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研究成果の概要（和文）：循環腫瘍細胞（CTC）の分離・検出に用いられるCellSearchは上皮マーカーのEpCAMを標的と
して細胞を捕捉するため、上皮間葉移行（EMT）を起こした腫瘍細胞を検出することは難しい。そこで我々は任意の細
胞表面抗原を標的としてCTCを分離検出することが可能な新規マイクロ流体チップシステムについて基礎的性能の評価
を行った。
　EpCAM陽性細胞のPC-9はEpCAM-chipを用いてCellSearchとほぼ同等の捕捉率が得られたが、EpCAM陰性細胞のMESO-4は
CellSearchでは検出できず、Podoplanin-chipで55-70％の捕捉率が得られた。

研究成果の概要（英文）：The “CellSerach” system is widely used to detect circulating tumor cells 
(CTCs), but tumor cells undergoing epithelial-mesenchymal transition (EMT) may not be captured with the 
“CellSearch” because an antibody against EpCAM, an antigen expressing on epithelial cells, is used to 
capture CTCs. Accordingly, we employed a novel microfluidic device (“CTC-chip”) in which any antibody 
to capture CTCs is easily conjugated, and evaluated the efficiency in capturing CTCs in experimental 
studies. The “CTC-chip” provided similar efficiency to “CellSeach” in capturing PC-9 cells with EpCAM 
expression. In capturing MESO-4 cells without EpCAM expression, the “CTC-chip” conjugated with an 
anti-podoplanin antibody provided a high efficiency (55-70%) whereas MESO-4 cells were not captured with 
the “CellSearch”.

研究分野：胸部外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
・肺癌の治療成績が不良である要因として早
期発見や微小転移検出の困難さが挙げられ
る。1)癌発生の初期から腫瘍細胞が原発巣か
ら遊離し血液中を循環する、2)このような循
環腫瘍細胞(CTC)が遠隔臓器に着床し転移が
成立する、といった基礎研究結果から、末梢
血液中の CTC が早期癌や微小転移の診断法
として期待され、米国では自動化検出システ
ムである“CellSearch”を用いた”CTCテス
ト”が、乳癌・大腸癌・前立腺癌のバイオマ
ーカーとして臨床使用が FDA より認可され
ている。 
 
・原発性肺癌における CTC の臨床的意義に
ついては従来ほとんど報告がなかった。だが、
我々の施設の田中らは、近年、肺癌において
も”CellSearch”システムを用いて検出した
CTCの陽性率が、進行度と相関することを示
した(Clin Cancer Res 2009、ASCO 2011
等)。 
 
・前述の報告で、肺癌の中でも小細胞癌の
CTC 陽性率は 67%と高く、また予後と有意
な相関を認めたが、原発性肺癌の 80%以上を
占 め る 非 小 細 胞 肺 癌 に つ い て は 、
“CellSearch”による CTC 検出感度は約
30%と十分ではなかった(遠隔転移が明らか
な症例でも CTC陽性率 50%)。その理由とし
て、以下のように“上皮-間葉転換(EMT)”の
影響が示唆されている。  
 
・“CellSearch”は CTCの発現する上皮細胞
接着分子(EpCAM)に対して、抗 EpCAM 抗
体を用いて CTC を検出する。ただ、上皮由
来の癌細胞でも EMTにより上皮の性格を消
失して間葉系細胞様への変化することが知
られており(肺癌での我々の知見：Uramoto 
H他、Anticancer Res 2010、 Lung Cancer 
2011, Br J Cancer 2011等)、このような癌細
胞は上皮細胞マーカーである EpCAM 発現
の消失によって、従来の CTC 検出システム
では捕捉できない。 
 
“CTC-chip”は、高感度 CTCを検出するシ
ステムとして米国で開発され(Nature 2007 
& NEJM 2008)たが、Chipの信頼性や耐久性
の問題などから未だ臨床応用されていない。
そこで、大永ら富山県工業技術センターグル
ープは、先行する米国の“CTC-chip”の欠点
を克服する国産の”CTC-chip”を開発
(Ohnaga T他、ISMRC 2011等)し、基礎実
験(消化器癌細胞株を用いた CTC 捕捉実験
等)で良好な成績を確認し、肺癌での臨床的有
用性が期待される。 
 
