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研究成果の概要：個細胞を固定化して細胞の機能診断を行ない，温度刺激によって細胞を非侵

襲的に選択的に剥離・回収する新規な細胞診断デバイスを開発した。ガラス基板上のサイズや

パターンを制御した金スポットに温度刺激に可逆的に応答する poly(2-hydroxypropylmeth- 

acrylamide-co-methylmethacrylate)，ガラス面には細胞非接着面としての poly[2-(methacryl- 

oyloxy)ethyl phosphoryl choline]をそれぞれ修飾した。細胞播種により個細胞をアレイ表面に

固定化できることを初めて見出した。温度刺激で 90%以上の接着細胞が非侵襲的に剥離した。

DNA トランスフェクションを 90%以上の高効率で行える等，本細胞マイクロアレイが診断と

分取用デバイスとして有用でかつ実用化可能であることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 

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
細胞の分取が困難な点から殆ど行われてい
ない。細胞集団でなく，性質が一定の細胞を
分取することによって，細胞工学的研究と診
断技術に大きく寄与すると考える。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。細胞アレイは一度に大量の情
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ばかりでない。
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上述のように，同一組織から得られた細胞情
報も細胞集団からのものであり，それぞれの
性質は全く均一ではなく，細胞内遺伝子やそ
れに付随した各種タンパク質の発現量は異
なる。我々が開発した生体適合性分子と温度
応答性分子を企業との共同研究にて独自に
開発したガラス面に一定のパターンの約
20000 個の金スポットをもつアレイと組み合
わせることにより，個細胞を固定化→DNA ト
ランスフェクション等による細胞診断→選
択細胞の分取→分取細胞培養とさらなる機
能評価を可能として細胞診断を精密化する
ツールを提案した。 
 

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 解析も可能となる。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とな
る。さらに，細胞内への導入で特定配列の遺
伝子との相互作用を利用した細胞識別機能
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する。 

 

３．研究の方法 

【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)温度応答性を示す 2- 

Hydroxypropylmethacrylamide(HPMA)と 
methyl methacrylate(MMA)を2-mercapto- 

ethanol(2ME)存在下でラジカル共重合して末
端アミノ基の温度応答性ポリマー[P(HPMA-co-

MMA)-NH2]とした。(ii)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(piranha)

して洗浄する。(iii)ガラス面への細胞接着を避け
るため，末端trimethoxysilane化した生体適合
性poly[2-(methacryloyloxy)ethyl phospho- 

 

図 1  アレイ基板上へのポリマーのコーティング 

 

rylcholine] [PMPC] やaminopropyltri- 

methoxysilaneにてガラス表面のみをアミノ化し
たのち，末端イソシアネート化したポリエチレング

リコール(PEG)等によってガラス面を細胞非接
着相とした。(iv)基板を塩酸/メタノール等で洗浄
した後，スクシンイミドとチオール基を末端にもつ
試薬(dithibissuccinimidylundecanoate:DS

U)を金表面と反応させる。反応後直ちに， 
P(HPMA-co-MMA)-NH2と反応させ，金表面
に温度応答性の生体適合性ポリマーでコーティ
ングする。これらポリマーの固定化は走査型プロ

ーブ顕微鏡(SPM) (図2)あるいは顕微鏡IRイメ
ージング等で確認した。一方，温度応答性を示
すpoly(N-isopropylacrylamide)[PNiPAAm]

も2ME存在下，連鎖移動ラジカル重合法によっ
て末端をアミノ基とし，P(HPMA-co-MMA) 同
様に金表面に固定化した。 

 

【細胞の接着・増殖試験】細胞の接着・増殖
試験には HeLa 細胞（理研セルバンク
RCB0007）を用いた。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 

 

図 2  P(HPMA-co-MMA)と PMPC を化学固
定化したアレイの SPM 像 

 

衝液(PBS)にて洗浄し，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℃，24 h, 

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。 

 

【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。 

 

【細胞への緑色蛍光タンパク質(GFP)発現ベ
ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 】
pTracerTM-EF / His A(Invitrogen)を用いて
GFP 発現ベクターをもつプラスミドを得た。
次に，プラスミド DNA と細胞導入のための
カチオン性試薬(Lipofectamien2000)との複



 

 

合体を形成させた。HeLa 細胞を 37℃，24 h, 

5%CO2インキュベータ中で培養した後，上澄
みを除き，上記複合体を加えて， 6 h 培養し
た。次に，上澄みを除き，MEM 培地を加え
て 18 h 培養した。4%パラホルムアルデヒド
で固定化後に核染色試薬 Hoechst33342 を加
えた。核染色数と GFP 蛍光数を計測して，
トランスフェクション効率を算出した。 

 

【トランスフェクション後の細胞の温度刺
激剥離】上記同様にトランスフェクション後，
20℃のサーモプレート上で静置した。MEM 

培地にて 2 回洗浄して浮遊細胞を回収した。 

トランスフェクション時に GPF と同時に抗
生物質(Zeocin)耐性が組み込まれた HeLa 細
胞を Zeocin を含む MEM 培地にて培養して
細胞増殖能を検討した。 

