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研究成果の概要（和文）：血中循環腫瘍細胞（Circulating Tumor Cell、以下 CTC と略）は、
固形がんを由来として末梢血中に発見されるがん細胞のことである。CTC は、原発巣から離れ
て血液中やリンパ液へ流入することで体内を循環し、離れた器官において増殖を開始すること
で、転移を行うと推定されている。従って、CTC の定量的検出と分析はがん患者の個別診断に
有用であると考えられる。そこで本研究では、特定の細胞を生きたまま捕捉し、回収するデバ
イ ス を 開 発 し た 。 基 板 に は シ リ コ ン 基 板 を 使 い 、 光 分 解 性 の
3-amino-3-(2-nitrophenyl)propionic acid(ANP)リンカーを介して抗 HEL 抗体 (anti–HEL–IgG, 
HEL= hen egg lysozyme) で修飾した。この修飾反応の過程を attenuated total reflection (FTIR-ATR)
と高速原子間力顕微鏡 (FS-AFM)で追跡、確認した。また、光照射によるリンカー切断に伴う
抗体の遊離を、enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)と、高速原子間力顕微鏡によっ
て観測した。次に、細胞膜上に抗原である HEL を発現したモデル細胞（SP2/O–HEL 細胞）を
選択的に捕捉した。SP2/O–HEL 細胞と正常マウス血液の混合物から SP2/O–HEL 細胞を選択的
に捕捉し、その後の光照射によって回収した。回収された細胞を再培養し、生きていることも
証明した。本手法は、目的細胞を生きたまま捕捉、回収できる方法であり、生化学や医学など
において有効な手法を提供するものである。 
研究成果の概要（英文）：Circulating tumor cells (CTCs) have been defined as cancer cells of solid 
tumor origin found in the peripheral blood.  It is generally considered that these CTCs detach from 
primary tumors of patients, go into the bloodstream, travel around in the body, and then attach to the 
remote tissues.  Accordingly, it is generally described that the quantitative detection and analysis of 
CTC is considered to be useful for the personal diagnosis of cancer patients.  In this work, a device for 
the capture and recollection of live target cells is developed  The platform was a silicon (Si) wafer 
modified with an anti-HEL antibody (anti–HEL–IgG, HEL= hen egg lysozyme) through a 
photocleavable 3-amino-3-(2-nitrophenyl)propionic acid (ANP) linker.  The modification processes of 
the Si wafer surface were monitored by Fourier transform infrared spectroscopy by attenuated total 
reflection (FTIR-ATR) and fast-scanning atomic force microscopy (FS-AFM).  The attachment of IgG 
and its release reaction on the Si surface via the photochemical cleavage of the ANP linker were 
observed by FS-AFM and an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).  Furthermore, it was 
possible to selectively collect SP2/O cells that express HEL on their cell membranes (SP2/O–HEL) on 
the Si wafer device.  Photochemical cleavage of the ANP linker facilitated the effective release of 
living SP2/O cells, whose viability was verified by staining experiments using tripan-blue.  Moreover, 
it was possible to re-culture the recovered cells.  This methodology represents an effective strategy for 
isolating intact target cells in the biological and medicinal sciences and related fields. 
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１．研究開始当初の背景 
血液中やリンパ液を循環しているがん細胞
を、血中循環腫瘍細胞（Circulating Tumor Cell、
以下 CTC と略）という。悪性腫瘍は、もとも
との原発巣周辺の正常な細胞や組織を破壊
するだけでなく、血液やリンパ液にのって離
れた臓器へ移行して新たな腫瘍を形成して
「転移巣」を形成する。がんが診断可能にな
るには 1cm ほどの大きさが必要であり、その
中には約 10 億個のがん細胞が含まれている
ため、すでに他の場所に転移している可能性
が高い。一般的に、悪性化が進んだがん細胞
ほど転移しやすく、血液中の CTC 数も増えて
いると報告されている。CTC および CTC 由
来の物質を検出することによって、がんを超
早期に発見する試みが行われているが、非常
に限られていた。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者らが開発した光分

解性リンカーを利用して、CTC を生きたまま
捕捉、単離回収するための新しい手法を開発
し、現状の画像診断では困難であるがんの診
断を可能にすることである。 
３．研究の方法 
本研究では、シリコン基板と抗体を結合す

るためのリンカーを設計・合成した。まず光
分解性をもたないリンカーを合成し、シリコ
ン基板と抗体を結合するためのリンカーを
設計・合成した。まず光分解性をもたないリ
ンカーを合成し、シリコン基板表面を抗体で
修飾した。リンカー分子の片側にはシリコン
基板へ結合するための(EtO)3Si 基を、もう一
方には抗体と結合するためのカルボキシル
基を導入した。CTC trap の土台となるシリコ
ン基板に光分解性リンカーを介して抗体を
導入した。この固相表面上の化学変化を、
FT-IR/ATR や原子間力顕微鏡（AFM）などで
確認した。その後、リンカーを光照射によっ
て切断して細胞を回収し、再培養した 
４．研究成果 

上記したシリコン基板と抗体を結合する
ためのリンカーを設計・合成した。シリコン
基板表面を抗 Hen Egg lysozyme (HEL)抗体で
修飾した。リンカー分子の左側にはシリコン
基板へ結合するための(EtO)3Si 基を、右側に
は抗体と結合するためのカルボキシル基を
導入した。CTC trap の土台となるシリコン基
板については、直系約 100 mm の微小柱をつ
くることに成功し、ほぼ恒常的に準備するこ
とができるようになったため、リンカーおよ
び抗体導入ができるようになった。この固相

表面上の化学変化を、FT-IR/ATR や原子間力
顕微鏡（AFM）などで確認した。 
次に、抗体修飾シリコン基板を用いて、正常
マウスの血液（主に赤血球）とがん細胞の混
合物からがん細胞を捕捉した。そのために、
上記のシリコン基板デバイス、顕微鏡、細胞
導入のためのシリンジポンプなどを組み合
わせた CTCtrap システムを組み上げた。特定
の抗原(Hen Egg Lysozyme (HEL))を発現した
モデル細胞(SP2/O-HEL 細胞)を作成し、抗体
(抗HEL抗体)で修飾したシリコン基板上で捕
捉した。その後、流速を上げながら溶液で基
板を洗い、SP2/O-HEL 細胞がはがれる時の流
速から細胞の接着力を測定した。そして、抗
体を基板へ固定するために使った光分解性
リンカーを、光照射によって切断し、細胞接
着力が大幅に減弱することを確認した。これ
らの結果は、Langmuir (2012)やその他学会な
どで発表した。また、この成果を発表した
Tetrahedron Symposium (2012, Taipei)において、
最優秀ポスター賞を獲得した(S. Ariyasu et 
al.)。 
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