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研究成果の概要（和文）：独自の細胞チップ技術を用いて、世界最大級の細胞数のマイクロアレイチップを作製
し、循環がん細胞（CTC）の検出から解析までが可能なオンチップがん診断デバイスの構築を目指した。射出成
型技術を用いて、直径100マイクロメートルのマイクロチャンバーが約8万個集積した高集積型細胞チップを作製
した。細胞チップのデザインや表面処理を検討し、従来の細胞チップの3倍の約180万個の培養系白血球細胞の単
一層配置に成功した。本細胞チップを用いて、白血球中に添加した0.0001％のがん細胞を検出した。さらに、光
応答性ガス発生樹脂や細胞回収装置を用いて、単一がん細胞を回収し、一細胞PCRも可能であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have developed a novel high integrated cell microarray 
chip system for detection and analysis of circulating tumor cells (CTC). The high integrated cell 
microarray chip with 78,660 microchambers (100 micrometer diameter) was made from polystyrene by 
using UV-LIGA process. The chip surface was rendered to hydrophilic by means of reactive-ion 
etching, which led to the mono-layers formation of leukocytes. Leukocytes isolated from whole blood 
were dispersed on the chip surface, followed by 15 min standing. Approximately 24 leukocytes (CEM) 
entered each microchamber when about 1,800,000 leukocytes in total were placed onto the cell 
microarray chip. In the experiments using spiked breast cancer cell, MCF-7 cells (0.01 to 0.0001%), 
accurate detection of breast cancer cells was achieved with monoclonal antibodies. Furthermore, we 
could retrieve target breast cancer cells by light-reactive gas generation polymers or our original 
micromanipulator system for DNA analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、がん細胞は転移する際に腫瘍組織から
血管中に入り、様々な箇所へ移動すると考え
られており、血液中の循環がん細胞（CTC）
の解析は、新たながん検査として期待されて
いる。しかし、CTC が存在する割合は、血液
10ml（白血球約 5千万個）中に数個から数百
個程度といわれており、従来の PCR や FACS
等では極めて検出が困難である。最近、FDA
に認可された CellSearch System が CTC 検出
方法として開発されているが、1 次スクリー
ニングでEpCAMに対する抗体でがん細胞を選
別するため、EpCAM を発現していないがん細
胞を取りこぼす問題がある。さらに、標的が
ん細胞を回収して機能解析することは難し
い。これらの問題を克服し、早期治療に繋が
るがん診断システムになるには、標的がん細
胞を正確に検出し、さらに回収や機能解析ま
で行う必要がある。本研究では、細胞チップ
技術を応用し、がん診断デバイスの構築を目
指し、多数の白血球の中から、極少数のがん
細胞をチップ上で高精度、高感度に検出、解
析できるシステムの開発を目標とする。 
 
２．研究の目的 
近年、転移がんの予後の診断の指標として、
血液中の循環がん細胞（CTC）の解析が新し
い検査として期待されている。CTC が存在す
る割合は、血液 10ml（白血球：約 5千万個）
中に数個から数百個程度といわれており、既
存のフローサイトメトリー法やPCR法等では
極めて検出は困難である。そこで我々は、独
自に開発を進めている細胞チップ技術を用
いて、1000 万個以上の細胞を一細胞レベルで
一度に解析可能な世界最大級の高集積型の
細胞チップの開発を実現化する。さらに、本
細胞チップの高機能化として、標的がん細胞
を回収し、遺伝子解析などの詳細な機能解析
まで行えるオンチップがん診断デバイスを
構築する。 
 
３．研究の方法 
CTC の検出から解析までが可能な新しいがん
診断デバイスとして、高精度、高感度、高機
能な細胞チップシステムを開発する。（１）
まず、多数の白血球細胞を単一層に配置する
高集積型の細胞マイクロアレイチップを作
製する。次に、作製した細胞チップを用いて、
がん細胞のみを高感度でかつ抗体多重染色
による高精度な検出を行い、がん細胞を定量
的に検出するための条件検討を行う。（２）
さらに、標的単一がん細胞を回収し、遺伝子
解析を行うマイクロチップデバイスを構築
する。そのために、チップ表面に光応答性ガ
ス発生樹脂を被覆させ、光照射による発生ガ
スによって標的がん細胞を剥離させ、回収す
る。回収した単一がん細胞の PCR 等による遺
伝子解析を行い、オンチップがん診断デバイ
スの開発を目指す。以下に詳細を述べる。 
 

