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研究成果の概要（和文）：マイクロキャビティアレイ液体生検技術を用いて、肝細胞がん（肝がん）循環腫瘍細
胞（CTC : circulating tumor cells）を特異的に検出する手法を確立した。肝がん細胞株HepG2、Huh7、
PLC/PRF/5の検出率は65%、77%、99%と良好であった。肝がん患者19例の末梢血3mLにおける検討では、進行度
StageI-III：8.8±8.7個、StageIV：125.0±176.3個であり、がんの進展とともにCTC数は増加傾向であった（P
<0.05）。これらの結果より、新たな肝がんCTC 検出系が確立されるとともに、肝がん患者の病態進展における
臨床的意義が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A method for efficient enrichment of circulating tumor cells (CTCs) was 
evaluated in the blood of patients with hepatocellular carcinoma (HCC) using a microcavity array 
system. When HCC cell lines HepG2, Huh7 and PLC/PRF/5 were mixed in heathy blood, the detection 
rates were 65%, 77% and 99%, respectively. In 3mL blood of 19 HCC patients, 8.8±8.7 and 125.0±176.
3 of CTCs were isolated in stages I-III and IV (P<0.05), respectively, indicating that the numbers 
of CTCs may be correlated with the progression of HCC. The results demonstrate the establishment of 
a novel liquid biopsy method for CTCs in HCC and suggest its clinical significance on the disease 
development.
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１．研究開始当初の背景 
 
【肝がん再発早期診断法の必要性】 
肝細胞がん（肝がん）は、がん腫への局所

治療や全身療法を駆使しても３年以内に約
７０％が再発するという予後不良の悪性疾
患である。再発様式には慢性肝炎からの二次
発がんも認められるが、治療後に腫瘍細胞が
遊走することによって肝臓内や遠隔臓器（肺、
骨）での転移巣を形成することとなる。しか
し、現行の画像診断と腫瘍マーカーを組み合
わせた方法では、治療後早期の段階における
再発リスクを予見することは困難である。こ
のため、予防的な追加治療（Nakamoto et 
al. ；Clin. Exp. Immunol. 147:296,2007 
&163:165,2011）の適応や予後を予測するた
めの新たな診断法の必要に迫られている。 
 
【マイクロキャビティアレイ液体生検技術】 
がん組織から血液中に遊離する核酸（DNA, 

RNA）や腫瘍細胞を検出する最新の診断技術
は、液体生検（liquid biopsy）として国内外
で広く注目されている（Nature Rev. Clin. 
Oncol. 10:472,2013）。なかでも血液中の循環
腫瘍細胞（CTC : circulating tumor cells）を
検出する手法に関して、乳がん、前立腺がん、
大腸がんに対するCellSearch®システムが米
国ＦＤＡの承認を得たが（Clin. Chem. 
59:110,2013）、肝がんの CTC 検出法は未だ
確立されていない。本研究で用いるマイクロ
キャビティアレイ液体生検技術（Anal. Chem. 
85:5692,2013）は、我が国独自の微小流路デ
バイスにより CTC を高感度に検出、採取す
る方法であり、単一細胞レベルでの診断を実
現できるものと予想された。 
 
 
２．研究の目的 
 
マイクロキャビティアレイ液体生検技術

を用いて血液中から肝がん CTC を特異的に
検出、採取する手法を確立した。さらに、肝
がん患者の病態における CTC 定量による臨
床的意義について解明した。 
（１）肝がん細胞株（in vitro）を用いて CTC 
の検出系を確立した。 
（２）肝がん患者から CTC の検出、採取を
行い、各病態における臨床的意義について解
明した。 
（３）CTC の分子生物学的特徴を解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）肝がん CTC 検出系の確立 
 患者末梢血 CTC を検出する実験系を確立
するために、マイクロキャビティアレイ（日
立化成製）の感度・特異性について検討した。 
①血球の通過性：全血液の通過性は角丸長

方形；短辺８μｍの基板を用いた。 

②肝がん細胞株を用いた検出系の確立：ヒ
ト肝がん由来培養細胞株（HepG2、HuH7、
PLC/PRF/5）と全血液を混合することによっ
て、通過性、腫瘍細胞の検出率を検討した。
免疫組織学的検討には、PE 標識 CD45 抗体、
FITC 標識Cytokeratin抗体およびDAPIに
よる核染色を用いて、共焦点レーザースキ
ャン顕微鏡（TCS SP II；Leica 社）にて確
認した。 

 
（２）肝がん患者からの CTC 検出 
肝がん患者を対象として、CTC を定量し

臨床病態との関連を検討した。全血 3mL よ
りCTC数を計測した。また比較対照として、
非担癌肝硬変患者、健常人において同様に検
討した。本学医学系研究倫理審査委員会の承
認を得て行った。 

 
（３）肝がん CTC の分子生物学的解析 

CTC から mRNA を抽出して、腫瘍関連マ
ーカー遺伝子の発現レベルを Real-time 定
量的 RT-PCR 法（Applied Biosystems 社
7700）にて定量した。 

 
 
４．研究成果 
 
（１）肝がん CTC 検出系の確立 
 ①血球の通過性：全血液の通過性は基板が
目詰まりもせず、効率的に細胞を捕捉した。 
 ②肝がん細胞株を用いた検出系の確立：捕
捉 さ れ た 細 胞 は 免 疫 組 織 学 的 に
DAPI(+)/Cytokeratin(+)/CD45(-)細胞として
計測された。健常人全血 3mL に肝癌細胞株
（HepG2、HuH7、PLC/PRF/5）をそれぞれ
0、10、100、300、1000 個を混合した際の
検出率は、65%、77%、99%と良好であった。 
 
（２）肝がん患者からの CTC 検出 
 肝がん患者 19 例の末梢血において CTC
（DAPI(+)/Cytokeratin(+)/CD45(-)細胞）を
検出した（64.1±135.2 個）。進行度別では
StageI-III で 8.8±8.7 個、StageIV で 125.0
±176.3 個であり、がんの進展とともに CTC
数は増加傾向であった（P<0.05）。肝硬変患
者 10 例のうち 7 例で CTC を検出した(5.8±
4.2 個)。健常人 7 例では 1 例で 1 個検出した
のみであった。 

＜肝がん患者 CTC の検出＞ 
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（３）肝がん CTC の分子生物学的解析 
 ヒト肝がん由来培養細胞株と全血液を混
合した際に、捕捉された細胞の腫瘍関連マー
カーAFP、GPC3、EpCAM、ASGR 遺伝子
の発現量（mRNA）について検討した。得ら
れた細胞数に相関して発現量の増加を認め、
捕捉された細胞が肝がん細胞としての分子
生物学的特徴を反映していた。 
 
 これらの結果より、マイクロキャビティア
レイ液体生検技術を用いた肝がん CTC 検出
系が確立されるとともに、肝がん患者の病態
進展における CTC 定量の臨床的意義が示唆
された。 
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