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研究成果の概要（和文）： 

進行期メラノーマ患者からのマイクロビーズと特異抗体を用いてメラノーマ細胞を分離する
方法を確立し、さらに分離したメラノーマ細胞においてＢＲＡＦ、ＫＩＴの２つのマーカーを
解析した。末梢血循環腫瘍細胞における遺伝子解析は、現在メラノーマ治療として最も注目さ
れている変異ＢＲＡＦ阻害剤を用いた分子標的治療の際のバイオマーカーとして有用であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We established the methods of isolating circulating tumor cells from melanoma patients 
by using the magnetic beads and melanoma specific antibodies. CTC genotyping may be useful 
as a biomarker of molecular-targeted therapy by using BRAF inhibitor for melanoma 
patients.   
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１． 研究開始当初の背景 

 

（1）末梢血循環腫瘍細胞の分離と解析：こ

れまで一部の抗癌剤以外にはほとんど効果

がなかったメラノーマにおいても、有望な分

子標的薬が数々開発されている。分子標的治

療においては特定の遺伝子変異や蛋白発現

を解析することによって、個々の症例におけ

る治療薬の有効性をある程度予測すること

ができる。標的遺伝子は日本人のメラノーマ

に変異が多い KIT と BRAF とし、それらのホ

ットスポットにおける変異を解析して、イマ



チニブ、スニチニブ、変異 BRAF 阻害剤など

の適応を末梢からの採血だけで選択できる

システムの構築を目指す（図 1、図 2）。

中でも、KIT 阻害剤であるイマチニブやスニ

チニブは有望な分子標的薬であり、メラノー

マに対して効果を示した症例が報告されて

いる。イマチニブまたはスニチニブ治療にお

いては、KIT 遺伝子の exon11 や一部の exon13

に変異が認められる場合にはイマチニブが

有効であり、その他の変異に対してはスニチ

ニブが有効であると考えられている。また、

メラノーマに高頻度に見い出される BRAF 変

異を標的にした PLX4032、RAF265、XL281 な

どの変異 BRAF 阻害剤も臨床治験中である。

以上に述べたような分子標的治療の基盤と

なるバイオマーカーを解析するためには、腫

瘍の切除標本、特に転移腫瘍の切除標本の遺

伝子変異の解析が必要であるが、転移腫瘍は

切除が困難であることが多い。原発腫瘍の遺

伝子解析は多くの場合可能であるが、メラノ

ーマではその進展に伴い腫瘍細胞クローン

が変化することが稀でなく、原発腫瘍の遺伝

子型が転移腫瘍のそれと異なることがしば

しばある。これらはすべての癌に共通した問

題であり、最近肺癌で血液を循環する腫瘍細

胞を分離して、その EGFR 変異を検出するこ

とにより分子標的薬のゲフィチニブの適応

を選択できることが報告された。研究代表者

らもメラノーマの末梢血循環腫瘍細胞から

の BRAF 遺伝子変異の検出が可能であること

を報告をした。これらの報告された方法では

精度や特異度などを改良する必要があるが、

採血により容易に検体が得られ、かつ個々の

患者の分子標的治療の適応をリアルタイム

で評価できる末梢血循環腫瘍細胞は、バイオ

マーカーとして今後も極めて有望であると

考えられる。 

 

