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研究成果の概要（和文）：非対称格子状流路構造，高密度2段格子状流路システム，改良型水力学的濾過法等の
種々の新規細胞分離システムを提案し，希釈血液からの白血球の直接分離回収，血液中の単球のワンステップ・
非標識濃縮，白血球除去・血小板除去・赤血球濃縮の同時実現等により，それらの有用性を示した。また，流路
の高密度並列化，新規分離メカニズムの採用等により，希釈血液について最大で毎分15ミリリットルを越える高
速分離を実現することもできた。さらに，細胞変形能を利用した細胞分離装置による循環がん細胞の効率的捕
捉，多段階キャリア液交換用マイクロ流体デバイスによる「細胞プロセッサー」の開発等も行い，製品化のため
の共同研究も開始した

研究成果の概要（英文）：We proposed various novel cell-separation systems such as the asymmetric 
lattice-shaped microchannel structure, the high-density dual-depth lattice-shaped microchannel 
system, and the improved hydrodynamic filtration system etc., and demonstrated their usefulness as 
biomedical applications by realizing direct separation and recovery of leukocytes from diluted 
blood, one-step non-labeled concentration of blood monocyte, simultaneous realization of 
leukocyte/platelet-removal and erythrocyte-concentration, etc.   In addition, the high throughput 
cell separation exceeding 15 mL/min could be realized for diluted blood samples by adopting 
high-density parallel microchannel, novel separation mechanism and so on. Furthermore, we also 
carried out efficient trapping of circulating tumor cells by cell separation device based on cell 
deformability, development of "Cell Processor" by microfluidic device for multi-step carrier-medium 
exchange.  Collaborative research with companies also started.

研究分野： 生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 

不均一細胞集団からの特定細胞の選択的

分離・回収は，再生医療，診断医療，幹細胞

研究等の分野で必須の技術である。既存の細

胞選抜手法のうち，遠心分離，濾過，磁気標

識分離等では，特殊な装置を必要としない反

面，正確な選抜は難しい。一方，フローサイ

トメトリー（FCM）によるセルソーターは，

正確かつ高速の細胞分離が可能であるが，複

雑な操作や高価な装置等が必要なため，一般

的な装置としては普及し難い。 

一方，近年，マイクロ流体デバイスを利用

した細胞の分離・選抜に関する研究が盛んで，

大きさ・比重・表面特性などを利用して細胞

を選抜するための様々なマイクロ流路シス

テムが開発されてきた。本申請者らの研究グ

ループでも，世界に先駆けて，狭隘部を有す

る流路を用いた連続的分級技術であるピン

チド・フロー・フラクショネーション（PFF）

法（Anal Chem 2004 など）や，水力学的濾過

法（Lab Chip 2005 など）といった，主にサイ

ズによって連続的に細胞を分離・選抜する手

法を提案し，種々の細胞系への応用を実証し

てきた。また，最近では，サイズと表面マー

カーを利用した 2 次元分離（Anal Chem 2013）

や，比重差を利用した細胞分離（Microfluid 

Nanofluid 2010, 2013），形状を利用した細胞分

画（Biomicrofluidics, 2011），細胞内オルガネ

ラの単離・精製システム（BMMD 2012）など，

これまでにない細胞の分級，選抜，あるいは

処理システムの開発に成功している。しかし，

複数のパラメーターを利用した細胞選抜を

可能とするマイクロ流路システムは，希少細

胞の選抜において必須であるものの，我々の

上記研究例を除いてこれまでにほとんど報

告されていない。さらに，通常のマイクロ流

路で達成される細胞の分離処理量は，一般的

に，最大でもわずか毎分数 10 マイクロリッ

トル程度（細胞約 10 万個/分）であり，実用

化・商業化を阻む大きな要因となっており，

処理量の増大はマイクロ流路による細胞分

離における大きな課題の一つとなっている。 

 

