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血中循環腎癌細胞回収について 
On-chip SortⓇと ClearCell FXⓇシステムとの比較検討
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抄録：現在，がんの治療は目覚ましい進展を遂げている．疾患経過の様々な時点で迅速かつ低
侵襲的にバイオマーカーを同定することは，治療効果と予後を評価または予測する一助とな
る．近年は組織生検に代わる方法として「Liquid biopsy」に対する注目が大きく高まってい
る．この「Liquid biopsy」の一つに，血中循環腫瘍細胞（Circulating Tumor Cells：CTCs）
がある．転移性癌患者の血液中には CTCs と呼ばれるがん組織由来の細胞が微量に循環して
いることが知られている．血中に存在する CTCs の数を測定することは，転移性癌に対する
治療効果の判定や病勢把握に有用である．CellSearchⓇシステムは，米国 FDA（Food and 
Drug Administration）の承認を受けた唯一の CTCs 検出装置である．CTCs 検査は，転移性
大腸癌，乳癌，前立腺癌の治療効果の判定や予後予測因子としての有用性が認められている．
しかし，CellSearchⓇシステムはEpCAM （Epithelial cell adhesion molecule；上皮細胞接着分
子）の抗体を用いた免疫磁気的手法に基づくため，EpCAM非発現細胞の捕捉が困難な点が近
年指摘されている．今回，EpCAM非依存的に CTCs を同定する方法として，腎癌特異的な
G250 抗原をターゲットとしたOn-chip SortⓇと ClearCell FXⓇシステムを用い，CTCs の捕捉
回収率を比較検討した．On-chip SortⓇによる腎癌 CTCs の回収率は 75％程度であったのに対
し，ClearCell FXⓇシステムの場合は 33％～ 69％であった．腎癌 CTCs の同定において，
G250 抗原をターゲットとした EpCAM 抗原に非依存的な On-chip SortⓇシステムが，
ClearCell FXⓇシステムに勝っていた．
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緒　　言

　がん患者の血液中には，血中循環腫瘍細胞
（Circulating Tumor Cells：CTCs）と呼ばれるがん
組織由来の細胞が微量に循環していることが知られ
ている．原発腫瘍組織または転移腫瘍組織から血中
へ遊離した細胞が CTCs であり，1．核染色陽性， 
2．サイトケラチン陽性，3．CD45 陰性の細胞と定
義されている．すなわち，有核で上皮系マーカーを
発現し，白血球共通抗原（leucocyte common antigen：
LCA）を発現していない細胞が CTCs と定義され
る．この CTCs は固形転移性癌患者の末梢血中に
微小量存在している事が知られており，血行性転移

に関与すると考えられている．
　泌尿器科癌領域においては，腎癌や尿路上皮癌の
ような血清マーカーの無い癌の経過は，画像診断に
よる腫瘍径の評価に依存している．しかし，画像診
断では腫瘍径を測定することは可能だが，その腫瘍
が活発に増殖しているのか，もしくは休眠状態にあ
るのかを知ることは不可能である．また，一般的に
は画像検査は数か月間隔で行うため，治療の有用性
を即時に判断することは困難である．そこで，末梢
血循環癌細胞（CTCs）検査は，効率的な癌治療を行
うために治療中にいつでも正確な病態を把握可能と
なる点で，今後重要な意義を持つと考えられる．
CTCs検査は非侵襲的に癌の病態予測を行うことが出
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来る有効なツールとして，近年認識されつつある2-6）．
　バイオマーカー検査のためには腫瘍生体検査（バ
イオプシー）を行う必要があるが，侵襲性の高さが
問題である．現在，腫瘍生検と同等の検査を液性の
生体試料（主に血液）を用いて行う液性生体検査
（リキッドバイオプシー）研究が盛んに行われてお
り，実用化されれば，これまでの腫瘍生検に代わり
末梢血から腫瘍の情報を得ることができるため，組
織の採取が困難な患者からでも繰り返し検査が可能
になる．CTCs は転移性がん患者の血液 10 ml に含
まれる 108 ～ 109 個の血球成分のうち数個程度しか
存在しない大変希少な細胞である．最近の微量細胞
の分離・分析技術の進歩に伴い，CTCs を単離し，
分子レベルで解析できるようになってきている．
CTCs の同定原理は免疫学的方法，物理的方法の二
つに大別される．今回われわれは，免疫学的な方法
のOn-chip SortⓇシステム（図 1）と物理学的な方法
のClearCell FXⓇシステム（図 2）を比較検討した．
　一つは免疫学的方法に基づいたCTCs同定法であ
る．現在FDAの承認を受けた唯一のCTCs 検出法

