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Ａ．研究目的 
 厚生労働行政においてがん対策及びがん研究の
推進は重要な位置を占める。がんの早期診断、予
後判定、治療効果判定はいずれも重要な課題であ
り、その方法が種々議論され開発されてきた。転
移に関する分子メカニズムの解明は、これらいず
れの課題にも極めて重要な解決の糸口となりうる
テーマである。転移に関しては、従来考えられて
きたよりもごく早い病期のうちから、がん細胞が
血液中に流れ出し、やがて多臓器に生着し転移巣
を形成するというモデルが新規に提唱され注目を
集めている。この血液中に存在する腫瘍細胞は循
環腫瘍細胞と呼ばれ、検出個数と予後の悪さには
正の相関関係があることが報告されている。一方
で循環腫瘍細胞の質的な評価に関しては細胞表面
マーカーや遺伝子発現に着目した報告が行われて
いるのみであり、評価方法は未だ十分に確立され
ていない。本研究はこの評価方法を確立し病理診
断に応用するために、ナノ粒子等を補助剤として
活用した一細胞レベルの超高解像度解析能を備え
た循環腫瘍細胞観察可能な質量顕微鏡の開発を目

的とする。 
 質量顕微鏡は研究代表者らが開発してきた質量
分析手法であり、生体試料を直接的に二次元質量
分析することにより、試料組織上生体物質の種類、
位置、相対量を解析する手法である。循環腫瘍細
胞観察可能な質量顕微鏡が医療分析機器ジャンル
として成立すれば、国内医療機器産業の振興につ
ながり国内経済にも好影響を及ぼすことが期待で
きる。 
 本研究では、循環腫瘍細胞の新規な質的評価方
法として用いることのできる一細胞質量顕微鏡法
を開発する。質量顕微鏡法ではナノ粒子等を補助
剤として用いることにより多くの分子種が観察で
きることを、研究代表者らは証明してきた。本研
究では、新たな循環腫瘍細胞解析機器の確立を目
指すために、担がん患者検体から循環腫瘍細胞を
回収し統合的解析を行う。末梢血および比較試料
である原発巣組織の主な採取対象として乳がんを
設定する。乳がんは女性特有のがんであり、中年
齢層における発症が少なくないことから、本研究
は厚生労働行政の目指す「女性特有のがん対策の
推進」及び「働く世代のがん対策」に貢献すると
考えられる。 
 
Ｂ．研究方法 
 臨床検体からの循環腫瘍細胞回収と質量顕微鏡
観察を段階的に行った。途中、医薬品医療機器総
合機構（PMDA）の薬事戦略相談において助言を
受けて、研究方法の修正を行いつつ事業を進めた。
循環腫瘍細胞を観察可能なナノ粒子等を補助剤と
して用いた一細胞質量顕微鏡法を確立するため、
質量顕微鏡の臨床的有用性を調べるために以下の

研究要旨 
がんが進展するごく早期から血中に存在する循環腫瘍細胞の質的評価は診断・治療に重要

である。本研究は、ナノ粒子等を補助剤として活用し、循環腫瘍細胞の質的評価を可能とす
るための質量顕微鏡を開発することを目的とする。大腸がん及び乳がん細胞株を用いた循環
腫瘍細胞精製・回収のための手法最適化を行い、一細胞レベルでのナノ粒子質量顕微鏡法解
析を行った。大腸がんと乳がんの患者末梢血から循環腫瘍細胞を精製し質量顕微鏡解析する
ことにより、循環腫瘍細胞の質的評価系を確立した。その過程で、ナノ粒子付与基盤の評価
を行い、検討結果を基に一細胞質量顕微鏡のための新規素材の開発・普及に成功した。医薬
品医療機器総合機構・医療機器戦略相談を利用し、機器開発のためには臨床的有用性を持つ
ことが重要であるとの助言を得たことから、乳がん患者末梢血から得られた循環腫瘍細胞の
質量顕微鏡解析と網羅的データ解析を行い、病態評価因子との関連性を示す代謝物を質量顕
微鏡の循環腫瘍細胞観察によって評価できることを示した。この結果、ナノ粒子等を補助剤
として活用した循環腫瘍細胞観察可能な質量顕微鏡が開発された 
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方法を用いた。1) 担がん患者検体の収集、2) 担が
ん患者より採取した末梢血から循環腫瘍細胞を回
収する手法の最適化、3) 一細胞ナノ粒子質量顕微
鏡解析法の最適化、4) 臨床検体の質量顕微鏡解析
5) 病態評価因子と質量顕微鏡解析データ間での関
連性の分析。初年度に 1)、2)を次年度に 1)~4) を
最終年度に 1)、4)、5)を行った。 
 