ただ、従来の“CTC-chip”は、“chip”表面
に抗 EpCAM抗体を結合させ、血液中を循環
する“上皮由来の癌細胞”を捕捉する 

(“CellSearch”と同様に、抗 EpCAM 抗体
を用いて細胞を捕捉)。我々の“CTC-chip”
は、chipに自由に抗体を結合できる汎用化チ
ップであり、前述のような“EMT”を起こし
た癌細胞の捕捉も可能である。実際、
CTC-chipにより、様々な癌細胞(癌幹細胞や
“EMT”を起こした癌細胞)を単離する研究
も進んでいる(Cancer Discovery 2011等)。 
 
我々の研究室では、現在、富山県工業技術
センターグループの大永らと共同で、国産の
CTC-chip(安価で大量生産が可能)を用いて
肺癌、悪性胸膜中皮腫などの循環腫瘍細胞の
検出の開発を行っている。その中で、抗
EpCAM抗体を用いて、肺癌の腫瘍細胞を捕
捉する基礎実験に成功した。さらに、抗
EpCAM 抗体以外の抗体を用いて (抗
Mesothelin抗体や抗 Podoplanin抗体など)、
悪性胸膜中皮腫の腫瘍細胞を捕捉する基礎
実験に成功し、どのような抗体も利用できる、
universalなCTC検出システムであることを
証明できた。 
 
 
２．研究の目的 
 
循環血液中腫瘍細胞 (CTC) の検出で、
“CellSearch”は、米国において乳癌・大腸
癌・前立腺癌での臨床使用が認可されてい
る 。肺癌では我々が世界に先駆けて予後の
検討を行ったが、検出感度については十分と
は言えなかった(Tanaka F他、Clin Cancer 
Res 2009 等)。その理由として、“上皮-間葉
系移行(EMT)”の影響が示唆されている。 

 
マイクロ流体チップ(“CTC-chip”)は、CTC
のより高感度な検出が可能なシステムとし
て米国で開発された(Nature 2007等)が未だ
実用化されていない。我々と共同研究を行っ
ている大永らは国産の “CTC-chip”を開発
した(Ohnaga T他、ISMRC 2011、日本癌学
会 2011)。“CTC-chip”を用いて、EMT の
影響を克服し、より高感度かつ信頼性の高い
CTC 検出システムに改良することを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
1) EMT を起こした腫瘍細胞の“CTC-chip”に
よる検出法の検討 
 
・肺癌細胞株に EMT を起こさせ抗 EpCAM 抗体
以外の抗体で“CTC-chip”への捕捉を行う。 
 
・従来の“CellSearch”と CTC の検出感度を
比較検討する。 
 
①我々が行っている“CTC-chip”を用いた基
礎実験において、抗 EpCAM 抗体を使用して、



捕捉されることが確認されている肺癌細胞
株(B901L)を、TGF などの増殖因子を用いて意
図的に EMT を起こさせる。 
 
②EMT を起こさせた段階で、再度抗 EpCAM 抗
体を使用して、捕捉率が下がることを確認
(本来であれば、EMT が起これば、抗 EpCAM 抗
体の反応は悪くなるはずである)。 
 
③抗EpCAM抗体以外の抗体(EMTを起こした癌
細胞を認識する抗N-Cadherin抗体等)を用い
て EMT を起こした、肺癌細胞株が捕捉可能か
を確認する。 
 
④肺癌細胞株に対して、抗 EpCAM 以外の抗体
で“CTC-chip”を用いて CTC を検出した場合
と“CellSearch”用いた場合とで、検出感度
を比較する。 
 
