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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

 本課題では、がん患者末梢血からの血中循環腫瘍細胞 (Circulating tumor cell: CTC) の

濃縮、検出、単一細胞レベルでの分離、DNA/RNA の増幅を一貫して行うシステム「CTC

の核酸解析プラットフォーム」を開発し、これを用いて抗がん剤開発プロセスの基礎研

究にあたる新規治療標的因子の探索と、新薬開発コンセプトの傍証としての利用（Proof 

of Concept; POC の確認）に焦点を絞り、その有用性を示すことを目的として研究を進め

てきた。 

 CTC の核酸解析プラットフォームは「CTC 濃縮」、「CTC 検出」、「CTC の単一細胞分

離」「単一細胞由来 DNA/RNA の増幅」の 4 要素からなる。「CTC 濃縮」工程は農工大グ

ループと日立化成グループで開発を進めてきた金属フィルターである Microcavity array 

(MCA) 方式を採用した。日立化成グループは特に単一細胞解析に向け、細胞の取り出し

に対応可能な MCA カートリッジを開発し、量産化に向けた製造法を確立した。 

 「CTC 検出」においては、農工大グループにて広視イメージングシステムを開発し、

MCA 全面を約 10 秒にて撮像可能とした。また、日立化成グループでは画像解析ソフト

ウェアの開発を行い、取得した画像から高速で CTC 様の染色パターンを示す細胞を抽出

することスキームを確立した。また、駒込病院グループでは開発した画像解析ソフトウ

ェアを臨床サンプルからの CTC 検出に利用し、現場で発生する課題を日立化成グループ

にフィードバックした。 

 「CTC の単一細胞分離」においては、農工大グループで独自の技術である「Gel-based 

cell manipulation (GCM) 法」の開発を進めた。GCM 法は、MCA 上の単一細胞を光硬化

性のハイドロゲルに包埋し、分離操作を行う手法である。単一細胞に肉眼で視認可能な

サイズの目印をつけることができるため、ピンセットなどで簡便に分離することが可能

である。高精度な単一細胞分離を可能とするハイドロゲルの組成を決定し、光照射パタ

ーンにてハイドロゲルの形状を制御する技術を確立した。また、広視イメージングシス

テムに Digital Micromirror Device (DMD) を統合し、CTC 検出と GCM 法による単一細胞

の分離を可能とする自動化システムの開発を行い、CTC 濃縮から単一細胞分離を一貫し

て行うための技術基盤の確立を達成した。さらに、環境微生物や接着細胞などの他の細

胞種においても GCM 法が利用可能であることを確認した。 

 「単一細胞由来 DNA/RNA の増幅」においては、GCM 法にて分離した単一細胞からの

核酸増幅の検討と、増幅産物の解析方法の検討、臨床サンプルから分離した CTC の解析

を並行して進めた。農工大グループでは、GCM 法で分離した単一細胞からの全ゲノム増

幅  (Whole genome amplification: WGA) 法と全トランスクリプトーム増幅  (Whole 

transcriptome amplification: WTA) 法の検討を行った。WGA、WTA においては複数種類の

手法を検討し、細胞とともに反応槽に持ち込まれるハイドロゲルが核酸増幅反応に顕著

な影響を与えないことを確認した。駒込病院グループでは単一細胞由来 WGA 産物の解

析について検討を行い、がんパネルを用いた解析においては偽陽性の変異は検出されな

いことを確認した。また、本プラットフォームにてがん患者血液より分離した CTC 候補

単一細胞に対し WTA 及び RNA-seq 解析を行い、CTC の単一細胞遺伝子発現解析におけ

る有用性を示した。 

 また、CTC 解析の有用性を評価することを目的とし、上記プラットフォームの開発と

並行して CTC による Drug-induced modification の評価系の開発と、CTC の培養試験を進

めた。駒込病院グループでは分子標的薬による標的分子の修飾を抗体染色にて評価可能

であることを示した。農工大グループでは、MCA 表面の化学修飾を検討し、CTC の濃

縮及び培養シャーレへの回収を迅速に行う実験系を構築した。また、臨床サンプルを用

いた CTC の培養試験を行い、本手法にて回収した CTC を短期間ではあるが培養可能で

あることを示した。 
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（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．Gel-based cell manipulation（GCM）法の確立 

概要：光硬化性ハイドロゲルを用いて細胞を可視化することで、簡易・迅速な単一細胞

の分離を可能とする技術を開発し、単一細胞のゲノム・トランスクリプトーム解析に利

用可能であることを示した。細胞をピンセットにてハンドリング可能とする技術は世界

でも本成果のみであり、簡便に単一細胞の遺伝子解析が行える技術として、学術的にも

応用的にも評価されている。 

 

２．異なる患者から採取された CTC に共通する遺伝子変異の発見 

概要： CTC の単一細胞がんパネル解析により、異なるがん患者から採取した CTC に共

通する遺伝子変異が存在することが示唆された。同変異は口腔がん、肺がんにおいて検

出されており、CTC の血管内で生存、転移巣の形成に関連する変異であると考えられ、

治療標的となる可能性がある。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．解体型 MCA カートリッジの開発 

概要： PMMA 製流路をクリップにて固定することにより、血液をフィルトレーション

した後に解体し、MCA を取り出すことが可能なカートリッジ型デバイスを作製した。通

常のマイクロ流体デバイスはガラスと PDMS を接着し作製するため、捕捉した細胞の取

り出しは困難であり、解析方法が限定されるが、本デバイスは簡便に解体することが可

能であるため、単一細胞解析をはじめとする様々な解析法に利用可能であると考えられ

る。 

 

２．広視野イメージングシステムの構築 

概要：通常の顕微鏡の 80 倍の視野範囲を持つ蛍光イメージング装置を開発した。本装置

は顕微鏡の 100 倍以上の速度で MCA 全面を撮像可能であり、抗体にて染色した細胞由

来の蛍光を検出することができる。従来の CTC 検出プロセスの律速であった顕微鏡観察

のハイスループット化を達成するだけではなく、簡易セルカウント装置など、様々な用

途に利用可能であると考えられる。 

 

３．GCM 法の自動化システムの構築 

概要：単一細胞を包埋したハイドロゲルを核酸増幅の反応槽である PCR チューブに移す

工程の自動化を達成し、CTC 核酸解析プラットフォームを確立した。本装置は直径数百

μm のハイドロゲルをロスなくハンドリングすることが可能であり、分離した単一細胞に

対して核酸増幅を行うことができる。従来の単一細胞分離装置では細胞分離の成否を評

価することはできなかったが、本装置ではハイドロゲルを観察することにより細胞が分

離できたことを確認することができるため、CTC をはじめとする希少細胞の分離に特に

適した装置であると考えられる。 
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§2 研究実施体制  
（１）研究チームの体制について 

①「東京農工大学」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

吉野 知子 東京農工大学大学院工

学研究院  

准教授 H26.10～ 

田中 剛 同上 教授 H26.10～ 

前田 義昌 同上 助教 H26.10～ 

松永 是 同上 特別招聘教授 H26.10～ 

根岸 諒 同上 産学官連携研究員 H26.10～ 

土橋 弘典 東京農工大学大学院工

学府 

M2 H26.10～H28.3 

高井 香織 同上 M2 H26.10～H29.3 

真下 遼介 同上 M2 H27.4～H29.3 

太田 健人 同上 M2 H27.4～H29.3 

岩田 怜士 同上 M2 H27.4～ 

高林 知弘 同上 M2 H27.4～ 

小木曽 淳 同上 M2 H28.4～ 

茅 逸皓 同上 M1 H29.4～ 

赤塚 万紀 東京農工大学工学部生

命工学科 

B4 H29.6～ 

山川 ひとみ 同上 B4 H29.6～ 

佐伯 達也 東京農工大学大学院生

物システム応用科学府 

D3 H26.10～H27.3 

梁 越 東京農工大学グローバ

ルイノベーション研究

機構 

特任助教 H26.10～H27.12 

 

研究項目 

・CTC のナンバリング技術の開発 

・ゲルソーティング技術の開発 

・単一細胞の核酸分画・増幅検討 

・他の希少細胞への応用展開 

・ソーティングシステムの構築 

・CTC の培養、株化 

 

②「日立化成」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

樋口 雅之 日立化成株式会社・ライ

フサイエンス事業本部 

メディカル事業ユニッ

ト 

主任研究員 H27.4～ 

上原 寿茂 同上 技術担当部長 H26.10～H29.7 

小田切 大平 同上 専任研究員 H27.10〜 

遠藤 勝也 同上 研究員 H26.10〜H28.3 

八木 理美 同上 研究員補 H26.10〜H28.3 
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中村 清太 同上 研究員補 H26.10〜 

伊藤 明子 同上 研究員補 H27.10〜 

板谷 英貴 新事業本部新事業推進

センタ 

開発担当部長 H26.10〜H27.9 

 

研究項目 

・フィルターおよびカートリッジの開発と試作 

・ソーティングシステムの構築検討 

・CTC 計数用ソフトの開発 

 
③「駒込病院」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

下山 達 がん・感染症センター都

立駒込病院・駒込データ

センター 

化学療法科医長 H26.10～ 

澤田武志 同上 非常勤医師 H26.10～H28.12 

小泉史明 同上 臨床検査科医長 H26.10～ 

佐々木貴之 同上 研修員 H26.11～H27.3 

鈴木智子 同上 非常勤職員 H27.4～H28.3 

利根山香織 同上 非常勤職員 H26.11～H27.3 

高津正子 同上 非常勤職員 H27.4～H28.3 

佐々木友希 同上 非常勤職員 H26.11～ 

小山瑠美 同上 非常勤職員 H27.5～ 

秋元茉莉 同上 非常勤職員 H27.4～ 

北村悠香 同上 非常勤職員 H27.12～ 

斧美咲 同上 非常勤職員 H28.10～ 

横田祐子 同上 非常勤職員 H28.12～ 

 

