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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は血中循環癌細胞(CTC)捕捉システムの臨床応用である．本邦で開発さ
れたテロメスキャンは，癌で高発現しているテロメラーゼを指標として高効率に癌を捕捉する手法である．本研
究では更に改良を加えたシステムでCTCを高効率かつ正確に検出し，大腸がん診断における革新的な手法である
ことを立証する．また polymeric CTC-chip による新システムを用いて大腸癌CTCの高感度な検出を試み，採血
診断による大腸癌の早期診断，治療法の開発をめざす．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is the first clinical application of a blood 
circulating cancer cell (CTC) capture system in colorectal cancer using the telomerescan method in 
Japan. The telomeScan developed in Japan is a highly efficient cancer detection method using 
telomerase, which is highly expressed in cancer cells, as an indicator. In this study, we further 
improved the TelomeScan F35 system to detect CTCs with high efficiency and accuracy, and 
demonstrated that it is an innovative method for colorectal cancer diagnosis. We also aim to apply 
this system to the development of diagnostic and therapeutic methods that take advantage of the 
features of the telomeScan method, and to realize the world's first innovative system for clinical 
application.

研究分野：下部消化器外科学

キーワード： 大腸癌　テロメスキャン　CTC　採血診断　CTC-chip

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CTC は次世代の採血診断マーカーとして期待されてきたが，従来の分析方法では検出率の低さなどが課題とされ
てきた．本研究ではpolymeric CTC-chip を用いた新システムを用いたCTC捕捉システムにより，採血検体による
鋭敏な大腸癌の診断が可能であることを示した．さらに癌細胞で高発現を呈するテロメラーゼを指標とするテロ
メスキャンF35システムを用い，他法では検出しにくいEpCAM（上皮細胞接着分子）低発現の細胞も逃すことなく
検出可能なことが確認された．以上，日本で開発された2つのシステムの適用によって，感度の高いCTC検出が可
能となり，大腸癌の診断・治療の進展に寄与すると考えられる．

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

大腸癌は死亡原因として重要な疾患である．日本における癌による死亡要因のうち大腸癌は 2
位であり(女性 1 位,男性 3 位)でいまも増加傾向にある．その一方で近年の治療法の進歩によ
り大腸癌の 5年生存率は向上しステージ II以下では 80％以上となっている．遠隔転移を生じた
ステージ IVにても 5年生存率も 15年ほどで 2倍以上に向上しているが，いまだ 25％に満たな
い．現在検診等での検出率は依然低いこと，画像診断による微小病巣の早期検出は困難であるこ
とから，採血などでより容易に高確率で発見，また早期検出するシステムの確立が早急に求めら
れている 
がん細胞は血液の流れに乗って肝臓などの臓器に生着して転移を起こす.この血中に浮遊する
細胞を血中循環癌細胞(CirculatingTumor Cell; CTC)と呼ぶ.  CTCは，次世代の腫瘍マーカー
として有望視されてきたが，末梢血の有核細胞 10の 6-8乗あたり１個程度と極めて低濃度であ
り，検出には困難が伴う．米国で開発，CTC測定法として先行してきた CellSearch® も，高コ
スト，低捕捉率（15-20%）が問題とされる（Allard et al AACR Cans Res 2004）．一方，日本
で開発された“polymeric CTC-chip”（CTC-chip）を用いた CTCシステムでは，CSSなどの従
来法より高い確率での CTCの捕捉・検出が可能であることが，すでに様々な癌で確認されてい
る．われわれはこの CTCチップに着目たシステムの大腸癌への適用を進めている． 

CTC の検出・捕捉は多くの癌細胞で高発現している Epithelial cell adhesionmolecule 
（EpCAM）を指標とする方法が一般的であるが，EpCAM 陰性の CTC を見逃している可能性
も指摘される(Konigsberg R et al., ActaOncol. 2011ほか). 癌細胞が原発巣より離脱して血中
循環に移動する際に，上皮間葉移行(EMT)を起こしたがん細胞の一部は，CTC マーカーとして
使われている EpCAM の発現を喪失している可能性が考えられるためである． 
テロメスキャン法は細胞表面抗原を認識する抗体ではなく，がん細胞で高発現しているテロ
メラーゼを指標として CTCを検出する手法である (Kojima et al.， J Clin Invest. 2009)．テロ
メスキャン法では，まずヒトアデノウィルス 5型ゲノム E1 領域にヒトテロメラーゼ逆転写酵
素(hTERT)プロモーターと IRES を組み込み，テロメラーゼ活性の高い細胞でウイルス感染・
増殖するウイルスを作製，さらに E3 部位に GFP を組み込むことで，感染した細胞の検出が
容易となった．EMT を起こした EpCAM 陰性の CTC も検出可能である.  

