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研究成果の概要（和文） 
 

 原発巣より血中に遊離した乳癌細胞を同定する方法としては、過去に免疫染色や RT-PCR など

いろいろなものが提唱されてきたが、癌細胞を間接的に同定するものである。今回我々は、「ISET

（Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells）のシステム」を確立するための研究を開始

した。 

 まず、ISET システムの感度を測定するために、乳癌細胞株６株を用いて、血液中に直接これ

らの細胞の数を測定して注入し、ISET システムでどの程度その細胞を捕らえられるかどうかを

調べた。sensitivity test において、６種の乳癌培養細胞において約 50％の回収率を得た。ISET 

filter 上の細胞に対して免疫染色を行ったところ、SK-BR-3 では ER(-)、PgR(-)、HER2(+)、MCF-7

では ER(+)、PgR(+)、HER2(-)を示した。これらの染色結果はいままでこれらの細胞の染色性に

ついて報告されてきたものと相違ない。このことから ISET system において細胞の抗原性は損

なわれないことが示された。また ISET filter 上の T47-D 細胞１個を切り出して p53 exon6 特

異的 primer を用いて PCR を実施しその PCR product をシークエンスにて読んだところ、T47-D

細胞が持つ Codon194 の CTT から TTT への point mutation が確認された。SK-BR-3 細胞は HER2

遺伝子の増幅が知られているがISET filter上のこの細胞に対してFISH法を試みたところ確か

に HER2 遺伝子の増幅が蛍光シグナルで確認でき、ISET system を実施した細胞では DNA が種々

の検査に十分対応できる程度に保存されていることがわかった。 

したがって、ISET システムでは、1ml 中に数個しか乳癌細胞がなくても直接検出することが可

能で、さらに検出した細胞は、複数の方法で確実に乳癌細胞であることを証明できた。 

 次に乳癌患者17人から得られた血液と骨髄検体についてISET systemにて癌細胞の検出を試

みた。残念ながら今回検討した乳癌症例では HE 染色で明らかな腫瘍細胞を見つけることができ

なかった。検出感度を高める工夫が課題として残った。 
 
研究成果の概要（英文） 
 

Exact identification of circulation tumor cells (CTC) brings the choice of patients who 

should take heavy treatment. As a result, Survival will be improved.  At first, we 

confirmed the detection of very small number of breast cancer cells in blood by the 

isolation by size of epithelial tumor cells (ISET) method. The next, we compared the 

sensitivity of ISET method with that of quantitative real-time RT-PCR assay for the 

evaluation of CK-19 mRNA expression. The sensitivity of ISET was not comparable with those 

obtained using RT-PCR. Immunohistochemistry of ER,PgR, HER2 on the filter of ISET showed 

same behavior like the original cell lines. The DNA extracted from ISET-positive filter 



could detect the mutation of p53 using direct sequence method. HER-2 amplification could 

be measured by FISH analysis. Unfortunately none of 17 breast cancer samples from 

peripheral blood and bone marrow just before surgical operation, showed the presence of 

CTC cells on the filter of ISET method. Some devices for sensitivity improvement of ISET 

method should be required in the future. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 再発の risk の高い患者に、化学療法や内

分泌療法などの適切な補助療法を行い少し

でも遠隔再発を防ぐことが、乳癌治療成績向

上のために必要である。遠隔転移は、原発巣

より癌細胞が血液や骨髄液中に遊離するこ

とより始まり、この癌細胞の一部がある時期

を経て遠隔組織に着床、再増殖し転移巣が形

成される。したがって、これら着床し再増殖

可能な遊離した癌細胞を同定できれば、乳癌

術後の遠隔再発の可能性を正確に同定可能

となる。遊離細胞の同定には mRNA レベルで

がん細胞を同定する real-time RT-PCR 法や、

免疫組織染色で微小がん細胞のみを染色し

同定するがん細胞を indirect に同定する方

法などが試みられて、ある程度遠隔再発を予

測可能となった。たとえば、Braun ら

(N.Engl.J.Med ,2000)は、原発乳癌 552 症例

の骨髄組織から、サイトケラチンを用いた免

疫染色で 36%の症例で ITC を確認し、独立し

た強力な予後因子(DFS, OS)であることを報

告した。他にも同様な報告がされた(Geber 

J.Clin.Oncol , 2001)。これらの研究はすべ

て上皮のマーカーであるサイトケラチンあ

るいは他の因子

をマーカーとし

て遊離乳がん細胞を同定したものであるが、

その検出感度や擬陽性の問題など解決出来

ていない点も多かった。 

 

