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研究成果の概要（和文）：サイズやパターンを制御したガラススポットに，温度で細胞接着・
剥離を制御する素材と周囲を細胞非接着素材としたマイクロアレイを調製した．接着細胞の
90%以上が温度刺激で回収できた．また，スポット上に抗体結合部位を修飾し，細胞特異的
な抗体で目的細胞を選択固定化し，開発装置を用いて高速診断を可能とした．0.001%のヒト
人工染色体(HAC)含微小核細胞の受容細胞への融合を，最大 0.1%まで効率化した．細胞マイ
クロアレイと装置で，診断／制御と分取用デバイスとして実用化可能であることを示した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Four types of microarrays(MA: well sizes=20,30,40,50μm; pitch=100μm) spotted with 
poly(N-isopropylacrylamide;PNiPAAm) or biocompatible MPC polymers having anti-body 
as a specific binding for target cells were prepared by surface-initiated polymerization of 
NiPAAm or MPC / N-succinimidylacrylate on the glass surface of MA. Poly(MPC) was 
coated around spots on the MAs . Selective cell attachment was achieved by using HL60 
cells or induced human pluripotent stem(iPS) cells as a typical cell on the MAs after being 
reacted with anti-body as a specific binding site for targeting cells. High-throughput 
diagnosis of attached cells on the MA was also succeeded by using developed equipments. 
Over 90% attached HeLa cells on the PNiPAAm coated spots of the MA were efficiently 
exfoliated by decreasing cell cultured temp. from 37℃to 25℃. Microcell(MC)s containing 
Human Artifical Chromosome(HAC) and U937 as white blood cell were higher fused on the 
MCs immobilized MA with a maximum of 0.1% than that of suspension cell fusion(0.001%). 
The MAs were of useful and for practical uses as devices for cell diagnosis, regulation of cell 
function, and recovery of target cells. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医療工学は，研究のみならず産業面にお
ける将来的に多大発展が見込まれ，国際競争
力の高い産業となることが期待されている．
目的細胞のhigh-throughput診断と安全性の
高い非侵襲的な回収および，細胞内への安全
な遺伝子導入等の技術が求められている．し
かし，低コスト，省スペースでかつ再現性の
高い素材，システムおよび装置開発に至って
いないのが現状であった．従来までは抗体特
異性，増殖性等の類性質で集めた細胞集団と
しての細胞研究が行われていると考えられ
るが，個細胞での研究例は細胞の配列化やス
ポッティングに高価な装置が必要なこと，分
取が困難といった点からあまり行われてい
ない．細胞集団でなく，性質が一定の細胞を
配列することによって，細胞工学的研究と診
断技術に大きく寄与すると考えた．我々は，
細胞膜表面のリン脂質の双性イオン構造に
類似した生体適合性材料の開発過程で，体内
に類似する環境を人工材料で構築する研究
を進め，安価で大量合成可能な人工分子の開
発に成功していた．また，生体適合性材料を
温度によって可溶―不溶が可逆的の変化する
温度応答性ポリマーに転換できることを見
出していた．また，一度に大量の診断情報を
もたらすhigh-throughput解析を可能にする
ツールとして注目される細胞アレイと素材
を組み合わせ，アレイ上の播種による簡易操
作による個細胞の固定化→診断→温度応答
性素材による非侵襲的な回収あるいは固定
化後に細胞への遺伝子導入の効率を飛躍的
に高めるツールを関連の装置開発と並行し
て行う提案をした． 
 
２．研究の目的 
本研究では，細胞レベルの大きさのスポット
を基板上に形成させ，個細胞の固定化と細胞
を特定して分取するデバイスの開発を目的
とする．これは，固定化した細胞毎に細胞機
能に関して一度に大量の情報を入手可能な
high-throughput 解析も可能とする蛍光検
出・解析装置を開発する．また，細胞サイズ
のスポットには細胞の接着―剥離機能のみな
らず細胞膜表層に特異的に発現しているタ
ンパク質等の特定も可能する抗体を変性す
ることなく固定化し，細胞選択的な固定化を
目的とした．さらに，アレイを用いる細胞内
への遺伝子導入の効率化と細胞識別機能等
を活用して特定した細胞を非侵襲的に回収
することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
３－１．温度応答性ポリマー相と細胞非接着
相をもつ細胞マイクロアレイの調製：図1に
作製の一例を示す．(i)セルサイズに(数μｍ：口

