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　　Magne 丘c　separation 　is　an 　impo 血 ant　method 　of　purifソing　of　ce ［ls　or　DNA ．　A　properly　designed　magnetic 　separator 　causes 　less

physical　and 　chemicai 　damage 　to　a　target　and 　has　a　high　separation 　rate，　 This　paper　presents　a　new 　high−throughput　continuous

magnetic 　separator 　fbr　biomaterials　labeled　by　magnetic 　beads，　The　separator 　consists 　of 　three 　rectangular 　coils，　two 　circular 　coils ，

and 　a　sc圃 on 　ch   beL　These　inst  ents 　were 　deslgned　by　a　numcdcally 晒 zing 　of 血 c　magnetic 　neld　and 　the　movement 　of

magnetic 　beads．　A　separation 　rate　ever 　90％ was 　obtained 　with 　this　system 　in　a　separation 　test　using 　magnetic 　beads，
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1　 は じめに

　細胞や生体関連物質の 分離技術は，細胞分析等の分野 に お い

て 必須の 技術 で あ り，近年注 目さ れ て い る 再生医療の 分野 に お

い て も種 々 の 臓器 に 分化 可 能 な 間 葉系 幹細 胞を 骨髄 中か ら取

り出す必要が あ る な ど，分離 技 術 は 重要 性を 増 して い る．従来

か ら こ れ らの 分野 で の 分離 技 術 とし て は，密度差を 用 い た遠心

分離 や 光学 的 特 性 を 用 い た FACSs（Fluorescence　Activated　Cell

Serters）が用 い られ て 来た が，近年 で は磁気 ラベ リン グ技術の

急速な 進展に伴い ，簡易 な装置 で物理 的 ・化学的 に低 ダメージ

の 分離を 行うこ とが で きる 磁気分 離技 術 も広 く用い られ るに

至 っ て い る
1・1）．

　磁 気分離で は，直径 1−・5μm の 鉄酸化物を含 ん だポ リス チ レ

ン製 の ビ
ーズに 分離対象物を 抗原抗体 反応 に よ り選択 的に 結合

させ，そ れ らを 磁力で 回 収する こ と で 分離 を行 う．磁 力に よ る

回 収 過 程 で は，従来か ら分 離容器 を用 い た バ ッ チ処理 的な方法

が 用 い ら れ て 来た が，分離工 程の 自動化 の 要 求に 応え る た め，

流量 1μ11min程 度で 連続 的に 分離 を行 え る 装置が 開発 さ れ て

きた 3−5）．本稿 では現状 で 開発 されて い る装置 と比較 して 高ス

ル
ープッ トを実現す る磁気分離装置を設計 ・試作 し，磁気 ビ

ー

ズに よる予備分離実験を 行 っ た ので 報告す る．

2　磁 気分離装置 の 動作原 理

　本稿 で提案す る磁気分離装1 の 概要図を Fig．1 に示す ．こ の

装置 は，3 個の 長方形 コ イル と 2 個の 円形コ イ ル と円形コ イ ル

の間 に配置 され た分離容器か ら成 る．磁気 ビ
ーズと結合さ れ た

分離対 象物 は，分 離容器 （Fig．2）の Inletか ら容器 内に 注入さ

れ，容 器内を移動 する 間，コ イ ル に よ る傾斜磁界 に 曝さ れ る．

磁気 ビーズに は傾斜磁界 に よ る 磁力が働 くた め，磁気 ビーズ と

分離対象 物 は x 軸正 方向に 移動す る．同 時に これ らは 水に 押 し

流 されなが らy 軸正 方向に 移動，及び z 軸 負方 向に 沈殿 して い

き，最終的 に Positive　selection に到達 し，分 離が達成さ れ る．
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Fig．1　 Schematic　of 　our 　magnetie 　separator ．
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Fig．2　 More 　detailed　schernatic 　of 　the　separatien 　chamber ．
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Fig．　3　Gradient　magnetic 　fields　for　magnetic 　separation ．
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Fig．5　 Uniform　magne しic　field　gcnerated　by　infinite　lengしh　con −
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Fig，7　 Maximum 　magneti 。 丘eld 　unlfo   ityε at　each 　ratio　of

