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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
一端は閉塞して底部を形成し、他端は開口した筒状の構造体と、開口を密閉するキャップ
からなり、前記構造体は２以上の筒状部材より構成され、分離部にて分離可能であって、
前記筒状部材のうち、一番下側にある筒状部材は開口部と底部を有し、それ以外の筒状部
材は開口部と前記分離部を有しており、
前記分離部は傾斜角度が３０～７０°である先細り形状であって、その先端部分にφ２～
４ｍｍの連通開口部を有し、フィルターは設置されていないことを特徴とする、分離構造
体。
【請求項２】
液体試料から目的とする成分を分離する方法であって、請求項１に記載の分離構造体を使
用して、密度勾配溶液を前記構造体底部から前記分離部近傍まで満たし、試料を重層して
前記開口を密閉した状態で遠心分離する工程と、遠心分離後、開口部の密閉状態を維持し
たまま前記構造体を分離し、密閉を解いて目的とする細胞等を含む分画を回収する工程か
らなる、分離方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遠心力を利用して液体試料から目的とする成分を分離する分離構造体と当該
分離構造体を用いた分離方法に関するものであり、特に好適には体液、分散組織標本又は
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培養細胞のような細胞を含む試料から細胞を分離し、濃縮するための分離構造体及び分離
方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　体液や細胞培養液等の生物学的液体から、又は、組織を懸濁・分散した分散組織標本か
ら細胞のみを分離し、分離した細胞を臨床診断や治療へ応用する研究が進められている。
例えば、血液や組織から分離した腫瘍細胞について、形態学的分析、組織型分析および遺
伝子分析を行い、その知見に基づいて治療薬を選定することが挙げられる。
【０００３】
　血液等から細胞を分離する方法には、細胞をその密度に基づいて分離する密度勾配遠心
法が知られている（特許文献１）。この方法は、密度勾配を形成した溶液（以下、密度勾
配溶液と記載する）上に血液等の細胞を含む溶液を重層して遠心し、目的とする細胞を含
有する層を回収することによって不要な細胞や血液に含まれる他の成分を含まない細胞分
画を得るものである。その他にも遠心分離用容器として、チューブ内に設置された収縮領
域を有する遠心分離チューブを使用し、遠心分離後にデカンテーションを行なう際に、底
部の液体を混合することなく上部の液体を回収する遠心分離チューブ（特許文献２）、隔
壁板、フィルター又は篩等の多孔性隔壁板によって特許文献２と同様の効果を達成する容
器（特許文献３）、上部と下部チャンバーとフィルターメンブレンの積層体を含む濾過デ
バイス（特許文献４）が知られている。
【０００４】
　密度勾配溶液には、市販のもの（例えば、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ（ＧＥヘルスケア
　　バイオサイエンス社製）、密度約１．０７７ｇ／ｍＬ、ショ糖とエピクロロヒドリン
を共重合した分子量４０万の合成品の水溶液）が使用されるが、目的とする細胞、ウイル
ス、細胞小器官、膜結合顆粒等よりも大きい密度の密度勾配溶液を使用することで、当該
細胞等を密度勾配溶液上に維持したまま、他のより密度の大きい成分から分離することが
できる。なおＦｉｃｏｌｌは、それ自体に凝集作用があり、血液に含まれる赤血球や顆粒
球を凝集して高分子化、沈降させることができるため、血液からの細胞等の分離をより効
果的に実施し得る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第１９９７／０２１４８８号
【特許文献２】特許第３３９７７９５号
【特許文献３】特表２００２－５３６６３５号
【特許文献４】国際公開第２０１２／１５４２５７号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　密度勾配遠心法には、使用する遠心分離手段のローター形状に合致した寸法形状の分離
容器を使用するが、分離容器は通常、一端は閉塞して底部を形成し、他端は開口を密閉し
た概ね円筒状である。そのため、遠心分離操作を終了した後、密度勾配溶液中に密度に応
じて移動した細胞等を分離容器から回収するに際しては、密閉を解いた開口端からピペッ
ト先端を差し込み、密度勾配溶液上の極めて薄い分画を回収することになるが、この操作
には熟練が必要で、目的とする細胞等の回収率が変動しやすく、ピペット先端を密度勾配
溶液中に差し込んでしまい、目的とする細胞等以外の細胞等を誤って回収する可能性があ
るという課題があった。
【０００７】
　そこでかかる課題を解決するために本発明の目的は、分離された細胞のうち、不要成分
を構造体ごと切り離すことで、操作者の熟練度及び／又は目的とする細胞の密度によらず
に効率的に回収し得る分離構造体（分離溶液）を提供することにある。
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【０００８】
　具体的には本発明の構成を採用する構造体で細胞等を分離した後、目的の細胞は自身の
密度によって、分離液の上層/中層/下層のいずれかに位置する。つまり、本願発明の構造
体は、分離部にて分離可能な２以上の筒状部材で構成されていることから、目的の細胞が
どの層に位置しても操作者の熟練度に関係なく本構造体の切り離しという簡便な操作で回
収することができる。
さらに具体的には、血液をＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ（密度約１．０７７ｇ／ｍＬ）で分
離する例において、不要な細胞(赤血球)は下層に位置し、目的の細胞(がん細胞、白血球
など) は上層に位置することになる。つまり、従来の血液細胞を濃縮/分離する方法とし
て採用されている分離構造体は、1つの筒状部材で構成され、仕切り構造などで上層と下
層を分ける分離構造体の発想は、基本的に上層に位置する細胞の回収に限定される。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　前記目的に鑑みて完成された本発明は、一端は閉塞して底部を形成し、他端は開口した
筒状の構造体と、開口を密閉するキャップからなり、前記構造体は２以上の筒状部材より
構成され、分離部にて分離可能であることを特徴とする、分離構造体である。また本発明
は、液体試料から目的とする成分を分離する分離方法、特に密度の異なる２種以上の細胞
群から目的とする一種の細胞を単離する方法であって、密度勾配溶液を前記構造体底部か
ら前記分離部近傍まで満たし、試料を重層して前記開口を密閉した状態で遠心分離する工
程と、遠心分離後、開口部の密閉状態を維持したまま前記構造体を分離し、密閉を解いて
目的とする細胞等を含む分画を回収する工程からなる細胞分離方法である。以下、図面に
基づき本発明を詳細に説明する。
【００１０】
　図１は、本発明の一態様を示した図である。本例の分離構造体１は、２及び３の２つの
筒状部材からなる。分離構造体の上部を構成する筒状部材（上側）２（「筒状部材２」と
