
治療前の血液サンプルからの上咽頭癌CTC回
収システムを用いる。具体的な手技としては、
1) 末梢血 5ml を溶血処理後、テロメラーゼ
活性化細胞でのみ増殖能をもつGFP発現制限
増殖型アデノウィルス(OBP-1101)を感染さ
せる。2) 捕捉した CTC を DAPI（生細胞），抗
サイトケラチン抗体（上皮細胞），抗 CD45 抗
体（リンパ球）の各マーカーで染色し、 DAPI
（+），抗サイトケラチン（+），抗 CD45（-）
の細胞を蛍光顕微鏡下にマイクロピペット
を用いて回収する。3) 潜在的疑陽性細胞を
排除するため、さらに FITC 蛍光反応を示す
ものを選別し除外する。4) 単離した細胞に
対して、３次元初代がん細胞培養キット、96
ウェル(Scivax Life sciences 社製)下に３次
元培養を行う。がん細胞を含むスフェロイド
(細胞集合塊)を形成された時点で、次にシス
プラチン、ドセタキセル、5FU に加え、抗 EGFR
抗体であるセツキシマブ、抗 PD-1 抗体を添
加する。 
 
2) ゲノムライブラリ調整とシークエンス解
析について 
 癌細胞の１細胞ゲノム解析を行い、各細胞
が有する変異を比較することで、どのような
変異を有する細胞が、がん細胞集団へと進化
していったかを解析することが可能である。
上咽頭癌原発巣と、前述の方法でソーティン 
グされたCTCにおけるゲノム解析から転移に
関連する遺伝子（宿主側および EBV 側）を解
析する。1) 現在最も用いられている MDA
（multiple displacement amplification）
法により伸長させる方法でゲノムを増幅す
る。増幅された cDNA を次世代シークエンサ
ーを用い、ゲノムトランスクリプトームにつ
いて解析を行う。2) 次世代シークエンサー
用のサンプル調整を行い、1 細胞全ゲノムシ
ークエンス解析を行う。3) シークエンス解
析は、北海道システムサイエンス社に依頼す
る。そして全ゲノム増幅ライブラリからコピ
ーナンバー変異、エクソームライブラリーか
ら一塩基変異と遺伝子挿入と欠失を評価す
る。4) 1 細胞のもつ mRNA は、0.1pg 程度で
あるため、Rolling circle amplificaition 
(RCA)を用いて、cDNA 合成を行う。Ahasan ら
が報告したこの手法により１つの分子から
何度でも cDNA 合成が起こるため、最適化が



必要な本研究のような反復的実験には非常
に有用である (Ahasan and Kondo et al, BBRC 
2015)。上記 RCA によって増幅された cDNA を
次世代シークエンサーを用い、ゲノムトラン
スクリプトームについて解析を行う。 
これらの CTC の解析は、1)初診時、2)化学療
法１コース終了時、3)治療終了時の 3点で解
析を行い、化学療法感受性と遠隔転移の出現
に関する前向きな基礎データを構築する。ま
た同時に初診時の進行病期、リンパ節転移の
程度や奏効率との相関性についても検討す
る。 
さらには、頭頸部癌全体を対象に、CTC の捕
捉と臨床病期や腫瘍体積、そして、リンパ節
ならびに遠隔転移との関連について明らか
にする。 
 
４．研究成果 
 
 本研究開始後、患者血中より CTC を検出す
るシステム構築を目指した。当初予定してい
たテロメスキャンでは、臨床検体を用いても
培養癌細胞株を用いても安定してCTCを検出
できないことが判明した。そこで富山工業セ
ンターとの共同研究で、EpCAM 抗体をマイク
ロチップに固定し、CTC を検出する方法を用
いて検出を行った。上咽頭癌 C666-1 および
舌癌 SAS, HSC3 などのがん細胞株の検出は問
題なく行うことができた。5ml 程度の血液に
これらの癌細胞株を混ぜて、同システムを検
討したところ、80%以上の回収率で CTC を検
出することに成功した。しかしながら、実際
のがん患者の血液のみを検討すると、安定し
てCTCを検出することは難しいことが判明し
た。特にがん細胞株は検出抗体に使用した
EpCAM の発現が高いのに比して、実際のがん
細胞は細胞株ほどEpCAMの発現が高くないこ
とが予備実験によって判明した。したがって、
抗 EpCAM 抗体単独での CTC検出は限界があり、
したがって、抗 EpCAM 抗体単独での CTC 検出
は限界があり、EGFR などの違う検出抗体を用
いたものの、検出は難しかった。現在、細胞
サイズによって CTC を検出するシステム
Clear cell FX システムを用いて、CTC を検
出するシステムを開発中である。このシステ
ムは細胞表面マーカーによらず、細胞のサイ
ズによって、白血球などの血液細胞と CTC を
選択するシステムであり、２時間程度の解析
でCTCを検出することを可能としたシステム
である。 
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