1) 担がん患者検体の収集 
 臨床検体の取得にあたっては、浜松医科大学およ
び浜松医療センターで、診断もしくは治療を目的
として組織採取を行うがん患者を対象とした。脂
質解析に関する結果の比較対象として、骨髄腫検
体測定による得られるデータも活用した。十分な
インフォームドコンセントの後、同意の得られた
患者から、生検組織採取とともに循環腫瘍細胞採
取のため末梢血の採血を行った。収集検体の背景
情報は、研究協力者の所属施設において連結可能
匿名化の上管理した。 
 
2) 担がん患者より採取した末梢血から循環腫瘍細
胞を回収する手法の最適化 
 循環腫瘍細胞の選択の基本手法としては、全体計
画の通り磁気細胞分離法とフローサイトメトリー
法を利用した。正常人血液に細胞株を添加し作製
するモデル血液での実験には、大腸がん細胞株
HCT116 及び乳がん細胞株 SKBR-3 を培養し用い
た。蛍光標識化合物、バッファ、遠心管、遠沈管
による処理、及び細胞選別のための抗体クローン
につき最適化を行った。 
 
3) 一細胞ナノ粒子質量顕微鏡解析法の最適化 
 フローサイトメトリー法により精製された細胞
の回収及び接着条件を、接着・洗浄後の細胞回収
率に基づき比較検討した。スライドグラスのコー
ティング剤の比較も行った。検討結果をもとに ITO
ナノ粒子成膜スライドグラスへの接着性検討を行
った。銀、金、インジウム酸化スズ粒子を付与し
たスライドグラスそれぞれの接着状態と質量顕微
鏡解析におけるシグナル強度に基づき比較検討
し、インジウム酸化スズ―MASコーティングスラ
イドグラス（ITO-MAS コートスライドグラス）を
用いることとした。質量顕微鏡解析の条件として
マトリクス、レーザーエネルギー、空間解像度、
測定領域範囲、測定質量範囲等を最適化した。 
 
4) 臨床検体の質量顕微鏡解析 
 循環腫瘍細胞の選択の基本手法としては、2)にお
いて最適化された方法を採用した。循環腫瘍細胞
の選択の基本手法としては、全体計画の通り磁気
細胞分離法とフローサイトメトリー法を利用し
た。測定対照として乳がん細胞株 SKBR-3 および

ヒト骨髄腫細胞を使用した。原発巣の単一細胞化
には、研究全体計画時に考案した通り、検体組織
をメスで小断片化した後に酵素処理する方法を用
いた。フローサイトメトリー法により細胞を単離
および回収した後、一細胞質量顕微鏡解析した。 
 
5) 病態評価因子と質量顕微鏡解析データ間での関
連性の分析 
 データ解析には専用ソフトウェアである MS 
Imaging Solution 解析を用いた。各測定領域のデー
タセットを陰性対照領域のデータセットと統合
し、リン脂質のシグナル強度に関して統計有意差
を示す測定領域を抽出し、一細胞由来のシグナル
を検出した測定領域であると定義した。末梢血中
からのソーティング数より少ない検出領域数を示
した検体のみを最終的な解析に使用した。抽出さ
れた測定領域を統合し、原発巣群―循環腫瘍細胞
群間での群間検定、および患者予後で区分した循
環腫瘍細胞群の群間検定に用いた。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究は浜松医科大学の医の倫理審査委員会によ
る承認の下に遂行された。該当する患者に当研究
に関して患者用説明文書を用い、研究への協力の
可否が治療の質に影響しないこと、研究への協力
が危険を伴わないこと、研究協力者及び家族の意
思を第一に尊重することを十分に説明し、インフ
ォームドコンセントを得られた場合、文書による
同意書を得て、疫学研究に関する倫理指針（平成
１６年文部科学省・厚生労働省告示第２号）およ
び臨床研究に関する倫理指針（平成１６年厚生労
働省告示第４５９号）に厳正に則り研究を施行し
た。試料は連結可能匿名化を行い情報管理者が適
切に管理した。 
 
