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研究成果の概要（和文）：肺癌における循環腫瘍細胞（CTC）は、標準法とされるCellSearchを用いても十分な検出感
度が得られていない。本研究ではこれまで様々な方法による検討を行ったが、CTC-Chipについて詳細な検討を行った。
CTC-Chipはポリマー製マイクロ流体システムで、これに任意の捕捉抗体を結合させ標的細胞の捕捉率の検討を行った。
細胞株を用いたCellsearchとの比較ではEpCAM陽性のPC-9ではCellsearchと同等の検出率が得られたが、EpCAM陰性のAC
C-MESO-4はCellsearchでほとんど検出されず、CTC-Chipでは全血に添加した条件において約8割の捕捉率が得られた。

研究成果の概要（英文）：The “CellSearch” is widely used to detect circulating tumor cells (CTCs), but 
provided only modest sensitivity in capturing CTCs in lung cancer patients. In the current study, we 
employed a variety of CTC-detection systems including a novel microfluidic device (“CTC-chip”) in which 
any antibody to capture CTCs is easily conjugated. In experimental studies using tumor cell lines, the 
“CTC-chip” provided a similar efficiency to the “CellSearch” in capturing PC-9 cells with EpCAM 
expression. When MESO-4 cells without EpCAM expression were spiked in the blood, approximately 80% of 
tumor cells were captured with the “CTC-chip”, whereas few tumor cells were captured with the 
“CellSearch”.

研究分野：呼吸器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
•肺癌は予後不良の疾患であり、その高い死
亡率は主に遠隔転移によるものと考えられ
ている。診断時に約 40%の患者で遠隔転移を
認めている。多くの肺癌患者では遠隔転移の
有無にかかわらず、腫瘍細胞が血液中に循環
している可能性があり、それらの CTC を同
定、検出することは再発リスクの予測、術後
補助化学療法の対象の絞り込み、全身化学療
法の効果のモニタリング等に寄与すると考
えられる(C.A.Panabières,et al. Clin Cancer 
Res, 2008)。 
•CTC の検出法として、半自動化システムで
あるCellSearch systemが多く用いられてい
る(W.J.Allard,et al. Clin Cancer Res, 2004)。
乳癌、大腸癌、前立腺癌では既に臨床応用さ
れている。上皮性のマーカーである EpCAM
に対する抗体でラベルしたコロイド様磁性
粒子を用いて CTC を分離、抗サイトケラチ
ン抗体、 抗 CD45 抗体で標識し、抗サイト
ケラチン陽性、抗 CD45 抗体陰性の細胞を
CTCとして判定し、定量化する。 
•しかし、EpCAMやサイトケラチンが陰性で
あれば CTC として検出は不可能であり、検
出された CTC が微小転移をすべて反映して
いるとは断定できない。 
•同じく磁性粒子で JSR 社の開発した
Magnosphere™ MC 粒子は細胞分離用に特
化した表面物性を持っている。一次抗体とし
て抗EpCAM抗体を固定化した粒子を用いて
CTCを検出することが可能である。 
•上皮系由来の癌であっても“上皮—間葉系移
行(EMT)”により上皮系の性格を消失し、間
葉系細胞様に変化することが知られており
(H.Uramoto,et al. Anticancer Res,2010)、
EpCAM の発現が消失した細胞は従来の
CTC 検 出 法 で は 捉 え ら れ な い 。
Magnosphere™ MC 粒子は EpCAM 以外の
調べたい抗体を粒子表面に固定化できるた
め、EMTを来した EpCAM 陰性の腫瘍細胞
も同定することが可能となる。 
 また、CTC-Chipはポリマー製のマイクロ
流路装置で、流路に任意の捕捉抗体（例えば
抗 EpCAM抗体）をコーティングし血液を流
すと、血液中の標的細胞（EpCAM陽性細胞）
が捕捉されるという仕組みである。（Ohnaga 
T, et al.   ）同様のシステムで高い捕捉効
率が示されている（Nature 2007）。 
 
 
２．研究の目的 
 
循環腫瘍細胞(circulating tumor cells; 以下
CTC)は原発巣や転移巣から遊離し、血中に浮
遊するがん細胞を指す。われわれは肺癌患者
において CellSearch system を用いて CTC
を検出し、遠隔転移の surrogate markerと
なることを確認したが、その感度と精度は十
分ではなかった（F.Tanaka et al. Clin 