研究項目 

・新規治療標的因子の探索、同定 

・CTC の培養、株化 

・Proof of Concept (POC)の確認 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

・ 日立化成株式会社は CTC のがん遺伝子解析の臨床的有用性を評価するために、米国テ

キサス大 MD アンダーソンがんセンターとの共同研究を進めており、CTC 濃縮システ

ムを利用した大規模臨床試験を実施している。 

・ 東京農工大学は University of East Anglia の Thomas Mock 教授に MCA システムを提供し

ている。Tomas Mock 教授は耐冷性珪藻の研究を進めており、細胞観察及び単一細胞分

離方法として MCA の使用を検討している。 

  



 

 - ６ - 

§3 研究実施内容及び成果  
3．１ CTC 核酸解析プラットフォームの構築  

＜概略＞ 

 CTC 核酸解析プラットフォームとは、血液中の CTC の「濃縮」及び「染色」、蛍光観察

による「イメージング」、「単一細胞レベルでの分離」、「核酸増幅」の一連の操作を一貫し

て行うためのプロセスを指す（図１）。本研究では、独自に開発してきたマイクロキャビテ

ィアレイ方式を採用した、

CTC の単一細胞核酸解析

を可能とすることを目的

とし、プロセスごとの要素

技術開発に取り組んだ。各

要素技術を以下の研究項

目に集約する。 

 

3．１．１ CTC のイメージング技術の開発 

研究課題 : 広視野イメージングシステムの構築及び性能評価 

3．１．２ 単一細胞分離法（Gel-based cell manipulation(GCM)法）の開発 

研究課題 : 原理検証 / ハイドロゲル組成の検討 / ハイスループット化 

 に向けた光照射システムの構築/ 自動マイクロピンセットに

よるハイドロゲル自動ソーティングシステムの構築/光照射に

よる細胞内 DNA への影響評価 

3．１．３ 単一細胞の核酸増幅の検討 

研究課題 : ハイドロゲル包埋単一細胞からの全ゲノム増幅法及び全トラ 

 ンスクリプトーム増幅法の検討 / 単一細胞の DNA・RNA の 

 分画及び増幅の検討 

なお、研究項目「フィルターおよびカートリッジの試作」は 3．２．１、研究項目「簡易細

胞分離システムの構築」は 3．２．２、研究項目「CTC検出ソフトウェア開発」は 3．２．３に

記載した。また、GCM 法の CTC 以外の他の細胞への応用展開は 3．４に記載した。 

 

3．１．１ CTC のイメージング技術の開発（農工大グループ） 

＜実施内容＞ 

 マイクロキャビティアレイ（MCA）上

に回収した細胞をハイスループットに

識別するための光学システム (広視野イ

メージングシステム)を構築した (図 2)。

具体的には 6 mm x 6 mm領域を一括で撮

像可能な光学系を実現するためにレン

ズの選定及び鏡筒の設計・開発を行ない、

CTC 検出性能を評価した。健常者血液に

がん細胞を添加した模擬サンプルを

MCA にてフィルトレーションし、広視

野一括撮像システムにてイメージング

を行った。がん細胞の検出効率を顕微鏡と比較・評価した。 

＜成果＞ 

 CellTracker Green にて染色した細胞株では、広視野イメージングシステムは顕微鏡と

100%一致する検出性能を示した(図 3)。さらに、3 色のマルチカラー撮像が可能であり、が

ん細胞と白血球を蛍光パターンにて識別可能であった (検出効率 98.6%)。また、顕微鏡と

比較して 100倍以上の速度 (3色で約 10秒) でマイクロキャビティアレイ全面を撮像可能で

図 2. 広視野イメージングシステム概要 

A: 構成図, B: 構築したプロトタイプ 

図 1. CTC 核酸解析プラットフォームの開発 
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あった。 

＜成果の位置づけ＞ 

 従来の CTC 検出方法では、顕微鏡

によるスキャニングにより数百~数

千枚の画像を取得することが必須

であったため、CTC のイメージング

ステップが解析のスループットを

下げる要因であった。広視野一括撮

像による CTC 検出技術は、CTC 検

出スループットの向上に寄与でき

ると考えている。現時点では輝度の

低い細胞の検出が困難な課題が残

されているが、検出素子(CCD,  CMOS)の高感度化などにより改善可能である。 

 

3．１．２ 単一細胞分離法（GCM 法）の開発(農工大グループ)  

【GCM 法：原理検証】 

＜実施内容＞ 

 GCM 法とは光硬化性

ハイドロゲルに単一細胞

を包埋し、ハンドリング

する技術と定義する。直

径数十 μm の単一細胞に

数百 μm のハイドロゲル

を付与することにより、

細胞を肉眼で視認可能とする（図 4）。これにより、簡易・迅速かつ高精度な単一細胞分離

を実現でき、CTC のような希少細胞をロスなく分離する上で強力な手段となると期待した。

そこで、本研究項目では、MCA 上に捕捉した CTC の単一細胞分離を高精度に行うための基

礎検討を実施した。 

まず、高精度な単一細胞分離に向け、光硬化性ハイドロゲル PEGDA (poly(ethylene glycol) 

diacrylate)の組成の検討を行った。数平均分子量 250、575、700、750 の PEGDA にて GCM

法を実施した。また、PBS にて希釈し、100%、75%、50%、30%の濃度に調整した PEGDA(数

平均分子量 700)を用いて単一細胞分離操作を行った。なお、数平均分子量の検討には共焦

点レーザー顕微鏡を、PEGDA の濃度の検討においては蛍光顕微鏡を利用した。 

＜成果＞ 

数平均分子量を検討した結果、700 以上でほぼ全ての単一細胞を分離することが可能であ

った。数平均分子量 575 以下においてはハイドロゲルの作製は確認されたが、細胞分離成

功率は低下した。数平均分子量が低いプレポリマーほど硬化に要するエネルギー量が大き

いことから、同条件においては十分に硬化しなかったことが考えられた。また、PEGDA(数

平均分子量 700)の濃度を検討した結果、

濃度 100％において 95%以上の分離成功

率を示した (図 5)。低濃度のゲルにおい

てはピンセットによる把持の際に破損す

る現象が見られた。このことから、細胞

分離には一定の機械的強度を持つハイド

ロゲルを用いる必要があることが示唆さ

れた。さらに、単一細胞の分離成功率を

マイクロマニピュレーターを用いた手法

と比較した結果、分離成功率、処理能力

ともに向上することが示された（表１）。

図３. 広視野イメージングシステム（A）及び蛍光顕

微鏡による細胞イメージング（B） 

図 5. PEGDA を用いた単一細胞分離条件の検討。 

(A)数平均分子量の検討、(B)濃度の検討 

図４. ハイドロゲルで包埋された単一細胞 
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以上より、以降の検討においては数平均分子量 700 の PEGDA を濃度 100%で使用すること

とした。 

＜成果の位置づけ＞ 

 従来の単一細胞分離技術では直径数十 μm

の細胞を直接取り扱うため、非常に高精度

なシステムが必要であった。本研究では肉

眼で観察可能なサイズのハイドロゲルに

細胞を埋め込み、ハンドリングするという発想のもと検討を進めた結果、簡便な操作での

高精度な単一細胞分離を実現することができた。本手法は特殊な装置を必要とせずに実施

できるため、CTC をはじめとする希少細胞の単一細胞を対象とした研究において、広く世

界中で使われることを期待している。 

 

【GCM 法：ハイスループット化】 

＜実施内容＞ 

 GCM法におけるハイドロゲル作製

のハイスループット化を目的とし、

Digital Micromirror Device (DMD)を用

いた一括ゲル作製方式を構築した 

(図 6)。本システムは 4-1-1 にて構築

した広視野イメージングシステムに、

ゲル硬化用の励起光の光照射系を組

み込んだものとした。ゲル硬化用の

光照射系に DMD を組み込み、専用プ

ログラムにて作製したパターンを読

みこませることで、任意の形状の励

起光を照射可能とした。光重合開始

剤の検討を行い、ハイドロゲルの重合条件を決定し

た。また、MCA にて捕捉した単一細胞に対して同

時に光を照射するための DMD 駆動パターンの作製

に向け、画像解析ソフトウェアを新規に開発した。

さらに、本システムを用いた単一細胞の分離効率の

評価と細胞のバーコーディング化を目指して、ハイ

ドロゲルの形状制御への応用展開を行った。 

＜成果＞ 

光重合開始剤の検討を行った結果、PEGDA (Mn 

700)にBenzophenon及び 4,4’-Bis (dimethylamino) benzophenoneをそれぞれ 0.1%の濃度で添加

することで、光の照射パターン(200 μm の正方形を 800 μm 間隔)の形状を反映したハイドロ

ゲルを作製可能であった (図 7)。実際に、MCA 上に捕捉した細胞を広視野イメージングシ

ステムにて撮像し、画像を元に作製した照射パターンを用いて光照射したところ、複数の

単一細胞を同時にハイドロゲルに包埋することが可能であった。さらにハイドロゲルで包

埋した単一細胞は 96%の効率で MCA 上から分離することが可能であり、従来の顕微鏡を用

いた光照射の 200 倍程度のスループット向上を達成した。さらに、EGFR 遺伝子の遺伝子型

が異なる 2 種類の細胞（A549 細胞、NCI-H1975 細胞）を異なる形状のハイドロゲルに包埋

して分離し（図 8）、全ゲノム増幅・EGFR 遺伝子のシークエンス解析を行なった (全ゲノム

増幅の詳細は 4-1-3 に記述)。その結果、ハイドロゲルの形状に対応する遺伝子型を同定す

ることが可能であり、本手法が細胞バーコーディングに利用可能であることが示された。 

＜成果の位置づけ＞ 

 開発初期の GCM 法では、蛍光顕微鏡を用いて細胞一個一個に対して光照射を行なってい

たため、スループットに課題があった。DMD と広視野イメージングシステムを統合するこ

表 1. 細胞分離の成功率の比較 

図 7. 光照射パターン（A）とハイドロ
ゲルアレイ（B） 

図 6. 一広視野イメージング/ゲル作製システムの概要 

A: 構成図, B: 構築したプロトタイプ 
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とにより、大幅なスループットの改善

