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研究成果の概要（和文）：本研究では癌特異的プロモーター下流に膜貫通タンパク質とタグタンパク質の融合タ
ンパクを発現するようにデザインしたプラスミドを作成し、血液検体にエレクトロレーションで導入することで
末梢血中腫瘍細胞（circulating tumor cells: CTC）を検出する系を確立した。正常血液に培養癌細胞を一定数
混入させたCTCモデル検体に対して行った検出実験では感度は80-90%であった。一方でリガンド化磁性ナノ粒子
を用いたCTCの生細胞の回収率は20%程度と低率であったが、回収されたCTC生細胞は単一細胞からの培養増殖が
可能であり、今後さらに改善を要するものの将来的に有望な方法と思われた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we established a circulating tumor cells (CTC) 
detection system, in which plasmid vectors expressing fusion of membrane protein and tag protein 
driven by cancer specific promoters were transfected by electroporation to blood samples. The 
detection rate of CTCs were 80-90% using model samples, in which cancer cell-line cells were spiked 
into normal blood. On the other hand, recover rate of CTCs using ligand-conjugated magnetic 
nanoparticles was low at 20%, however, recovered living CTCs were able to growth in culture, 
suggesting this method is promising in future to analyze living CTCs, although further improvement 
is needed.

研究分野： 婦人科悪性腫瘍

キーワード： 婦人科悪性腫瘍　末梢血中腫瘍細胞　テロメラーゼ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢血中腫瘍細胞（circulating tumor cells: CTC）は癌の新規バイオマーカーとして、またliquid biopsyの
手段として注目を集めているが、その検出方法や応用法はいまだに発展途上である。現在主流の細胞膜表面抗原
に頼った検出方法では様々に姿を変える癌細胞を捉えきれていないのが現状である。我々は癌の不死化能に着目
し、不死化関連酵素であるテロメラーゼの活性化を指標として癌細胞を検出・分離するシステムを構築し、さら
に磁性ナノ粒子を応用して従来は困難であった生細胞の回収・解析に向けた基礎データを示した。

※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 
癌の血行性転移が成立するには癌細胞は

接着状態からの離脱、血管内への侵入（上皮
間葉転換:EMT を介するものと、血管への
直接浸潤によるものの両者があり得る）、血
液中でのアノイキス（浮遊状態によって誘
導されるアポトーシス）回避、転移先での血
管壁への再接着、血管外への浸潤、単細胞
（あるいは少数細胞）からの腫瘍形成と多
くの関門を乗り越える必要がある（図１）。
末梢血中腫瘍細胞（circulating tumor cells; 
CTC）はこの過程にある癌細胞と考えられ、
その臨床的あるいは生物学的な意義が注目
を集めている。 
CTC の検出は乳癌・大腸癌・前立腺癌など
で予後マーカーあるいは治療効果のサロゲ
ートマーカーとして有用と報告されている (N. Engl. J. Med. 2004; 351: 781-91, Clin Cancer 
Res. 2008; 23: 1420-30, J. Clin. Oncol. 2008; 26: 3213-21)。婦人科癌では卵巣癌で比較的多く
の報告がなされており、メタ解析の結果、予後マーカーとなりうることが示されている（Plos 
One. 10: e0130873, 2015）。しかしながらサブ解析では現在、一般的に普及しており唯一 FDA
の認可を受けている CTC 測定法である CellSarch®（EpCAM（ヒト上皮抗原）や
Cytokeratin8/18/19 といった細胞表面の上皮マーカーによって CTC を識別している）では有意
差が認められておらず、上皮マーカーなどの表面抗原に依存した CTC の検出には限界がある可
能性が示唆されていた。 

