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研究成果の概要（和文）：本研究では，誘電特性（誘電率・導電率）に基づく循環腫瘍細胞検出のための基盤技
術（デバイス）としてエレクトロローテーションを発生可能なマイクロウェルアレイ，マイクロピラー電極アレ
イを開発した．これらのデバイスを用いて，ヒト肺癌由来細胞株（PC-9）の誘電特性を測定し，その有用性を明
らかにした．さらに，細胞の誘電特性を高速に測定することが可能な絶縁体ベース誘電泳動デバイスを開発し
た．このデバイスは誘電泳動を発生させるための電解勾配を厚膜絶縁体により引き起こしており，正・負いずれ
の誘電泳動力を測定することが可能である．また，周波数掃引が可能なため，誘電特性測定の高速化が期待でき
る．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed microwell arrays and micropillar electrode 
arrays that can generate electro-rotation as basic technologies (devices) for detecting circulating 
tumor cells. We measured the dielectric properties of a human lung cancer-derived cell line (PC-9) 
and demonstrated their usefulness. In addition, we developed an insulator-based dielectrophoresis 
device that can measure the dielectric properties of cells at high speed. This device consists of an
 aluminum electrode and a creek-gap-shaped insulator on a glass substrate, and is capable of 
measuring both positive and negative dielectrophoretic forces. In addition, It can measure the 
dielectric properties by frequency sweeping.

研究分野：微細加工，誘電泳動現象

キーワード： 循環腫瘍細胞　誘電泳動　絶縁体ベース誘電泳動　エレクトロローテーション
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，Cellsearchで問題となっている検出感度の向上だけでなく，抗原抗体反応や免疫染色等を行わずラベ
ルフリーかつ全自動で検出可能な装置の実現にむけた基盤技術を確立する．本研究で開発する基板技術により，
循環腫瘍細胞を非侵襲に高感度検出，細胞判別ができ，検出した循環腫瘍細胞を用いて抗癌剤や分子標的療法薬
等の評価を行うことが可能となる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 肺癌は早期発見が困難であることから，近年，癌による死亡原因のトップとなり，いまだ増加
傾向にある．循環腫瘍細胞は，肺癌，胃癌，乳癌等の原発巣から遊離して血液中を循環する細胞
であり，迅速で的確な治療決定を行なう際の指標の一つとして近年注目されている．しかしなが
らその数は，転移性がん患者の１mℓ の血液中に血球成分が 108～109個であるのに対し，1～数
個と極めて少ない．したがって，その検出には高感度の技術が必要となる．現在，臨床現場で使
用されている検出装置として，CellSearch システム(Veridex 社)が挙げられる．CellSearch は, 
EpCAM（Epithelial cell adhesion molecule: 上皮細胞に発現する蛋白質）に対する抗体結合磁気ビ
ーズを用いて, 血液中の微量な循環腫瘍細胞を分離することが可能であり，米国では乳癌/大腸
癌/前立腺癌に対しての臨床使用が承認（米国食品医薬品局：FDA）されている唯一の装置であ
る．しかしながら，肺癌由来の循環腫瘍細胞を CellSearchで検出した場合，CT/PET等で遠隔転
移が認められた症例でも検出感度は 70%程度であり，とくに中皮腫においては検出感度が 30%
程度と極めて低く（Yoneda et al., Ann Surg Oncol 2014），臨床応用には検出感度が不十分である．
その原因としては，中皮腫のように上皮マーカーEpCAMの発現が低い，もしくは上皮間葉転換
によって EpCAM の発現が低下・消失し，EpCAM 抗体との結合力が弱まることが考えられる．
そのため高感度な循環腫瘍細胞検出を実現するためには，EpCAM発現陰性の癌細胞も補足可能
な検出法の開発が必要不可欠である．近年，このような背景から，EpCAMのようなマーカーを
使用しない検出法に関する研究が活発に行われており，音波（表面弾性波）を用いた細胞サイズ
の違いによる分離（Peng Li et al. PNAS 2015, 細胞回収率：83％），DEP-FFF法を用いた誘電特性
の違いによる分離（P.R.C.Gascoyne et al., Cancers 2014, 細胞回収率：70〜85％）に関する報告が
なされた．しかしながらいずれの手法も，細胞の個体差，時間経過による細胞の形態変化等が原
因となり，その細胞回収率は 85%以下にとどまっている． 
申請者はこれまでに，誘電泳動と進行波電気浸透を用いた多種類の細胞分離や，誘電泳動力の

測定法に関する研究を行い，誘電特性に基づいた白血病細胞判別の有効性を確認した．しかし現
時点では，白血病細胞の判別の際に，細胞に生じる誘電泳動力を測定する必要があるが，(1)複数
の細胞の誘電泳動力測定に工夫が必要，(2)誘電泳動力の周波数特性測定に多大な時間を要する
といった課題があった．  
 