Cancer Res 2009, Y.Okumura et al. Ann 
Thorac Surg 2009）。その理由の１つに
CellSearch systemではEpCAM陽性のCTC
しか検出できず、上皮間葉系移行(EMT)を来
した細胞は検出されないことがあげられる。 
 今 回 わ れ わ れ は 、 磁 気 ビ ー ズ
(Magnosphere™ MC粒子、JSR)と抗EpCAM
抗体を始めとする二次抗体を組み合わせて
CTCを検出し、高感度の検査法の確立を目指
す。本法の最大の長所として mouse IgG の
サブタイプの抗体であればいずれの抗体も
磁気ビーズと結合可能であるため、種々の表
面マーカーでの細胞の検出が可能であると
いう汎用性があげられる。その精度について
CellSearch systemや現在施行可能な他の検
出法と比較検討が可能であり、本法を用いた
肺癌患者における CTC の標準的な検査法の
構築を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
肺癌における磁気ビーズ(Magnosphere™ 

MC粒子)を用いた循環腫瘍細胞(CTC)の標準
的検査法の確立と、臨床応用を目的に以下の
研究を行う。 
 
1) CTC の検出感度の検討、CellSearch 
system、RosetteSep、CTC chipとの比較 
 
肺癌細胞株（EpCAM陽性：PC-9他）を CFSE
で蛍光標識し、各方法での捕捉効率を確認す
る。 
 
2) Magnosphere™ MC 粒子で分離した腫瘍
細胞の分子生物学的解析 
 
3) 抗 EpCAM 抗体以外の抗体を固定化した
Magnosphere™ MC 粒子による腫瘍細胞の
分離 
 
・抗EpCAM抗体を固定化したMagnosphere
™ MC 粒子は JSR より供与されている。
Magnosphere™ MC 粒子による CTC の捕捉
実験は研究代表者ら産業医科大学が担当す
る。抗 EpCAM抗体以外の抗体を固定化した
粒子の作成は研究協力者である JSR 株式会
社筑波研究所 片寄 聡氏が担当する。 
 
 
４．研究成果 
 
磁気ビーズ（Magnosphere™ MC）と抗 EpCAM
抗体を用いた細胞捕捉感度の検討において、
健常人血液に添加したEpCAM陽性ヒト肺癌細
胞株（PC-9）の捕捉効率を求めたところ
48-81％であった。また、Magnosphere™ MC 粒
子は粒子径が大きく、磁性粒子が凝集した状
態では捕捉した細胞の観察が困難であった。 
一方、抗 EpCAM 抗体をコーティングした



CTC-Chip の検討において、リン酸緩衝液
（PBS）と血液にそれぞれ PC-9 を添加した場
合の捕捉率（捕捉細胞数/流入細胞数）は、
101.1%（PBS）、88.0%（血液）と高い捕捉効
率が得られた。肺癌細胞株で PC-9 より EpCAM
発現が低い A549 において捕捉率は 16.5%
（PBS）であり、表面抗原の発現に応じた捕
捉効率が得られた。 
 
また、EpCAM 以外の抗原として中皮腫細胞
に対する mesothelin, podoplanin を標的に
した検討も行った。中皮腫細胞株 ACC-MASO-1, 
ACC-MESO-4 を用いた捕捉率の検討では抗
mesothelin 抗体を用いた場合（4.3%、5.4%：
PBS）、抗 podoplanin 抗体では（52.7%、78.3%：
PBS）（12.7%、38.4%：血液）であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Cellsearch による細胞捕捉実験では、
EpCAM 陽性の PC-9 ではほぼ 100%の捕捉効率
が得られた。 
 
更に捕捉された細胞の性質を複数のマー
カーの免疫蛍光染色にて行った。血液より分
離・捕捉した腫瘍細胞は CTC-Chip 上で
cytokeratin＋Alexa Fulor 594, CD45＋Alexa 
Fulor 488, Hoechst の多重染色により白血球
でない核を持つ上皮性細胞であることの確
認を行った。同様の方法で臨床検体について
も CellSearch と同時に測定を行い、測定数
を比較した。今後臨床背景との関連について
解析を進めたい。 
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