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研究成果の概要（和文）：血液中に超低頻度にしか存在しない細胞を確実に同定、分離する閉鎖系デバイスの開発を目
指し、細胞の粘弾性の違い（マイクロ流路通過速度の違い）で超微量細胞を検出できる可能性を示した。このシステム
が実用化されれば、血液を体外循環させながら血液中の有核赤血球や、循環ガン細胞を高速で解析することが可能にな
り、胎児診断、ガンの予後の予測などの検査がより簡便かつ正確に行うことが可能になる。さらに、本研究ではマイク
ロ流路により体内骨髄血流をin vitroで再現し、iPS細胞由来巨核球株からの血小板産生効率を向上させることに成功
した。

研究成果の概要（英文）：Aiming to develop high-speed closed system for analysis and isolation of rare 
cell populations within the blood, in this study, we showed the possibility that could detect rare cell 
populations in blood by the viscoelastic difference (difference in passing time through the microfluidic 
channel) of the cell. It will be possible to analyze erythroblasts or circulating cancer cells in 
peripheral blood at high speed while they are in an extra corporeal circulation. Therefor, prenatal 
diagnosis or prognostic prediction of cancer will be available more easily and exactly by this system.
We successfully achieved in vitro generation of platelets from human pluripotent stem cell derived MKs by 
a two dimensional flow culture that recapitulates bone marrow blood flow.

研究分野： 免疫学、サイトカイン
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１．研究開始当初の背景 
個体形成の根幹である各組織、臓器の細胞
は固有の特徴を有している。その代表的な
ものが細胞表面分子(抗原)であり、フロー
サイトメトリーの進化は高い精度をもって
細胞の特異性解析や単離を可能とした。実
際、我々は３万個の骨髄細胞中に一個存在
する造血幹細胞の分離同定により細胞一個
レベルの移植による骨髄再構築、及び妊婦
末梢血中の胎児由来有核赤芽球細胞（数十
万個に一個の頻度）を分離することで性別
判定を可能とした実績を有する。本技術の
先には、血液中を流れる癌細胞の同定分離
等、さらに頻度の低い細胞を検出・分離す
ることが想定できる。一方、１００万個に
一個以下の頻度でしか存在しない細胞を血
液中で確実に同定するには数百 ml 以上の血
液を必要とし、フローサイトメトリーで解
析、分離をするのは現実的ではない。 

２．研究の目的 
本研究では体外循環方式の閉鎖系高速細胞解
析分離装置の開発によって血液を体外循環さ
せながら個々の細胞を高速で解析することを
開発目標に据えた。また、輸血システムに必
須な各種のデバイス開発ではヒト多能性幹細
胞（ES 細胞、iPS 細胞）由来巨核球細胞から
高効率に血小板を産生できるシステムの開発
を目指した。 
３．研究の方法 
最終目標である血液を体外循環させながら
個々の細胞を高速で解析・分離するシステム
（体外循環方式の閉鎖系高速細胞解析分離装
置）では、フローサイトメーター解析で用い
られるような生体外に取り出した細胞を抗体
染色するといった方法を適応できない。 
そこで、マイクロ流路と超高速画像取得シス
テムを利用した細胞物性計測装置を作製し、
複数の細胞種類がマイクロ流路を通過する間
の画像を取得する事で、1 細胞がマイクロ流
路内の径が狭くなる範囲を通過する時間を測
定し、この細胞の通過時間と直径より 1 細胞
の粘弾性を取得し、細胞腫ごとに比較した。 
また、MEMS システムを応用したマイクロ流

路デバイスのプロトタイプを複数作製し、最
終的に最適化したデバイスでの有効性を検証
した。具体的にはヒト ES 細胞、および iPS 細
胞から誘導した培養巨核球細胞を MEMS 流路培
養スリットに設置し、生体内骨髄の血流と近
似する shear stress が生じる条件下での血小
板産生を検証した。コントロールには同じ培
養巨核球細胞を使用した static 静置培養下で
の血小板を用いて比較を行った。 
４．研究成果 
C57BL/6 マウスの大腿骨中の骨髄細胞、健常
人ボランティアからの末梢血液、ヒト慢性好
酸球性白血病細胞株（EOL-1）、マウス乳がん

細胞株（4T1）そして iPS 細胞から分化誘導
した赤芽球株を３％ウシ胎児血清含有 PBS も
しくは生理食塩水を用いて 1x107 cells/ml
の濃度に調整し、2.5ml シリンジに取り付け
たポリビニル製のチューブを用いて細胞懸濁
液を吸引した後に、マイクロ流路のインレッ
トに装着した。細胞はシリンジピストンによ
る圧力で流路へと導入した。画像取得範囲に
おける細胞の流速が安定した事を確認した
後、一分間画像取得を行い、計測は 6~10µm
径の異なる流路を使用して数回行った。細胞
の直径と通過時間は自作のプログラムによっ
て取得した画像から自動的に外挿し、結果は
Excel のスプレッドシート形式で通過時間対
細胞直径の 2 次元プロットとして出力され
た。 
マウス骨髄細胞を用いた測定結果から、通過
時間と細胞直径に明らかな直線相関性が見ら
れた。一方でヒト赤血球を用いた実験ではそ
のような相関関係は得られなかった。さら
に、プロット上にて回帰曲線に乗らない細胞
集団が存在した。この事はこれらの細胞集団
は流路内にて他の細胞と違った挙動を取って
いることを示唆している。画像解析よりこの
様な細胞集団中の幾つかの細胞は形態的に死
細胞であると判断した。予想外に、クローン
細胞であるはずのがん細胞株を使用した実験
では流路内での挙動が不均一であったが、ヒ
ト末梢血単核球とがん細胞を混合したサンプ
ルにて通過時間と細胞直径を計測した所、プ
ロット上にて 2 つの細胞種類を判別可能であ
ることが分かった。以上の結果は、本システ
ムと細胞物性が血液中の希少細胞を分離する
際の新しい指標の有用性を示唆していると考
えられる。 
さらに、多能性幹細胞由来赤芽球株の測定結
果から、核の大きさと通過時間との間に正の
相関性が見られることが分かった。成熟赤血
球の高い変形能は成熟過程に生じる脱核に起
因し、循環中に血管を通るのに重要である事
を考慮すると、これらの結果は代替輸血ソー
スとして使用する際には、脱核した成熟赤血
球を使用することの必要性を改めて示唆して
いるものと思われる。以上より、本システム
は多能性幹細胞由来赤血球を臨床応用する際
の品質管理においても有用であることを示唆
している。 
２方向性の流路の shear rate を流路スピー
ドと形状によってコントロールし、巨核球
細胞がメイン流路の刺激に伴って、プロプ
レイトレット（proplatelet）とよばれる血
小板産生形態、引き継き細胞質の断片化
（fragmentation）が観察され、血小板が培
養液の流れ刺激に伴って促進される事が示
唆された。産生された血小板量は、２方向
角度が 90°差で設計された MEMS 流路では有



為な増加を観察できなかった。一方、２方
向流路を 60°に改変した結果、血小板産生
がコントロール（静置培養条件下）に比
し、３倍以上に上昇した。デバイスを介し
て産生された血小板の活性化（PAC-1, 活性
型インテグリンαIIbβ3 の量を定量）は、
コントロールと差を認めず、こうした MEMS
システムの高いポテンシャルを認識でき
た。 
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