が可能であった。また、DMD を用い

た光照射技術は米国を中心に研究が

進められているが、観察した画像を元

に光照射パターンを作成する一連の

プロセスをソフトウェア上で完結で

きるフローを構築した例は存在せず、

独自の技術を開発できたと考えてい

る。さらに、光照射条件によってゲル

の形状は可変であることより細胞バ

ーコーディングへの応用が期待され

る。CTC 解析においては、ゲノム情報だけではなく、タンパク質の発現パターンなどのイ

メージング解析による情報を組み合わせることが望ましく、どの細胞をどの反応槽に入れ

たのか追跡する必要がある。従来法では顕微鏡で観察しながら一個一個取り出す必要があ

るが、本技術は顕微鏡観察を必要とせずに、これらの情報を識別し、単一細胞を反応槽に

導入できるため、分離・解析スループットの向上に有効な手法であると考えている。 

 

【GCM 法: 高感度化/高精度化】 

＜実施内容＞ 

 上述において開発した広視野イメージング/ゲル作製

システムは、複数の異なる形状のハイドロゲルを同時に

作成可能であり、GCM 法のハイスループット化に有効

であることが示された。一方で、本装置は MCA 上の細

胞の広視野一括撮像と GCM に特化した設計としたため、

200 μm 以下の微細な構造のハイドロゲルを作成できな

いこと、光学系の設計上、イメージングの感度低下が発

生することなどの課題が残されていた。そこで、イメー

ジングの高感度化、ハイドロゲル造形の高精度化を目的

として、一括ゲル作成装置の次世代機の開発を進めた。 

＜成果＞ 

 次世代機は、XYZ 電動ステージと、ゲルの自動注入機能を

もつ構造とした (図 9)。これにより、光照射パターンを変化さ

せつつハイドロゲルを注入することで、ハイドロゲルの 3D プ

リンティングを行うことが可能な設計とした。イメージングの

高感度化に向けて、複数の対物レンズを交換可能な光学系を設

計した。また、イメージング用の光学系とハイドロゲル硬化用

の光学系を統合することにより、細胞に照射される励起光及び

カメラに向かう細胞由来の蛍光のロスを低減した設計とした。

結果、初期型の広視野イメージング/ゲル作製システム(図 6)で

は観察が難しかった細胞固定化後の細胞内抗原の検出が可能

となった。ハイドロゲル造形の高精度化については、高倍率レ

ンズを搭載することにより、100 μm 以下のサイズのハイドロ

ゲルを作製することが可能となった(図 10)。さらに、専用の制御ソフトを開発し、画面上で

入力したポイントに対して任意の形状の光を照射することを可能とした。 

＜成果の位置付け＞ 

【GCM 法: ハイスループット化】にて開発した広視野イメージング/ゲル作製システムは

MCA 上（6 mm x 6 mm 領域）の細胞を対象とした設計であったため、適応可能なサンプル

が MCA に限定されていた。本システムは、より汎用的に使用可能な設計とし、光学系の再

構築により、蛍光検出感度の向上、ハイドロゲル造形の高精度化を達成することができた。

図 9. 高精度広視野イメージング/ゲル
作製システムの概要 

図８. ハイドロゲルの形状による単一細胞バーコーデ
ィング (A) 広視野一括撮像による細胞の二成分イメージン

グ (B)作製されたハイドロゲル。スケールバー: 100 m 

図 10. 高精度広視野イメージ
ング/ゲル作製システムを用い

て作成したハイドロゲル 
(A) 照射パターン (B) ハイド
ロゲルの顕微鏡観察像。スケー

ルバー: 100 μm 
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顕微鏡観察下で任意の部位に様々な形状の光を照射するシステムとしてはカナダ

MIGHTEX 社の Polygon シリーズが 2015 年に市販化されているが、光照射のみを目的とし

たものであり、電動ステージの制御などのシステム全体の制御を行うことはできない。そ

のため、主にオプトジェネティクスにおける光刺激の制御に用いられている。一方で本シ

ステムは、GCM 法による細胞分離を行うことを想定したシステム設計となっており、ステ

ージ制御、細胞撮像、ハイドロゲルの作製まで工程を一つのソフトウェア上で実施できる。

これらの点で既存技術と差別化できると考えている。 

 

【GCM 法：自動マイクロピンセット】 

＜実施内容＞ 

 ハイドロゲルで包埋した細胞のハンドリングプ

ロセスの自動化を目的として、分離装置の設計・

プロトタイプ開発を行った。本研究では、ハイド

ロゲルの分離及び運搬方法として、ピンセット方

式とプローブ方式の 2 種を考案し、予備実験を実

施した。最終的にピンセット方式を選択し、自動

化装置のプロトタイプ機を開発した。装置の性能

評価として単一細胞を包埋したハイドロゲルの分

離効率と、所要時間を評価した。また、分離した

単一細胞の全ゲノム増幅反応への適応性を評価し

た。 

＜成果＞ 

 ピンセットを装備した自動化装置（自動マイク

ロピンセット）を試作した(図 11)。本装置は自動

で開閉、傾斜するピンセット、自動 XYZ ステージ、ハ

イドロゲルを観察するための顕微鏡、ハイドロゲルを

作製したカバーガラスを設置するための台、細胞回

収用の PCR チューブを設置するためのホルダーから

構成される。ハイドロゲルの位置情報をマニュアルで

読み込むことで、全自動運転にてハイドロゲルを PCR

チューブに輸送することが可能である。ステージの運転速度を検討した結果、一個のハイドロゲル

の輸送を約 45 秒で完了することが可能であった。精度評価として同一の基板上に固定した 20 個

のハイドロゲルを分離したところ、全てのハイドロゲルをロスなく PCR チューブに輸送することが可

能であった。このことから、本装置は高精度な単一細胞の分離が可能であることが示唆された。ま

た、分離した単一細胞に対して全ゲノム増幅を行なった結果、手動で分離したものと同等量の全ゲ

ノム増幅産物を得ることが可能であった (全ゲノム増幅に関しては 3-1-3に記載)。 

＜成果の位置づけ＞ 

 これまで販売されている単一細胞分離装置は細胞を直接操作するため、数 μm オーダーで

の制御が必須であり、非常に高精度な機械加工・組み立て技術を必要としていた。一方、

GCM 法は単一細胞を数百 μm 程度のサイズのハイドロゲルに包埋してハンドリングするた

め、要求される機械精度を落とすことができる。このため、従来法と比較して装置のコス

ト面で有利である期待できる。また、全行程をモニタリングすることが可能であり、単一

細胞を 100％ロスすることなく PCR チューブまで運搬することが可能であった。 

 

【GCM 法：光照射の細胞への影響評価】 

＜実施内容＞ 

 本研究で考案した GCM 法は光照射により細胞をハイドロゲルで包埋するプロセスを含

む。よって光照射時における細胞、及び DNA への影響の評価が必要である。そこでハイド

ロゲルの硬化に必要なエネルギー（380 mJ/cm2）、および実際の照射強度の 20 倍強にあたる

図 11. 自動マイクロピンセット 

(A) 装置外観。(B) ハイドロゲル(白矢印)把持
前の様子。(C) ハイドロゲルを把持した様子。
(D) PCRチューブ内部に輸送したハイドロゲル

の観察 
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約 8300 mJ/cm2 の条件において、光照射による細胞への影響評価を実施した。各条件によ

り光照射した後の細胞（A549）に対し、コメットアッセイ(単一細胞ゲル電気泳動法) にて

DNA の切断を評価した。さらに UV 照射した DNA に対し、DNA 損傷マーカーとして知ら

れるシクロブタン型ピリミジンダイマー、6-4 光生産物、及び 8-oxo-dG の 3 種の化合物が発

生するか、抗体染色により検証した。 

＜成果＞ 

 コメットアッセイの結果、いずれの条件にお

いてもコメットテールの長さに顕著な違いは

見られなかった(図 12)。このことから、ハイド

ロゲルの作製に用いるエネルギーの光照射で

は DNA の顕著な断片化は発生しないことが示

唆された。また、3 種の DNA 損傷マーカーを

抗体にて染色したところ、いずれも検出限界以

下であった。これは、既往の知見とも矛盾しな

い結果であり、GCM 法で用いるエネルギーの

光照射では DNA に顕著なダメージは発生しな

いことが示された。 

＜成果の位置づけ＞ 

細胞への光照射の影響は、先行研究と矛盾し

ない結果であった。また、ハイドロゲルの硬化

に必要な照射量の 20 倍のエネルギー量でも DNA への影響は見られないことから、GCM 法

による DNA へのダメージは無視できるレベルであると考えられる。このことから、本手法

が遺伝子解析に利用可能であることが示された。 

 

３．１．3 単一細胞の核酸増幅の検討(農工大グループ)  

