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研究成果の概要（和文）：　原発性肺癌切除後の予後改善のためには術後の遠隔転移再発の制御が大きな課題で
ある。腫瘍を完全切除し得てもなお再発・遠隔転移を来す例は少なくない。腫瘍の血行性転移には、血液中の循
環腫瘍細胞の関与が示唆される。我々はこれまで肺癌患者の末梢血及び肺静脈血のCTCを定量し、遠隔転移との
関連を見出した。
　そこで本研究では、肺から全身循環へとつながる肺静脈の血液中から、増殖・生着能を持つ肺癌細胞の分離を
試み、肺癌治療の新たな標的を見出すことを目的としたが、今回検討を行った肺癌手術例の中で肺静脈中に体外
で自己増殖能を持つ癌細胞はほとんど見られなかった。

研究成果の概要（英文）：Control of the recurrence of distant metastases after surgery is a major 
problem for improvement of prognosis after resection of primary lung cancer. There are not many 
cases where relapse or distant metastasis still occurs even if tumor can be completely resected. The
 involvement of circulating tumor cells in the blood is suggested for tumor hematogenous metastasis.
 We have quantitated the CTC of peripheral blood and pulmonary venous blood of lung cancer patients 
and found association with distant metastasis.
In this study, we aimed to find a new target for lung cancer treatment by trying to isolate lung 
cancer cells having proliferation and engraftment ability from the blood of the pulmonary vein 
leading from the lung to the general circulation, but this time in the lung cancer patients who were
 performed surgery, it is rarely seen that cancer cells in the pulmonary vein blood with 
self-proliferating ability outside the body.

研究分野： translational research（胸部腫瘍）
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１．研究開始当初の背景 
   
(1) 肺癌の手術成績と術後遠隔転移再発 
 

原発性肺癌では腫瘍を完全切除し得て
も術後に遠隔転移再発を来す確率は高い。
現在では術後補助化学療法が標準治療と
して確立しているが、その効果は限定的で
術後遠隔転移再発の制御は依然として大
きな課題である。 

 
(2) 肺癌手術時の原発巣から肺静脈を通し
て腫瘍細胞が血中に遊離放出される可能
性 

 
肺癌術後の遠隔転移再発は、手術終了時

に存在する微小転移が術後に増大して成
立するが、このような微小転移は手術開始
前に既に存在しているほかに、手術操作に
より原発巣から腫瘍細胞が遊離して肺静
脈から循環血液中に放出されて生じる可
能性が指摘されている。（下図） 

 
(3) CTC 検出システム（CellSearch）による
CTC 定量とその臨床的意義について 

 
血液中に含まれる極めて微量の腫瘍細

胞を検出することは非常に困難であり、
様々な手法が試みられているが、現在のと
ころ十分な信頼性を持ち一般的に利用さ
れているのが CellSearch である。このシ
ステムでは、細胞表面の上皮性抗原
（EpCAM）を標的に CTC を分離・検出する。 
この装置を用いて定量したCTCの数が多

いと予後が悪いことが検証されており
（Hayes DF, et al. Clin Cancer Res 2006
他）、乳癌などでは CTC 検出の医療用機器
として FDA に唯一認可されている。 

 
(4) 肺癌患者における CTC 
 

我々はこれまで、肺癌や悪性胸膜中皮腫
などの胸部悪性腫瘍における末梢血や肺
静脈血の CTC を測定し、その診断能と遠隔
転移との関連を検証した。その結果、原発
性肺癌においてCTCは非悪性疾患に比べて
肺癌で多く検出され、転移がある肺癌では
転移が無い場合に比べて有意に多かった。
（右上図、研究業績 8） 

 

 
更に、原発性肺癌の肺葉切除例において 
 

①術前末梢血 : Peri 
②切除前肺動脈血 : PV(pre) 
③切除後肺動脈血 : PV(post) 
 
の CTC を CellSearch System を用いて測
定したところ、術後の肺静脈血には多くの
CTC が検出された。（下図、Hashimoto M, et 
al. EACTS 2013） 

 
 
２．研究の目的 
 

以上のことから、原発性肺癌において
CTC は転移との関連があり、肺からの排出
血管である肺静脈には高濃度の CTC が存
在していることが明らかになった。 
 
しかしながら肺癌患者の末梢血では検

出感度が低く、遠隔転移がある臨床病期Ⅳ
でも CTC 陽性率は 7 割に満たない。その理
由として以下のことが考えられる。 
 
(1) 肺癌細胞は非常に悪性度が高く、極め
て少数でも生着能・転移形成能が高い。 
 
(2) 形質を変えたものが血液中に存在す
るため、上皮抗原での捕捉を免れているの
か? 
 