２．研究の目的 

本研究では，マイクロ流体デバイスを用い

た細胞分離システムについて，実用化を目指

した応用展開を行う上での解決するべき課

題として，①高速な細胞分離・選抜を可能と

する新規マイクロ流体工学手法の提案と評

価，②個々の流路システムの並列化による大

量細胞分離装置の提案，③変形能などの他の

パラメーターを利用した細胞分離手法の提

案とそのメカニズムの解析，細胞機能との関

連性評価を行い，さらに④医療現場・組織工

学・幹細胞生物学などにおける有用性を実証

することを目的とした。加えて，⑤細胞の分

離や解析の際に必要となる多段階の化学的

処理をより効率的に行うために，水力学的濾

過法を利用した連続的キャリア液交換シス

テムの開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

平面的に形成された流路ネットワークを

使用した細胞分離システムの提案と開発を

行った。まず，角の分離場に流路ネットワー

クを非対称に配置した格子状流路構造を作

製し，サイズによる高速細胞選抜の実現可能

性をテストした。流路の傾斜角度，左右の流

路密度比，流路長さ比，流路幅および深さ，

境界部流路幅などのパラメーターを分離対

象となる細胞に合わせて最適化することに

よって，5～20 μm 程度の細胞を任意の分離サ

イズで選抜するシステムの構築を目指した。

また，分離場の形状が段階的に異なる流路を

利用することで，多数のフラクションへの分

離を可能とするシステムの開発を目指した。

特に，深さの異なる 2 段格子流路という，こ

れまでに例のない流路構造を提案し，その評

価を行った。さらに，細胞変形能を利用した

分離場として，平板状流路構造を用いた細胞



選抜手法の開発を行い，非標識細胞を対象と

した選抜・分離システムの有用性を評価した。

さらに，流路構造を並列に配置するための基

盤技術開発を試みた。水力学的濾過に基づく

サイズ依存的細胞分離用流路について，それ

を名刺大の基板に多数（例えば 128 個）集積

化した流路システムの開発を行った。加えて，

多段階の連続的溶液交換を行うシステムを

新規に設計・作製し，化学的細胞処理プロセ

スへの適用を行った。溶液交換部を複数（最

大 4 ユニット）直列に接続し，その間を体積

可変のチューブによって接続することによ

って，各ステップを 30 秒～10 分程度の任意

の時間に調節できるシステムを開発した。 

これらの系において分離対象とする細胞

としては，モデルとしてまず PS 標準粒子を

用いて分離挙動の評価を行った後，各種ヒト

血球（白血球・赤血球・血小板のほかに，白

血球のサブタイプ成分）を分離の対象とした。

また，MCF-7 等の培養細胞，数種の株化細胞

を用いた検討および評価も行った。分離した

細胞の特性評価としては，サイズ・形態の直

接観察，免疫染色，フローサイトメトリーに

よる評価を行った。 

なお，これらの検討における流路の作製手

法として，主として既存のソフトリソグラフ

ィーによって作製した PDMS 流路を使用し

た。そのほかに，NC 微細加工機による切削

と熱圧着による，熱可塑性樹脂製（PMMA 等）

の流路を作製し利用した。 

 

