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研究成果の概要（和文）：上皮細胞の垂直断面の高解像度ライブイメージングのためのシンプルなマイクロ流体
デバイスを開発した．ここでは，マイクロ流路の垂直側壁に付着した上皮細胞を，標準的な共焦点レーザー走査
型顕微鏡（ＣＬＳＭ）によって観察し，１回の走査でそれらの内部構造の高解像度画像を得た．開流路および閉
流路型のデバイスを製作し，蛍光微小管像のコントラストにより断面像の解像度を比較した．結果として，個々
の微小管の繊維構造は両方のデバイスで明瞭に解像された．最後に，上皮細胞のアピカル側に局在するタイトジ
ャンクション(TJ)のライブイメージングへの適用性を試した．その結果，最小限のぼけでTJの位置を明確に示す
ことに成功した．

研究成果の概要（英文）：We examined the use of simple microfluidic device for high resolution live 
imaging of the vertical section of epithelial cells. Here, Epithelial cells adhered on the vertical 
sidewall of the microchannel were observed by a standard conforcal laser scanning microscopy (CLSM) 
to obtain high-resolution images of their internal structures with a single scanning. We fabricated 
and tested open and closed channels and compared the resolution of sectional images by the contrast 
of fluorescent microtubule images. As a result, the fibrous structure of individual microtubules was
 clearly resolved in both devices, which could not be attained in the 3D reconstruction from 
multiple confocal images. Finally, we tested the applicability to the live imaging of tight 
junctions, which localize on the apical side. The results clearly exhibited the location of tight 
junction with minimum blurring.

研究分野：バイオチップ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光を用いた生細胞イメージングは，細胞の内外部の構造やその動態を研究するために必要不可欠な技術となっ
ている．ここ数十年，超解像顕微鏡法や様々な顕微鏡装置の技術開発により，生細胞イメージングは大きく進歩
した．しかし，その実施形態は，主にガラスボトムディッシュ等の底面に平面的に広がった細胞を，二次元的に
イメージングする手法に限られており，対物レンズの軸方向(z軸)の空間分解能は水平方向(xy平面)の空間分解
能よりも低い．本研究成果は，細胞培養面の縦（垂直）方向の輸送を伴う細胞機能のイメージングを容易にする
ことで，細胞機能の基礎研究や薬剤スクリーニングへの応用が期待される．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
蛍光を用いた生細胞イメージングは，細胞の内外部の構造やその動態を研究するために必要
不可欠な技術となっている．蛍光タンパク質(FP)や細胞染色を用いることにより，観察対象の
タンパク質の局在や動態，機能を解明できる．ここ数十年，超解像顕微鏡法や様々な顕微鏡装
置の技術開発により，生細胞イメージングは大きく進歩した．しかし，その実施形態は，主に
ガラスボトムディッシュ等の底面に平面的に広がった細胞を，二次元的にイメージングする手
法に限られている．この手法では，焦点の異方性点広がり関数(PSF)に起因して，対物レンズの
軸方向(z軸)の空間分解能は水平方向(xy平面)の空間分解能よりも低い．細胞の 3次元，もしく
は垂直方向の情報が必要な場合，共焦点顕微鏡を代表として，多数の二次元スライス画像から
三次元情報を再構成する手法を用いる．しかしこの手法では，分解能と比例して取得時間が長
くなるため，短時間で高解像度の画像を得ることは困難である．これらの問題を解決するため
にいくつかの研究が報告されている．光シート蛍光顕微鏡(LSFM)は，高分解能断層像を得るた
めに，対物レンズの軸に直交する二次元光シートで試料を照射する．しかし，この技術は，多
細胞生物のような大きなサンプルで一般に使用される．また手島らは，MEMS技術により作製
した磁気駆動マイクロフラップ，マイクロプレート上に細胞を接着させ，磁力により回転させ
ることで，垂直断面像を取得する手法を開発した．これらのデバイスは，撮像方向を微調整す
るには有効であるが，製造法や利用法が複雑であるため，一般的な生物学研究室での利用は困
難である． 
 