２．研究の目的 

 

 遊離癌細胞を同定する新規の方法として

ISETsystem(Isolation by Size of 

Epithelial Tumor cells)が開発された。こ

の方法は、細胞の大きさをフィルターで分け、

がん細胞のみを抽出しそれを direct に同定

する。抽出した細胞をさらに分析し、その細

胞が再増殖可能かどうかも確認可能である。

本研究の目的は、real-time PCR 法で検出さ

れた indirect な微小癌転移と新規に導入す

る ISET system での direct な検出率とを比

較し感度、特異度などを検討する。 

 

 



３．研究の方法 

 末梢血中に混入する遊離癌細胞を形態学

的特徴から直接同定する。従来行われていた

indirectoの方法に比較して、抗体やマーカ

ーに検出率は依存しない。 

 

1)定量性の確認 

2)indirect method との比較 

3)検出された細胞の性状分析 

4)臨床検体での検討 

 

４．研究成果 

 

1) 定量性の確認 

 

 まず最初に抗体に依存せず細胞の大きさ

をフィルタで分け、癌細胞のみを抽出しそれ

をダイレクトに観察できる ISET system の導

入を試みた。使用するフィルタには８um の穴

が開いており、そこに血液や骨髄などを通過

させることで血球細胞よりも大きな癌細胞

のみをより分けかつ直接その細胞を観察で

き る 。 ６ 種 の 乳 癌 細 胞 株 を 用 い て

sensitivity test を行いました。PBS 1ml を

入れたチューブを５本用意し、そこにマイク

ロピペットでとった培養細胞を各々０，１，

３，５，１０個入れ、約 50%の細胞が検出可

能であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

血液 5ml→ ISET機器  →ホルマリン細胞固

定→フィルターに転写 

 

 

2) indirect method との比較 

 ISET で行った定量性の確認と同じ比率の

細胞を注入した血液より totalRNAを抽出し、

realtime PCR での定量性と比較する。もちい

る分子マーカーは、サイトケラチン 19 と CEA

である。右図 CK19 の例を示すが、検出感度

は indirect 法の方が高いことがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3)検出された細胞の性状分析 

 

 ISET フィルタ上に検出された細胞が親株

の性状を反映しているかどうかを確認した。

ER、PgR、HER2 の免疫染色を行いました。染

色性については病理組織診断での判断基準

に従い ER、PgRでは核が染まったものを陽性、

HER2 では細胞質が染まったものを陽性と判

断した。MCF-7 細胞では ER、PgR は核が染ま

っており、HER2 では陰性であった。同様に

SK-BR-3 についても行ったが、ER,PgR が陰性

で HER2が陽性であった。検出された細胞は、

親株の染色態度と一致した。 

 

 

 

 

 次に ISET で検出された細胞の遺伝子変異

の検索が可能であるかを調べた。ISET filter

上の細胞１，３，５、１０個が乗ったフィル

タを切り分け lysis solution にて DNA を抽

出し p53 exon6 領域の PCR を行いました。使

用した乳癌細胞は T-47D であり、codon 194 

にてCTTが TTTに変化していることが判明さ

れている。結果 細胞１個からでも PCR を行

うことが可能であり、そのシークエンスも確

認できたことから ISETシステムによる DNA

のダメージは少ないことが示唆された 
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4)臨床検体での検討  
 〔産業財産権〕 

  基礎的な検討で ISET システムの有用性が

示唆されたため、乳癌患者 17 人から得られ

た血液と骨髄検体について ISET system にて

癌細胞の検出を試みた。血球に比べてサイズ

が大きいこと、N/C 比が高いこと、細胞塊と

なっていることなどを基準に各検体 10well

のうち２well の全視野について検索したが

残念ながら今回検討した乳癌症例では HE 染

色で明らかな腫瘍細胞を見つけることがで

きなかった。CTC と思われる細胞の検出率が

非常に低かった理由としては、今回検討した

症例は悪性度が低く、血中や骨髄中に癌細胞

が環流していなかったという可能性と、癌細

胞は環流していた症例は存在していたのだ

が、ISET システムではそれを同定できなかっ

た、という二つの可能性がある。Indirect よ

り感度が低かったことを考えると②の理由

である可能性が高い。 
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