Ｃ．研究結果 
1) 担がん患者検体の収集 
 初年度から検体の収集を行うとした全体研究計
画の通り、大腸がん・乳がん臨床検体につき末梢
血の収集と循環腫瘍細胞の精製・解析を行った。
平成 23 年度に回収した血液や原発巣は 10 例であ
った。引き続き平成 24 年度においても検体の回収
を行い、検体番号 20 から 50 までの 31 回の測定に
おいて、患者末梢血 12.5 ml 中に循環腫瘍細胞が 1
個検出される事例を 5 例得た。最終年度に当たる
平成 25 年度には、本予算継続審査の際に評価委員
より提示されたコメントに従い、対象疾患として
乳がんを優先した。取得検体数は末梢血 32 検体、
原発巣 15 検体であった。また、脂質解析に関する
結果の比較対象として、骨髄腫患者から末梢血及
び骨髄検体を採取し、同様の解析を行った。検体
数は末梢血 1 検体、骨髄 3 検体であった。 
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2) 担がん患者より採取した末梢血から循環腫瘍細
胞を回収する手法の最適化 
 平成 23 年度に大腸がん及び乳がん細胞株を用い
循環腫瘍細胞の精製条件を最適化した。抗体、バ
ッファ、遠心管の最適化により高いコントラスト
で循環腫瘍細胞を分離することができるようにな
った。平成 24 年度にはチクソトロピー性を有する
細胞分離剤を用いた遠沈管を導入し、処理時間を
短縮することができた。 
 
3) 一細胞ナノ粒子質量顕微鏡解析法の最適化 
 平成 23 年度に、精製された循環腫瘍細胞の回収・
接着方法を比較検討することで、細胞回収率を向
上することができた。最適な細胞接着をもたらす
コーティング条件を用いたナノ粒子成膜処理した
スライドグラスへの循環腫瘍細胞の接着・回収に
成功した。一細胞質量顕微鏡法の解析条件を検討
し、細胞が接着した領域に高いシグナル強度で検
出される分子を見出すことができた。 
 平成 24 年度には、銀、金、インジウム酸化スズ
粒子の付与によりシグナル強度上昇が見られるか
どうかを、一細胞質量顕微鏡解析により調べた。
金薄膜付与基盤あるいはインジウム酸化スズ付与
スライドグラスを比較対照とした実験において、
有意差を持ってシグナル強度の向上を示す分子は
見いだされなかった。一方、インジウム酸化スズ
付与スライドグラスに特殊コーティングを施すこ
とにより、シグナル強度を保持したまま試料接着
性を向上できることを見出し、松浪硝子工業株式
会社との共同研究のもと、製品化を進めた。結果、
新たに開発された ITO-MAS コートスライドグラ
スを製品としての普及を進めた。平成 26 年 3 月現
在、これらの製品は松浪硝子工業株式会社より販
売品目 SI0020M 及び SI0100M として販売されてい
る。更にイオン化補助にあたって従来用いていた
デヒドロキシ安息香酸よりも高い脂質シグナル強
度をもたらす化合物を見出すことができた。 
 
4) 臨床検体の質量顕微鏡解析 
 平成 23 年度において、原発巣検体試料に由来す
る細胞の質量顕微鏡法解析により、細胞接着部位
に検出される分子が見出された。平成 24 年度以降
には、大腸がん・乳がん患者から採取した末梢血
検体から CD326 陽性、CD45 陰性循環腫瘍細胞の
質量顕微鏡解析を行った。 
 
5) 病態評価因子と質量顕微鏡解析データ間での関
連性の分析 
 新規解析ソフトウェアを導入し、原発巣検体試料
に由来する細胞の質量顕微鏡法解析結果との比較
を行ったところ、循環腫瘍細胞相当の細胞集団が

原発巣由来の細胞集団に比べ低いシグナル強度を
示す分子を複数見出すことができた。また、測定
領域内でのシグナル強度のばらつきを標準偏差で
評価することにも成功した。希少な細胞集団であ
る循環腫瘍細胞の収集とその質量顕微鏡解析に一
定の成功を収めたので、平成 25 年度には、循環腫
瘍細胞の定義領域を、バックグラウンドノイズの
より少ないものへと変更し、これらの細胞集団で
質量顕微鏡による脂質解析を行った。その結果、
ホスファチジルコリン（PC）（32:4）ナトリウム付
加体に相当する質量電荷比（m/z）748.5 が CD326
陽性、CD45 陰性循環腫瘍細胞において原発巣の
2.0 倍の平均シグナル強度を示すことを明らかに
した。さらに患者予後を代表する因子として採血
時点で病態コントロール可能な状態であったかど
うかを指標として患者を予後良好群・予後不良の 2
群に分類したときに、PC（34:3）に相当する m/z 
794.5 が予後良好群において予後不良群の 1.7 倍の
平均シグナル強度を示すことを明らかにした。こ
れらのことから、PC（32:4）及び PC(34:3)を病態
や患者予後と関連する循環腫瘍細胞の新たな質的
評価軸を質量顕微鏡によって示すことが可能とな
った。また、比較対象として実施した骨髄腫患者
検体を用いた一細胞解析においては、末梢血中骨
髄腫細胞対骨髄腔内骨髄腫細胞間の比較を行い、
骨髄腔内細胞に比べ末梢血中細胞ではパルミチン
酸の検出量が大きい傾向にあることを見出した。
骨髄腫細胞の由来の違いを質量顕微鏡によって示
すことが可能となった。 
 