（2）末梢血循環 microRNA の抽出と解析：一

方、新しいカテゴリーの RNA として注目され

ている microRNA は、癌においても多くの研

究がなされ、発癌への機能的な関与のみなら

ず予後因子、癌幹細胞との関係も注目されて

いる。さらに薬剤耐性因子としても注目され

ており、シスプラチン、ドキソルビシン、タ

モキシフェンへの薬剤耐性に関与する

microRNA として mir214、mir21、mir221/222

などが報告されている。microRNA 研究におけ

る最近のトピックとして、microRNA は末梢血

細胞の exosome に含まれており、RNAse が大

量に存在する末梢血においても安定である

と報告された。さらには、末梢血循環

microRNA を検出し、神経膠芽腫の腫瘍マーカ

ーでとして利用できることも報告されてい

る。癌患者における末梢血の microRNA は癌

原発巣のみならず転移巣や末梢血循環腫瘍

細胞に由来するものも含まれると考えられ、

薬剤耐性に関与する microRNA を検出できれ

ば、生体内の癌細胞の薬剤耐性をよりリアル

タイムに推定できる可能性がある。 

 
２．研究の目的 

癌に対する化学療法や分子標的治療を効

果的に行うためには、その適応を選択するた

めの優れたバイオマーカーの開発が不可欠

である。本研究では、進行期のメラノーマ患

者の末梢血からメラノーマ細胞を分離し、そ

の蛋白発現や遺伝子解析を行うことにより、

分子標的治療を選択するためのバイオマー

カー検査法を確立することを第 1の目的とす



る。第 2の目的として、新しいカテゴリーの

RNAとして注目されているmicroRNAをメラノ

ーマ患者の血漿から末梢血循環 microRNA と

して分離し、代表的な薬剤耐性 microRNA で

ある mir214、mir21、mir221/222 の発現を解

析する。末梢血循環腫瘍細胞の薬剤耐性と併

せて評価することによって、薬剤耐性バイオ

マーカーとしての末梢血循環 microRNA の有

用性を検討する。現在、再発メラノーマ患者

の多くは有効な治療もないまま不幸な転帰

をたどっている。この現状を打開するために

は既存の抗癌剤や次々に開発される分子標

的薬の中から、患者ごとに最適な治療薬を選

択するテーラーメイド治療の確立こそ最重

要であると考えた。 

 

 
４．研究成果 

進行期メラノーマ患者からのマイクロビ

ーズと特異抗体を用いてメラノーマ細胞を

分離する方法を確立し、さらに分離したメラ

ノーマ細胞においてＢＲＡＦ、ＫＩＴの２つ

のマーカーを解析し、特にＢＲＡＦは分子標

的治療のバイオマーカーとして利用できる

段階まで確立した。この結果を皮膚科分野に

おける代表的な雑誌の一つである British 

Journal of Cancer に発表し、大きな反響を

得られた。現在はピッツバーグ大学のフェロ

ーネ教授から新たなメラノーマ表面抗原を

検出できる抗体の供与を受けて、感度と検出

方法を改善させた方法により臨床応用に向

けた共同研究を進めている。また、本研究か

ら派生した研究として、日本人メラノーマ患

者におけるＢＲＡＦ、ＫＩＴ変異を解析して、

論文発表を行うことができた。microRNA の実

験については、メラノーマ患者の血清、血漿

から microRNA を分離し、ＲＴを行った後に

ＰＣＲで増幅できることが確認できた。また、

約 20 例の健常人、患者において microRNA を

検出できた。しかし、検出感度においていま

だ問題があり、今後も検出方法の改善の必要

があり、現在は抗癌剤耐性 microRNA である

 

３．研究の方法 

５ｍｌのへパリン血から末梢血循環腫瘍

細胞を分離し、蛋白、遺伝子解析をする方法

と血漿からの末梢血循環 microRNAの分離し、

発現量を解析する方法を計画した。この方法

の最大の利点は、腫瘍組織を採取することな

く採血のみで癌患者の治療を選択するため

に必要な情報（腫瘍細胞における遺伝子変異

や薬剤耐性など）を得られることである。末

梢血循環腫瘍細胞や末梢血循環 microRNA の

分離方法、および末梢血循環腫瘍細胞と末梢

血循環 microRNA の解析方法のモデルについ

ては図 3で示す。 



mir214、mir21、mir221/222 の発現を解析す

るために抗がん剤治療を施行した患者血

清・血漿を集めるとともに、より効率的な

microRNA の増幅・検出ための方法の確立を目

指し研究を続けている。 
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