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研究代表者 馬原 淳  

国立循環器病研究センター研究所 生体医工学部 

 

研究要旨 本研究課題は、がん転移メカニズムにおいて重要な役割を果たす循

環がん細胞（Circulating Tumor Cells；CTC）を早期に診断するリガンド固定

化マイクロデバイスによる循環がん細胞診断デバイスを開発している。平成２

４年度までに、非特異吸着を抑制してターゲット細胞を効率的に捕捉する界面

の構築に成功し、その界面でのローリング挙動について解析を進めた。最終年

度である２５年度は、デバイスの組み上げとシステムの構築を目指して、ハー

ドウエアとしての診断デバイスの作製、データ解析の為の動画処理アルゴリズ

ムの検討、ならびに標準試料を用いた細胞ローリング速度解析を試みた。 

 

分担研究者：山岡 哲二 

国立循環器病研究センタ研究所 

生体医工学部・部長 

 

Ａ．研究目的 

 転移がんの発症メカニズムとして

その存在や転移挙動が解明され始め

ている循環がん細胞（Circulating 

Tumor Cells；CTCs）は、がん転移と

いう臨床において極めて重大なイベ

ントのメカニズムであり、その早期検

出は、がん患者の生存率や、治療方針

に対して大きな影響を及ぼす。このよ

うな観点から、米国ではすでにマグネ

ットビーズや免疫染色などの従来の

手法を組み合わせた原理をもつ診断

デバイスが米国食品医薬品局（FDA）

認可のもとに製造販売が進められて

おり、循環がん細胞の診断は研究のみ

ならず一般的な臨床現場においても

普及が始まっている。また、本国にお

いても、その診断の重要性が認知され

始めており、マイクロチップ技術のみ

ならず、ターゲットとなる細胞の詳細

な同定など様々な観点から研究が進

められている。 

 一方で、この循環がん細胞の存在率

は極めて低く、高感度で検出する手段

が確立していないのが現状である。こ

のような中 １９９８年、University 

of Texas Southwestern Medical 

Center の Uhr らのグループは、血中

にある CD44 陰性、Cytokeratin 陽性の

細胞をフローサイトメトリーで検出

し評価することにより、転移がんの早

期発見、病状の診断、予後判定におい

て極めて有用であることを報告した。

血中に存在する CTC は、１０９個のう

別添３ 
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ち１個程度の割合の割合で存在して

おり、血中における半減期が３時間程

度であることが知られている。こよう

な観点から、従来法のようにラベル化

した細胞集団を分析するような手法

では、数個の細胞の診断は難しい。こ

のため、個々の細胞をラベルフリーで

高速に診断できる技術は、割合が極め

て低い細胞集団の検出において有用

であると考えられ、それらの要素技術

の創出は、今後の循環がん細胞診断技

術において有効である。 

 我々のグループは、これまでに細胞

ローリングという固定化リガンドと

細胞表面との間で惹起される一時的

な相互作用を利用した細胞ローリン

グ現象に着目し、この原理を利用した

ラベルフリーの細胞分離ステムの構

築を進めてきた。ヘテロな細胞集団と

して広く認識されている間葉系幹細

胞を表面マーカーの有無のみならず、

その密度によって分離することを既

に報告し、この基礎技術に関する項目

についてはすでに特許出願済みであ

る。リガンドが固定化されている分離

カラムへ細胞懸濁液を通液すること

により、リガンド界面で細胞表面マー

カーが一時的に結合し、カラムへの送

液で細胞へシェアストレスを付与す

ることにより、細胞ローリング現象が

誘起できる。我々の体内においてもこ

の細胞ローリング現象は存在し、血管

内皮細胞が提示するリガンド（固定化

リガンドに相当）と白血球が提示する

リガンドとが相互作用することで、血

管から炎症部位へと血球が効率よく

輸送するメカニズムである。これは、

白血球ホーミング現象として知られ

ている。この回転速度や輸送効率は、

内皮細胞が提示するリガンド密度に

よって制御されていることが知られ

ており、緻密なローリング速度の制御

が達成されている。この原理をカラム

へ応用した場合、固定化リガンドの密

度を一定に保持することで、細胞のマ

ーカー分子の発現密度が異なる集団

を細胞ローリング速度の違いとして

認識でき、分離が達成される。 

 一方で、本研究課題である循環がん

細胞の転移現象も、このような細胞ロ

ーリング機構により精密に制御さつ

れていることが明らかとなってきた。

循環がん細胞が他の組織に転移する

る場合には、細胞ローリングという機

序を利用することで、転移巣を形成す

る。つまり、循環がん細胞の細胞ロー

リングという機序は、CTC 細胞の同定

のみならず、転移を起こしやすい細胞

なのかどうかを判別するためにも極

めて良い指標ではないかと考えてい

る。本プロジェクトでは、細胞ローリ

ングという原理によって循環がん細

胞を診断する為のデバイスを構築す

ることで、転移に係わる循環がん細胞

を効率的に検出・診断できるのではな

いかと考えている。 

 上記のような視点に基づいて、細胞

ローリングカラムの原理を応用・展開

したマイクロチップシステムを構築

することができれば、循環がん細胞の

検出を、「細胞ローリング」という新

たな視点によって高感度で検出・診断
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できるのではないかと考えている。初