 
２．研究の目的 
我々は癌の本質的性質である不死化能をターゲットとして癌細胞を同定補足するシステムの

構築を目指して研究を進めてきた。テロメラーゼは細胞分裂の都度、短縮を繰り返す染色体末端
構造のテロメアを延長することで細胞を不死化に導くことが知られている。80％～90％の上皮
性悪性腫瘍で活性化されているが、我々はその構成因子である逆転写酵素蛋白 human 
telomerase reverse transcriptase (hTERT)の遺伝子発現の有無がテロメラーゼ活性の決定因子
であることを明らかにしてきた (Cancer Res 1998; 58: 1558-61, Int J Cancer. 1998; 78: 539-
43)。この研究においてクローニングした hTERT プロモーターは癌細胞においては CMV プロ
モーター等のウイルスプロモーターに匹敵するような極めて強い活性を示す一方で正常細胞で
は不活化されており極めて癌特異性が高いことを示した(Cancer Res. 1999; 59: 551-7)。TRAD 
(Telomerase-specific replication-selective adenovirus)はこの hTERT プロモーターを 5 型アデ
ノウイルスの E1A・E1B 遺伝子の上流に組み込むことで hTERT プロモーターが活性化された
細胞すなわちテロメラーゼ陽性細胞でのみ増殖するようにデザインされた改変アデノウイルス
である。これに GFP 遺伝子を組み込んだ TRAD-GFP を用いて我々は婦人科癌での CTC 検出
を行った。治療前の婦人科癌の約 40％に CTC を認めた。CTC は治療効果のサロゲートマーカ
ーとして有意差が認められた（Br J Cancer. 107:448-54, 2012）。Publication 後の観察期間を延
長した検討では CTC の有無は卵巣癌においてのみ無増悪生存との間に相関が認められた。これ
は CTC の臨床的・生物学的意義に疾患よる違いがある可能性を示唆している。さらに子宮頸癌
患者を対象に TRAT-GFP で検出した CTC に
対し免疫染色を行い Cytokeratin の発現解析
後、モニター下に細胞を回収、最終的に CTC
の DNA から原発巣と同じ HPV DNA を増幅
して癌細胞由来であることを確認する研究を
行った。回収された CTC（最終的に癌細胞由
来であることが確認されたもの）はすべて
Cytokeratin 陰性で上皮的形質を失っていた
（図 2）。このことは我々が TRAD-GFP で検
出した CTC は理論上 CellSearch®等の上皮
マーカー依存的な検出法では見逃されていた
ものであることを示している。しかしながら
本法の欠点として①ウイルス感染が細胞にと
って致死的であり、かつ遺伝子発現プロファ
イルも乱すことから検出した細胞の解析に制
限があること。②テロメラーゼ陰性細胞あるいは、最近になって報告されてきた hTERT プロモ



ーター領域の変異によってテロメラーゼが活性化されている細胞では無効であることなどが挙
げられていた。本研究ではこれらの欠点を克服したウイルス非依存的な CTC 検出システムを構
築すると同時に、効率的に CTC を回収する方法を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
アデノウイルスベクターを用いた従来法の欠点を克服するために、hTERT プロモーター下流に膜
蛋白の膜貫通ドメインと特異的リガンド
を有するタグ蛋白の融合タンパクを発現
するようにデザインしたプラスミドを作
成しエレクトロポレーション法で導入す
る。hTERT プロモーターが活性化されてい
る細胞では細胞膜上にタグ蛋白が発現さ
れる（Surface Tag-protein expressed in 
tumor cells; STET）（図 3）。タグ蛋白とし
て特異的リガンドが存在する人工蛋白で
ある Halotag を使用した。また hTERT プロ
モーター活性がない癌に対応するために
やはり癌特異的に高い転写活性を示すプ
ロモーターとして survivin プロモーター
を STET 上流に配した survivin-STET を併
用した。STET 発現細胞はタグ蛋白のリガン
ドに蛍光物質を付加した場合には蛍光ラベルが可能であるが、さらに効率的に細胞を回収する
ためにナノ粒子磁性体を結合したリガンドを作成し、磁力による生きた CTC の回収を試みた。 
 
４．研究成果 
マルチパルス式エレクトロポレーション法による癌

培養細胞での STETの導入効率（Halotag リガンド-GFP に
よる蛍光標識での陽性率）は 80～95％、細胞の生存率は
75～100%であり、十分実用に耐えうるものと考えられ
た。hTERT 転写活性がない癌に対応するために、癌特異
的に高い転写活性を示すプロモーターとして survivin
プロモーターを STET 上流に配した survivin-STET を作
成し、STET と同様の実験を行った。survivin-STET によ
る陽性率は 70～85%と STET よりやや低かったが、両者を
併用することで 5%程度の陽性率の上積みが可能である
ことが明らかになった。 
正常血液に培養癌細胞を一定数混入させた CTCモデル

検体に対して行った CTC 検出実験では HaloTag リガ
ンド化蛍光プローブを用いて行った検出感度は 80～
90%であり、十分に臨床検体への応用が可能と考えら
れた（図４）。一方で CTC の回収に関しては Halotag
リガンド化磁性体を用いて MACS（magnetic cell separation technology; Miltenyi Biotec）w
で回収を試みた実験では回収率は 20%程度と低率であった。細胞表面への STET 発現量が少ない
ことが原因と考えられた。この点に関しては今後さらに改善を要するものと思われた。しかしな
がら本法で回収された CTC は生細胞であり単一細胞からの培養が可能であった。このとから将
来的に本法は生きた CTC の分離検出に有望と考えられた。 

図 4.FACS による CTC モデル検出実験 
（10mL 血液中に 20 個の HeLa 細胞を混入） 

図 3. 
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