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研究成果の概要（和文）：CTCの測定デバイスとして用いるマイクロ流路セルソーターの前臨床評価を実施し、
平均回収率は61%であった。特殊保存管を用いた場合の経時的回収率についても60％以上の回収率であることを
確認できた。現在、臨床評価のためのAXL染色を確立中である。回収した細胞を用いての次世代シーケンスでの
遺伝子変異検出について検討を行った。微小組織検体を用いたオルガノイド培養に取り組み、オルガノイド培養
が可能であることを確認した。樹立したオルガノイドについては、次世代シーケンスを実施し、臨床検査におけ
るデータとの一致を認めた。現在はCTCを用いてのオルガノイド培養の実施を継続している。

研究成果の概要（英文）：Preclinical evaluation of micro-fluicid cell sorter for detecting CTCs was 
conducted and sensitivity of 61% in detecting rare tumor cells was confirmed. Detection rate 
overtime using the preserve tube was also evaluated and 60% or more sensitivity was confirmed. 
Additional immuno-staning for AXL is being tested for the clinical evaluation. Next-generation 
sequencing using rae tumor cells were evaluated and DNA extracted from 10 or more cells were 
sufficient for the sequencing. Organod culture using small tissue specimens were tested and it was 
confirmed to be technically feasible and detection of somatic mutations using those organoids was 
also feasible. Organoid culture using CTCs are now ongoing.

研究分野： 肺癌

キーワード： 分子標的治療　個別化医療　肺癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CTCの臨床的意義については数多くの報告があるが、AXL発現陽性CTCのゲノム及び分子生物学的特徴の解明は十
分になされていない。これらを明らかにすることで、肺がんにおけるリキッドバイオプシーとしての新たな診断
法確立や新規の治療戦略、そして創薬につながる可能性がある。本研究開発においてはAXL陽性CTCの機能、臨床
意義のより詳細な研究のため、CTC由来オルガノイド細胞株の樹立に取り組んだ。従来は明らかでなかったAXL陽
性CTCの特徴を分子生物学的レベルで解明することにつながるとともに、創薬ツールとして利用することで、CTC
を利用した診断法、治療戦略及び薬剤開発への橋渡しとなる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
わが国では悪性新生物が死因別死亡数の中で最も多く、その中でも難治がんである肺がんに

おいては、治療成績改善が喫緊の課題となっている。EGFR 阻害剤等の分子標的薬剤や免疫チ
ェックポイント阻害剤の登場により治療成績は向上しているが、長期生存や治癒へ向けてさら
なる病態の解明及びより高度な個別化医療の推進が必要である。我々はこれまでの基礎及び臨
床研究の結果から、AXL と呼ばれる分子が薬物治療への耐性に関与すること、薬剤が無効とな
った肺がん症例においては AXL 陽性の血中循環腫瘍細胞が増加することを報告してきた。肺が
んの治療成績の向上において、AXL を標的とする治療開発及び AXL をマーカーとする診断法
開発の意義は大きいと考える。本研究申請においては AXL 発現の診断においてリキッドバイオ
プシーによる非侵襲的な診断法の確立及び AXL を標的とする新規治療戦略を探索し、肺がん患
者の長期生存を実現するためのがん個別化医療推進への基盤確立を目指す。 
血中中循環腫瘍細胞（circulating tumor cells: CTC）はがん患者の末梢血中を循環する腫瘍細

胞であり、原発巣や転移巣から血管内へ浸潤した腫瘍細胞であ
る。CTC の臨床的意義については数多くの報告があり、進行乳
がん、大腸がんおよび前立腺がんの予後診断において有用であ
ることが報告されている(Cristofanilli M et al. N Engl J Med. 
2004) 。肺がんにおいても CTC が転移臓器の数や臨床的な予
後と相関することが我々を含めいくつかのグループから報告
されている (Naito T et al, J Thorac Oncol. 2012)。申請者は
これまでに日本医療研究開発機構（AMED）の「次世代がん医
療研究創生事業」において肺がんにおける CTC の検出に取り
組み、その成果として AXL 高発現 CTC が治療抵抗性を獲得し
た肺がん患者において有意に多く検出されることを報告した
（図１. Ikeda M et al. Cancer Med. 2020）。受容体チロシンキ
ナーゼである AXL は細胞増殖や上皮間葉転換 (EMT)、及び治
療薬耐性への関与が報告されている（Gjerdrum C et al. Proc 
Natl Acad Sci U S A 2010）。 

