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研究成果の概要（和文）：本研究では、コラゲナーゼ認識ペプチドを設計し、マイクロファイバーに固定化する
ことで、細胞剥離機能をもつマイクロファイバーの開発を行った。細胞捕捉に関しては、マイクロファイバーに
固定化した抗体の密度に依存すること、また抗体が認識する細胞膜抗原密度に依存することがわかった。剥離に
関しては、コラゲナーゼにより剥離が可能であったが、剥離率が50%以下と十分な値でなかったため、コラゲナ
ーゼ認識ペプチドと抗体の間にポリエチレングリコール(PEG)をリンカーとして入れて検討をした。PEGの分子量
依存性を検討したところ、分子量が高いと捕捉率が低下することから、最適なPEG鎖長が存在することがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed cell separation and detachment microfiber 
immobilized the peptide which has a function of cleavable by enzyme, such as collagenase. For cell 
separation from blood sample, we used the antibody on microfiber, the ratio of cell separation was 
related to the density of immobilized antibody.And the ratio of cell detachment from microfiber was 
less than 50% for using the peptide which has cleavable sequence. To improve the ratio of cell 
detachment higher, we used the cross linker of polyethylene glycol(PEG) between collagenase 
recognition sequence of peptide and antibody.  We found that the optimum PEG chain length for higher
 detachment ratio of cell from microfiber.

研究分野： ナノ材料

キーワード： 細胞分離　ペプチド　抗体　血液細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血中循環がん細胞(CTC）を捕捉・剥離することを第一目的として研究をしてきたが、血液がんである白血病にお
いても白血病細胞の存在量を知ることが治療において重要であることから、CTCおよび白血病細胞をターゲット
として細胞捕捉を行なった。CTCだけでなく、本マイクロファイバーシステムで白血病細胞を捕捉、剥離するこ
とが可能であることを確かめた。さらに、このマイクロファイバーシステムを用いた分離は、他の手法と比較し
て、処理時間が短縮することができた。よって、簡便ながん診断への応用が期待される。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
  血管内（血液中）を循環しているがん細胞 Circulating tumor cell(CTC)は、乳がん、大腸
がん、前立腺がんなどの転移性がんにおける予後予測や治療効果判定といった臨床情報が

得られる検査として有効な手段であることが認められている。しかし、CTC は、血液中
（10ml）には、400 億～500 億個の赤血球、白血球、および血小板など多くの血球成分が
存在するのに対し、数個から数十個であることから、分離がとても困難である。また検査

に時間がかかるという問題点があった。2007年 12月 20日号の Natureの論文で、「マイク
ロポスト」と呼ばれる円柱状の突起物（約 8万本／チップ）に CTCを吸着して分離すると
いう技術が発表されてから、世界中で様々な研究グループが微細な孔を有した CTC検出デ
バイスの開発に精力を注いだ。結果として、CTCを迅速に分離し捉えるシステムが実用化
された。次なる課題として、捕捉した細胞を剥離して回収し、単一細胞解析等の生検に用

いる事が注目されており、細胞へのダメージを最小限にとどめ、高効率に細胞を回収する

手法の確立が必須となってきている。 
 
２．研究の目的 
高分子材料を用いてナノ～マイクロサイズのファイバー構造を作製し、このファイバーを、全

ての細胞が通過できる 3次元の孔をもつ厚さ数百ミクロンのフィルムとして加工することに成
功した。これに CTC に特異的に発現している分子である EpCAM を認識する抗体を固定化し、
CTCを全血から 1分以内で分離する技術を開発した。そこで、捕捉した細胞をファイバーから
酵素を用いて剥離回収する技術開発を本研究課題で行うことを目的する。 
	 細胞剥離においては、光、熱、外力などの刺激を用いることで基材の物性を変化させ細胞を

剥離する技術がいくつか報告され、実用化されているものもある。しかし光、熱、外力は、材

料に刺激を与えて材料の物性を変化させるだけでなく、ある条件では細胞の機能に影響を及ぼ

す因子となる。 
  そこで本研究は、細胞に無害な酵素で細胞の足場を改質し、細胞を基材から剥離する技術を、
ペプチドと生体親和性高分子材料を用いて目指す。また細胞分離から剥離まで数分以内のファ

イバーデバイス開発を行う。 
 
３．研究の方法 
	  CTC をマイクロファイバーにより分離する機構には、CTC に特異的に発現している分子
EpCAM を特異的に認識できる抗体を使っている。そこで、抗体を基材に固定化させる際に、