であるCellSearchⓇシステムは，代表的な免疫学的
方法による血液中のCTCs数を測定する方法であり，
転移性大腸癌，乳癌，前立腺癌の治療効果の判定や
予後予測因子としての有用性が認められている1）．
　CellSearchⓇシステムは CTCs の細胞表面に存在
する表面マーカーと磁気ビーズを用いて CTCs を
選び取る Positive Selection 法を用いている．
CellSearchⓇシステムは EpCAM（Epithelial cell 
adhesion molecule；上皮細胞接着分子）のモノク
ローナル抗体を用いた免疫磁気的手法（CellSearchⓇ）
を基礎とするシステムであり，EpCAMとサイトケ
ラチンを発現している細胞を癌細胞として捉え，混
在する白血球をCD45 陽性細胞として除外する方法
である7）．しかし近年，EMT（Epithelial Mesenchymal 
Transition；上皮間葉転換）現象を起こした細胞で
は EpCAMの発現低下もしくは，消失により，抗
EpCAM抗体では検出することが出来ないことが指
摘されている11）．つまり CellSearchⓇシステムにお
いては取り逃している CTCs の存在が指摘されて
いる．抗EpCAM 抗原を用いたエンリッチ法

図 1　CTC濃縮回収装置であるOn-chip SortⓇシステムである
マイクロ流路チップの採用している為，ダメージフリーで細胞分離が可能である．
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（EpCAM 抗体磁気ビーズによる CTCs のキャプ
チャー）には課題も多く，次々と EpCAM抗原に
依存しない新しい CTCs の検出法が開発されてき
ている．そこでEMTを起こしたCTCs の取り逃が
しを改善する目的で，On-chip SortⓇシステムと
DynabeadsⓇCD45 を用いた CD45depletion 法と腎
癌特異的な抗 G250 抗体を組み合わせた腎癌 CTCs
同定方法を紹介する．この方法は正常な血球細胞を
表面マーカーと磁気ビーズを用いて取り除く
Negative Selection 法を用いている．DynabeadsⓇ

CD45 とは抗 CD45 抗体に磁性ビーズが共有結合し
ており，末梢血単核球に発現するCD45 抗原と結合
する．末梢血単核球とDynabeadsⓇCD45 が結合し
たものを分離用磁石に通過させると，末梢血単核球
のみが分離用磁石に捉えられ，抗CD45 抗体陰性細
胞が CTCs として回収される．この方法でおおか
たの末梢血単核球は除外されるが，その除外は完全
ではないので，次に腎癌 CTCs 特異的な抗 G250 抗
体と抗CD45 抗体によるCTCs と残留末梢血単核球

の識別をOn-chip SortⓇシステムで行っている．マ
イクロチップ型セルソーターOn-chip SortⓇは上部
のサンプルおよびシース液リザーバーから下部の廃
液リザーバーまでがマイクロ流路チップ上で完結し
ている．標的細胞が検出されると，Push-and-Pull
方式により標的細胞のみが回収リザーバーに回収さ
れる仕組みとなっている．これは，アプライしたサ
ンプルをエアで押し出す方式を採用しており，チャ
ンバー内のサンプルを全量解析でき，また流路長が
マイクロメートルレベルでデッドボリュームが
0.01 µl 以下であること，流路系はすべて交換型の
マイクロ流路チップ内にあり，サンプル間のコンタ
ミがないことなどの長所を有する．さらにマイクロ
流路チップ内の流れを制御する独自の細胞分離方法
を採用し，細胞にダメージを与えずにソーティング
が可能であること，装置が小型なため安全キャビ
ネット内に設置でき，滅菌済みのチップを用いた無
菌でのセルソーティングが可能であることといった
利点も兼ね備えている．上述のように，Negative 