２．研究の目的 
本課題では，簡単なマイクロ流路構造を持つマイクロ流体デバイスを用いて細胞の縦断面を
高解像度でイメージングする手法を検討した．モデル細胞として，MDCK 細胞(イヌ腎臓尿細
管上皮細胞)を使用した．上皮細胞は，頂端側と基底側に高度な極性を持つため，縦断面のイメ
ージングの対象として適している．マイクロ流路の側壁に接着した細胞を共焦点レーザー走査
顕微鏡(CLSM)で観察することで，細胞縦断面画像を取得した．マイクロ流体デバイスには，開
流路デバイス(OCD: Open Channel Device)と閉流路デバイス(CCD: Closed Channel Device)の 2種
類を作製した．また開流路デバイスは PDMSで作製したものと硬質シリコーン樹脂で作製した
ものと 2種類作製した．それぞれのデバイスから，細胞縦断面画像を取得し，解像度評価を行
った．最終的に，提案手法の応用として，上皮細胞の頂端側に局在しているタイトジャンクシ
ョン(TJ)の蛍光イメージングを行った．TJ を構成する FP 融合タンパク質を発現させ，生細胞
の蛍光イメージングを行い，マイクロ流体デバイスにより縦断面像を得ることで，TJの頂端側
への局在を確認した． 
 
３．研究の方法 
３．１ マイクロデバイスを構成する材料の評価 
一般的に，高解像度イメージングに使われる高倍率・高開口数の対物レンズは，作動距離（対
物レンズと観察試料の距離）が小さく，カバーガラスを介して観察するように設計されている．
我々はマイクロ流体デバイスの材料として使われる透明シリコーン樹脂(ポリジメチルシロキ
サン；PDMS)層の厚さが撮像の解像度に及ぼす影響
を調べた．細胞をカバーガラス上および様々な厚さ
の PDMS層上に播種し，市販のトランスフェクショ
ン試薬により GFP融合チューブリンを発現させ，そ
れをレーザー共焦点顕微鏡により観察した．  
また，マイクロ流体デバイスの作製には PDMSが
多く使われるが，その屈折率は 1.4 程度であり，カ
バーガラスのそれ(屈折率: 1.50)とは差異があるため，
解像度の低下につながる．ここでは，屈折率がカバ
ーガラスに近い硬質シリコーン樹脂(屈折率: 1.52)を
使用して同様の実験を行った．厚さ約 100µmの硬質
シリコーン樹脂と PDMS層の上にそれぞれ細胞を接
着させ，細胞平面画像を取得した． 

 
３．２ マイクロ流体デバイスを用いた接着細胞断
面のイメージング 
本課題では，簡単なマイクロ流路構造を持つ 2種
類のマイクロ流体デバイスを作製した．凹型の溝構
造を持ち上側が開放状態にある開流路デバイス
(OCD)(Fig. 1a)，およびマイクロ流路がガラスと
PDMS によって閉じられた閉流路デバイス
(CCD)(Fig. 1b)である．OCDは上側が開放状態である
ため，細胞培養は容易である．しかし構造の作製上，
カバーガラスと観察細胞の間に PDMS 層が存在し，
解像度への影響が考えられる．そのためデバイス材

Fig.1 Schematic of the vertical-section 
live imaging system for adherent cells. (a) 
Open Channel Device (OCD) and (b) 
Closed Channel Device (CCD). 



料を屈折率がカバーガラスと近似している硬質シリコーン樹脂を用いたデバイス(Hard Silicone 
Resin OCD)も作製した．CCDは，流路の底面がカバーガラスのため，観察細胞とカバーガラス
の間に PDMS層が存在しない．そのため高解像度の細胞画像の取得が期待できる．但し，狭い
閉流路内では細胞への培地供給が不十分となり，細胞培養に難が生じる．各デバイスはソフト
リソグラフィー(樹脂への鋳型転写技術)によって作製した． 
 
４．研究成果 
４．１ マイクロデバイスを構成する材料の評価 
カバーガラス上の細胞は微小管の線維
構造が極めて明瞭に確認できた(Fig. 2b)．
PDMS 層厚さが 29，38，45µm(Fig.1c~e)
でも微小管の線維構造が明瞭に確認で
きた．しかし 74µm (Fig. 2f) になると，
微小管がぼやけ始め，114µm (Fig. 2h)で
は個々の線維を確認することができな
かった．この結果より，PDMS層が厚い
ほど，解像度が低下することが示された．
そのため，マイクロ流体デバイスの作製
の際には，デバイスの厚さを薄くする必
要があることが分かった． 
さらに，硬質シリコーン樹脂と PDMS
を比べると，硬質シリコーン樹脂の方が
微小管の線維構造が鮮明であることが
分かった(Fig.3)．そのため，硬質シリコ
ーン樹脂を利用することで，屈折率の差
異による解像度の影響を減らし，解像度
が向上することが分かった． 
 
