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研究成果の要旨 消化器癌患者の末梢血中(PB)あるいは骨髄中(BM)の遊離がん細胞(isolated tumor 

cell: ITC)の存在は、従来の病理学的因子を凌駕する予後・悪性度の新たな予測因子として期待され

ている。われわれは胃癌 910 症例における PB および BM 中の ITC 検出が臨床病期または病理学的因子

と相関しないことを明らかにした。すなわち、胃癌では単なる存在診断ではなく、真の転移能力を有

する癌細胞の検出が重要である。 

 ごく最近、自己複製能と多分化能を併せ持つ癌幹細胞が癌転移において重要であることが報告され

たが、われわれは消化器癌における癌幹細胞様細胞（SP 分画）を同定した。また、担癌患者の BM には

高い増殖性を示す癌細胞が存在し、その増殖能は予後と相関することが報告されたが、われわれは胃

癌症例の BM において癌細胞の同定・培養に成功した。さらに、転移陽性症例の BM における特異的な

発現遺伝子 profile を明らかにした。最後に、転移陽性症例の原発巣特異的に発現する遺伝子 profile

を明らかにして、転移の際に重要な遺伝子を明らかにする準備を進めている。 
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分担研究課題 

研究の統括・遊離癌細胞の分子生物学的解析 

胃癌における遊離癌細胞の同定 

転移の成立を予測しうるマーカーを用いた、大腸癌の末

梢血液中の遊離癌細胞の検出 

胃癌（腹膜転移、リンパ節転移）における ITC の予後を

規定する因子の解析と新たなマーカーの探索 

癌幹細胞の分離と機能解析 

 

大腸癌における骨髄・末梢血液中の ITC の同定 

 

大腸癌リンパ節転移の検討 
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研究報告 

１研究目的 

 消化器癌・乳癌患者の末梢血中あるいは骨髄中の遊離

がん細胞(isolated tumor cell: ITC)の存在は、従来の

病理学的因子を凌駕する予後・悪性度の新たな予測因子

として期待されている。われわれは平成１３年より４年

間大規模症例検討による解明のため『胃がんと大腸がん

における微小転移の診断基準確立と治療学的意義に関す

る研究』班を笹子三津留班長の許実施し、分子生物学的

手法(RT-PCR法)を用いて胃癌910例について末梢血中お

よび骨髄中の遊離がん細胞を検索した。十分に informed 

consent をいただいた胆石症や腹壁瘢痕ヘルニア症例な

ど 29例を陰性コントロールとして設定し、陰性値を確認

した上で、胃癌症例を解析した結果、骨髄液および末梢

血液における遊離癌細胞の存在自体は両者間に相関を認

めたものの、骨髄および末梢血液いずれにおいても、胃

癌の病期とは無関係に癌細胞が検出されることを明らか

にした。 

 以上の結果は、胃癌では単に循環血中の癌細胞を検出

したのみで、転移能を有する癌細胞を検出し得てない可

能性を示しているのではないかと考えられる。このよう

な考えを抱きはじめてきた時期に、glioma では増殖能お

よび転移形性能の強い癌幹細胞が存在することが報告さ

れた。癌幹細胞は非常に強い転移能を有すると考えられ

ているため(Kondo et al. PNAS 2004)、消化器癌では循

環血液中の癌細胞を RT-PCR 法で同定するよりも、真に転

移能を有する癌細胞を同定する方法の確立が重要と考え

られる。 

 そこでわれわれは、新たに班を組織して、申請期間内

に真の転移能を有する癌細胞の同定およびマーカーを決

定したい。この目的のため以下の４項目について研究を

進めたいと考えている。すなわち、A.癌幹細胞の同定に

関する研究。B.骨髄中癌細胞の培養への試み。C.転移陽

性症例および陰性症例間における(癌細胞由来の発現に

固執せず)宿主の発現 profile の違いに着目する。D.転移

陽性症例の原発巣特異的に発現する遺伝子 profile の特

徴。以上の研究について途中経過報告を行う。 

 