Ｄ．考察 
1) 担がん患者検体の収集 
 症例の収集に際し臨床医と連携することで、予定
通りのペースで検体の回収が達成できた。平成 24
年度には他施設との連携も実現し平成 25年度まで
これを継続できたため、目標検体数である 80 検体
を上回る合計 108 検体の収集を達成することがで
きた。収集された検体から循環腫瘍細胞及び原発
巣の分子プロファイルを取得し、臨床情報と質量
顕微鏡解析結果の統合的解析に結び付けることが
できた。 
 
2) 担がん患者より採取した末梢血から循環腫瘍細
胞を回収する手法の最適化 
 循環腫瘍細胞は極めて少数であり、本研究開始当
初は精製の過程で失われることが多かった。循環
腫瘍細胞選択手法の条件最適化を行った結果、安
定して循環腫瘍細胞を検出し回収することが可能
となり、平成 24 年度に導入したチクソトロピー性
を有する細胞分離剤を用いた遠沈管の使用により
収集時間の短縮も実現できた。度重なる最適化を
継続して行い、最終的には安定した回収条件が確
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立された。モデル血液を用いた複数回の実験にお
いて、約 40%の収率での回収が可能であることを
確認した。 
 
3) 一細胞ナノ粒子質量顕微鏡解析法の最適化 
 細胞回収・接着手法の最適化により、一細胞質量
顕微鏡法解析に適した条件が確立された。研究代
表者らは、ステージコントローラーとレーザー照
射装置を改良することにより可視光顕微鏡像とレ
ーザー照射位置を高い精度で対応づけ高解像度で
分子分布を解析することを可能としてきた。更に、
ナノ粒子等のイオン化補助剤に関しての検討も行
い、最適な化合物を発見し使用した。一細胞を対
象とした超微小領域での質量顕微鏡法解析に成功
することができたのはこれらの改良によるところ
が大きいと考える。 
 
4) 臨床検体の質量顕微鏡解析 
 ITO-MAS コートスライドグラスは、一細胞質量
顕微鏡法解析に適した新たな素材として本研究課
題から創出され、循環腫瘍細胞の高効率での回収
と高感度測定に有用に機能した。本事業期間中に
一般販売まで漕ぎ付けることができた。今後も一
細胞解析を始めとする微量サンプルの質量顕微鏡
解析に広く用いられることが期待される。 
 
5) 病態評価因子と質量顕微鏡解析データ間での関
連性の分析 
乳がん循環腫瘍細胞の質量顕微鏡解析によって、
循環腫瘍細胞を質的に評価するための分子とし
て、PC（32:4）、PC（34:3）が発見された。中でも
PC（34:3）は患者病態と関連する新規分子マーカ
ーであることから、循環腫瘍細胞の質量顕微鏡を
用いた解析の臨床的有用性が示された。また、骨
髄腔中の骨髄腫細胞細胞膜において、末梢血に比
べてパルミチン酸含有量が少ない傾向を示すこと
が、質量顕微鏡を用いることによって可能となっ
た。このことは質量顕微鏡が種類の異なる複数の
がんの観察が可能であることを示している。 
 
Ｅ．結論 
循環腫瘍細胞の回収手法の効率化、ナノ粒子等

を補助剤として用いた解析用素材の開発、質量顕
微鏡の改良によって測定装置、システムの開発が
達成された。また、乳がん患者の原発巣と末梢血
から採取された細胞を材料として質量顕微鏡解析
を行い、原発巣と循環腫瘍細胞において異なるシ
グナル強度を示す代謝物を明らかにすることがで
きたことによって、これまで個数のみで評価され
ていた循環腫瘍細胞を質的に評価することが質量
顕微鏡によって可能となったことは、質量顕微鏡
の臨床的有用性が示されたこととなる。この結果、

ナノ粒子等を補助剤として活用した循環腫瘍細胞
観察可能な質量顕微鏡が開発された。 

 
Ｆ．健康危険情報 
  本事業中に特に健康危険情報は報告すべきもの
はなかった。 
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