従って、本研究では肺静脈中の CTC が

転移に直接関与しているのか、つまり自身
が生存能を持ち腫瘍を形成する能力があ
るのかを検証することにより、肺癌の転移



に関わる新たな治療標的、つまり肺癌幹細
胞を見出すことを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 
 
肺癌患者の手術後の肺静脈血を採取後、

様々な方法にて CTC を単離し、培養により生
存能の確認を行った。 
 

(1) 肺静脈血/末梢血液の採取 
 
 術前に単核球抽出用の末梢血を採取。肺
静脈血は治癒切除可能と考えられる原発
性肺癌症例において、手術後に切除肺葉か
ら還流する肺静脈より血液を EDTA 採血管
に採取した。 

 
 (2) 血液からの細胞分離 
 

 採血後は速やかに下記の方法により目
的細胞の分離・培養を行った。 
 

 ①CellSearch  
 Profile Kit を用いて抗
上 皮 細 胞 接 着 因 子
（EpCAM ）抗体結合ナノ鉄
ビーズにより上皮性細胞
を捕捉し磁気分離した。
（右図） 

 
 ②CTC-chip 

 樹脂製基盤のマイクロポストに抗体を
結合させ、そこに血液を流すことによって
腫瘍細胞
を分離し
た。(右図 
Chikaish
i Y, et 
al. AACR 
2013)  

 
 
 ③ScreenCell 

 腫瘍細胞のサイズが血球細胞より大き
いことを利用して、サイズにより分離した。 

 
 ④密度勾配遠心法 

Ficoll を用いた密度勾配遠心により血
液中の単核球分画（赤血球・多核球を除く
単核細胞）を分離した。 

 
 ⑤溶血 

溶血試薬により血球の大部分を占める赤
血球を除去した。 

 
 (3)培養 
 

 細胞培養により分離した細胞の生存能、
増殖性を確認した。増殖性細胞が得られた

場合にはその一部を用いて細胞の生物学
的特性の解析を行った。 

 
(4) 単核球分画における遺伝子発現の確認 
 

 当科にて集積している肺癌患者の末梢
血単核球分画より RNA を抽出し逆転写に
より cDNA を得た。RT-PCR の標的遺伝子は
上皮性マーカー（サイトケラチン、EGFR な
ど）、間葉系マーカー（Vimentin 等）、他
癌種の幹細胞マーカー（CD44, CD133 等）
について検討。 

 
 (5) 臨床背景との関連 
 

 肺静脈血から分離した細胞の増殖能及
び形態、その他の性質と臨床背景との関連
を検討。更に単核球遺伝子解析の結果より
転移との関連を探る。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 肺静脈血/末梢血液の採取 
 

 原発性肺癌の肺葉切除例において、手術
前の末梢血と切除肺葉の静脈血から採血
を行った。術前の末梢血液は血漿分離後、
Ficoll を用いた密度勾配遠心法にて単核
球分画を得た。単核球分画は細胞保存液に
懸濁し、3分して凍結保存した。 
 肺静脈血研究期間内に133例の肺静脈血
を採取し、1mL 以上の量が得られたのは 83
例であった。肺静脈血は採取後速やかに非
血球系細胞を分離し培養した。十分な血液
量がある場合は一部をCTC数の定量に用い
た。 
 

(2) 血液からの細胞分離 
 

 肺静脈血は、採取可能な量が状況により
大きく異なったため、採取できた量に応じ
て下記の方法について検討した。 

 
 ①CellSearch 

 5mL 以上採取できた例（11 例）について
CTC カウントと Profile Kit による細胞回
収を行った。検出された CTC は 1mL あたり
0～500 以上の幅があり、集塊状になった細
胞も多くみられた。 

 
 ②CTC-chip 

 肺静脈中の標的細胞を捕捉するための
条件検討及び捕捉された細胞の回収方法
について検討を行った。 

 
 ③ScreenCell 

 3mL の血液を用いて短時間での細胞分離
が可能であったが、微細な孔があるフィル
ターのため、前述のような集塊状細胞が多



い場合にはフィルターが目詰まりを起こ
す場合が多く、肺静脈血の細胞分離には実
用的ではなかった。 

 
 ④密度勾配遠心法 

 全血から主にリンパ球などの単核細胞
と赤血球及び多核細胞を分離する方法で、
単核の癌細胞もこの分画に含まれるため
癌細胞を含む単核細胞をこの方法によっ
て得た。 
 

 ⑤溶血 
 採血量がごく微量しか得られなかった
場合は血漿分離後に溶血試薬により赤血
球を溶血させ白血球集団を得た。 
 

(3)培養 
 

 初年度では、上記のうちで増殖性細胞が
得られたのは 2例のみであった。そのうち
の1例は盛んな細胞増殖能を示し8か月に
わたり継代可能であった。肺静脈血の CTC
数と培養した細胞の生着には明らかな相
関は見られなかった。 
 CellSearch Profile Kit により回収した
細胞は、表面に磁気粒子が付着しているた
めか細胞増殖は見られなかった。 
 CTC-chip では細胞株による基礎検討を
行い、回収した細胞の培養が可能であるこ
とが示された。しかし前日からの準備と分
離に時間を要することから、実際の肺静脈
血での細胞分離培養はできなかった。 
 溶血による方法は残存する血球が多す
ぎ、経時的な評価が困難であった。したが
って採血量が少ない場合は培養に単核球
分画を用いた。 

 
(4) 単核球分画における遺伝子発現の確認 
 

 末梢血単核球分画より RNA を抽出し
RT-PCR により CK19, CEA, CD133 の発現に
ついて検討を行った。 

 
(5) 臨床背景との関連 
 

 CTC カウント、細胞培養状況、増殖性細
胞の出現等が、手術後の再発と関連するの
か、フォローアップ及び臨床背景との関連
について解析中。 
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