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研究成果の概要（和文）：肺癌の治療成績は不良であり、その最大の原因は高頻度に起こる遠隔転移である。循環腫瘍
細胞(Circulating Tumor Cell：CTC)は、微小転移の潜在的マーカーとして有用であるが、現在臨床使用のための唯一
の機器であるCellSearchは感度が不十分である。そこで、我々は新たに国産のマイクロ流体チップシステムを開発し、
CTC検出感度の向上を目指し、基本的性能を確認した。新開発CTCチップは、これまで標的としてきたEpCAMだけでなく
、他の細胞表面抗原に対しても良好な捕捉能を示した。分離した細胞の遺伝子解析も可能であった。

研究成果の概要（英文）：Prognosis of primary lung cancer patients is not satisfactory, which is mostly 
caused by frequent development of distant metastasis. Although Circulating Tumor Cell (CTC) is useful for 
a surrogate marker of distant micro-metastasis, the CellSearch which is the only machine for CTC 
detection for clinical use, is insufficient sensitivity. Therefore, we developed a new microfluidic chip 
system of domestic, to improve sensitivity, and evaluated its basic performance. Newly developed CTC-chip 
not only EpCAM that have been targeted up to now showed good capture ability for other cell surface 
antigens. In addition, it was possible genetic analysis of the captured cells.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 肺癌の治療成績が不良である要因として
早期発見や微小転移検出の困難さが挙げら
れる。 
 循環腫瘍細胞(Circulating Tumor Cell：
CTC)は、腫瘍の原発巣から遊離し血液中を
循環する腫瘍細胞であり、臨床的に転移が
認められる以前から血液中に存在すること
が知られており、早期癌や微小転移の診断
マーカーとして期待される。（下図） 

 
 “CellSearch”は米国で唯一臨床使用が
認可（転移性乳癌・前立腺癌・大腸癌にお
いて）されているCTC検出システムで、上皮
細胞接着因子（Epthelial Cell Adhesion 
Molecule：EpCAM）に対する抗体を結合した
磁気ビーズを用い、上皮由来の腫瘍細胞を
血液から分離する。 
 
 原発性肺癌におけるCTCの臨床的意義につ
いては従来ほとんど報告がなかったが、我々
はこれまで、“CellSearch”により検出され
たCTCについて以下の事項を明らかにした。 
 
・原発性肺癌の約 30%で CTC 陽性（末梢血
7.5ｍLあたり 1個以上の CTC が検出）
であり、転移がある症例では無い例に
比べて CTC が高く、遠隔転移の予測に
有用である(Clin Cancer Res. 2009)。 
・小細胞癌において末梢血液 7.5mL あた
り 2 個以上の CTC が検出された割合は
約 67%と高く、CTC 高値（8個以上）で
有意に予後不良であった(J Thorac 
Oncol. 2012)。 
 
 しかしながら、原発性肺癌の 80%以上を占
める非小細胞肺癌については、“CellSearch”
による CTC 検出感度は十分ではなく(臨床的
に遠隔転移が明らかな症例でも CTC 陽性率
50%)、より高感度な CTC 検出システムの開発
が求められる。 
  
“CTC-chip”は、米国で開発された CTC 捕
捉・検出のためのマイクロ流体チップシステ
ムである(Nature 2007)。これは CellSearch
と同様に EpCAM を標的とした分離法である
が、EpCAM に対する抗体をコーティングした

無数のマイクロポストの間に血液を流すこ
とにより効率よく腫瘍細胞を捕捉できると
される。しかし、Chip の信頼性や耐久性な
どの問題から未だ臨床応用されていない。 
 これらの問題に対、し研究分担者の大永ら
富山県工業技術センターグループは、先行す
る米国の“CTC-chip”の欠点を克服する国産
の新開発“ CTC-chip ”を開発（ Biomed 
Microdevices 2013 等)、消化器癌細胞株を
用いた CTC 捕捉実験等で良好な成績を確認
し、肺癌での臨床的有用性が期待される。 
 