 
2) “CTC-chip”により捕捉された腫瘍細胞
の分子生物学的特性の解析 
 
・捕捉された CTC からの DNA/RNA 抽出や、遺
伝子変異/発現異常解析が可能か否かを検討 
 
・EMT を起こさせる前後で癌細胞に生物学的
特性の違いがあるかを比較検討 
 
①EGFR 変異が既知の当科樹立肺癌細胞株
(B901L[Exon19 欠損]、G603L[exon21/L858R]
等、Uramoto H 他、Anticancer Res 2007)、
その細胞懸濁液や血液による希釈液を
“CTC-chip”に流して CTC を捕捉する。捕捉
された CTC から DNA を抽出し、1) EGFR 変異
解析が可能か否か、2) EGFR 変異が当該細胞
株の変異に一致するか否か、を検討する。 
 
②肺癌細胞株に EMT を起こさせ、抗 EpCAM 抗
体以外の抗体で捕捉された CTCから DNAを抽
出し、上記①の 1)、2)が可能か否かを検討。
さらに EMT を起こさせる前の DNA と比較し、
生物学的特性の違いがあるかを比較検討す
る。 
 
 
3) 肺癌患者の血液を用いて “CTC-chip”に
よる検出法の検討 
 
・抗 EpCAM 抗体のみを使用した場合と、抗
EpCAM 抗体以外の抗体を併用した場合とで捕
捉率に変化が出るかを判定する。 
 
肺癌患者の血液を用いて、抗 EpCAM 抗体の
みを使用した場合と、抗 EpCAM 抗体以外の抗
体を併用した場合とでCTCの捕捉率に変化が
出るかを判定する。 
 
 
 

４．研究成果 
 
新規マイクロ流体チップシステムについ
てEpCAMも含め任意の細胞表面抗原を標的と
して細胞を分離検出する条件の基礎的検討
を行った。 
 
 EpCAM 陽性細胞（PC-9：肺癌細胞株）と陰
性細胞（ACC-MESO-4：胸膜中皮腫細胞株）を
CFSE により蛍光標識し、リン酸緩衝液（PBS）
または健常人血液に添加した場合の細胞捕
捉効率（捕捉細胞数/流入細胞数）を確認し
た。 
 
・PC-9 の抗 EpCAM 抗体（HEA125）による平均
捕捉率は 101.1％、抗 Podoplanin 抗体(E1)
では 2.3％であった。一方 ACC- MESO-4 は抗
EpCAM 抗体ではほとんど捕捉されず（3.0％）、
抗 Podoplanin 抗体で 78.3％捕捉された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・同様に血液に添加した場合の検討では PBS
の場合に比べ捕捉率は、PC-9 で 88.0％、
ACC-MESO-4 では 38.4％であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・細胞捕捉感度の検定において、PC-9 では
1mLあたり 10個の細胞でもほぼ 100％捕捉可
能、MESO4 は 50-100％であった。 
 
・Cellsearch との性能比較では、EpCAM 陽性
の PC-9 に対して抗 EpCAM 抗体結合 chip で
CellSearch とほぼ同等の検出率が得られた。
これに対して EpCAM 陰性の ACC-MESO-4 は
CellSearch ではほとんど検出されず、抗
Podoplanin 抗体結合 chip にて 55-70％の検
出率が得られた。 
 
・ “CTC-chip”により捕捉された腫瘍細胞
の遺伝子変異解析の検討では、 CTC-chip に
捕捉された PC-9 を蛋白分解酵素で溶解後に
回収、DNA を抽出して遺伝子変異解析を行っ



たところ、同様の変異を認めた。CTC-chip に
捕捉後の細胞も遺伝子解析が可能であった。 
 
・肺癌患者の血液を用いた検討では、血液１
mL を抗 EpCAM 抗体結合 chip に流し、捕捉さ
れた細胞を chip 上でサイトケラチン-Alexa 
Fluor 594、CD45-Alexa Fluor 488、Hoechst
で蛍光染色し、サイトケラチン陽性、CD45 陰
性、Hoechst がサイトケラチン領域に含まれ
るものを CTC としてカウントした。肺癌患者
のべ 19 例について検討を行い、1mL の血液あ
たり 0-94 個の CTC が検出された。 
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