年度から昨年度までに、循環がん細胞

を高感度で検出するためのマイクロ

チップの構造や、抗体を固定化するた

めのコーティング剤の開発など、基礎

的な検討を主に進めてきた。同時に、

培養細胞を用いて、コーティング剤の

有効性や、細胞ローリングを効率的に

誘起するためのマイクロチップ構造

の検討と評価を進めてきた。このよう

な状況を踏まて、最終年度となる平成

25 年度では、これまでに構築した基礎

技術を結集し、循環がん細胞検出装置

のプロトタイプを構築した。また、検

出・評価システムの解析ソフトウェア

も検討することで、マイクロチップ内

で流れる細胞のローリング速度を定

量的に解析できるアルゴリズムの最

適化に着手した。プロトタイプならび

に、解析ソフトのアルゴリズムの最適

化を実施した後に、マイクロチップ内

部に加圧する圧力と粒子のローリン

グ速度の相関についても詳細に検討

した。このような実験から、本プロジ

ェクトで目指していたリガンド固定

化マイクロデバイスによる循環がん

細胞診断デバイスのプロトタイプを

創出することができた。さらに、構築

したプロトタイプを用いて、細胞の流

速分布の解析を試みた。また、現在米

国 Veridex 社の開発した Cell Search

システムの標準サンプルを用いて、マ

イクロ流路内での固定化細胞の非特

異吸着の抑制効果やローリング観察

についても検討し、装置としての有効

性について検討した。 

Ｂ．研究方法 

１．マイクロチップによる循環がん細

胞診断デバイスのプロトタイプの構

築 

 細胞ローリングを診断するため交

差型流路内の微量な液流を制御でき

る微量送液システムとして、Fluigent

社製の Microfluidics Flow Control 

System (MFCS）を採用した。この装置

に、PEEK 製のマイクロチューブを接続

して、金属の枠で固定したマイクロチ

ップへ接続した。このチップをニコン

の顕微鏡ステージ上に乗せ、デジタル

カメラによって細胞や粒子の流れる

様子をリアルタイムで記録した。実験

後、撮像された動画ファイルを、動画

解析ソフト（2 次元動画計測ソフト

「Move-tr/2D」：株式会社ライブラリ

ー）で解析し、流速や速度分布につい

て評価した。 
 

２．ローリング速度解析ソフトのアル

ゴリズムの構築 

 顕微鏡により得られた細胞ローリ

ング動画の解析については、株式会社

ライブラリーの動画解析ソフト 2 次

元動画計測ソフトを用いて、アルゴリ

ズムを検討した。アルゴリズムを検討

する場合には、流す細胞の形状などの

影響を無視して評価することが望ま

しいので、細胞と同程度のサイズであ

る 10μm のラテックス粒子を用いた。

アルゴリズムについては、得られた画

像から、すべての動画の平均値画像を

取得し、その平均値の画像を、すべて

の動画から差分することで、動的な画
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像の要素だけをより鮮明に抽出する

こととした。その後、画像のコントラ

ストや輝度などの調製をすることで、

動いている成分のみをコンピュータ

上で抽出した。 

 

３．マイクロチップ内における加圧条

件と粒子速度の分布解析 

 マイクロチップ内に印加するため

の圧力条件を検討した。横軸にマイク

ロチップ内にかかる input channel と

output channel の圧力差をとり、縦軸

には、画像解析により得られた粒子の

ローリング速度をプロットした。また、

細胞の大きさを考慮して、粒子径に対

する加圧条件を検討するために、10μ

m の粒子と 20μm の粒子について同様

の実験を実施した。 

 