記載することがある）は開口を有し（本図では密閉用のキャップ４により開口を密閉した
状態を示すが、キャップ４は、分離構造体１に脱着可能に取りつけられれば良く、図１に
示したキャップ式（筒状部材２へ挿入する形式）の他、ねじ込み式、シール式などが例示
できる）、筒状部材（下側）３（「筒状部材３」と記載することがある）は、一端が閉塞
して底部５を形成している。
【００１１】
　筒状部材２及び３は、それぞれ開口又は底部の反対の端に連通開口端（分離部）が設け
られ、該両部材が連結された場合に両筒状部材の内部空間が連通し、全体として一つの分
離構造体を形成する。この連結は、各筒状部材を分離し得るようなものであれば良く、例
えば各連通開口を互いに嵌合するような態様のほか、図１に示したように一方（筒状部材
２）を他方（筒状部材３）に挿入するようにする、ねじ等を設ける、又は、両者を固定保
持するジョイント部材を取りつける等が例示できる。
【００１２】
　連通開口端（分離部）６それ自体は、密度勾配溶液の上に重層された試料中の密度の大
きい成分が通過する大きさであり、キャップ４による密閉状態を維持したまま筒状部材を
分離したときに筒状部材２に保持された液体が流出しない寸法であればよい。なお筒状部
材２又は筒状部材３の連通開口のいずれかには、垂直貫通孔が形成されたフィルター又は
メッシュ状の濾材を設置することができる。かかるフィルター等の設置により、例えば遠
心分離操作後に構造体が倒れたり、遠心分離手段への移送に伴い振動が加えられたときに
、密度勾配溶液と試料との混合が生じたり、遠心分離操作後に筒状部材２に維持された密
度の小さい成分と筒状部材３に移動した密度の大きい成分とが混合されてしまうことを防
止することが可能となる。なお本例では、筒状部材２の連通開口端（分離部）６に至る部
分の形状を、筒状部材３に向かって先細り形状（筒状部材２の先細り形状部分７）として
ある。筒状部材２を連通開口に向かってこのような形状とすることにより、後述する実施
例でも示したように、フィルターを設けるのと同様の効果を得ることができ、好ましい。
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【００１３】
　本例の筒状部材は、寸法や形状について特に制限はないが、いずれも概ね円筒状である
。また形状については、使用する遠心分離手段のローターに合致する形状であれば多角形
状であっても良いが、製造、保管等の観点から円筒が特に好ましい。
【００１４】
　筒状部材２、３及びキャップ４は、アクリル、エポキシ、ポリスチレン等の樹脂、酸化
ケイ素を主成分とした合成石英（ＳｉＯ２）、セラミックス又は金属系材料等で構成する
ことができるが、加工性や経済性の観点、そして特に血液等の生体試料を使用した後の廃
棄性の問題からポリプロピレン、ポリスチレン樹脂の熱可塑性樹脂が好ましい。また、分
離構造体の内面（試料が接触し得る面）は、目的とする細胞等の非特異的な吸着を防止す
る観点から親水性であるか、又は、別途の処理により親水化可能なものであることが好ま
しい。親水化のための処理は、特に制限されず、樹脂であれば、例えばコロナ放電処理に
より樹脂表面の表面エネルギーを活性化してカルボニル基等の極性基を生成して親水化す
る方法や、また例えば酸素プラズマ処理により電子・イオン・ラジカルを表面に照射し、
－ＣＯＯＨや－ＣＯを導入して表面の親水性を向上させる方法を例示できる。また例えば
、ポリエチレングリコール、ポリビニルピロリドン、ポリビニルアルコール、ポリ（ヒド
ロキシアルキル）メタクリレート、ポリアクリルアミド、ＭＰＣポリマーなどの親水性ポ
リマーを塗布して表面を親水化する方法を例示できる。
【００１５】
　次に、上記説明した分離構造体を使用する本発明の分離方法について説明する。本発明
は、尿、血液、血漿、血清、唾液、精液、糞便、痰、髄液、羊水等の生体試料、細胞の凝
集物、腫瘍、リンパ節又は動脈といった器官や組織に由来する試料、細胞培養液等に含ま
れる細胞を分離するために使用することができる。器官や組織については、通常の処理に
従って細胞懸濁液を調製後、本発明の分離方法を実施すれば良い。なお本明細書において
、目的とする細胞の分離は当該細胞の濃縮と同義である。すなわち、遠心分離操作の後に
、密度勾配溶液の上に維持される分画又は密度勾配溶液を通過してその下方に移動する分
画の目的とする細胞等を回収することは、それ以外の分画に含まれる目的外成分の除去に
よる、目的とする細胞等の濃縮にほかならない。
【００１６】
　密度勾配溶液は、それ自身で又は遠心分離によって密度勾配を形成する液体状の物質で
あり、目的とする細胞の密度（比重）を特定し、その分離に適当なものを選択して使用す
れば良い。選択の指標としては、例えば栄養成分、ｐＨ、等張性等を例示できる。具体的
にはショ糖、グリセロール、デキストラン、メトリザミド、イオディキサノール、ショ糖
とエピクロロヒドリンの共重合体、ポリビニルピロリドンの被膜をもつコロイド状シリカ
粒子、スクロースポリマー、ジアトリゾ酸、イオヘキソール、ニコデンツ等のイオン性又
は非イオン性のものが例示できる。市販されている密度勾配溶液として、ＧＥヘルスケア
　　バイオサイエンス社製の商品名Ｆｉｃｏｌｌ、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ又はＰｅｒ
ｃｏｌｌ、Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰｏＣ　ＡＳ社製の商品名Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ、
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｐｒｅｐ又はＯｐｔｉＰｒｅｐを例示できる。
【００１７】
　密度勾配溶液は、分離構造体１において、その底部（筒状部材３の底部５）から連通開
口端（分離部）６近傍まで注入する。より具体的には、分離構造体１を静置した場合に、
密度勾配溶液の液面高さが上側の筒状部材２の連通口端より高くなる（筒状部材２側にな
る）ようにする。すなわち、試料溶液のうち、目的外の成分（細胞等）を下側の筒状部材
（筒状部材３）に分離した際に、密度勾配溶液上に維持された目的成分（細胞）を筒状部
材２に維持された状態で分離できる程度、好ましくは１ｍｍ程度、高くなるよう注入する
。
【００１８】
　その後、試料溶液を密度勾配溶液の上に重層し、開口部をキャップ４で密閉し、遠心分
離操作を行う。遠心分離操作は、一般には１０００から２０００×ｇ程度の低速で実施す
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れば良いが、目的とする細胞の密度や使用する密度勾配溶液の密度を勘案し、密度勾配溶
液の上に維持される条件を選択する。例えば目的とする細胞が腫瘍細胞であり、上記のよ
うな遠心を行うのであれば、腫瘍細胞の種類に応じて密度勾配溶液の密度を１．０６０～
１．０９５ｇ／ｍＬの範囲、生理学的浸透圧を２００～４５０ｍＯｓｍ／ｋｇの範囲、そ
してｐＨを６．８～７．８の範囲に調整することが例示できる。
【００１９】
　遠心分離操作により、密度勾配溶液の密度より大きな密度を有する成分は密度勾配溶液
の勾配層を通過して筒状部材３中に移動する。一方、密度勾配溶液より小さな密度の目的
とする細胞は、筒状部材２内の密度勾配溶液の上に維持される。そこで開口部の密閉を維
