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研究成果の概要（和文）：本研究では、電界効果トランジスタの原理を用いた超高感度電位計測バイオセンサに
より血中循環腫瘍細胞（Circulating Tumor Cells: CTC）の検出と核酸解析を行う小型・可搬型デバイスの創製
に関する研究を行うことを目的とした。プローブ分子を固定化した表面を用いてCTCモデルの乳がん上皮細胞を
センサに固定化し、電気計測を行った。がん細胞はシアル酸に由来する負電荷を有するため、腫瘍細胞表面のシ
アル酸発現量の違いに伴い、がん細胞と上皮細胞を電気的に識別することに成功した。その中に含まれる核酸の
解析を行うことにより、がんの早期診断デバイスの創製を目指した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we performed to fabricate a compact and portable device 
that detect circulating tumor cells (CTC) and analyze nucleic acids using ultra-sensitive biosensor 
based-on the principle of field effect transistors (FETs).  Model breast cancer epithelial cells 
were immobilized on the sensor which the probe molecules were immobilized, and then electrical 
measurement was performed. Because cancer cells have a negative charge derived from sialic acids, we
 succeeded in electrically discriminating cancer cells and epithelial cells according to the 
difference in the amount of sialic acid expression on cell membrane. Furthermore, we tried to 
develop an early diagnosis device for cancer by analyzing the nucleic acid.

研究分野：バイオセンサ

キーワード： バイオセンサ　血中循環腫瘍細胞
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１．研究開始当初の背景 
 CTCとは、原発腫瘍組織から遊離し血管内
に侵入した細胞のことであり、わが国の死因
第一位である悪性新生物つまり悪性腫瘍の
遠隔臓器への転移の主要因である。血管内へ
浸潤するがん細胞の大半は自己免疫系によ
り死滅するが、ごく一部は CTCとして血液内
を循環し標的臓器の毛細血管でトラップさ
れ、基底膜を破壊して血管外へ遊出し、転移
巣を形成すると考えられている。近年では、
血液中の CTC の解析ががんの病態予測にお
いて有用だと認識されており、転移性乳がん、
転移性結腸直腸がん、転移性前立腺がんにお
ける予後予測のバイオマーカーとしての有
用性が示されている[1] - [4]。血液 10 mLあた
りに、赤血球や白血球といった血球細胞は
107-1010 個のオーダーで存在するのに対し
CTCは数から数百個程度しか存在せず、一般
的な遠心分離法で分画化することは困難で
ある。しかしながら、米国食品医薬品局
（FDA）により 7.5 mLの血液中の CTC計数
検査による予後予測が臨床検査として承認
されており、CTCを計測することと並行した
がん診断やステージングが検討されている。
血球細胞から CTCを分離する技術としては、
CTC 細胞膜表面上に発現している細胞接着
分子である Epithelial Cell Adhesion Molecule: 
EpCAM を捕捉する抗 EpCAM 抗体を利用し
たイムノアフィニティ、また CTCが血球細胞
より大きいことを利用したサイズによるフ
ィルタリングが挙げられる。これらの原理を
利用した CTC 分離分析装置は既に製品化さ
れているが（例えば CellSearch○R （Veridex
社））、装置や検査費用が高額であり、分離後
の CTC の特性解析には不向きであるなどの
課題が指摘されており、これらの製品に代わ
る新たな検出原理を有する分離検出デバイ
スが求められている。 
[1] M. Cristofanilli et al., N. Engl. J. Med., 2004, 
351, 781-791 
[2] M. Cristofanilli et al., J. Clin. Oncol., 2005, 
23, 1420-1430 
[3] S. J. Cohen et al., J. Clin. Oncol., 2008, 26, 
3213-3221 
[4] J.S. de Bono et al., Clin. Cancer Res., 2008, 
14, 6302-6309 
 
２．研究の目的 
 本研究では、電界効果トランジスタの原理
を用いた超高感度電位計測バイオセンサに
より血中循環腫瘍細胞（Circulating Tumor 
Cells: CTC）の分離検出と核酸解析を行う小
型・可搬型デバイスの創製に関する研究を行
うことを目的とした。具体的には、プローブ
分子を固定化した表面を用いて CTC モデル
の乳がん上皮細胞を固定化し、がん細胞に由
来するシアル酸負の電荷を有するため、腫瘍
細胞表面のシアル酸発現量の違い及びその
中に含まれる核酸の解析を行うことにより、
がんの早期診断デバイスの創製を目指すと

