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研究成果の概要（和文）：細胞培養は、いまや再生医療や医薬品開発など広範な分野において欠かすことのでき
ない技術である。細胞培養を利用するメリットを最大限に引き出すには、培養途中の細胞状態に関する客観的な
情報を取得するための、汎用的な分析戦略が必要である。本研究は、細胞が分泌するタンパク質が細胞の状態を
反映していることに着目し、培地中に分泌された‘クルード(粗雑)なタンパク質’の組成を特徴パターンとして
出力する‘クルードタンパク質メトリクス法’を開発した。これによって非破壊的かつマーカー分子に頼らない
細胞状態の同定を実現した。

研究成果の概要（英文）：Cell culture is now an indispensable technique in a wide range of research 
fields, including regenerative medicine and drug development. In order to maximize the benefits of 
cell culture, a versatile analytical strategy is required to acquire information regarding the state
 of the cells during culture. Focusing on the fact that the proteins secreted by the cultured cells 
reflect the state of the cells, this study aimed to establish the ‘crude protein metrics’ that can
 recognize the composition of ‘crude proteins’ secreted into the culture media as characteristic 
patterns, thereby successfully demonstrating the nondestructive and markerless identification of 
cell states.  

研究分野： バイオ分析化学

キーワード： バイオメトリクス　機械学習　タンパク質　高分子　セルベースアッセイ　マイクロ流体デバイス　表
面プラズモン共鳴
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、クルードタンパク質メトリクス構築のための材料設計の指針や、評価系をマイクロ流体デバイス
に搭載するための方法論を確立した。そしてこれらを基に、非破壊的かつマーカー分子に頼らない細胞評価のた
めのクルードタンパク質メトリクス系を構築し、それによって幹細胞の分化のほか、線維芽細胞の老化や抗がん
剤による肺がん細胞の状態変化のモニタリングなどを実現した。本研究で確立した技術は、従来のエンドポイン
ト的な細胞評価法と相補的に使える分析法として、再生医療や創薬、細胞生物学など幅広い分野に広く波及する
と期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

細胞培養は、いまや再生医療や医薬品開発など広範な分野において欠かすことのできない技
術である。細胞培養を用いる研究の基本的な手順は、「外部から刺激を与え」、「その応答を観察
する」である。刺激に対する細胞応答を観察する主な方法として、以下の 3 つが挙げられる。(i) 
顕微鏡による無染色観察、(ii) 目的の生理現象に特異的なマーカー分子の染色、そして、(iii) 抽
出したマーカー分子の検出である。目利きに依存する(i)の顕微鏡観察は非破壊的ではあるものの
精度が高いとは言えない。そのため、正確な評価が必要な場合は、(ii)または(iii)が用いられるこ
とが多い。しかし、特定の生理現象への特異性が保証されているマーカー分子は限られているた
め、一般には複数種類のマーカー分子を様々なアッセイ法によって検出する必要がある。さらに、
染色用試薬への曝露やサンプル採取のための破砕によって細胞を損傷させてしまうので、通常
はエンドポイントでしか使用できないという問題もある。刺激に対する応答を特定の時点でし
か正確に評価できないようでは、細胞培養の利点が著しく損なわれる。したがって、細胞培養を
利用するメリットを 大限に引き出すには、培養途中の細胞の状態に関する客観的な情報を取
得するための、汎用的な分析戦略が必要である。 

そこで本研究は、我々が推進してきたタンパク質分析法を発展させることで、この課題を解決
することを目的とした。我々はこれまでに、機械学習を利用するバイオ分析法‘タンパク質メト
リクス法’の開発に取り組んできた。これは、指紋認証に代表されるバイオメトリクスの論理を
応用した方法である。この方法では、タンパク質に対して多様な親和性を示す分子セットを用い
る。この分子セットを分析タンパク質と作用させると各タンパク質の特徴を反映した‘応答パタ
ーン’を得ることができる。この応答パターンを機械学習によって解析することで、タンパク質
を高精度に同定できる。本研究では、細胞が分泌するタンパク質が、細胞の状態を反映している
ことに着目し、このアプローチを応用することで、培地中に分泌された‘クルード(粗雑)なタンパ
ク質’の組成を特徴パターンとして出力する‘クルードタンパク質メトリクス法’を確立し、これ
によって細胞状態を非破壊的かつマーカー分子に頼らずに同定できるようにすることを目指し、
研究を推進した。 
 