 

２．研究の目的 

本研究では，大腸癌の患者採血中の CTCの高感度な検出，早期診断を可能にする方法の構築を
目的とする．日本で新開発された CTC-chipを用い，採血検体からの CTC捕捉・検出による大
腸がん診断の有効性を検証する．またがん細胞で高発現が見られるテロメラーゼを指標とする
新システムであるテロメスキャン F35を用いた CTCの検出を大腸癌採血検体にて実施する．検
出方法により捕捉可能な CTCの性質を検討し，採血による高感度・低コストな大腸癌診断を確
立する． 

 

３．研究の方法 

順天堂大学で大腸癌の治療を受けた患者から採取した血液検体中の CTC を計測し，同時に既
存の腫瘍マーカーを測定した．さらに 病理組織像などの臨床情報との関連性についての評価を
行った 

1）テロメスキャン F35による CTC検出：テロメラーゼ活性の高い細胞に特異的にウイルス感
染・増殖を示すテロメスキャンを用い CTCを検出する． 検出システムの構築を目指した． 

血液検体は赤血球の溶血・除去後にテロメスキャンを添加しウイルス感染させた．また CD45，
EpCAM，Vimentin に対する抗体を用いた免疫染色も合わせて行った．テロメスキャンにより
発色した細胞(GFP 陽性)のうち CD45(-)である細胞を CTC とした．なお抗 EpCAM， 抗 Vimentin
免疫染色による結果を細胞 1個ごとに検出，確認した． 

一方，テロメスキャンによって蛍光発光しなかった GFP 陰性の細胞についても細胞ごとに 
CD45， EpCAM，Vimentin 抗体による免疫染色の結果を計測した． 



 

2）polymeric CTC-chipによる CTC検出 
CTC-chip による CTC 検出：日本において開発されたポリマー製の CTC-chip を利用する．大腸癌
の患者採血を CTC-chip に流し，その後免疫染色を行い，DAPI（4',6-diamidino-2-phenylindole）
（＋），CK（Cytokeratin）8＋18（＋），CD45（-）である細胞を CTC と判定する． 

 

４．研究成果 

本研究では採血検体からの高感度な大腸癌診断法の確立を目的に，polymeric CTC-chipを用い
抗 EpCAM抗原による CTCの捕捉・検出を行った．さらにテロメスキャン法によりテロメラー
ゼなど複数のタンパクの発現を指標として CTCの検出を行った． 
 
1）polymeric CTC-chip を用いた CTC 捕捉：大腸癌患者 13 例中 12 例で CTC を検出した．
StageIIIまでの検体よりも遠隔転移を生じた StageIVでは CTC検出数が多く，CTC数が大腸
癌の stage進行に依存して増大すること，さらに CTCが既存腫瘍マーカーと比較して検出率が 

2）テロメスキャン F35による CTC 検出:まず GPF 発光によってテロメラーゼ陽性(=GPF(+))
かつ CD45(-)の細胞を CTC として検出した．この GFP(+)（テロメラーゼ高発現）の CTC 数
(/7．5mL)は抗がん剤による術前化学療法(NAC)後には NAC 前に比して減少したことから，
CTC 検出数の変動は NAC による治療効果を反映した結果と考えられる．テロメラーゼ高発現
であった CTCの約 97％が Vimentinが高発現であること，また EpCAM高発現の CTCは 1％
程度であった．つまりテロメラーゼ高発現の CTC は上皮性細胞の特性を失い，EMT か進んで
いる可能性がある．すなわちテロメスキャンで検出される CTCは EpCAMを用いた方法では検
出されない性質の細胞である可能性が高い．:テロメラーゼ陰性(=GFP(-))であった細胞のうち，
CD45(-)かつ EpCAM 陽性の細胞を CTC として検出した．この EpCAM 陽性の CTC 数は，
NAC 前採血に比して NAC 後採血で微増したようにも見受けられた．なおこの EpCAM(+)の 
CTC の大半は，Vimentin 抗体染色で陰性を呈した． 

以上のように，この 2 つの定義による CTC の性質は対照的であった．1 テロメスキャンで検
出された CTC では，EpCAM 高発現は殆ど認められず，逆に Vimentin が高発現であった．
即ちテロメスキャンによって検出された CTCは EpCAM を喪失し，また間葉系細胞の性質が
強い細胞であるものと考えられ，EMT を起こした流動性の高い癌細胞はこれに含まれているも
のと推測された．2 一方，従来の EpCAM 高発現を指標として検出した CTC のほぼすべては
テロメスキャンで陰性であった細胞中に含まれていた．この  EpCAM(+)の  CTC では
Vimentin(+)である比率が低かったことから，間葉性細胞の性質をあわせ持つ細胞は少ないもの
と考えられた． 

なお，本研究における検体ごとに検出された CTC 平均値の最大，また全検体からの検出 CTC 
の合計数は，EpCAM による数値よりも，改良型テロメスキャン法による数値のほうが大きか
った．このことからテロメスキャン法は，大腸癌 CTC を感度よく検出することが可能であり，
大腸癌診断，転移予測を行う上でより効果的な方法ではないかと考えられた． 

なおテロメスキャンによる検出 CTC と EpCAM 陽性による検出 CTC がほとんど重複しな
かったことから，両者を合わせて評価することで，より多くの情報が得られる可能性も考えられ
た． 
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