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研究成果の概要（和文）： 

大腸癌症例における血液中循環癌細胞と腹腔遊離癌細胞の臨床的意義を明らかにするため、
CEA・CK19・CK20mRNAに癌幹細胞様マーカーCD133mRNAを加えた multiple genetic markerを用
い、再発および予後予測因子としての有用性を検討した。その結果、末梢血および腫瘍還流血
中 CEA,CK,CD133 mRNA値は、Dukes’ stage Bおよび Cにおける再発・予後予測因子として有用
であることが判明した(JCO 2011, Ocol Rep 2012)。さらに腹腔洗浄液中 CEA,CK,CD133 mRNA
値も、腹膜再発予測および予後因子として有用であることが明らかとなった(Oncology 2010)。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we aimed to clarify a clinical significance of circulating tumor cell (CTC) in peripheral 

blood (PB) and tumor drainage vein blood (TDVB), and isolated tumor cells (ITC) in peritoneal 

washings of colorectal cancer (CRC) patients. We selected the multiple genetic marker include the 

cancer associate marker (CEA), epithelial markers (cytokeratin: CK19, CK20), and cancer stem cell-like 

cell marker (CD133). In this study, overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) of Dukes’ 

stage B and C patients who were positive for CEA, CK and/or CD133 in PB or TDVB were significantly 

worse than those of patients who were negative for these markers. It was demonstrated that multimarker 

was a significant prognostic factor for OS and DFS in patients with Dukes stage B and C cancer (JCO 
2011, Oncol Rep 2012). Furthermore, we examined the prognostic value of ITC in peritoneal washings 

from CRC patients after curative resection using multiple molecular markers CEA/CK/CD133. In this 

study, OS and peritoneal recurrence-free survival rates in CEA, CK and/or CD133 mRNA-positive 

patients were significantly lower than those of marker gene-negative patients. It was demonstrated that 

CEA, CK and CD133 mRNAs in peritoneal washings were independent prognostic factors for OS and 

DFS (Oncology 2010).  
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１．研究開始当初の背景 

大腸癌において、補助化学療法が必要な転
移・再発高危険群を選択することは、個別化
治療を推進するうえで重要である。さらに、
このような高危険群の選択は、患者の副作用
軽減のみならず、医療費削減にも繋がること
から、そのための有用なマーカーが必要であ
る。近年、担癌患者における微量遊離癌細胞
が、このようなマーカーの候補として挙げら
れている。特に大腸癌は肝転移をはじめとす
る血行性転移の頻度が高いことから、血中循
環癌細胞(Circulating tumor cell:CTC)と再
発および予後との関連性が注目されている。
しかしこれまで、治癒切除例を対象に、癌の
ステージ別に検討した報告はほとんどない。 
また、分子標的薬の臨床応用は近年目覚し

いものがあるが、その一方で有効症例を選択
するバイオマーカーの開発が待たれている。
しかし、ベバシズマブに対する有用なマーカ
ーはいまだ明らかでない。 
さらに、大腸癌の腹膜再発率は肝転移に続

いて高く、患者の予後を大きく左右すること
から、その早期予測診断は重要である。これ
まで大腸癌症例では腹腔中遊離癌細胞
(Isolated tumor cell :ITC)の臨床的エビデ
ンスは明らかでなく、癌のステージ分類に加
えられていない。また細胞診陰性例にも腹膜
再発が認められることから、より高感度な測
定法が必要とされている。 
このように、大腸癌における血中および腹

腔洗浄液中の微量癌細胞の、予後予測因子と
しての有用性が注目されているが、その臨床
的意義について未だ十分解明されていない。
近年、癌幹細胞が CD133陽性細胞に存在する
ことが報告され、転移において重要であるこ
とが明らかになってきた(O’Brien CA et al. 
Nature 4:106,2007)。しかし、これら癌幹細
胞マーカーを加えた、癌の再発および予後因
子としての有用性を検討した報告は、国内外
を通じてこれまでにみられなかった。 
 

