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研究成果の概要（和文）：血中循環腫瘍細胞（CTC）の解析は，遺伝子発現のみでは判断できない個別の腫瘍に
対する治療薬の選定に有用である．しかしながら，その頻度は血液１０ｍｌ中に数個程度とされ，簡便で効率的
な抽出は困難であった．本研究では、「決定論的横置換法（DLD）」を応用したマイクロ流体デバイスを用い
て，一定以上の大きさを持つCTC細胞塊の効率的な抽出法について検討した。次に、得られた細胞塊から自発的
スフェロイドを形成し、遺伝子発現解析を行った。DLDによって細胞塊を含む分画を濃縮することは可能であ
り、得られた細胞から形成されたスフェロイドは、幹細胞マーカーと血管新生、移動に関わる遺伝子群の発現が
上昇していた。

研究成果の概要（英文）：Analysis of circulating tumor cells (CTCs) is useful for selecting 
therapeutic agents for individual tumors that cannot be determined based on gene expression alone. 
However, the frequency of CTCs is only a few per 10 ml of blood, and simple and efficient extraction
 has been difficult. In this study, we investigated an efficient extraction method for CTC cell 
aggregates with a certain size or larger using a microfluidic device applying the ``deterministic 
lateral displacement method (DLD)''. Next, spontaneous spheroids were formed from the obtained cell 
aggregates, and gene expression analysis was performed. Fractions containing cell masses could be 
enriched by DLD, and spheroids formed from the obtained cells showed elevated expression of stem 
cell markers and gene clusters involved in angiogenesis and cell migration.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 血中循環腫瘍細胞　決定論的横置換法　自発的スフェロイド　腫瘍幹細胞　リキッドバイオプシー　テ
ーラーメイド医療
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍細胞クラスターの分離についてはまだ研究が始められたばかりであり、リキッドバイオプシーによって得ら
れるCTCはわずかであるため，これまでの方法では十分ではない。また、腫瘍から樹立された細胞株による検討
では特定の腫瘍に対する薬剤感受性を判断することは難しく，患者本人の腫瘍を評価する重要性が指示されてい
る．本研究ではマイクロデバイスと幹細胞研究で開発された自発的スフェロイド培養法を応用することで，効率
的に腫瘍幹細胞を抽出することが可能であった． 今回の研究は，個別腫瘍に対する薬剤の最適化や、転移能の
高い腫瘍への効率的な治療法選択につながることが期待される．

※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 

腫瘍の低侵襲な診断法として、採血によるリキッドバイオプシーが注目されている。解析対象
には DNA,、RNA、細胞外小胞などがあるが、中でも血中循環腫瘍細胞（CTC）の解析は、遺伝
子変異のみでは判断できない個別の腫瘍に対する治療薬の選定に有用である。ただし、その頻度
が少ないことが問題であり、簡便で効率的な抽出法の開発が求められている。また、CTC には
単一の細胞としてではなく、細胞塊（クラスター）として存在するものがあり、その存在が転移
など腫瘍の予後にも重要な役割を果たすことが報告されている。そこで、本研究では CTC の中
で、一定以上の大きさを持った細胞クラスターをターゲットとして、DLD マイクロデバイスを
用いることで、その効率的な抽出と増幅による新たな診断法の確立を目指した。 

また、癌組織ではすべての細胞が増殖するわけではなく、癌幹細胞が増殖の主役である。癌幹
細胞にはスフェロイド形成能があり、その幹細胞性が増殖能や転移能などの悪性度に影響する。
癌幹細胞は通常環境下ではほとんど分裂をしないことから、放射線治療や化学療法に耐性が高
く、再発の原因になる。従って癌幹細胞を診断に用いることができれば、悪性度や薬剤の選択に
有用である。われわれは、特定の疎水性を示す培養ディッシュを用いることで、自発的にスフェ
ロイド形成が起こる条件を見いだし、報告してきた。5 継代を経ても自発的スフェロイド形成に
よる幹細胞培養が可能であるため、効率的に幹細胞を回収することができる。そこで、DLD マ
イクロデバイスを用いて，適切なサイズの CTC クラスターを回収後、自発的スフェロイド培養
法を用いることで、CTC クラスターから効率的に癌幹細胞を増幅するシステムの構築が可能と
考えた。 

 

２．研究の目的 

DLD マイクロデバイスを用いて、血液中から CTC の集合体であるクラスターを効率的に抽出
する方法を確立する。さらに、抽出された数少ない腫瘍細胞から，スフェロイド培養技術の応用
により、効率的に腫瘍幹細胞を増幅させる。この方法が確立されれば，腫瘍の転移機序解明など
基礎研究のみならず，患者毎の薬剤感受性試験にも応用が期待できる。 

 

