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研究成果の概要（和文）：本邦で開発されたテロメスキャンは，癌で高発現しているテロメラーゼを指標として
癌を捕捉する手法である．報告者らはこのテロメスキャン法に着目し大腸癌における精度の高いCTC測定法の構
築を目標として研究を進めてきた．大腸がん患者採血中のCTCをテロメスキャンを用いて解析した，術前化学療
法後のCTC数の低下が認められるなどの結果を得た．テロメスキャン法により大腸癌のCTCを高い精度で検出する
ことが可能であることが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：TelomeScan system, developed in Japan,is a method to detect circulating 
tumor cells (CTC) in peripheral blood by the activity of telomerase which shows high expression in 
cancer cells. The authors aimed to improve diagnosis of colorectal cancer by CTC detection through 
application of the TelomeScan system.  Density of CTC in blood drawn from each colorectal cancer 
patients before and after neoadjuvant chemotherapy (NAC).  Using this system, more CTCs were 
detected than with other conventional methods we tested.  Density of CTC was seemed to reduced after
 NACs. It was suggested that CTCs in colorectal cancer should be sensitively detected with the 
TelomeScan system. 

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 

大腸がんは，がん死亡要因 3位（女性 1位，
男性 3位）で増加傾向にある．検診等での検
出率が依然低いことも，死亡率が低下しない
事の背景の一つとされていることから，採血
等でより容易に高確率で発見する腫瘍マーカ
ーの開発が急務となっている． 
がん細胞は血液の流れに乗って肝臓などの

臓器に生着して転移を起こす．この血中に浮
遊する細胞を血中循環癌細胞（Circulating 
Tumor Cell; CTC）と呼ぶ．CTC を捕捉するシ
ステム（CellSearch System; CSS）が米国の
veridex 社によって開発され，乳がん転移に
関する臨床試験が実施された．その結果末梢
血液 7.5ml あたり Epithelial cell adhesion 
molecule (EpCAM)陽性の CTC が 5 つ以上検出
される転移性乳がん患者は予後が悪いことが
報告されている(Cristofanilli M et al.,  N 
Engl J Med. 2004)． 
CTC の捕捉には，抗原抗体反応，誘電泳動

力，サイズ分画，細胞形態識別を利用した手
法の開発が行われているが，いずれも検出感
度が低いことが課題である．このうち CTC を
捕捉するために EpCAM 抗体を用いる方法は
CSS を含めよく用いられている．しかしこの
方法では EpCAM 陰性の CTC を見逃している可
能性も指摘される(Konigsberg R et al., Acta 
Oncol. 2011)．また EpCAM 抗体を別の抗体に
置き換えるには巨額のコストが掛かったり，
癌の種類によって CTC の捕捉率に大きな差が
あることなど課題が多い． 
こうした EpCAM 抗体を用いる方法の弱点を

克服するため，癌で高発現しているテロメラ
ーゼを指標としたテロメスキャン法が開発さ
れた（Kojima et al., J Clin Invest. 2009）. 
テロメスキャン法は，ヒトアデノウィルス 5
型ゲノム E1 領域にヒトテロメラーゼ逆転写
酵素(hTERT)プロモーターと IRES を組み込む
ことで，テロメラーゼ活性の高い細胞特異的
にウイルス感染・増殖を示すウイルスを作製，
さらに E3部位に GFP を組み込むことで，この
ウイルスに感染した細胞の検出が容易となっ
た．がん細胞は初期段階からテロメラーゼ活
性が高いことから，テロメスキャンによって
GFP の蛍光発色によって検出が可能となる．
このテロメスキャン法は，がんの早期検出，
さらに癌細胞に対する分子標的ウイルス製剤
への応用なども期待されている． 
研究代表者・分担者らはこの新システムの

将来性，応用性に着目し， CTC の捕捉にテロ
メスキャン法を採用し臨床検体を用いた CTC
の検出，計数を行った．このテロメスキャン
法の改良も試みており，がん細胞の捕捉率の
向上を計ってきた． 

従来，EpCAM 陽性の血中細胞が“CTC”と定義
され，CTC の捕捉に EpCAM 抗体を用いたシス
テムが一般的に採用されてきた．しかし，が
ん細胞は原発巣より離脱して血中循環に移動
するために上皮間葉移行（EMT）を起こして浸

潤能を亢進する必要がある．EMT を起こした
多くのがん細胞は，CTC マーカーとして使わ
れている EpCAM の発現を喪失している可能性
が高く，より広範に CTC を検出可能な手法が
求められている．テロメスキャン法は細胞表
面抗原を認識する抗体ではなく，テロメラー
ゼを指標として高効率に癌を捕捉する手法の
ため，EMT を起こした EpCAM 陰性の CTC も捕
捉可能である．本研究はこの利点に着目し，
大腸癌の CTC による早期診断遂行する上で非
常に重要なポイントとなる． 
転移性乳がんについては 2004 年に予後予

測因子としての CTC の有効性が示されている
が，実際の がん患者より抽出された CTC が
転移形成する能力を持っているか否かは，未
だ実験的に示されていない．また，遠隔転移
巣のがん細胞と CTC が同じ形質を示すか否か
も解明されていない．本研究では EpCAM に依
存せず CTC を検出・分離することから，EMT
を起こした CTC の細胞特性の解析，CTC と転
移の関係解明に繫がる意義も大きい． 

２．研究の目的 

本研究の目的は本邦で開発されたテロメス
キャン法を用いた大腸がんでの血中循環癌細
胞(CTC)捕捉システムの臨床応用である． 
細胞表面の抗原を認識する抗体を用いた