４．培養細胞を用いたプロトタイプシ

ステムによる速度分布解析 

 ２）において検討したアルゴリズム

の検討に基づいて、流路内に流れる細

胞の速度のヒストグラムプロットを

実施した。細胞は、ラットの脂肪組織

由来間葉系幹細胞を用いた。ラットの

腹部の脂肪を採取して、ミンスした後

に、トリプシン溶液にミンスした組織

を浸漬し、37℃でインキュベートした。

その後、上清を回収するために遠心分

離によりミンスした組織を除去し、培

養皿へ播種して、細胞培養用のインキ

ュベータで静置した。増殖した細胞成

分を継代し実験に使用した。この細胞

を脂肪組織由来の間葉系幹細胞とし

て実験で使用した。 

５．CTC 標準試料を用いた細胞ローリ

ングの観察 

 米国Veridex社から販売されている

CellSearch システムの測定確認や補

正に用いられている標準サンプルを

購入し、その固定化細胞を用いてマイ

クロチップシステム内での細胞の速

度計測についての可能性を検討した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

 各項目における結果の概要を記述

する。詳細については、分担研究報告

書において記述する。 

 

１．マイクロチップによる循環がん細

胞診断デバイスのプロトタイプの構

築 

 Fluigent 社 製の Microfluidics 

Flow Control System (MFCS）に対し

て、PEEK 製のマイクロチューブを接続

してマイクロチップの流路を加圧し

た。PEEK 製のマイクロチューブを用い

ることで、チューブでの圧力損出もほ

とんど見られなかった。また、圧力を

ソフトウエアで切り替えることで、迅

速に流路内部での粒子の動きを制御

できていることから、接続部などの圧

力の漏れや、損出も実験系に対して無

視できる程度であると考えられる。 

 

２．ローリング速度解析ソフトのアル

ゴリズムの構築 

 得られた動画において、動的成分の

みを抽出してその速度解析をするこ

とは、極めて難しく画像処理や演算の
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実施が必要であった。最終的に、すべ

ての動画に含まれる画像成分を時間

内において平均化し、その画像を演算

で作製した。その後、動画内に含まれ

るすべての画像から、演算により得ら

れた画像成分を差分することで、動き

のある成分のみを効率的に抽出する

ことに成功した。さらに、画像内にあ

る細胞成分と、他のノイズ成分との識

別を実施するために、画像の 2値化に

より動画成分の中のピクセル数が粒

子サイズと一致するものに対しての

み、動的成分の追跡を実施するような

アルゴリズムとした。さらに、動画内

において新たに出現するローリング

細胞成分の識別については、本ソフト

ウエアに付属の自動識別機能により

追跡することとした。細胞ローリング

の画像は、連続して細胞が出現し、画

面外へと流れていくために、本機能を

用いることで、粒子が新たに出現した

場合でも、閾値の設定によって効率的

にターゲット細胞成分のみを識別す

ることが可能であった。このような細

胞ローリングの動画解析におけるア

ルゴリズムを固定することで、サンプ

ルによるデータ解析のばらつきを一

定にすることができ、より客観的で定

量的な評価系を構築できるものと考

えている。 

３．マイクロチップ内における加圧条

件と粒子速度の分布解析 

 マイクロチップ内での加圧とそれ

に伴う液流のずり応力に対する粒子

の速度をプロットした。その結果、粒

子サイズ（細胞を想定しているために、

10μm と 20μm のラテックス粒子を使

用）を用いた場合でも、有意差なく同

程度の速度変化を示すことが明らか

となった。また、流路の中央部やエッ

ジ部などの場所による流速の違いも

観察されたが、その誤差を考慮してプ

ロットした場合でも、マイクロチップ

内部の印加圧力変化に応じて、粒子の

速度は連続的、直積的に変化していた。

これらの結果より、マイクロチップ内

部に印加する圧力を連続的に変化さ

せることで、液流のずり応力に応じて

細胞ローリング状態を精密にコント

ロールできることが示された。この条

件にもとづいて、リガンド固定化され

た界面での細胞ローリングの最適条

件（抗体の固定化密度に対する細胞へ

のずり応力の条件）を検討できるもの

と考えている。 

 

４．培養細胞を用いたプロトタイプシ

ステムによる速度分布解析 

 取得していた画像データに対して、

２）で検討したアルゴリズムにより細

胞の速度分布をプロットすることが

できた。得られたヒストグラムは、横

軸がローリング速度あるは、フローテ

ィング速度であり、縦軸は細胞の個数

を表すヒストグラムである。得られた

ヒストグラムは大きく分類して、３つ

の群に分かれる。１つは細胞が流路中

を Floating している状態での速度と

して考えられる群であり、もう一方は、

界面をローリングしている細胞群で

ある。この細胞ローリングしている群

の中でも、２つにピークが別れており、
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最も大きな分布を持っていたのは、メ