径およびパターンは可変)マスキングして金コー
ティングした素材表面をプラズマ洗浄あるいは過
酸化水素/硫酸等で表面を酸化分解して洗浄す

る．(ii)3-aminopropyltrimetoxysilane処理後
直ちに，4,4’-azobiscyanopentanoyl chloride
(V501-Cl)を反応後にN-isopropylacrylamide
(NiPAAm)を表面開始重合した．(iii)金表面に
溶液エッチングした後，poly[2-(methacryloylo
xy)ethyl phosphoylcholine(MPC)-co-butyl 
methacrylate(BMA)](MPC/BMA=3:7)を溶
媒コーティングしたアレイを調製した(g-array/1)．
これらポリマーの固定化は走査型プローブ顕微

鏡(SPM)あるいは顕微鏡IRイメージング等で確
認した．  
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図1 マイクロアレイ表面への機能性ポリマー
の固定化の一例 
 
３－２．細胞の接着・増殖試験：細胞の接着・
増殖試験には HeLa 細胞，HL60（理研セル
バンク）, ヒト iPS 細胞，U937 細胞等（鳥
取大学医学部所有）を用いた。典型例として
HeLa 細胞では，クリーンベンチ内で 70％エ
タノールに浸漬した後，1h, UV 照射下で乾
燥して滅菌処理した。表面をリン酸緩衝液
(PBS)にて洗浄した．細胞接着のためのコラ
ーゲン塗布して，MEM 培地浮遊 HeLa 細胞
105 cells/mL を播種して，37℃，所定時間 
5%CO2インキュベータ中で培養した。表面を
PBS で 3 回洗浄し，倒立型ルーチン顕微鏡で
観察し，Heochst33342 で核染色し，蛍光像
を顕微鏡デジタルカメラで撮影した． 
３－３．細胞の温度刺激剥離：細胞の温度刺
激による剥離は，上記同様に培養後，20℃に
予冷しておいた MEM 培地を加えて，20℃の
サーモプレート上で 2 h 静置した．上澄みを
除いたのち，接着細胞を同様に核染色して未
剥離細胞を蛍光顕微鏡で観察・計測した． 
３－４．抗体固定化 PMPC 素材のガラスス
ポットへの化学修飾：３－１．項と同様な方
法で，アレイ表面を洗浄し，V501-Cl を修飾



した後，MPC と N-succinimidylacrylate 
(NAS)を共重合した． 
３－５．細胞のマイクロアレイ上への選択的
な固定化 
抗体の Fc 部位を反応して配向固定化するた
め，所定量の ProteinA/G を poly(MPC-co- 
NAS)がガラススポットに固定化したアレイ
(g-array/2)と反応後直ちに例えばヒト iPS 特
異的な SSEA-4 抗体を反応した． 
GFP 発現遺伝子によって緑色蛍光標識され
た iPS 細胞を３－２項と同様に 105 cells/mL 
播種して，約 2hr インキュベータ中，静置後
に培地で洗浄して，蛍光顕微鏡観察を行った． 
競争接着の場合は，iPS 細胞と同数の iPS 用
フィーダー細胞を混合播種後に同様な操作
を行った． 
３－６．固定化細胞の診断と不用細胞の除去 
細胞マイクロアレイに細胞を固定化後に，新
規に開発したマイクロ－ナノステップ XY ス
ライダー上にマイクロアレイを装着して，PC
制御して，ms オーダーで高速移動を行いな
がら，細胞からの蛍光を CCD カメラあるい
は光電子増倍管で検出する顕微鏡装置でデ
ータを PC に取り込んだ．入手データによっ
て蛍光の有無によって不用と判断された細
胞には細胞アレイのスポット毎に高出力の
固体レーザーを照射して細胞除去操作を行
った． 
３－７．細胞マイクロアレイを用いたヒト人
工染色体(HAC)含有微小核細胞(MC)の融合： 
抗体固定化用の PMPC 素材をもつ g-array/2
にMC膜表面の抗原特異的な抗体を固定化し
たのち，所定量の MC を播種した．MC には
同時に実験に用いた受容細胞(U937)との融
合タンパク質も表面発現させた．U937 を
105cell/mLの濃度でMCを固定化したマイク
ロアレイ上に播種した．所定時間 37℃，5%
の CO2インキュベータ中で培養後に，HAC
中予め導入された緑色蛍光タンパク質(GFP)
発現遺伝子の発現を経時的に観察した．なお，
HAC 中には，抗生物質耐性遺伝子も組み込
み，培養 3 日目からは，抗生物質を培地中に
投与して，MC 融合 U937 細胞のみを選択培
養を行いながら経時観察を続けた． 
 