height　and 　wid 山 of 　rectangular 　coils （h／w ），
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Fig．8Minimum 　magnetic 　field　gradient　dB エfdx　at 　each 　ratio　of

intcrval　d，．　and 　diameter　d　circular 　coils （dc！d）．
3　分離装置各部の 設計

3．1　傾斜 磁 界 を発生 させ る ための コ イル 寸法 の検討

　磁 気 ビ
ーズ に磁力を発生させ る ため の 傾斜磁界は，Fig．3（a），

（b）に示す均一磁界 H
， と傾斜磁界 馬 を合成す る こ と に よ り発

生 させ る．こ の ように磁界 を合 成す る理 由は，磁力は 磁界強度

と磁界傾斜 の積 に比例 する こ と を考慮 し，強い 磁力が得 られ る

領域をで き る だ け広 くす る た め で あ る．

　 こ れ らの 均
一

及 び 傾 斜 磁 界 を 発 生 さ せ る ベ ク トル ・ポ テ ン

シ ャ ル A
、、，Ag は，以下 の よ うに 与え られ る

6）．

Au ＝（A ．，A ．． A ，）＝（o，o，αy）

Ag ＝（A ．．Ay ，A 、）＝（α ッτ．一α xz，　o＞

（1）

（2）

こ こ で，α は任意 の定数 である．一
般にベ ク トル

・ポテ ンシ ャ

ル A と電流 iの 間 に は以下 の よ うな 関 係があ る．

・ ・瓠 ・・ （3）

こ こ で，厂 は dv と A の 間の 距 離で あ る，上式 か らベ ク トル ・

ポテ ン シ ャ ル と電流 の 方向は 等 しい の で，各ベ ク トル ・ポ テン

シ ャ ル に対応す る 電流分布 iu，　igは 円筒座 標系で 表す と次式 の

よ うになる．
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Table　l　 Coi且dimensions　anCl　number 　of　turns．

Width 　ofrectangu 監ar

coi 旦S

8cmHeight 　of 　rectangu −
lar　coilS

16cm

D重ameter 　of 　circular

coi 監S

4cmInterval 　between　cir．
CU 旦ar 　coi 正S

4，4cm

Number 　of 　tums 140
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Fig．　9　 Calculated　magnetic 　field　for　all　coils．
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以 下の よ うに定 め る．

