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研究成果の概要（和文）：健常人末梢血にメラノーマ細胞を混合し、HMW-MAA抗体単独、B7-H3抗体単独、２つの抗体の
併用を用いて標識し、マグネットビーズ法とFACS法にてメラノーマ細胞の回収率を比較した。結果は、両者を混合した
ものが最もメラノーマ細胞の回収率が高かった。HMW-MAA抗体にB7-H3抗体を組み合わせることで患者の血液循環メラノ
ーマ細胞の採取・分離効率が上がり、今後の臨床への応用が期待できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated an optimized procedure for the efficient isolation of melanoma cel
ls labeled with HMW-MAA (High-Molecular Weight Melanoma-Associated Antigen) -specific antibodies and/or B7
-H3-specific antibodies from the peripheral blood using immunomagnetic beads and fluorescence-activated ce
ll sorting (FACS). Compared with the single-labeling method of melanoma cells using HMW-MAA or B7-H3 antib
odies, the double-labeling method using HMW-MAA and B7-H3 antibodies earned high yield.These results sugge
st that the double-labeling method using HMW-MAA and B7-H3 antibodies is useful for isolating melanoma cel
ls from peripheral blood in patients with melanoma.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景   
進行期メラノーマでは、治療の選択肢がた

いへん少なかったが、近年に分子標的薬とし

て、変異 BRAF や KIT を標的としたキナー

ゼ阻害剤が期待されている。メラノーマ患者

毎に有効な分子標的薬を選択するためには、

遺伝子変異などを効率的に検索する方法の

確立が必要である。我々は血液循環腫瘍細胞 

(Circulating tumor cells: CTCs) を用いて遺

伝子変異を解析するシステムの構築をはか

ってきた。 

CTCsによる遺伝子解析を行うことで、

（１）リアルタイムで体内の腫瘍細胞の状態

がわかる、（２）侵襲の少ない採血で摂取で

きる、（３）経時的なモニタリングが可能、

という利点があり、患者の予後や再発などを

予測できる有用なバイオマーカーとして期

待されている。我々はこれまでは患者の末梢

血中から有核細胞を分離し、そこに

HMW-MAA(Anti-High molecular 

Weight-Melanoma Associated Antigen)抗体

を標識し、マグネットビーズを用いてメラノ

ーマ細胞のみを分離し、CTCsについて

BRAFや KITなどの遺伝子解析を行ってき

た。しかし、CTCsは病期が進行すれば末梢

血に多数出現するため採取しやすいが、病初

期の段階はCTCsを分離する効率が大変低い

という問題点がある。B7はＴ細胞共刺激因

子の一つであり、細胞性免疫には欠かせない

分子の１つであるが、このファミリーに属す

る B7-H3は転移性メラノーマに高率に発現

していることが報告されている。我々はこの

抗体を利用してCTCsの採取効率を上げるこ

とにより、CTCsのバイオマーカーとしての

有用性がより高まると考えた。 

 

２． 研究の目的 

メラノーマ患者の末梢血中から CTCsを

分離するにあたり、HMW-MAA抗体単独、

B7-H3抗体単独、２つの抗体の併用を用い

て CTCsを分離し、その効率を比較して

HMW-MAA抗体にB7-H3抗体を併用した

場合の有用性を検討する。そして、２つの

抗体を用いて分離して得られた CTCsの遺

伝子解析することで CTCsが臨床に応用で

きる有用なバイオマーカーであることを明

らかにする。 
 
３． 研究の方法 

HMW-MAA 抗体は、メラノーマ細胞に高

率に発現していることがわかっている。まず、

B7-H3抗体についても、メラノーマの細胞や

組織で高率に発現しているか確認する。次に、

健常人の末梢血にメラノーマ細胞を混ぜ、

HMW-MAA抗体単独、B7-H3抗体、両者の

併用で標識し、その回収率を比較する。 

回収方法は、これまで行ってきたマグネット

ビーズ法、並びに FACS法で検討した。 

（１）マグネットビーズ法による CTCsの分

離方法    

5ml 採血する。CTCs を混じた白血球に

HMW-MAA 抗体や B7-H3 抗体を混ぜ、  

さらにマグネットビーズを加え、磁石で分離

する。続いて、CD45 抗体と結合したマグネ

ットビーズにより白血球を除去する。さらに

CTCsをMART-1やHMB45抗体で免疫染色

し、メラノーマ細胞であることを確認する。

Laser micro dissection法によりメラノーマ

細胞を取り出し、ダ

イレクトシークエン

スによる遺伝子解析

を行う（図１）。 

（２）B7-H3 抗体を

用いた免疫染色 

メラノーマ培養細胞、

患者の切除標本で行

う。 

（３）B7-H3 抗体の

併用による回収率の

評価 

①マグネットビーズ法：健常人の末梢血と



BRAF変異がある培養細胞（888mel、928mel、

MMG1）を混合し、そこにHMW-MAA抗体

単独、B7-H3抗体単独、もしくは２つの抗体

を反応させ、マグネットビーズ法でメラノー

マ細胞を回収し、回収率を検討する。 

②FACS法：①と同様に、３つの条件で抗

体を反応させ、FACS法 を用いてメラノー

マ細胞を回収し、回収率を検討する。 
 
４．研究成果 

（１）B7-H3 抗体を用いたメラノーマ細胞

（888mel、928mel、MMG1）の免疫染色で

は、いずれも陽性を示した。 

（２）B7-H3抗体を用いたメラノーマ患者の

切除標本では、原発腫瘍、転移腫瘍といずれ

も陽性を示した。 

（３）マグネットビーズ法では、928mel と

MMG1 に対して HMW-MAA 抗体単独より

もB7-H3抗体を組み合わせた方が 2〜4倍回

収率は高くなった。888mel では差が見られ

なかった（図２）。 

 

図２ 
 

 

（４）FACS 法での回収率の比較では、

HMW-MAA抗体単独よりもB7-H3抗体単独

や両者の併用の方がメラノーマ細胞の検出

率が高かった（図３）。 

 
図３ 

これらの結果から、マグネットビーズ法、

FACS 法ともに、HMW-MAA 抗体、B7-H3

抗体をそれぞれ単独で標識するより、両者を

組み合わせた方が末梢血からのメラノーマ

細胞の分離効率が高くなることが明らかと

なった。以上より患者からの血液循環メラノ

ーマ細胞の採取・分離効率が上がり、今後の

臨床への応用が期待できることが示唆され

た。 
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