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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自の集積型の細胞チップを作製し、血中循環がん細胞（CTC）の検出系の構
築を目指した。微細加工技術を用いて、直径105マイクロメートルのマイクロチャンバーが約2万個集積した細胞マイク
ロアレイチップを作製した。デザインや表面処理等を検討し、1枚のチップで約180万個の白血球を単一層に配置するこ
とに成功した。本細胞チップを用いて、全血中に添加した0.0001％の標的がん細胞を検出することができた。検出後、
独自のマイクロマニピュレーターを用いて、標的の単一がん細胞を回収し、一細胞PCRすることも可能であった。さら
に、本細胞チップを用いて、肺がん患者試料中のCTC検出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we developed a novel high-throughput screening and analysis 
system for circulating tumor cells (CTCs) using a cell microarray chip. The cell microarray chip with 
20,944 microchambers (105 micrometer diameter) was made from polystyrene by using 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 89 leukocytes entered each microchamber when about 1,800,000 
leukocytes in total were placed onto the cell microarray chip. In the experiments using spiked NCI-H1650 
cells (0.01 to 0.0001%), accurate detection of carcinoma cells was achieved with monoclonal antibodies. 
Further, we could retrieve target carcinoma cells by micromanipulator for DNA analysis. Using the cell 
microarray chip system, we also succeed to detect CTCs in peripheral blood of lung cancer patients.

研究分野： バイオチップ
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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、血中循環がん細胞（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
血球約数千万個）中に数個から数百個といわ
れており、従来の PCR や FACS 等では感度や
正確性などに問題があり、極めて検出が困難
である。これらの問題を克服するためには、
多数の血液細胞を細胞レベルで高感度、高精
度に操作、検出する必要がある。そこで本研
究では、既存法では検出困難であった CTC を
高感度、高精度、簡易に検出するため、多数
の白血球を均一に配置し、抗体多重染色によ
る高精度検出で、一度に解析可能な集積型の
細胞チップの開発を目指す。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、微細加工技術を用いて独自の集
積型マイクロアレイチップを作製し、CTC 検
出系の構築を目指し、多数の白血球細胞から
極少数のがん細胞を、一枚のチップ上で高精
度、高感度に行えるがん診断システムの開発
を目標とする。 
そのためには、まず多数の白血球をマイクロ
アレイ上に均一に単一層配置できる細胞チ
ップを設計し、チップ上で 1000 万個の白血
球を検出および解析できるシステムの開発
を目指す。この細胞マイクロアレイチップを
用いて、要求される CTC の検出感度である白
血球数千万個あたり数個から数百個の極少
数のがん細胞を高感度に検出する系を構築
する。それと同時に、抗体多重染色による高
精度な検出が簡易にできるシステムを開発
する。それによって、本細胞チップシステム
は、あらゆるがん細胞を見落とすことなく正
確に検出することが可能である。さらに、検
出後に PCR などを行い、単一がん細胞を機能
解析できれば、がん細胞の種類等も評価でき
るため、新しいがん診断システムして期待さ
れる。 
 
 
３．研究の方法 
CTC 検出を目指した新しいがん診断システム
として、高精度、高感度な細胞マイクロアレ
イチップシステムを開発するにあたり、（１）
まず、多数の白血球を均一に単一層配置する
マイクロアレイチップを作製する。（２）次
に、作製した細胞マイクロアレイチップを用
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。さ
らに、チップ上で PCR などを行うことによっ
て単一がん細胞の詳細な解析を目指す。最終
的には、患者試料において CTC 検出の実証実
験を試みる。以下に詳細を述べる。 
 

（１）微細加工技術であるフォトリソグラフ
ィー技術を用いて、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、
より多く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。 
 
（２）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
0.00001％に細胞濃度を変化させ、マイクロア
レイスキャナーを用いて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。それと同時に、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シ
ステムを構築する。さらに、がん細胞の詳細
な機能解析として、検出された標的の単一が
ん細胞に対して、チップ上で 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
行う。また、最終年度（平成 26 年度）には、
患者試料を用いた CTC 検出の実証実験も行う。 
 
 
４．研究成果 
（1）微細加工技術であるナノリソグラフィー
技術（LIGAプロセス）を用いて、直径105マイ
クロメートルのマイクロアレイチップを作製
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、
白血球を均一かつ単一層に配置することに成
功した（図1）。これらの条件をもとに、展開
する細胞濃度を調整することによって、1つの
マイクロチャンバーの穴底のみに約90個の白
血球を配置することができ、1枚のチップで約
180万個の白血球を単一層に配置することが
可能となった。したがって、細胞チップを十
枚程度使用すれば数千万個の細胞検出も可能
であることが示された。 

 
 
 
（2）作製した細胞チップを用いて、白血球中
に添加した培養系肺がん細胞（H1650株）の定
量検出を試みた。試料をチップ上に展開した
後、複数の蛍光標識抗体等を用いて染色する

図 1. 細胞チップ上での白血球の単一層配置、
洗浄前（左）と洗浄後（右）の細胞配置状態 



ことによって、1枚のチップで0.01％から
0.0001%の標的がん細胞を定量的に検出し、
180万個に1個（0.00006％）の標的がん細胞を
検出することにも成功した（図2）。将来的に
は、細胞チップをさらに集積化し、複数枚の
チップで1000万個に1個の単一がん細胞の検
出も可能であると思われる。また、スパイク
実験として全血中に混在する極少数のがん細
胞を定量検出も可能であった。検出後、独自
に開発したマイクロマニピュレーターを用い
て、標的の単一がん細胞の回収にも成功した。
さらに、回収した単一がん細胞におけるサイ
トケラチンのｍRNA発現をリアルタイムPCRで
確認することができた。また、本細胞チップ
システムを用いて、患者試料を用いた臨床研
究を行った結果、肺がん患者試料からCTCを検
出することに成功した。今後、企業や大学病
院などと共同研究を進めながら、新しいがん
診断システムの開発に繋げていきたい。 
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