・k
・紳 ・寿欄 弓） （6）

ただ し，計 算の 便宜上，βr は I！l＞ と置換 した （1，N は そ れ ぞ

れ電流 強度を表 す任 意定数 と導体ペ ア数 で ある）．

　こ の とき，x 軸上の 点 P おい て，全導体 による総合磁界 H （x）

は次式 の よ うに なる．

・ ω 一寵 。 ．譜紜 ek
　 　 　 　 　 k＝1

（7）

　上式 に 基 づき，磁界の 計算を行 っ た 結果を Fig．5 に示す．こ

こ で は 1 ＝r ＝1 と し た．こ の 図 よ り，導 体ペ アtw　N が 3 の

とき，導 体 に 囲ま れ た部分 に お け る磁界均
一
性が 大 き く改善 し

て い る た め，長方形 コ イ ル 数は 3 を採用 す る．また，式 （6）よ

り，長 方形 コ イ ル L2 ，3 の 電流強度 の 比 はそれ ぞれ 1 ：2 ：1 と

する．

　次に、長 方形 コ イ ル の短辺部分を 考慮 した場合，磁界 の均
一

性が確 保さ れ る長方形 コ イル の 寸法比 を得 る た めに，Fig，6（a ）
に 示 した 計算領域を 定義 し，ビ オ ・サ バ ー

ル の法則 に よ り磁界

の 計算 を行 っ た．評価 指標 と して は，次 式 で表 さ れ る磁 界 均
一

性 ε を 用 い た．

ε ＝

（B．　一　BOx）
！

＋ 駕 ＋ 房

Bo
× 100（％） （8）

＿5　＿4　＿3　＿2 一1012345
　 x （mm ）

Fig．10　 Calculated　and 　observed 　magnetic 　field　of 　coils 　at　y ；0．

i。＝　（i．，ie．i，）＝（O，O，βrsin θ）

ig＝（ir，　ie．　ii）二（0，一βrz ，0）

（4）

（5）

こ こ で，βは定数 であ る．

　式 （4）の 電流分布が満 たされ る とき，半径 厂 の 円筒内 にお い

て x 方向均
一

磁界 が発生する．この 電流分布 は，複数の 長方形

コ イ ル を 用い て 近似 的に 発生 させ る．

　磁界 の 均一性 が 確 保 される 長方形 コ イ ル数を決定す る た め

に，まず，長方形 コ イル の短辺部分の 導体を 無視 した Fig．4 の

よ うな z 方向無限長 導体に よる磁 界を検討す る，ここ で は Ty

軸対称の 位置に あ る 2導 体は，そ れ ぞれ 導体ペ ア と して 取 り扱

うこ と と し，k 番 目の 導体 ペ ア の 電流 強度 は 式 （4）に 基 づき，

こ こ で ，Bo は計算 領域 中央 にお け る磁界 強度 で あ る．　 Fig．7

は 長方形 コ イ ル の 高 さ h と幅 w の比 （hfw ）を変 化さ せ た 場合

の 磁界均一性 ε の計算領域内で の 最大値を示 す．こ の 図 よ り，
h！w が 2 よ り大きい と きt 磁界 均一性 ε の 最大値は ほ ぼ一定値

となっ て い る た め，長方形 コ イ ル寸法 比 h！ve は 2 を採用 す る．

　式 （5）を近似的に 満た す電流分布は，Fig．　6（b）に 示 す 2 個の

円 形 コ イ ル に よ り発生 させ る．円形 コ イ ル 1，2 の電流強度の

比 は 同 じで，電流 の方 向は そ れ ぞれ 反 対 とす る．

　磁界 傾斜 が最 も大 き くな る 円形 コ イ ル の 寸法 比を 得 る た め

に，Fig．6（b）に 示 し た計 算領域 を 定義 し，磁界 の 計算 を 行 っ

た．Fig，8 は円 形 コ イル の 間隔 dc と直 径 d の比 （d。！の を 変化

させた場合 の磁界傾 斜 （dB．1dx）の 計算領域 内で の 最小値を示

す．こ の 図よ り，d，！d が 1．1か ら 1，4 程度 の とき，磁界傾斜 の

最小値 は最 も大 き くな る ため，円 形 コ イル 寸法tt　d。1dは 1．1
を採用 する．

　実際 に 作製 した コ イル の 寸法 と巻線 ターン 数を Table　1，円

形 コ イ ル 中間部 κ 軸上 に おける x 方 向磁界 の 計算 値を Fig，9，

計算値 と測定値 の 比 較を Fig．　lo に 示 す （長方形 コ イル 1，3 の

励磁電 流 （1．］，1，3）は L5A ，長方形 コ イル 2 と円 形 コ イル 1．2

の 励磁 電流 （∬．2，1。t，1。2）は 3．OA と し た）．　 Fig．10 より，当初

の 目標 で あ る Fig．3（c ）に示 された特 性を持 っ た傾斜 磁界が発

生 でき てい る こ とが確認 される．コ イル 中心 （x ＝．y ＝z ＝0）
に おい て 計算値で は Bx ＝8．2mT ，　dB 」！dx ＝O．85　Tfrn，測定値

で は Bx ＝6．8　mT ，　dB ．1dx　＝　O．65　T／m で あ り，こ の 差が 生 じ た

原 因 と し て は コ イ ル 製作時の 占積率の 低下 が考 え られ る ．結果

と して 磁性物 に 働 く磁力 も小 さ くな るが ，分離容器 の 設計 に お

い て は そ の 点を 考慮 し た．
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Fig訊 l　 Magne しic　separator 　for　preliminary　experiment ．
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Fig．　12　 Micrograph　of　Magnetic　beads　CM −10．

　また，磁界 中で 磁気 ビーズに働 く磁力 F は 次式の よ うに
i
］
’