【全ゲノム増幅】 

<実施内容> 

 ヒト由来の単一細胞にはゲノム DNA が 6 pg 程度しか含まれていないため、単一細胞由

来のゲノム解析を行うためにはゲノム DNA を網羅的に増幅可能な全ゲノム増幅 (Whole 

genome amplification: WGA) を行い、十分量の DNA を確保する必要がある。上述で示した

GCM 法は、単一細胞を確実に次の反応に供することが可能であるため、ゲノム解析への利

用が期待される。本項では、ハイドロゲルに包埋された単一細胞を WGA 法に利用すること

が可能であるか検証した。GCM 法にて分離した単一細胞に対して WGA を行い、①全ゲノ

ム増幅産物の収量、②増幅領域へのバイアス、コピー数の評価を実施し、ハイドロゲルの

WGA への影響を評価した。 

 WGA には Multiple displacement amplification (MDA)法に基づく Repli-g Single Cell kit 

(QIAGEN)、PCR 法に基づく Ampli1 WGA kit (Silicon Biosystems)、及び MDA と PCR 双方を

組み合わせた PicoPLEX WGA kit (New England BioLabs)の 3 種類のキットを用いた。GCM

法にて分離した細胞に対して、全ゲノム増幅を行い、得られた増幅産物の収量を測定した。

ハイドロゲルの全ゲノム増幅の増幅領域に与える影響を評価するために、得られた増幅産

物をテンプレートとし、染色体上での位置の異なる 9 領域 (Jiang et al., Nucleic Acid Research, 

2005) の PCR 増幅を実施した。さらに、全ゲノムを網羅的に増幅することが可能であるか、

Array CGH 解析にて評価した。 

<成果> 

①3 種類の増幅方法において GCM 法で分離された単一細胞（ハイドロゲルで包埋された単

一細胞）から十分量の増幅産物を確認することができた(表 2)。マイクロマニピュレーショ

ンにて分離した細胞（ゲル非存在下での WGA）から得られた増幅産物量をｔ検定により検

証したが、いずれの増幅方法において有意差は認められなかった。一方、GCM 法で分離し

た単一細胞のハイドロゲルから露出している部位をゲルで包埋することで、細胞全体をハ

図 1２. コメットアッセイによる DNA 切断の評価 
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イドロゲルで包埋した細胞に対して WGA（PicoPLEX WGA kit）を行った結果、増幅産物を

得ることが出来なかった。この結果より、GCM 法により分離した単一細胞の WGA への利

用においては、ハイドロゲルから一部露出していることが重要であることが示された。 

②3 種類の全ゲノム増幅キットを用いて得られた全ゲノム増幅産物をテンプレートに遺伝

子増幅の確認を行った（表 3）。3 種の全ゲノム増幅キットで増幅のされやすい領域に差異

があることが確認されたが、ハイドロゲルに起因する影響は見られなかった。また、Array 

CGH 解析より、単一細胞のゲノムの概ね全領域を増幅できていることが確認できた。この

ことから、ハイドロゲル

は全ゲノム増幅における

増幅領域へ顕著な影響を

与えないことが示唆され

た。また、HER2 遺伝子な

どのがん関連遺伝子に対

して、qPCR にて検出可能

であることを確認してい

る（遺伝子変異検出に関

する検討の詳細は 3-3-1に

記載）。 

<成果の位置づけ> 

 GCM 法では単一細胞のハンドリング性を向上させる代わりに、細胞にハイドロゲルが付

属する。そのため、ハイドロゲルが後段の解析に影響を与えることが懸念されたが、検証

の結果、顕著な影響なく解析を行うことが可能であることが確認できた。また、ハイドロ

ゲル内部に細胞を完全に包埋した場合に WGA 産物が全く得られなくなることから、WGA

には細胞が一部ハイドロゲル外部に露出していることが重要であることが確認できた。本

手法では MCA 上に細胞を捕捉した上でハイドロゲルに包埋するため、確実に細胞をハイド

ロゲル外部に露出させることができる。このため、本手法は分離した単一細胞を確実に

WGA 反応に供することができると考えられ、簡易・迅速な単一細胞分離技術として広く利

用されることを期待している。 

 

【全トランスクリプトーム増幅】 

<実施内容> 

 ヒト単一細胞には RNA が 10 pg 程度しか含まれないため、単一細胞のゲノム解析と同様

に、遺伝子発現解析・トランスクリプトーム解析を行うには、全トランスクリプトーム増

幅 (Whole transcriptome amplification: WTA) を行い、後段の解析に十分量の cDNA を取得す

る必要がある。このような背景のもと、GCM 法にて分離した単一細胞において WTA 法が

適応可能か評価することとした。また、細胞内の RNA 安定化のタイミングについても検討

し、RNA 分解への影響も評価した。 

表 2. 全ゲノム増幅法と単一細胞分離手法による増幅産物の収量の比較 

表３. 全ゲノム増幅のバイアス評価 
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GCM 法で分離した単一細胞に対して WTA を実施し、増

幅産物の収量及びクオリティをキャピラリー電気泳動に

より評価した。 WTA には Poly-A tailing に基づく

Quartz-seq 法 (Sasagawa et al., 2013) と Template switching 

に基づく SMART-seq 法 (Takara Bio)を使用した。また、

RNA の安定化処理には CellCover (Anacyte) を使用した。 

<成果> 

 あらかじめ RNA の安定化処理を実施することで、GCM

法で分離した単一細胞においても従来法 (マイクロマニ

ピュレーション)で分離した単一細胞と同等の収量(数十

ナノグラム)・平均鎖長(1100 bp 超)を持つ WTA 産物

を取得することが可能であった(図 13)。また、同様の

条件にて SMART-seq 法での全トランスクリプトーム

増幅も実施可能であることを確認した。また、単一細

胞から得られる WTA 増幅産物量は、細胞毎に大きく

異なることが示された（20 ～130 ng）。そこで SYTO 

RNA select による細胞内 RNA の染色を行ない、一細

胞ごとの輝度を評価したところ、細胞によって輝度値

が異なり、広範に分布することが確認できた(図 14)。

このことから、WTA 産物の収量の違いは細胞内の

RNA の量を反映していることが示唆された。 

<成果の位置づけ> 

 単一 CTC の遺伝子発現解析においては単一細胞の

分離工程における細胞へのストレスを考慮する例は殆どなく、これらを無視した解析が行

われている現状にある。本検討においてはハイドロゲルへの包埋による単一細胞への物理

的ストレスを考慮し、ハイドロゲル包埋前に RNA の安定化処理を行うことで、良好な WTA

産物の取得を行えた。本手法以外での単一細胞遺伝子発現解析においても有意義な知見と

なると考えている。 

 

【同一の単一細胞からの全ゲノム及び全トランスクリプトーム増幅】 

<実施内容> 

 従来の単一細胞遺伝子解析では、DNA または RNA

の一方のみを対象とした解析が行われてきた。これ

らの解析が、これまで未知であった現象を説明する

手がかりとなるデータを提供する一方で、ゲノム構

造と遺伝子発現の単一細胞レベルでの相互関係は厳

密には未知のままであった。このような背景のもと、

本研究課題では単一CTCの DNA 及び RNA を分画し、

それぞれを増幅することで双方の解析を実現するこ

とを計画した。本研究では Macaulay らが開発した磁

気ビーズによる mRNA のキャプチャーを利用した

G&T-seq 法 (Macaulay et al., Nature Method, 2015) を

利用し、GCM 法により分離した単一細胞から

DNA/RNA の同時解析が可能であるかを評価した。ま

た、G&T-seq 法の実施に先駆けて、単一細胞の溶解

条件を検討した。細胞の溶解には、RLT Buffer、NP-40 を使用し、細胞溶解後の核・細胞質・

RNA の溶出を蛍光染色により確認した。mRNA の分画にはアダプター配列を付与した Oligo 

dT 修飾磁気ビーズ (Dynabeads) を使用した (図 15)。また、WTA には SMART-seq v4 Ultra 

Low input RNA kit (タカラバイオ) 、WGA には PicoPLEX WGA kit (New England BioLabs)を

図14. 単一細胞RNA由来の蛍光強度から
作成したヒストグラム 

図 15. ハイドロゲル包埋単一細胞からの
DNA/RNA の分画方法 

図 1３. Quartz-seq による単一細
胞由来増幅産物の電気泳動図 
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使用し、既報のプロトコルを改良した。 

<成果> 

 GCM 法にて分離したハイドロゲル包埋単

一細胞に対して溶解バッファーを添加した

ところ、1x RLT Buffer 及び 0.5x RLT Buffer

にて細胞質及び核の溶解が確認された。

NP-40 は濃度を 2%とすることで細胞質の溶

解及び RNA の分散が確認されたが、核の溶解には至らないことがわかった。これらの溶解

バッファーによる細胞溶解サンプルを対象に DNA/RNA の分画、及び WGA、WTA を実施

した結果、0.5x RLT Buffer を用いた場合においてのみ双方の増幅産物を得ることが可能であ

った (表 4)。さらに、WGA においては、分画操作を行わなかったサンプルよりも多くの増

幅産物を得ることが可能であった。これは、分画工程において細胞内に存在する DNA 増幅

阻害物質が除去されるためであると考えられる。 

<成果の位置づけ> 

 単一細胞のマルチオミクス解析は G&T-seq の登場を皮切りに様々な手法の開発が報告さ

れているが、CTC の研究に利用した例は存在しない。このような現状の中、GCM 法にて分

離した同一の単一細胞から DNA・RNA 双方の増幅が可能となったことは、大きなアドバン

テージとなると考えている。本手法にて、希少な CTC から多くの情報を取得することがで

きれば、抗がん剤効果の判断に必要な情報提供が可能となり、個別化医療への貢献が期待

できる。 

 

