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研究成果の概要（和文）：胃癌患者血中癌細胞(CTC)などの高感度検出法の開発により、腫瘍の悪性度診断、術前化学
療法の抗癌剤感受性予測法を確立、臨床応用を目指した。フィルター型CTC分離デバイスを試作、また担がんCTCマウス
モデル系を開発した。これらを用いて抗癌剤（パクリタキセル）治療を行った担がんマウスからの血中CTCの測定をし
たところ、M期arrestが観察され、腫瘍の薬剤感受性をCTCの形態から評価できる可能性を明らかにした。また臨床研究
では本CTC分離デバイスは従来の方法に比べ、より高感度に消化器がん患者の血中CTCを検出できることを明らかにしつ
つあり、血液による遺伝子解析、薬剤感受性評価の可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed the development ofhigh sensitive detection method for 
CTC/micrometastasesand its preclinical and clinical application to evaluate tumor malignancy and 
chemosensitivity for the neoadjuvant chemotherapy. We newly developed a filtration-based, sensitive CTC 
isolation device and mouse CTC model. Using this system, we demonstrated M stage-arrested CTC in mouse 
blood after Paclitaxel treatment, indicatingthe possibility for successful evaluation of chemosensitivity 
at an early stage after therapy. We also revealed that our CTC isolation device allows more sensitive CTC 
detection and more rapid genetic analysis of patient’s blood samples than the conventional device. These 
results suggest that this CTC isolation device would be an useful tool to evaluate tumor malignancy and 
chemosensitivityas a liquid biopsy.

研究分野：消化器外科学

キーワード： CTC　フィルター型デバイス開発　転移　CTCマウス　分子標的治療　Liquid biopsy　腹腔洗浄液中がん
細胞(PTC)
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１．研究開始当初の背景 
胃癌の死亡者数は年間５万人にのぼり、我が
国における癌死亡の第２位を占めている。胃
癌死亡の殆どは腹膜や遠隔転移・再発による
ものであり、我々はこれまで、定量的リアル
タイム RT-PCR 法を用いた腹膜微小転移の検
出法の確立を行い、一定の成果を上げてきた。
しかしながら、この治療戦略に基づき、腹膜
微小転移陽性胃癌に対して、経口抗癌剤であ
るS-1による補助化学療法の臨床試験を行っ
てきたが、全国規模の補助療法の臨床試験
(ACTS-GC)の結果から、ある程度進行した胃
癌症例に対してはS-1による補助化学療法が
標準治療となっているにもかかわらず、微小
転移陽性胃癌症例に対するS-1補助化学療法
の効果は十分とはいえなかった（World J 
Surg, 2010）。 
近年、前述した ACTS-GC の結果から、胃癌の
治療開発は手術に抗癌剤を組み合わせた集
学的治療が主流となってきているが、その一
方で、胃癌の手術後には、胃切除に伴う経口
摂取の障害、脱水等により、充分な強度の多
剤併用化学療法を行うことは困難が伴い、更
なる治療強度の増強のために、術前化学療法
に注目が集まっている。術前化学療法には、
1) 術前に化学療法を行うことにより、治療
の compliance を保つことができる、2) 手術
による切除範囲外に存在する微小転移に対
して、最も早期からの治療が可能、3) 切除
の対象とならない、潜在的な遠隔転移症例か
つ化学療法無効例を選択することにより、無
駄な手術を避けることができる、などの利点
が存在するが、反面、正確な病理診断や、切
除標本を用いた腫瘍の遺伝子解析が困難で
あることが問題である。また、現在、術前化
学療法としては3剤併用の化学療法が行われ
るようになってきている(Jpn J Clin Oncol, 
2012)が、有害事象管理の面から、これ以上
の多剤併用療法は実現性が薄く、今後は、腫
瘍の特性、抗癌剤感受性に合わせた、個別化
治療の開発が急務となる。 
切除標本を用いた抗癌剤感受性試験には、こ
れまでにも長い歴史があるが、未だに広く一
般的に用いられるには至っていない。その理
由として、感受性試験の手技が煩雑であるこ
とや、感受性試験の正確度が、なお臨床に広
く応用されるには充分ではないことが挙げ
られ、特に、近年、がん幹細胞に関する研究
から、転移・再発の原因となるのは、ごく少
数のがん幹細胞であり、また、一部のがん幹
細胞は、薬剤耐性を獲得しているものがある
ことも指摘されていることから、大多数の分
化したがん細胞を標的としたこれまでの感
受性試験の限界も指摘されている。 
そこで、転移能を有し，がん幹細胞を含むと
考えられる腹腔洗浄液中がん細胞ならびに
血液中循環がん細胞を濃縮、単離し、一個あ
るいは小数個のがん細胞の遺伝子解析を行
うことにより、治療開始前に、がん幹細胞も
含めた腫瘍の存在診断、遺伝子解析と、各種