2 研究方法と研究成果 

 

A. 癌幹細胞の同定 

 背 景）最近、自己複製能と同時に分化能を有する癌

幹細胞が、脳腫瘍の転移成立において重要であるとの報

告がなされた(Kato et al., PNAS 2004)。しかし胃癌・

大腸癌をはじめとする消化器癌における幹細胞の存在を

示し、さらに転移能との関連を調べた報告はない。そこ

で本研究では、消化器癌の幹細胞を同定し、その検出の

ための分子マーカーを明らかにし、さらにその幹細胞の

転移形成能を明らかにしたい。これにより骨髄・末梢血・

リンパ節で検出される遊離癌細胞の中で、癌幹細胞を検

出することが転移予測には最も重要であることが示せる

と期待している。 

 

 研究方法）細胞培養；ヒト消化器癌細胞株の中から、

食道癌（TE1、TE2、TE13）、胃癌（NUGC3、MKN1、MKN7、

MKN28）、大腸癌（WiDr、SW480、HSC15、CCK81）、膵臓癌

（PK9、PK45H）と肝臓癌（HuH7、Hep3B、HepG2）の細胞

株を使用した。CCK81 は MEM（Invitrogen, Carlsbad）で、

Hep3B は GIT（Nihon Pharmaceutical, Tokyo）で、そし

て残りの細胞株は RPMI 1640（Invitrogen）で培養した。

各々の培養液には、10%の FBS（Equitech-Bio, Kerrville）、

100U/ml のペニシリンＧと 100μg/ml ストレプトマイシ

ン（Gibco, Grand Island）を添加し、37℃の 5%CO2 

incubator で培養した。NUGC3、MKN1、MKN7、MKN28、WiDr、

SW480、HSC15 と CCK81 は Research Bioresources Cell 

Bank（Tokyo, Japan）から、残りの細胞系は Cell Resource 

Center for Biomedical Research, Institute of 

Development, Aging and Cancer (Tohoku University, 

Sendai, Japan) から供与いただいた。 

 

フローサイトメトリー；SPとnon-SP集団を分離・確認た

めに、各々の細胞株の培養皿からトリプシンとEDTAを用

いて細胞を剥離した。遠心分離後、リン酸緩衝食塩水

（PBS）で洗浄し、2% FBSと 1mM HEPESを含んだ 37℃ DMEM

の中に再懸濁した。 TE2、TE13、MKN7、MKN28、PK9 と

PK45Hは 5μg/ml、TE1、NUGC3、MKN1、WiDr、CCK81、HuH7、

Hep3BとHepG2 は 10μg/mlのヘキスト 33342（Molecular 

Probes, Invitrogen）でラベル化した。ヘキスト 33342

でラベル化した細胞は、50μMベラパミル（Sigma-Aldrich, 

Saint Louis）添加群と無添加群に分けて、それぞれ 37℃

で 70～90 分間培養した。それぞれの細胞群は 40μmのメ

ッシュ・フィルタを通した後、2% FBSと 1mM HEPESを添

加したHBSS（Invitrogen）に浮遊させ、フローサイトメ

トリー分析まで 4℃に維持した。死細胞除去のため、1 

µg/ml propidium iodideで染色した。その後、1×106 の

生 細 胞 に 分 け て EPICS ALTRA （ Beckman Coulter, 

Fullerton）によってSP細胞とnon-SP細胞の分離・同定を

行った。ヘキスト 33342 は 350 nm 励起であり、450 DF10 
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(450/20 nm band pass filter)と 675LP (675 nm long pass 

edge filter) 光学フィルタを使用して測定した。前方

と側方散乱のゲーティングは細胞断片除去のために使用

した。 

 