３．2 プロトタイプ開発  

<概略> 

 臨床サンプルの処理に適したフィルターとして、金属フィルターの安定化処理、および

CTC 濃縮後の遺伝子解析などの二次解析を可能とする解体型のカートリッジを設計した。

また、末梢血からの自動 CTC 濃縮・染色装置を基盤とし、フィルターからの細胞分離とし

て簡易的な細胞分離システムを新たに構築した。さらに、追加項目として蛍光染色された

がん細胞の自動判定ソフトウェアの開発を行った。 

 

３．2．１ フィルターおよびカートリッジの試作開発（日立化成グループ） 

【MCA フィルター】 

<実施内容> 

 東京農工大学及び日立化成グループでは本プロジェクト開始以前に、Ni 製の MCA の開

発に取り組み、CTC 検出への利用性を示してきた。本プロジェクトにおいては、CTC 濃縮

後の細胞の分離、核酸解析への応用や細胞培養への利用を目的として、新たに MCA 表面の

改質として、表面状態を安定化させるための表面

処理を検討した。具体的にＮｉ製フィルターは耐

食性が弱いため、金めっき処理の検討を行った。

更に金属表面への生体親和性処理を施し、遺伝子

解析でノイズ原因となる白血球・血小板の低減を

検討した。 

<成果> 

 フィルター本体の安定化検討の結果、金めっき

処理により耐劣化性能を付与することに成功した 

(図 16)。更に、生体親和性処理により遺伝子解析

時のノイズ成分（白血球、血小板）の低減効果が

あることを確認した。 

 

【解体型カートリッジ】 

図 16. 金めっきフィルターの安定性 

表 4. 溶解バッファーによる核酸増幅への影響評価 
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<実施内容> 

これまで開発してきたカートリッジは CTC 検

出を目的とした仕様であったため、内部の MCA

フィルターの取り外しができない溶着型カート

リッジを使用していた。本プロジェクトでは、濃

縮した CTC の取り出しを目的として、新たに解

体型のカートリッジの試作に取り組んだ。具体的

には、クリップ除去により容易に解体可能なカー

トリッジとして設計した。固定はクリップ止めと

し、血液検体プロセス時に漏えいせず、顕微鏡観察領域の平面性を保つために、均一に圧

がかかる最適化を行った。 

<成果> 

解体型カートリッジのクリップ位置により液漏れ現象が発生したため、圧力分布ミュレ

ーションにより最適位置をシミュレーションした。サンプル液にて液気密性を検証し、４

点固定（中央）による最適仕様を決定した (図 17)。解体型カートリッジの開発により、従

来の細胞観察に加え、フィルター上の単一細胞に対する遺伝子解析への可能性が拡がった。 

<成果の位置付け> 

 初期の MCA システムは捕捉細胞の計数を目的に設計されたものであったが、遺伝子解析

のニーズが高まり、新たに解体型カートリッジを設計した。数社がサイズ選択的な CTC 回

収装置を開発中であるが、MCA システムは細胞捕捉染色の自動化、二次解析に有利な短時

間での細胞捕捉を特長としており、駒込病院グループでの臨床研究ほか複数の共同研究に

おいて、本カートリッジを用いた血液検体の評価が進行中である。解体型カートリッジは

捕捉した細胞へのアクセスが可能であることから、単一細胞遺伝子解析等の二次解析への

利用が可能であると考えられ、現在の CTC 研究のニーズを満たすものと期待している。 

 

３．2．2 簡易細胞分離システムの構築（日立化成グループ） 

<実施内容> 

農工大グループで進めているハイドロゲルを用いたハイスループットな単一細胞分離シ

ステム（GCM 法）の確立に先駆けて、MCA 方式に特化した簡易細胞分離システムの構築

を検討した。 

<成果の位置付け> 

 本プロセスにより、濃縮した細胞を高効率にカートリッジ外部に取り出すことができる

ため、市販の単一細胞分離システムを用いた単一細胞やクラスター細胞の分離が可能にな

ると考えられる。また、金属製の MCA フィルター上では困難であった透過光観察が可能と

なるため、ギムザ染色など、従来の細胞診と同様のプロセスにて CTC を同定することがで

きる。現状、CTC の同定は細胞骨格タンパク質の蛍光染色にて行われることが一般的だが、

細胞診による検出のニーズも多い。本プロセスはそれらのニーズに応える上でも有効な手

法であると考えている。 

 

３．2．3 CTC 計数用ソフトの開発（日立化成グループ） 

<実施内容> 

6 mm x 6 mmの MCAフィルター上に回収された細胞集団からCTCを計測するためには、

蛍光免疫染色した細胞を蛍光顕微鏡にて観察し、CTC を画像から同定している。これまで

の臨床試験の結果より、CTC はがん細胞株と異なり染色性に劣る傾向がある。その結果、

測定者間で捕捉した細胞が CTC であるかどうか判定にばらつきが出やすい。そこで、本項

では統一された判断基準をベースに捕捉細胞を判断できるよう、新規に CTC 計数用ソフト

の開発を行い、市販ソフトと比較した。 

<成果の位置づけ> 

 撮像された画像から CTC を同定する場合、画像の撮像、画像解析、測定者による解析結

図 17. 試作した解体型カートリッジ 
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果確認、最終判断というステップが必要になり、通常は時間がかかり、測定者間の誤差も

生まれやすい。東京農工大で開発を行っている広視野一括撮像システム(3-1-1 に記載) と、

日立化成の CTC 計数用ソフトは、画像の撮像及び解析に必要な時間を大きく削減すること

が可能である。また、同一の解析アルゴリズムを使用することで、測定者間の誤差を抑制

し、信頼性の高い結果を安定して得ることが出来るようになると期待している。 

 

３．3  CTC 核酸解析プラットフォームの有用性の評価 

＜概略＞  

近年、発生生物学と再生医学の分野において単一細胞遺伝子解析の実施例は増加してい

るが、CTC を対象とした研究報告例は未だ少なく(現時点で 20 例以下)、技術的な課題が残

されている。また、これまでに示された実施例においても、分離した単一 CTC 由来の核酸

増幅産物が、必ずしも解析に耐えられるクオリティを示していないことが確認されており、

その歩留まりは分離できた単一 CTC 全体の 30~60%程度といった現状にある。操作の煩雑

さによる CTC のロスや、検体あたりの所要時間の長さ(4-5 時間)による CTC へのストレス

が考えられ、これらが単一細胞遺伝子解析の歩留まり低下の一因となっている考えられる。

従って、CTC の単一細胞遺伝子解析を推進していくためには、迅速かつ確実に単一 CTC を

分離する技術が必要であるが、実用レベルでこれを満たす技術は現時点で存在しない。 

本プロジェクトでは、MCA 方式のよる CTC の核酸解析プロセスの要素技術開発を行って

きた(3-1, 2)。本項では、その有用性の評価とがん患者からの血液検体を用いた臨床試験への

応用を試みた。また、がん診断、治療、創薬分野への CTC の利便性の追求を目的として、

治療標的因子の探索や薬剤開発における POC 確認などへの応用の可能性について、検討し

た。本項での実施内容を以下の 4 つの研究項目に集約する。 

３．3．１ 要素技術の有用性確認 

研究課題 : GCM法を用いた単一細胞ゲノム解析及び遺伝子発現解析の実 

 証試験 / 臨床検体を用いた単一細胞遺伝子発現解析試験 

３．3．2 新規治療標的因子の探索、同定 

研究課題 : 単一細胞全ゲノム増幅産物のターゲットシークエンスによる 

 遺伝子変異の同定 (モデル/臨床) 

３．3．3 Proof of Concept(POC)の確認 

研究課題 : 抗体染色による分子標的薬の標的分子修飾評価系の構築 /  

 遺伝子発現解析による分子標的薬暴露の影響評価 

３．3．4 CTC の培養 

研究課題 : MCA 上からの細胞回収法の開発/臨床検体を用いた培養試験 

 

３．3．１ 要素技術の有用性確認(駒込病院グループ・農工大グループ) 

 CTC研究は、その感度、特異度が極めて重要である。数千万個の白血球に対してわずか数個の

CTC をとらえる技術の確立（感度）、および偽陽性 CTC を生じないシステムが望まれる（特異度）。

仮にCTCであるとした細胞がCTCでなかたった場合、基礎検討、臨床研究において、誤った結果

を得ることになり、研究、臨床応用は困難となる。これまでに MCA 方式を採用した CTC 濃縮装置

の肺がん患者への有効性に関して、実証済みであるため、他のがん種への有用性評価と核酸解

析への利用性を確認した。 

2017 年度までに病期、がん種など多岐にわたるがん患者の血液検体を用いて、解析を行って

いる。これまでに、CTC 濃縮装置の性能評価、画像ソフト Columbus を使用した CTC 計測、及び

GCM 法を用いた核酸解析を実施している。以下に、本プロジェクトで開発した GCM 法の有用性

の確認をまとめた。 

【GCM 法：ゲノム解析】 

<実施内容> 

CTC を用いたがんの遺伝子検査を目指し、GCM 法による単一細胞の分離と塩基変異多型

解析、コピー数多型解析、及び全ゲノムシークエンス解析への利用性について検証した。
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がん患者血液 (1 ml) またはがん細胞をスパイクした健常者血液(1 ml)を用いて、3-1 で示し

た MCA 方式によるがん細胞の濃縮、GCM 法による単一細胞を分離し、全ゲノム増幅を行

った。増幅産物に対し、塩基配列解析にはサンガー法(ABI PRISM 3130)または ion PGM (Life 

technologies)によるターゲットシークエンス、次世代シークエンサー(HiSeq2500 (illumina))

