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研究成果の概要（和文）：癌の正確な悪性度評価には悪性度の高い細胞を選別して解析する必要がある。末梢循
環癌細胞(CTC)は原発巣癌細胞集団の中でも上皮間葉移行(EMT)を生じた浸潤や転移能力が高い、悪性度を最も反
映する集団と考えられる。各種抗体とマイクロ流体デバイスとを組み合わせたポリマー性マイクロチップを用い
て臨床検体からCTC捕捉を試みた。抗EpCAM抗体は回収効率が悪いこと、細胞の量的評価は臨床的な癌悪性度を反
映しないことが示唆された。さらに再現性にばらつきが生じること、抗体の染色強度が一定でないことなどから
臨床応用にはCTC採取方法の改善が課題であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Malignant potential of the tumor is defined by the cancer cell fraction with
 highly malignant potential. Circulating tumor cells (CTC) are considered to contain tumor cells 
with metastatic property. And thus, they represent metastatic potential of the parental tumor 
tissue. We developed polymeric CTC capture microchip by combining antibodies and micro fluid device.
 And we analyzed the efficacy of these chips. Global standard anti-EpCAM antibody chip showed high 
affinity for head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) cell lines. However, it showed quite low 
affinity for the CTC in HNSCC patients. Moreover, the reproducibility was not stable. These results 
suggest that improvement of CTC capturing system is required for clinical application of CTC capture
 system.  
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国内で市販されていたEpCAM発現細胞を標的としたFDA認可のCTC定量システムは正確に頭頸部扁平上皮癌の悪性
度を反映しないことが判明した。その理由として、頭頸部癌のCTCがEpCAMを発現していない可能性と頭頸部癌患
者においてはCTCが少ない可能性の２つが考えられた。今日期待されている採決による腫瘍悪性度評価におい
て、CTCは体内の腫瘍組織における悪性度の高い細胞集団と考えられているので、今後はビメンチンなどの間葉
系のマーカーを組み合わせたマイクロチップによる捕捉、もしくはサイズによるソーティングなどの捕捉システ
ムの改良と検体採取法の最適化に向けた研究が必要であることが示唆された。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
個別化治療は現在から次世代癌治療のキーワードである。そのためには臨床病期による治療層

別化以外に個体毎の癌の多様性、特に悪性度の評価が必要不可欠である。しかし、腫瘍内の癌細
胞不均一性が強いため、薬剤耐性や転移能といった悪性度を規定する細胞集団の正確な評価は
腫瘍塊からは困難なことが明らかになってきた。一方、原発巣から離脱し末梢血中に存在する末
梢循環癌細胞（Circulating Tumor cell; CTC）は浸潤や転移能力が高く癌の悪性度を最も反映す
る集団と考えられ、いくつかの癌腫で先行研究が始まっている。CTC 定量装置として唯一米国
食品医薬局 FDA が認可したのは米国 Veridex 社が開発した EpCAM 発現細胞を CTC として定
量 す る Cell Search シ ス テ ム®で あ る 。 し か し 、 上 皮 間 葉 移 行 （ Epithelial Mesenchimal 
transition;EMT）を生じた最も悪性度の高い癌幹細胞形質を有する CTC は細胞表面に EpCAM
を発現していないと想定される。したがって Cell Search システム®による CTC 定量は肺癌な
どで一定の評価を得たもののこの最も悪性度の高い CTC を捕捉できないという質的解析にお
ける問題点を抱えている。そして、これまで様々な CTC 捕捉システムが考案されたが頭頸部癌
CTC 評価に適した方法は確立されていない。富山県工業技術センターでは表面抗原を標的とす
る微量細胞捕捉用ポリマーチップが開発された。本チップは従来の CTC 定量装置より廉価で簡
便である上に各種抗体をコートする事が可能である。これまでも遺伝子発現と病態解析から開
発された診断用チップの普及が肝炎や各種の癌の個性を可視化し、医学的社会的な変革に多大
な貢献をしたことから新規診断用チップの開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初、頭頸部癌においては CTC の質的解析どころか量的解析についても手つかずの

