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研究成果の概要（和文）：大腸癌（CRC）を診断する血中循環腫瘍細胞（CTCs）検出システムの開発を行った。
本システムではCTCを捕捉する新デバイス「CTC-chip」を使用する。 CTC-chipの高い捕獲効率をCRC細胞懸濁液
を使用し確認した。次にstageII-IVの13例においてCTC検出を行った。採血1ｍL中のCTC数はstageII-IIIにおい
てstageIVの患者よりも低かった。StageIIからIVの92％の症例から CTCが検出され、これはCA19-9による陽性率
よりも有意に高かった。さらにCTCはCEAおよびCA19-9による結果が陰性の症例を含め、StageII-IIIの全症例で
検出された。

研究成果の概要（英文）：We developed a CTC detection system to diagnose colorectal cancer (CRC) 
using blood samples. The system uses the polymeric CTC-chip, a new device for CTC isolation. The 
high efficiency of　CTC　chip was assessed with cell suspensions of the CRC cell line. The CTC-chip 
was used to detect CTCs in blood samples obtained from 13 cases of stage II-IV CRS. On average, the 
number CTCs/ml were lower in patients with stages II and III CRC than in those with stage IV. In 
cases with stages II-IV, 92% had CTC per ml, which was higher than the positive rate by the carbo- 
hydrate antigen 19-9 test (CA19-9). Moreover, CTCs were detected in all cases with stage II and III 
CRC, including cases with negative results for the carcinoembryonic antigen (CEA) and CA19-9 tests. 
With the CTC-chip detection system, CTCs can be effective cancer markers, particularly for patients 
in stage II and III CRC who often exhibit negative conventional serum marker test results.

研究分野：腫瘍外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌は早期診断により治療効果が高まること、また再発発生の場合も早期対応にて最適治療を行うことができ
る。今回開発したＣＴＣチップで大腸癌の血中腫瘍細胞を捕捉・同定・計測する方法により、CTCが鋭敏な腫瘍
マーカーとして機能し、大腸癌の採血検体による鋭敏な診断が可能になるであろう。またＣＴＣ濃度検出によっ
て、癌の進行の検出を容易にすることからも、臨床上の意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

日本人の大腸がんは死亡要因の 3 位であり食文化の欧米化に伴い増加しているが，検診等で
の検出率は依然低く，死亡率の下がらない要因でもある．大腸がんの既存の腫瘍マーカーによる
検出率は，依然として低く，採血などでより容易に高確率で発見するシステムの確立が早急に求
められる． 
進行したがん細胞は，一部が血中に流れ込み，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）と呼び，これを補足す
るシステムが開発された．EpCAM陽性の CTCが 5つ以上（末梢血液 7.5中）検出される転移
性乳がん患者は，予後が悪いことが明らかとなった[1]． 
現在 CTC の捕捉には，抗原抗体反応，誘電泳動力，細胞形態識別を利用した手法があるが，
いずれも CTC血中濃度の低さ（検出感度）が課題となっている．CTCの捕捉率が悪い，コスト
が高くとくに EpCAM，以外の抗体使用に巨額のコストがかかるなど問題点が多い． 
マイクロ流体チップを用いる手法が 2007 年に発表され有意に補足率が向上することが示さ
れた[2]．さらに本研究の研究分担者である大永のグループは自ら開発したポリマー微細加工技
術・表面機能化技術を応用して マイクロ流体チップ（以後 CTC-チップ）を創出 [3]，これを
さらに改良し，高検出感度，低コスト，さらに大量供給可能な臨床応用型“CTC チップ”を開
発した[4]．大永らはこれを用い，食道がん細胞株他で効率的な血中がん細胞捕捉に成功してい
る[5]． 
本研究グループは，大腸がん細胞株を用い，この新開発の CTCチップによる捕捉が可能であ
ることを確認した．（2015年癌学会呉，冨木，小見山，大永ら） 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は，本邦初のマイクロ流体チップを用いた大腸がん診断のための血中循環癌細
胞（CTC）補足システムの臨床応用である．既存の CTC 検出機器は，抗体を自由に設定でき
ず，捕捉率も悪い上に高価なため開発には不向きである．本研究では新規に開発されたマイク
ロ流体 CTC チップを用い，大腸がんの CTC 捕捉・検出システムを確立し，CTC の癌診断マ
ーカーとしての臨床応用を可能にすることを目指す．本邦初であるこのシステムの実用化によ
り，既存の腫瘍マーカーで検出できなかった大腸がんが採血で容易に診断できれば,即応的に治
療に貢献することができる． 

