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研究成果の概要（和文）： 

大腸癌に対する bevacizumab の効果予測因子として、末梢循環癌細胞(CTC)、末梢循環血管
内皮細胞(CEC)および末梢循環血管内皮前駆細胞(CEP)に注目し研究を行った。bevacizumab
の効果予測に、治療開始前の CEC、特に CXCR4 陽性 CEC および bevacizumab 投与４日目の
CEP が有用であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

This study investigated the prognosis of metastatic colorectal cancer treated with 

bevacizumab in combination with chemotherapy, focusing on circulating tumor cells, 

endothelial cells, and endothelial progenitors. We concluded the CEC status at the 

baseline and CEP on the day4 was correlated with the prognosis of patients treated with 

bevacizumab, suggesting that CEC, especially CXCR4-positive CEC, and CEP status may be 

useful in estimating prognosis.  

 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００９年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

２０１０年度 500,000 150,000 650,000 

２０１１年度 500,000 150,000 650,000 

年度    

  年度    

総 計 4,000,000 1,200,000 5,200,000 

 
 

研究分野：医師薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 

キーワード：大腸癌、化学療法薬、バイオマーカー、血管新生抑制剤、bevacizumab、末梢

循環癌細胞(CTC)、末梢循環血管内皮細胞(CEC)、末梢循環血管内皮前駆細胞(CEP) 
 
１．研究開始当初の背景 

大腸癌に対する化学療法薬のバイオマーカ

ーとして最も汎用されているのは、腫瘍マ

ーカーでの一つである CEA であるが、オキ

サリプラチン併用化学療法においては、治

療効果良好な症例においても、投与後一過

性に CEA が上昇することがあり、CEA 値に
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よる効果判定は推奨できない事が ASCO 勧

告で報告されている。新規化学療法薬の開

発により、腫瘍マーカー以外の有用なバイ

オマーカーの確立が必要である。大腸癌化

学療法における化学療法の飛躍的な効果を

認めるに至る薬剤として、分子標的治療薬

のうち、抗 EGFR 抗体薬の効果予測因子とし

て KRAS 遺伝子変異検査が有用であること

が確認された。しかし血管新生抑制剤であ

る bevacizumab の効果予測因子は確立され

ていない。 

 
２．研究の目的 

Bevacizumab はこれまでの薬剤と異なり、

標的とする細胞が血管内皮細胞であること、

さらに大腸癌においては、bevacizumab は

抗がん剤との併用投与のため、bevacizumab

の効果予測因子の探索は非常に困難である。

本研究では、末梢循環癌細胞(CTC)、末梢循

環血管内皮細胞(CEC)および末梢循環血管

内皮前駆細胞(CEP)における Bevacizumab

の効果予測における有用性を検討した。 

 
３．研究の方法 

1. CTC 測定法 

1.1. 末梢静脈血 10ml を採血し、保存剤入

り専用採血管に注入する。検体は室温

で保存し採血後 72 時間以内に解析を

開始する。 

1.2. 上皮細胞接着分子 Epithelial Cell 

Adhesion Molecule(EpCAM)に対する抗

体に鉄を結合させたものを細胞と反応

させ磁気で収集し、上皮細胞を濃縮さ

せる（CellSearch System）。 

1.3. 核 の 認 識 は 蛍 光 核 酸 染 色

4,2-diamidino-2phenylindole 

dihydrochroride (DAPI)にて発色させ

て行う。 

1.4. 上皮細胞の標識は phycoerthrin (PE) 

蛍光標識した抗 cytokeratin 8,18,19

モノクローナル抗体を反応させて行う。 

1.5. 白血球の認識は allophycocyan (APC) 

蛍光標識した抗 CD45 モノクローナル

抗体を反応させて行う。 

1.6. 癌細胞の候補である cytokeratin 陽

性、CD45 陰性細胞、DAPI 陽性細胞を

CellSpotter Analyzer によって蛍光合

成イメージで収集する。 

1.7. 破損した癌細胞および断片のイメー

ジを除外し、形態が保全された細胞を

癌細胞として同定しカウントする。 

 

