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研究成果の概要（和文）：がんの微小転移の検出とその制御は、がん治療成績向上に必須である。我々は、末梢
血液中に存在する微量のがん細胞(循環腫瘍細胞CTC)検出系の開発に取り組み、任意の補足用抗体を結合しうる
マイクロ流路システム(CTC-chip)を開発した。本研究では、臨床検体を用いたCTC検出のためのCTC-chipの最適
化に取り組み、細胞株を用いた基礎検討により高感度補足システムを構築した。本システムを用いて肺癌や悪性
胸膜中皮腫患者から採取した末梢血液を用いて循環腫瘍細胞の検出を行ったところ、既存の標準的循環腫瘍細胞
検出システムである”CellSearch”と比較して有意に高感度な検出が可能であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Detection and control of micrometastases are necessary to improve treatment 
outcomes of patients with malignant tumors. We had tried to detect rare tumor cells that circulate 
in the peripheral blood (circulating tumor cells, CTCs), and developed a micro-fluidic system 
(CTC-chip) that could be conjugated with any antibody to capture tumor cells. In the present study, 
we modified the CTC-chip system to optimize conditions for detection of CTCs in clinical samples, 
and successfully achieved a sensitive detection of CTCs in experimental studies using cell lines. 
Next, we tested the performance to detect CTCs in peripheral blood sampled from patients with lung 
cancer and malignant pleural mesothelioma, and revealed that the CTC-chip system achieved a 
significant higher CTC-detection performance than the CellSearch system that was most frequently 
employed CTC-detection system.

研究分野： 呼吸器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりがん患者の末梢血液中に存在する微量ながん細胞を高感度に検出するシステムが開発され、採血と
いう侵襲の少ない検査によりがんの早期発見の可能性が開かれた。また検出されたがん細胞の遺伝子変異などの
分子生物学的特性を調べることも可能であり、これに基づいた最適の治療、特に標的薬剤や免疫チェックポイン
ト阻害剤などの新規薬剤、の選択が可能となると期待される。またがんの微小転移や生物学的特性の変化をリア
ルタイムにモニタリングが可能になることから、新たながんの生物学的特性や転移のメカニズムの解明とこれに
基づく新薬開発につながると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 循環腫瘍細胞(circulating tumor cell, CTC)は、原発巣から遊離して末梢血液中を循環す
るがん細胞であり、採血により低侵襲に検出可能であるため、がんの診断のほか治療の選択や
効果のモニタリングなどに有用性が期待されている。しかしながら末梢血液中に微量にしか存
在しないがん細胞を大多数の正常血球細胞から分離検出するのは容易ではなく、現在唯一臨床
使用が認可(但し、米国で乳癌・前立腺癌・大腸癌のみ)されている検出システム(CellsSearch)
も、微小転移の検出には感度が不十分であることが知られている。特に肺癌などの呼吸器悪性
腫瘍においては、我々のこれまでの検討結果も含めて検出感度が特に低いことが報告されてい
る。また CellSearch では、上皮由来のがん細胞の表面に高発現する上皮マーカーEpCAM に対す
る抗体を用いて CTC を時期分離するため、上皮に由来しない腫瘍細胞や上皮間葉移行(EMT)等に
より EpCAM 発現が低下～陰性の細胞は原理的に捕捉・検出ができないという欠点がある。 
(2) そこで我々はより高感度な CTC 検出システムの開発に取り組み、米国で開発されたマイク
ロ流路システム(CTC-chip)改良した国産のシステムを用いて呼吸器悪性腫瘍における高感度
CTC 検出系を試作した。この国産のシステムの最大の特徴は任意の捕捉抗体を容易に結合可能
な点であり、EpCAM 発現に依存しない CTC の高感度検出の可能性が細胞株を用いた基礎実験で
明らかとなった。しかしながら CTC-chip により呼吸器悪性腫瘍において臨床的に応用可能な程
度の CTC の高感度検出が可能か否か、その至適条件も含めて明らかではなかった。また、捕捉
したがん細胞の分子生物学的解析が可能か否かについても不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の第一の目的は、新開発 CTC-chip の CTC 補足条件(捕捉抗体の種類や濃度等)等を最
適化し、呼吸器悪性腫瘍(肺癌及び悪性胸膜中皮腫)患者より得た臨床検体を用いた CTC 検出に
十分な信頼性と感度を有するシステムを構築することである。 
(2) 第二の目的は、捕捉した CTC の遺伝子変異や蛋白発現異常などの分子生物学的解析が可能
であるか否かを検討すること、である。 
 
