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研究成果の概要（和文）：本研究は上部消化器癌のリンパ節および血中の微量癌細胞(minimal residual tumor 
cells :MRTC)を用いてMRCTの特質を明らかにすることを目的とした．リンパ節および血中の微量癌細胞の存在は
予後予測に有用であった．リンパ節での転移形成の過程で，癌細胞の上皮間葉転換が組織学的に起こっている事
象が確認できた．血中MRTCの検出はHER2発現など分子標的治療の有用なマーカーになりえることが示唆された．
食道癌組織より様々な形態を有するオルガノイドの形成が観察された．術前治療に奏功しなかった症例のオルガ
ノイドでは，がん幹細胞性の性格を有していると考えられた．

研究成果の概要（英文）：※The purpose of this research was to clarify the characteristics of minimal
 residual tumor cells (MRTC) in the lymph node and blood by biological and molecular method. The 
presence of MRCT in the lymph node and blood was useful for predicting the prognosis in esophageal 
or gastric cancer patients. In the process of metastatic formation in the lymph node, 
epithelial-messenchymal transition was histologically confirmed. MRTC in blood was suggested to be a
 new biomarker in the biological targeting therapy by using HER2 expression. We established the 
various organoids derived from esophageal cancer tissues. The organoid with resistance against 
preoperative chemo- and/or radiotherapy was suggested to have the property of cancer stem cell. 

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の診断や治療に際しては，画像で診断される明らかな転移のみならず，まだ画像診断でとらえられてない微量
癌細胞に対しても診断や治療を考慮する必要がある．リンパ節や血中の微量癌細胞は予後に関連している．また
微量癌細胞の本質を調べることにより，分子標的治療に応用可能なマーカーが見つかっている．また癌細胞の三
次元培養により作成されたオルガノイドは治療感受性や抵抗性を調べることに有用となる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者らはこれまで一貫して消化器癌のリンパ節転移および血行性転移に関連する遺伝子の検
索，原発巣の悪性度評価とリンパ節および血行性転移との関連，あるいは微量癌細胞の検出法と
その臨床的意義について研究を行ってきた．そして，リンパ節微小転移例は食道癌や胃癌では予
後不良因子であることや原発巣の接着因子の低下やリンパ管新生因子の発現が微小転移と関連
があることを報告してきた．また，RT-PCR法により血中遊離癌細胞が食道癌，胃癌，膵臓癌で
高頻度に検出され，予後と密接な関係にあることを報告してきた．また，最近は liquid biopsyの
一つである CellSearch systemを用いた血中遊離癌細胞を検出することにより，食道癌や胃癌で臨
床病理学的因子や予後との検討を行ってきた．上部消化器癌で根治切除後に再発する症例，化学
療法や放射線治療で complete responseが得られたが，経過観察中に再燃する症例が認められる．
これらの再発症例の予知に，リンパ節や血中などに存在する微量癌細胞のバイオマーカーとし
ての応用を考案した．「どのような微量 癌細胞が生き残り着床していくのか？」という疑問に対
して，①微量癌細胞が上皮間葉転換（E pithelial-Mesenchymal Transition:EMT）を起こす細胞の可
能性，②微量癌細胞が癌幹細胞の性 質をもっている可能性があるという仮説をたてた．さらに
原発巣の生物学的特性を検討する目 的で，生検組織の 3次元培養よりオルガノイドを作成し，
癌の特性と血中遊離癌細胞の関係を明 らかにすることと，オルガノイドを用いた化学療法や分
子標的治療などの感受性を調べることは，今後の治療指針に重要な情報を提供するという着想
に至った. 
 
２．研究の目的 
本研究は上部消化器癌の生検組織，リンパ節および血中の微量癌細胞を用いて，分子生物学的・ 
遺伝子解析を行い，微量癌細胞の特質を明らかにし，着床・増殖機序を解明する．さらに微量癌 
細胞を用いた抗癌剤や分子標的剤感受性に関する治療選択への応用を目的とする.近年の分子生
物・遺伝子学的方法の発達により，リンパ節や血中の微量癌細胞の存在が明らか となった．ま
た生検組織を用いた個々の癌の生物学的悪性度の解析が可能となってきた．これらの微量癌細
胞を用いて，着床・増殖，転移や再発との関連を検討する．さらに生検組織よりオルガノイドを
作成し，腫瘍の悪性度解析，薬剤感受性への応用を目指す． 
 
