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研究成果の概要（和文）：複数種類の細胞を、種類ごとに望みの位置に配置する技術は、迅速な複数種細胞のア
ッセイや生体の細胞配置を模した人工組織構築など、次世代の細胞研究において強力なツールとなる。本研究で
は、そのような多種細胞パターニングを可能とする分子として、光に応答して細胞を基板上に固定化できる光活
性化PEG脂質を開発した。本分子を修飾した表面上では、細胞種ごとに光照射と細胞播種・洗浄を繰り返すこと
で、どのような細胞でも迅速に一細胞単位で多種細胞パターニングすることが可能であった。さらに、この表面
上で目的の細胞のみを光捕捉することで、血中循環ガン細胞といった医療において重要な細胞を捕獲・単離する
ことができた。

研究成果の概要（英文）：The technology of patterning of multi-types of cells has expected as a 
powerful tool in next-generation cell research. In this study, we developed a photo-activatable 
PEG-lipid which can immobilize cells by light irradiation, as a molecule that enables 
multi-patterning of cells. On the surface modified with this molecule, versatile and high-throughput
 patterning of multi-types of cells were performed by repeating a process of light irradiation, 
seeding of arbitrary types of cells and washing. Additionally, by light-trapping only the target 
cells on this surface, it was possible to capture and isolate important cells such as circulating 
cancer cells from peripheral blood.

研究分野： 材料工学
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１．研究開始当初の背景 

複数の種類の細胞を、種類ごとに一細胞単
位で望みの位置に配置する多種一細胞パタ
ーニング技術は、次世代の細胞研入において
重要なツールになると期待されている。多種
の細胞が一細胞単位でパターニングされた
チップを用いることにより、多種類の細胞に
おける一細胞単位の詳細な細胞画像解析を、
ハイスループットに行うことが可能となる。
また、多くの種類の細胞を一細胞レベルで生
体内と同様に配置することにより、生体内に
近い機能を持った組織・臓器の再構築が可能
となると考えられている。 

これまでに、様々な複数種類の細胞パター
ニング技術が研究されているが、これらには
主に細胞の自発的な接着性を利用した原理
が用いられている。そのため、既存法は接着
性を持たない細胞には利用できないという、
汎用性に関する問題点があった。さらに、細
胞が任意の位置に配置されるには、細胞接着
を長時間待つ必要があったため、多種細胞パ
ターン作製のスループット性向上が課題と
されていた。そこで、迅速かつ汎用的に、一
細胞単位で複数種細胞をパターニングでき
る研究ツールが必要とされている。 

 

２．研究の目的 

PEG 脂質[1]を修飾した表面は、脂質がアン
カーとして細胞膜と相互作用するため、細胞
の接着性に依存せず、迅速にどのような細胞
でも基板に固定化することができる。本研究
では、PEG 脂質を骨格とした、光照射によっ
て迅速に細胞を固定化できる光活性化 PEG

脂質を新規合成し、これを用いた迅速かつ一
細胞単位の多種細胞パターニング技術の開
発を目的とした。この PEG 脂質を修飾した
基板上には、光照射前は細胞が固定化されな
いが、光照射によって細胞を数分以内に固定
化できる。したがって、任意の位置への光照
射と任意の種類の細胞播種・洗浄を繰り返す
ことで、迅速な多種細胞パターニングが可能
となる(Fig. 1)。 

また、光活性化 PEG 脂質表面の細胞選択
技術への応用の可能性も見出し、末梢血中か
らの血中循環ガン細胞[2,3]の単離も試みた。さ
らに、光活性化 PEG 脂質の駆動原理に関す
る知見を得ることも目的とした。 

３．研究の方法 

(1) 光活性化 PEG脂質の開発 

光活性化 PEG 脂質の候補化合物として二
種類の化合物を合成した。一つは、PEG 脂質
に光分解性リンカーとしてメトキシニトロ
ベンジル[4]を介して長鎖の PEG を結合させ
た化合物(Fig. 2a)であり、もう一つは同様に
光分解性リンカーを介して PEG 脂質に脂質
をもう一本結合させた化合物(Fig. 2a)である。
これらの PEG 脂質誘導体を修飾した表面上
で、光照射前後での細胞固定化密度を計測し
た。まず、基板表面を牛血清アルブミン
（BSA）でコーティングし、BSAのリジン残
基のアミノ基と PEG 脂質の活性カルボン酸
との縮合反応によってPEG脂質を修飾した。
この PEG 脂質修飾基板上に非接着性細胞の
マウス proB細胞株 Ba/F3 細胞を播種し、固
定化されていない細胞を洗浄除去した。顕微
鏡により観察したところ、長鎖 PEG を結合
させた PEG 脂質の表面では、光照射前でも
細胞が固定されてしまうことが確認された
(Fig. 2b左)。一方、脂質をもう一本結合させ
た PEG 脂質の表面では、光照射前は全く細
胞が固定されず、光照射後に初めて固定され
るようになることが確認された(Fig. 2b 右)。
そこで、この脂質をもう一本結合させた PEG

脂質を「光活性化 PEG 脂質」として研究を
進めた。 

 

(2) 複数種細胞のパターニング 

 光活性化 PEG 脂質を修飾した表面に光の
微細パターンを照射した後、細胞を播種・洗
浄することにより、光が当たった表面にのみ
細胞が固定され、細胞の微細パターンが作製
できると考えた。そこで、光活性化 PEG 脂
質を修飾したコラーゲンコート表面に、一細
胞サイズのスポットのアレイ状パターン