２．研究の目的 

大腸癌治癒切除例を対象に、末梢血と腫瘍
還流血中 CTC、および腹腔洗浄液中 ITC を、
CEA, CK19, CK20, CD133 (CEA/CK/CD133) mRNA
といった multiple 遺伝子マーカーを用いて
測定し、再発予測因子および予後予測因子と
しての有用性を検討することを目的とした。
さらに、進行大腸癌を対象に、分子標的薬（ベ
バシズマブ）と化学療法剤(modified FOLFOX
６：m FOLFOX６)の併用療法における、治療
効果予測マーカーとしての,血中 CTC の有用
性を検討した。 
 

３．研究の方法 

（1）大腸癌末梢血 CTCの検討 

 大腸癌治癒切除症例 735 例 (Dukes’ A 
169例, Dukes’ B 319例, Dukes’ C 247例)
を対象とし retrospective な training 
set（420例）と prospectiveな validation 
set (315例)に分けた。サンプルとして術
前末梢血 10ml を採血し、PAXgene Blood 
RNA tube で保存した。また、大腸癌 197
例（Dukes’ B 111例, Dukes’ C 86例)から、
腫瘍還流血約 10ml を採血し、PAXgene 
Blood RNA tubeで保存した。Total 

RNAは PAXgene Blood RNA Kit を用いて抽 
出した。標的遺伝子は、CEA, CK19, CK20, 
CD133を用い、real time RT-PCR法で測 
した。内部標準遺伝子は GAPDHを用いた 
cut off値は、それぞれ training set 
ROC曲線により設定した。 

（２）分子標的薬の治療効果予測 
 ベバシズマブと mFOLFOX6 を併用した進行
大腸癌 46 例を対象とした。薬剤投方法およ
び 投 与 量 と し て 、 ベ バ シ ズ マ ブ は 
5mg/kg(day1)を２週間隔で継続投与した。
mFOLFOX6 は、オキザリプラチン 85 mg/m2 
day1 および 5-FU/LV（LV 200mg/m2 day1, 
5-FU 400mg/m2  day1, 5-FU 2400mg/m2 
day1,2）を１サイクルとした。平均投与サイ
クル数は 10 サイクルであった。ベバシズマ
ブ投与前に末梢血を採血し、血中 CTC を(1)
に記載した方法で測定した。 
（３）大腸癌腹腔洗浄液 ITCの検討 
 大腸癌治癒切除症例 170例 (Dukes’ A 36例, 
Dukes’ B 60例, Dukes’ C 74例)を対象とし
た。腹腔を PBS 100 ml で洗浄し、1/2 を遺
伝子測定に、1/2を病理細胞診に用いた。ITC
の測定は、CEA, CK20, CD133 を標的遺伝子
とし、real time RT-PCR 法を用いて測定し
た。内部標準遺伝子は GAPDHを用いた。cut 
off値は、それぞれROC曲線により設定した。 
（４）統計解析 
上記の研究において、各マーカーと予後との
関連性は Kaplan Meier 生存曲線および Cox
比例ハザードモデルによる多変量解析で検
討した。有意差検定は、JMP 解析ソフトを用
い、p<0.05を有意差有りと判定した。 
 
４．研究成果 
（1）大腸癌末梢血 CTCの検討 
 全症例 735 例の平均年齢は 67 歳、性別は
男性 399人、女性 336人であった。training 
set (420 例)と validation set（315 例）で
臨床病理因子（腫瘍径、深達度、リンパ管侵
襲、静脈侵襲、リンパ節転移、組織型、stage）
を比較したところ、いずれの因子も両者で有
意な差を認めなかった。training setを対象
に検討したところ、末梢血中 CEA/CK/CD133
陽性群は、陰性群に比較して、全生存率（OS）
および無再発生存率(DFS)が有意に低下した。



次に stage別に検討したところ、Dukes’ Bお
よ び Dukes’ C 症 例 に お い て 、 血 中
CEA/CK/CD133 陽性群は、陰性群に比較して、
生存率が有意に低下した。さらに多変量解析
の結果から、末梢血中 CEA/CK/CD133 値は、
独立した再発予測因子および予後因子であ
ることが明らかとなった。一方、Dukes’ Aで
は、いずれも有意な差を認めなかった。 
 次に validation set で同様な検討を行った。
その結果、Dukes’ Bおよび Dukes’ C症例の末
梢血中 CEA/CK/CD133 陽性群は、陰性群に比
較して、生存率が有意に低下し、多変量解析
の結果からも独立した再発予測因子および
予後因子であることが明らかとなった。さら
に、大腸癌 197 例の腫瘍還流血中の
CEA/CK/CD133mRNA発現と再発・予後との関連
性を検討した。その結果、Dukes’ B および
Dukes’ C症例の腫瘍還流血中陽性群は、陰性
群に比較して、OSおよび DFSが有意に低下し
た。以上の結果から、大腸癌 Dukes’ Bおよび
Dukes’ C症例において、末梢血および腫瘍還
流血中 CEA/CK/CD133 は、独立した再発予測
因子および予後予測因子であることが明ら
かとなった。  