４．研究成果 
以下に代表的な成果の説明を関連の図およ
び写真を付して示す． 
①ガラススポットを金層に±0.1μm 程度の精
度の一定間隔とサイズでマイクロアレイを
作製する技術を確立した．②ガラス特異的な
アルコシキシランを用いる化学反応を用い
て，表面開始重合法によって，細胞接着－剥
離を可逆的に制御可能な温度応答性ポリマ
ーあるいは抗体結合部位を含み抗体・接着細
胞へのダメージの少ない生体適合性人工リ
ン脂質ポリマーにからなる個細胞を固定化

する機能性ポリマー素材を修飾した．さらに
ガラススポット周り金素材を溶剤エッチン
グしたのち細胞非接着層となるリン脂質ポ
リマーを簡便な溶剤コーティング法にて作
製する方法を開発した． 
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(a) (b) (c)θ=70° θ=9° θ=20°

図 2 (a)未修飾アレイ，(b)PMPC 修飾アレイ，
Poly(MPC-co-NAS)修飾アレイの SPM 像 
 
図 2 に例として，PMPC と Poly(MPC-co- 
NAS)修飾したアレイの SPM 像から，水に対
する接触角が低下，さらに表面にポリマーに
由来する凹凸が観察され固定化を確認した． 
③温度応答性素材を固定化したガラススポ
ットに細胞を接着し，温度刺激による非侵襲
的な細胞剥離を達成した（図 3）． 

-(a-1)未処理アレイ37℃ (a-2)未処理アレイ25℃

(b-1)g-array/1 37℃ (b-2) g-array/1 25℃

図 3 未修飾アレイと g-array/1 への HeLa 細
胞の接着と温度刺激剥離の顕微鏡像×100 
 
未修飾アレイは HeLa細胞はスポット上に集
積しないが，ガラススポット周りに PMPC
を修飾すると集積した．さらに集積した
HeLa細胞は培養温度を25℃に低下する温度
刺激によって，約 90%の接着細胞が剥離した． 

(a) φ=50µm (b) φ=50µm

(c) φ=40µm (d) φ=30µm

図4 未修飾アレイとg-array/2へのiPS細胞
の接着(a)未処理(φ:スポット径 50μm，
(b)g-array/2(φ :50μｍ)， (c)g-array/2 



(φ:40μm),(d)g-array/2 (φ: 20μm)×100 
さらには例えば，iPS 細胞特異的な抗体を固
定化して iPS細胞をフィーダー細胞等から選
択的の取得する素材技術を確立した（図 4）． 
array/2 に iPS 細胞特異的な SSEA-4 抗体を
固定化後に，iPS 細胞を播種して，非接着細
胞を除去すると未処理のアレイには見られ
ないスポット上に iPS細胞の集積が確認され
た．このとき，スポット上の集積細胞数はア
レイのスポット径で制御可能された． 
④固定化細胞からの標識物質からの蛍光に
基づいて診断し，不用細胞のパルスレーザー
照射による除去を診断⇒除去を数万個の処
理を数時間に行うことのできる PC 制御スラ
イダーと蛍光検出 CCD とレーザー照射装置
の基本構成からなる回収自動化装置を作製
した(図 5)． 

図 5 細胞診断／細胞回収用の装置の外観写
真とブロック図 
 
⑤細胞マイクロアレイに抗体固定化素材と
ヒト人工染色体(HAC)を含む微小核細胞を固
定化・集積する技術を開発し，微小核細胞表
面に作出した受容細胞との融合あるいは結
合タンパク質の機能と重畳させることによ
り，HAC を含む微小核細胞の融合効率を最
大 0.1%程度までに飛躍的に向上させること

に成功した． 

(a) ?=50µm (b) ?=50µm

(a-1) (b-1)

(a-2) (b-2)

 
図 6 g-array/2 上融合 U937/MC の培養後の
顕微鏡像：HAC 含有 MC(1×106cell/well：融
合時)、(a-1,b-1)培養 14 日後、(a-2,b-2)培
養 33 日後、(a)位相差像、(b)蛍光像（×100） 
 
安全な細胞作製のため HAC 技術は再生医療
工学の発展に不可欠な多くの長所をもつが，
MC と受容細胞との融合効率が低い問題点が
ある．g-array/2 に MC を集積させ，受容細
胞融合させて，抗生物質投与下で選択培養し，
経時観察した結果を図 6 に示す．初期の融合
効率が高く，約 30 日後には，ほぼ 100%で
HAC が導入された細胞のみを得ることが可
能となった． 
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