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研究成果の概要（和文）：患者サンプルを用いたCTC解析ではこれまでに25名の患者において施行し、血中循環
癌細胞濃縮回収装置を用いてCTCを確認する事ができた。免疫染色実験では、上皮性マーカー（カドへリン）と
造血系細胞マーカーCD45とを用いて染色し、カドへリン(+)・CD45(-)細胞をCTCとした。PDXモデルでは、まずマ
ウス血液と人膵がん細胞とを混合したサンプルを用いて条件検討を施行し、次に膵がんCell lineを用いたCDXモ
デルにおいて、CTC細胞（EGFP(-), mouse MHC(-), HLA(+)）を同定した。これらの解析後、膵がんPDXを用いて
同様の実験を行い、CTC細胞を同定する事に成功した。

研究成果の概要（英文）：CTC analysis using patient samples has been carried out in 25 patients and 
CTC could be confirmed using blood circulation cancer cell concentration device. In immunostaining 
experiments, staining was perfomed using epithelial marker (cadherin) and hematopoietic cell marker 
(CD45), and cadherin (+) CD45 (-) cells were counted as CTC (before treatment: 0-312 cells / 1 
sample, after treatment: 0-150 cells / 1 sample). In the PDX model, conditions were examined using a
 sample in which mouse blood and human pancreatic cancer cells were mixed. Furthermore, in the CDX 
model using the pancreatic cancer cell line, peripheral blood was collected at the time when tumor 
volume reached 1500 mm3, and CTC cells (EGFP (-), mouse MHC (-), HLA (+)) were identified. After 
these fundamental analysis, we performed a similar experiment using pancreatic cancer PDX model and 
succeeded in identifying CTC cells.