３．研究の方法 
① リンパ節・血中微量癌細胞の特質を明らかにする． 
微量癌細胞の中に着床能力持っている細胞はEMTの性質を有する細胞，または癌幹細胞あるい
はそれに近い性質を有しているという仮説のもとに，EMTあるは癌幹細胞マーカーを用いて解
析を行い，微量癌細胞の特性を明らかにする．微量癌細胞がみられた症例について，原発巣と
リンパ節転移巣に関してEMT 関連マーカー（snail, slug, Zeb1, Zeb2 など）あるいは癌幹細胞マ
ーカー（CD133, CD44, ALDH など）を用いて免疫組織学的およびRT-PCR 法で解析をする．
血中微量癌細胞に関しては，CellSearch System を用いて検出された微量癌細胞のcharacter 解析
を行う．特にEMT および癌幹細胞に着眼し，臓器ごとに各マーカーを用いて，血中微量癌細
胞との関係を解析する． 
② 化学療法あるいは化学放射線治療耐性の微量癌細胞の特性を明らかにする． 
化学療法あるいは化学放射線治療の奏効例と非奏効例では，微小転移巣に関しても抗癌剤，放
射線の感受性および耐性の関与があることを報告した．術前治療で残存したリンパ節や血中の
癌細胞は抗癌剤や放射線耐性細胞と考えられ，EMTあるいは癌幹細胞の性質を持つと考えられ
る．化学あるいは放射線耐性の残存微量癌細胞の特質を明らかにする． 
③ 微量癌細胞の着床・増殖機序を明らかにする． 
生検検体から得られた癌細胞の3次元培養を行い，オルガノイドを作成する．後述するように食
道癌の生検標本からオルガノイドの作成に成功している．オルガノイドの生物学的悪性度を解
析し，血中遊離癌細胞との関連や，化学あるいは放射線耐性の残存微量癌細胞の特質を比較す
る．前立腺，膵臓，大腸，胃癌ではオルガノイド作成成功例の報告がみられるが，食道扁平上
皮癌ではまだ見られていない．オルガノイドを用いて腫瘍の生物学特性を解析し，血中遊離癌
細胞や治療後残存癌細胞との比較を行う．生検標本からオルガノイドの作成ができるため，化
学±放射線治療を行う症例にも応用可能である．様々な形態を有するオルガノイドが観察さ
れ，生物学的特性も個々の癌で異なると考えられる．これらの原発巣のオルガノイドを用い，
血中遊離癌細胞や治療後残存微小癌細胞の特質を，EMT や癌幹細胞の観点から解析する． 
④ 微量癌細胞の化学療法や分子標的治療へ応用を試みる． 
CellSearch Systemを用い，微量癌細胞の遺伝子発現をみることにより，分子標的治療の選別 
について調べる．血中微量癌細胞のEGFRやHer2/neuなど分子標的治療の遺伝子発現を解析し， 
原発巣と対比する．オルガノイドを用い，化学療法や分子標的治療などの感受性を調べる． 
微量癌細胞の分子標的治療への応用として，胃癌症例でCellSearch Systemを用い，微量癌細胞
の遺伝子発現をみることにより治療への応用について検討する．上述したようにEGFR や
Her2/neu の発現は確かめられており，症例を追加して検討を進める．原発巣と血中遊離癌細胞
でのEGFR やHer2/neu の発現の差異を解析する．オルガノイドを用いた研究に関しては，予備
実験として，すでにKi67 やp53 の発現を調べることにより，オルガノイドを用いた評価が可能
であることは検証済である．さらに生検組織標本から作成したオルガノイドを用い，分子マー



カー（EGFR やHer2/neu，EMT, cancer stem cellなど）の発現を調べ，臨床応用の可能性につい
て検討する． 
 
４．研究成果 
胸部食道扁平上皮癌のリンパ節微小転移に対する術前化学放射線療法の影響について 
術前化学放射線療法（nCRT）は微小転移を制御することにより予後を改善すると想像されるが，
食道扁平上皮癌のリンパ節微小転移に対する nCRT の影響とその意義に関する報告はほとんど
ない．食道扁平上皮癌患者において nCRTのリンパ節微小転移におよぼす影響と臨床的意義につ
いて検討した． 
対象は 1997 年から 2001 年に当科で前向きに無作為に割り付けられた進行食道扁平上皮癌患者
41例（手術単独群：21例，nCRT群：20例）．摘出したすべてのリンパ節に対し，通常行われる
病理組織学検索に加え，抗サイトケラチン抗体により免疫組織学的に微小転移の検索を行い評
価した．リンパ節微小転移を，①周囲間質反応を伴い cluster を形成する微小転移（MM, 
Micrometastasis）と，②周囲間質反応を伴わない single cell の微小転移（TCM, Tumor cell 
microenvironment）のいずれかに分類し評価した．nCRTは低用量 CF療法（CDDP 7mg/body, 5-FU 
350mg/body）を同時併用し 40Gy行った． 
手術単独群では nCRT 群に比べ有意に MM ± TCM と TCM の検出率が高かった．41 例の検討
で，リンパ節転移陽性かつリンパ節微小転移陽性の症例は，そうでない症例に比べ有意に予後不
良であった．nCRT群においても同様に，リンパ節転移陽性かつリンパ節微小転移陽性の症例は，
そうでない症例に比べ有意に予後不良であった．進行食道扁平上皮癌において nCRTはリンパ節
微小転移の制御に有用であった．病理組織学リンパ節転移とリンパ節微小転移を同時に評価す
ることは予後予測に有用であった． 
 
