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研究成果の概要（和文）：新規流体チップディバイスを用いて前立腺癌細胞株（PC3とLNCaP）における抗原発現
の確認と細胞捕捉実験を行った。捕捉率は、PC3で83.82%、LNCaPで75.78%の捕捉率であり前立腺癌細胞株で高い
捕捉率が実証された。また未治療転移性前立腺癌患者より末梢血2mLを採取し、chip内を通過させ、CTCsの捕捉
に成功した。捕捉されたCTCsは各種蛍光免疫染色を施した後、蛍光顕微鏡で観察を行った。本条件で尿路上皮腫
瘍および腎細胞癌でも同様に培養細微を用いて検討したが、捕捉率は前立腺癌より低率であった。それを反映し
て臨床検体でも2mLの血液では十分に捕捉することができなかった。

研究成果の概要（英文）：Confirmation of antigen expression and cell capture experiments in prostate 
cancer cell lines (PC3 and LNCaP) were performed using a novel fluidic chip device. The capture rate
 was 83.82% for PC3 and 75.78% for LNCaP, demonstrating a high capture rate in prostate cancer cell 
lines. In addition, 2 mL of peripheral blood was collected from a patient with untreated metastatic 
prostate cancer, passed through the chip, and successfully captured CTCs. The captured CTCs were 
observed under a fluorescence microscope after being subjected to various fluorescent 
immunostaining. Under this condition, urothelial tumors and renal cell carcinomas were similarly 
examined using cultured microparticles, but the capture rate was lower than that of prostate cancer.
 Reflecting this, 2 mL of blood could not be sufficiently captured even in clinical specimens.

研究分野： 尿路生殖器癌

キーワード： genitourinary cancer　circulating tumor cell　fluidic chip device
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本新規流体ディバイスはとても簡易システムであり安価である。また循環腫瘍細胞は癌治療に関してのマーカー
になりうるものである。前立腺癌においてはPSAという腫瘍マーカーが存在するがその他の尿路上皮癌や腎癌で
は、明確な腫瘍マーカーが存在します。その点で本ディバイスを用いることにより新規腫瘍マーカーとなり、捕
捉した細胞を解析することにより治療手段を選択可能にするものである。よって簡易で安価なこのディバイス
が、広く臨床に応用される期待が高いものである。

※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 

 尿路性器悪性腫瘍において腫瘍マーカーの存在は診断および治療の経過、再発時に
大変有用かつ重要なものである。一部の精巣腫瘍や前立腺癌においては、AFP、HCG、

PSA などが使用されている。研究開始当初においては、セルサーチという機器が、循環

腫瘍細胞を捕捉する機器として確立されていた。しかし本機器は多量の血液を要し、

感度の面で問題があった。そこで本研究は新規流体チップディバイスを用いて、この

ディバイスに各種癌の細胞膜抗原に対する抗体をあらかじめ処理することにより、循

環がん細胞を効率よく捕捉することができ、サンプル量も少なくなる可能性があっ

た。また補足された循環がん細胞数を用いて遺伝子解析を行う可能性もあり、治療ス

テージに沿ったがん細胞の解析が求められている。本ディバイスはそれらの要求を満

たす可能性があり、研究材料とした。 

 

2. 研究の目的 

 尿路腫瘍はバイオマーカーが前立腺癌の PSA のように確立されたものから、腎細胞

癌や尿路上皮癌のように存在すらないものがある。本研究は 新規流体チップディバイ

スを用いて、このディバイスに前立腺癌、腎細胞癌および尿路上皮癌の細胞膜抗原に

対する抗体をあらかじめ処理することにより、循環がん細胞を効率よく捕捉するもの

である。補足された循環がん細胞数は、抗がん剤の治療マーカーになる。加えて補足

されたがん細胞を解析することにより、患者毎の治療後のがん細胞の形質転換や遺伝

子解析が可能となる。 以上より新規流体チップディバイスを用いた新規の循環ガン細

胞解析により新規バイオマーカーの確立に留まらず患者毎のオーダーメイド検査を目

指すものである。 

 