３．研究の方法 
(1) 肺癌及び悪性胸膜中皮腫細胞株を正常人より得た末梢血液中に浮遊させた CTC モデルを用
いて、CTC-chip の最適化を図る。すなわち、CTC-chip に結合させる捕捉抗体の種類や濃度、
CTC-chip に流す血液の量や流速、等を変化させて最も細胞捕捉効率の高い条件を決定する。 
(2) ついで、実際に肺癌や悪性胸膜中皮腫患者より採取した末梢血液を用いて、CTC の捕捉感
度を CellSearch と比較検討すると同時に、病期診断や予後予測等の補助マーカーとしての臨床
的有用性についても探索的に検討する。 
(3) また、CTC-chip で捕捉された腫瘍細胞を CTC-chip 上で各種免疫染色を行い、蛋白発現解
析の可否と至適条件を探索する。また CTC-chip で捕捉された腫瘍細胞を回収して遺伝子を抽出
し、遺伝子変異や発現解析が可能か否かを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) まず新開発 CTC-chip を含む細胞捕捉システムの構築を行った。がん細胞株を健康成人より
得た末梢血液に浮遊させてこれを CTC-chip に流し、流速や血液凝固のための振動装置付加等の
条件検討を行い、更に細胞観察のための蛍光顕微鏡やビデオ記録装置等も含めた捕捉および検
出システムを完成させた (下図)(文献①)。 

 
(2) 次に本システムを用いて腫瘍細胞捕捉および検出効率に関する基礎検討を行った。肺癌細
胞株(PC-9)を健常人より得た末梢血液に浮遊させて CTC モデルを作成し、抗 EpCAM 抗体を捕捉
抗体として結合させた CTC-chip に流した場合、ほぼ 100%の腫瘍細胞が捕捉され高感度の捕捉・
検出が可能であることが示された。一方、悪性胸膜中皮腫細胞株(ACC-MESO4)は、上皮マーカー
EpCAM 発現が弱く、抗 EpCAM 抗体ではほとんど捕捉されなかった。そこで CTC-chip に、中皮マ
ーカ―であるポドプラニンに対する抗体を補足抗体として結合させると一定の細胞捕捉が可能
であった(捕捉効率 40-50%程度)。また、抗ポドプラニン抗体では上皮由来の肺癌細胞株(PC-9)



は捕捉されなかった(下図)(文献①)。 

 
(3) 次に、抗ポドプラニン抗体による中皮腫細胞株の補足効率を更に上げるために補足抗体濃
度を変化させた。その結果、補足抗体を 200μg/mL とすると補足率 80%以上の高感度補足が達
成され(下図・左)、CellSearch との比較でも圧倒的に優れた補足率を示した。更に悪性胸膜中
皮腫患者より採取した末梢血液を用いて、CTC の検出感度を CellSearch と直接比較検討したと
ころ、CellSearch ではほとんど CTC が検出されなかったのに対して CTC-chip システムでは過
半数の症例で多くの CTC が検出された(下図・右) (文献②)。 

 
(4) 更に、CTC-chip で検出された悪性胸膜中皮腫における CTC の臨床的意義についての検討
を行った。CTC は進行例に有意に多く検出され、進行度の補助診断としての有用性が示唆され
た。一方で、早期(I 期)例でも検出された症例があることから、臨床的に検出しえない微小転移
の存在を示唆していると考えられた(下図・左)。また一般的に悪性胸膜中皮腫で根治切除不能
と判断される 3B/4 期では切除可能な 1 期症例に比較して CTC 個数が有意に多く(下図・右)、 

 



ROC(receiver operating characteristics)曲線解析では CTC は根治切除可能症例と不能症例の
判定に有用なバイオマーカーであることが示された(AUC=0.851, P=0.003；カットオフ値を 1
または 2 とすると、感度/特異度はそれぞれ 93%/73%および 64%/91%)(文献②)。 
(5) 最後に、CTC の予後因子としての検討を行った。その結果、CTC 個数が 2 以上の患者は 1
以下の患者に比べて有意に予後不良であった(下図・右) (文献②)。 

 
以上の結果より、新規 CTC-chip は、悪性胸膜中皮腫患者の病期診断・治療法の選択および予後
予測に有用なマーカーであることが示唆された。今回は単施設の探索的検討であり、バイオマ
ーカーとしての臨床的意義の検証のため前向きの他施設共同研究に向けて検体保存や輸送条件
などにつき更なる検討を行う予定である。 
尚、中皮腫に高発現しているメソテリンに対する抗体を捕捉抗体として用いた基礎検討も行っ
たが、期待に反して中皮腫細胞株において十分な補足効率は得られなかった(文献③)。その理
由は不明であるが抗メソテリン抗体の結合力の弱さの可能性もあり、現在他の抗体も試みてい
る。また、ポロプニン発現も低い中皮腫株(ACC-MESO-1 等)は抗ポドプラニン抗体では捕捉効率
が低く(文献③)、現在抗 EGFR 抗体などの他の抗体による補足も試みている。 
(6) 肺癌の CTC に関しては現在、肺癌患者より得た末梢血を本 CTC-chip と CellSearch の両者
で解析すると同時に、肺癌治療に伴う変動などについてもデータ収集中である。解析結果が判
明すれば発表の予定である。 
(7) 捕捉したがん細胞の分子生物学的解析に関しては、細胞株を用いて PD-L1 の発現解析が
CTC-chip 上での免疫染色により可能であること、捕捉された細胞より DNA を抽出して EGFR 遺
伝子変異の検出が可能なことは確認した。その臨床応用の可能性などについては今後の検討課
題である。 
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