え られ る
7｝．

F ＝（1
− Nd）ttoμrVm （H ・▽）H （9）

こ こ で，Nd，μo，μ．，　Vm，H は それ ぞれ反 磁界 係数，真空 中の透磁

率，磁気ビ ーズの比透磁率，磁気 ビーズの 体積，磁気 ビーズの

周 囲 の磁界 で あ る．反磁 界係ta　Nd は，球状 の ビーズで は 0．33
で あ る，こ の 磁 力 によ る磁性物 の 移動速ue　Vm は 次式の よ うに

な る，

　　　　　　　　　　Vm ＝NF13 πnyD， 　 　 　 　 　 （10）

こ こ で，N ．η，Dp は それ ぞ れ 旦個 の 分離対 象物 に 結 合 した 磁気

ビーズの 個 数，液 体 粘 度 分離対象物の 直径 であ る．

　磁 気 ビ ーズ 1 個 （直 径 L2 μm ，比 透 磁 率 H ．3，密 度

1580k9！m3 ）に 同程度 の 直径の 分離対象物 1 個 を結 合させ，水

中 （粘度 O．89rnPs・s）で 試 作 した コ イ ル の 中心 に 置 い た 場合，
磁気 ビーズの 周 囲 の x 方向磁界 は 6．8mT ，　 x 方 向磁界傾斜 は

O．65　T／m とな り，式 （9），（10）よ り磁気 ビ
ー

ズ の 刃 方向磁 力は

2．4−14N ，　 x 方向速度は 2．4μm ！s で ある こ とが 求め られ る．
3．2　分離容器の 寸法 の検討

　分離容器の 寸法 （長 さ 1，高 さ h，幅 w ）を 定 め るに あた り，高

分騅率を達成す るた め，磁気 ビ
ーズ と分 離対象物 の 分 離容 器内

滞留時聞 ア．に関 して，以 下 の 条件 を 満 たす よ うに す る．

Tm 〈 T厂く Ts （11＞

こ こ で，Tln は 磁気ビ
ー

ズ と分離 対象物 の分離容 器 内で の 分 離

所 要時間，Ts は 沈殿時間で あ る ．

　Inletか ら容器内 に 入 っ た磁性 物が Positive　sclection カ・ら出

る よ う に な る た め に は，少 な くとも w ／2 以上 の x 軸正方向へ

の 移動が 必要で あるこ とから，T，，1 は w ！2v，n となる （Vn、は磁力

に よ る磁 性物 の x 方向移動速度）．また，T
， は t！Vf，τ、は h！v，

とな る （Vf は γ軸正 方 向の 液体の 流速，　 vs は重 力に よる 磁性

物 の z軸負方 向の 沈殿 速度）．以上 より，式 （ll）は以 下の よ う

に な る．

　　　　　　　　　 v
，
11h く ソ

∫
く 2レ．，t！w 　　　　　　　　　　　　（12）

｛司 Bero 匚．e 　sePl ・　rati ロ n
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Fig．13　1mages　of 　magnetic 　beads　for　three　situations ．
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　上式 で，磁 気 ビーズの沈 殿 速度 Vs は次式の よ うに 与え られ

る S）．

　　　　　　　　 v、’＝（ρb
一

ρf）gD ；118η 　 　 　 （13）

こ こ で，ρb，ρf，g は，それぞれ 磁気 ビーズの 密度，液体の 密度，
重力加速度で あ る．

　分離容器の 長 さ ’，高さ h，幅 w は それ ぞれ 25mm ，10mm ，
10mm と し，前述 の 磁性 物の 速度 VnT と沈殿 速度 v、を 式 （12）
に 代入す る と，次式の 流速 レ∫

の 範囲 で分 離が 行わ れ る こ とが

わか る．

　　　　　　1、28 × 10
−6

＜ リf（m ！s）く し20xlO
−fi
　　　　〔14）
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　 こ れ よ り流量 が小 さ い領 域で 分離率 が低 くな っ て い る の は，