２．研究の目的 

本研究では評価系開発と材料開発を、互いにフィードバックさせながら連動させて進めるこ
とで、細胞状態を非破壊的かつマーカー分子に頼らずに同定可能なクルードタンパク質メトリ
クス法を確立することを目的とした。具体的には、①評価系開発：クルードタンパク質メトリク
ス法の適用範囲を明らかにするために、幹細胞の分化のほか、細胞老化や薬剤応答モニタリング
などへの応用を検討した。また、一般的な細胞培養では、培地には夾雑成分を多量に含む血清が
添加される。そこで、こうした血清を含む培地に対してもクルードタンパク質メトリクス法が適
用可能かどうかを調査した。②材料開発：これまでに実績のある酵素/ポリマーのポリイオン複
合体セットに加え、より簡易に高精度なクルードタンパク質メトリクス法の構築を可能にする
材料の設計を試みた。具体的には、ポリマーに対して出力ユニットと認識ユニットを導入する二
機能化を利用した新規材料を開発した。 
 
３．研究の方法 
(1)クルードタンパク質メトリクス法を利用した細胞老化のモニタリング 

異なる分裂回数（PDL）のヒト由来線維芽細胞株（TIG-1）を 40000 cells/cm2の密度で 24 穴細
胞培養用プレートに播種し、37℃（CO2濃度 5%）でインキュベートした。16 時間後に無血清培
地（CD-CHO）に交換し、その 48 時間後に培養液を採取した。評価系構築のための材料として、
ベンジルブロミドおよび 2-ヨードエタノールによって 4 級化した poly(ethylene glycol)-block-
poly(N,N-dimethylaminoethyl methacrylate)（PEG-b-QPAMAs）を合成した。96 穴マイクロプレート
中で、20 nM の PEG-b-QPAMAs を A. oryzae 由来（5 nM）および E. coli 由来（2 nM）の β-galactosidase
と混合して、ポリイオン複合体（PIC）を形成させた後、細胞培養液を加え、30 分間インキュベ
ートした。その後、基質 o-nitrophenyl-β-galactopyranoside（5 mM）をさらに加えた後に、マイク
ロプレートリーダーを用いて 400 nm の吸光度をモニターし、各試料に対する酵素活性パターン
を得た。得られた酵素活性パターンは線形判別分析によって解析した。 
 
(2)高精度なクルードタンパク質メトリクス法構築のためのポリマー材料の設計 

Poly(ethylene glycol)-block-poly-L-lysine（PEG-b-PLL）のアミノ基の一部に対して、フルオレセ
インイソチアネートを修飾した(P1)。さらに、P1 の残りのアミノ基に対して、イソロイシン(P2)
とチロシン(P3)を脱水縮合により導入した。10 mM MOPS (pH 7.0)に溶解させた P1～P3 の溶液
（2 μg/mL）をそれぞれ 96 穴マイクロプレートに配置した。ここに 20 種類のタンパク質（20 
μg/mL）および 10 種類の細胞株（10000 cells/mL）等の試料をそれぞれ加えた後の蛍光の変化を、
マイクロプレートリーダーを用いて測定し、各試料に対する蛍光パターンを得た。得られた蛍光
パターンは線形判別分析によって解析した。 



 Poly-L-lysine (PLL)のアミノ基の一部に対して、ダンシルクロリドを修飾した（PLL-Dnc）。18 
mM MES (pH 5.5), 18 mM MOPS (pH 7.0), 18 mM EPPS (pH 8.5)に 25 mM NaCl を加えた/加えない
6 種類の水溶液に PLL-Dnc（5 μg/mL）を加えた溶液を、それぞれ 96 穴マイクロプレートに配置
した。ここに 8 種類の細胞株（20000 cells/mL）等の試料をそれぞれ加えた後の蛍光の変化を、
マイクロプレートリーダーを用いて測定し、各試料に対する蛍光パターンを得た。得られた蛍光
パターンは線形判別分析によって解析した。 
 
(3)クルードタンパク質メトリクス系を搭載したマイクロ流体デバイスの開発と細胞の薬剤応答
評価への応用 
ヒト由来肺がん細胞株（HepG2）を 50000 cells/well の密度で 96 穴細胞培養用プレートに播種