 研究成果）消化器癌細胞株中の SP 細胞の存在； 検

索した細胞株に SP細胞が含まれるかどうか、ABC トラン

スポーターによって輸送される色素であるヘキスト

33342 で染色した。フローサイトメトリーによって解析

した代表的な結果を示す(図 1)。食道癌細胞株は、

0.3-1.4%、胃癌細胞株は 0.6-2.2%、大腸癌細胞株は

0.3-0.5%、肝臓癌細胞株は 0-1.8%、そして、膵臓癌細胞

株は 0.3-1.3%の SP 細胞を含んでいた（表 1）。それぞれ

において、SP細胞の数は、ベラパミル処理によって著し

く減少した (図 1)。肝癌癌細胞株のひとつである HepG2

では SP細胞を同定できなかったが、大部分の消化器癌細

胞株(15/16 株)は、癌 SP細胞を含んでいることが明らか

となった。 

 

図 1. 消化器癌における SP細胞の解析 

 

 さまざまなヒト消化器癌細胞株からの SP 細胞の分離

の代表例を示す。食道癌（TE13）、胃癌（MKN28）、大腸癌

（CCK81）、肝臓癌（Hep3B）と膵臓癌（PK9）において、

ヘキスト 33342 でのラベル化を行いフローサイトメトリ

ーによって解析した。上段はヘキスト 33342 で標識した

もの、下段はこれにさらに 50μMベラパミルを加えたも

のである。ベラパミル存在下で消える細胞集団が SP細胞

であり、各図の左下の線で囲んだ領域にあたる。各図の

右下の数字は全細胞に対する SP 細胞の割合を記してい

る。 

 

 

 

 

表 1. 消化器癌細胞株における SP細胞の割合 

Origin of human cell lines % of SP fraction  

Esophageal cancer (0.67±0.64%)   

  TE1   1.4 % 

  TE2   0.3 % 

  TE13*   0.3 % 

Gastric cancer (1.45±0.84%)   

  NUGC3   2.1 % 

  MKN1   2.2 % 

  MKN7   0.6 % 

  MKN28*   0.8 % 

Colorectal cancer (0.43±0.07%)   

  WiDr   0.3 % 

  CCK81*   0.5 % 

  Colo201   0.3 % 

  Colo205   0.5 % 

 SW480**   0.7% 

  HSC15   0.3% 

Liver cancer (0.90±0.90%)   

  HuH7**   0.9 % 

  Hep3B*   1.8 % 

  HepG2   0.0 % 

Pancreatic cancer (0.85±0.64%)   

  PK9*   0.4 % 

  PK45H   1.3 % 

 

 

B.骨髄中に存在する癌細胞培養増殖の試み 

 背 景）Pantel らは担癌患者における骨髄液を一定条

件下で培養し、pan-CK で染色される癌細胞が増殖される

こと、すなわち骨髄液中に存在する癌細胞を培養増殖可

能な症例が存在することを明らかにした。われわれは

Pantel らの方法と同様に、骨髄液より癌細胞を単離培養

し、増殖能を調べてマーカーを同定したいと考えている。 
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研究方法）1）担癌患者の手術時。全麻下、腸骨・胸骨よ

り骨髄液を採取。2）遠心分離行い単核球（MNC）のみを

採取。3）cytospin し A45-B/B3（CK8/18・8/19）抗体に

て免染、CK を判定。4）RPMI 培地にて培養。EGF・bFGF

を添加する。5）3－5週間後、培養した細胞を cytospin

し、CK 陽性細胞数をカウント。6) 増殖した細胞を DNA 

microarray、flowcytometry、MTTassay、invasion assay

にて評価 

 

 研究成果） 大腸癌６例、胃癌７例、乳癌 6例について、

骨髄培養を実施した。その結果、表２のように培養にて

 

増殖しうる癌細胞を骨髄中に有する症例が存在した。 

転移陽性症例と陰性症例間における末梢血液中癌細胞 

研究方法）臨床病期を揃えた胃癌転移陽性 5症例と非

研究成果）total RNA の質をチェックした結果、転移

転移陽性症例の原発巣特異的に発現する遺伝子

移能を規定する ITC は、骨髄中におい

研究方法）胃癌並びに大腸癌患者 100 例を対象として、

研究成果）現在国立がんセンターおよび九州大学にお

倫理面への配慮 

理面への配慮については、H12/5

 

C.