による全ゲノムシークエンスを実施した。また、Copy number variation の解析にはリアルタ

イム PCR による乳がん細胞の HER2 遺伝子のコピー数解析を行った。 

<成果> 

塩基変異多型解析として、EGFR のエキソン

19 の部位に 15 塩基欠損の遺伝子変異 (del 

E746-A750) を持つことが報告されている肺が

ん細胞株 HCC827 細胞をモデル CTC として用

いた。がん細胞株をスパイクした健常者血液か

ら MCA を用いてがん細胞の濃縮・染色後、

GCM 方による単一細胞の分離を行った。分離

した細胞に対して全ゲノム増幅を行い、増幅産

物に対しシークエンス解析を行った。その結果、

HCC827 細胞からのみ遺伝子変異を持つ配列

が確認された (図 18A)。GCM 法により分離し

た全ての細胞において、細胞株に対応した遺伝

子変異が確認され、EGFR 遺伝子変異の検出率

は 100 %となった。 

Copy number variation 解析の実証試験として、

HER2 遺伝子のゲノム上でのコピー数が異なることが確認されている乳がん細胞 SK-BR-3、

MCF-7 を使用した。これらの細胞を単一細胞レベルで分離し、全ゲノム増幅を行い、得ら

れた増幅産物を対象に HER2 遺伝子とコピー数の変化がないβ-globin のリアルタイム PCR

を行なった。その結果、分離した全ての細胞 (各 10 細胞)において、既往の知見を反映した

コピー数比を示した (図 18B)。 

 全ゲノム配列解析として、GCM 法により分離した単一細胞（胃がん細胞）を Ampli1 WGA 

Kit (silicon biosystems)、および REPLI-g single cell kit (Qiagen)により増幅し、シークエンス解

析を行った。また、コントロールとして、バルク細胞(106cells)から抽出したゲノム DNA サ

ンプルに対しても同様にシークエンス解析を実施した。その結果、REPLI-ｇ法で増幅した

サンプルから取得した解読塩基数および Quality は、バルク細胞から取得した結果と同レベ

ルであることが示された。以上の結果より、GCM 法で分離した単一細胞に対して、種々の

ゲノム解析への利用性が示された。 

<成果の位置付け> 

CTC の検出工程を経たサンプルから遺伝子変異を検出可能であることを確認できた。ま

た、遺伝子解析の結果、白血球とがん細胞の取り違え、複数細胞の巻き込みなどなく単一

細胞を分離できることが確認できた。また、全ゲノム解析においては、全ゲノム増幅方法

により得られる解読塩基数に違いが見られている。解読配列の詳細解析に関しても今後実

施し、その特性の評価を引き続き行っていく予定である。 

 

【GCM 法：トランスクリプトーム解析】 

<実施内容> 

 単一細胞レベルでの CTC のトランスクリプトーム解析の実施に向けて、転移性がん患者

血液（1 ml）からの CTC 候補の検出及び単一細胞分離試験を行い、3-1-3 にて決定した条件

で単一 CTC 候補から WTA 産物を得ることが可能であるかを評価した。転移性がん患者血

液 1 ml を対象に CTC の単一細胞分離を行い、WTA を行なった。得られた WTA 産物の収量

及びクオリティをキャピラリー電気泳動及びハウスキーピング遺伝子GAPDHの qPCRによ

り評価した。また、膵臓がん患者より分離した CTC 候補細胞についてシークエンスライブ

図 18. GCM 法に基づいた単一がん細胞の遺伝子変

異解析（A）及び Copy number variation 解析（B） 
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ラリーを作成し、Illumina Hiseq 2500 にて RNA-seq を行った。さらに得られたシークエンス

データから、遺伝子発現解析を実施した。 

<成果> 

 RNAを対象としたCTCの単一細胞解析は技術的なハードルが高く、世界的にもまだ報告例が少

ない。そのため、本手法にて単一 CTC を検出・分離でき、安定的に WTA 産物を取得できることを

確認できたことに大きな意味がある。従来法では数時間の操作の間、CTC 内の RNA は安定化さ

れないのに対し、本手法は血液から CTC を濃縮した直後 (約 40分以内) に細胞内 RNA を安定

化できる。このことから、本手法では長時間の実験操作による影響を受けにくいロバストな遺伝子

発現解析が可能であると考えら

れる (図 19)。また、RNA-seq解

析により、膵臓がん患者の CTC

候補の性質を評価した結果、膵

臓がんモデルマウスと類似した

性質を持つことが確認できた。

このことから、本手法を用いた

CTC の遺伝子発現解析により、

がんの転移メカニズムや、抗が

ん剤耐性の獲得機構について

の知見を得ることが可能になる

と考えられる。 

 

３．3．２ 新規治療標的因子の探索、同定(駒込病院グループ) 

<実施内容> 

治療標的因子の探索として、CTC に特徴的な遺伝子変異を見出すために、単一細胞レベ

ルでのがん関連遺伝子のターゲットシークエンス解析を実施した。臨床サンプルの実施に

先駆けて、まず単一細胞での解析可能遺伝子変異の範囲を規定した。がん細胞株 5 種（乳

がん：BT20, SKBR3 肺がん：PC9 大腸がん：HCT116, WiDr）を用いて、単一細胞から増

幅したゲノム DNA(Ampli1 で増幅)とバルク DNA との遺伝子変異の比較を実施した。遺伝

子変異解析は、Ion PGM（LifeTechnologies）による Cancer Hotspot Panel（50 種類のがん関連

遺伝子）での解析を実施した。1 細胞から増幅したゲノムと、バルク DNA の同パネルでの

遺伝子変異解析の比較を行い、解析可能遺伝子変異の範囲について確認した。さらに、複

数のがん患者の臨床検体から分取した単一 CTC の遺伝子変異解析を実施した。なお、CTC

の分離には、MCA/GCM 法の確立以前において、従来法により実施した。本検討により、

新規の標的が見出された際には、がん細胞での遺伝子変異の強制発現系、ノックダウン系

を用いて機能解析を実施した。 

<成果> 

ターゲットシークエンス解析

により得られた遺伝子変異の結

果を図 20 に示す。全ゲノム増幅

の過程により、本来有していた可

能性のある遺伝子変異を検出で

きなくなる可能性が分かった。し

かし、全ゲノム増幅の過程による

増幅ミスのために、本来は有して

いない遺伝子変異を誤って検出

してしまう（偽陽性）可能性は極

めて低いことが示唆された。すな

わち、CTC 1 細胞から全ゲノム増幅の過程を経てシークエンス解析により得られた遺伝子変

異は、その CTC に存在している可能性が極めて高いと考えられた。 

図 20. 5 細胞株の BULK DNA と 1 細胞からの増幅 DNA を用いた遺
伝子変異検出の比較 
 

図 19. 各種 CTC 単離技術の RNA 解析における細胞処理工程の比較 
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 以上の結果を踏まえ、臨床検体から分取された CTC を用いて解析を行った。 

<成果の位置付け> 

 単一細胞で核酸解析が可能なプラットフォームの実現は、臨床においてがんの進展度診

断、治療法の決定、再発、転移、予後予測など様々な応用が期待でき市場規模は大きい。

本研究で進めている CTC に特異的な遺伝子変異の発見やその機能解析により、創薬研究に

も新たな知見が得られると考えられる。 

 

３．3．３ Proof of Concept(POC)の確認 (駒込病院グループ・農工大グループ)  

創薬開発における POC の確認は、投薬前後での治療薬標的の評価を行うことであり、ほ

とんどの抗がん剤の治験において実施される。病変組織の生検による標的分子の評価を投

薬前後において行う必要があるが、患者に身体的負担を与えるため、再生検を行うことは

容易ではない。そこで、POC 確認の検査対象として CTC の利用による創薬開発の効率化が

期待されている。さらに、CTC を利用することで、投薬効果や病状の進行状況をリアルタ

イムに評価し、患者個人に最適な治療法を選択する個別化医療に繋げることが期待できる。

以下には、本プロジェクトにおいて、CTC を用いた POC 確認への利用を目指し、薬剤応答

の単一細胞レベルでの評価系ついて検証した。 

【薬剤投与による標的分子の修飾評価】 

＜実施内容＞ 

 臨床で用いられている抗体を含む分子標的薬を用いて、疑似的に薬剤による標的分子の

修飾が観察できるかを試みた。がん細胞として、HER2 陽性乳がん細胞株である SKBR3 ま

たは EGFR 陽性大腸がん細胞株である WiDr を使用した。がん細胞（1000 cells）をスパイク

した健常人血液 (3 ml) に、薬剤（トラスツズマブまたはパニツムマブをそれぞれ 10 g/ml）

を 4 時間暴露し、暴露前後における標的分子の修飾を観察した。 

<成果> 

薬剤投与無しのおいては、HER2 陽性細胞、及び EGFR 陽性細胞の標的分子の発現が確認

された。一方、薬剤投与ありの細胞においては、がん細胞の確認はされたが、標的分子の

発現が示されなかった。本結果、薬剤暴露により標的分子が修飾を受けていることが示唆

された。以上の結果より、標的分子における薬剤暴露後の変化が、1 細胞レベルで確認可能

であることが示された。 

<成果の位置づけ> 

 分子標的薬剤の開発が主流となった今、開発過程における新規開発薬剤の drug-induced 

target modification（薬剤の標的分子の修飾）の早期臨床試験における確認は、創薬の効率化

に貢献する可能性がある。上記では、抗体染色による評価を実施したが、検出可能なタン

パク質には数的制約が残るため、以降で示す RNA 解析技術を用いて drug-induced target 

modification の評価が行えると考えており、臨床検体を用いた基礎検討を実施している。 

 

