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研究成果の概要（和文）：新開発マイクロ流路システム(CTC-chip)によって循環腫瘍細胞(CTC)を効率よく捕
捉・検出するための基礎検討を行った。上皮細胞接着因子(EpCAM)の抗体を用いることで、血中に含まれる腫瘍
細胞(特に上皮性の表現型をもつ癌細胞)を感度高く捕捉できる系を構築した。
捕捉された細胞は、CTC-chip上での免疫蛍光染色にて判定した。血中にはCTCの他にリンパ球も含まれるので、
サイトケラチンおよび核染色陽性かつCD45陰性の細胞をCTCと判定した。 この検出系を用いて実際の肺癌患者の
血液サンプルを解析したところ、CTCが検出された群は、検出されなかった群と比べ有意に予後不良であった。

研究成果の概要（英文）：A preliminary study was conducted to efficiently capture and detect 
circulating tumor cells (CTCs) by a newly developed microfluidic system (CTC-chip). Using an 
antibody against epithelial cell adhesion factor (EpCAM), we constructed a system that can capture 
tumor cells (especially cancer cells with epithelial phenotype) in the blood with high sensitivity.
Since blood contains lymphocytes as well as CTCs, cytokeratin- and nuclear-stain-positive and 
CD45-negative cells were identified as CTCs. The captured cells were determined by 
immunofluorescence staining on the CTC chip. Blood samples from actual lung cancer patients were 
analyzed using this detection system, and the group with CTCs detected had a significantly poorer 
prognosis than the group without CTCs detected.

研究分野：呼吸器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の転移様式としての血行転移はこれまで多くの状況証拠を基に提唱されていたが、実際に血中から癌細胞を分
離・採取することは困難であった。しばらく後に抗原抗体反応を利用して血中を流れる腫瘍細胞(循環腫瘍細胞,
 CTC)を捕捉する概念が生まれ、様々な固形癌で試行されてきた。しかし、肺癌においては捕捉率が低く、感度
や特異度の高いCTCの捕捉系の構築が望まれていた。当科ではマイクロ流路デバイスに上皮細胞接着因子の抗体
をコーティングすることで、感度及び特異度の高いCTCの捕捉デバイスを構築することが出来た。これによっ
て、癌患者の予後や治療への耐性獲得を予測することが可能となり、臨床の一助となることができる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遠隔転移の検出とその制御は、がんの診断と治療において重要である。特に肺癌では、