 更に、我々の肺癌における知見では、上皮
由来の癌細胞でも“上皮-間葉系移行(EMT)”
により上皮の性格を消失して間葉系細胞様
へ変化することが確認されている（Uramoto 
H 他、Anticancer Res 2010、 Lung Cancer 
2011, Br J Cancer 2011 等)。このような癌
細胞は上皮細胞マーカーである EpCAM 発現
の消失によって、従来の CTC 検出システムで
は捕捉できない可能性があるが、新開発 
“CTC-chip”は、チップに自由に抗体を結合
できる汎用化チップであり、抗 EpCAM 抗体以
外の抗体をチップにコーティングすること
により、 “EMT”を起こした癌細胞の捕捉も
可能である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 肺癌における新開発“CTC-chip”の有用
性と更なる改良を目指し、以下を明らかに
する。 
 
（1）新開発“CTC-chip”による循環血液中の
肺癌細胞検出感度の検討と改良 
 
① 肺癌細胞株を用いた捕捉実験や肺癌患
者より採取した血液を用い、検出感度
を明らかにする。 

 
② “chip”の改良による、捕捉検出感度
の向上が可能か否か、を明らかにする。 
 

（2）抗EpCAM抗体以外の抗体を“chip”に結
合し、従来システムで捕捉できなかったCTC捕
捉の可能性を明らかにする。 
 
 
（3）“CTC-chip”で捕捉した腫瘍細胞の分
子生物学的解析の可能性を検討 
 
捕捉された CTC から遺伝子を抽出し、遺
伝子変異や発現異常解析が可能か否か、
またその信頼性を明らかにする。 
  
 



３．研究の方法 
 
(1)新開発“CTC-chip”の基本的性能を確認 
 
 抗 EpCAM抗体結合のチップを用いて以下の
項目について検討 
 
 ①EpCAM 陽性細胞株の捕捉 
 ②肺癌患者の胸水中腫瘍細胞捕捉 
 ③末梢血液中 CTC の検出 
 
(2) 抗 EpCAM抗体以外の抗体を用いた腫瘍細
胞捕捉(“CTC-chip の汎用化”)の可能性の検
討 
  EMT を起こした CTC の検出の検討の前段階
として、中皮腫の細胞株の CTC-chip での捕
捉を検討する。新たに抗 Podoplanin 抗体、
Mesothelin 抗体等中皮腫特異的抗体結合チ
ップを作成し、同様に細胞株を用いた検討か
ら開始。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3) “CTC-chip”により捕捉された腫瘍細胞
の遺伝子変異解析。 
 
EGFR 変異(exon19 における 15塩基欠失)が
ある PC-9 を抗 EpCAM 抗体コーティング
CTC-chip で捕捉後、細胞を Proteinase K で
溶解して回収した細胞から DNA を抽出し、
EGFR 変異を検出できるかを検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)  ”CTC-chip”による循環血液中の肺癌
細胞検出感度の検討と改良 
 
① 新開発の CTC-chip に抗 EpCAM 抗体を
結合させて各種肺癌細胞株の捕捉実
験を行ったところ、EpCAM 高発現の
PC-9 では高い効率(95%以上)の細胞捕
捉が可能であった(下図)。 
 
 
 
 
 
 

 

② 一方で EpCAM 発現の低い肺癌細胞株
A549 では EpCAM 抗体結合 CTC-chip で
は捕捉効率が低下(50%以下)し、EpCAM
発 現 が 無 ～ 低 い 中 皮 腫 細 胞 株
(ACC-MESO-1/-4)では殆どchipに捕捉
されなかった。 

 
③ そこで CTC-chip に中皮腫細胞表面に
発現するPodoplaninや Mesothelinに
対する抗体を結合させて捕捉実験を
行ったところ、特に抗 Podoplanin 抗
体により中皮腫細胞の捕捉効率が 10
倍以上に向上した (捕捉率 50-80%、下
図)。つまり新開発の CTC-chip は任意
の抗体を結合させて多くの腫瘍細胞
株を捕捉可能な、つまり EpCAM に依存
しないCTC検出系であることが明らか
となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2)“CTC-chip”により捕捉された腫瘍細胞
の遺伝子変異解析 
 
 CTC-chip に捕捉された PC-9 を Proteinase 
K で溶解後に回収、DNA を抽出して遺伝子変
異解析を行ったところ、同様の変異を認めた。
CTC-chip に捕捉後の細胞も遺伝子解析が可
能であった。 
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