抗癌剤に対する感受性予測を簡便な方法で
行うことができれば、腹腔洗浄液中ならびに
末梢血中の癌細胞の存在や、個々の腫瘍の悪
性度、抗癌剤感受性に応じた個別化医療の確
立により、胃癌の治療成績の大幅な向上が得
られると考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
これまで腹腔洗浄液や血液中の微小残存病
変に対する遺伝子診断は検体中に多数の白
血球や中皮細胞などの非がん細胞の混在下
で行っていたため、がんの存在診断以上の情
報は得られていなかった。近年、CellSearch
システムなどにより血液中の少数のがん細
胞の単離が可能となってきたが、迅速性に欠
け，高コストなためその利用は研究目的に限
られている。本研究では、胃癌患者腹腔洗浄
液中がん細胞(PTC)や血液中循環がん細胞
(CTC)を簡便迅速，低コストに濃縮、単離す
る装置を開発し、それを用いて一個あるいは
小数個のがん細胞の遺伝子解析を行うこと
により、胃癌患者の微小転移の検出、微小転
移の悪性度診断、術前化学療法の薬剤決定の
ための抗癌剤感受性予測法を確立、これを用
いた、個別化術前化学療法の臨床応用を図る
ことを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 末梢血中循環がん細胞(CTC)および腹腔
洗浄液中がん細胞(PTC)の検出 
 サイズ依存性を利用したフィルター型デ
バイスとして細胞毒性の低い金属パラジウ
ム(Pd)に用いた 3D型 Pd電鋳フィルターデバ
イス(図 1)を試作した。本デバイスを用いる
ことにより患者血液 5ml中の CTCを２時間以
内に分離、蛍光染色し、検出が可能であった
(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 3D 型 Pd 電鋳フィルターデバイス フィルターカ

セット(A)とフィルター(B)、3D-Pd filter とトラップさ

れた腫瘍細胞の走査型電子顕微鏡写真 

 
 しかし、サイズの大きな中皮細胞を含む腹
腔洗浄液中のがん細胞(PTC)の検出は本デバ
イスのみでは困難で、接着性の違いなどを利
用した中皮細胞を除くための前処理が必要
であったが、依然として CTC に比べて PTC の
検出感度は低く、今後さらなる改良が必要で



ある。 

図 2 フィルターデバイスにより回収された腫瘍細胞 

( EpCAM+/CD45-/Hoechst33342+) 
 
(2) マウスCTCモデルを用いたCTCの抗癌剤、
分子標的薬感受性の検討 
GFP を発現する転移性胃がん、大腸癌細胞
(GCIY-EGFP, COLM5-EGFP)の皮下接種により、
マウス CTC モデルを作成した。本 CTC マウス
モデルは肺転移の進行とともに、血液中に
CTC が再現性よく検出されるようになる優れ
たモデルであることを確認した（図３）。ま
た Trastuzumab 感受性評価の可能な HER2 高
度遺伝子増幅胃がん細胞株(GLM-1) CTC マウ
スモデルの作成にも成功した。 

