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研究成果の概要：（200 字程度で）

１．血中遊離癌細胞の検出
“CellSearchTM”により、6名の消化器癌患者から血液15ml当たり100個以上の癌細胞が検出で

きた。これらの細胞の一部からRNAを抽出し、arrayによる遺伝子発現解析を行い、癌細胞関連
遺伝子、幹細胞関連遺伝子が強く発現していることが確認され、遊離癌細胞の中には癌幹細胞
が含まれている可能性があることが示された。現在、これらの細胞の培養とNOD/SCID mouseへ
の移植を行っており、浸潤能、分化能、増殖能、転移形成能について検討する予定である。
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１．研究開始当初の背景
分子生物学の進歩により、従来の診断法で

は検出し得なかった微量癌細胞の診断が可
能になった。当科では、癌特異的遺伝子変異
や、mRNAを指標としたPCR法による微量癌細
胞の検出法を確立し、担癌患者における血液
やリンパ節中の微量癌細胞の検出を行って
きた。その結果、早期癌患者でも血液やリン
パ節中に微量癌細胞が検出されることがあ
り、このような症例では病期に関係なく予後

が不良であることを報告してきた（Hayashi N
et al. Lancet 345 1995, Hayashi N et al.
Surgery 125 1999）。

微量癌細胞の臨床的意義は明確とはいえ
なかったが、大規模な臨床研究の結果から、
癌腫により遊離癌細胞検出の臨床的意義が
異なる可能性が判明した。上皮マーカーを指
標とした RT-PCR 法で検出される細胞を遊離
癌細胞とすることにコンセンサスが得られ
つつあったが、大規模臨床研究の結果からは、
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例えば胃癌において予後の異なる早期癌か
ら進行癌までほぼ同程度の頻度で血中に微
量癌細胞が検出されることが明らかとなり、
微量癌細胞を検出することのみでは予後を
予測することが困難であることが示された。
よって、血液中に存在する遊離癌細胞とされ
てきたものの中に、癌幹細胞が含まれている
可能性がある。

２．研究の目的
癌幹細胞は真の転移能を有する細胞であ

り、血中に存在する癌幹細胞を同定し、その
マーカーが明らかにされれば、予後因子とし
て非常に有用であるばかりでなく、治療への
応用も期待できる。

本研究では、消化器癌患者の末梢血液中か
ら真の転移能を有する癌細胞の同定を行い、
その特性を明らかにし、それらの細胞を簡便
に検出できるような分子マーカーを決定す
ることを目的とした。

３．研究の方法
（1）血中遊離癌細胞の検出

血液中の循環癌細胞を直接測定・解析する
システムとしてCellSearchTMが開発された。
上皮細胞に特異的な抗体(EPCAM)で血液中の
上皮細胞を分離し、蛍光物質を標識した抗サ
イトケラチン抗体と抗CD45抗体を用い、白血
球と上皮細胞を識別し、さらにDAPIにより核
を染色し、完全な形態で機能を有する癌細胞
の数を自動的に計測することができる。乳癌
において、この方法で検出された循環癌細胞
数が予後と相関することが報告され、アメリ
カでは、転移性乳癌の診断あるいは治療効果
判定に臨床応用されている。本研究では、各
種消化器癌患者より15mlの末梢血を採取し、
このシステムを用い、血液中のサイトケラチ
ン陽性癌細胞（＝癌細胞）を検出する。

（2）癌幹細胞の同定
CellSearchTMで得られたサイトケラチン陽

性細胞についてFACS解析を行い、癌幹細胞様
細胞（SP分画）が存在するかどうか確認する
。SP分画の存在が確認された症例ではその頻
度について算出する。細胞数が少なくFACSに
よる解析が行えない症例では、RNAを抽出し
、micro arrayを行い、癌幹細胞に特異的な
遺伝子が発現しているかどうか確認する。

（3）癌幹細胞の機能解析
もし、上記の手法で十分な数の癌幹細胞が

得られれば、癌幹細胞を培養し、浸潤能、分
化能、増殖能、転移形成能について、in vitro
、in vivoの系で検討する。in vivoの系は、
培養した癌幹細胞をSCID mouseに移植し、移
植した癌幹細胞が増殖能・転移能を有するの
か、どの臓器に転移巣を形成するのか、原発

巣と転移巣間で細胞の性質に違いがあるか
などについても検討する。

４．研究成果
（1）血中遊離癌細胞の検出

血液中の遊離癌細胞を直接測定・解析する
システム“CellSearchTM”を用い、消化器癌
患者より15mlの末梢血中のサイトケラチン
陽性細胞（＝癌細胞）の検出を試みた。しか
し、十分な細胞数が得られる症例は限られて
おり、しかも、CellSearchTMの解析で使用す
る試薬の費用が高額であるため、全ての症例
を最初からCellSearchTMで解析するのは非効
率的である。よって、末梢血中に十分な量の
癌細胞が存在する症例を選別する必要性が
生じた。

RT-PCR法にかわる方法として、低温反応と
迅速性を特徴とする新しい核酸増幅法が続
々と登場してきた。TRC(transcription-
reverse transcription concerted reaction)
法は、RNAを直接増幅すること、増幅産物を
特異的に検出すること、検査手技が極めて簡
便であることから、迅速診断法として有望で
ある。CellSearchTMによる血中遊離癌細胞の
検出のために採取した15mlの末梢血の一部
を使用し、その中に遊離癌細胞が存在するか
どうか迅速に判断できれば、採血を繰り返す
こ と な く 、 こ の 血 液 検 体 を そ の ま ま
CellSearchTMによる解析へ使用することがで
きる。TRC法による高感度で特異性の高い迅
速診断法を確立できたため、この方法でCEA
を指標とした末梢血中遊離癌細胞のスクリ
ーニングを行い、血液中に循環癌細胞が多く
存在すると考えられる消化器癌患者を抽出
し、“CellSearchTM”を用い、15mlの末梢血中
のサイトケラチン陽性癌細胞（＝癌細胞）を
検出した。その結果、大腸癌患者２名、胃癌
患者３名、食道癌患者１名で血液15ml当たり
100個以上の癌細胞が検出できた。

(2)癌幹細胞の同定
CellSearchTMで得られたサイトケラチン陽

性細胞についてFACS解析を行う予定であっ
たが、細胞数が少なかったため、RNAを抽出
し、arrayによる発現解析を行った。その結
果、癌細胞関連遺伝子、幹細胞関連遺伝子が
強 く 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ 、
CellSearchTMで得られたサイトケラチン陽性
細胞は癌幹細胞の可能性があると考えられ
た。

(3)癌幹細胞の機能解析
(2)で得られたサイトケラチン陽性細胞（

癌幹細胞？）を培養しているが、細胞増殖の
スピードが遅く、浸潤能、分化能、増殖能、
転移形成能についてin vitroの系での検討は
まだ行えていない。



in vivo の系は、単離したサイトケラチン
陽性細胞を直接 NOD/SCID mouse に移植(皮下
と腎皮膜下)し、移植した癌幹細胞が増殖
能・転移能を有するのか、どの臓器に転移巣
を形成するのか、観察を行っているところで
あるが、やはり、細胞の増殖のスピードが遅
く、増殖を待っているところである。
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