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研究成果の概要（和文）：一般の臨床検査情報に加えて、癌組織からの遺伝子診断が癌治療の選択に利用されるように
なってきた。癌患者の血液中に循環している腫瘍細胞から遺伝子解析ができれば患者の体に傷をつけることなく、重要
な情報が得られると考えた。癌細胞を蛍光色素で検出できるウイルスを用いて血液中の腫瘍細胞を捕捉し、遺伝子解析
を行った。遺伝子変異が検出できたことから癌治療上有用な新たな診断方法になることが期待される。

研究成果の概要（英文）：In addition to the conventional clinical information, molecular information obtain
ed from cancer tissue is being used for proper selection of cancer therapy. The circulating tumor cells in
 the blood of cancer patients, if available, might be valuable source for such molecular information. We t
ried and succeeded to capture and analyze the rare tumor cells in the blood using a virus that can detect 
cancer cells with a fluorescent dye. This technology must be a novel molecular diagnostic method for cance
r.
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１．研究開始当初の背景 
当時、担癌患者の末梢血中から腫瘍細胞
（circulating tumor cells：CTC）が検出さ
れ、その検出個数と予後との相関が報告され
ていた。一般に EpCAMなど上皮系細胞マー
カーを用いる CTC 検出法が注目されていた
が、上皮系マーカーによる検出方法では、癌
細胞以外の上皮系細胞を検出する疑陽性の
問題があり、改善が求められていた。さらに
検出された細胞が癌細胞であることの確定
的な証明がなされていなかった。我々が開発
した TelomeScanはテロメラーゼ活性を有す
る癌細胞で特異的に増殖するウイルスに蛍
光色素遺伝子を組み込んでおり、癌細胞を蛍
光色素で可視化することができる。その可視
化を利用すると、単なる検出だけでなく、そ
の細胞を捕捉できることから、その細胞の遺
伝子情報などの分子生物学的解析を行う本
研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
TelomeScan が発現する蛍光色素により担癌
患者の血液中に存在する癌細胞を検出し、そ
の遺伝子解析まで可能となるシステムを開
発することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1) 血液中の消化器癌細胞を TelomeScan に
よって検出する条件設定の確立 
健常人血液中に癌細胞を混入させた
検体において TelomeScan で癌細胞に
GFP を発現させ、フロサイトメトリーを
用いて癌細胞検出。 
 

(2) TelomeScan による癌細胞の捕捉とその
癌細胞の遺伝子変異の検出 
① 既知の遺伝子変異を持つ癌細胞を
健常人血液に混じ、フローサイトメ
トリーを用いて、GFP 発現細胞を他
の白血球細胞から分離し、ソーティ
ング。 

② さらに極少数の細胞からの核酸抽
出と、シークエンス解析、変異特異
的 PCR 増幅。 

③ 一定の割合である遺伝子が野生型
のものと、変異型のものを混ぜ、変
異遺伝子配列が検出できる純度を
同定。 
 

(3) 大腸癌患者からの臨床検体における CTC
解析の可能性の確認。 
学内倫理委員会で承認されたプロトコ
ールに則り、患者の同意を得て、血液を
採取し、担癌患者における原発癌の遺伝
子変異と同一の遺伝子変異をCTCにおい
て検出する。 
 

４．研究成果 
(1) 血液中の既知の消化器癌細胞が
TelomeScan による蛍光を発することで、

フローサイトメトリーで検出できるこ
と、蛍光顕微鏡でも観察できることが確
認された。（図 1） 

図1．健常人血液中に混じた大腸癌SW480 
細胞を蛍光顕微鏡で観察。 
 

(2) TelomeScan による癌細胞の捕捉 
フローサイトメトリーを用いて、GFP 発
現細胞が捕捉でき、KRAS、BRAF 遺伝子変
異が確認され、捕捉した細胞が癌細胞で
あることを確認した。（図２） 

図 2．捕捉された癌細胞のシークエンス
解析により既知の KRAS、BRAF が検出さ
れた。 
 
ただし、シークエンスで遺伝子変異を検
出するには 30％以上の割合で癌細胞が
含まれる必要があり、フローサイトメト
リー法による癌細胞の抽出、捕捉には高
い純度が必要であることが判った。（図
3） 

図 3．癌細胞 SW480 と正常細胞 FEF3 を一
定の割合で混ぜてシークエンス解析。 
 



一方、変異時的プライマーを用いた PCR
では、純度 5％まで遺伝子変異が検出可
能であることを確認した。 

 
(3) 大腸癌患者からの臨床検体において CTC
解析を試みた。8 名に患者において、原
発癌の遺伝子変異を確認し、同一の遺伝
子変異を CTC において解析したところ、
KRAS、BRAF の遺伝子変異がそれぞれ 1
名ずつ検出された。（表１） 

表Ⅰ 大腸癌患者8名におけるCTC解析 
 

考察 
本研究課題を通して、上皮マーカー発現の有
無に関わらず、TelomeScan を用いた CTC 検出
システムは、フローサイトメトリー法や遺伝
子解析技術と組み合わせる事で高感度かつ
簡便にCTCの遺伝子変異を検出できる新たな
ツールとなる事が示唆された。ウイルス製剤
によるイメージング技術を利用したCTC診断
は他に類を見ず全く新規のアプローチであ
る。多くの正常細胞である血球系細胞の中か
ら癌細胞を生きたまま選択的に捕捉し解析
できる技術は、今後の発展していく癌治療の
個別化に寄与する新たな診断技術へ進化す
るものと期待される。 
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