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研究成果の概要：バイオセンサー、チップ集積化技術、一細胞マニピュレーション技術などを

駆使して、網羅的に且つ高感度に細胞シグナルなどを解析するバイオセンシングツールの開発

に関する研究を行った。免疫一細胞刺激応答や、磁気液滴操作によるガン１細胞遺伝子発現解

析、神経細胞ネットワーク形成、マイクロチャネルアレイ（ＭＣＡ）による神経細胞シグナル

計測など様々な機能を備えた各種一細胞情報解析チップの開発と応用に成果をあげた。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 58,300,000 0 58,300,000 

２００６年度 55,000,000 0 55,000,000 

２００７年度 56,700,000 0 56,700,000 

２００８年度 55,000,000 0 55,000,000 

  年度    

総 計 225,000,000 0 225,000,000 

 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：細胞チップ、シグナル応答、ニューロン、神経回路、ensemble recording、電極
アレイ、ペプチドアレイ 
 
１．研究開始当初の背景 
生体機構を理解するうえで細胞内のみな

らず細胞間シグナルの授受メカニズムを明
らかにすることは、本質的な必須なアプロー
チと考えられる。特に、神経細胞ネットワー
ク、生体防御ネットワークなどに代表される
ように数多くのヘテロな細胞からなる細胞
集団を対象とし、基本単位である細胞の機能
を一細胞あるいはサブセルレベルでの解析
できる手法およびシステムの開発は緊急性
があり、必要である。例えば、生体防御に関
わる免疫細胞ネットワークでは、B細胞集団
が 10の 8乗もの種類の抗体を生成できるが、
１種類の細胞からは１種のモノクロ-ナル抗
体を生成しており、同時に極めて大きな数の

細胞集団を１個レベルで解析できなければ
免疫ネットワーク全体を理解し、これを利用
するには至らない。また、細胞機能を評価す
るうえでは、細胞間シグナル分子に対する応
答解析が重要であり、アレイ上に配置された
集積型電極やパッチクランプ細胞内電極な
どのハード開発が望まれる。これらを解決す
る研究手法および視点に本申請の学術的な
特色および独創性がある。さらにこうしたシ
ステムをバイオセンシングやドラック探索
などへ応用展開するうえで、候補分子集団の
設計およびチップへの配置とそのアッセイ
手法の開発にも展開するもので、予想される
結果および意義は高く、関連分野に与える波
及効果はきわめて大きい。 
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２．研究の目的 
生体の有する高次機能を分子レベルで理

解し、これを応用展開していくため、生体を
構成する基本単位である細胞の機能に焦点
をあて、一細胞レベルでの解析を可能としつ
つ、生体機能を発現するに不可欠な細胞間の
ネットワーク形成を視野に入れた細胞集団
を定量評価する網羅的な解析手法の提案お
よび実施展開が不可欠である。こうした解析
手法を展開するには、ハード面においては、
最新のマイクロ／ナノ微細加工技術を用い
た一細胞アレイチップ、細胞集団を対象とす
る計測方法、ソフト面においては、網羅的細
胞解析アルゴリズムの開発などが基盤とな
る。こうした研究を推進するために分析化学、
生化学、微細加工、生体情報解析などを専門
とする境界領域の研究者の連携をはかり、た
とえば、一細胞の分解能を有する細胞集団チ
ップ（10 万個の細胞配置も可能）、網羅的細
胞シグナル応答解析、ペプチドシグナルアレ
イチップによる細胞レセプタ分子の解析、ド
ラックの探索、機能予知プログラムの設計 、
集積型電極システムと神経細胞ネットワー
ク集団解析、MEMS 先端技術を用いたパッ
チクランプアレイなど細胞シグナルチップ
開発と解析などに取り組む。 
 
３．研究の方法 
(1) バイオセンサー、チップ集積化技術、一
細胞マニピュレーション技術などを駆使し
て、網羅的に且つ高感度に細胞シグナルなど
を解析するバイオセンシングツールの開発
を行った。流路チップ、集積チップの作製は、
その目的に応じて微細加工技術を駆使して
行った。シリコンウェハー上に感光レジスト
を塗布し、マスクパターンを通して感光させ、
パターンを形成する。これに PDMS 樹脂を成
型し PDMS 流路を成型する。これとガラス基
板の表面を酸素プラズマ処理し活性化させ
た後、貼り合わせることで PDMS 流路チップ
を作製した。一方、ウェットエッチングプロ
セスによりシリコン製マイクロチャンバー
アレイを作製した。また LIGA プロセスで作
製した鋳型を基に射出成型によりプラスチ
ック樹脂製チャンバー型アレイチップも作
製した。 
(2) 単一細胞を可視化しつつ細胞ネットワ
ーク活動を観測するという観点から、single- 
cell manipulation 技術を利用した細胞の位置
制御、基板表面への接着性の差異を利用した
細胞の成長方向制御、非侵襲的に長期間の細
胞群電気活動が可能な集積化電極基板を利
用し、ラット海馬神経細胞、上頸神経節細胞、
心室筋細胞、さらに P19細胞用いた培養細胞
ネットワークによる実験を行った。 
(3) 単一細胞レベル、さらには細胞ネットワ