2. CEC の測定法 

2.1. 末梢静脈血 10ml を採血し、保存剤入

り専用採血管に注入する。検体は室温

で保存し、採血後 72時間以内に解析を

開始する。 

2.2. CD146 に対する抗体に鉄を結合させた

ものを細胞と反応させ磁気で収集し、

上皮細胞を濃縮させる（CellSearch 

System）。 

2.3. 核 の 認 識 は 蛍 光 核 酸 染 色

4,2-diamidino-2phenylindole 

dihydrochroride (DAPI)にて発色させ

て行う。 

2.4. 内皮細胞の標識は phycoerthrin (PE) 

蛍光標識した抗 CD105 抗体を反応させ

て行う。 

2.5. 白血球の認識は allophycocyan (APC) 

蛍光標識した抗 CD45 モノクローナル

抗体を反応させて行う。 

2.6. CECであるCD105陽性、CD45陰性細胞、

DAPI陽性細胞をCellSpotter Analyzer

によって蛍光合成イメージで収集する。 

2.7. 破損した細胞および断片のイメージ

を除外し、形態が保全された細胞を同

定しカウントする。 



 

 

 

3. 治療開始時の CTC および CEC の測定 

3.1. 治療開始予定患者に採血 20ml を行う。 

 

4. 治療 2 週間後、1 ヵ月後、2 ヵ月後、4

ヵ月後の CTC および CEC の測定 

4.1. 治療 2週間後、1ヵ月後、2ヵ月後、4

ヵ月後に採血 20ml を行う。 

 

5. フローサイトメーター法による解析 

5.1. CEC は、CD146 抗体陽性、CD31 抗体陽

性、CD133 陰性、CD45 抗体陰性の細胞

として分類し、CEP は、CD146 抗体陽性、

CD31 抗体陽性、 CD133 陽性、CD45 抗

体陰性の細胞として分類し測定する。 

5.2. 採取された血液細胞の表面マーカー

（CD146，CD31，CD133，CD34, CD105, 

CD45, VEGFR1, VEGFR2, CXCR4, Tie-2

等）の発現をフローサイトメーター法

で解析する。 

 
４．研究成果 

末梢循環大腸癌細胞(Circulating tumor 

cell : CTC)が、bevacizumab 併用化学療法

の効果予測因子として有効であることを本

邦で初めて報告した。さらに FOLFOX の効果

療法群における CEA の一過性偽上昇の症例

に対しても、CTC は治療開始２週間目（２

コース開始前）に３以下になることを明ら

かにした。しかし FOLFOX においても、

FOLFOX+bevacizumab においても、CTC 値が

３個以上の症例は治療効果を認めない事は

明らかであるが、bevacizumab 自体の治療

効果の予測は不可能であった。そこで末梢

血 中 血 管 内 皮 細 胞 (Circulating 

endothelial cell: CEC)および血管内皮前

駆 細 胞 (Circulating endothelial 

progenitor: CEP)に注目した。Bevacizumab

併用療法において、治療開始前の CEC 値が

低値症例は、高値症例に比べ PFS および OS

が有意に延長する事を明らかにした。また、

高値症例はFOLFOX症例群のPFSとほぼ同じ

であり、Bevacizumab を併用する benefit

を認めない事が示唆された。 さらに

bevacizumab 治療開始前の CXCR4 陽性 CEC

値が、さらに bevacizumab 治療開始前の

CXCR4 陽性 CEC 値が、bevacizumab の治療効

果予測因子であることを報告した。PD 症例

は non-PD 症例に比べ有意に治療開始前の

CXCR4 陽性 CEC が高値であること、治療開

始前の CXCR4 陽性 CEC 値 が低値症例は、高

値症例に比べPFSおよびOSが有意に延長す

る事を報告した。Bevacizumab 投与 4 日目

の CEP 値が低値症例は、CEP 値が高値症例

に比べて、PFS および OSが有意に延長する

ことを報告した。 
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