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研究成果の概要（和文）：1細胞CTCのオミクス解析を実施するための技術基盤を開発した。CTCを細胞マーカー
で明示し、マクロキャピラリーを用いてCTC細胞質から細胞内液を抽出する基盤技術を確定した。口腔がん・唾
液腺がんのCTCやcfDNAを抽出し、次世代シーケンサーで遺伝子変異プロファイルを取得した。口腔がん・頭頸が
んのみならず、食道がん、胃がん、大腸がんなどの消化管がんの遺伝子変異プロファイルを取得し、各がん種毎
での特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Liquid biopsy has recently gained attention as a real-time monitoring method
 for patients with cancer. Circulating tumor cells (CTCs) and circulating tumor DNA (ctDNA) released
 into the bloodstream from both the primary tumor and metastases may reflect current tumor status.　
Although it is considering that CTCs are consisting the heterogeneous of population, the biological 
behavior of single cell CTC has not identified yet. To identify behavior of single cell CTC, we 
developed the omics analysis of single cell CTC. 

研究分野：オミクス解析　
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１．研究開始当初の背景 
口腔がんはヒト個性にとってもっとも重要
な顎顔面部に発症するため、最小限な侵襲で
最大の治療効果を発揮する個別化医療の開
発が求められている。最適治療の選択には、
時間的・空間的に変化するがん細胞の個性を
正確かつ非侵襲的に捉える技術の創出が求
められる。血中を循環する CTCs や循環細胞
フリーDNA（ circulating cell free DNA 
cfDNA）を利用して、腫瘍細胞の情報を非侵
襲的に回収するリキッドバイオプシーが注
目を集めている。リキッドバイオプシーは、
採血検体を利用するため頻回の検査でも患
者に対する負担は少ない。われわれは、口腔
がん患者から CTCs や cfDNA を回収し、次
世代シーケンス技術（NGS）を使いゲノム変
異を検出する方法の開発をすすめており、
CTCs や cfDNA から p53 や p16 の変異を解
析できる可能性を示してきた(平成 27 年度挑
戦的萌芽研究)。しかしながら、血行性転移を
惹起するCTCsはがん治療のコンパニオン診
断への利用だけでなく、転移細胞の遺伝子変
異背景の多様性、がん幹細胞、がん休眠、後
発遠隔転移、化学療法耐性獲得機構などのが
ん治療を困難にさせる要因に関与すること
が指摘され始めた。今回の研究では、口腔が
んCTCsの遺伝子変異や代謝機構の多様性の
検討による口腔がんの転移・再発・薬剤耐性
機構の解明を目的に、CTC の 1 細胞（single 
cell）からのオミクス解析の技術開発に挑戦
する。 
 
２．研究の目的 
①口腔がん末梢循環腫瘍細胞（circulating 
tumor cell CTC） 1 細胞からゲノム、メ
タボローム解析を行うための技術基盤を確
立する。 
②口腔がん CTC オミクス情報から口腔がん
の転移・再発・薬剤耐性機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
①Microfluidic separation tool (MST)を用い
て口腔がん CTCs の回収法を最適化する。 
口腔がん患者を前向きに登録し NUS が開発
した MST プロトコールを 2 回通すこと(ダブ
ルランプロトコール)により、リンパ球や白血
球の混入が少ない、できるだけピュアな
CTCs を回収する方法を最適化する。 
②CTCs が発現する表面バイオマーカーを用
いて、CTCs を明示する方法を考案する。 
CTCs またはリンパ球等の正常細胞が細胞膜
表面に特異的に発現する表面マーカーを用
いて CTCs を明示させ、マイクロキャピラリ
ーで１細胞CTCからDNAや代謝物を抽出す
る方法を確定する。リンパ球や CTCs を特異
的に生細胞のまま染色する表面マーカーを
探索する。 
③1細胞CTCのDNAから次世代シーケンス
（NGS）技術でゲノム解析する技術を開発す
る。 

1 細胞 CTC から抽出された微量 DNA を
whole genome amplification (WGA)で増幅
し、NGS でゲノムシーケンスする方法を確
定する。 
④1 細胞 CTC の細胞成分からメタボローム
解析する技術を確定する。 
1 細胞 CTC から抽出された細胞成分から高
分解能質量分析装置を用いて CTC 代謝物(メ
タボライト)を一斉分析する解析技術を開発
する。 
 
４．研究成果 
1 細胞 CTC のオミクス解析を実施するための
技術基盤を開発した。CTC を細胞マーカーで
明示し、マクロキャピラリーを用いて CTC 細
胞質から細胞内液を抽出する基盤技術を確
定した。理化学研究所と共同研究で、CTC か
ら抽出した細胞内代謝産物をメタボロミク
ス解析を実施した。口腔がん・唾液腺がんの
CTCｓや cfDNA を抽出し、次世代シーケンサ
ーで遺伝子変異プロファイルを取得した。口
腔がん・頭頸がんのみならず、食道がん、胃
がん、大腸がんなどの消化管がんの遺伝子変
異プロファイルを取得し、各がん種毎での特
徴を明らかにした。 
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