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研究成果の概要（和文）：癌の治療・診断・研究において高い有用性が認められつつある血中循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）
を効率よく捕捉する“ポリマーCTCチップ”を開発した。従来このようなデバイスでは癌細胞のEpCAMをターゲットとし
て捕捉するが、本研究ではEpCAM発現が低いCTCの捕捉を目指し、比較的多くの癌で高発現が見られるEGFRを中心とした
他のターゲットによる捕捉を検討した。その結果、抗EGFR抗体としてCetuximabを選択することにより、これまでEpCAM
では捕捉困難だった癌細胞の捕捉を可能とした。

研究成果の概要（英文）：We have developed polymeric microfluidic devices for isolation of circulating 
tumor cells (CTCs). The device targeted EpCAM expressed on cancer cells and captured them with anti-EpCAM 
antibody immobilized on the device. However,　this device has been known to be of no use for cancer cells 
expressing little EpCAM and therefore we took account of other　targets of cell surface makers and 
incorporated antibodies against them into the device in this study. Since EGFR is known to be 
overexpressed in many kinds of cancer, we used anti-EGFR antibodies for the capture.
As a result, the anti-EGFR antibody Cetuximab was shown to efficiently capture esophageal cancer cells of 
KYSE series (EGFR changes from 60,000 to 12,000,000 receptors/cell) despite of low-efficient capture by 
the other anti-EGFR antibodies used in this study. Cetuximab also captured well breast cancer cells of 
MDA-MB-231 that is known to hard to capture them with anti-EpCAM antibodies.

研究分野： マイクロ流体デバイス
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１．研究開始当初の背景 
癌の組織から血中に侵入し体内を循環す

る血中循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）は、癌の治療・
診断・研究において高い有用性が認められつ
つある。ＣＴＣは極希薄に存在するため単離
は困難だが、表面の上皮性マーカーをターゲ
ットとしその抗体とマイクロ流体デバイス
とを組み合わせた“ＣＴＣチップ”が、有望
な単離デバイスとして提案されている。筆者
らは、これまでに新規のポリマー製ＣＴＣチ
ッ プ を 開 発 し 、 実 用 化 を 進 め て き た
（T.Ohnaga et al. Biomed Microdevices: 
15,611(2013)）。しかし近年のＣＴＣ単離研究
においては、上皮性マーカーだけでは単離効
率が極端に低下する場合が報告されており、
その理由が上皮間葉転換（EMT）から理解さ
れている。 
 
２．研究の目的 
本研究提案では、ＣＴＣに関する上記のよ

うな新たな知見を取り入れてポリマー製Ｃ
ＴＣチップを改良し、様々な癌のＣＴＣを確
実に単離できるようにすることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 CTC チップでは、図 1 の原理で CTC を捕捉
する。すなわち、多数の微細なマイクロポス
ト（高さ、直径とも 100μm 程度のポストが
数万個程度）の間にサンプル（全血など）を
流し、マイクロポスト表面に固定した抗体が
癌細胞の表面マーカー（＝捕捉ターゲット）
に結合することで、選択的に細胞を捕捉する。
また筆者らのポリマーCTC チップでは、チッ
プ表面の反応性が経時低下しないため、ユー
ザーが選んだ抗体をいつでも自由に固定す
ることができる（従来の CTC チップでは、表
面反応性が短時間で低下するため、抗体の固
定はチップ製造時にしか出来ない）。 
 捕捉ターゲットについては、従来、上皮細
胞接着分子（EpCAM）を選定し、抗 EpCAM 抗
体がチップに用いられてきた。しかし本検討
では上皮性が低下または消滅した CTCを捕捉

することを目指すので、新たな捕捉ターゲッ
ト検討した。ターゲットの選定基準としては、
（１）EpCAM 発現の低下した癌細胞で高発現
する、（２）EMTにより発現が低下することが
ない、（３）比較的多くの癌で高発現する、
とした。この基準のもと捕捉ターゲットを調
査したところ、上皮成長因子受容体（EGFR）
を選定したので、本研究では EGFR を中心に
検討した。EGFRは大腸癌、肺癌、食道癌、膵
臓癌、頭頸部癌、腎癌などにおいて高発現す
ることが知られており、その検討は CTCの臨
床応用面からも有意義であると考えられる。 
 実験的検討では、ポリマーCTC チップにタ
ーゲットマーカーに対する抗体を固定し、そ
こにターゲットマーカー発現が既知の癌細
胞株を流し、細胞捕捉効率を測定した。また
EGFR の検討では、異なる抗 EGFR 抗体、EGFR
発現の異なる細胞株を使用し、それらの変化
が捕捉に及ぼす影響についても検討した。ま
た食道癌臨床検体からの CTC 捕捉を、富山大
学倫理委員会の承認を得て、富山大学第 2外
科において実施した。 
 
４．研究成果 
（１）CTC捕捉システムの改良 
 本研究では CTC の臨床応用推進のために、
CTC 捕捉システムの改良も行った。シンプル
で低コストなシステムの提供を目指して次
の２つのタイプを開発し、本研究でも使用し
た。 