研究分野：腫瘍免疫
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１．研究開始当初の背景 

近年 Immune Checkpoints に対する抗体薬

とは機序を異にして免疫二大治療の一つと

して定着しつつあるのが CAR-T 療法である。

CAR-T 療法は血液がんに対して、特に ALL に

対して奏効率約 80-90%と高い効果が認めら

れる一方で、固形がんに対してはまだ明らか

な効果が認められていない。固形がんに対す

る対策が急務であり、また on-target 効果に

より副作用も認められることからCAR-T療法

に特異的な抗原検索が求められている。 

がんの浸潤・転移において上皮間葉転換

(Epithelial-Mesenchymal Transformation, 

EMT) が、重要な役割を担うことが知られて

いる。また転移を起こした細胞が末梢血中に

存在すること（循環癌細胞(Circulating 

Tumor Cell, CTC)）が知られており、アメリ

カでは CellsearchTM system (Veridex)がこ

の CTC を検出するために認可されていて、転

移性乳癌・大腸癌・前立腺癌で利用されてい

る。これは EpCAM を磁気ソートし、その後

triple stain procedure で CK+、DAPI+、CD45-

の細胞をとって白血球と区別する方法であ

る。この方法は 82％という高い回収率で特異

度、再現性が高い。患者自身の体内での癌細

胞生存の可否を直接的・定量的に評価できる

ことから非常に有望な抗癌剤感受性マーカ

ー・サロゲートマーカーになると期待されて

いる。しかし、この方法を含めた既存の CTC

検出システムは上皮マーカー（EpCAM, サイ

トケラチン等）を利用しており、癌細胞の転

移、浸潤において重要な EMT が誘導された癌

細胞を検出することができない。EMT 誘導癌

細胞は遊走能、浸潤能が高く、血液中でのア

ポトーシス抵抗性、抗癌剤抵抗性に関与する

と考えられている。また腫瘍特異的マーカー

として HER-2, MUC1/2, CEA を用いることも

あるが癌のヘテロ性の問題が報告されてい

る(Ruiz-Garcia et al. 2008; Tewes, Aktas 

et al. 2009)。これらの問題点を克服するた

め本研究では、日本に二台しかない血中循環

癌細胞濃縮回収装置(Clear Cell FX システ

ム)を使用して、マーカー非依存的に single 

CTC を捕捉して解析を行い、CTC 特異的抗原

を同定してCAR-T療法の標的として利用する。

このシステムの利点はマイクロ流路チップ

が組み込まれており、サイズの違いにより流

体力学的に他の血球成分とCTCとが分離され

生細胞として捕捉でき、また selection がな

いため EMT誘導 CTCの見逃しも避けることが

できる。 

これまでCAR-Tの固形癌への応用について、

①血液癌であれば CD19 という良い標的抗原

があるが、heterogeneity の強い固形癌に対

してどの抗原を標的とするか、②固形癌の腫

瘍組織へどのようにしてCAR-Tをたどり着か

せるかという固形癌特有の問題に対して多

くの研究者が研究を行っているが、本研究は

発想を転換し、CAR-T が血液癌に効果を示す

のであるならば固形癌を血液癌と同じよう

な原理で効果を示せないだろうかと考えた。

すなわち固形癌における予後に関与する血

液中の標的抗原を探すこととした。癌進展早

期 に お け る 血 液 循 環 中 へ の occult 

metastasis の存在は固形癌進展の特質と考

えられている。さらに転移癌が予後を規定し

ていることが多数あり、その転移細胞に対す

る治療が行えれば予後の延長に期待できる。

この血中の転移細胞こそが CTC であり、我々

はこの細胞に着目した。CTC をコントロール

できれば転移を抑制し、転移を抑制できれば

予後に寄与できると考えた。すなわち、血液

がんに対して高い効果が認められている

CAR-T 細胞を使用して CTC 特異的な抗原に作

用させれば、CAR-T 細胞が血液中で CTC を認

識して攻撃することができ、転移を抑制し予

後の延長が期待できる。CTC 抗原の同定には

CTC 解析が必須であるが、最近のゲノム、エ

ピ・ゲノム、トランスクリプトームとプロテ

オーム解析の進歩から単細胞の解析が可能

となり、この方法を用いることにより CTC 特

異的な抗原が同定できると考えられる。我々

は本研究により固形癌のバイオマーカーの

検索のみならず、治療標的を同定して CAR-T

を固形癌治療へ応用させることを目的とし、

今までの固形癌への治療アプローチとは異

なる方法で、確実な長期生存に寄与できる方

法を提案する。 

２．研究の目的 

本研究は固形がんに対するCAR-T療法の開

発というまだ世界の誰もが成しえていない

治療法の開発を目的としており、固形がんの

予後を規定する転移に直接関わるCTCをその

標的とした斬新でチャレンジングな研究で

ある。CTC の同定にはこれまでにあまり行わ

れていないラベルフリー法を用いて行い



single CTC 採取を行う。CTC の解析にはがん

患者末梢血検体を使用して次世代シーケン

サー（NGS）及びプロテオーム解析を用いて