術前にCT/PET等で遠隔転移が検出されない症例に完全切除が達成されても、術後に高頻

度に転移再発を生じる。これは、手術時点で既に、原発巣から遊離し脈管内に侵入した

腫瘍細胞が微小転移を形成していたためと推測される。従って、微小転移の指標である

血液中の腫瘍細胞(循環腫瘍細胞CTC)の検出は、手術適応の決定や手術補助療法の選択

等に重要であると期待される。加えて、循環腫瘍細胞の分子生物学的特徴の解析により、

標的薬剤(EGFR阻害剤等)や免疫チェックポイント阻害剤(抗PD-1/PD-L1抗体等)等の薬

物療法の適切な選択が可能になると期待される。特に最近では、術後補助療法としての

EGFR阻害剤や抗PD-L1抗体の有用性が報告され、投与症例の適切な選択や効果モニタリ

ングを行うためのバイオマーカーの確立が強く求められている。末梢血液は繰り返し低

侵襲で採取可能なことから、治療効果のモニタリングや薬剤耐性検出等における有用性

が期待される(Liquid biopsy)。Liquid biopsyは、血液中に存在する腫瘍細胞由来DNA

断片(ctDNA)の検出と腫瘍細胞そのもの(循環腫瘍細胞CTC)の検出に大別される。前者は

PCR増幅により比較的容易に高感度検出が可能であることから、 既にEGFR阻害剤の感受

性変異(Del19やL858R)や耐性変異(T790M)の検出に臨床応用されている。ただ、血液中

には正常血球細胞由来のDNA断片が多数混在しているため、PD-L1のような正常細胞にも

発現するマーカーの評価はctDNAでは困難であり、正常細胞に存在する変異遺伝子(加齢

に伴うTP53変異等)の混入も問題である。これに対しCTCは、腫瘍細胞の形態及び定量評

価や機能解析(培養系)等の細胞レベルでの解析に加え、腫瘍細胞におけるPD-L1等の定

量的発現評価や包括的遺伝子異常解析等の多彩な分子生物学的解析に適応可能である

という多くの利点を有する。しかしながら、無数の正常血球細胞の中に混在する微量の

腫瘍細胞の検出は技術的に困難である。現在臨床使用可能なCTC検出システムは

CellSearch(但し、米国で大腸・前立腺・乳癌に限定)のみであるが、CellSearchを用い

た我々の研究では、CT/PET等で遠隔転移が確認された肺癌症例の約30%でCTCが検出され

ず(偽陰性)、検出感度不足が示唆された。そこで我々は高感度CTC検出系の開発に取り

組み、マクロ流路システム(CTC-chip)を完成させた。この新開発CTC-chipは、CellSearch

を超える高感度CTC検出や捕捉したCTCの分子生物学的解析が可能であることがこれま

での基礎研究や予備臨床研究で示され、微小転移の指標として期待されるがその臨床的

有用性は不明である。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、新開発CTC-chipにより捕捉検出された循環腫瘍細胞(CTC)の肺癌臨床

における有用性、具体的には 1) CTCが予後予測および治療効果モニタリングに有用か、

2) CTCの分子生物学的特徴による治療効果予測(EGFR変異とEGFR阻害剤の効果など)や

耐性検出等に有用か、を明らかにすることである。本研究は独自に開発した高感度CTC

検出システム(CTC-chip)を用いる点で独創的である。また捕捉したCTCの分子生物学的

特徴とその臨床的意義を解析しうる点で、個数評価のみであるCellSearchより応用範囲



が広く肺癌の診断と治療、特に周術期薬物療法の治療 効果向上、に貢献すると期待さ

れる。 

 

３．研究の方法 

1) CTC-chipによるCTC検出感度とその臨床的意義の解明  

−  新開発CTC-chipを用いて末梢血より循環腫瘍細胞(CTC)を分離。細胞質染色(サイ

トケラチン)及び核染色で腫瘍細胞の確認を行い、CD45染色にて陽性細胞(混入したリ

ンパ球)を除外。CTC個数や検出感度を対照群(CellSearch)と比較検討。 

−  循環腫瘍細胞(CTC)の定量的評価は自動画像解析システムによる高速処理が可能

か否かを同時に検討。 

−  CTC個数と臨床病理学的因子・予後との関連を検討し、肺癌におけるCTCの診断能

や進行度・予後予測因子等を明らかにする。 

 2) CTCのEGFR変異等の遺伝子異常の解析とその臨床的意義の解明 

−  臨床検体よりCTC-chipで捕捉した腫瘍細胞からDNAを抽出しPCR増幅の後にEGFR変

異解析(感受性変異と耐性変異)等の遺伝子異常解析を行い、変異検出能をctDNAと比

較検討する。 

  

   

４．研究成果 

本研究では肺癌細胞を捕捉するために上皮細胞接着因子(EpCAM)に対する抗体を流路に

コーティングし、蛍光標識した細胞株を健常人全血に添加したCTCモデルをサンプルと

して捕捉率(捕捉細胞数/流入細胞数)を算出した。PC-9, NCI-H441は細胞表面にEpCAM

を強く発現しており捕捉率はそれぞれ99.4%, 88.8%であった。一方、EpCAMの発現が弱

いA549の捕捉率は13.4%に留まった。捕捉された細胞の検出は、chip上での免疫蛍光染

色にて細胞質染色(サイトケラチン)及び Hoechstによる核染色及び混入するリンパ球

を除外するためのCD45染色を行い、サイトケラチン陽性で核を内包かつCD45陰性の細胞

をCTCと判定した。 基礎検討で得られた至適条件にて肺癌患者末梢血でのCTC検出につ

いて検討した。肺癌(または疑い)にて産業医科大学病院呼吸器・胸部外科を受診し、文

書による研究参加の同意を得た患者を対象とし、末梢血中のCTCの個数をカウントした。

CTCが検出された群は、検出されなかった群と比較して予後が悪い傾向を認めた。また、 

既知の遺伝子変異をもつ患者の血液より同様の方法でCTCを捕捉し、PCRによる変異解析

も可能であることを確認した。  
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