持したまま連結された筒状部材を図１で示した状態となるように分離すれば、上側の筒状
部材（筒状部材２）中に目的とする細胞を含む分画を回収することができる。この分画は
、例えばキャップ４を取り外すことによって密閉状態を開放することで下方へ滴下させる
等すれば、特別の熟練を要することなく容易に回収できる。一方、筒状部材３中に移動し
た分画については、例えば当該筒状部材とともに廃棄等することができる。
【００２０】
　以上、図１に示した態様に従って本発明を説明したが、本発明の分離構造体は３以上の
筒状部材で構成することも可能である。この場合、筒状部材の一つは密閉される開口が設
けられたものであり、これとは異なる一つの筒状部材は閉塞した底部を形成するものであ
り、これら以外は両端に連通開口を有する筒状部材となる。このような筒状部材を用い、
目的とする細胞の密度や密度勾配溶液の密度に応じて分離する場所を変更すれば、目的と
する細胞の種類（密度）毎に、当該細胞を分離することが可能となる。
【００２１】
　以下に具体的に３つの分離可能な部材からなる構成を採用する分離構造体について図１
１を用いて説明するが、３つの分離可能な部材からなる構成に限られるものではない。３
つの分離可能な部材からなる構成を採用する分離構造体を用いる効果として、目的とする
成分（細胞等）の種類（密度）毎に分離可能であること、目的とする成分(細胞等)の密度
分布を確認できることなどが挙げられる。
【００２２】
　図１１において、まず筒状部材（上側）４１に密度を知りたい目的とする成分（細胞等
）を含む試料溶液を注入し、それ以外の筒状部材である筒状部材（中央）４２及び筒状部
材(下側)４３に密度が高い（例えば、約１．０８６ｇ／ｍＬ）の密度勾配溶液を満たした
後、遠心分離をする。前記操作により、前記目的とする成分(細胞等)を筒状部材(上側)４
１にのみ回収することができる条件を見出すことで目的とする成分(細胞等)の最大密度が
分かる。
【００２３】
　続いて、筒状部材（中央）４２に密度が低い（例えば、約１．０３０ｇ／ｍＬ）の密度
勾配溶液及び筒状部材(下側)４３に前記検討で知り得た目的とする成分(細胞等)の最大密
度条件（例えば、約１．０８６ｇ／ｍＬ）に相当する密度勾配溶液を満たして、遠心分離
をする。前記同様に目的とする成分(細胞等)を筒状部材４２（中央）にのみ回収すること
ができる条件を見出すことで目的とする成分(細胞等)の最小密度が分かる。このようにし
て、目的とする成分(細胞等)と密度勾配溶液の密度関係で単純に分離するだけでなく、目
的とする成分(細胞等)の性質（密度）をも知ることができる。
【００２４】
　本発明においては、目的とする成分（細胞等）に特異的に結合する物質を添加し、又は
、目的外の成分（細胞等）に特異的に結合する物質を添加することにより、目的とする成
分を更に効率的に分離することができる。図２に示すように、目的外の成分（細胞等）２
１（「目的外の成分２１」と記載することがある）に対して特異的に結合する物質２２と
、密度を調整するための物質２３との結合物を予め試料に添加すれば、両者の結合によっ
て目的外の成分２１の見かけ上の密度（比重）が大きくなり、目的とする成分（細胞等）
２４（「目的とする成分２４」と記載することがある）との差がはっきりとするため、両
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者を効率的に分離することが可能になる。なお、特異的に結合する物質と多孔質シリカ粒
子等の比較的密度が小さい物質を結合させれば、見かけ上の密度を小さくすることができ
る。このように、密度を調整する目的で使用する物質としては、前記多孔質シリカ粒子に
加え、例えば、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリビニルクロリド、ポリアクリロニト
リル、ポリアクリレート、ポリメタクリレート、ポリカルボネート等のポリビニル化合物
に代表される有機ポリマー、ポリスチレンラテックス、ナイロン、ポリテレフタレート等
の共重合体、ガラス、シリカ、ジルコニア等の無機材料、セルロース、デキストラン、ア
ガロース、セルロース、セファロース等の生体ポリマーが例示でき、目的とする細胞等と
特異的に結合する物質として抗体、抗原、ペプチド、ポリペプチド、成長因子、サイトカ
イン、レクチン等の生体高分子を例示できる。
【００２５】
　また本発明の分離構造体で分離後、目的外成分（細胞等）を更に除去することで目的と
する成分（細胞等）をより選択的に回収することできる。例えば、密度勾配遠心後の溶液
をフィルターに通すことで目的外成分をフィルター通過させ、目的とする成分をフィルタ
ーに捕捉し、濃縮することができる。逆に目的とする成分をフィルター通過させ、目的外
成分をフィルター捕捉してもよい。フィルターに形成する貫通孔は、使用用途によって適
宜調整することができるが、例えば、がん細胞（約２０μｍ）をフィルターに捕捉する場
合、開口部が円形となるものが好ましく、その孔径は１から２０μｍ、好ましくは１から
１０μｍ、特に好ましくは２から８μｍである。孔径が１μｍより小さいとフィルターに
目詰まりが発生することでフィルター付近の吸引圧が上昇し、細胞が破壊されることがあ
る。一方で１０μｍより大きくなると、小径のがん細胞がフィルターを通過し取りこぼす
可能性がある。貫通孔の数や配置については特に制限はないが、多数の貫通孔を設けるこ
とが細胞分離効率を向上する上で好ましい。多数の貫通孔を設ける場合、貫通孔間の距離
（ある貫通孔の開口部の中心から、他の貫通孔の開口部の中心点までの距離）を等間隔と
することが好ましい。貫通孔間の距離は貫通孔の孔径を考慮して適宜決定することができ
るが、２０μｍ以上とすることを例示できる。より具体的には、例えば孔径が８から１０
μｍである場合には、貫通孔間の距離を５０μｍ程度とすることが特に好ましい。
【００２６】
　上記説明した貫通孔を形成したフィルターは、具体的に例えば、電鋳技術を用いて貫通
孔を形成したニッケル基板や、レーザー技術を用いて貫通孔を形成したガラスや石英基板
を例示できる。いずれの技術によっても、ニッケル基板等に意図した通りの貫通孔を形成
することができる。
【００２７】
　フィルターは、親水性であることが好ましい。かかる性質により、試料に含まれる成分
の吸着が防止され、目詰まり等が発生し難いからである。この目的のためには、本来親水
性である材料でフィルターを製造しても良いし、その表面を任意の処理によって親水化し
ても良い。表面親水化のための処理に特別の制限はなく、本発明の分離構造体の親水化方
法にて説明したコロナ放電処理、プラズマ処理や親水性ポリマー塗布およびＢＳＡ（ウシ
血清アルブミン）やＯＶＡ（卵白オボアルブミン）等のタンパク質溶液に浸漬して表面を
親水化する方法が例示できる。
【００２８】
　また目的細胞をより選択的に分離する方法として、密度勾配遠心後に回収した細胞と抗
体磁性粒子とを反応させることで目的とする成分を抗体磁性粒子結合させた後、磁力によ
って目的とする成分を捕捉することができる。逆に目的外成分に抗体磁性粒子結合させた
後、磁力によって目的外成分を除去してもよい。その際に用いる抗体磁性粒子は目的とす
る成分に非反応である適切な材料により形成されていることが好ましい。例えば、血液中
からがん細胞を回収する場合、密度勾配遠心分離後に含まれる目的外成分である白血球を