状態である。その原因として、CTC 定量のために最適なマーカーが確立されていないこと、い
ろいろな CTC 捕捉装置が高価格であること、があげられる。本研究では、将来各種の癌に応用
可能な CTC 捕捉システム開発の第一段階として頭頸部癌の CTC に焦点を当て、「1) 頭頸部癌
CTC 捕捉に適したマーカーの同定と捕捉用チップを開発し、頭頸部癌 CTC 捕捉システムを最
適化する。2) CTC の量的臨床的意義を解析する。3)つづいて生物学的機能と遺伝子解析を最適
化し頭頸部癌個別化治療法を開発する」ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
I.CTC 捕捉法の最適化    
１）当初の手法：治療前の癌患者 CTC 末梢血 5ml を溶血処理後、テロメラーゼ活性化細胞での
み増殖能をもつ GFP 発現制限増殖型アデノウィルス(OBP-1101)を感染させる。捕捉した CTC
を DAPI（生細胞）, 抗サイトケラチン抗体（上皮細胞），抗 CD45 抗体（リンパ球）の各マー
カーで染色し、 DAPI（+），抗サイトケラチン（+），抗 CD45（-）細胞を蛍光顕微鏡下にマイ



クロピペットを用いて回収する。潜在的疑陽性細胞を排除するため、さらに FITC 蛍光反応を示
すものを選別し除外する。 
本法は回収細胞数では優れるものの手技が煩雑であるため、臨床応用には不適当である事が課
題として浮上してきた。 
２）富山県工業技術センターで表面の特異的マーカーをターゲットとし血中の微量細胞を捕捉
するため、抗体とマイクロ流体デバイスとを組み合わせたポリマー性マイクロチップが開発さ
れた。本技術は患者末梢血をそのままチップに通すという簡便なシステムに応用することで
CTC 捕捉が可能となる（以下、CTC チップ）。29 年度には CTC マーカーとして最も多くの研
究で使用されている抗 EpCAM 抗体を用いて CTC チップによる頭頸部癌 CTC 捕捉システムの
最適化を行った。 
上咽頭正常上皮細胞株 NP69、上咽頭癌細胞株 C666-1、舌癌由来 OSC19 を健常ドナー末梢血
7.5ml に、それぞれの細胞ごとに 1 細胞／ml、10 細胞／ml、100 細胞／ml となるように混入し、
抗 EpCAM 抗体のコーティング条件と感度、特異度を最適化する。 
患者血液を用い、テロメスキャン法と CTC チップ法とで捕捉される CTC の定量性について評
価する。 
３）抗 EpCAM 抗体に加え EMT マーカー抗体カクテル（抗 Vimentin, Fibronectin, N-cadherin
抗体）癌幹細胞マーカー候補（抗 CD44v, CD133, CD271 抗体）、さらに上咽頭癌では Epstein-
Barr ウ イ ル ス 膜 蛋 白
LMP1 に対する抗体でコ
ートしたチップ、を用いて
それぞれのチップにより
捕捉される細胞を定量し、
EMT が生じている CTC
定量のための条件設定を
さらにチューンアップす
る。 
 
 
４．研究成果 
癌治療の「個別化」という近未来の癌治療キーワードに対して、CTC は理想的ターゲットであ

るものの量的評価についてすら一定の方法が確立されていない。本チップは各種抗体をコート
する事が可能なため理論上、任意の表面マーカー発現細胞の捕捉が可能となる。また、同時に複
数の抗体をコートすることも可能であるため、最も最適な CTC チップマーカーは何か、簡便に
検討ができる。EpCAM 陽性細胞に加え、最も悪性度が高いことが予想される EpCAM 陰性 EMT
マーカー陽性細胞定量システム開発員は至らなかった。 
一方で、当初は抗 EpCAM 抗体を用いることで臨床検体においても CTC が捕捉可能と考えてい



たが、この方法は極めて回収効率が悪いことが判明した。さらにこのシステムで回収された細胞
の量的評価は臨床的な癌悪性度を十分反映しないことが示唆された。一方で抗体をコートした
CTC チップは回収効率は改善することかが判明した。さらに同一患者からの検体であっても再
現性にばらつきが生じること、抗体の染色強度が一定でないことなどから、従来臨床で応用され
ていた Cell Search System がカウントする CTC は真の CTC サロゲートマーカーではないこと
を示唆する結果を得た。 
現在、非侵襲検査として研究が進む liquid biopsy による miRNA やタンパク解析は組織総体と

しての解析となるため「癌組織由来の核酸やタンパクよりも CTC の方が癌の個別的正確、特に
転移能に代表される悪性度を鋭敏に反映する」と考えられている。そのため CTC 捕捉システム、
表面マーカーと生物学的特徴に焦点を当てた研究はまだ核酸やタンパクを標的とした liquid 
biopsy 研究よりも黎明期にあるものの引き続き研究を継続する価値がある分野と考えられる。 
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