し、37℃（CO2濃度 5%）でインキュベートした。24 時間後に様々な濃度のタモキシフェンを加
えた無血清培地（CD-CHO）に交換し、その 0.5-12 時間後に培養液を採取した。マルチチャネル
型チップは、5 本の帯状の金薄膜上にそれぞれ異なるシステイン誘導体（Cys, Ac-Cys, Cys-OEt, 
Boc-Cys, Pen）を認識プローブとして固定化したガラス基板、微小流路形成用のスペーサー、試
料の導入・排出口を有するポリジメチルシロキサンを積層することで構築した。表面プラズモン
共鳴（SPR）測定は、チップに対して流速 5 µL/min で無血清培地を 5 min 流入することでベース
ラインを得た後、同流速にて培養液を 5 min 流入することで行った。取得した SPR センサグラ
ムから応答を数値化するために、結合曲線を Langmuir の吸着モデルに従って近似し、結合量と
結合速度に対応するパラメータを算出した。続いて、得られた SPR 応答パターンを線形判別分
析により解析した。 
 
４．研究成果 
(1)クルードタンパク質メトリクス法を利用した細胞老化のモニタリング 

はじめに、クルードタンパク質メトリクス法の応用範囲の拡大を目指し、細胞老化のモニタリ
ングへの適用を検討した。細胞老化は加齢とともに起こる細胞増殖停止状態であり、医学をはじ
め様々な研究分野において注目されている生命現象である。しかし、マーカー分子の検出のよう
な細胞老化を評価するための従来法は、細胞の破壊や染色が必要な侵襲的な手法であるため、評
価後の継続的な培養ができないなどの問題点がある。そこで本研究では、細胞の老化度合いを非
侵襲的に評価する新規分析法の開発を目的とし、細胞の分泌タンパク質の総体‘セクレトーム’を
クルードタンパク質メトリクス法によって認識することを試みた（図 1）。 

はじめに側鎖構造の異なるカチオン性の PEG-b-QPAMAs を合成し、これを由来の異なる 2 種
類のアニオン性酵素 β-galactosidase と混合して、4 種のポリイオン複合体（PIC）セットを調製し
た。この複合体セットに対し、異なる分裂回数（PDL）のヒト由来線維芽細胞株（TIG-1）の培
養に使用した無血清培地（CD-CHO）を混合し（図 1A）、その後、酵素活性の変化を調べること
で、線維芽細胞の特徴パターンを取得した（図 1B）。この特徴パターンを線形判別分析によって
解析することで、PDLの異なる細胞を簡便かつ非破壊的に判別することに成功した（図 1C）（Anal. 
Chem., 2018, 90, 6348-6352）。 

 
 

 

図 1. クルードタンパク質メトリクス法を利用した細胞老化のモニタリング。(A) 異なる PDL
の細胞の培養に使用した培地に PIC セットを混合し、酵素活性を測定することで、(B) 酵素活性
変化量のパターン情報が得られる。(C) これを線形判別分析で解析することで、細胞の PDL の
変化をモニターすることが可能となる。 

 
 
(2)高精度なクルードタンパク質メトリクス法の構築のための高分子材料の設計 
 上述のクルードタンパク質メトリクス法では異種材料からなるポリイオン複合体を用いた。
しかし、複合体調製に伴う手順の煩雑化や、それに起因するエラーの増幅のために、複合体の利
用はセンサー精度の低下に繋がるという課題があった。そこで、より簡易に評価が可能なクルー
ドタンパク質メトリクス法の構築を目的に、1 つのポリマーに対して、①認識ユニットと②出力



ユニットを導入する二機能化を利用した新規材料設計を試みた。 
 はじめに、PEG-b-PLL を骨格とした設計を検討した。PEG-b-PLL のアミノ基の一部に対して、
タンパク質の結合に応答して蛍光が変化するフルオレセインを出力ユニットとして、さらに、相
互作用能を多様化するために疎水性アミノ酸を認識ユニットとして導入した。この得られたポ
リマーセットを用いることで、タンパク質や細胞の特徴を反映した蛍光パターンを迅速かつ簡
易に取得することができ、線形判別分析によって高精度な識別が可能なことを示した（図 2）
（ACS Appl. Mater. Interfaces, 2019, 11, 6751-6758）。 
 
 

 

図 2. PEG-b-PLL 誘導体を用いたクルードタンパク質メトリクス法の構築。フルオレセインと
疎水性アミノ酸を導入した PEG-b-PLL を細胞株と混合し、蛍光強度を測定することで、蛍光パ
ターン情報が得られる。これを線形判別分析で解析することで、正常細胞/がん細胞を含む由来
の異なる細胞などを高精度に識別することが可能となる。 

