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研究成果の概要（和文）：血中循環癌細胞 (CTC) の回収は癌の超早期診断や癌の個別医療化に

つながる。しかし、現状では CTC の検出に留まり、無傷での回収は実現されていない。そこで

本計画では、癌細胞の大きさを利用したサイズ選択マイクロ流路と光切断反応を利用した光応

答性抗体修飾シリコン基板を作製した。本計画で作成した光応答性抗体修飾シリコン基板は、

基板上の抗体により、細胞混合液からモデル細胞を選択的に捕捉可能であり、その後、光照射

によって、細胞を生きたまま回収できることを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）：The isolation of circulating tumor cells (CTCs) is expected to 
early-diagnosis and tailor-made care of cancer.  However, although the detection of CTCs 
was reported, the collection of living CTCs have been not realized.  In this project, 
we developed microfluidic device composed of size-selection and IgG-coated photoreactive 
silicon device.  This photoreactive IgG-coated silicon device can capture the target 
cells from cell-mixture and collect the living target cells by photoirradiation. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、我が国で最も死亡原因が高いものは
癌であり、その解決には、癌の超早期診断、
テーラーメイド医療化が必要不可欠である。
このような中で、近年、血中循環癌細胞 
(CTC) が着目されている。CTC は癌が転移の
ために、原発巣から血流にのり、体内を循環
している細胞のことを示す。 

CTC は早期癌患者の血液中にも存在が確認
され、また、癌の進行度と血中の CTC 数の間
に相関があることから、CTC の検出、単離は、
癌の超早期診断、予後追跡、癌の遺伝子解析

による癌テーラーメイド医療につながる。し
かし、血液中に含まれる CTC 数は癌患者の血
液であっても、非常に少なく、CTC の検出、
単離は非常に困難で、Nagrath のグループを
始め、いくつかのグループで CTC の検出に成
功しているのみで、CTC の単離回収に成功し
た例はなかった。 
 
２．研究の目的 
  患者の末梢血から、CTC を前処理なしで、
迅速に捕捉でき、かつ、無傷での回収を目指
し、細胞の大きさを基にした分離手段である



サイズ選別マイクロ流路と、光分解性リンカ
ーの光反応を利用した光応答性抗体修飾シ
リコン基板を組み合わせた新規血中循環癌
細胞回収チップの開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) サイズ選別マイクロ流路の細胞吸着抑
制のための化学修飾 
 サイズ選別流路においては、細胞が流体力
学的に理想的な層流にのって流れることを
前提としている。そのため、流路内における
細胞の非特異的吸着を抑制する化学修飾を
検討した。 
 
(2) 高効率、長波長光で光切断可能な光切断
部の合成 
 光応答性抗体修飾シリコン基板を構成す
る光分解性リンカーの設計と合成を行った。
骨格には、Aoki らのグループで見出された
8-quinolinyl sulfonate(8QS)と光分解化合
物として広く用いられている
3-amino-3-(2-nitrophenyl)propionic acid 
(ANP)を基に、官能基導入、もしくは、三重
項増感剤を組み合わせることで、長波長光で
の効率的光切断が可能な光分解部分の合成
を行った。 
 
(3) シリコン基板上での光切断リンカーの
性能評価 
 (1)で合成を行った光分解部分に抗体結合
部、シリコン基板結合部を連結させて光切断
リンカーの設計と合成を行う。その後、リン
カーをシリコン基板に修飾し、シリコン基板
上での光分解特性を評価した。 
 
(4) 新規光応答性抗体修飾シリコン基板の
作成 
 (3)の結果を基に、最適化したリンカー構
造と修飾方法を用いて、シリコン基板－光分
解性リンカー－抗体を連結させた光応答性
抗体修飾シリコン基板を作成した。作成した
基板において、光照射による基板上の抗体の
脱離能を検討した。 
 
(5) CTC モデル細胞を用いた新規 CTC 回収チ
ップの性能評価 
 モデル細胞を用いて、(4)で作成した抗体
修飾シリコン基板にて、細胞混合液から、モ
デル細胞を選択的に捕捉可能かを分析した。
また、その後、基板上に固定したモデル細胞
の光照射による回収を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) サイズ選別マイクロ流路の細胞吸着抑
制のための化学修飾 
 細胞－基板間の吸着力を測定したところ、

大部分の血球成分は、未修飾のシリコン基板
においても、その非特異吸着による吸着力は
非常に低く、低流速での緩衝液の洗浄で、用
意に細胞をはがすことが可能であった。しか
し、これとは別に、血液自体の凝結が問題と
なり、現在、化学修飾と基板形状の両方の最
適化を行っている。 
 
