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研究成果の概要（和文）：　定量位相顕微鏡は細胞を染色することなく、数nmの高い分解能で観察することがで
きる。健常人白血球、4種類の消化器癌細胞株を定量位相顕微鏡で観察し、得られた画像から特徴量を抽出して
画像認識システムへ学習させ、白血球を識別するためのアルゴリズムを作成した。これを用いて白血球を癌細胞
株から選別できるか検討しROC曲線を作成すると、AUC=0.99と高い精度で選別することができた。定量位相顕微
鏡での撮影は当初は静止状態で行っていたが、現在は細胞を流しながら撮影することが可能となった。

研究成果の概要（英文）： We observed WBCs and five cell line cells flowing in the chamber by 
quantitative phase microscopy (QPM) that provides quantitative morphological information with high 
contrast without staining. Then, we extracted certain features from the obtained images as training 
data for pattern recognition, and created an algorithm to differentiate WBCs from cell lines. The 
obtained algorithm successfully differentiated WBCs from cell lines (AUC=0.99). Our label-free, 
non-cytotoxic cell recognition method based on the features of QPM images has the potential to serve
 as a novel method for cell recognition and negative selection of circulating tumor cells (CTCs).

研究分野： 消化器外科

キーワード： 血中循環腫瘍細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
CTC：Circulating Tumor Cells（血中循環

腫瘍細胞）とは、原発腫瘍組織または転移腫
瘍組織から遊離し血中へ浸潤した細胞と定
義される。固形癌患者の末梢血中に微小量存
在して他部位への転移能を有している細胞
を含んでいると考えられ、近年注目を浴びて
いる。がんの死因の約 90%は原発巣から他臓
器への転移に起因しているが、腫瘍細胞塊か
ら血管内へ浸潤する癌細胞の大半は自己免
疫系により死滅するものの、その内ごく少数
が免疫系の攻撃をすり抜けCTCとして血液内
を循環し、転移巣を形成すると考えられてい
る。 
しかし血液中の CTC はその数が非常に少な
く、抹消血の有核細胞 10６～10８あたり１個の
割合しか存在しないため、その検出は困難と
されている。現在までに様々な検出方法が試
され、大きさ・密度・電荷等の物理的特徴を
利用したもの、細胞表面マーカー等の生物学
的特徴を利用したもの等、2012 年の時点で
50種類以上のCTC同定方法が報告されている。
(Clin.Chemistry2013;59(1):110-118) 

 これらの検出方法のうち、現時点で最も利
用され米国FDAの認可も受けているものとし
て Varidex 社の CellSearchSystemＴＭがある。
CellSearchSystem は細胞表面に発現してい
る上皮系マーカーであるEpCAMに対する抗体
を磁気で標識して選別し、得られた細胞のう
ち DAPI で染色され、CD45 で染まらない細胞
を CTC としてカウントしている。この
CellSearchSystemで得られたCTCの数が患者
の予後と相関することが、乳癌(J Clin Oncol 
2005;23:1420-1430 図 1)、結腸・直腸癌(J 
Clin Oncol 2008;26:3213-3221 図 2)、前立
腺癌の患者において示されている。 
 
図１ 
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 一方で、CellSearchSystem で得られた CTC
の中に、Vimentin や N-cadherin といった間
葉系マーカーも発現している細胞が含まれ
ていることが報告され、一部の CTC では上皮
間 葉 転 換 （ epithelial-mesenchymal 
transitions: EMT）を起こしていることが示
唆 さ れ た (Mol Cancer Res 
2011;9(8):997-1007)。EMT は、上皮細胞がそ
の極性組織化や細胞間結合等の上皮特異性
を失い、細胞骨格や細胞形の変化を受け、間
葉系の特徴を獲得し、遊走性および浸潤性に
なる基本的な細胞プロセスのことである。癌
細胞においてEMTを起こした細胞は上皮系マ
ーカーの発現低下・間葉系マーカーの上昇を
来し、低分化型の形態となり、浸潤性の強い
悪性度の高い癌細胞の特徴をもつようにな
るとされる。実際、浸潤能が高い低分化型の
癌細胞や、再発や転移した癌、あるいは抗癌
剤に耐性の癌細胞ではEMTを誘導する転写因
子の発現が高く、高分化の癌細胞ではこれら
の転写因子の発現が低いことが報告されて
いる(J.Clin.Invest 2009;119:1420-1428)。 
これらを踏まえると、全 CTC のうち、EMT

を起こした一部のCTCが転移の形成により強
く関与していると考えられる(Nature Med 
2011;17(9) 図 3)。 
図３ 

 
一方で完全に EMTを起こした CTCでは上皮

系マーカーであるEpCAMの発現が低下してお
り、CellSearchSystem では検出することがで
きない。このように、CellSearchSystem を含
め従来行われてきたCTCの検出方法の多くは
上皮系マーカーによって選別しているため、
CTC の中でも特に重要な細胞集団を検出でき
ていない可能性が考えられる。そこで、EpCAM
等の表面マーカーに依らない新たなCTCの検
出方法が望まれる。 

 

２．研究の目的 
従来の検出方法は、CTC で発現していると

予想される表面マーカーを指標に positive 
selectionによりCTCの候補を選別している。
しかしCTCの特徴について全てが解明されて
いない現時点において、この方法では CTC を
漏れなく回収することは難しい。そこで我々
は従来とは異なる手法を用いて細胞を評価
し、negative selection をかけて CTC の候補
を選別する方法の開発を目指す。 
 浜松ホトニクスでは定量位相顕微鏡
(Quantitative Phase Microscopy:QPM)とい



う装置を用いて、細胞を染色せずに詳細に観
察することができる。物質には屈折率×距離
で定義される光学的厚み(位相値)があり、定
量位相顕微鏡では細胞のある断面における
位相値の積分値が得られる。細胞におけるこ
の位相値の分布(QPM 画像)から、画像認証シ
ステムを用いてその特徴量を抽出し、それに
よって細胞を選別する手法の開発を進める。 
 
３．研究の方法 
健常人白血球・各種癌細胞における QPM 画像
の特徴を解析した。健常人の血液から Ficoll
を用いて抽出した白血球、５種類の消化器癌
cell line について、それぞれ定量位相顕微
鏡にて観察を行った(白血球：図 4、cell 
line：図 5)。そこで得られた QPM 画像(白血
球 881 個、cell line51 個)から特徴量を抽出
して両者を識別するアルゴリズムを作成し
た。 
図 4          図 5 

 
４．研究成果 
作成したアルゴリズムにより健常人白血球
と消化器癌 cell line を選別することが可能
であった（ROC 曲線 AUC=0.88 図 6）。この細
胞識別装置および方法に関して、浜松ホトニ
クスと共同で特許を出願した。(2014.7.29 国
内出願・特願 2014-153651、2015.7.23 PCT
出願・PCT/JP2015/071023) 
図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ま
た、細胞を流路の中を流しながら定量位相顕
微鏡で観察するための撮影システムを構築
した。現時点では、シースフロー技術を利用
して細胞を１列に整列させ効率よく撮影す
ることで、約 30 個/秒の細胞を撮影すること
が可能となった(白血球：図 7、cell line：
図 8)。また、これらの QPM 画像(白血球 350
個、cell line350 個)を基に両者を識別する
アルゴリズムを作成すると、更に高い精度で
選別することが可能であった(ROC 曲線

AUC=0.99 図 9)。 
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