 
 

 

３．研究の方法（詳細は Kure et al 2020）． 

（1）CTC チップによる大腸がん血中循環癌細胞捕捉への有効性の検証 
新規開発された CTC を用い，まず大腸癌細胞株をモデル大腸癌 CTC して捕捉効率を測定する 

①マイクロ流体 CTC チップ（以下 CTC チップ）表面を IgG で処理，つぎに大腸癌での高発現が
確認されている EpCAM 抗体で処理した 
②次に大腸癌細胞株 HCT116 を PBS 緩衝液または健康血液に懸濁し，この懸濁液を，つぎに

図 1 本研究における マイクロ流体
CTC-chipを用いた 
血中腫瘍細胞（CTC）捕捉システム 
 

(Kure, Tomiki, Ohnaga, Komiya et 
al. 2020)[6] 

 



EpCAM 抗体を固定した CTC チップに流した．その後，チップを洗浄して捕捉されていない細
胞を除去，チップ上に捕捉された細胞の蛍光発色によって CTC チップ上の癌細胞を計数し
た．これにより，捕捉数/流入数を測定し，捕捉効率を求めた． 

（2） CTC チップによる大腸がん患者臨床採血中の CTC 数測定 

①大腸癌のStageII-IVの患者の採血を用い，EpCAM抗体を固定したCTCチップに採血を流し，
チップ上に捕捉された細胞の蛍光発色によってチップ上の癌細胞を計数することにより，
1ml あたりの CTC 数を測定した．研究対象の患者については，術前採血検体での既存腫瘍マ
ーカー（CA19-9，CEA）の測定を行い CTC の検出結果と比較した． 

②StageII-III の患者採血については手術直前，7日後の採血を用い，手術前後の採血中有の
1ML あたり CTC 数変化を検討した． 

③病理組織像，リンパ節転移，遠隔転移，Stage 分類，予後などの臨床情報を解析，CTC 数の
関連性についての評価を行った． 

(3）転移・再発した症例については，転移・再発時の CTC 数変化についての評価を行った． 
      

 
４．研究成果 
 
大腸癌を診断する血中循環腫瘍細胞（CTCs）検出システムの開発を行った．本システムには CTC
を捕捉する新デバイス「CTC-chip」用いた．  
 
（1）細胞株による大腸癌細胞捕捉効率の検証  

この CTC-chip による大腸癌細胞の捕獲効率を大腸癌細胞株懸濁液を使用し確認した． 
表面を抗 EpCam 抗体で処理した CTC チップによる捕捉効率は，血液への懸濁大腸癌細胞株で
65％程度，PBS 懸濁大腸癌細胞株においては 90％以上であった（図 2）． 
すなわち既存方法での CTC 検出より効率が良く，また他種がんでの当チップでの CTC 検出
に遜色ない血中大腸癌細胞捕捉効率が確認できた． 
 
（2）患者採血中の CTC の検出・計測  

StageII-IV の 13 例における採血中の CTC 検出を行った． 

①ステージ進行と CTC 数：全症例中 1 例を除き，CTC が検出された．採血 1ｍL 中の平均 CTC
数は StageII-III よりも Stage IV の患者において高かった．また Stage II から IV の 92％の
症例から CTC が検出された．CTC は健康採血からは検出されないことから，1個以上の CTC検
出は CTC による癌診断としては陽性を意味する．ここで得られた大腸癌患者からの CTC 陽性
率は CA19-9 による陽性率よりも有意に高かった[6]． 