胃癌の原発巣と転移リンパ節での上皮間葉転換(Epitehlial Messenchymal Transition:EMT)と間葉
上皮転換 (Mesenchymal-Epithelial transition：MET)について解析し，リンパ節転移との関連および
臨床病理学的な意義を検討した．胃切除術とリンパ節郭清が施行された 196例中，リンパ節転移
を認めた 89 例を対象とした．全例の原発巣とすべての転移リンパ節 511 個の E-cadherin，N-
cadherin，および EMT誘導因子 Snailの発現を免疫染色により評価した． 
原発巣で E-cadherinの発現低下例では，有意に転移個数が多くみられた(P=0.027)．また，転
移リンパ節での E-cadherin発現低下例では，有意にリンパ節転移個数が多かった(P=0.003)．転
移リンパ節の N-cadherin発現の高い症例は，転移個数が多く(P=0.004)，脈管侵襲の陽性率が有
意に高く，Stageも相関していた(P=0.015)．原発巣，転移リンパ節ともに N-cadherinの発現は，
高発現例で有意に予後不良であった．Snailのリンパ節転移巣で発現は，低発現例で転移リンパ
節個数は多く(P=0.002)，Stageも進行していた (P=0.048)．転移リンパ節個数の多い症例では，
Snail発現が原発巣で高く，転移リンパ節では低下していた(Snail switch)．Snail switchは 19例
(21.3%)で認められ，リンパ節転移が多く(P=0.0009)，Stageも進行しており(P=0.038)，有意に予
後不良であった(P=0.0002)．本研究の結果から，リンパ節での転移形成と新たなリンパ節転移
の過程で，癌細胞の EMTおよびMETが組織学的に起こっている事象が確認できた． 

 
血中遊離癌細胞(circulating tumor cell：CTC)に関して，CellSearch Systemを用いて，HER2の発
現とトラスツズマブを用いた治療効果について検討した．治癒切除不能進行・再発胃癌 105 例
中，CTC陽性 61例を対象とした．組織と CTCの HER2 発現を調べ次の各群に分類した．A群
（組織 HER2陽性：27例），B群（組織 HER2陰性,CTC-HER2陽性：17例），C群（組織 HER2
陰性，CTC-HER2陰性 17例）であった．A，B，C群の病勢制御率は各々69.6%，76.5%，52.9%
であった．生存期間の中央値は，A，B，C群で各々587日，778日，496日であり，A群と C群
(P=0.041)，B群と C群(P=0.029)で有意差が認められた．また無増悪生存期間は，A，B，C群で
各々295日，400日，303日であり，B群と C群で有意差が認められた(P=0.049)．CTCの検出は
予後予測に有用であることばかりではなく，HER2発現など分子標的治療を行う際に有用なマー
カーになりえることが示唆された．また非侵襲的であり，頻回なモニタリングも可能である利点
もあると考えられた． 

 
 食道扁平上皮癌組織より，約 2週間後にオルガノイドが作成可能となった．まず作成法に関し
て３次元培養の手技を確立した．様々な形態を有するオルガノイドが形成され，組織学的分化度
が異なる多様性が観察された．また Ki67や p53の発現は各オルガノイドで異なっており，腫瘍
の特性を示していることが明らかとなった．また 21 症例のうち 15 例からオルガノイドを作成
し，これらのオルガノイドを用いて 5-fluorouracilの治療効果を検討した．術前に化学療法あるい
は化学放射線療法に奏功しなかった症例から得られたオルガノイドでは 5-fluorouracil の効果が
不良であった．これらの 5-fluorouracil抵抗性のオルガノイドでは，CD44の発現が増強している
ことからがん幹細胞性の性格を有していると考えられた． 
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