２．研究の目的 
 本研究は，不均一電界下で生じる「誘電泳動(Dielectrophoresis：DEP)」および回転電界下で
生じる「エレクトロローテーション」を組み合わせることによって，誘電特性に基づいた循環腫
瘍細胞の検出を行うことを目的とする．具体的には，誘電泳動により血液中の循環腫瘍細胞のみ
を捕捉，エレクトロローテーションにより単離した細胞を自転させ，「動画像処理」により，細
胞の自転角速度を推定・解析することによって，高感度かつ迅速な細胞判別システムを構築する
ことにより，上記の課題の解決を図る． 
 
３．研究の方法 
 （１）エレクトロローテーションによる単一細胞の誘電特性測定用デバイス開発 
   誘電特性による循環腫瘍細胞の検出を実現する

ため，図 1 に示すエレクトロローテーションマイ
クロウェルアレイデバイスを開発する．開発する
デバイスは直径 30 ミクロンのマイクロウェルの
周囲にエレクトロローテーションを発生するため
の四重極電極を配置した構造で，単一の細胞の誘
電特性を測定することが可能である．腫瘍細胞と
してヒト肺癌由来細胞株（PC-9）を用いて当該デ
バイスの有用性を評価する．上記のデバイスは，
細胞が負の誘電泳動を示す場合，細胞が浮遊し，
周波数によって細胞が受ける電界強度が異なって
しまう，マイクロウェル内に気泡が残ってしまう
という問題点があった．それで，これらの問題を
解決するため，エレクトロローテーションを発生可能なマイクロピラー電極アレイを開発
する．開発するデバイスの構造図を図 2に示す． 

（２）絶縁体ベース誘電泳動デバイスの開発 
    エレクトロローテーションを発生させるには，位相を 90度ずつずらした 4 相の交流電圧
を印加する必要があるが，各相の位相差を保ったまま周波 数掃引が困難で，周波数特性測
定に時間を有するという改善点が挙げられる.そこで，単相交流電圧でも単一細胞の誘電特
性を測定可能な絶縁体ベース誘電泳動デバイスを開発し，その有用性を評価する．開発す
るデバイスは，図 3 の構造をしており，厚膜絶縁体により電界の勾配を引き起こすことで

図 1. エレクトロローテーション

マイクロウェルアレイデバイス 



 

 

誘電泳動現象を発生することが可能であり，絶縁体エッジへの電界集中が極めて小さいの
で，正・負いずれの誘電泳動力も測定することができる．また，誘電泳動は単相電圧で発生
可能なため周波数掃引を行うことで誘電特性測定の高速化が期待できる． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
４．研究成果 
 （1） 試作したエレクトロローテーションマイクロウェルアレイデバイスにヒト肺癌由来細胞

株（PC-9）を懸濁した溶液を滴下し，マイクロウェル内に細胞が配置されたことを確認後，各電
極に 4 相電圧を印加し，細胞の挙動を観察した．図 4 にマイクロウェル内の循環腫瘍細胞のエ
レクトロローテーションによる回転の様子及びその角速度の周波数得性を示す．図 5 より，試作
したデバイスにより，細胞 1 個の誘電泳動特性が測定可能であることが確認できた．また，マイク
ロピラー電極アレイデバイスによる粒子回転の様子を図 6に示す．図 6よりマイクロ粒子がエレク
トロローテーションにより回転していることが確認できた． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. PC-9の回転(自転)の様子 

(4 相電界, 6 Vpp, 50 MHz). 

黒線は電極(2 層配線) 

図 5. PC-9の誘電特性 

(回転速度の周波数特性, 6 Vpp) 

図 2. マイクロピラー電極アレイデバイス 
(a) 構造図 (b) SEM 写真 

図 3. 絶縁体ベース誘電泳動デバイスの構造図 

図 6. マイクロピラー電極アレイデバイスによる粒子回転の様子 

(回転速度の周波数特性, 6 Vpp) 



 

 

（2） 試作した絶縁体ベース誘電泳動デバイスを用いて，ポリスチレンマイクロ粒子およびイースト菌を
懸濁した溶液を滴下し，交流信号発生器（NF社WF1968）を用いて，1 MHzの正弦波を
40 Vppで電圧印加した．なお，図 3(b) の𝑆!，𝑆" をそれぞれ同電位とした．また，粒子の
様子はデジタル顕微鏡（KEYENCE社 VW-9000）を用いて観察を行った．図 7にポリス
チレン粒子が誘電泳動力を受けて，電界の弱い方向へ移動する（負の誘電泳動）様子を示
す．ポリスチレン粒子は絶縁体間隔の中心線上をほぼ一定の速度で移動することが確認さ
れた．また，図 8にイースト菌の誘電泳動による移動の様子を示す．図 8より正の誘電泳
動を示すイースト菌はポリスチレン粒子と同様に絶縁体中心線上を等速で移動すること
が確認された．  

 

(a)  t = 0 s.        (b) t = 10 s.      (c) t = 20 s. 

図 7．絶縁体ベース誘電泳動デバイスによる粒子の移動（負の誘電泳動） 

図 8．絶縁体ベース誘電泳動デバイスによる粒子の移動（正の誘電泳動） 

(a) t = 0 s (b) t = 5 s (c) t = 10 s 
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