(2)新規光応答性抗体修飾シリコン基板の作
成 
 骨格として 7位にニトロ基を有する光切断
リンカーの設計と合成を行ったが、目的とす
る長波長光での光分解は確認されたものの、
分解効率の向上には至らなかった。 
 また、従来の 8QS を基にした光切断リンカ
ーに三重項増感剤の1つであるThioxanthone
を共存させた光応答性抗体修飾シリコン基
板を作成したが、効率的な励起エネルギーの
移動が起こらず、光切断効率の向上は見られ
なかった。 
 一方、ANP を骨格とした光切断リンカーを
用いた光応答性抗体修飾シリコン基板は、光
照射により、基板上の抗体が脱離可能であっ
た。確認には、高速原子間力顕微鏡（FS-AFM）
を用いた基板上の直接観察を行い(図 1)、
FS-AFM 特有の高速スキャンにより、光照射に
よる抗体の脱離をリアルタイム動画観測に

500 nm

500 nm

a)

b)

0 nm

25 nm

0 nm

25 nm

図 1 光応答性抗体修飾シリコン基板表面
の AFM 観察像 (a)光照射前、(b)光照射後 



も成功した。今回のような、固相上での光分
解反応の直接観察は、過去に例がなく、
FS-AFM を用いた新しい評価法の可能性を示
した。 
 また、基板上に固定したモデル抗体に対す
る 2次抗体を用いて、光照射による基板上タ
ンパク質への影響を検証したところ、基板上
のタンパク質の活性低下は見られず、本計画
で作成した光応答性抗体修飾シリコン基板
は、光照射により、タンパク質を傷つけるこ
となく、回収可能であることを明らかとした。 
 続いて、モデル抗体として Hen egg 
lysozyme(HEL)に対する抗体(Anti-HEL-IgG)
で作成した光応答性抗体修飾シリコン基板
による、目的細胞の選択的捕捉を検討した。
モデル細胞として、細胞表面に HEL を強制発
現させたSP2/O細胞(SP2/O-HEL細胞)を用い、
これとほぼ同数の HEL を持たない SP2/O の混
合液から、SP2/O-HEL を選択的に捕捉可能で
あった(図 2)。また、SP2/O-HEL を正常マウ
ス血液に混合し、本基板に導入した際にも、
SP2/O-HEL の選択的な捕捉を確認した。以上
のことから、本計画で作成した抗体修飾基板
は、基板上での抗原－抗体反応に基づく、目
的細胞の選択的捕捉が可能であることが明
らかとなった。 

 
 さらに、抗体修飾基板にて捕捉した目的細
胞の光照射による回収を検討した。この際、
基板－細胞間吸着力を計測するために、作成
した光応答性抗体修飾シリコン基板と顕微
鏡、シリンジポンプを組み合わせたマイクロ
デバイスの作成を行った。このデバイスは、
基板上にシリンジポンプで厳密に制御した
流速の緩衝液を送液することが可能であり、
目的細胞の基板上への捕捉後、緩衝液の流速
を徐々に上げていき、物理的に基板－細胞間
の吸着をはがすことが可能である。得られた
流速プロファイルを用い、マイクロ流路内の
流速分布を二次元ポアズイユ流れと仮定し
たストークスの抵抗則によって、基板－細胞
間の吸着力を算出した。その結果、細胞吸着
後、365 nm の光照射を 30 分行った基板では、
未照射の基板と比較して、基板－細胞間吸着
力は約 3分の 1にまで、低下し、光照射によ
る目的細胞の回収が有効な手段であること
が明らかとなった(図 3)。また、光照射を行
って、回収した細胞は、回収前の細胞と比較
して遜色ない細胞増殖率を示し、光照射によ
るダメージも問題にならないレベルである
ことが分かった。 
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図 2 光応答性抗体修飾シリコン基板によ
る目的細胞の選択的捕捉 
細胞導入直後の明視野像(a), 蛍光像(b), 基
板洗浄後の明視野像(c), 蛍光像(d), 各段階
における基板上の細胞数 (e) 
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図 3 光応答性抗体修飾シリコン基板で
捕捉したモデル細胞の基板－細胞間吸着
力の測定 

 
以上の成果をまとめ、投稿論文(Ariyasu et 
al. Langmuir 2012)として発表し、また、国
際学会 (13th Tetrahedron Symposium Asia 
Edition)にて、発表をした際には、Best 
Poster Prize として表彰を受けた。 
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