図 2　CTC濃縮回収装置であるCellSearchⓇシステムである
物理学的にCTCs を回収するので，EpCAM非依存的にCTCs 回収が可能である．
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Selection 法は CTCs の表面マーカーに非依存的な
ので CTCs をロスする可能性は少ない．しかし，
CTCs の濃縮率が低く PBMC の残存が多いため，
その後の CTCs の検出には高感度な方法が必要と
なる．
　これらの免疫学的手法以外の CTCs 検出法とし
ては，細胞の大きさで選択を行う物理的手法があ
り，その一つに ClearCell FXⓇシステムがある．
CTChipⓇFRI と呼ばれるディスポーザブルチップを
用いてCTCsを濃縮回収するするシステムである．
サンプル懸濁液（PBMCs＋ CTCs）がCTChipⓇFRI
の渦巻き状のマイクロ流路を通過すると，流路内に
生じるDean Flow により，細胞のサイズの違いに
より内寄りと外寄りに分配され，内寄りの画分が
CTCs 濃縮画分として回収される仕組みである．
　それぞれの方法には長所短所があり，今のところ
ゴールデンスタンダードとなる方法はない．本研究
では，腎癌 CTCs 特異的抗体として抗 G250 抗体を
使用し G250 抗原をターゲットとしたEpCAM非依
存的な方法であるOn-chip SortⓇシステムと，細胞
径の違いにより CTCs を分離回収する ClearCell 
FXⓇシステムの比較検討を行った．

研 究 方 法

　今回，われわれは腎癌細胞樹立株を用い，抗G250
抗体を用いたOn-chip SortⓇと ClearCell FXⓇシステ
ムによるCTCsの回収率について比較検討を行った．
　1．On-chip SortⓇ使用によるCTCs 回収方法
　今回，われわれはマイクロチップ型セルソーター
On-chip SortⓇと DynabeadsⓇを組み合わせたCTCs
の回収法を用いた．腎癌細胞樹立株であるVMRC-
RCWを 50 個または 100 個をそれぞれ 10 ml の全血
に混和し，溶血後，抗CD45 抗体でコーティングし
た磁性ビーズ（DynabeadsⓇ）を用いて白血球を除
去し腎癌 CTCs の濃縮した後，On-chip SortⓇシス
テムによって腎癌CTCsとPBMCsの識別を行った．
抗 G250 抗体の特異性との比較の為に同時に抗
EpCAM抗体による染色も行っている．
　2．ClearCell FXⓇシステムを用いたCTCs回収法
　健常者の血液 10 ml に約 100 個の腎癌細胞樹立株 
（①OS-RC-2，108個 ② 786-O，98個 ③VMRC-RCW，
97個）を混和し，ClearCell FXⓇで処理した．処理後
の検体を抗CD45抗体，抗G250 抗体を用いたFCM

で解析した．そして抗CD45 抗体陰性 /抗 G250 抗
体陽性細胞をCTCsとしてカウントした．

結　　果

　On-chip SortⓇを用いた回収率の結果を示す（図3）．
EpCAM陽性，CD45 陰性細胞を CTCs としてカウ
ントした場合，50個のスパイク中 6個（12％），100
個のスパイク中 40 個（40％）が CTCs としてカウ
ントされる．しかしEpCAMベースで見ると 50 個
中 32 個，100 個中 35 個の腎癌 CTCs が見逃されて
いる．一方，G-250 ベースで見ると 50個のスパイク
中 38 個（76％）100 個のスパイク中 75 個（75％）
がCTCs としてカウントされた．
　次に ClearCell FXⓇを用いた CTC同定率の結果
を示す（図 4）．混和した 3種の腎癌細胞樹立株は①
OS-RC-2 ＞ ② 786-O ＞ ③ VMRC-RCWの順に大き
さが異なる．ClearCell FXⓇでは物理学的に CTCs
を回収するのでEpCAM非依存的に回収することが
可能である．腎癌細胞樹立株の中でも細胞径が大き
い①OS-RC-2 の細胞株はCTCs と PBMCs との細胞
サイズの差が大きく回収率が 69.4％と高い回収率を
示す一方で，細胞径の小さい③VMRC-RCWの細胞
株はCTCs と PBMCs との細胞サイズの差が小さく
回収率は 33％に留まった．

考　　察

　現在，全世界的にCTCsの検出・解析技術が開発
されており，新しい技術が次々と報告されている8，9）．
今後，CTCs を用いたリキッドバイオプシーは，薬
剤バイオマーカー検査，治療効果のモニタリング，
薬剤耐性の早期発見等の幅広い用途に利用が期待さ
れる．一方で CTCs の検出方法は多く存在するが，
現状どの手法であっても全ての CTCs を回収する
事は困難である．今回われわれは回収率の検討にお
いてOn-chip SortⓇによる回収方法とClearCell FXⓇ