磁 気 ビ
ーズが容器 内の 磁界 に捕捉 され て しま う こ と，お よび沈

殿 に よ りビーズが容器底部 に逹 して し まい液流 に流 されに くく

なっ た こ とが原因 で ある と考 えられ る．一方，流量が大 きい 領

域 で も分 離率の低下がみ られ るの は，分離時聞が短す ぎるた め

に 十分 に Positive　selection 側 に 磁気 ビーズ が移動 しな い た め で

ある と考え られ る．

　また，分離率最大 の とき の 流量 （178Ptl！min ）は前節 にお け る

最大 設計流 量 （L2　x　10
−9m31s ；72 μ11min）よ り も大 き い 値 で

ある．その 理由と して は，磁気ビ
ーズが ク ラ ス タ

ー
状の 固ま り

に な っ た こ とで ，当初 の 計算 した沈殿速度 よ りも磁気 ビーズが

早 く沈殿 した こ と が
一

因 と して考 え られる．

5 結論

4　磁気 ビ
ー

ズに よる予備分離実験

4．1　装置 構成 と手順

　Fig．11 に 試作 した 分離装置 の 外観写 真 を示す．磁 気 ビーズ

によ る 予 備分離実験は Fig．1の 装置構成 を用 い ，長方 形コ イル

1，3 の励磁電流 （1．1，i．3）は 15A ，長方形 コ イル 2 と円 形コ イル

L2 の 励磁 電流 （1，2，1，1，1，2）は 3．OA と し た．予備実 験用磁気

ビーズ として は，SPHERO 　CM −10（Fig．12）を超純水で 20倍希

釈 した もの を使用 した．分 離実験後 は，Positive及 び Negative

selection か ら得 られた磁気 ビーズ含有液体を顕微鏡 （倍率 ：200

倍）で 6 枚撮影 し，画像 鮮明化 処理を行い ，画像処理 ソ フ トウ

エ ア WinROOF で 画像中の 磁 気ビーズ個 数を数 え た．

4．2　予備実験結果

　Fig，13 に ポ ン プ の 流量 が 178μ1／min の と き の 分離前 後 の 磁

気ビ
ーズ画像 （鮮明化処理 後）を示 す．こ の 図よ り，分離処 理

後は Positive　sclcction か ら多数の 磁気ビ
ーズが取 り出 さ れ て い

る こ と が 容易に わ か る．ま た，Fig．14 に示 す 各流速ご との 画

像中の 磁気ビ
ーズ個数か ら は，磁界非印加時は 両取出口 か ら同

様に 磁気 ビ
ーズが 得 られ，磁 界印加 時は Positive　se！ection か ら

多数 の 磁 気 ビ
ーズが 得 られ て い る こ とが わか る．

　分 離 率 ξ、と して，次 式 の よ うに 定義す る と，各 流速 に お け

る分離 率 は Fig．15の よ うに な る．

　 　　 Np
　 　　 　 　　× 且00〔％ ）ξ．
＝

　　Ni）＋ Nn
（15）

　こ こ で，Np ，N，， は そ れぞれ Positive及 び Negative　selection

で の磁 気 ビーズ個数 で ある，Fig．15よ り，流量 が 178μ11min

の とき分離率が最大 で ある．

　本 稿で は，他 の従来 の連 続処理 型 分離装置 に比 べ て 高 ス ル
ー

プ ッ トの 分離装 置 の構 造 を 提 案 し，コ イ ル 及 び 分 離 容 器 の 設

計 ・試作 を 行 っ た．ま た，磁気 ビ
ーズ を 用 い た分 離実 験 の 結

果，流量が 178 μ11min の と きに 分 離 率 94，4 ％ が 得 られ た，し

か し，よ り実際的な 使用 に 近い 条件に 近づける た めに，磁性 物

と非磁性物が混在した 液体か らの磁性物の分離実験を行 う必要

が ある．た だ し，現状の 装置で は非磁性物は分離容器 の 出口 か

ら等 し く得 られ る こ とに な る た め，磁性物の 純度が高 くな るよ

う分離容器の 改良 ・装置の 多段化等を 行わ ね ばな らな い ．

　以 上 を 踏 ま え，今 後 は よ り高純度の 分離を 目指 し装置 を 改良

し，よ り実際 の 使 用 に 近 い 対 象物を 使 っ て 実験 を行 う予 定 で

あ る．
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