しかしながら、AXL 発現陽性 CTC のゲノム及び分子生物学的特徴の解明は十分になされて
いない。これらを明らかにすることで、肺がんにおけるリキッドバイオプシーとしての新たな診
断法確立や新規の治療戦略、そして創薬につながる可能性がある。本研究開発においては AXL
陽性 CTC の機能、臨床意義のより詳細な研究のため、CTC 由来オルガノイド細胞株の樹立に取
り組む。本研究を遂行することで、従来は明らかでなかった AXL 陽性 CTC の特徴を分子生物
学的レベルで解明することにつながるとともに、創薬ツールとして利用することで、CTC を利
用した診断法、治療戦略及び薬剤開発への橋渡しとなる基盤の確立を目指す。 
 
２．研究の目的 
(1) AXL 陽性 CTC の臨床的意義及び分子生物学的特徴の解明 
本研究提案においては、分子標的治療薬である EGFR 阻害剤もしくは ALK 阻害剤での治療を
受ける症例及び免疫チェックポイント阻害剤治療を受ける肺がん症例に対する前向きの臨床研
究を実施する。経時的に AXL 発現陽性 CTC の評価を行うことで、臨床的な意義を解明すると
ともに、AXL 陽性 CTC を回収し、シングルセルレベルでの遺伝子変異及び発現解析を実施す
る。これまでに AXL 陽性 CTC について同様の研究の試みはなく、独自性の高い取り組みとな
る。また、リキッドバイオプシーとしての診断応用につながる可能性があり、意義が高いと考え
る。 
 
(2) AXL 発現陽性 CTC のオルガノイド培養による新規治療戦略探索及び創薬へ向けた検討 
本研究開発においては、AXL 陽性 CTC を用いてのオルガノイド培養を試みる。肺がんにおける
CTC を用いての細胞培養は非常に困難とされており、特に生体に近い特徴を保持するオルガノ
イド培養において成功例の報告はない。我々はすでに内視鏡的採取による微小組織検体を用い
てのオルガノイド培養には成功しており、本研究での CTC でのオルガノイド培養に対する技術
的な準備はできている。本研究により CTC 領域でのブレイクスルーを実現する。 
本研究での成果として創薬シーズの発掘につながる可能性があり、科学技術的な観点でもイノ
ベーション創出につながる可能がある。しかし何よりも本研究開発において我々が達成を目指
すのは、がん医療のさらなる改善及び適切な医療を適切な患者に届ける個別化医療の向上の実
現である。我が国においてがんの中でも死亡原因の第 1 位である肺がんにおいて、さらなる個
別化医療の推進に貢献することで、社会的要請にも応えることにつながると考える。 
 
３．研究の方法 
(1) AXL 発現 CTC の前向き臨床試験試験 

（図１）AXL陽性CTCの割合



これまでの取り組みにて、進行肺がん 20 症例における AXL 発現陽性 CTC の測定及び臨床的意義
の探索を実施してきた。本研究提案採択後には、分子標的治療薬である EGFR 阻害剤もしくは ALK
阻害剤での治療を受ける症例及び免疫チェックポ
イント阻害剤治療を受ける肺がん症例に対する前
向きの臨床研究を実施する。予定登録症例数は全
体で 100 例を予定しており、治療開始前、開始２
週間後、増悪時の３ポイントでの測定を実施する。
治療への奏功、無増悪生存期間、全生存期間との
相関について解析を行い、AXL 発現陽性 CTC の臨
床的意義の解明に取り組む。CTC の測定は研究代
表者及び分担社が開発に携わったマイクロ流路セ
ルソーターを使用する（図２）。 
 
(2) AXL 陽性血中腫瘍細胞のシングルセルレベルでの分子生物学的特徴の解明 
上記の臨床試験実施時に AXL 発現陽性 CTC を回収し、次世代シーケンスを用いてのゲノム異

常の解析を実施する。また、CTC における heterogeneity/不均一性の解明に取り組むため、シン
グルセルレベルでの遺伝子発現解析を平行して行う。シングルセル解析用のライブラリ製作に
は 10X genomics 社の single cell controller を用い、RNA シークエンスにはイルミナ社の次世
代シーケンサー（NextSeq 500）を用いる。AXL 発現陽性 CTC における heterogeneity の解明を
行うことで、従来の検討では不可能であった CTC の多様性について新たな知見を見出すことが
可能となる。加えて、原発巣の腫瘍組織と発現プロファイルの比較を行うことで、従来は明らか
にすることが不可能であった新規の治療標的を同定することを目指す。 
 