さらに CTC は CEA および CA19-9 による結果が陰性の症例を含め，Stage II-III の全症例で検
出されていることからも，本システムによる CTC 検出法は既存マーカーによる現出が難しい
ステージにおける大腸癌診断に有効であると考えられた[6]． 

②術前―術後の CTC 数の差違：特に Stage II―III においては術前だけでなく，術後 7 日後
に採血したサンプル中の CTC 数も測定した．その結果，術前採血よりも，術後採血での平均
CTC 数（1ｍL あたり）は有意に減少した（表 1）．このことから治療効果の評価が可能である
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図 2： PBS懸濁及び血液懸濁大腸癌細胞株の 
CTCチップによる捕捉効率 

捕捉に用いた CTCチップの表面処理： 
 IgG：抗 IgG抗体処理、 
 EpCAM：抗 IgG抗体処理＋EpCAM 
 None: 抗体処理、無処理 



可能性が示唆された[6]． 
 

 
 
 
以上，本研究により新規開発の CTC チップを用いた CTC 検出システムによる大腸癌の検出
感度は高く，既存マーカーよりも高い確率で癌診断が可能であることを明らかにした．またこの
システムによる大腸癌の病態進行や治療効果診断可能性が示された． 

 
 
引用文献： 
 

[1]  Cristofanilli M, Budd G T, Ellis M , J, Stopeck A, Matera J, Miller M C, Hayes D 
F, et al. (2004). Circulating tumor cells, disease progression, and survival in 
metastatic breast cancer. New England Journal of Medicine, 351(8), 781-791. 

[2]  Nagrath S. Sequist L. V. Maheswaran S. Bell D. W. Irimia D. Ulkus L. Ryan P. et 
al.(2007). Isolation of rare circulating tumour cells in cancer patients by 
microchip technology. Nature, 450(7173), 1235-1239. 

[3]  大永 崇（発明者）機能性マイクロチップおよびその製造方法 特許第 5577502 号 出願
2009/03/16   

[4]  大永 崇 ほか 6名（発明者） 血液中の浮遊癌細胞を捕捉できるマイクロチップ 特許第
5799395 号 出願 2011/07/28 

[5]  Ohnaga T, Shimada Y, Moriyama M, Kishi H, Obata T, Takata K, Tsukada K. et al. 
(2013). Polymeric microfluidic devices exhibiting sufficient capture of cancer 
cell line for isolation of circulating tumor cells. Biomedical microdevices 
15(4):611-616. 

[6]  Kure K, Hosoya M, Ueyama T, Fukaya M, Sugimoto K, Tomiki Y, Ohnaga T, Sakamoto K, 
Komiyama H.(2020). Using the polymeric circulating tumor cell chip to capture 
circulating tumor cells in blood samples of patients with colorectal cancer. 
Oncology Letters 19(3): 2286-2294. 

 

表 1 大腸癌患者採血検体の CTC濃度（1ｍlあたりの数）と 
既存腫瘍マーカー２種の値（Kure et al 2020[6]を改変）。 

CEA CA19-9
患者ID Stage 術前 術後 (ng/ml) (U/ml)
1 II A 1 2 7.9 37
2 II B 6 2 6.8 7
3 II A 2 0 2.9 23
4 II C 4 1 4.9 34
5 III B 1 0 23.6 24
6 III C 6 3 3.5 8
7 ⅣA 12 387.7 94
8 ⅣA 7 14.3 21
9 ⅣA 18 12.8 27
10 ⅣA 5 34.8 6
11 ⅣA 2 15.8 20
12 ⅣB 5 7.6 6
13 ⅣA 0 1.4 6

CTC　（/ｍL)

なお、本研究では CTC， CEA，CA19-9のカットオフ値はそれぞれ 0個/ml, 5.0 ng/ml，37.0 U/ml 
とし、これを超えた場合は陽性と分類した。 
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