【薬剤暴露による mRNA 発現応答の評価】 

<実施内容> 

薬剤投与後の体内における CTC での発現変動を評価することを最終目的として、薬剤暴

露後の経時変化に応じた単一細胞レベルでの遺伝子発現変動を捉えられるかを検証した。

培養ディッシュに播種した肺がん細胞株 PC9 を EGFR チロシンキナーゼ阻害剤である薬剤

（ゲフィチニブ）に曝露した。1、4、24、48 時間後に曝露を停止し、ディッシュから細胞

を剥離したのち、3-1-3 で決定した条件にて、MCA 方式による細胞の回収、RNA の安定化、

GCM 法による単一細胞の分離を行った。WTA を行い、得られた WTA 産物を対象に Digital 

PCR 法にて細胞周期関連遺伝子の発現量を測定した。 

<成果> 

細胞へのゲフィチニブ曝露停止から 10 分以内に RNA 安定化処理を完了することが可能

であった。細胞周期制御遺伝子である CDKN1A、CDKN1B の発現量を Digital PCR にて評価

したところ、ゲフィチニブを曝露した細胞の一部で共通する遺伝子発現パターンを持つ細
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胞が存在することが確認された (図 21)。これは、ゲフィチニブ曝露による影響を捉えたも

のであると考えられた。遺伝子発現パターンが変化した細胞は様々な曝露時間において見

られ、時間依存的な変動を検出するには至らなかった。ゲフィチニブは細胞周期を停止さ

せアポトーシスを誘導する作用機序を持つが、本試験では実際の CTC を想定して細胞周期

を揃えずに実験を行なっている。このため、細胞間の細胞周期のばらつきを反映したこと

が原因と考えられた。また、1 時間のみ曝露した場合においても発現変動が起きた細胞が存

在することが確認された。 

 

<成果の位置づけ> 

本研究では同一の細胞種において薬剤曝露による単一細胞への影響を RNA の発現量にて評

価できることを示した。この結果から、同一の患者において薬剤投与による影響を CTC の遺伝子

発現から評価できる可能性が示唆された。抗がん剤投与前後の CTCの網羅的な遺伝子情報を指

標とすることで、CTC計数では判断できない、精密な薬剤投与効果を検証する術を提示することが

できる。得られた薬剤効果予測に基づき、個々の症例により適した薬剤の選択が可能となり、採血

のみで個別化医療に繋げることが可能である。 

 

３．3．４ CTC の培養検討、株化(駒込病院グループ・農工大グループ)  

CTC の培養は世界各国で試験が進められているが、培養株の樹立に至った報告例は極めて少

ない。培養株の樹立には、CTC 数が大きく依存するが、現状のプロトコルにおいて採血から CTC

の培養に供するまでの時間の長さも培養が困難である要因の 1 つと考えられる。そこで、本プロジ

ェクトでは、CTC 回収の時間短縮を達成できる MCA 方式に基づいた CTC 培養への検討を行っ

た。 

【MCA 上からの細胞回収の検討】 

<実施内容> 

CTC の自動回収・培養技術の開発を目指し、逆流方式による MCA 上からの細胞の回収を検討し

た。このときMCAの表面を修飾を行ったものを使用した。また、末梢血からのがん細胞の回収およ

び培養に関しては、従来法である RosetteSep Human CD45 Depletion Cocktail 及び Ficoll-Paque 

PLUSを用いた密度勾配遠心分離によるがん細胞の回収法を行い、同様な方法で培養を行った。 

＜成果＞ 

論文報告のある従来法と細胞回収率の比

較を行った結果、がん細胞を添加した健常者

血液から従来法では 20~30%であったのに対

し、本手法では 80%以上の効率で細胞を回

収できることが示された (表 5)。このとき、操

作に要する時間は、従来法では 90分程度で

あったが、本手法では約 20 分であった。さら

表 5 血液からの細胞回収効率の比較 

図 21. ゲフィチニブに曝露した肺がん細胞の遺伝子発現の評価 
サンプル名は曝露時間と細胞の番号を示す。例: 24h-5 (24 時間曝露群の 5 番目の細胞) 
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に、血液中から回収した細胞の増殖能は、回収操作を行わずに直接ウェルプレートに播種した細

胞と同等であった。このことから、本手法は従来法と比較して、細胞回収性能、スループット面で優

れていることが示された。 

＜成果の位置づけ＞ 

CTC の解析・培養に向けて、マイクロ流体デバイス内に濃縮した CTC を外部に取り出すための

技術開発が世界的に進められている。これらの多くは CTC の捕捉に利用した抗体とデバイス内壁

の結合を酵素消化などで切断することで取り出しを実現するため、CTCへのダメージが懸念されて

いる。一方で、本手法ではこれらの酵素反応無しで細胞を回収できるため、ダメージの少ない細胞

回収が可能であると考えられる。さらに、本手法は CTCの培養ディッシュへの回収までの操作を最

短で 20 分で完了できる。これは上述の CTC の取り出し機構と比較しても非常に高速であり、細胞

へのストレスを低減する上で有効な手法であると考えられる。 

【CTC 培養の実施】 

<実施内容> 

転移性がん患者の末梢血を MCA を用いてフィルトレーションし、がん細胞を MCA 上に捕捉し

た。その後、MCA上から細胞を 96 well プレートまたは 48 well プレートに回収した。このとき、一

部のサンプルにおいては、蛍光染色によりCTCの有無を確認した。取り出した細胞に対しては、検

討した培地を用いて培養し、顕微鏡にて経時観察を行うことで細胞の分裂の有無及び生死判定を

行った。   

 

３．４ 他細胞種への応用展開(農工大グループ) 

 本プロジェクトで確立した核酸解析のプラットフォームは、末梢血からの CTC 回収に留

まらず、様々な細胞懸濁液からの標的細胞の回収・解析に利用することが可能である。本

項では、MCA 方式に基づいた細胞の回収、及び GCM 法による単一細胞の分離・核酸解析

への活用として、環境微生物への利用性を検討した。さらに、GCM 法による単一細胞の分

離技術をディッシュやスライドガラス上の細胞を標的として、単一細胞を分離できるかに

ついても検証し、応用範囲の拡大を図った。 

【環境微生物への応用】 

<実施内容> 

GCM 法を用いた微生物の単一細胞分離、ゲノム解析、及びハイドロゲル内での微生物培

養への応用を試みた。具体的には、モデル微生物として緑藻 Haematococcas lacustris、珪藻

Fistulifera solaris、 Thalassiosira pseudonana、Phaeodactylum tricornutum 及び出芽酵母

Saccharomyces cerevisiae を標的とし、ハイドロゲルを用いた分離、及び分離した単一細胞か

らの全ゲノム増幅について検討した。Ni 製の MCA に加え、透過光観察が可能な PET 製 (レ

ーザー加工) の MCA を使用し、各種微生物を捕捉、GCM 法にて分離し、微生物の捕捉効

率と単一細胞の分離成功率を評価した。また、分離した単一細胞に対して Repli-g single cell 

kit (QIAGEN) にて全ゲノム増幅、18SrRNA の配列解析を実施した。さらに、環境微生物の

単一細胞分離のモデル実験として、大学構内の池水から採取した環境サンプルに対し、同

様の手法にて微生物の単一細胞の SEM 観察を実施した。

さらに、GCM法により分離した単一細胞（出芽酵母）からの

培養も試みた。 

<成果> 

 H. lacustris、F. solaris、T. pseudonana、及びP. tricornutum

の MCA 上への捕捉効率はそれぞれ 99±1%、92±5%、

101±6%、22±4%であった。P. tricornutum は紡錘形の形態

をとっており、横幅は MCA の孔サイズである 3 μm を下

回る。そのため、MCA の孔を通り抜けたため捕捉効率が

低下したと考えられた。一方で、GCM 法による分離成功

率は、それぞれ 100%、93±3%、97±3%、80±6%であり、

微生物種を問わずいずれも高効率な単一細胞分離が可能

図 22. GCM 法にて分離した環境微生
物の SEM 画像 
(A) 単一微生物(白矢印)を包埋したハ

イドロゲル。Scale bar: 100 μm。 
(B) 分離した単一微生物の拡大図。
Scale bar: 10 μm。 
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であることが示唆された。また、分離した緑藻 H. lacustris 及び珪藻 F. solaris の単一細胞か

らの全ゲノム増幅を行った結果、どちらも次のゲノム解析に十分な収量 (数十 μg) の増幅産

物が得られた。18S rDNA 解析の結果、増幅産物がそれぞれの微生物種由来であることを確

認した。さらに、池水から採取した環境微生物を同様の手法にて分離できることを確認し

た (図 22)。また、GCM 法で用いるハイドロゲルの濃度検討により、分離した単一酵母細胞

の培養が可能となり、98%の細胞において増殖が確認された。倍加時間は約 2-3時間であり、通常

の培養条件と同等であったことから、本手法が細胞の生育に顕著な影響を与えないことが示唆さ

れた。 

<成果の位置付け> 

近年、環境微生物や腸内細菌叢を対象とした単一細胞ゲノム解析技術の開発が精力的に進めら

れている。それらの技術の多くは FACS を利用したものであり、細菌の遺伝子情報は効率的に得ら

れるものの、細胞の形態に関する情報は得られないといった課題がある。本手法は、同一の細胞

に対して形態観察とゲノム解析が可能となるユニークな手法である。今後、単一微生物のトランスク

リプトーム解析が可能となることで形態情報と遺伝子機能の結びつけに関する研究に発展できる。 

 

