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研究成果の概要（和文）：従来法では、非侵襲的な循環腫瘍細胞(circulating tumor cell: CTC)の分離・同定は不可
能であった。しかし、今回の研究により非侵襲的かつ簡便なCTCの分離同定の可能性を見出すことに成功した。このこ
とで分離・増殖させたCTCを利用した医学研究の推進が期待される。さらに、細胞分離手法を改良することで細胞分離
および細胞内分子（DNA, RNA)の抽出を可能とする手法の開発に成功した。本手法では細胞の回収および細胞内分子の
抽出が簡便でありサンプルロスの抑制も期待できる。このため本手法はCTCのような希少細胞の分離・細胞内分子の抽
出に適した手法になりうると期待できる。

研究成果の概要（英文）：I successfully developed less-invasive and easy cell separation, and label-free 
cell detection methods for circulating tumor cells (CTCs). Because current methods have severe damage on 
cells and require troublesome procedures in cell separation and detection, present results would make it 
possible to accelerate medical research about CTCs by separation and culturing CTCs. Furthermore, for 
improving cell separation method and an extraction process for intracellular molecules such as DNA and 
RNA, a new combined method was developed for cell separation and extraction. This developed method makes 
it easy to collect cells and extract intracellular molecules such as DNA and RNA, and would decrease 
sample loss during extraction. Therefore, a developed method is expected to be applied for cell 
separation and characterization of rare cells such as CTC.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
日本人の大半は悪性新生物（がん）で死亡
している。このためがんによる死亡者数低減
には、がんの超早期発見およびがんの術後検
査が重要であることは言うまでもない。がん
の超早期診断および術後検査で期待されて
いるのが血中循環腫瘍細胞(circulating 
tumor cells: CTC)の分離・計測である。が
ん患者の血中には CTC の存在が知られおり、
CTC の数および遺伝子の解析により腫瘍の部
位・大きさ、抗がん剤の適切な選択が可能に
なると期待されている(Science 2011, 331, 
1559)。つまり、がんの超早期発見、がんの
術後経過観察が採血という低侵襲的な操作
で実施可能になる。しかし、CTC の分離・計
測で問題となるのは、CTC の数の少なさであ
る。CTC はがん患者の血液 10 mL あたり 10～
100 個、言い換えると、血球細胞数 109個あた
り数個しか存在しない。このために CTC の分
離・計測には高性能分離計測が必要である。
現状の分離・計測法では、血中からの簡便な
CTC の分離は不可能であり、非常に煩雑な操
作および熟練した技師が必要である。また、
現状の分離・計測法では CTC の取りこぼしに
よる擬陰性および血球細胞による擬陽性が
問題となっている。今後、CTC の分離・計測
ががん診断に応用されるためには、血液中わ
ずか数個の CTC を短時間で簡便に分離・検出
を可能とする技術の開発が必須である。これ
を達成するには従来技術の改良では不可能
であり、新たな原理に基づく超高性能な細胞
分離・検出技術が求められている。 
また、細胞分離後の細胞内分子解析におい
て、DNA や RNA といった細胞内分子の前処理
操作の高性能化は細胞内分子解析の成功の
鍵を握る。しかし、この前処理操作は煩雑な
操作およびこれに伴うサンプルロスが問題
となっている。特に CTC のような稀少な細胞
ではサンプルロスは後続の解析において致
命的である。そこで細胞内分子解析を簡便に
実施可能であり、サンプルロスを軽減可能な
前処理方法の創成が求められている。 
 
２．研究の目的 
 
 このようにがんの超早期発見およびがん
の術後検査を低侵襲的に実施可能とするた
めにCTCの高性能な分離分析手法の確立が重
要である。しかし、既存の原理に基づく分離
法の高性能化では、臨床で期待される性能に
到達することは困難である。そこで、免疫に
代表されるような生体の高度な認識システ
ムの一部をマイクロ空間内あるいはマイク
ロ粒子上に構築し、これらを活用した新たな
原理に基づく超高性能な細胞分離法・検出法
を創成する。また、細胞内分子の抽出を簡便
に実施可能な前処理法を創成する 
 