（１）微細加工技術である金型からの射出成
型技術（UV-LIGA）を用いて、高集積型のマ
イクロアレイチップを作製する。マイクロア
レイチップを用いて 1000 万個の白血球を検
出することを目標に、多数の白血球を均一か
つ単一層に配置可能な細胞チップの設計作
製を目指す。そのためには、各マイクロチャ
ンバーに導入できる細胞数を一定にかつ単
一層に固定化させる必要があり、チップのデ
ザイン、表面処理、細胞濃度などを検討する。
作製した細胞チップ上で、白血球中に混在す
る極少数のがん細胞を対象に、複数の蛍光標
識抗体等を用いて、がん細胞のみを検出でき
るように抗体や色素の種類や濃度の条件検
討を行う。次に、がん細胞を 0.01％から
0.0001％に細胞濃度を変化させ、がん細胞濃
度に依存して定量的に検出するための条件
の洗い出しを行う。同時に、抗体多重染色を
チップ上で行い、正確にがん種の同定ができ
る系を構築する。 
（２）高集積型細胞チップ上で、白血球中に
混在する極少数のがん細胞を検出した後、標
的の単一がん細胞の回収および機能解析を
試みる。標的がん細胞の詳細な機能解析とし
て、細胞チップ基板上に光応答性ガス発生樹
脂を被覆することを検討し、光照射によって
チップ底面よりガスを発生させ、標的単一が
ん細胞の剥離、回収を行う。また、独自の細
胞回収装置を用いて標的単一細胞の回収も
試みる。回収した標的単一細胞を含む試料に
対して、PCR 等を試みることによって、単一
がん細胞の遺伝子解析を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）微細加工技術である金型からの射出成
型技術を用いて、直径100マイクロメートルの
マイクロチャンバーが約8万個集積化した高
集積型細胞チップを作製した。マイクロチャ
ンバーの直径、深さなどのデザインや、チッ
プの表面処理として酸素プラズマ処理条件を
検討することによって、従来の細胞チップの3
倍の約180万個の培養系白血球細胞を均一か
つ単一層に配置することに成功した。全血中
の白血球で換算すると、500万個以上を単一層
配置できることから、複数のチップを用いる
ことで1000万個の細胞の配置も可能であるこ
とが示された。本細胞チップ上で、白血球中
に添加した標的がん細胞（MCF-7）を抗体多重
染色で識別し（図１）、細胞濃度に依存して
定量的に検出することも確認できた。また、1
枚のチップ上で0.0001%の標的がん細胞も検
出可能であった。 

図１．高集積型細胞チップ上での標的がん細
胞（MCF-7）の抗体多重染色 
 
 



（２）細胞チップ基板上に光応答性ガス発生
樹脂を被覆し、光照射によってチップ底面よ
りガスを発生させ、標的単一がん細胞の剥離、
回収する実験を行った。まず、サイズの大き
いマイクロチャンバーアレイチップを作製し、
光応答性ガス発生樹脂を被覆し、チャンバー
内に吸着した培養系がん細胞において、LED
光照射によるガス発生よって標的がん細胞も
含めた細胞群を剥離、回収することができた。
高集積型細胞チップ上での光応答性ガス発生
樹脂の被覆はマイクロチャンバーが小さいた
め作製できなかったが、今後チップの素材や
作製方法などを検討することにより可能であ
ると思われる。次に、チップ上で検出された
標的単一がん細胞の遺伝子解析を試みた。チ
ップ上でPCRは行うことはできなかったが、独
自の細胞回収装置によって標的がん細胞を回
収でき、RT-PCRをすることは可能であった。
したがって、開発した高集積型細胞チップは、
極少数のCTCなどの標的がん細胞の検出、回収、
解析などが可能な新しい解析、診断ツールと
して期待される。 
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