【接着細胞への応用】 

<実施内容> 

 GCM 法の応用として、ディッシュ上に

接着した単一細胞の分離を試みた。さら

に分離した細胞の遺伝子解析を行い、接

着細胞の単一細胞レベルでの遺伝子解析

への利用性を評価した。サンプルとして、

非小細胞肺がん由来 NCI-H1975、A549 細

胞及び子宮頸がん由来 HeLa 細胞(GFP 安

定発現株)を使用した。各細胞を細胞培養

ディッシュに接着させ、24h 培養した後、

PEGDA にて GCM 法を行った。分離した

細胞の観察には蛍光顕微鏡を利用した。

また、分離した単一接着細胞について、全ゲノム増幅への適応性を評価した。 

<成果> 

GCM 法にてディッシュ上に接着した単一細胞を分離することが可能であった (図 23)。ま

た、サイズ分布の異なる NCI-H1975、A549、HeLa 細胞の分

離を試みたところ、いずれの細胞もサイズに依存せず 90%程

度の効率で単一細胞を分離できることが確認でき、本手法が

接着細胞の単一細胞レベルでの分離に有効であることが示さ

れた。本手法による単一細胞分離の実証試験として、共培養

した HeLa 細胞 (GFP 安定発現株 )と NCI-H1975 細胞を

CellTracker Orange にて染色し、蛍光パターンにて両細胞を識

別、GCM にて分離した。分離した単一細胞に対して、全ゲノ

ム増幅及び EGFR Exon 8 領域の PCR を行い、シークエンス

解析を実施した。結果、HeLa 細胞からは野生型の塩基配列が

検出され、NCI-H1975 細胞からは T790M 変異を有する変異型

の塩基配列が検出された (図 24)。以上の結果から、本手法が接着細胞の単一細胞分離及び

全ゲノム増幅、シークエンス解析に有効であると判断した。 

<成果の位置付け> 

接着細胞の分離にはレーザーマイクロダイセクションが主に使用されるが、大型の装置

が必要であり、また、細胞を播種する基板の材料を限定するため、汎用性に課題があった。

GCM 法は通常の培養ディッシュからでも細胞の分離が可能であることから、汎用的に用い

ることが可能な手法であると考えられる。一方で、現時点では顕微鏡による光照射を行な

図 23. 接着細胞の分離の様子 

(A) ディッシュ上の細胞の観察(白矢印: 標的細胞)、(B) 
GCM 法後のディッシュの観察、(C) ハイドロゲル上の細
胞の観察(白矢印: 分離細胞、破線: ハイドロゲル) 

Scale bar: 100 µm 

図 24 接着細胞の単一細胞遺伝
子解析のモデル実験 . 分離した

単一細胞と EGFR 遺伝子のシー
クエンス結果 
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っているため、単一細胞を分離するには、細胞の播種密度を下げる必要がある。現在、コ

ンフルエント状態からの単一細胞分離に向けて、3-1-1 で開発した一括ゲル作製装置をより

高精度化した光照射システムの開発を進めている。 
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3 月 25 日、PCT/JP2015/059208≫ 

3. ≪血中循環癌細胞捕獲方法、高井健次、ツァイ アンソニー エイチ、八木理美、松永

達也、日立化成株式会社、2015 年 7 月 30 日、PCT/JP2015/071636≫ 

4. ≪血中希少細胞捕獲方法、高井健次、ツァイ アンソニー エイチ、八木理美、松永達

也、日立化成株式会社、2015 年 7 月 30 日、PCT/JP2015/071637≫ 

5. ≪細胞捕捉デバイス、古田土明夫、菊原得仁、小田切大平、金友正文、日立化成株式

会社、2015 年 10 月 5 日、PCT/JP2015/078211≫ 

6. ≪細胞捕捉方法、特定細胞捕捉済デバイスの製造方法、及び特定細胞含有溶液の製造

方法、八木理美、高井健次、菊原得仁、ツァイ アンソニー エイチ、日立化成株式会

社、2015 年 8 月 28 日、PCT/JP2015/074457≫ 

7. ≪生体物質捕獲用フィルター及び生体物質捕獲システム、高井健次、八木理美、松永

達也、鈴木崇裕、ツァイ アンソニー エイチ、日立化成株式会社、2015 年 8 月 31 日、

PCT/JP2015/074768≫ 

 
 

(５)受賞・報道等  

   ①受賞 

1. Kaori Takai（国立大学法人 東京農工大学）, Distinguished Poster Award10th International 

Symposium on Electrochemical Micro & Nanosystem Technologies, Okinawa, 

2014/11/5-11/8  

2. 根岸 諒（国立大学法人 東京農工大学）、第 9 回バイオ関連化学シンポジウム, 熊本

大学工学部 黒髪南地区キャンパス, 熊本, 2015/9/10-9/12   

3. 根岸諒（国立大学法人 東京農工大学）、第 9 回バイオ関連化学シンポジウム・ポス

ター賞、日本化学会―生体機能関連化学部会、バイオテクノロジー部会、熊本、
2015/9/1 

4. 髙井香織（国立大学法人 東京農工大学）、優秀ポスター賞、生体機能関連化学部会、

バイオテクノロジー部会、石川県立音楽堂、2016/9/7-9/9 

5. Kaori Takai（国立大学法人 東京農工大学）, Poster Award、International Conference on 

Single Cell Research、Ito International Research Center, 16 - 17th of November, 2016 

6. 澤 田 武 志 （ が ん ・ 感 染 症 セ ン タ ー 都 立 駒 込 病 院 ） , Travel Grant, 28th 

EORTC-NCI-AACR symposium, ドイツ, 2016/11/2 

7. *根岸諒（国立大学法人 東京農工大学）、優秀研究賞、化学とマイクロ・ナノシス

テム学会第 35 回研究会、東京工業大学、大岡山キャンパス、2017/5/22-5/23 

8. 茅 逸皓(国立大学法人 東京農工大学)、Poster Award、IGER International Symposium on 

Cell Surface Structurtes and Functions 2017、Nagoya University、2017/11/30 

 

   ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

1. 日経産業新聞、血液中のがん細胞検出 東京農工大、早期発見導く、2016/12/22 
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2. 日経産業新聞、分泌物、細胞ごとに解析 東京農工大 がん早期発見めざす、
2017/1/19 

 

   ③その他 

1. マイクロフィルター方式による血中循環がん細胞（CTC）の捕捉・濃縮技術の開発、

国内、ＪＳＴアウトリーチ発表会（彩の国ビジネスアリーナ 2016）、2016/1/27-1/28 

 

(６)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

・ 日立化成は米国テキサス大 MD アンダーソンがんセンターで日立化成システムを使用

した肺癌および乳癌患者の CTC のがん遺伝子解析の臨床的有効性に関する大規模臨床

試験を実施中。 

 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2015/3/29 

医工連携を目指した細

胞解析技術—日本化学

会特別講演 

日本大学理

工学部船橋

キャンパス 

100 人 
血中循環腫瘍細胞の濃縮装

置の開発 

2015/9/18 国立精神・神経医療研究

センター－東京農工大

シンポジウム  

東京農工大

学 

50 人 細胞マイクロアレイ技術を

利用した単一細胞解析と医

療分野への展開 

2016/11/4 「東京農工大学 共同研

究シーズ説明会 2016」

～獣医系・生命工学系～ 

東京農工大

学 

100 人 Microcavityarray 技術に基づ

く単一細胞の核酸解析技術

の開発 

2016/12/2~4 日米先端科学 (JFoS)シ

ンポジウム 

Arnold and 

Mabel 

Beckman 

Center 

70 人 Technology for single cell 

genetic analysis of circulating 

tumor cells 

2017/6/11 朝日研究室、特別ゼミナ

ール 

早稲田大学 20 人 学術交流 

2018/3/9 電気化学会第 85 回大会

シンポジウム 特別企

画 

「細胞解析技術のニュ

ーフロンティア」 

東京理科大

学葛飾キャ

ンパス、東

京 

100 人 研究代表者が企画責任者の

一人として実施し、細胞解

析技術に関するシンポジウ

ムを開催。 

 

 

§６ 最後に 
 本プロジェクトは、研究領域の戦略目標「生体制御の機能解明に資する統合 1 細胞解析

基盤技術の創出」に向けて、がんの血行性転移に直接関与する血中循環腫瘍細胞 

(Circulating Tumor Cell: CTC) に特化した単一細胞核酸解析技術を創出し、抗がん剤開

発への応用性を探る研究として参画させていただいた。CTCの単一細胞解析に関する研究は、

研究開始当初から世界各国で進められていたが、血液中の存在比が 0.00000001%以下である

CTCを効率よく単一細胞レベルで分離する技術の開発がボトルネックであり、CTCの遺伝子
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解析から得られる情報の具体的な利用方法を提示する段階には至っていなかった。そのよ

うな情勢の中で、本プロジェクトでは、簡便かつ高精度な単一 CTC の分離を実現するため

の基盤技術の確立、基盤技術の製品化検討、臨床現場での有用性の評価を医工が一体とな

り実施してきた。その過程において、単一細胞をハイドロゲルに包埋し可視化することで

容易にハンドリング可能とする GCM 法と、それを利用した単一細胞遺伝子解析技術の確立

に成功し、その成果により多くの招待講演の機会や、国内外の学術分野における技術供与

や共同研究に発展した。本プロジェクトにおいて、この様な研究体制を構築し、次につな

がる成果として展開できたことは、チーム型研究推進事業である CREST 研究が無ければ成

し得なかったとあらためて実感している。最後に、本プロジェクト採択直後から今日に至

るまで、計り知れない温かいご指導とご厚情を頂きました菅野 純夫総括には、心から感謝

の意を表したい。また、本領域のアドバイザーの皆様、CREST 研究プロジェクトを支える

JSTの方々にもあわせて感謝したい。 


