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研究成果の概要（和文）：複数のヒト神経芽腫細胞株を用い様々な補足抗体を用いCTCチップで検出可否を検討
し、補足条件が最も良い抗体を同定し、その捕捉抗体によるそれぞれの細胞株での補足率向上のための調整を行
った。
ヒト血液中に細胞株を混入させた状態で、末梢血単核球層のみを対象検体としてCTCを検出することに成功し、
臨床検体での捕捉率向上のための様々な調整を行った。
現行のCTCシステムの問題点を解消するために、圧較差で細胞、試薬をCTCチップ内に流す手法によりシリンジポ
ンプなしに短時間でのCTC捕捉が可能なシステムを構築した。

研究成果の概要（英文）：We considered the condition of CTC chip using several Neuroblastoma cell 
lines and several antibodies, and identified the best antibody. It was adjusted for captured rate 
improvement by each cell lines.
In the state which made a cell line get mixed in the man blood, we succeeded to detect CTC in the 
peripheral blood mononuclear cell layer.
We built the system that CTC capture by a short time is possible by the pressure amplitude without 
syringe pumps.

研究分野：小児腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により各種小児がんを血液検体で低侵襲かつ迅速に確定診断する手法が確立できれば患者QOLの向上に寄
与すると考えられる。また新型CTCチップ内の細胞は固定、染色、輸送、その後の分子生物学的解析が可能であ
ることから中央病理診断システムの構築も可能となる。本手法で治療に伴う経時的な腫瘍細胞の変化をリアルタ
イムに解析することで新たな治療プロトコール、治療耐性メカニズムの解明・克服へとつながることが期待さ
れ、実臨床に即した研究、あるいは前臨床的な基礎研究として非常に重要と考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
小児がんの治療は化学療法に主体が置かれ、縮小化をはかってから外科的治療がなされるこ
とが現在、多くなってきている。しかしながら、治療前の診断には侵襲的に腫瘍を採取し、確
定診断を得る必要がある。そこで低侵襲かつ迅速に体液検体を用いた腫瘍マーカーの開発が求
められているが、腫瘍細胞そのものを用いた検査の代替法となりうるかは不明である。 
より低侵襲に腫瘍細胞そのものを診断利用することを期待し、Nagrath ら(Nature 2007: 
1235-9)により報告された全血からのCTC検出が可能なマイクロ流体デバイスであるCTCチップ
に注目した。しかし、この CTC チップはシリコン製で非常に脆く、上皮マーカーである EpCAM
抗体をチップ内に固定化する作業が非常に煩雑であることから、その有用性にもかかわらず実
臨床への応用は進んでいない。そこで本研究では連携協力者の大永崇博士が開発したプラスチ
ック CTC チップ(出願番号：2011-164897)を使用することとした。この新型 CTC チップの特徴と
して①プラスチック製で大量生産が可能、②輸送運搬に耐えられる十分な強度、③チップ表面
に抗体と親和性の高い官能基を配置することで CTC 検出抗体を容易に固定化などが挙げられる
（添付資料１，２）。その特徴に加え、研究協力者である横堀ら(Cancer Res. 2013: 2059-69)
が報告したすべての固形腫瘍で発現しているにも関わらず、血液中で全く発現しない
T-plastin (PLS3)にも注目し、この PLS3 特異的抗体を新型 CTC チップに固定化することで小児
がん細胞の CTC をより効率的に検出する計画を立案した。この新たな検出法により実臨床への
応用性がより高まり、低浸襲で迅速な診断のための代替法となることが期待できるため、小児
がん患児に対して非常に有益と考えられ、本研究を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
小児がんの診断には侵襲的な生検・切除手術が必要であり、より低侵襲で簡便な代替診
断法の確立が望まれる。近年、癌病巣から血中に侵入し体内を循環する循環腫瘍細胞
(Circulating Tumor Cell: CTC)が、がんの治療・診断・研究において高い有用性が認めら
れてきている。CTC は上皮性腫瘍ではその利用可能性が示されてきているが、小児がんの
多くは非上皮性腫瘍であり現行法では十分に捕捉できない。そこで、非上皮性腫瘍におけ
る CTC を高感度に検出、評価するキットを開発することで、より低侵襲な診断・評価が可
能かどうかを明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) CTC チップ調整 
 本研究で使用するプラスチック製 CTC チップは捕捉抗体の固定化が容易である点が最大の特
徴であり、プラスチック表面の官能基に抗体そのものが結合する性質を利用している。新型 CTC
チップに以下に示す捕捉抗体を固定化し神経芽腫細胞株、肝芽腫細胞株、腎芽腫細胞株の捕捉
率を測定する。各種細胞株に対する捕捉率の中で腫瘍特異性の高い捕捉抗体を明らかにするこ
とで、その抗体を固定化した各種小児固形がん CTC 検索チップを作成し、臨床検体を用いた研
究に使用する（添付資料４）。（検討予定の捕捉抗体：癌幹細胞マーカーIRG 抗体、固形組織マ
ーカーPLS3 抗体、上皮細胞マーカーEpCAM 抗体、表面マーカーCD44 抗体, CD133 抗体、細胞表
面受容体 EGFR 抗体, ERBB2 抗体, ERBB3 抗体など） 

 
(2) 血液サンプル集積 
 新規、再発を問わず各種小児固形がんにおいて患者、家族にインフォームドコンセントを行
い、臨床血液検査検体の残血液から CTC 解析を行う。 
(3) CTC 解析 
① 捕捉された CTC 数を評価し捕捉率を評価する。 
② CTC の検証: CTC チップ内の循環腫瘍細胞から DNA を採取し、生検検体等から得られてい
る各種既存検査結果と比較評価する。 

(3) 診断キット化に向けた試み 
本研究で得られた成果をもとに診断キット開発、検討、PMDA への相談を行う予定である。 
 



 
４．研究成果 
 
・CTC チップ調整：複数のヒト神経芽腫細胞株を用い様々
な補足抗体を用い CTC チップで検出可否を検討し、補足
条件が最も良い抗体を同定し、その捕捉抗体によるそれ
ぞれの細胞株での補足率向上のための調整を行った。ま
た臨床摘出組織中の同抗体発現も確認、蛋白レベルでの
発現も確認した。 
 
・血中における神経芽腫細胞株の捕捉：ヒト血液中に細
胞株を混入させた状態での検出方法の検討では、全血中
の補足は血球成分も凝集してしまい十分な回収条件が得
られなかったため、末梢血単核球層のみを対象検体とし
て CTC を検出することに成功し、臨床検体での捕捉率向
上のための様々な調整を行った。 
 
・簡便化を目指し、現行の CTC システムの問題点として
送液のためにシリンジポンプが必要なこと、送液中の細
胞塊形成を防止するために継続的なサンプル振動が必要
なことの点を解消するために、圧較差で細胞、試薬を CTC
チップ内に流す手法によりシリンジポンプなしに短時間
での CTC 捕捉が可能なシステムを構築した。 
 
・CTC 解析：神経芽腫細胞株をヒト血液中に混入させ
た検体での捕捉率は現在80％程度まで向上しているが、
臨床検体中の捕捉率評価方法を検討中である。体外診
断ツールとしての可能性を検討するために、MYCN 増幅
の評価等、現在摘出組織にて通常行っている検査をCTC
で行う実験系の確立が必要であり、捕捉細胞の FISH に
よる評価方法の調整および培養系の確立のための研究
を行っている。 
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