ともに、CTCに関する新たな生理機能探究を
実現するデバイス作製に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、FETとマイクロサイズのセン
サを利用した CTC の分離検出デバイスの構
成を確立し、CTCの分離検出とその核酸解析
を行う評価系の創製について提案する。電気
化学的な計測法は非標識で蛍光ラベル等を
必要としないため光学的検出装置が不要で
ある他、半導体技術を駆使してセンサ部を高
度に集積化できることから、システムの小型
化・高感度化に有利である。FET延長ゲート
表面で CTC を高 S/N に検出するために、
1)CTCの直径と同程度の電極を有するマイク
ロセンサの設計・製作、2)プローブ分子固定
化ゲート表面の構築、3)核酸の増幅と検出を
行うバイオセンサの作製を実施した。その後
得られた結果をフィードバックし、ゲート表
面に捕捉した CTCを融解し、放出された核酸
を電気的に簡易解析してがんの原発部位な
どの情報を得るため 3)核酸の増幅と検出を
行うバイオセンサの作製を行った。 
 
４．研究成果 
1)CTCの直径と同程度の電極を有するマイク
ロセンサの設計・製作 
 小型バイオセンサシステムの構築のため
に、センシングエリアの最適化を実施した。
具体的には、単一細胞を捕捉し（Fig. 1）、分
子認識を行うセンサの構築を行った。 

 

 
早稲田大学ナノ・ライフ創新研究機構の微細
加工施設を使用させて頂き、ゲート材料は
Auとし、20または 25 µmの大きさの電極構
造をガラス基板上にパターン化した。電極部
分の大きさは SiO2で規格化し、絶縁層として
SU-8を用いた。本バイオセンサは水系にて用
いるため、SU-8の抜けを三電極系のインピー
ダンス測定にて確認し、プロセスへとフィー
ドバックを繰り返した。 
 実施年度 2年目にプロトタイプが出来上が
り、評価用マイクロチップの作製に成功した。 
 
2)プローブ分子固定化ゲート表面の構築 
 ターゲットであるヒト乳腺がん細胞の

 

Fig. 1 センサのデザイン 



MDA-MB-231（MM231）および正常ヒト乳腺
細胞の MCF-10A に関して、ゼータ電位を計
測したところ、MM231 に関してより負の電
荷を有していることがわかり、正常乳腺細胞
との違いは 1 mV程度であることが明らかと
なった。また、107 cellsあたりの細胞表面の
シアル酸発現量を定量したところ MM231 で
は 5.12 nmol/107 cells という値が得られたこ
とに対して MCF10A では検出に有効な数字
が得られなかった。これらの結果から両者の
シアル酸発現量の違いがゼータ電位の違い
をもたらしていることを見出した。 
 バイオセンシングにおいて､延長ゲート型
FETセンサ表面の機能化および最適化は、高
い信号／雑音（S/N）比を実現する上で欠か
せない。シアル酸由来の負電荷により変化す
る界面電位すなわちがん組織の有無を、電位
差として判断するためプローブ分子の検討
を行った。Fig. 2には用いた Auパターン化電
極（直径 0.5 mm、10 チャンネル計測）と、
構築した機能性界面の例としてフェニルボ
ロン酸（PBA）誘導体を固定化したイメージ
を示した。 

他に細胞架橋剤として知られる脂質二分子
膜にアンカーリングするオレイル基を有し
ておりリンカーとして疎水性のアルキル鎖
を持つ場合（C6_Oleyl）と親水性の PEGを持
つ場合（PEG_Oleyl）、コントロールとして修
飾していない金電極（bare）の 4 種の界面に
ついて、MM231および MCF10Aとの相互作
用を電位計測にて確認した。測定には 1 mM 
Bis-tris-propane (BTP) buffer (pH =7.2)を用い
て細胞懸濁液を調製し、連続して BTP buffer 
10 min、0 cells/mL in BTP buffer 10 min、1 x 104 
cells/mL in BTP buffer 10 min、1 x 105 cells/mL 
in BTP buffer 10 min、1 x 106 cells/mL in BTP 
buffer 10 minの順で電位モニタリングした。
どちらの細胞の場合においても bare の場合
はドリフトに大きく影響された挙動を示し、
Oleyl 基で修飾した界面は細胞に応答を示さ
なかった。一方で PBA修飾界面の場合、細胞
の添加に応じた応答を示し、MM231 におい
て MCF10A より多く存在しているシアル酸
由来の負電荷を検出可能であることが分か
った。 
 引き続き上記で最適化した機能化界面構
築条件を、1)の項で作製したマイクロセンサ
に適用し、電位計測実験を行った。1)では 20 
μmと 25 μmの二種類の大きさを有するマイ