システムによる回収方法を検討した．ClearCell FXⓇ

システムに関しては， 腎癌細胞樹立株の中でも細胞
径の大きさが大きい OS-RC-2 の細胞株は CTCs と
PBMCs との細胞サイズの差が大きく回収率が
69.4％と高い回収率を示す一方で，細胞径の小さい
VMRC-RCWの細胞株は CTCs と PBMCs との細胞
サイズの差が小さく回収率は 33％に留まった．し
かし同じ VMRC-RCW の細胞株を用いて On-chip 
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図 3　Onchip による腎癌細胞の同定
抗 G250 抗体を組み合わせたOn-chip SortⓇシステムによる腎癌 CTCs の同定：上段より G250
抗原をターゲットとした腎癌特異的 CTCs の同定は高感度に可能であることが示されている．
下段では CD45（－）/EpCAM（＋）細胞を腎癌 CTCs としてカウントすると，50 個中 32 個，
100 個中 35 個の腎癌細胞株が除外されてしまうが，CD45（－）/G250（＋）細胞を腎癌 CTCs
としてカウントすると，50 個中 38 個（76％）100 個中 75 個（75％）の腎癌 CTCs を同定可能
である．

図 4　ClearCell FX での CTC回収率に関する検討
ClearCell FXⓇシステムによる腎癌 CTCs の同定．細胞の size が大きい腎癌
細胞樹立株であるOS-RC-2 の回収率は 69.4％と比較的高いが．細胞の size の
小さな腎癌細胞樹立株である VMRC-RCW の回収率は 33％と低かった．
（On-chip SortⓇシステムでは同じ腎癌細胞樹立株での回収率は 75 ～ 76％）
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SortⓇシステムによる回収率を検討した所，75 ～
76％の高い回収率を得る結果であり，On-chip SortⓇ

システムが ClearCell FXⓇシステムに対しCTCs 同
定法は勝っていると考えられる．細胞径により回収
率が異なる ClearCell FXⓇシステムでは，同一の患
者においての治療効果判定なので経時的観察には有
効と考えられるが，異なる患者間での CTCs 数の
比較検討には不向きであると考えられる結果であっ
た．CTCs の回収においてダメージレスでセルソー
ティング可能な On-chip SortⓇを用いることは，
CTCs 研究に限らず幹細胞研究にも応用可能であ
り，さまざまな用途で幅広く応用される可能性を秘
めていると考えられる．

結　　語

　高感度なCTCs の捕捉回収は，治療の効果判定や
病勢評価目的のリキッドバイオプシーのみならず，
さまざまな用途で幅広く応用される可能性がある．
本研究において，抗 G250 抗体を用いた On-chip 
SortⓇシステムは，高感度に腎癌のCTCs を捕捉す
る事が可能であり，ClearCell FXⓇシステムに勝っ
ていた．
　微量な CTCs をより高感度に捕捉回収すること
が可能となれば，治療効果判定や病勢の評価が可能
となる．本研究において，On-chip SortⓇシステム
は，より高感度に腎癌 CTCs を捕捉回収する上で，
従来のさまざまなシステムと比較し，有用なシステ
ムの一つとなる可能性が示唆された．
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Yuki MATSUI, Michio NAOE, Mika OHTA,  
Hideaki SHIMOYAMA, Tsutomu UNOKI, Takehiko NAKASATO,  

Kazuhiko OSHINOMI, Jun MORITA, Yoshiko MAEDA,  
Kohzo FUJI and Yoshio OGAWA

Department of Urology, Showa University School of Medicine

　Abstract 　　 During solid tumor development, tumor cells, known as circulating tumor cells （CTCs）, 
invade the peripheral blood.  Although the mechanisms of invasive and metastatic behaviors of CTCs are 
not fully understood, CTCs are an important prognostic marker for cancer patients, providing information 
for the therapy and follow-up.  We have challenged CTC analysis by flow cytometry.  In this article, we 
focus on our recent development on the enumeration of intact CTCs.
Key words :  circulating tumor cells（CTCs）, Liquid biopsy, ClearCell FXⓇ, On-chip SortⓇ
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