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研究成果の概要（和文）：本研究では、癌ゲノム医療に不可欠な「患者さんの腫瘍の遺伝子を、低侵襲で必要時
に繰り返し入手する方法」を確立するための基礎技術を検討した。遺伝子の入手には血中循環腫瘍細胞（CTC）
を利用し、その捕捉には筆者らが既に開発したマイクロ流体デバイス“ポリマーCTCチップ”を使用した。捕捉
した癌細胞をゲルに包埋された状態で取り扱えるようにし、全ての細胞を確実に、またシングルセルでも回収で
きる手法を考案した。遺伝子変異が既知の癌細胞株を用い捕捉、回収、遺伝子解析の一連のプロセスを検証し、
本手法により問題なく変異検出できることを示して、CTC遺伝子解析の新たな技術を確立した。

研究成果の概要（英文）：We developed liquid biopsy technologies using circulating tumor cells (CTCs)
 for genetic analysis of cancer. Cancer cell capture was performed with a microfluidic device “
polymer CTC-chip” that we have developed earlier and novel cell recovery methods were developed 
here. An aqueous monomer mixture was fed to the chip that captured lung cancer cells having known 
gene mutations, and polymerized to be a gel. A small piece of gel containing the cells could be 
picked up and the cells were isolated finally by resolving the gel in a PCR tube. The obtained cells
 were genetically analyzed and the mutation was successfully detected without problems caused by 
chemicals used for the gel.

研究分野： Liquid Biopsy

キーワード： 血中循環腫瘍細胞　遺伝子解析　シングルセル　ゲル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CTCによる癌の遺伝子解析が可能となれば、低侵襲で継続的に繰り返し患者さんの遺伝子情報を得ることができ
るようになり、癌の診断、治療、モニタリングに革命的な変化をもたらす。さらに癌が転移能や薬剤耐性などを
獲得するプロセスを詳細に解析できるようになり、それらのメカニズム解明、さらには創薬開発へと繋げること
が期待できる。またCTCは癌の情報全体を与える成分を有しており、ctDNAなど他のLiquid Biopsyの対象物には
ない特徴を有する。以上の点は国が推進する「がんゲノム医療」に大きく寄与するものであり、癌制圧に大きく
寄与することが予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
癌は遺伝子に由来する病気であり、１つの腫瘍の中でも細胞レベルでは遺伝子が不均一であ
ること、さらには個々の患者さん、病状の経過、治療経過などにより遺伝子が変化することへの
理解が深まりつつある。このような認識と共に、次世代シーケンサーなどによる飛躍的な遺伝子
解析技術の進歩が相まって、現在癌医療は、患者さんの腫瘍の遺伝子情報を網羅的に取得・把握
して個別的・精密的に実施する方向に進みつつある。このような「がんゲノム医療」の実現は、
現在、国主導のもと強力に推進されており、研究領域において解決すべき課題が明らかになって
いる。そのような課題の中で、“患者さんの腫瘍の遺伝子を、必要時に繰り返し入手する方法を
確立する”ことは、がんゲノム医療を実現していく上で不可欠と位置付けられている。このよう
な遺伝子の入手は、現状では生検や手術により行われているが、大きな身体的負担を伴い繰り返
しの実施が極めて困難であることなどから不十分であり、さらなる進歩が求められている。 
近年、血液などから遺伝子等を得る新たな手法として “Liquid biopsy”が提案され、広く世
界で検討されている。Liquid biopsyは、患者さんへの負担を抑え必要時に繰り返し実施できる
ことから様々な分野で期待されており、がんゲノム医療においても同様である。癌の Liquid 
biopsy が対象とする血中成分は、ctDNA（血中循環腫瘍 DNA）、癌細胞由来エクソソーム、CTC
（血中循環腫瘍細胞）が中心である。これらの成分は、癌医療を進める上で相補的に活用でき何
れも重要だが、筆者らはこれまでに CTCに注目しその単離研究を進めてきた。CTCは癌組織か
ら血管に侵入し体内を循環する腫瘍細胞であり、“細胞”として癌の情報を包括的に有する。し
かしその血中濃度は極めて低く、血液からの単離は非常に困難であり、CTC 単離装置・デバイ
スは未だ開発途上にある。さらに CTCから遺伝子を抽出して解析する手法も未だ確立されてお
らず、CTCを利用して患者さんの腫瘍の遺伝子を入手することは実用化されていない。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、癌患者さんの腫瘍由来遺伝子を必要時に繰り返し入手できるようにするために、
CTC を捕捉・回収して遺伝子を抽出・精製し、その解析を確実に実施できるようにするための
基本技術を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 