抗体磁気微粒子で捕捉する。その目的外成分を除去するための抗体磁性粒子の抗体の種類
は、目的外成分で発現しており、目的とする成分（細胞等）に発現していない表面マーカ
ーに対する抗体から選択する。例えば、血液から白血球を除去する場合はＣＤ１，ＣＤ２
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，ＣＤ３，ＣＤ４，ＣＤ５，ＣＤ７，ＣＤ８，ＣＤ１０，ＣＤ１１ｂ，ＣＤ１３，ＣＤ１
４，ＣＤ１６，ＣＤ１９，ＣＤ２０，ＣＤ２２，ＣＤ２３，ＣＤ３３，ＣＤ３４，ＣＤ３
６，ＣＤ４１，ＣＤ４２，　ＣＤ４５，ＣＤ４５ＲＡ，ＣＤ４５ＲＯ，ＣＤ５６，ＣＤ６
６ｂ等から選ぶのがよい。
【００２９】
　更には２以上の目的外の成分が存在する場合、目的外の成分同士を結合する結合剤を用
いて濃縮することも可能である。例えば、血液中から極微量のがん細胞を分離する場合や
一部の白血球成分を分離する場合、赤血球および白血球と結合可能な結合剤（例えば、Ｒ
ｏｓｅｔｔｅＳｅｐ（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製））を用いて
濃縮することができる。結合剤は、一つまたはそれ以上の白血球や赤血球と結合可能であ
るか、細胞の表面抗原と結合するものであればよく、白血球を凝集させるか、または、白
血球を赤血球に結合させることができる抗体であればよい。結合剤によって密度が大きく
なった粒子（細胞凝集体）は、遠心分離中に、目的とする成分（例えば、がん細胞など）
から分離され得る。
【発明の効果】
【００３０】
　本発明の分離構造体及び分離方法は、遠心分離操作の後、目的とする細胞等が含まれる
分画を回収するにあたり、分離構造体ごと不要な分画を分離し、分離構造体を構成する筒
状部材の密閉を開放する、という極めて簡単な操作を行うのみである。従って、分離容器
の開口端からピペット先端を差し込み、密度勾配溶液上の極めて薄い分画を回収すること
と比較して、熟練が不要となる、目的とする細胞等を安定的に回収し得る、ピペット先端
を密度勾配溶液中に差し込んでしまい、目的とする細胞等以外の細胞等を誤って回収する
可能性が低い、という効果を奏することができる。このような効果により、操作者の熟練
に依存しない細胞の分離が可能となり、目的とする細胞等の分離操作を機械操作による自
動化することも可能となる。
【００３１】
　また本発明の分離構造体及び分離方法は、２以上の分離可能な部材からなる構成を採用
することにより、不要成分を構造体ごと切り離し、目的とする細胞の種類（密度）毎に、
当該細胞を効率的に回収することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】本発明の分離構造体を説明するための図である。
【図２】本発明の分離方法を説明するための図である。
【図３】本発明の分離方法を説明するための図である。
【図４】本発明の実施例１で用いた分離構造体を示す図である。
【図５】本発明の実施例１、２及び比較例で実施した細胞の測定方法を説明するための図
である。
【図６】本発明の実施例２におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図７】本発明の実施例４におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図８】本発明の実施例５におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図９】本発明の実施例６におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図１０】本発明の実施例８におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図１１】本発明の実施例１０で用いた分離構造体を示す図である。
【図１２】本発明の実施例１０の分離方法を説明するための図である。
【図１３】本発明の実施例１０におけるがん細胞回収率を示す図である。
【図１４】本発明の実施例１１におけるがん細胞回収率を示す図である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３３】
　以下、本発明を実施例に基づいて更に詳細に説明するが、本発明は実施例に限定される
ものではない。
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【実施例１】
【００３４】
基本原理
　図１に示した態様の分離構造体を使用して、がん細胞の分離を行った。分離構造体は、
詳細には、筒状部材２は内径Φ１６ｍｍ、縦８０ｍｍ、容量１３ｍＬの円筒状のポリプロ
ピレン製部材である。部材の内面にはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）をコーティングし、
親水化することで細胞等の非特異吸着を防止してある。また筒状部材２の先細り形状部
分７の傾斜角度は３０°であり、筒状部材３との連通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材３
は、内径Φ１０ｍｍ、縦４３ｍｍ、容量２ｍＬのポリプロピレン製部材である。
【００３５】
　図３に模式的に示したように、分離構造体の下側の筒状部材３に、密度が１．０７７ｇ
/ｍＬの密度勾配溶液３１（Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰｏＣ　ＡＳ社製、商品名Ｌｙｍ
ｐｈｏｐｒｅｐ）を２ｍＬ注入した（図中下部の白抜き部分が密度勾配溶液で満たした部
分である）。詳しくは密度勾配溶液の液面高さが、上側の筒状部材２の連通開口６よりも
約１ｍｍ高くなるように（従って液面は、上側筒状部材の内部に位置する）注入した。続
いて密度勾配溶液の上に、３ｍＬの血液試料と３ｍＬの生理食塩水の混合液３２を重層し
た（図中、黒塗部分が重層した混合液の部分である）。なお血液試料は、インフォームド
コンセントを得て取得した健常者血液に約３０個のヒトがん細胞を懸濁した懸濁液である
。添加する当該がん細胞はあらかじめ蛍光染色試薬（株式会社同仁化学研究所製、商品名
ＣａｌｃｅｉｎＡＭ）で標識している。なお、当該がん細胞は、細胞密度が約２×１０５

個/ｃｍ２になるように静置培養後、０．２５％トリプシン／１ｍＭ ＥＤＴＡにより細胞
をディッシュから剥離し、限界希釈により調整したものである。
【００３６】
　試料注入後、分離構造体の開口をキャップ４（ポリプロピレン製）で密閉し、１１００
×ｇで１０分間、室温にて遠心分離した。遠心分離操作により、図４左に示したように、
密度勾配溶液と試料の界面（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ液の頂部）３３に細胞は維持された。
キャップを取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材２及び３を分離部で分離した
後、図４右に示したようにキャップをはずして密閉を開放することで、上側の筒状部材２
の連通開口６より密度勾配溶液の一部とその上に維持された細胞を流出させ、下方に設置
した５０ｍＬチューブで回収するとともに、上側筒状部材の内壁を洗浄し、壁に付着した
細胞も同時に回収した。
【００３７】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
アップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離し、ペレットの頂部の液体をピペット
で取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬに再懸濁し、３
００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。この遠心分離操作は、細胞破片及び血小板を除
去し、目的とする細胞を濃縮するためのものである。
【００３８】
　回収した細胞の測定は、スライドへの塗布もしくはウェルへ捕捉した細胞を顕微鏡観察
する手法やフローサイトメトリー法などを用いることができる。本実施例１では、分離し
た細胞を誘電泳動力によって基板上に備えた孔径Φ３０μｍ、深さ３０μｍの保持孔（約
１００万個）に捕捉して測定する手法を採用した。
【００３９】
　図５に示した装置を使用して、分離された細胞が目的とするヒト乳がん細胞であること
を確認した。図５の装置は、電源３４、電極基板３５及び３６を有し、基板間に電圧を印
加することにより細胞３７に誘電泳動力３８を作用させ、保持孔３９内に導入し捕捉する
ものである（特許第４９１０７１６号公報参照）。分離された細胞懸濁液を、この装置に
供して保持孔に捕捉した細胞を蛍光顕微鏡４０で観察した。その結果、保持孔には約４０
０万個の正常白血球とともに、約２７個のがん細胞が捕捉され（回収率約９０％）、本発
明の分離構造体を用いることで、構造体を構成する筒状部材の分離、開口を密閉するキャ
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ップの取り外しという簡単な操作により、高い回収率をもって目的とする細胞を分離でき
る。
【実施例２】
【００４０】
　実施例１と同様の操作を行い、がん細胞の分離を行った。分離構造体は、詳細には、筒
状部材２は内径Φ１８ｍｍ、縦７０ｍｍ、容量１５ｍＬの円筒状のポリプロピレン製部材
である。部材の内面にはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）をコーティングし、親水化するこ
とで細胞等の非特異吸着を防止してある。また筒状部材２の先細り形状部分７の傾斜角度
は３０°であり、筒状部材３との連通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材３は、内径Φ１０
ｍｍ、縦５４ｍｍ、容量２ｍＬのポリプロピレン製部材である。
【００４１】
　図３に模式的に示したように、分離構造体の下側の筒状部材３に、密度が１．０７７ｇ
／ｍＬの密度勾配溶液３１（Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰｏＣ　ＡＳ社製、商品名Ｌｙｍ
ｐｈｏｐｒｅｐ）を２ｍＬ注入した（図中下部の白抜き部分が密度勾配溶液で満たした部
分である）。詳しくは密度勾配溶液の液面高さが、上側の筒状部材２の連通開口端（分離
部）６よりも約１ｍｍ高くなるように（従って液面は、上側筒状部材の内部に位置する）
注入した。続いて密度勾配溶液の上に、３ｍＬの血液試料と３ｍＬの生理食塩水の混合液
（血液試料と生理食塩水の混合液（重層した混合液の部分））３２を重層した（図中、黒
塗部分が重層した混合液の部分である）。なお血液試料は、インフォームドコンセントを
得て取得した健常者血液に約３０個のヒトがん細胞を懸濁した懸濁液である。添加する当
該がん細胞はあらかじめ蛍光染色試薬（株式会社同仁化学研究所製、商品名Ｃａｌｃｅｉ
ｎＡＭ）で標識している。なお、当該がん細胞は、細胞密度が約２×１０５個／ｃｍ２に
なるように静置培養後、０．２５％トリプシン／１ｍＭ　ＥＤＴＡにより細胞をディッシ
ュから剥離し、限界希釈により調整したものである。
【００４２】
　試料注入後、分離構造体の開口をキャップ４（ポリプロピレン製）で密閉し、１１００
×ｇで１０分間、室温にて遠心分離した。遠心分離操作により、図４左に示したように、
密度勾配溶液と試料の界面（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ液の頂部）３３に細胞は維持された。
キャップを取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材２及び３を分離部で分離した
後、図４右に示したようにキャップをはずして密閉を開放することで、上側の筒状部材２
の連通開口端（分離部）６より密度勾配溶液の一部とその上に維持された細胞を流出させ
、下方に設置した５０ｍＬチューブ５０（「チューブ５０」と記載することがある）で回
収するとともに、上側筒状部材の内壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に回収した。
【００４３】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
アップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離し、ペレットの頂部の液体をピペット
で取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬに再懸濁し、３
００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。この遠心分離操作は、細胞破片及び血小板を除
去し、目的とする細胞を濃縮するためのものである。
【００４４】
　回収した細胞の測定は、スライドへの塗布もしくはウェルへ捕捉した細胞を顕微鏡観察
する手法やフローサイトメトリー法などを用いることができる。本実施例１では、分離し
た細胞を誘電泳動力によって基板上に備えた孔径Φ３０μｍ、深さ３０μｍの保持孔（約
１００万個）に捕捉して測定する手法を採用した。
【００４５】
　図５に示した装置を使用して、分離された細胞が目的とするがん細胞であることを確認
した。図５の装置は、電源３４、電極基板３５及び３６を有し、基板間に電圧を印加する
ことにより細胞３７に誘電泳動力３８を作用させ、保持孔３９内に導入し捕捉するもので
ある（特許第４９１０７１６号公報参照）。分離された細胞懸濁液を、この装置に供して
保持孔に捕捉した細胞を蛍光顕微鏡４０で観察した。２種の乳がん細胞（ＳＫＢＲ３，Ｍ
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ＤＡ－ＭＢ－２３１），２種の非小細胞肺がん（ＰＣ９，Ａ５４９），２種の小細胞肺が
ん（Ｈ６９，ＳＢＣ－１）の回収率は図６に示すように７４．６～９２．４％であった。
なお、がん細胞とともに混入する正常白血球は約４００万個であった。本発明の分離構造
体を用いることで、構造体を構成する筒状部材の分離、開口を密閉するキャップの取り外
しという簡単な操作により、様々な細胞種を高い回収率をもって分離できる。
【実施例３】
【００４６】
　試料として、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合させた３ｍ
Ｌの懸濁液を用い、実施例１と同様に遠心分離操作を実施して細胞を密度勾配溶液と試料
の界面に維持した。遠心分離操作の終了後、キャップ２を取り外し、分離構造体の各筒状
部材を分離することなく転倒させて開口から密度勾配溶液の一部とその上に維持された細