３．研究の方法 

１）流体制御技術を用いた CTC クラスターの選別・抽出技術の開発 
CTC は一つの細胞として血中に存在することもあれば、細胞塊であるクラスターとして存在す

ることもある。細胞塊である CTC クラスターは、高い転移能と薬剤耐性を有するため、腫瘍転移
に主要な役割を果たすと考えられている。本研究では DLD によるマイクロデバイスを用いて、粒
子の大きさによって、フローのみで特定のクラスターの分離を試みる。 
２）自発的スフェロイド形成技術による CTC クラスターからの効率的な幹細胞増幅と解析 
わずかな CTC クラスターは，はじめ平面培養によって十分に増幅させる．得られた細胞を，特

殊な低接着性プレートに播種することで，効率的に癌幹細胞からなる自発的スフェロイドが効
率的に形成される．十分な細胞数が確保された後，CTC 由来癌幹細胞の遺伝子解析をおこなう． 
 
４．研究成果 
１）流体制御技術を用いた CTC クラスターの選別・抽出技術の開発 
①細胞調製 
 DLLマイクロデバイスによる細胞クラスタ
ー分離技術の確立のため、NIH-3T3,臍帯由来
MSC、口腔癌由来 Cell line である HSC-2 細
胞を用いた。平面培養後に細胞をトリプシン
-EDTA によって剥離・分離し、チューブ内で
浮遊させることで、細胞クラスターを作製し
た。次に単離細胞と細胞クラスターを混合し
て、分離用細胞懸濁液とした。 
②DLLマイクロデバイスによる細胞クラスタ
ー分離 
 単離細胞と細胞クラスターが混在する懸
濁液を、50ml シリンジへ充填し、シリンジポ
ンプへ装着した。設計された流速で、目的と
する細胞クラスター分画（50-150μm）とそ
れ以下の細胞との分離を行った（図１）。小
顆粒の分画では、主に単離細胞と破壊された
細胞の一部が見られた（図１a, b）。一方目的とする細胞クラスター分画では、細胞の凝集体で
あるクラスターが回収されていた（図１c, d）。 
 それぞれの分画で得られた細胞画像を ImageJ に取り込み、画像と 8-bit に変換後、threshold



値を設定して細胞を抽出した。Particle 解析にて
細胞および細胞塊の大きさを集計した（図２）。細
胞クラスター分画では、小粒子分画より大きな細
胞塊を分離することが可能であり、目的とするサ
イズの細胞クラスターの分離は可能であった。 
２）自発的スフェロイド形成技術による CTC クラ
スターからの効率的増幅と解析 
①細胞クラスターからの細胞増幅と幹細胞スフェ
ロイド形成 
細胞クラスターを平面培養系に移すことによ

り、細胞を増殖させた（図３a）。次に、得られた細
胞を回収し、スフェロイド形成用
ディッシュにて24時間培養するこ
とで、自発的スフェロイドを形成
させた（図３b）。さらに得られたス
フェロイドを用いて、幹細胞性や
腫瘍特性の検討を行った。 
②スフェロイドの幹細胞マーカー
発現 

CTC クラスターからの自発的ス
フェロイド形成の目的の一つは、
癌幹細胞の確保である。したがっ
て、本研究で得られた自発的スフ
ェロイドの幹細胞性を調べるため、幹細胞マーカーによる免疫染色を行った（図４）。得られた
自発的スフェロイドは、Sox2, Nanog, Oct4 陽性であり、ES 細胞類似の幹細胞マーカーの発現が
見られた。 
③腫瘍特性の in vitroにおける検
討 
自発的スフェロイド形成細胞の

特性を解析するため、平面培養細
胞との遺伝子発現を RNA sequence
にて網羅的に比較した（図５）。そ
の中で、自発的スフェロイドで高
値を示す遺伝子群についての GO 
term 解析を行った。フィッシャー
の正確確率検定法 にて p<0.05 を
示した GO term の中で、癌幹細胞
に関連するものは以下の４つであ
った。 
・細胞増殖に関する GO term 
・増殖因子に関する GO term 
・細胞遊走能に関する GO term 
・血管新生に関する GO term 
次に、自発的スフェロイドにお

いて活性化されているシグナルを
明らかにするため、KEGG pathway 解析を行っ
た。その中で、腫瘍幹細胞と関連するシグナル
経路として、Ras signaling pathway, Wnt 
signaling pathway が抽出された。 
３）結果のまとめ 

DLL マイクロデバイスにより、一定以上の大
きさを持つ細胞クラスターの抽出が可能であ
った。得られた細胞を増幅し、自発的スフェロ
イドを形成することで、幹細胞の効率的な抽出
が可能であった。自発的スフェロイド形成細胞
は、細胞増殖、細胞遊走能、血管新生能が高く、
腫瘍幹細胞の特徴を備えていた。現在得られた
幹細胞を用いた薬剤感受性の検討を行ってお
り、本研究によって得られた結果が、今後口腔
癌に対するテーラーメード化学療法の確立に
寄与することが期待される。 
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