単に物理吸着で抗体を固定化させるのではなく、酵素切断部位をもつペプチド：ナノ材料を開

発し、さらにペプチドの機能化を図り、細胞にダメージを与えない酵素を用いて細胞の剥離を

行う。具体的な手法としては、コラゲナーゼ認識部位をもつペプチドを合成し、ナノ材料であ

るペプチドの機能発現に生体親和性リン脂質ポリマーを用いる。設計したペプチドがコラゲナ

ーゼで切断できることを示し、さらに細胞がこの切断により剥離できるかを実証する。マイク

ロファイバーと吸引システムを用いることで溶液を強制的に移動させ、表面積増大の効果と反

応率を向上の原理を用い、分離から剥離回収まで数分以内のデバイス構築の基礎を確立させる。

本研究の概念図を図１に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１	 CTC捕捉・回収の概略図 
 

 



 
４．研究成果	

【実験】 
1.	 ペプチド結合抗体の作製とポリスチレン基板への固定化 
	 ペプチド結合抗体の作製と固定化の手順を示す。蛍光標識抗体または抗 EpCAM 抗体と、

N-Hydroxysuccinimide（NHS）エステル及びマレイミド基を有する架橋剤溶液を、モル比が 1:20
になるように混合し、室温で 30分静置した。その後、ポリスチレンに対して高い吸着能を持つ
ポリスチレンタグ（RIIIRRIRR）1)と IV 型コラゲナーゼ認識部位（GPPGVVGEQGEQGPP）2)

を含むペプチド（RIIIRRIRRGGGGPPGVVGEQGEQGPPC）を、抗体とペプチドのモル比が 1:10
になるように混合し、室温で 30分静置した。その後、スピンカラムにより未反応低分子を取り
除き、ペプチド結合抗体を得た。Tissue culture treated polystyrene（TCPS）を基板として、10 μ
g/mLのペプチド結合抗体を基板に滴下し、室温で 60分静置して抗体の固定化を行った。 
 
2	 コラゲナーゼによる剥離能評価 
ペプチド結合抗体を作製し、基板に固定化した系を評価した。TCPS に抗体を固定化し、コラ
ゲナーゼ溶液（100 U/mL）を滴下し室温で 60分静置した。その後、Typhoonで蛍光強度を測定
した。また、24量体の PEGを含む架橋剤（以下 PEGリンカーと表記）を用いて同様の評価を
行った。 
 
3.	 マイクロファイバー吸引システムを用いた細胞の捕捉と回収 
	 吸引システムを用いて抗体固定化ファイバーの細胞捕捉の特異性を評価した。ポリスチレン

ファイバーは、細胞捕捉において最適化されたものを使用した 7)。ペプチド及び PEGリンカー
により抗 EpCAM抗体を固定化したポリスチレンファイバー不織布に、予め Cell Tracker Green
で蛍光標識した EpCAM発現細胞（MCF-7）と、Cell Tracker Orangeで蛍光標識した EpCAM非
発現細胞（CCRF-CEM）の混合懸濁液を吸引により透過させ、共焦点顕微鏡でファイバーを観
察した。混合懸濁液における MCF-7細胞：CCRF-CEM細胞数は、(a) 2×106 ：2×106、(b) 2×
105：2×106、(c) 2×104：2×106、(d) 2×103：2×106、(e) 2×102：2×106、とした。 
	 また、ポリスチレンファイバーの膜厚を変化させたときの捕捉細胞数の変化を評価した。厚

さがそれぞれ 2 mm、1.3 mm、0.7 mmのポリスチレンファイバーに、ペプチド及び PEGリンカ
ーにより抗 EpCAM抗体を固定化し、MCF-7細胞の懸濁液を吸引により透過させ、透過した懸
濁液に残った細胞数を測定した。捕捉細胞数は、透過前と透過後の懸濁液中の細胞数の差分と

して評価した。 
	 更に、抗体固定化ファイバー上に捕捉された細胞の剥離能を吸引システムにより評価した。

ペプチド及び PEGリンカーにより抗 EpCAM抗体を固定化したポリスチレンファイバー不織布
に、蛍光標識した MCF-7細胞の懸濁液を吸引により透過させ、共焦点顕微鏡でファイバーを観
察した。また、懸濁液透過後のファイバーに IV型コラゲナーゼ溶液を 30分作用させた後、コ
ラゲナーゼ溶液をファイバー不織布越しに吸引し、同様にファイバーを観察した。 
 