 
図 1 ポリマーCTC チップの捕捉原理 

 
図２ 標準捕捉システム 

 
図３ 簡易捕捉システム 



ａ．標準捕捉システム 
 細胞縣濁液、全血、血液分画を使用した試
験を迅速かつ簡単にできるように、図２のシ
ステムを開発した。シリンジポンプ、サンプ
ル振とう機などからなり、チップへのサンプ
ル送液、その後の洗浄・細胞染色などの一連
の操作をバルブ切換えで出来るようにした。 
ｂ．簡易捕捉システム 
 臨床現場ではほとんどが全血を使用した
試験となることが予想されるため、それに向
けた捕捉システムを開発した。試験時間短縮、
消耗品の削減、さらなる操作の簡略化、など
が求められるため、それに合わせた改良を行
った。その結果、サンプル供給部を備えたチ
ップホルダーとシリンジポンプからなる極
めてシンプルなシステムを開発した（図３参
照）。操作が単純で複数サンプルの同時捕捉
も可能である。 
 上記２つのシステムは既にキット化し商
品化しており、チップと共に購入して広くユ
ーザーテストが可能である。 
 
（２）EGFRと EpCAMによる癌細胞捕捉 
 EGFR 発 現 が 既 知 の 食 道 癌 細 胞 株
KYSE220(EGFR: 13 万/cell)を、３種類の抗
EGFR抗体（sc-101および sc-120 (Santa Cruz 
Biotechnology),Cetuximab (Bristol-Myers 
Squibb)、何れも細胞外ドメインのエピトー
プに対応）および抗 EpCAM 抗体（sc-59906 
(Santa Cruz Biotechnology)）で捕捉した時
の捕捉効率（Capture efficiency：チップに
捕捉された細胞数／チップに流入した細胞
数）を図４に示す。従来の EpCAM をターゲッ
トとした捕捉では、抗体の種類によらず
EpCAM 高発現の細胞はよく捕捉されることが
知られているが、本検討においても KYSE220
は良く捕捉された（KYSE220 の EpCAM 発現は
図５（ａ）のとおり高い）。一方、EGFR によ
る捕捉では、３種類の抗体で捕捉効率が大き
く異なり、Cetuximabで効率よく捕捉された。 
また KYSE220を sc-59906または sc-120で免
疫蛍光染色したところ（蛍光標識抗体は同じ
Cy3 goat anti-mouse IgGを使用）、図５の写
真を得た。これの結果は、蛍光標識では同等
に結合する抗体であっても、本チップでの利

用のようにそれらを固体表面に固定した時
は、結合が変化する（→細胞捕捉率が変わる）
ことを示唆すると考えられる。 
 
（３）EGFR発現が異なる癌細胞の捕捉 
 KYSE220に 3種類の EGFR発現が異なる食道
癌 細 胞 株 （ KYSE140(EGFR: 6 万 /cell), 
KYSE180(EGFR: 60 万 /cell),KYSE30(EGFR: 
1200 万 /cell）を加え、 sc-120 および
Cetuximab で細胞捕捉率を測定した（図６）。
EGFR発現が 200 倍程度変化（6万→1200万）
したのに対し、捕捉率はわずかに上昇する結
果が得られた。このことは、チップ上の捕捉
抗体分子数（密度）があまり多くなく、発現
の低い細胞で既に抗原－抗体の結合が飽和
してしまったことを示すと思われる。チップ
性能改良の点からは興味深い知見である。ま

 

（ａ）sc-59906 による EpCAM 染色像 

 

（ｂ）sc-120 による EGFR 染色像 

図５ KYSE220 の免疫蛍光染色像 

 
図４ KYSE220 の捕捉効率 

 
図６ EGFR 発現の異なる癌細胞の捕捉 



た、本チップの捕捉性能の限界を考えたとき、
抗体を選択すれば数万／cell 程度の発現が
あれば細胞を捕捉できることを示唆する結
果であると思われる。 
 
（４）EpCAM 発現が極めて低下した癌細胞の
捕捉 
 以上の結果をもとに、EpCAM 発現が極めて
低 い こ と が 知 ら れ て い る 乳 癌 細 胞 株
MDA-MB-231（1,700/cell の報告がある）の捕
捉を試みた。各抗体を用い測定した捕捉率を
図７に示す。従来の結果と同様に抗 EpCAM 抗
体（sc-59906）ではほとんど捕捉できないが、
抗 EGFR 抗体では Cetuximab により効率よく
捕捉できることが分かった。MDA-MB-231 の
EGFR 発現については既に幾つかの報告があ
り、10万/cell以上の発現はあるようなので、
上記 KYSE220の結果から考えると妥当な捕捉
結果であると言える。 
 
（５）EGFRによる食道癌の CTC捕捉 
 以上の細胞株の検討結果をもとに、
Cetuximab による食道癌臨床検体の CTC 捕捉
を試みた。現在も捕捉検討を継続しており、
既に CTCと考えられる細胞を全血から捕捉し
ている（図８参照）。 
 
（６）他のターゲットマーカーによる癌細胞
の捕捉 
 これまでに MDA-MB-231 の抗 CD318 抗体に
よる捕捉、神経芽腫細胞（NB16、NB69）の抗
CD47抗体による捕捉、などについて検討して
いるが、効率よく捕捉できる抗体を見い出す
には至っていない。 
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図７ MDA-MB-231 の捕捉効率 

  
図８ 食道癌臨床検体から捕捉した CTC 

  
図８ 食道癌臨床検体から捕捉した CTC 
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