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研究成果の概要（和文）：次世代CTC濃縮システムであるIsoFlux Systemを用いたCTC回収を目指したが、従来か
ら用いているCellSearch systemに比べた有用性を見いだせなかった。胃癌患者においてCTCのHER2発現が確認さ
れる患者において分子標的治療薬である Trastuzumabが有効であることが確認できた。またPDL-1について胃癌
患者の血液を用いRT-PCR法によりmRNAの評価を行い、早期例に比較して進行例で有意に高く、mRNA発現が高い症
例は、低い症例と比較して有意に予後不良であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We compared Isoflux system with CellSearch system, but was not able to prove
 the usefulness of Isoflux system.Trastuzumab which was a molecular target drug was effective in the
 patient with HER2 expression of Circulating tumor cells was confirmed in gastric cancer patients. 
Furthermore, we evaluated the mRNA by the RT-PCR method with the blood of gastric cancer patients 
about PDL-1. Expression of PDL-1 was significantly high in the advanced cancer patients in 
comparison with early cancer patient.  In addition, in the patients whom mRNA expression of PDL-1 
was high in, the thing that had a poor prognosis was confirmed in intentionality in comparison with 
a low patient.

研究分野： 消化器外科

キーワード： CTC　消化器癌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌治療における血中の循環癌細胞の蛋白発現および血液中のmRNAを評価することにより、効率的な分子標的薬
剤の適応を非侵襲的にCTCによる判別する方法を確立するために有益な知見が得られたものと考えられ、効果的
な治療対象となる患者の選択が可能となるかもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
消化器癌では初発で発見されても遠隔転移を有する症例も少なくなく、手術可能と判断され

ても術後再発をきたす症例が一定の頻度で認められる。これらの一因として循環癌細胞
（Circulating Tumor Cell: CTC）の存在が指摘され、古くから議論されてきた。RT-PCR 法や
フローサイトメトリー法による検出が試みられ予後や再発との関連が報告されてきた。 
これまで申請者らは、CellSearch システムを用いた末梢血の CTC の検出を行い、胃癌、食道
癌および膵臓癌での臨床的意義を明らかにし報告してきた。このシステムでは、EpCAM 抗体
を標的として磁気ビーズにより CTC を分離し、Pancytokeratin および DAPI、CD45 による
自動蛍光染色で癌細胞を識別する。胃癌の手術症例においては CTC が 20％に検出され、CTC
の有無が再発予測の独立予後因子であることが確認され、切除不能胃癌においてもCTCは60%
に検出され、CTC の有無で予後に有意な差があることを確認した（Uenosono Y et al. Cancer 
2013）。食道癌では、切除可能症例での検出率は低い一方、切除不能例での検出は@%で検出さ
れ、化学放射線療法前後での CTC 数の変化が治療効果と相関することを確認した（Matsushita 
D et al. Ann Surg Oncol. 2015）。膵臓癌でも食道癌と同様な傾向があり、切除可能例での検出
率は低く、切除不能膵臓癌で@%で検出され化学放射線療法前後での CTC 数の変化が治療効果
と相関することを確認している。 