【結果】 

1. ペプチドの機能評価 
  ポリスチレンタグを結合させた抗体の固定
化量を蛍光強度により評価した（図 2）。タグ
なしに比べ、タグ有りのペプチドでは抗体の

固定化量が大きく増加したことから、ポリス

チレン基板に対するポリスチレンタグの吸

着能が高いことが分かった。また、予め IV
型コラゲナーゼを作用させたペプチド結合

抗体の基板への固定化抗体量を蛍光強度に

より評価した（図 3）。いずれの温度において
も、事前にコラゲナーゼを作用させることで

ポリスチレン基板への固定化抗体量が減少

したことから、ペプチドに含まれるコラゲナ

ーゼ認識配列は IV 型コラゲナーゼによっ
て分解されることが示唆された。 

 

 

図 2. ポリスチレンタグの有無による固定化
抗体量 



2	 コラゲナーゼによる剥離能評価 
  ペプチド結合抗体を固定化した基板に IV
型コラゲナーゼを作用させる前後の固定化抗

体量を蛍光強度により評価した（図 3）。PEG
なしでは剥離率が約 25%であったのに対し、
PEG リンカーを使用した場合は剥離率が約
50%であった。これは、PEGの水溶性により
コラゲナーゼがペプチドに届き易くなったた

めと考えられる。 
 

 
 
 
 
3.	 マイクロファイバー吸引システムを用
いた細胞の捕捉と回収 
  作製したポリスチレンファイバー（図 4）
を用いて、MCF-7細胞捕捉の特異性を評価し
た。濃度比の異なるMCF-7細胞とCCRF-CEM
細胞の混合懸濁液を透過させたポリスチレ

ンファイバーを共焦点顕微鏡で観察した（図

5）。 
この結果から、ペプチド結合抗体固定化ポリ
スチレンファイバーによって、全体の 1/104

の数の MCF-7 細胞を特異的に捕捉可能であ
ることが示された。これは、ポリスチレンフ
ァイバーが細胞の通り抜け易い大きさに設計
されており、CCRF-CEM細胞はファイバーに
捕捉されることなく透過した、または捕捉さ
れても吸引によるリンスにより容易に剥離さ
れたため、抗体で捕捉した MCF-7細胞のみが
ファイバーに残ったものと考えられる。また、
MCF-7 細胞を透過させた後の細胞懸濁液か
ら捕捉細胞数を計算し、ポリスチレンファイ
バーの膜厚との関係を評価した（図 6）。この
結果から、ポリスチレンファイバーの膜厚が
増加すると捕捉される細胞数も増加する傾向
が見られた。また、膜厚 2 mmのポリスチレ
ンファイバーを用いると、ファイバーに透過
させた MCF-7 細胞のうちの約 80%の細胞を
捕捉可能であることが示唆された。更に、細
胞懸濁液を透過させた後、コラゲナーゼを作
用させる前後のポリスチレンファイバーを共
焦点顕微鏡にて観察した（図 7）。この結果か
ら、EpCAM 発現細胞をポリスチレンファイ
バーに捕捉し、IV型コラゲナーゼによって細
胞が剥離できることが示された。これは、細
胞と基板はペプチド結合抗体を介して複数点
で結合しているが、コラゲナーゼがペプチド
に作用することで結合点が減少し、吸引によ
り細胞に働く力が閾値を上回ったためと考
えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 

図 3. PEGの有無による固定化抗体量 

図 5. ポリスチレンファイバーに捕捉さ
れた CCRF-CEM細胞（左）と MCF-7細
胞（右）。透過させた懸濁液の細胞数は、
CCRF-CEM：MCF-7＝(a) 2×106：2×106、
(b) 2×105：2×106、(c) 2×104：2×106、
(d) 2×103：2×106、(e) 2×102：2×106 



 
【結論】 
	 設計した細胞剥離ペプチドの機能を確認した。

また、抗体－ペプチド間に PEG を挿入すると、
コラゲナーゼのアクセス率が向上することが示

唆された。PEGリンカーとペプチドを用いてポ
リスチレンファイバーに抗体を固定化すると、

吸引により細胞の特異的な捕捉及び回収が可能

であることが示された。この結果から、本研究

で提案する手法により CTC の回収及びがん診
断への応用が可能であることが示唆された。血

液中の白血病細胞の診断にも応用が期待される。 
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