ークの電気的なシグナルを計測、解析するこ
とを目的に、従来のＭＥＡ（微小電極アレイ）
等の電極アレイをＭＥＭＳ／ＮＥＭＳ技術
により改良し、吸引微小穴を一体化したマイ
クロチャンネルアレイ（ＭＣＡ）をコア技術
とした研究展開を行った。ＭＣＡにより、吸
引による細胞操作やチャネル部への細胞固
定、チャネル部からの流体入出力が可能とな
り、プロジェクト内での連携研究により有望
な神経細胞系をはじめ、応用展開を進めた。 
(4) ペプチドアレイと磁性ナノ微粒子を用
いた次のような研究を行った。 
(i)生体シグナル分子（ペプチド）の解析: 
Fmoc 固相合成法で生体シグナル分子である
短鎖ペプチドをセルロース膜上にアレイ状
に合成した。このペプチドアレイ上で細胞の
応答を解析する技術を確立し、解析した。 
(ii)１細胞解析のための磁気液滴操作: 分
散性の高いマグネタイトナノ微粒子を用い
てオイル中で液滴を磁気操作し、液滴の移
動・合一、および液滴からの磁性微粒子の離
脱、他の液滴への融合を行い、液滴中の１細
胞の PCR 増幅を行った。 
(iii)細胞アレイによる細胞機能評価: 正電
荷脂質で包埋した特殊なマグネタイトナノ
微粒子を用いて細胞中に100万個程度の微粒
子を導入し、外部に設置した永久磁石で誘導
できる磁気ラベル化法を確立した。また、150
μm 間隔の剣山状デバイスを作製し、細胞ア
レイの構築に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 40万個以上のチャンバーを有するマイク
ロアレイチップ上に、単一 B細胞を 80％以上
の確立で導入することができ、各感作段階に
おける抗原感作マウス脾B細胞に抗原刺激を
行い、特異的な単一B細胞のシグナルを検出、
解析できることも示してきた。また、マイク
ロ流路中でピコリッターレベルのコンパー
トメントを多数形成させ、単一細胞を分離す
るフロー型一細胞アッセイチップを設計・作
製した。容量 70 pL のコンパートメントを25
個／秒で安定形成させ、また 42％の確立で単
一マウス脾臓由来 B 細胞の分離に成功した。
このチップに刺激用試薬導入流路を増設し、
コンパートメント中に単離したマウスB細胞
に刺激用試薬導入流路から Anti-Mouse IgM
によるマウス B細胞の刺激を行い、カルシウ
ム応答による蛍光強度の増加の観測に成功
した。これにより刺激前後の抗原特異的な単
一Ｂ細胞のシグナル応答検出と評価に成功
した（図 1）。また、チップ上で PCR による一
細胞DNA増幅および検出が行えるマイクロチ
ャンバーアレイチップの開発も行った。これ
には、母体末梢血液中にごくわずかに存在す
る胎児由来細胞を非侵襲的かつ選択的に回
収し胎児 DNA 情報解析への応用を検討した。



 

 

臍帯血より作製した母体血液細胞標本から、
マイクロマニピュレーター制御の下、ピンセ
ット型プローブを用いて１個体の胎児由来
有核赤血球を回収し、マイクロチャンバー内
に配置した。母子間の血液型不一致の判定に
重要な RhD（Rhesus blood group, D antigen）
遺伝子に対する PCR 増幅を検討した結果、
46％のチャンバーにおいて目的のDNA増幅が
観察され、また母体由来赤血球では増幅はみ
られなかった。これにより、オンチップ一細
胞 PCR による DNA 情報解析が可能であること
が示された。さらに、マイクロ流路とチャン
バーを組み合わせた iPS 細胞チップを設計・
作製し、マイクロフローを用いて液滴を形成
させ、iPS 細胞の分化誘導に重要な細胞塊を
効率的に形成させることに成功した。さらに、
得られた細胞塊組織からの分化誘導にも成
功した。以上、様々な機能を備えた各種一細
胞情報解析チップの開発と応用に成果をあ
げた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．流路型チップを用いた一細胞アッセイ 
 
(2)小規模神経回路形成技術の開発について、
単一細胞の活動と細胞ネットワークの機能
との関係を理解することを目標に、個々の細
胞を可視化した小規模神経回路の形成を試
みた。インクジェット，マイクロピペット描
画法の2つの手法で細胞接着領域のパターン
化を行った。ラット海馬神経細胞を用いた実
験で、1 個から 100 個まで、様々な数のニュ
ーロンから成る神経回路の形成が可能であ
ることを確認した。構成細胞数に依存した自
発電気活動の変化とそれに対応した細胞な
Ca濃度変化を観測した。神経―心筋共培養系
の構築については、異なる組織由来の細胞を
集積化電極基板上で共培養することにより、
細胞間信号伝達の観測を試みた。集積化電極
基板上に PDMS 製マイクロ構造を形成し、神
経－心筋共培養系を構築した。神経側の電気
刺激に対する心筋拍動リズムの亢進と、β-
アドレナリン受容体遮断薬によるその阻害
が確認され、機能的なシナプス結合が形成さ
れていることが確認できた。集積化電極基板
による幹細胞由来神経回路の自発電気活動