胞を流出させ、チューブ５０に回収するとともに、上側筒状部材の内壁を洗浄し、壁に付
着した細胞も同時に回収した。この際、分離構造体の上側の筒状部材の、連通開口に向か
う先細り形状の部分によって、下側の構造体に移動した、主に赤血球を含むペレットが上
側の筒状部材側へ逆流することはなかった。
【００４７】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とするヒト乳
がん細胞であることを確認した。その結果、保持孔には約４００万個の正常白血球ととも
に、約２６個のがん細胞が捕捉され（回収率約８５％）、本発明の分離構造体を用いるこ
とで、開口を密閉するキャップの取り外し、構造体の転倒という簡単な操作により、高い
回収率をもって目的とする細胞を分離できる。
【実施例４】
【００４８】
　凝集法の基本原理
　実施例１と同様に密度勾配溶液の上へ健常者血液３ｍＬに約３０個のがん細胞を混合さ
せた試料と３ｍＬの生理食塩水と７５μＬの結合剤（商標ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐ、Ｓｔｅ
ｍＣｅｌｌ　　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　　Ｉｎｃ）の混合液を重層し、遠心分離、回
収操作を実施した。
【００４９】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とするがん細
胞であることを確認した。２種の乳がん細胞（ＳＫＢＲ３，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１），２
種の非小細胞肺がん（ＰＣ９，Ａ５４９），２種の小細胞肺がん（Ｈ６９，ＳＢＣ－１）
の回収率は図７に示すように７６．８～９１．４％であった。なお、がん細胞とともに混
入する正常白血球は約３０万個であり、結合剤で目的外の細胞（赤血球、白血球）を互い
に結合することで密度を高くし、目的の細胞（がん細胞）との密度差を大きくしたうえで
、本発明の分離構造体を用いた分離を行うことにより、高い回収率と選択性をもって目的
とする細胞を分離できる。
【実施例５】
【００５０】
　密度差分離における遠心条件の最適化
実施例３と同様にして、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合さ
せた試料、生理食塩水、結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収操
作を実施した。なお、密度差分離における遠心条件は１１００～３０００×ｇ、３～１０
分間、室温にて実施した。遠心分離後、キャップを取り外すことなく分離構造体を構成す
る筒状部材２及び３を分離部で分離した後、キャップをはずして密閉を開放することで、
上側の筒状部材２の連通開口端（分離部）６より密度勾配溶液の一部とその上に維持され
た細胞を流出させ、下方に設置したチューブ５０で回収するとともに、上側筒状部材の内
壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に回収した。
【００５１】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
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アップし、３００×ｇ、１０分間室温にて遠心分離した。ペレットの頂部の液体をピペッ
トで取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬに再懸濁した
後、３００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。
【００５２】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認した。図８に遠心条件とがん細胞回収率の結果を示した。密度差分
離での遠心条件は、２０００×ｇ、５分間で最大８８．１％に達し、それ以上に遠心加速
度を上昇させると細胞への負荷が大きくなり、回収率は低下した。
【実施例６】
【００５３】
　回収操作における遠心条件の最適化
　実施例３と同様にして、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合
させた試料、生理食塩水、結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収
操作を実施した。なお、密度差分離における遠心条件は２０００×ｇ、５分間、室温にて
実施した。遠心分離後、キャップを取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材２及
び３を分離部で分離した後、キャップをはずして密閉を開放することで、上側の筒状部材
２の連通開口端（分離部）６より密度勾配溶液の一部とその上に維持された細胞を流出さ
せ、下方に設置したチューブ５０で回収するとともに、上側筒状部材の内壁を洗浄し、壁
に付着した細胞も同時に回収した。
【００５４】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
アップし、３００～９００×ｇ、５～１０分間室温にて遠心分離した。ペレットの頂部の
液体をピペットで取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬ
に再懸濁した後、３００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。
【００５５】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認した。図９に遠心条件とがん細胞回収率の結果を示した。回収時の
遠心条件は、３００×ｇ、１０分間で最大８９．２％に達し、遠心加速度３００×ｇで遠
心時間１０分未満では十分に細胞が沈降せず、１２分以上になると過度な負荷と経時的な
細胞死滅により回収率が低下した。また遠心加速度を９００×ｇ以上にすると細胞への顕
著な重力負荷が認められ、回収率は大きく低下した。
【実施例７】
【００５６】
　先細り形状の傾斜角度の最適化（密度勾配溶液１．０７７ｇ／ｍＬ）
　実施例３と同様にして、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合
させた試料、生理食塩水、結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収
操作を実施した。なお、密度差分離における遠心は２０００×ｇ、５分間、回収における
遠心は３００×ｇ、１０分間室温にて実施した。実施例６で使用した分離構造体は、筒状
部材２は内径Φ１８ｍｍ、縦７０ｍｍ、容量１５ｍＬの円筒状のポリプロピレン製部材で
ある。部材の内面にはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）をコーティングし、親水化すること
で細胞等の非特異吸着を防止してある。また筒状部材２の先細り形状部分７の傾斜角度は
３０、５０、７０°であり、筒状部材３との連通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材３は、