クロセンサを作製したが、細胞の平均の大き
さが 15 μmであったことに由来して、25 μm
のセンサの方がより正確に機能し、がん細胞
を電気的に見分けることが可能だというこ
とを見出した。 
 
3)核酸の増幅と検出を行うバイオセンサの作
製 
 核酸を定量的に検出する技術開発は現在
でも活発に検討されており、一般的にリアル
タイム PCR が遺伝病や感染症検査の有用な
診断ツールとして用いられている。しかし
PCR 法は正確な温度制御装置や蛍光ラベリ
ングによる光学的検出装置が必要であり小
型化に不利である。光学的検出が主流である
一方で、高感度検出を実現することから電気
化学的な核酸定量技術も注目されており、半
導体技術を駆使することによりセンサを高
度に集積化した電気化学的アプローチもな
されている。核酸定量技術は核酸の抽出・増
幅・検出といった 3つのステップから構成さ
れ、近年ではサーマルサイクラーを必要とし
ない等温核酸増幅法が盛んに研究されてい
る。半導体は温度変化により電気特性が著し
く変化する性質を持っているため、低消費電
力化とともに測定中に生じる電位不安定性、
ノイズの低減が課題とされている。そこで、
電位安定性向上およびデバイスの小型化・低
コスト化を目指し、等温核酸増幅反応と電気
化学計測を組み合わせた、定量核酸検出デバ
イスの開発を試みた。 
 等温核酸増幅法には Primer-generation 
rolling circle amplification (PG-RCA)を利用し
た。PG-RCAの特徴は phi29 polymeraseによ
り 、 室 温 に 近 い 30oC 付 近 で strand 
displacementタイプの増幅を行うことにあり、
サーマルサイクラーが不要なので、デバイス
の小型化に有利である。環状 DNA プローブ
と DNA 合成酵素・制限酵素により合成物が
指数関数的に増幅する反応であり、 target 
DNAは既知の配列のものを用いている。まず
は直線的な RCAが進行した後、DNA制限酵
素の働きにより新たに複数の primer が生じ、
理論的には増幅の原料となる dNTPが枯渇す
るまで指数関数的な増幅反応を行う。増幅の
進行を確認する従来法として、SYBR Green
を用いた蛍光リアルタイムモニタリングを
行ったところ、target DNAの濃度に依存して
増幅速度は増加することを確認した。一方で、
核酸増幅反応のリアルタイム検出を実現す
るため、増幅反応産物としてピロリン酸とと
もに放出されるプロトンを指標とした電位
計測を試みた。プロトン感応材料としてはイ
リジウムオキサイドを選択し、熱酸化法によ
り作製し、参照電極と一体化した微小電極シ
ステムを構築した。横軸に pH、縦軸にポテ
ンシャルを取ったグラフを作製し感度を評
価したところ 57.4mV/pH という傾きが得ら
れ、Nernstの式から考えると室温での理論値
が-59.2 mV/pHであるため、pH感度の良いシ

Au

Fig. 2 Au基板とフェニルボロン酸 
固定化界面 



ステムが構築できた。target DNAの濃度を 0 
(Negative control), 10 pM, 100 pM, 1 nMと設定
し PG-RCA の電位計測を行った結果、target 
DNA 濃度に依存して電位の振る舞いに大き
な違いがみられた。通常 PCR法が 1時間以上
の反応時間を要するのに対し、本方式を用い
ると開始から数 10 分後には定量解析を実現
できる可能性を見出した。 
 がんマーカーの検出によるがん検査の現
状は、擬陽性・擬陰性が多く、まだ理想的な
検査とはいえず、より高感度、高精度な検査
を可能にするセンシングデバイスが求めら
れている。本研究で得られた基盤技術は、が
んの早期診断や予後診断への展開が見込ま
れるだけでなく、ポイントオブケアを目指し
た医療システムのイノベーションにつなげ
ていくことが可能である。エレクトロニクス
と医療・生命科学分野の融合という観点にお
いて特徴的である本研究は、一見対称的な学
問領域の技術・概念を融合しており、国中の
技術開発が向かっている Society 5.0と同一の
方向を向いている。未来型医療、先生医療、
AI医療という言葉が使われているが、本セン
サは幅広い未来型医療に貢献していくと考
えられる。 
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