３．研究の方法 
 

 半導体微細加工技術により Poly(dimethyl 
siloxane)(PDMS)製マイクロデバイスを構築
する。続いて、血栓形成タンパク質の重合で
その内部に対してコーティング処理を施し、
血管模倣デバイスを作製する。循環腫瘍細胞
は他の血球細胞と比較し、浸潤・転移するた
めにプロテアーゼを過剰に分泌しており、血
栓形成タンパク質との相互作用も強いと期
待される。これにより CTC モデル細胞を血球
と分離する。さらに、CTC は過剰にプロテア
ーゼを分泌するため、これと反応し、蛍光を
発する試薬をマイクロデバイス内面にコー
ティングしておくことで、捕捉された CTC の
部位に蛍光を観測可能として、CTC の非標識
検出を可能とする。 
 一方で、多数を占める血球細胞のみをあら
かじめ分離除去する手法もCTCの分離におい
て有用である。そこで、抗体を結合させた浮
上可能なマイクロビーズを作製し、これとモ
デル細胞を混合し、血球分離除去法の確立を
達成する。 
 また、回収した CTC モデル細胞に対して、
細胞内の microRNA 抽出デバイス(図１)の作
製および評価を実施する。microRNA はカオト
ロピックイオン下でシリカ表面に結合する
特徴を有している。そこで、シリカメンブレ
ンを PDMS により挟み込んだデバイスを作製
し、これに細胞溶解液、洗浄液、溶離液を送
液することで細胞内の microRNA の抽出を可
能とする。抽出性能評価は電気泳動および
real time PCR により評価する。 
 

図 1. Micro RNA 抽出デバイス 
 
４．研究成果 
 作製した生体模倣マイクロデバイスを用
いたところCTCモデル細胞の捕捉に成功した
（図 2）。この際、EpCAM を発現しない CTC モ
デル細胞も同様に捕捉されたので、従来の
EpCAM 抗体を利用する磁気分離法より EpCAM
未発現細胞の分離も可能である点は優位で
あることを実証した。さらに、このプロテア
ーゼを過剰に分泌する特性を利用し、プロテ
アーゼにより開裂および発蛍光特性を有す



る試薬を練りこんでおいた場合には、この
CTC モデル細胞（EpCAM 発現および未発現）
に対して、捕捉された位置に蛍光を観測する
ことに成功した（図 2（ｂ））。一方で血球細
胞では蛍光は観測されず、捕捉される数は圧
倒的に少ない結果であった。以上より、CTC
モデル細胞の濃縮および分離さらに、CTC モ
デル細胞の非標識検出を可能とする手法の
確立に成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 
図 2.CTC モデル細胞および血球の蛍光画像。 
実験条件：マイクロデバイスに CTC モデル
細胞および血球を静置後、蛍光観察 
(a) 明視野画像、(b)蛍光画像 
 
 
一方で、血球の除去法に関しては、抗体を結
合した浮遊ビーズの作製に成功した（図 3） 
。この利用により、モデル細胞では除去率
70-80％および純度 70％で簡便に実施可能で
あり、しかも血液中でもその性能の低下は観
測されなかった。つまりこの結果より本手法
は血液のような雑多で粘性の高い試料にお
いても適用可能であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 抗体結合浮遊ビーズの評価 
   細胞回収後の(A)明視野画像、 

(B)蛍光画像 
細胞：DAPI による核染色 
 
 

表 1. 細胞分離性能 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
さらに、CTC モデル細胞からの microRNA 抽出
の評価を実施した。作製した抽出デバイスは
液漏れを生じず、細胞溶解液・洗浄液・溶離
液の送液が可能であった。また、細胞溶解液
中の microRNA を吸着・洗浄・溶離・回収し
たサンプルに対して、電気泳動による評価を
実施した。その結果、microRNA の存在を確認
することに成功した（図 4）。また、real time 
PCR の結果より、CTC モデル細胞内に存在す
る microRNA のうち、数種の microRNA の増幅
が確認された。以上の結果より、本 microRNA
抽出デバイスにより CTC モデル細胞から
microRNA の抽出が可能であると実証した。一
方で、本手法では、チューブ接続部、シリン
ジ接続部などにおいてデッドボリュームが
発生し、サンプルロスが問題となることが判
明した。また、抽出性能に及ぼす因子として
シリカメンブレンへの送液速度および PDMS
表面への非特異的吸着の抑制ならびにシリ
カの吸着面積が挙げられることを明らかと
した。 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4. 抽出 microRNA の定量結果 

(A)-(C)作製した抽出デバイスによる抽出量。

送液量：(A) 45 l /min, (B) 60 l/min,  

(C) 75 l/min ;(D)市販キット 
 
 
このような改善点は必要であるが、本手法は
簡便にmicroRNA抽出デバイスを作製であり、



細胞分離・同定プロセスとの統合が期待でき
る手法である。 
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