 
 

続いて、さらに簡易に特徴パターンを得るための評価系を構築するために、‘分子の構造を変
える’のではなく、‘溶媒環境を変える’という方策を検討した。具体的には、PLL のアミノ基の一
部に環境応答性のダンシル基を導入したポリマーを合成し、これを様々な pH およびイオン強度
の水溶液中に溶解させた。ここにタンパク質や細胞を加えると、溶媒環境に応じて応答が変化し、
その結果、試料の特徴を反映した蛍光パターンが得られることを見出した（図 3）（ACS Appl. Mater. 
Interfaces, 2017, 9, 22970-22976; ACS Sens., 2019, 4, 827-831）。こうしたダンシル基を導入したポリ
マーセットを用いて構築したクルードタンパク質メトリクス法を利用することで、夾雑成分を
多量に含む血清が培地に添加されている場合でも、細胞分泌物の組成を認識できることが判明
し、その結果、細胞株の種類の同定に加え、幹細胞の分化過程をモニタリングすることにも成功
した（PCT/JP2017/040542）。 

 
 

 

図 3. ダンシル基を修飾したポリリジン（PLL-Dnc）を用いたクルードタンパク質メトリクス
法の構築。PLL-Dnc を様々な溶媒中で細胞株等と混合し、蛍光強度を測定することで、蛍光パタ
ーン情報が得られる。これを線形判別分析で解析することで、正常細胞/がん細胞を含む由来の
異なる細胞を高精度に識別することが可能となる。 
 
 
(3)クルードタンパク質メトリクス系を搭載したマイクロ流体デバイスの開発と細胞の薬剤応答
評価への応用 

近年、創薬・毒性評価における動物実験の代替として、臓器チップが注目されている。チップ
内の細胞を流路上で連続的に評価できる分析技術の開発は、細胞状態のリアルタイム分析を可



能にするため、臓器チップの普及に向けた重要な課題である。特に、マイクロ流体デバイスを用
いた分析系は可搬性に優れており、場所を選ばずに臓器チップを評価することができるため、関
心を集めている。本研究では、持ち運び可能な小型の検出系として表面プラズモン共鳴（SPR）
装置に着目し、流路上での細胞分泌物評価を目指したクルードタンパク質メトリクス系搭載型
マイクロ流体デバイスの開発を行った（図 4）。 

はじめに特徴パターンを得るための検出部として、マルチチャネル型チップを構築した（図
4A）。このチップは、5 本の帯状の金薄膜上にそれぞれ異なるシステイン誘導体を認識ユニット
として固定化したガラス基板、微小流路形成用のスペーサー、試料の導入・排出口を有するポリ
ジメチルシロキサンからなる。デバイスの微小流路内に培養液を流入させると、細胞分泌物は電
荷や疎水性度が異なるシステイン誘導体と多様に相互作用し、その結果、細胞状態を反映した
SPR 応答の特徴パターンが出力された（図 4B）。線形判別分析を用いた解析により、抗がん剤で
あるタモキシフェン処理に伴って変化するヒト由来肝臓がん細胞（HepG2）の状態を判別するこ
とに成功した（図 4C）（Anal. Chem., 2020, 92, 14939-14946）。 

 
 

 

図 4. クルードタンパク質メトリクス系を搭載したマイクロ流体デバイス。(A) 異なるシステ
イン誘導体を固定化した金薄膜を組み込んだマイクロ流体デバイス。(B) 構築したマルチチャネ
ル型チップに培養液を流入させることで取得した細胞状態固有の SPR パターンを、（C）線形判
別分析によって解析することで、抗がん剤による HepG2 の状態変化を検出することが可能とな
る。 
 
 
 以上のように、評価系開発と材料開発を、互いにフィードバックさせながら多角的に推進した
結果、クルードタンパク質メトリクス構築のためのポリマーセットの設計指針を得ることに成
功した。さらには、本技術をマイクロ流体デバイスに搭載する方法論の確立も実現した。こうし
た材料を利用することで、非破壊的かつマーカー分子に頼らない細胞評価のためのクルードタ
ンパク質メトリクス系を構築し、それによって幹細胞の分化のほか、線維芽細胞の老化や抗がん
剤による肺がん細胞の状態変化のモニタリングなどを実現した。本研究で確立した技術は、従来
のエンドポイント的な細胞評価法と相補的に使える分析法として、再生医療や創薬、細胞生物学
など幅広い分野に広く波及すると期待される。 
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