行うが、同時にその患者由来のゼノグラフト

（PDX）モデルを使用してがん患者末梢血検

体と比較解析し、CTC 研究におけるヒト化マ

ウスの有用性についても検証を行う。CTC 解

析は乳癌・前立腺癌・大腸癌・肺癌・膀胱癌・

腎癌・胃癌・肝癌について良く解析が行われ

ているが、我々が今回目的としている膵癌・

胆管癌・食道癌にはあまり報告がない。そう

いった意味でもこの研究はチャレンジング

であり、また同一患者の CTC を患者検体及び

PDX モデルを用いて同時に比較解析を行うの

は他に類を見ず、CTC の今後の発展に寄与す

るものと考える。PDX モデルに用いるマウス

は実験動物中央研究所から供与して頂いて

いる NOG-EGFP を用いるため、マウスサンプ

ルを除去して患者サンプルのみを抽出する

ことが可能である。また我々の施設では PDX

バンクを手掛けており、これまでに膵癌

PDX16 名分が作成検証済であり、現在他の 14

名分がその途中段階にある。また胆管癌 PDX

は 6名分が作成検証済であり、現在他の 6名

分が途中段階にある。他の癌腫についても現

在 High volume center の利点を活かして作

成を続けている。本研究は CAR-T の血液中で

の強い抗腫瘍効果の特性を活かすため、固形

癌においても血液中に標的を絞り、特に転移

に直接関与するCTCを新規標的抗原とした画

期的な研究である。 

３．研究の方法 

本研究は次の四つの方法を用いて研究を施

行する。 

(1) 難治性がん患者からの末梢血における
CTC の捕捉及び解析。 

1: これまでの予備実験で膵癌細胞・胆管

癌細胞において Clear Cell FX を用いてが

ん細胞を捕捉できることを確認した。患者

採血は術後転移を認めた患者で抗がん剤投

与前、1次治療不応後、二次治療不応後の計

三回採取する。採取した血液から CTC を採

取する方法を下図に示す。手術で得た原発

巣からは Laser Microdissection(LMD)法を

用いてがん細胞のみを採取する。 

2: 得られた細胞から DNA, RNA, 膜蛋白を

抽出してそれぞれNGS及びプロテオーム解析

を行う。 

(2) 難治性がん PDX モデルにおける CTC 解
析。 

1: NOG-EGFP マウスを用いて膵癌・胆管

癌・食道癌 PDX を作成する。それぞれ 10 系

統作成して解析を行う。原発巣は(1)と同様

に LMD 法にてがん細胞のみ採取する。得られ

た細胞を基にNGS及びプロテオーム解析を行

う。また(1)の結果と比較検証してゼノグラ

フトの有用性を検証する。 

(3)  CTC 特異的抗原を同定し、CTC 特異的
CAR-T を作成する。 

 (1)・(2)から得られた結果を十分解析し、

CTC に特異的な分子を幾つか特定する。特定

した分子は Gene Cards gene database に照

合させ、さらにバイオバンク又は Multiple 

Tissue Arrayを用いて多臓器正常組織との発

現比較解析を行い正常細胞に発現の認めな

い分子を最終的に CTC 特異的分子とする。得

られた分子に特異的な抗体を database から

解析し市販の抗体が使用できればそれを使

用する。市販交代がなければ慢性関節リウマ

チマウス（SKG マウス）を用いて抗体を採取

し遺伝子解析を施行する。得られた遺伝子情

報を既存のCAR-T constructionに組み替え

て CTC 特異的 CAR-T を作成する。 

(4) 作成した CTC特異的 CAR-T を用いた抗

腫瘍効果を PDX モデルにて検証する。 

 先行研究にてCTCが得られると分かってい

る PDX モデルを使用し、(3)で作成した CAR-T

を投与して抗腫瘍効果が得られるか検証を

行う。 

４．研究成果 

患者サンプルを用いたCTC解析ではこれま

でに 25 名の患者において施行し、血中循環



癌細胞濃縮回収装置（Clear Cell FX）のダ

ブルランにてそれなりの細胞数を得る事が

できた（治療前：13-235 個/1sample、4-78

個/1ml、治療後：65-305 個/1sample、21-93

個/1ml）。がん細胞である事を証明するため

の免疫染色実験において、上皮性マーカー

（カドへリン）と造血系細胞マーカーCD45 と

を用いて染色し、カドへリン(+) CD45(-)細

胞を CTC としてカウントした（治療前：0-312

個/1sample、0-52 個/1ml、治療後：0-150 個

/1sample、0-25 個/1ml）。 

PDX モデルでは、まずマウス血液と人膵が

ん細胞(MiaPaCa2 細胞)とを混合したサンプ

ルを用いて Clear Cell FX の条件検討を施行

した。次に膵がん Cell line を用いた CDX モ

デルにおいて、腫瘍移植後 tumor volume が

1500mm3 に達した時点で末梢血採血を行い、

CTC 細胞（EGFP(-), mouse MHC(-), HLA(+)）

を同定した。これらの基礎的解析後、膵がん

PDX を用いて同様の実験を行い、CTC 細胞

（EGFP(-), mouse MHC(-), HLA(+)）を同定

する事に成功した。 
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