内径Φ１０ｍｍ、縦５４ｍｍ、容量２ｍＬのポリプロピレン製部材である。
【００５７】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認した。筒状部材２の先細り形状部分７の傾斜角度が３０°で最大８
６．５％に達し、傾斜角度が大きくなるに従い、筒状部材２側の密度勾配溶液と試料の界
面（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ液の頂部）に維持されたがん細胞が筒状部材３側へ移動しやす
くなるため、筒状部材２の先細り形状部分７の傾斜角度５０°で７５％、７０°で７３％
と回収率が低下した。
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【実施例８】
【００５８】
　密度勾配溶液の最適化
　実施例３と同様にして、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合
させた試料、生理食塩水、結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収
操作を実施した。なお、密度差分離における遠心は２０００×ｇ、５分間、回収における
遠心は３００×ｇ、１０分間室温にて実施した。実施例７では、分離構造体１の筒状部材
３に、密度が１．０７７、１．０８２、１．０８４、１，０９１ｇ／ｍＬの密度勾配溶液
を２ｍＬ注入した。
【００５９】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認した。図１０に密度勾配溶液の密度とがん細胞回収率の結果を示し
た。密度勾配溶液の密度の上昇に伴い、がん細胞回収率は向上し、密度が１．０９１ｇ／
ｍＬで回収率９６．９％であった。
【実施例９】
【００６０】
　連通開口径の最適化（キャップ密閉で液体保持できる仕様）
　実施例３と同様にして、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（ＳＫＢＲ３）を混合
させた試料、生理食塩水、結合剤の混合液を密度勾配溶液の上へ重層し、遠心分離、回収
操作を実施した。実施例９で使用した分離構造体は、筒状部材２は内径Φ１８ｍｍ、縦７
０ｍｍ、容量１５ｍＬの円筒状のポリプロピレン製部材である。部材の内面にはウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）をコーティングし、親水化することで細胞等の非特異吸着を防止し
てある。また筒状部材２の先細り形状の部分７の傾斜角度は７０°であり、筒状部材３と
の連通開口はΦ２、４、６ｍｍである。筒状部材３は、内径Φ１０ｍｍ、縦５４ｍｍ、容
量２ｍＬのポリプロピレン製部材である。
【００６１】
　遠心分離後、キャップを取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材２及び３を分
離部で分離した際、連通開口がΦ２、４ｍｍでは筒状部材２に保持された液体が流出しな
かったが、Φ６ｍｍではわずかに流出が認められた。
【００６２】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認したところ、連通開口がΦ２、４ｍｍの場合、それぞれ回収率が８
６．２％、８５．５％であったのに対し、Φ６ｍｍでは７２．２％と回収率の顕著な低下
が認められた。
【実施例１０】
【００６３】
　三分割構造体の使用例
　図１１に示した態様の分離構造体を使用して、がん細胞の分離を行った。分離構造体は
、詳細には、キャップ４９と筒状部材４１、４２、４３から構成される。筒状部材４１は
内径Φ２０ｍｍ、縦６０ｍｍ、容量１１ｍＬの円筒状のポリプロピレン製部材である。ま
た筒状部材４１の先細り形状の部分４４の傾斜角度は７０°であり、筒状部材４２との連
通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材４２は内径Φ１４ｍｍ、縦３０ｍｍ、容量３ｍＬの円
筒状のポリプロピレン製部材である。筒状部材４２の先細り形状の部分４５の傾斜角度は
３０°であり、筒状部材４３との連通開口はΦ２ｍｍである。筒状部材４３は、内径Φ１
４ｍｍ、縦４１ｍｍ、容量２．５ｍＬのポリプロピレン製部材である。なお部材の内面に
はウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）をコーティングし、親水化することで細胞等の非特異吸
着を防止してある。
【００６４】
　分離構造体の下側の筒状部材４３には、密度が１．０７７～１．０８６ｇ／ｍＬの密度
勾配溶液（下側の筒状部材を満たした部分）４６を２．５ｍＬ注入した（図中下部の白抜
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き部分が密度勾配溶液で満たした部分である）。続いて、分離構造体の中間の筒状部材（
中央）４２（筒状部材４２と記載することがある）に密度が１．０３０～１．０８６ｇ／
ｍＬの密度勾配溶液（中央の筒状部材を満たした部分）４７（「密度勾配溶液４７」と記
載することがある）を３ｍＬ注入した（図中中間の斜線部分が密度勾配溶液で満たした部
分である）。最後に密度勾配溶液４７の上に、健常者血液に約３０個のヒト乳がん細胞（
ＳＫＢＲ３）を混合させた３ｍＬの試料と３ｍＬの生理食塩水、７５μＬの結合剤の混合
液（試料、生理食塩水、結合剤）４８（混合液４８と記載することがある）を重層した（
図中、黒塗部分が重層した混合液の部分である）。
【００６５】
　試料注入後、分離構造体の開口をキャップ４９（ポリプロピレン製）で密閉し、２００
０×ｇで５分間、室温にて遠心分離した。図１２に示したように遠心分離後、キャップを
取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材４２及び４３を分離部で分離し、続いて
筒状部材４１及び４２を分離部で分離することにより筒状部材４２の連通開口より密度勾
配溶液の一部と筒状部材４２内の細胞のみを流出させ、下方に設置したチューブ５０で回
収するとともに、筒状部材４２の内壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に回収した。最
後にキャップをはずして密閉を開放することで、筒状部材４１の連通開口より密度勾配溶
液の一部と筒状部材４１内の細胞を流出させ、前記した操作と同様に下方に設置したチュ
ーブ５０で回収するとともに、筒状部材４１の内壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に
回収した。
【００６６】
　回収した各々の細胞懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまで
メスアップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離し、ペレットの頂部の液体をピペ
ットで取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬに再懸濁し
、３００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。この遠心分離操作は、細胞破片及び血小板
を除去し、目的とする細胞を濃縮するためのものである。