４．２ マイクロ流体デバイスを用いた
接着細胞断面のイメージング 
本研究では，PDMS 開流路デバイス 

(PDMS OCD)，硬質シリコーン樹脂 開流
路デバイス (Hard Silicone Resin OCD)，
PDMS 閉流路デバイス (PDMS CCD)の
それぞれ 3 つのデバイスを用い，流路側面に接着した
細胞を撮影して縦断面画像を取得し，従来の多数のス
ライスから再構築する三次元断面画像と比較した．ま
た，カバーガラス上に接着した細胞の水平断面像 
(Horizontal Section, Fig.4d)および再構成縦断面像 
(Reconstructed Vertical Section，Fig.4e)も撮像し，それぞ
れのデバイスから得られた細胞画像と比較した．この
結果から，OCDでは，デバイス材料を硬質シリコーン
樹脂に変更することで，解像度が向上することを確認
した(Fig. 4aと bの比較)．CCDでは，一般的な水平断
面像と同様の高解像度で縦断面観察が可能であること
を確認した(Fig. 4cと d)．また，全てのデバイスにおい
て再構成縦断面像(Fig. 4e)と比較して，解像度の向上が
見られた． 

Fig. 2  Preliminary test for evaluation of the 
material and thickness of the substrate. (a) Schematic 
of the experimental system. (b)~(h) Fluorescent 
imaging of microtubules of MDCK cells on a cover 
glass and on PDMS-coated glasses with various 
PDMS thickness. Scale Bar = 5µm. 

Fig. 3  Fluorescent imaging of microtubules of 
MDCK cells on PDMS-coated glasses (a) and hard 
silicone resin-coated glasses (b). Scale Bar = 15µm. 

Fig.4 Imaging of GFP-tagged 
microtubules in each 5 methods. (a) 
PDMS OCD, (b) Hard Silicone Resin 
OCD, (c) PDMS CCD, (d) Horizontal 
section, (e) Reconstructed vertical 
section. Scale Bar = 15 µm 



最後に，提案手法の応用例として，タイト
ジャンクション(TJ)の蛍光イメージングを行
った．動物の表皮や胃腸管を構成する上皮細
胞の細胞間には，TJと呼ばれる，複数のタン
パク質から成る強い結合装置が存在し，体内
への物質の侵入や漏出を防止，制御している
TJは上皮細胞の頂端側に局在している．本実
験では，提案手法により，TJの局在を高解像
度でライブイメージングできるかを検証し
た．GFPを融合させた claudin4を恒常発現し
た MDCK 細胞株を作製し，その断面のライ
ブイメージングをOCDおよびCCDでそれぞ
れ行った(Fig.5)．OCDでは(Fig.5a)，上皮細胞
がマイクロ流路の側壁にシート状に整列し
ている様子を確認した．CCD では (Fig.5b)，
細胞上部に強い蛍光を発する領域があり，claudin 4が細胞上部に多く局在していることが確認
できた．以上の結果から，本提案手法により，TJの頂端側への局在を，一般的な水平方向スキ
ャンよりも高い解像度で確認することに成功した． 
 
以上に述べた通り，本研究課題では，簡単なマイクロ流路構造を持つマイクロ流体デバイス
を用いて細胞の縦断面を高解像度でイメージングする手法を検証した．細胞の縦断面画像の解
像度評価実験では，各デバイスにおいて，再構成縦断面像よりも解像度が向上した縦断面像を
1 スキャンで取得することに成功した．開流路デバイスは，デバイス材料を硬質シリコーン樹
脂に変更することで，更に解像度が向上することを確認した．閉流路デバイスは，ガラス上細
胞の水平断面像と同様の高解像度で縦断面観察が可能であることを確認した．タイトジャンク
ションの蛍光イメージングでは，マイクロ流体デバイスを用いることで，TJの高解像度のライ
ブイメージングを可能にし，頂端側への局在を確認することに成功した． 
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