図３ 腫瘍細胞接種後期間による CTC 数の変化 

 
これらのモデルを用いた検討から、CTC 数は
転移の進展よく相関することが判明し、CTC
検出が転移の早期診断に有用である可能性
を明らかにした。 
 次に上記、胃がん細胞株 GCIY-EGFP を接種
したマウスCTCモデルに微小管を安定化させ、
細胞分裂を阻害するPaclitaxel治療を行い、
このマウスから採取した血液を上記のデバ
イスにアプライし、CTC を検出、その感受性
を検討した。その結果、Paclitaxel 治療後早
期に、原発巣と類似した形態学的に M 期
arrest を起こしたと思われる腫瘍細胞が血
液中に多数観察された。このことから、血中

CTC の形態から原発腫瘍のパクリタキセル感
受性を評価することが可能である可能性が
明らかとなった。 
   
 (3) 一細胞遺伝子解析 
上記デバイスを用いた 1(稀少)細胞遺伝子解
析法の予備的検討として、Ovation picoRNA
増幅法を用いて 1～数個の細胞から RNA を抽
出、RT-PCR 法により遺伝子発現解析を行うと
ともに、GenomePlex Single Cell WGA Kit を
用いて全ゲノム DNA を抽出し、この 1～数個
の細胞から遺伝子変異を解析した。HER2 陽性
ヒト胃がんCTCマウスモデルを用いてマウス
血液中の CTC 検出および回収した CTC の IHC
による HER2 発現を検討した。続いて、この
デバイスを用いて、実際の胃癌患者血液から
の CTC 検出についても、予備的に検討した。 
 Ovation picoRNA 増幅法を用いた RNA抽出、
RT-PCR 法による遺伝子発現解析により、5種
類程度の遺伝子発現解析が可能であった。
GenomePlex Single Cell WGA Kit を用いた
全ゲノム DNA 抽出、遺伝子変異解析の結果、
KRAS 変異などの解析が可能であった。 
HER2陽性ヒト胃がんCTCマウスモデルを用い
た検討でも、マウス血液中の CTC 検出および
回収した CTC の IHC による HER2 発現検出が
可能であった。 
 
4. 研究成果 
実際の胃癌患者血液の検討では、EpCAM+/ 
CD34-/Hoechist+を示す CTC 様細胞を検出で
きたが、EpCAM+/ CD34+と判定される細胞も
見られ、また細胞形態の保存も必ずしも良好
とはいえず、CTC の判定に課題が残る結果で
あった。CTC の診断精度を今後向上させるに
は蛍光所見だけではなく、光学顕微鏡を用い
た細胞診などの手法も加えた総合的な診断
基準を作成してゆく必要があるものと思わ
れる。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 3件） 
 
名称：末梢循環腫瘍細胞又は希少細胞分離用
デバイス、及び末梢循環腫瘍細胞又は希少細
胞分離方法 
発明者：中西速夫、伊藤誠二 
権利者：中西速夫、伊藤誠二 
種類：特許 
番号：PCT/JP2014/69469 
出願年月日：2014 年 07 月 23 日 
国内外の別：外国 
 
名称：微粒子分離用マイクロ流路チップ、核
チップを用いた微粒子分離用システム及び微
粒子分離方法(血中循環がん細胞の分離) 
発明者：中西速夫、伊藤誠二 
権利者：中西速夫、伊藤誠二 
種類：特許 
番号：特願 2014-542131(移行日:2015 年 3月
31 日) 
出願年月日：2013 年 10 月 15 日(PCT) 
国内外の別：国内 
名称：微粒子分離用マイクロ流路チップ、移流
集積ユニット、微粒子分離用システム及び微
粒子分離方法 
発明者：中西速夫、伊藤誠二 
権利者：中西速夫、伊藤誠二 

種類：特許 
番号：特願 2013-106824 
出願年月日：2013 年 05 月 21 日 
国内外の別：国内 
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