CTC 検出法では，検出できる CTC の特性が限
られる．とくに EpCAM 抗体による検出法では，
EMT を起こし EpCAM の発現レベルの低い CTC
が検出できない可能性が高い．一方，本邦で
開発されたテロメスキャンは，癌で高発現し
ているテロメラーゼを指標として癌を捕捉す
る手法であることから，これまで検出しにく
かった CTC，たとえば間葉性細胞の性質の高
い CTC の検出も可能と考えられる．  
 本研究ではテロメスキャンシステムを用

いて大腸癌採血検体から CTC の高効率かつ正
確な検出が可能であることを立証し，テロメ
スキャン法の特徴を活かした大腸癌の臨床診
断システムを構築することを目指した． 

３．研究の方法 

テロメラーゼ活性の高い細胞に特異的に
ウイルス感染・増殖を示すテロメスキャンを
用い，精度の高い大腸がん CTC 検出システム
の構築を目指した． 
順天堂大学で大腸癌の治療を受けた患者

から採取した末梢血液検体を用いて研究を
行った．同一患者について術前化学療法
（NAC）前・NAC 後の採血検体中の CTC を計測
した。同時に既存の腫瘍マーカーを測定した．
さらに 病理組織像などの臨床情報との関連
性についての評価を行った． 
血液検体は赤血球の溶血・除去後にテロメ

スキャンを添加しウイルス感染させた．また
CD45，EpCAM，Vimentin に対する抗体を用い
た免疫染色も合わせて行った． 



テロメスキャンにより発色した細胞(GFP
陽性)のうちCD45(-)である細胞をCTCとした． 
なお抗EpCAM, 抗Vimentin免疫染色による結
果を細胞１個ごとに検出，確認した． 
一方，テロメスキャンによって蛍光発光し

なかった GFP陰性の細胞についても細胞ごと
に CD45, EpCAM，Vimentin 抗体による免疫染
色の結果を計測した． 

４．研究成果 

本研究ではテロメスキャンを用い，癌で高
発現しているテロメラーゼを指標とした大腸
がん血中循環癌細胞（CTC）の測定を行った．
大腸がん患者より採取した血液を用い，治療
前後の CTC の変化を追跡した．その結果テロ
メスキャン法での大腸癌 CTC 検出によって，
大腸癌診断・治療効果判定が可能であること
が示唆された 

改良型テロメスキャンによる CTC 検出：まず
GPF 発光によってテロメラーゼ陽性（＝GPF
（+））かつ CD45（－）の細胞を CTC として検
出した．この GFP（＋）の CTC 数（/7.5mL）
は FOLFOX など抗がん剤による術前化学療法
（NAC）後には NAC 前に比して減少した．この
CTC 検出数の変動は NAC による治療効果を反
映した結果と考えられる． 
なおこの方法で検出した CTC の殆どすべて

において Vimentin(＋)が認められた．一方
EpCAM（＋）であった殆ど無かった．GFP（＋）
かつ，EpCAM（＋）の CTC は殆ど存在しなかっ
たことは注目に値する． 

EpCAM による CTC 検出：テロメラーゼ陰性（＝
GFP(-)）であった細胞のうち，CD45（-）かつ
EpCAM 陽性の細胞を CTC として検出した．こ
の EpCAM 陽性の CTC 数は，NAC 前採血に比し
て NAC 後採血で微増したようにも見受けられ
た．なおこの EpCAM（＋）の CTC の大半は，
Vimentin 抗体染色で陰性を呈した． 

以上のように，この 2つの定義による CTC
の性質は対照的であった．①テロメスキャン
で検出された CTC では，EpCAM 高発現は殆ど
認められず，逆に Vimentin が高発現であった．
即ちテロメスキャンによって検出された CTC
は EpCAM を喪失し，また間葉系細胞の性質が
強い細胞であるものと考えられ，EMT を起こ
した流動性の高い癌細胞はこれに含まれてい
るものと推測された．②一方，従来の EpCAM
高発現を指標として検出した CTC のほぼすべ
てはテロメスキャンで陰性であった細胞中に
含まれていた．この EpCAM(＋)の CTC では
Vimentin（＋）である比率が低かったことか
ら，間葉性細胞の性質をあわせ持つ細胞は少
ないものと考えられた． 
なお，本研究における検体ごとに検出され

た CTC 平均値の最大，また全検体からの検出
CTC の合計数は，EpCAM による数値よりも，改
良型テロメスキャン法による数値のほうが大

きかった．このことからテロメスキャン法は，
大腸癌 CTC を感度よく検出することが可能で
あり，大腸癌診断，転移予測を行う上でより
効果的な方法ではないかと考えられた． 

本研究により，改良型テロメスキャン法に
よって大腸癌において精度の高い CTC 測定が
可能であることが明らかにになり，また治療
効果の評価，転移予測を行う上でよい指標に
なる可能性が示唆された． 
なおテロメスキャンによる検出 CTC と

EpCAM 陽性による検出 CTC がほとんど重複し
なかったことから，両者を合わせて評価する
ことで，より多くの情報が得られる可能性も
考えられた． 
テロメスキャン法の適用は日本独自の知的

財産の活用という意義をもつ．さらに，今回
結果から，テロメスキャン法による CTC 検出
法は大腸がんの早期発見の促進，診断の簡便
化，信頼性向上の観点から有意義であると考
えられた.  
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