４．研究成果 

（１）格子状流路構造による新規高効率細胞

分離システムと単球の高効率分離 

非対称に配置した格子状の流路構造を用

いた新規細胞分離・選抜装置を開発した。ま

ず，標準粒子を用いて，格子状流路の形状（傾

斜角度・本数密度比など）が分離に及ぼす影

響の評価を行った。その結果，傾斜角度が

45°以上の流路構造では分離が達成されず，

30°以下の流路構造ではほぼ予測通りの分

離が達成された。また，本数密度比を制御す

ることで，粒子の分離サイズをある程度自由

に設定できることを明らかにした。さらに，

共焦点 MicroPIV による流れ場観察から，壁

面近傍の流れ制御が重要であることも明ら

かになった。 

応用として，希釈血液から白血球を直接分

離回収可能であること，血液中の単球をワン

ステップ・非標識で濃縮できること等も示す

ことができた。これらは，ガン免疫療法や末

梢移植療法における応用が期待される。また，

格子状流路の並列化（最大 24 並列流路）の

試作と評価を行い，毎分 3 ミリリットル程度

の処理も実現している。 

（２）段差を有する 2 段格子状流路システム 

上記の格子状流路は，高い細胞分離精度を

有しているが，単一の格子状流路ではその処

理量はそれほど高くない（毎分 100 マイクロ

リットル程度）。そこで，より高い処理量を

実現するため，深さの異なる流路構造が直交

した，高密度 2 段格子状マイクロ流路構造を

作製し，サイズに依存した微粒子や細胞の連

続的分離の実現可能性を検討した。 

数種の格子状構造を作製し実験を行った

ところ，複数の入口からの導入流速比が分離

精度に大きく影響を与えることが確認され

た。次に，流路深さ方向の粒子挙動を観察し

たところ，これまでの平板状流路とは全くこ

となる原理に従って粒子が分離されている

可能性が示唆された。具体的には，位置的な

関係から，小さい粒子は主流路の上部まで到達

できるが，大きい粒子は上部へと到達できないこ

とが分離の主因であることが明らかとなった。 

さらに，流路構造を相似的に拡大あるいは

縮小させることにより，分離粒子のサイズ制

御が可能であることを実証した。最後に，培

養細胞の導入実験を行い，細胞の分離あるい

は濃縮への適用可能性を示すことができた。

マイクロ流路を用いた細胞分離手法は多数



提案されてきたが，本手法は，これまでに知

られていないメカニズムに基づくもので，学

術的な価値も大きいものと考えている。 

（３）高密度並列化による大量処理用マイク

ロシステム・水中手術への応用展開 

水力学的濾過法に基づく細胞分離用流路

構造について，臨床応用を視野に入れ，希釈

血液からの白血球の除去・血小板の除去・赤

血球の濃縮，という 3 つの課題を同時に可能

とする流路システムの設計・作製を行い，効

率的に血小板のみを除去する流路構造や，白

血球のみを選抜する流路構造の設計指針を

立てることができた。得られた基本構造を組

み合わせ，さらにその流路構造を並列化した

ところ， 128 流路を名刺大の基板に集積した

際には，希釈血液について最大で毎分 15～20

ミリリットルの高速分離を実現することが

できた。この値は，本プロジェクトにおいて

達成した最大値であり，マイクロ流路システ

ムを用いた細胞分離・選抜システムとして報

告されているシステムの中でも最大のレベ

ルである。さらに，分離精度および効率も極

めて高い水準を維持することができたため，

今後の幅広い応用が期待される。特に，この

ようなシステムは，手術時の血液成分の濃縮

システムとして，あるいはアフェレーシスの

ための細胞分離装置として有用であること

が示唆された。また，企業との共同研究を通

じて，本技術の製品化および実応用への展開

を図った。2017 年現在でも，引き続き製品化

を目指した検討を行っている段階である。 

（４）細胞の変形能を利用した細胞分離装置

の開発と循環ガン細胞の効率的捕捉 

細胞の変形能に基づく分離・選抜システム

を開発し，循環ガン細胞（CTC）の選抜を試

みた。本研究で注目したことは，CTC が転移

の際に，自身よりも径の細い毛細血管に詰ま

るという現象である。通常の血球は CTC より

も変形しやすく，自身よりも径の細い毛細血

管でも詰まりにくい。この変形能の差を利用

した CTC 捕捉システムの開発を行った。 

循環がん細胞モデル細胞として MCF-7 細

胞（ヒト乳癌由来細胞株）を 10 倍希釈血液

に混合し，深さの異なる PDMS 製の平板状流

路にそれぞれ導入したところ，特定の流路に

おいて，導入した MCF-7 が捕捉されることが

確認された。白血球に対し数万分の 1 以下し

か存在しない循環がん細胞を，最大捕捉率は

約 71%で効率的かつ選択的に捕捉でき，白血

球の存在比を 1回の操作において 1000分の 1

程度に減少させることが可能であることを

実証した。本システムは，希少細胞の簡便な

分離および選抜できるため，今後のさらなる

展開も期待できる。 

（５）細胞の多段階キャリア液交換用マイク

ロ流体デバイス 

細胞機能の詳細な解析においては，溶液中

に懸濁細胞に対し，化学物質による刺激付与，

化学的固定，透過処理，色素や抗体の結合，

洗浄，という多段階の操作が必要な場合が多

い。しかし，遠心分離を伴う複数回の溶液交

換では細胞のロスが多く，操作に手間がかか

る，という欠点があった。そこで本研究では，

細胞の分離という操作に加えて，連続的な流

れの中で多段階の溶液交換を行い，細胞をロ

スすることなく処理する「細胞プロセッサ

ー」の開発を行った 

そのために，水力学的濾過の原理を利用し，

直径が 6 μm より大きな対象物は分岐流路に

引き抜かれないように流路構造全体を適切

に設計し，各溶液交換部分の間を体積可変の

チューブで接続した流体システムを開発し

た。このシステムでは，処理時間を 30 秒～

10 分程度の間で任意に調整可能であり，実際

に，多段階の溶液交換による細胞染色が一度

の操作で実現できることが確認できた。本研

究で開発した細胞プロセッサーは，生化学的

研究や疾患の診断などにおいて有用である

と考えられる。 

以上の検討に加え，特に血液中の小胞等の



サブミクロン粒子の分離を目的に，マイクロ

流路エルトリエータ―システムを用いた比

重差分離技術， PFF ベースの分離システムの

基礎検討も行った。 

これらの結果を総括すると，特に医療や生

物学的研究において有用な種々の新規細胞

分離操作のためのマイクロ流路システムの

開発を行う，その応用可能性について実証す

ることができたと言える。現在はそれらの実

用化に向けて複数の企業との共同研究開発

も行っており，近い将来これらの技術が汎用

的なものとなることを期待して引き続き検

討を進めている。 
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