CTC捕捉では、これまでに筆者らが開発した“ポリマーCTCチップ”をベースとした技術を
用いた。ポリマーCTC チップでは、特殊樹脂（筆者らが開発、特許取得）からなる流路および
その中に配置したマイクロポスト（高さ，直径とも 100 μm 程度）の表面に特定の抗体（CTC
表面に特異的に発現する抗原に対する抗体）が固定でき、そこに血液などのサンプルを流して選
択的に CTC を捕捉する。 
一般にもこのような抗体とマイクロ流体デバイスとの組合せからなるCTC単離デバイスは多
数開発されているが、それらに対し筆者らのチップは次の特長を有する。（１）透明かつ丈夫で
あり、臨床現場での使用が容易、（２）抗体の固定が容易で、ユーザー自身が選択した抗体を何
時でも自由に固定可能、（３）低コストでの提供が可能で、既にメーカーから研究用に提供開始。
特に（２）については、従来のデバイスでは製造時に抗体固定する必要があるため、抗体は実質
的に EpCAM（上皮細胞接着分子；癌細胞が広く発現し血中にはない表面抗原として選択）に対
する抗体のみに限定された。一方、本チップ表面では樹脂技術によりタンパク質への反応性が保
持され、ユーザーは EpCAM の他にも種々の表面抗原に対する抗体を自由に導入でき、より広
く癌細胞が捕捉できる。さらに筆者らは、このチップを使用して全血サンプルからの CTC捕捉
を可能にする簡易システムを開発し、これまでに全国の大学病院と共同して肺癌、悪性胸膜中皮
腫、乳癌、大腸癌、前立腺癌、小児癌などにおける CTC捕捉を確認した。 
このように筆者らは既に信頼性の高い CTC捕捉技術を構築しており、本研究ではこの技術を
ベースに CTC回収・遺伝子解析の技術確立を検討した。具体的な細胞回収方法は、従来にはな
いゲルを用いた確実に捕捉細胞を取り扱える次の方法を検討した。 
１）細胞捕捉後のチップに、ゲルを形成するための溶液（モノマー溶液や高分子溶液）をチップ
に流し込む 
２）溶液を刺激（重合開始あるいは温度変化など）によりゲル化させて、すべての捕捉細胞をゲ
ル中に包埋する 
３）目的細胞を含むゲル領域を切り出してチューブに回収し、その中でゲルを溶解して細胞を回
収する 
本回収方法実現のための主な課題は適切なゲルの開発であり、天然高分子、合成高分子を広く探
索した。さらに回収が以降の遺伝子解析に影響を与えないこともポイントであり、そのための確
認も行った。 
 
４．研究成果 
●ゲルの探索 



 本研究目的に最適なゲ
ルを見出すため、まずは
天然高分子からなるゲル
を用いて検討した。アガ
ロース、ゼラチン、アルギ
ン酸などの水溶液を用意
して、それらをポリマー
CTC チップに流し込んだ
のちにゲル化させる（温
度変化または予め混合し
た多価イオンによる）こ
とを試みたところ、チッ
プ中でのゲル形成はでき
たものの適切なゲルは得られなかった。100μm 程度の微細なチップ流路に水溶液を流し込むた
めには、ポリマーの分子量や濃度を下げる必要があり、その結果、生成するゲルの強度が極めて
低く形態保持も不十分となったため、細胞を包埋して取り扱う媒体としては適さなかった。 
 次に合成高分子のハイドロゲルについて検討した。水溶性のアクリレートまたはアクリルア
ミドのモノマーを溶解した水溶液をポリマーCTC チップに流し込み、チップ中で重合させてゲル
を形成する方法を試みた。重合を紫外線照射で行うために光重合開始を、また化学架橋でゲル化
させるために多官能性モノマーをそれぞれ水溶液に混合した。可能性がありそうな数種類のモ
ノマーについて検討したところ、アクリルアミドを用いることによりチップ中で細胞包埋に適
当なゲルが得られることが分かったので、以下のとおり細胞回収に関する検討を行った。 
●アクリルアミドゲルを用いた細胞回収、遺伝子解析 
 アクリルアミドゲルにより細胞を包埋する検討を行ったところ、架橋剤として通常使用する
ビスアクリルアミドを用いると、細胞単離時にゲル中から直接細胞を取り出したりゲルを除去
したりすることが困難となることが分かった。そこで得られたゲルを再度流動化できるよう、分
解可能な架橋剤を調査したところ、ジスルフィド結合を有しチオール類で分解可能な化合物を
見出したので、次のとおり細胞を用いてポリマーCTC チップからの回収以降について検討した。 
 食道癌細胞株である KYSE220 を蛍光標識したのちにポリマーCTC チップに捕捉し、アクリルア
ミド／光開始剤／分解性架橋剤／PBS からなる水溶液をチップに充填し、紫外線照射した。その
後にホルダー類を外してチップのみの状態としたところ、チップ流路中にゲルが充填されその
内部に KYSE220 が包埋されている様子が観察された（図 1参照）。 
 次にチップ上でゲルに包埋された目的細胞を図 2 のように、ピンセットを用いてその周辺の
ゲルと共にチップからピックアップしてチューブ中に収納した。さらにチューブ中でゲル溶解
液によりゲルを溶解して、目的細胞だけを単離できた。また別の細胞回収方法として、マイクロ
ピペットを用いた方法を試みた。図 3に示すように、目的細胞の周辺にゲル溶解液を滴下し流動
化させたのちに、マイクロピペットでシングルセルとして回収したところ、問題なく細胞をチュ
ーブに収納することができた。 
 以上のようにして、ゲルによりポリマーCTC チップ上の細胞をシングルセルで回収する技術を
確立できたが、ゲル化・溶解においては幾つかの化学物質を使用するため、それらが以降の遺伝
子解析において影響がないかを評価した。評価は肺癌細胞株の PC9 を用い、このような細胞捕
捉・回収ののちに既知の遺伝子変異（遺伝子欠失）が検出できるかをテストした（図 4参照）。

 

図１ チップに充填されたゲルとそこに包埋された癌細胞 

 

図２ ピンセットを用いたゲル片ピックアップによる細胞回収 



その結果、複数回のテストで再現性良く変異が検出できたので、ゲルに使用している化学物質は
遺伝子解析に影響がないことが確認でき、ここで確立した技術の有用性が確認された。 
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図３ マイクロピペットを用いた細胞回収 

 

 

図４ 回収細胞の遺伝子解析例 
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