ジャー成分である細胞ローリング速

度をもつものであり、もう１つはマイ

ナー成分である Low velocity cell 群

に分類される細胞成分である。このよ

うな細胞成分の分布をヒストグラム

から識別することが可能であること

が見出された。今後、このようなヒス

トグラムを様々な条件（リガンドの固

定化状態やその密度、さらには細胞に

与えるずり応力）に対してプロットし、

モデル細胞を用いて効率的に Low 

velocity cell 群を診断することがで

きる条件を見出すことが重要になる。 

 

５．CTC 標準試料を用いた細胞ローリ

ングの観察 

 米国Veridex社から販売されている

CellSearch システムの標準サンプル

を用いて、マイクロ流路内における細

胞の挙動をカメラによって観察した。

その結果、構築したプロトタイプの装

置系やソフトのアルゴリズムを用い

ても十分に細胞成分の識別が可能で

あった。この標準試料の速度分布解析

をすすめることで、上市されている診

断装置との比較が容易になるものと

期待している。 

 

Ｄ．考察 

最終年度となる 25 年度では、これま

での研究により得られた材料やマイ

クロチップの構造などすべてをプロ

トタイプに組み込み、初年度において

目標としていた細胞診断デバイスの

開発にまで到達することができた。圧

力コントロールによるマイクロチッ

プ内での細胞ローリングの制御とい

う観点からは、従来装置ではない特徴

であり、今後の装置の汎用化を目指し

た場合でも小型化に対応できる基本

設計である。また、幅 300μm, 深さ

150μm のサイズをもつ交差型マイク

ロ流を用いた場合でも、全く圧力損出

することなく、粒子の速度を圧力条件

のみで精密に制御でききた。これは、

従来までのシリンジポンプによる装

置径では、圧力損出が大きすぎて装置

設計あるいは現実化が難しかった。こ

の装置系の選定と交差型のマイクロ

チップを使うことで、一定量の細胞を

検査流路へと流すことができ、またそ

の速度分布も流路内部の場所依存性

も少なく細胞ローリング速度を計測

できた。流路サイズをより小さいもの

に変更した場合には、細胞の詰まりな

どの原因になり、一方で流路を広くと

った場合には、速度のバラ付きが大き

く、検出感度の低下につながりかねな

い。今回、加圧条件と速度分布につい

ても定量的にヒストグラムを描写し

解析した場合でも、懸念してたいよう

な分布のばらつきは認められなかっ

た。これは、加圧条件と流路サイズの

最適化により見出された条件である

と考えられ、今後の細胞実験において

もこの条件を基本として検討を進め

ていきたい。 

 画像解析においてもマイクロチッ

プ形状に由来するバックグラウンド

ノイズが大きな問題であった。Raw 

data の動画をそのまま細胞速度解析
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を実施しても、認識効率が極めてわる

く、まったく細胞速度分布がプロット

されなかった。動画の平均化という手

法を用いることで、バックグラウンド

ノイズを効率的に消去できたことで、

ソフトウエア上での速度分布解析が

実行できるようになった。このアルゴ

リズムのみならず、さらに高精度な粒

子認識処理技術を用いることで、リア

ルタイムでの速度分布の描写も可能

ではないかと考えており、今後の装置

化における検討課題にしたいと思っ

ている。 

 

Ｅ．結論 

最終年度である 25 年度では、プロジ

ェクトの最終目標であった、リガンド

固定化マイクロデバイスを用いた循

環がん細胞診断デバイスの開発に到

達することができた。設計して実験を

進める中で、検出感度が大きな問題と

なりそれに対して、界面にリガンドを

固定化するためのコーティング剤に

大きく時間を割いたが、非特異吸着の

完全な抑制が可能なこのコーティン

グ剤によりマイクロチップ内部での

細胞ローリングを高感度に検出でき

る可能性が見出されてきた。この 3年

間の研究開発で、十分な成果というと

ころまでは至らなかったが、装置のプ

ロトタイプ構築や、細胞ローリングに

よる検出デバイスおいて問題となる

様々な要素技術や基礎的問題的を見

出すことができたのは、今後の展開を

考える上でも大変意義深いと考えて

いる。米国 FDA 認可の装置の標準サン

プルでの実験実施についても、標準化

された系や、これまでの既存の技術と

の比較という点においても必ず実施

しなければならない点であると認識

して、プロトタイプでの評価へと進ん

だ。実際の検体を使った評価や、患者

の病態と本装置系で検出される循環

がん細胞の個数との相関評価など、ま

だまだやり残した点は多くあるが、今

後は産学官連携のプロジェクトによ

り本装置を開発製造できるような企

業と連携し、基礎技術を展開すること

で、本邦独自の転移がん検出装置シス

テムを創成出来るものではないかと

きたいしている。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 現在までのところ、本研究は人間を

対象としたものではないため、健康に

対する害は生じない。 
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