（２）分子標的薬の治療効果予測 

 対象症例の平均年齢は 63歳（49-77歳）、
性別は男性 33 人、女性 13人であった。全
例にベバシズマブと mFOLFOX６を併用投与
した。RECIST による治療効果は CR１例、
PR10 例、SD17 例、PD18 例であった。治療
前の血中 CTC と治療効果との関連性を検討
した。その結果、治療効果の見られた CR
お よ び PR 群 （ CR/PR ） と SD 群 の
CEA/CK/CD133値は、PD群より有意に低値を
示した。次に血中 CEA/CK/CD133高値群と低
値群で、無憎悪生存率（PFS）と全生存率（OS）
を 比 較 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 血 中
CEA/CK/CD133高値群は、低値群に比較して、
PFS および OS は有意に予後不良であった。
これまで、ベバシズマブ投与症例の治療効
果および予後予測マーカーとしてさまざま
なバイオマーカーが検討されてきたが、い
まだ十分な臨床的なエビデンスを有するに
はいたっていない。今回のように血中 CTC
と治療効果および予後との関連性を明らか
にした報告はこれまでにほとんどない。 
（３）大腸癌腹腔洗浄液 ITCの検討 

 対象症例の性別は男性 103 人、女性 67 人
であった。全員治癒切除例である。遺伝子マ
ーカーによる PCR陽性率は、CEA 24.7%, CK20 
18.8%, CD133 8.2%、すべて陽性 3.5%、いず
れか陽性 32.4%であった。各遺伝子の組み合
わせにより腹膜再発に対する検出感度と特
異度を検討したところ、いずれかのマーカー
が陽性を示した場合の感度が 85.7%と最も高
く、特異度も 73.6%と満足いく値を示した。
そのため、CEA.CK20, CD133 のいずれか陽性

を示した症例（CEA/CK/CD133）を PCR陽性例
と判定した。臨床病理学的因子との検討にお
いて、腹腔洗浄液中 CEA/CK/CD133陽性率は、
リンパ節転移および stageと有意な関連性を
認めた。Kaplan-Meierによる生存期間の解析
から、CEA/CK/CD133 陽性例の全生存率(OS)
および無腹膜再発生存率(DFS)は、陰性例に
比べて有意に低下した。多変量解析から、腹
腔洗浄液中 CEA/CK/CD133 は独立した腹膜再
発因子および予後因子であることが判明し
た。このように、従来から報告されている癌
関連遺伝子マーカー(CEA)や上皮系細胞のマ
ーカー(CK20)に、新たに大腸癌幹様細胞のマ
ーカー(CD133)を加えることにより、腹腔遊
離癌細胞検出の特異性を保ちつつ、検出感度
を上げる事が可能であった。大腸癌における
癌幹様細胞を含めた multiple なマーカーを
用いた腹腔遊離癌細胞の遺伝子診断は、腹膜
再発早期予測診断法として有用であること
が明らかとなった。また、このような腹腔洗
浄液の CEA/CK/CD133 陽性症例においては、
抗癌剤の腹腔内局所投与あるいは全身投与
による早期の補助化学療法の必要性が示唆
された。 

（４）結語 

 大腸癌の末梢血と腫瘍還流血中 CTCおよび
腹腔洗浄液中 ITCを、CEA/CK/CD133 multiple
遺伝子マーカーで検出したところ、いずれも
再発および予後予測マーカーとして有用で
あることが明らかとなった。また、ベバシズ
マブを投与した進行大腸癌患者において、
CEA/CK/CD133 は治療効果および予後予測因
子として有用である可能性が示唆された。 
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