3. 研究の方法 

1.前立腺癌に於ける検討：前立腺癌において細胞株における基礎的検討を行った上で、

未治療のハイステージの前立腺癌症例の CTCs 捕捉を検討 する。2020 年を中心に各ス

テージの症例において CTCs の捕捉を行い、ステージよる CTCs が腫瘍マーカーと成りう

るのかを検討する。また去勢抵 抗性前立腺癌においては PSA が腫瘍マーカーとならな

い例もあり、CTCs と PSA の関連に関しても検討する。以上に加えて効果判定因子として

も検 討を各ステージで検討する。 2.腎細胞癌に於ける臨床的検討：2020 年には、まず

腎細胞癌に関して細胞株を用いて癌細胞膜抗原発現の検討を行う。EpCAM やビメンチン

など の捕捉抗体をコーティングしたチップにPBSに懸濁した各種腫瘍細胞を通過させ、

1 時間程度で CTCs の捕捉を行う。捕 捉 さ れ た CTCs は PEAnti EpCAM や DAPI 

(4’,6-diamidino-2-phenylindole) 、 FITCAnti CK (Cytokeratin)8、CK9、CK18、APC-



CD45 などの各種蛍光免疫染色を行い、蛍光顕微鏡で同定及び計測を行う。ここでは条件

検討のため抗体の濃度や chip 内通過時間を変えて検討する。次に血液に懸濁した状態

の腎 細胞癌株（Caki-1 と ACHN）に対して捕捉抗体でコーティングした chip 内を通過

させ、1 時間程で CTCs の捕捉を行う。条件検討のため抗体の濃度 や chip 内通過時間

を変えて検討する。 3.尿路上皮癌に於ける臨床的検討：尿路上皮癌に関して培養細胞

(T24 および EJ)を用いて腎細胞癌と同様に基礎実験を行う。捕捉抗体に関しては EpCAM

やビメンチンなどの捕捉抗体をコーティングしたチップを用いる。以上の実験で補足率

を検討し 70％以上の補足率が認められた条件を 選択する。 以上の条件で臨床検体の

検討を行う。臨床検体の検討において尿路上皮癌はリンパ行性転移が中心で血行性転移

が少ない可能性もあり、血中および尿中の検討も行う。 

 

4. 研究の成果 

新規流体チップディバイスを用いて前立腺癌細胞株（PC3 と LNCaP）における抗原発現

の確認と細胞捕捉実験の後、未治療転移性前立腺癌患者より末梢血 2mL を採取し、輸液

ポンプで陰圧をかけながら、捕捉抗体である EpCAM (Epithelial Cell Adhesion 

Molecule)抗体をコーティングした chip 内を通過させ、1 時間程で CTCs を捕捉に成功

した。捕捉され たCTCsはPE-Anti EpCAMやDAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole)、

FITC-Anti CK (Cytokeratin )8、CK9、CK18、APC-CD45 などの各種蛍光免疫染色を施し

た後、蛍光顕微鏡で観察、同定、計測を行った。本実験は病院内倫理委員会の審査を通

しており、全患者には十分な口頭と書面による内容説明を行い、了承が得られた上で行

われた。 培養した前立腺癌細胞株（PC3 と LNCaP）の EpCAM や CK18 などの抗原発現を

蛍光免疫染色で確認後、血液の代用として PBS (リン酸緩衝生理食塩水：Phosphate 

Buffered Saline)約 2mLに培養した前立腺癌細胞を混濁させて捕捉を試み、PC3で 94.6%、

LNCaP で 82,73%と高い平均捕捉率を既に確認した。健常者から末梢全血 2mL を採取し、

培養した前立腺癌細胞を混濁させて同様の方法で捕捉を試み、PC3 で 83.82%、LNCaP で

75.78%以上の平均捕捉率を確認。前立腺癌細胞株で高い捕捉 率が実証されたため、未

治療転移性進行前立腺癌患者から末梢全血を 2mL 採取し、同様の方法で CTCｓを捕捉、

観察を開始している。少数であるも全例で CTCｓを 確認することができ、平均捕捉細胞

数は 48(1～81 個/mL)であった。 
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