 背 景）臨床病期が同一であるにもかかわらず、非転

移症例に比べ転移陽性症例の骨髄中あるいは末梢血液中

において特異的に発現する遺伝子 profile を明らかにし、

特に転移のマーカーとなりうる遺伝子を同定しようとい

う試みである。この場合、転移を規定しうる特異的な発

現変異を示す遺伝子群は癌細胞由来である必要はなく、

宿主のリンパ球等の background 由来と考えている。 

 

 

転移 5症例における骨髄、末梢血液より total RNA を抽

出。Nano-drop にて RNA の質を確認。以後の解析に使用

しうる症例のみを選定し、cDNA microarray を型どおり

施行。 

 

 

陽性２症例と非転移２症例が選定され、マイクロアレイ

を実施した。その結果、いくつかの興味深い遺伝子の特

異的発が明らかになった。現在、それらの遺伝子の転移

における意義の解明に取り組んでいる。 

 

D.

profile の特徴 

 背 景）真に転

Stage 培養前 培養後
208 0 0 0
221 Ⅰ 0 0
220 ⅢB 0 4
212 Ⅳ 0 391
215 ⅣA 0 279
217 再発 0 0

214 ⅠA 0 1257
210 ⅠB 0 0
222 ⅢB 0 0
209 Ⅳ 0 0
218 Ⅳ 44 65
211 Ⅳ 0 10
213 Ⅳ 442 X

207 Ⅰ 0 0
219 Ⅰ 0 47
205 ⅢA 0 0
223 ⅢA 0 0
224 ⅢA 0 0
216 再発 0 2

胃　癌

乳　癌

大腸癌

て高い細胞増殖能を有する細胞集団であると考えられる。

それらの癌細胞における発現遺伝子 profile を検討する

ための間接的な方法として、転移を来した症例の原発巣

癌細胞における発現を調べる。 

 

 

術前に末梢血液および骨髄液を採取して、免疫細胞診お

よび RT-PCR 法で遊離癌細胞の検出を行う。骨髄における

細胞診はドイツハンブルグ大学パンテル教授との共同研

究で行われる。また、胃癌および大腸癌の原発巣の切片

を病理部でティッシューテクで保存し、凍結切片組織を

九州大学生体防御医学研究所外科(以後 生医研)へ送付

する。生医研では原発巣の癌細胞から RNA を抽出する。 

 骨髄中あるいは末梢血液中遊離癌細胞陽性症例と陰性

症例間で、microarray を実施し、骨髄中または末梢血液

中の劣悪な環境下でも apoptosis を来さず、viable であ

る癌細胞を有する症例を特定し、それらの原発巣癌細胞

のみに発現する遺伝子プロファイルを明らかにする。 

  胃癌および大腸癌に関して、切除術を予定している

患者で、術前深達度診断が T2-4 の患者を対象とする。対

象者には説明文書を用いて研究の説明を行い、文書によ

る同意を取得する。 

 

 

ける倫理委員会より研究の承認をいただいた。 
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 本研究における倫

（H13/3 改訂）の「厚生科学審議会先端医療技術評価部

会」による「遺伝子解析研究に付随る倫理問題等に対応

するための指針」に基づき、「遺伝子解析等に関する標本

採取に関する同意書」を当研究所倫理委員会より承諾を
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受けた(H12/6/1)。現在（H18/3 月現在）まで、その同意

書に同意を得られた症例から試料を採取し保管している。

 

 

研究成果の刊行発表 

Mori M
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