(3) AXL 陽性 CTC のオルガノイド培養研究 
本研究開発において、我々はオルガノイド培養法、高度免疫不全マウスへの移植及びゲノム編集
の手法を用いることで AXL 陽性 CTC の培養を行い、AXL 陽性 CTC 由来細胞株の樹立を行う（図
３）。その上で AXL 陽性 CTC の多様かつ特異的な分子生物学的特徴を解明し、さらなるがん個別
化医療の実現に向けた CTC を利用した創薬基盤の確立に取り組む。本研究においては 20 症例か
らのオルガノイド培養の樹立を目指す。培養においては、ヒト幹細胞培養用の培養液を用いると
ともに、細胞外マトリックスの添加を行う。CTC に応じた細胞外マトリックス及び線維芽細胞等
の間質細胞の選定を最適化することにより、より効率的な三
次元細胞培養モデルの確立に取り組む。樹立されたオルガノ
イドが元の腫瘍の性質を維持しているかどうかの確認のた
めに、NOG マウス等の高度免疫不全マウスへの皮下移植によ
り腫瘍形成能を確認する。患者組織と形成された腫瘍の病理
組織学的及び各種免疫染色マーカー発現の比較を行い、その
類似性及び差異を組織学的に評価する。加えて、次世代シー
ケンスにてゲノムレベルでの原発巣との違いを同定するこ
とで、CTC に特異的な分子生物額的特徴を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) AXL 発現 CTC の前向き臨床試験試験 
 CTC の測定デバイスとして用いるマイクロ流路セルソーターの評価を実施した。肺癌細胞株で
ある PC-9 細胞を用いてスパイクイン実験を行った。特殊保存管を用いて健常人から採取した末
梢血中に PC-9 細胞を 0、10、100、500 個添加して、実際に回収できた細胞数を評価した。結果
をグラフ化したものが図 4 であり、回収率の平均は 61%であった。また、特殊保存管を用いた場
合の経時的回収率の評価についても検討を実施した（図 5）。保存管中に検体を 24、48、72 時間
保存し、回収率の検討を行った。72 時間ではやや低下を認めるも概ね 60％以上の回収率を達成
ることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

（図 4）スパイクイン実験での線形性     （図 5）経時的回収率の評価 

 

上記に加えて、標的とするタンパク質の発現の検出について検討を行った。PD-L1 と vimentin

の発現の検出を、PC-9 と A549 の 2 種類の肺癌細胞株及び MDA-MB231 乳癌細胞株を用いて実施し

（図2）微量セルソータによるCTCの回収

（図3）CTC由来培養細胞樹立



た。検討の結果、本システムにおいて追加での免疫染色が可能であり、標的タンパク質の評価が

可能であることを確認した（図 6）。現在、AXL の染色を確立中である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 6）PD-L1 発現の評価          （図 7）Vimentin 発現の評価 

 

(2) AXL 陽性血中腫瘍細胞のシングルセルレベルでの分子生物学的特徴の解明 

次に、回収した細胞を用いて、次世代シーケンスでの遺伝子変異検出が可能かどうかの評価を

行った。肺癌及び乳癌の 3 種類の細胞株を用いて、マイクロ流路セルソーターを用いてスパイク

インモデルより回収した細胞株より抽出した DNA を用いてシーケンスを実施した（表 1）。いず

れの細胞株においても特徴的な遺伝子変異を検出することができたことより、本法での回収に

伴う細胞への侵襲が低いことが確認された。加えて、10 個の細胞から抽出した DNA を用いても

遺伝子変異検出が可能であったことより、臨床検体から回収した非常に限られた数の CTC を用

いての次世代シーケンスについて技術的に問題無いことが確認できた。 

 

（表 1）次世代シーケンスの結果 

 

(3) AXL 陽性 CTC のオルガノイド培養研究 

CTC を用いてのオルガノイド培養の前段階として、組織検体を用いたオルガノイド培養にまずは

取り組んだ。肺癌症例において内視鏡的に採取した微小組織を用いてのオルガノイド培養が可

能であることを確認することができた（図 8）。オルガノイドを樹立できたものについてマウス

に移殖しその腫瘍形成能を評価した（図 9）。移殖後の腫瘍形成の成功率は 18.3％であった。こ

の結果は一般的な成功率よ

り高く、本研究に用いた腫瘍

組織検体の多くが、診断時の

微小検体であることを考慮

すると良好な数字であると

考える。樹立したオルガノイ

ドについては、次世代シーケ

ンスを実施し、患者の臨床検

査におけるデータとの一致

を認めた。今後の肺癌研究に

おけるツールとして有用で

あることが本研究の結果か

ら得られた。 

 

（図 8）生検組織を用いてのオルガノイド培養 
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（図 9）マウスでの腫瘍形成能の確認     （図 10）CTC を用いてのオルガノイド培養 

 

組織検体でのオルガノイド培養の検討を実施した後に、CTC を用いてのオルガノイド培養の取り

組みを開始した。現在、原発性肺癌と診断された症例より採取した末梢血から CTC を用いてオル

ガノイド培養を実施・継続中である（図 10）。 
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