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研究成果の概要（和文）：表面プラズモン共鳴(SPR)センサーを用い、末梢血に存在する血管肉腫細胞(Circulating tu
mor cell; CTC)を検出、評価する方法を検討、開発した。ヒト末梢血1mlあたり2,000個の血管肉腫細胞を混合して抗CD
146抗体で標識すると、最大10個の血管肉腫細胞を回収することができた。血管肉腫細胞と正常血管内皮細胞はともに
細胞表面にVEGF受容体を発現し、2種類のうちの1つの血管肉腫細胞株ではVEGF刺激により受容体のリン酸化が誘導され
た。しかし、SPRセンサーでは正常血管内細胞のみが反応を示し、血管肉腫CTCを高感度かつ迅速に検出し得ることが示
された。

研究成果の概要（英文）：We applied surface plasmon resonance (SPR) for the analysis of circulating tumor c
ells (CTC) derived from angiosarcoma. We could recover up to 10 angiosarcoma cells from a mixture of 1 ml 
of human peripheral blood, mixed with 2,000 angiosarcoma cells and anti-CD146 antibodies. Both angiosarcom
a cells and normal vascular endothelial cells expressed VEGF receptors on their surface, and one of two an
giosarcoma cell lines phosphorylated their EVGF receptors in response to VEGF. However, only normal endoth
elial cells showed an SPR signal by VEGF. These results suggest that SPR biosensor may detect CTC of angio
sarcoma both sensitively and rapidly. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Circulating tumor cells: CTC 
近年、悪性腫瘍の予後予測や治療効果判定

に、末梢血に存在する腫瘍細胞（Circulating 
tumor cells: CTC)の有用性が注目されてい
る。特に血管肉腫は、血管に由来し、高齢者
の頭部に好発して高率に血行性転移を起こ
し、一旦転移が起こると極めて予後不良であ
り、CTC は腫瘍発生のかなり早い時期から末
梢血液中に出現していると考えられること
から、血管肉腫 CTC を検出・評価すること
は、本腫瘍の診断のみならず、超早期の診断
またはそのスクリーニングのためにも極め
て有効と考えられる。しかし、これまでに血
管肉腫のCTCを同定した報告はなく、また、
末梢血より CTC 様細胞を分離しても、現在
の光学顕微鏡的な形態観察と遺伝子解析で
は正常の血管内皮細胞の分離と腫瘍性の増
殖を含む血管肉腫細胞の機能的な評価には
限界がある。また、もともと血管内皮という
間葉系由来の腫瘍であるため、上皮系細胞で
は転移性の指標とし得る上皮-間葉系転換を
機能評価に用いることも期待できない。そこ
で申請者は、血管肉腫 CTC を生きたまま分
離して機能評価し、ステージの進んだ患者の
みならず、超早期の血管肉腫患者の細胞機能
診断および腫瘍診断のためのスクリーニン
グの手段として利用することを考案した。 

 
(2)2 次元表面プラズモン共鳴（Surface 
Plasomon Resonance; SPR）バイオセンサ
ーによる細胞機能評価 
申請者は、SPR バイオセンサーがセンサー

チップ上の金薄膜に接した細胞の反応を無
標識・リアルタイムに共鳴角(AR, Angle of 
resonance)変化として検出できることを発
見し(Hide M et al. Anal Biochem 302: 28-37, 
2002)、その技術により単細胞レベルで細胞
応答を検出、解析することに成功した
（ Yanase Y et al. Biosens Bioelectron 
26:674-681, 2010 他)。また、最近、一部の血
管肉腫細胞は EGF 受容体を細胞表面に発現
することが報告されており、EGF 受容体を血
管肉腫細胞を正常血管内細胞ないしその前
駆細胞と区別するマーカーとして利用でき
ると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の 3 つの課題を設定した。 
(1)ヒト末梢血からの血管肉腫 CTC の分離 
ヒト末梢血液中から血管肉腫細胞 CTC を

含む細胞検体を含む検体を分離するための
方法を確立する。 

 
(2)血管肉腫細胞と正常血管内皮細胞を区別
する刺激応答システムの探索 
上記検体から、血管内皮系の細胞を識別し、

かつ SPR シグナルにより正常血管内皮細胞
と血管肉腫細胞を識別するための刺激応答
システムを探索する。 

 
(3)2 次元 SPR バイオセンサーの小型化 

 CTC による血管肉腫細胞の診断を実用化
するためには、検査に必要な血液検体量を最
小限にすることが重要である。そのため SPR
バイオセンサーにμTAS 技術を導入してセ
ンサーの小型化を図る。 
 
３．研究の方法 

(1)細胞株：血管肉腫細胞 CTC のモデルと
しての 2 種類の血管肉腫細胞株（ISO-HAS、
HAMON）と、正常血管内皮細胞としてヒト
臍帯血静脈血管内皮細胞（HUVEC）を入手
し、実験に供した。 

(2)ヒト末梢血からの血管肉腫細胞の分離： 
ヒト末梢血より血管肉腫細胞を分離するた

めの細胞表面マーカーを探索するため、
HUVEC および 2 種類の血管肉腫細胞(株)に
おける EGF 受容体、EGF、VEGF、CD44
の mRNA 発現を検索した。また、ISO-HAS
細胞に特異的に発現することが知られてい
る CD146 に対するモノクローナル抗体を用
い、ヒト末梢血より ISO-HAS を分離する条
件を検討した。  

(3)SPR シグナルの探索：血管肉腫細胞と正
常血管内皮細胞で異なる刺激応答を誘導す
る細胞外刺激を探索した。 
(4)SPR バイオセンサーの小型化：自作した 2
次元 SPR 装置のセンサー部分に高屈折率の
プリズムを採用し、センサー上に 9 皿分の
小円を残して疎水性加工を施し、同時に 9
つの検体の測定ができるデバイスを作成し
た。 

 
４．研究成果 

(1)ヒト末梢血からの血管肉腫 CTC の分離 
 血管肉腫CTCを物理的に分離する方法とし
て、細胞表面に CD146 を発現することが知ら
れているヒト血管肉腫細胞株ISO-HASを健常
人ヒト末梢血と様々な割合で混和し、さらに
蛍光標識した抗CD146とともにインキュベー
トしてフローサイトメトリーにより検出し
た。その結果、末梢血 5ml に対して 104個の
ISO-HAS 細胞を混合すると、最大 50 個程度の
CD146 陽性細胞を検出することができた。一
方、2 名の血管肉腫患者の末梢血を用いて同
様のフローサイトメトリー解析を行ったと
ころ、患者末梢血中には信頼できる数の
CD146 陽性細胞を検出することはできなかっ
た。さらに定量的 PCR を用いて末梢血に生理
的に存在する血管内皮細胞マーカー陽性細
胞の数を検討することが今後の課題である。 
 
(2)血管肉腫細胞と正常血管内皮細胞を区別
する刺激応答システム 

 血管肉腫CTC細胞膜に発現する受容体分子
を探索するため、ヒト末梢血、悪性黒色腫細
胞株（MMG1）、ヒト臍帯血血管内皮細胞
（HUVEC）、ヒト扁平上皮癌株（A431）を用い
て hEGFR、EGF、VEGF、CD44 の mRNA の発現を
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今後、末梢血より効率的に血管内皮系細胞
を分離する方法と、
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