Fig. 1 光活性化 PEG 脂質を用いた複数種細胞

パターニング技術 

Fig. 2 光活性化 PEG脂質の開発 



(λ=365 nm)を照射した。非接着性の Ba/F3

細胞を播種・洗浄したところ、細胞同士が隣
接するほどの高密度で精密な一細胞アレイ
が構築された(Fig. 3b)。同様の手法によって、
接着性のヒト皮膚線維芽細胞(NHDF細胞)の
高密度一細胞アレイ(Fig. 3c)や、細胞と同様
に脂質表面を持ったリポソームや量子ドッ
トのパターン(Fig. 3d,e)も作製できた。この
時、NHDF細胞は、接着や伸展といった、通
常の培養環境と同様の挙動を示した。さらに、
別の領域に光を照射して二種類目の細胞を
パターニングしたところ(Fig. 3a)、接着性細
胞と非接着性細胞、リポソームといった異種
の細胞や脂質集合体からなる一細胞共パタ
ーンが作製できた(Fig. 3f)。デモンストレー
ションとして、7色に染め分けた Ba/F3細胞
のパターニングを行ったところ、3 時間以内
に 7色の一細胞パターンが自在に構築できた
(Fig. 3g)。また、光活性化 PEG 脂質表面で
接着性細胞を 3日間培養したところ、市販の
培養ディッシュと同様の生存率や細胞増殖
率であり、高い細胞適合性も確認された。 

以上の様に、当初目的とした、迅速かつ汎
用的な複数種一細胞パターニング技術の開
発を達成した。 

(3) 細胞選択 

近年、血管中を循環するガン細胞
(Circulating Tumor Cells: CTC) が新たなガ
ンマーカーとして注目されている。CTCを末
梢血中から単離することによって、低侵襲で
体内のガン組織の現状把握や、効果的な治療
法の検討が可能となると考えられている。そ
こで、CTC単離のモデル実験として、担ガン
マウス末梢血からのガン細胞の単離を行っ
た。ヒト結腸腺癌 DLD1細胞を坦ガンしたマ
ウスから採取した末梢血に前処理を施し、抗
体を用いて CTC を蛍光標識した。光活性化
PEG 脂質を修飾したマイクロ流路にこの検
体を導入し、蛍光を指標にして顕微鏡で検出
した CTC にのみ光を照射した。数分後に流
路内を穏やかに洗浄したところ、光を照射し
た数個の CTC のみの固定化が確認され、数
万以上におよぶその他の細胞からの単離が
実現できた(Fig. 4)。 

 

(4) 光活性化 PEG脂質の構成要素 

「(1) 光活性化 PEG 脂質の開発」における
実験では、PEG 脂質に PEG ではなく、脂質
を結合することにより、細胞の固定化を阻害
できることが示された。その阻害メカニズム
における脂質の必要条件を調べるため、様々
な種類の脂質等を PEG 脂質に付加し、その
細胞固定化機能に対する影響を調べた。その
結果、短鎖脂肪酸では細胞固定を阻害しきれ
ず(Fig. 5化合物 1,2)、長鎖脂肪酸やコレステ
ロールといった高い疎水性を持つ化合物に
よって完全に阻害可能であることが解った
(Fig. 5化合物 4~8)。 

また、光活性化 PEG 脂質の細胞結合性に
関して、細胞への作用環境について検討を行
った。光活性化 PEG 脂質を基板表面ではな
く、蛍光色素に結合し、溶液中において細胞
に作用させた。その結果、光を照射せずとも
細胞表面が染色されたため、光活性化 PEG

脂質が光応答性を発揮するためには、基板(固
相)表面に修飾されていることが重要である
ことが解った。 

今後、光活性化 PEG 脂質の駆動メカニズ
ムの解明の為に、光活性化 PEG 脂質表面の
物理的パラメーターの観点からも研究を進
める。 Fig. 3 各種細胞パターニング 

Fig. 4 光活性化PEG脂質を用いたCTCの単離 



 

４．研究成果 

本研究では、光活性化 PEG 脂質の合成に
成功し、迅速かつ汎用的な一細胞単位の複数
種細胞パターニング技術を開発した。さらに、
本分子を修飾した表面において、末梢血から
CTCを光単離することも可能であった。 

我々が確認している限りでは、この光活性
化 PEG 脂質は、PEG 脂質の脂質膜結合機能
を光活性化可能とした世界で初めての分子
である。本分子は、多種細胞が配置されたハ
イスループットアッセイ用チップの開発や、
生体を精密模倣した再生医療用・モデル研究
用組織の作製、さらには細胞選択技術など、
広範な分野における応用の可能性を有する。
本分子に関する、国際特許出願も行っており、
今後企業等との共同研究により社会実装を
進める予定である。 

また、本来は活性部位となるはずの脂質を
余剰に導入することで光活性化が達成され
た事例は、刺激応答性材料、特にケージド分
子[5]研究において新奇であり、本分子の駆動
機構解明に関する今後の研究は、貴重な知見
をもたらすと期待される。 
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出願年月日：2015年 3月 30日 

国内外の別： 国内 

 

名称：脂質膜含有物を固定化するための化合
物、当該化合物で修飾された基材、当該基材
上に脂質膜含有物をパターニングする方法
及び脂質膜含有物を当該基材上で単離する
方法 

発明者：長棟輝行, 山口哲志, 山平真也 

権利者：国立大学法人東京大学 

種類：特許 

番号：PCT/JP2016/57852 

出願年月日：2016年 3月 11日 

国内外の別： 国外 

 

〔その他〕 

ホームページ等 

http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/nagamune/ind

ex.html 
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(1)研究代表者 

  山平 真也（YAMAHIRA, Shinya） 

東京大学・大学院工学系研究科(工学部)・

特別研究員 

 研究者番号：70750652 


