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研究成果の概要（和文）： 腎癌患者の血液中を循環している極微量の癌細胞（末梢血循環腫瘍細胞Circulating tumor
 cell:CTC）を腎癌細胞の表面マーカーであるDR-5に対する蛍光標識抗体を用いて検出することを目的として本研究は
計画された。
 予備実験では、腎癌細胞をCTCとしてカウント可能だった。しかし、限局性および転移性腎がん患者（それぞれ15名お
よび4名）の末梢血において、DR-5陽性癌細胞の検出率は低くCTC検出は困難だった。また、腎臓より最初に流出する腎
静脈の血液を用いてCTC測定を13名の患者で行ったが、腎摘出後のためコンタミネーションが非常に多くCTC測定には不
適当であった。

研究成果の概要（英文）：This research was planned with the objective of detecting cancer cells at extremel
y low volumes circulating in the blood of renal cell carcinoma patients (circulating tumor cells (CTC) in 
peripheral blood), using fluorescence-labeled antibodies for DR-5, a surface marker of renal cancer cells.
 
In a preliminary experiment, it was possible to count renal cancer cells as CTC. However, in the periphera
l blood of localized and metastatic renal cell carcinoma patients (respectively 15 and 4 patients), the po
sitive detection rate for DR-5 was low, and CTC detection was difficult. Moreover, CTC measurement using t
he blood in the renal veins that first flowed from the kidneys was performed for 13 patients, but there wa
s significant contamination given that this was subsequent to renal excision, and it was found to be unsui
table for CTC measurement.
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１．研究開始当初の背景 

（1）全国で 1 年間に約１万人が腎癌と診断

され、3000～4000 人が死亡している。腎癌は、

最近増加傾向のある癌の一つで、治療方針も

目覚しく進歩しているところである。腎限局

の早期癌では５年生存率が8割を超える反面、

診断時に転移を有する進行性腎癌は予後不

良であり増加傾向にある。進行性腎癌に対し

てインターフェロン（IFN）-αやインターロ

イキン（IL）-2 などの免疫療法に加え、近年

分子標的治療薬が登場し治療戦略が大きく

変わった。癌転移の早い段階（微小転移段階）

での検知と早期治療が治療効果や長期成績

の向上につながる可能性が高まっている。 

 

（2）癌患者の血液中に循環している極微量

の癌細胞を分離して個数を視察する末梢血

循環腫瘍細胞（Circulating tumor cell:CTC）

測定の有用性が確認され、乳癌、大腸癌、直

腸癌、前立腺癌では既に FDA（米国食品医薬

品局）から承認されている。例えば転移性乳

癌の領域において、治療開始前の血液 7.5ml

中の CTC 数が 5 個未満の患者では、5 個以

上の患者に比べ無増悪生存期間や全生存期

間の中央値が有意に長いという結果が得ら

れた。また、治療後の CTC 値も同様に 5個未

満の患者の方が予後が良い結果であった。さ

らに治療前後におけるCTC値の変化により治

療効果の判定が可能であることが示された。

これらの結果より、CTC の臨床応用へ注目が

集まっている。 

一方、腎癌の領域ではCTC測定に関する報告

が未だないのが現状である。その理由は、CTC

測定で不可欠なCK（サイトケラチン）発現率

が腎癌細胞では高くないためと考えられる。

しかし、我々は腎癌細胞の細胞膜にDeath 

Receptor （DR）-5が発現していることを証明

した。 

 

２．研究の目的 

DR-5 に対する蛍光標識した抗 DR-5 抗体を用

いて、腎癌患者における CTC 検出システムを

確立すること 

 

３．研究の方法 

CTC 測定にはベリデックス社（米国）の Cell 

Search System を使用した。 

 