計測については、細胞間相互作用が強い作用
を及ぼすと考えられている細胞分化過程に
注目し、神経／心筋両組織への分化能を有す
るP19細胞を用いて集積化電極基板上での培
養を試みた。P19 細胞由来の神経回路が、そ
の発達過程で大脳皮質初代培養系と類似の
周期的な自発電気活動を発生することがわ
かった。薬理実験により、この電気活動に
NMDA 受容体，GABA 受容体が関与しているこ
とが明らかになった。 
(3)MEMS 技術を用いた細胞インタフェース
上での所望の「組織形成」および「細胞・細
胞ットワーク定量観測」を目指し、細胞吸引
孔と電極を一体化したマイクロチャンネル
アレイ（ＭＣＡ）を基本構造とするＭＥＭＳ
デバイスを用いた研究展開を行った。 
(i) 細胞ネットワーク計測用ＭＣＡ 
ＭＣＡ を基本構造とし、2 次元形成した組
織において吸引固定による特徴を活かした細
胞外観測に向けてデバイスの更なる改良を目
指した、「細胞ネットワーク解析用ＭＣＡ デ
バイス」(図2) の研究を推進してきた。電気
的に独立した1つの電極に1 個の微小な細胞
吸引孔が対応している本デバイスは、MEA 基 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2 単一細胞、細胞群計測用ＭＣＡ 

吸引孔：Φ 5 μm、絶縁膜開口部：Φ 10 μm。
(a) 全体写真、 (b) 1 チャンネル拡大。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3 ＭＣＡチャネル周囲の培養神経細胞 
 
板では困難であった単一細胞と細胞ネットワ
ークの同時観測実現が可能となる。まず、1) 
白金黒による電極インピーダンス値の低減 
および2) 高い生体適合性を有する絶縁膜材
料の導入に取り組み、ラット大脳皮質スライ
スを観測対象とした吸引固定時における自発
活動電位の多点同時計測を確認することがで



 

 

きた。本研究成果については、国際会議で報
告し、学術論文誌に掲載されている。 
細胞培養の際に用いる3) コーティング材

の検証および4) デバイス上で形成した細胞
群ネットワーク（図3）を対象とする吸引固定
による多点同時信号計測を実施した。その結
果、本実験条件において最も適すると見られ
るコーティング材(ポリエチレンイミン)の選
定および電極を双方向に用いた吸引固定時に
おける細胞群ネットワークの多点同時信号計
測(自発・誘発)を新たな成果として得ること
が出来た。本成果についても、国際会議で報
告し、学術論文誌への投稿準備中である。 
(ii) 磁路一体化ＭＣＡ デバイス 
デバイス上での所望の「組織形成」に向け

て、従来の陰圧制御との組み合わせによる確
実な細胞群位置制御を実現するため、ＭＣＡ 
構造内に強磁性材料を組み込んだ磁路一体化
微小孔による磁気を用いた細胞群位置制御に
取り組んだ。その結果、磁路一体化微小孔へ
の細胞群磁気誘導 (図4 (a)) および 磁気・
流体の力を組み合わせた単一細胞の移動制御 
(図4 (b)) を成果として得ることが出来た。
これにより吸引用として用いていた微小孔を
単一細胞への薬液送液等の他の用途へ転用す
ることも可能であると考えられ、更なる改良
に取り組む予定である。本成果については、
国際会議で報告し、学術論文誌投稿準備中で
ある。 
 
 
 
 
 
 

(a)細胞群磁気誘導結果 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 磁気・流体による単一細胞移動制御 

図 4 磁路一体化ＭＣＡによる細胞操作 
 
(4) 細胞の高次機能を解析するため、ペプチ
ドアレイと磁性ナノ微粒子を用いた研究を
行い、次のような成果を得た。 
(i)生体シグナル分子（ペプチド）の解析 
ペプチドアレイを用いて様々なペプチド

リガンドに対するアポトーシス、細胞接着、
分化などの細胞応答を評価・解析することで
細胞レセプター分子の解析を行った。 
(ii)１細胞解析のための磁気液滴操作 
磁性粒子を利用した細胞計測に着目し、磁

性微粒子を分散させた液滴を搬送すること
で、液滴中の１細胞からの遺伝子発現解析が
可能であることを実証した。 
(iii)細胞アレイによる細胞機能評価 
磁気誘導を利用した細胞アレイの作製に成
功した。この方法はいかなる培養面上でもア
レイ配置可能で、細胞シート上やコラーゲン
ゲル中も可能である。この方法でがん細胞の
浸潤評価に成功し、細胞外マトリクス溶解酵
素阻害剤で浸潤阻害できることを実証した。 
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