【００６７】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とする乳がん
細胞であることを確認した。図１３に筒状部材４２及び４３に注入した密度勾配溶液の密
度と各筒状部材からのがん細胞回収率の結果を示した。本発明の分離構造体を用いること
で、構造体を構成する各筒状部材の分離、開口を密閉するキャップの取り外しという簡単
な操作により、目的とする細胞の種類（密度）毎に、当該細胞を分離することが可能とな
る。
【実施例１１】
【００６８】
　密度遠心分離後画分の磁気ビーズによる二次分離
　試料として、健常者血液に約３０個のがん細胞を混合させた３ｍＬの懸濁液を用い、実
施例１と同様に遠心分離操作を実施して細胞を密度勾配溶液と試料の界面に維持した。遠
心分離操作の終了後、キャップを取り外すことなく分離構造体を構成する筒状部材を２及
び３を分離部で分離した後、図４右に示したようにキャップをはずして密閉を開放するこ
とで、上側の筒状部材２の連通開口端（分離部）６より密度勾配溶液の一部とその上に維
持された細胞を流出させ、下方に設置したチューブで回収するとともに、上側筒状部材の
内壁を洗浄し、壁に付着した細胞も同時に回収した。
【００６９】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
アップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離し、ペレットの頂部の液体をピペット
で取り出した。ペレットは５００μＬのＰＢＳ溶液に再懸濁し、白血球を除去するための
抗体磁性粒子（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　ＣＤ４５，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を２５μＬ添加
した後、攪拌しながら２０分、４℃で抗原抗体反応した。反応後の容器を磁石に設置する
ことで容器壁面に抗体磁性粒子と結合した白血球を捕捉、除去すると同時にがん細胞が含
まれる溶液を回収した。回収した細胞懸濁液は３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬま
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でメスアップし、３００×ｇで５分間室温にて遠心回収した。
【００７０】
　図５に示した装置を使用して、実施例１と同様に、分離された細胞が目的とするがん細
胞であることを確認した。２種の乳がん細胞（ＳＫＢＲ３，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１），２
種の非小細胞肺がん（ＰＣ９，Ａ５４９），２種の小細胞肺がん（Ｈ６９，ＳＢＣ－１）
の回収率は図１４に示すように３７～８７．３％であった。なお、がん細胞とともに混入
する正常白血球は約２００万個であり、本発明の分離構造体を用いた分離および抗体磁性
粒子を用いた白血球の除去により、高い回収率と選択性をもって目的とする細胞を分離で
きる。　
　比較例１
　市販の密度勾配遠心法による血液分離キット（Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ　ＰｏＣ　ＡＳ
社製、商品名Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ　Ｔｕｂｅ、密度勾配溶液（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ）
の密度１．０７７ｇ／ｍＬ）を使用して、実施例１で使用した試料からのヒト乳がん細胞
（ＳＫＢＲ３）の分離を実施した。試料をキットに含まれる分離容器の密度勾配溶液の上
に重層した後、１１００×ｇで１０分間室温にて遠心分離した。遠心分離後、密度勾配溶
液と試料の界面（Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ液の頂部）に維持された細胞を、分離容器を転倒
して流出させ、チューブ５０に回収するとともに、容器内壁及び分離容器内のフィルター
を洗浄し、それらに付着した細胞を同時に回収した。
【００７１】
　回収した細胞の懸濁液を０．４％クエン酸ナトリウム／ＰＢＳ溶液で３０ｍＬまでメス
アップし、３００×ｇで１０分間室温にて遠心分離し、ペレットの頂部の液体をピペット
で取り出し、ペレット中の細胞を３００ｍＭのマンニトール溶液３０ｍＬに再懸濁し、３
００×ｇで５分間室温にて遠心分離した。この遠心分離操作は、細胞破片及び血小板を除
去し、目的とする細胞を濃縮するためのものである。
【００７２】
　前記遠心分離操作後、ペレットの頂部の液体をピペットで取り出し、ペレット中の細胞
を３００ｍＭのマンニトール溶液１ｍＬに再懸濁した。図５に示した装置を使用して、実
施例１と同様に、分離された細胞が目的とするヒト乳がん細胞であることを確認した。そ
の結果、保持孔には約４４０万個の正常白血球が捕捉され、がん細胞は約２５個（回収率
約８３％）であった。また同様の操作を再度実施したが、その結果は、保持孔には約４０
０万個の正常白血球が捕捉され、がん細胞は約１４個（回収率約４５％）と、操作毎にが
ん細胞の回収率が大きく変動した。この結果から、上側の筒状部材の連通開口より密度勾
配溶液の一部とその上に維持された細胞を流出させる本発明によって、安定して高い回収
率でがん細胞を回収できることが分かる。
【００７３】
　比較例２
　１１００×ｇでの遠心分離操作の後、密度勾配溶液と試料の界面（密度勾配溶液の頂部
）に維持された細胞をピペットで吸引してチューブに回収した以外は実施例１と同様の操
作を実施した。その結果、保持孔には約４１０万個の正常白血球が捕捉されたが、がん細
胞は約２１個（回収率約７１％）にとどまり、遠心分離操作後にピペットによってがん細
胞を吸引する操作により、がん細胞の回収率が低下した。この結果から、上側の筒状部材
の連通開口より密度勾配溶液の一部とその上に維持された細胞を流出させる本発明によっ
て、安定して高い回収率でがん細胞を回収できることが分かる。
【符号の説明】
【００７４】
１：分離構造体
２：筒状部材（上側）
３：筒状部材（下側）
４：キャップ
５：底部
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６：連通開口端（分離部）
７：筒状部材の先細り形状部分
２１：目的外の成分（細胞等）
２２：目的外の成分に対して特異的に結合する物質
２３：密度を調整するための物質
２４：目的とする成分（細胞等）
３１：密度勾配溶液（密度勾配溶液で満たした部分）
３２：血液試料と生理食塩水の混合液（重層した混合液の部分）
３３：密度勾配溶液と試料の界面
３４：交流電源
３５：上部電極基板
３６：下部電極基板
３７：細胞
３８：誘電泳動力
３９：保持孔
４０：蛍光顕微鏡
４１：筒状部材（上側）
４２：筒状部材（中央）
４３：筒状部材（下側）
４４：先細り形状（上側の筒状部材）
４５：先細り形状（中央の筒状部材）
４６：密度勾配溶液（下側の筒状部材を満たした部分）
４７：密度勾配溶液（中央の筒状部材を満たした部分）
４８：混合液（試料、生理食塩水、結合剤）
４９：キャップ
５０：５０ｍＬチューブ
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