①CellTracks オートプレップと CellTracks

アナライザーⅡの各々の行程は、総て全自動

で行われる。 

②CellTracks オートプレップの行程では、上

皮細胞接着分子であるEpCAMに対する抗体

にナノ鉄粒子を結合した磁性粒子（フェロフ

ルード）により、血液中から特異的に上皮細

胞を分離する。 

③未反応の血液成分を排出した後に分離し

た上皮細胞に蛍光分子で標識した抗 CK 抗体

を反応させると共に DNA 蛍光染色物質

DAPI で細胞の核を染色し、混入した白血球

を CTC と識別するために抗 CK 抗体とは異

なる蛍光分子で標識した抗CD45抗体を加え

て白血球に反応させる。 

 

（1）予備実験として、Buffer に腎癌細胞を

混在した検体で、癌細胞が抗 DR-5 抗体また

は他の抗体（腎癌に特異的に発現していると

の報告がある CAⅨ抗体など）に標識される

ことの確認 

 

（2）限局性腎がん患者の末梢血で CTC 検出



が可能かどうかを手術前後で検討 

①末梢血 10ml を採取しそのうち 7.5ml の血

液を使用する。 

②EpCAM 抗体結合ナノ鉄ビーズを用いて上

皮性細胞を分離する。 

③FITC で標識された抗 CK 抗体を用いて細

胞質を蛍光染色する。 

④PEで標識された抗DR-5抗体を用いて細胞

膜を蛍光染色する。 

⑤DAPI を用いて核を蛍光染色する。（核を持

つ上皮細胞が染色される） 

⑥APC で標識された CD45 抗体を用いて白

血球を蛍光染色する。（検体中に混在する白

血球を認識でき、DAPI で染色された核が癌

細胞由来か白血球由来かを識別できる） 

⑦蛍光染色の反応は同時に行い、コンピュー

ターで解析した蛍光画像から CTC を目視判

定する。（白血球を排除し、形態のインタク

トな癌細胞の核をカウントする） 

 

（3）限局性腎がん患者の腎静脈血を用いた

CTC 検出の検討（腎摘出術後の腎静脈より血

液を採取） 

①腎静脈血は腎摘出後に腎静脈より採取し、

そのうちの 0.1ml を使用する。 

②-⑦は同様 

 

（4）転移性腎がん患者の末梢血で CTC 検出

が可能かどうかを検討 

 

４．研究成果 

（1）予備実験 

癌細胞が抗 DR-5 抗体に標識されることは確

認できたが、抗 CAⅨ抗体では染まらなかっ

た。 

 

（2）限局性腎がん患者の末梢血 

限局性腎がん患者（患者背景は表 1）で行っ

たが、DR-5 陽性癌細胞の検出率は低く（CTC5

以上は術前で 15 名中 3名、術直後で 12 名中

0名）CTC 検出は困難であった（表 2）。また、

術前にCTCを5個以上カウント出来た3名（患

者 8,12,15）は、術後観察期間それぞれ 4年,3

年8ケ月,3年7ケ月経過し術後再発転移は認

めていない。唯一癌死した患者 2は、術前術

後ともに CTC は 0であった。予後の指標とし

ての利用は難しいだろう。 

 

表 1：限局性腎がん患者の背景 

 

 

表 2：限局性腎がん患者における手術前後の

末梢血 CTC 測定数 

 

 

（3）限局性腎がん患者の腎静脈血 

腎臓より最初に流出する腎静脈の血液を用

いて CTC 測定が可能かもしれないと考え、腎

摘出後の腎静脈より血液を採取し 13 名の患

者で CTC 測定を行った。しかし、摘出後とい

うことでコンタミネーションが非常に多く

CTC 測定には不適当であることが分かった。 



 

（4）転移性腎がん患者の末梢血 

4 名の転移性腎がん患者（患者背景は表 3）

の末梢血 7.5ml を用いて行ったが、抗 DR-5

抗体・抗 CK 抗体による CTC は残念ながら

検出されなかった（表 4）。 

 

表 3：転移性腎がん患者の背景 

 
 

表 4：転移性腎がん患者の治療前における末

梢血 CTC 測定数 
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