CTC が消化器癌患者における進行状況や化学療法における治療効果を反映しているのは明
らかとなったが、一方で治療法の選択を行ううえで Liquid biopsy としての分子病理学的解析
の対象としても応用の可能性がある。分子標的治療は、次々と新薬開発が行われ消化器癌にお
いても適応となってきている。 
胃癌では HER2 や VEGFR-2（ヒト血管内皮増殖因子受容体-2）を標的とした分子標的治療薬
である Trastuzumab や Ramucirumab が使用可能となっている。また、PD-L1 発現のある胃
癌患者において抗 PD-1 抗体 pembrolizumab の有効性が示され保険適応が待たれている状況
である。膵臓癌でも@@を標的とした@@が使用可能である。しかし、実際の組織学的な HER2
陽性率は 10～20％であり、PD-L1 でも@%程度と報告されている。 
 しかし、実際の治療のうえで恩恵を受ける対象は一部であり、組織学的な分子標的の選別を
行っても治療効果が均一では無いのも事実である。消化器癌は heterogeniety が強く、切除不
能例における組織採取のための生検では腫瘍全体の状況を十分に反映していない事が要因とし
て考えられる。消化管癌では表面に比べて腫瘍先進部となる深部において生物学的悪性度が高
いと考えられが、その組織採取は困難である。CTC は、その深部より循環血液中に浸潤した細
胞と考えられ、また免疫環境の高いはずである循環血液中においても viablity を維持している
細胞であるならば、CTC こそが治療すべき標的分子解析の対象であると想定される。既に CTC
における HER2 タンパクの発現解析および CTC の FISH 法による解析をすすめているところ
であるが、胃癌において生検組織と CTC で約 35%が一致していないことも確認できている。 
更に、現在まで CTC の解析に用いてきた CellSearch では EpCAM 発現による細胞分離を行っ
ているが、癌細胞のEpCAM発現の程度によりCTC分離率に差があることが報告されている。
また上皮間葉移行(EMT)をきたした癌細胞は回収されていない可能性も示唆されている。分子
標的の解析を行ううえでは、Liquid biopsy という観点からしても CTC の分離回収能力が高い
ことが必要とされ、癌腫や症例によっては EMT 細胞が多くを占める可能性もある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、消化器癌における循環癌細胞（Circulating Tumor Cell: CTC）の標的分子発現
解析と分子標的治療薬の効果予測および効率的かつ正確な適応患者の選択法の確立を行
い外科治療および化学療法を中心とした癌治療の個別化を図ることである。 
 
３．研究の方法 
IsoFlux System（米国 Fluxion Biosciences 社）は、次世代 CTC 濃縮システムであり、細胞表
面にビーズを結合させ、マイクロ流路の中で均一なフローを形成し、強力なマグネットで、均
一なサンプル濃縮をしている。血液サンプルから CTC など希少細胞（陽性率 0.001%以下）をダ
メージレスな状態で容易に回収することが可能であることが利点とされている。 
本研究では胃癌および食道癌、膵臓癌を中心として細胞株による Isoflux システムによる検出
系の確立および従来の CellSearch による検出系との比較を行った。更に分子標的治療の対象と
なる HER2、PDL-1 をはじめとする CTC での分子発現をタンパクおよび遺伝子レベルで発現を評
価する手法を確立し、それと併せて患者末梢血臨床検体を用いた CTC の標的分子発現解析と分
子標的治療薬の効果の評価を予測および効率的かつ正確な適応患者の選択法の確立を行った。 
 
４．研究成果 
CTC の検出実験を Isoflux System と CellSearch を比較する事で研究を開始した。Isoflux 

System での CTC の分離作業は、従来より用いてきた CellSearch システムと比べて、自動の画
像化ができず、工程が非常に煩雑であり、再現性に乏しいことから手技の安定化に至なかった。
その結果 IsoFlux System による CTC 検出の優越性は確認できなかった。 
HER2 の CTC での発現については、CellSearch で得られる結果を元に CTC における HER2 発現

による分子標的治療薬の効果の評価を行った。その結果、組織学的に HER2 陰性である胃癌患者



において CTC の HER2 発現が確認される患者において分子標的治療薬である Trastuzumab が有
効であることが確認できた。CellSearch で得られる結果を元に HER2 発現については引き続き
検証をすすめている。CTC の FISH での評価についても、安定的な評価が可能となり、タンパク
発現の評価と相関があることを確認できた。 
PDL-1 について胃癌症例における血液を用い RT-PCR 法により mRNA の評価を行ったところ、早
期例に比較して進行例で有意に高く、また深達度、遠隔転移、病期と相関を認めた。PDL-1 の
mRNA 発現が高い症例は、低い症例と比較して有意に予後不良であった。多変量解析にて血中
PDL-1 の mRNA 発現は独立した予後予測因子となることが確認された。CTC における PDL-1 発現
の評価が、免疫チェックポイント阻害剤の効果予測および適応の選別に有用な可能性があるこ
とを確認した。 
当初予定していた抗癌剤感受性試験に関する実験には至らなかったが、この研究の最終目的

であった効率的な分子標的薬剤の適応を非侵襲的に CTC による判別する方法を確立するために
有益な知見が得られたものと考えられ、効果的な治療対象となる患者の選択が可能となるかも
しれない。 
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