 

４．研究成果 
単一細胞がもつ遺伝子や形態情報等を高

い精度で解析できれば細胞診断の精密化が
可能となる。また，診断した細胞を個別に回
収することによりこれまでは難しかった機
能的に同一の細胞を収集することができ，診
断や治療および創薬に有用なデバイスが構
築される。 

本研究では，細胞の固定化操作が簡便でか
つ個々の細胞を評価後は，培養温度 37℃では，
水に不溶，低温では水に可溶の温度応答性ポ
リマーを用いて非侵襲的細胞回収が可能な
細胞アレイを提案した。 

 

【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】ガラス基板
上に金スポットを任意の配列にパターン化
したアレイ表面を調製した。このとき，リソ
グラフィーの手法によって，金スポットの形
状やピッチ等をマイクロスケールで自由に
調整できる基板作成技術を確立した。次に，
ガラス面にガラス特異的に反応が可能な
methoxysilane を末端に も つ PMPC を
3-mercaptopropyltrimethoxysilane存在下，
ラジカル連鎖移動重合法によって調製した。一
方，ポリエチレングリコールモノメチルエーテルと
3-isocyanatopropyltriethoxysilane の反応に
より片末端に ethoxysilane 基をもつポリエチレ
ングリコール(PEG)を調製したのち，ガラス面に
PEG鎖を修飾した。その後，金表面を DSU 処
理した後，連鎖移動重合法によって調製した
末端アミノ基の P(HPMA-co-MMA)-NH2 と反
応して修飾した。P(HPMA-co-MMA)はポリマ
ー鎖長あるいは共重合するMMA比によって相
転移温度が変化する。そこで，相転移温度を細
胞培養温度 37℃にとするため，共重合組成を
変 化 さ せ 最 適 化 し た P(HPMA-co- 
MMA)(HPMA/MMA=0.76/0.24 :モル比)を調
製した。SPM 像から，細胞非接着相としての

PMPC あるいは PEG の修飾後はガラス面の
みにブラシ状のポリマー鎖が認められた。次
に，P(HPMA-co-MMA)を反応させると金表面
にブラシ状のポリマー鎖が修飾された。金表面
およびガラス表面には P(HPMA-co-MMA)，
PMPC がポリマー鎖長に相当する数 nm のブ
ラシ状に固定化されていた。また，スポット
を凸部とする金表面とガラス表面の境界部
までポリマーがブラシ状に固定化されてい
た。これは，反応性の異なる金およびガラス
でアレイの基板を作成していることから，そ
れぞれに特異的な反応によってナノスケー
ルでの精密さで温度応答性ポリマー鎖とタ
ンパク質吸着および細胞接着を抑制するポ
リマー鎖が修飾された最初の例と考える。
PMPC 固定化後は水に対する接触角は 18℃
と 親 水 的 に 変 化 し た 。 ま た ，
P(HPMA-co-MMA)を修飾すると，37℃と 20℃
で水に対する接触角が約 10℃変化し，
P(HPMA-co-MMA)とPMPCでパターン化した
細胞アレイ表面の温度刺激による性状変化を認
めた。 

 

【細胞の接着・増殖】約 2 万個の金スポット
には細胞接着および温度刺激剥離が可能な
生 体 適 合 性 を 示 す 温 度 応 答 性
P(HPMA-co-MMA)，ガラス面には生体適合性
を示しかつタンパク質や細胞の接着を高度に抑
制する生体膜の性質に類似した生体適合性ポリ
マーを固定化した。実用化可能な細胞非接着
相として最適なポリマー素材を知るため，これま
でに細胞非接着性およびタンパク質の吸着を抑
制する素材として多くの研究が行われている
PEGおよび PMPCを用いて，細胞非接着性の
素材をHeLa細胞により検討した。(図 3)  

 

図 3 ガラス面，細胞培養皿，PEG，PMPC 修
飾表面へのHeLa細胞の接着 

 

PEG 修飾表面ではガラスに比べて細胞の接着
はかなり抑制されていたが，接着細胞も認めら
れ，効果は不十分であった。PEG 層は密度が
高くなると表面の水が排除され PEG の末端官

cover glass

grafted PEG grafted PMPC

cell culture dish



 

 

能基からなる層が最表層となり，末端官能基が
疎水性であると細胞の接着が起こることが報告さ
れている。一方，PMPC で表面を修飾すると細
胞接着はほとんど認められず接着細胞も伸展し
ていなかった。また，HeLa 細胞以外でも
HepG2 細胞でも同様な結果となった。したがっ
て，細胞非接着性高分子として，PMPC は細胞
非接着性の効果が強い。細胞非接着相として，
PEG には鎖密度や鎖長の精密な制御が求めら
れるのに対して，PMPC にはこのような制御が
必要なく簡便でかつ効果的な非接着相の形成
に最適であ ると結論付けた 。こ こ に，
P(HPMA-co-MMA)の相転移温度は 37℃であ
り，37℃よりも低温側では親水性となり水に可溶
化，高温側では疎水性となり水に不溶化と表面
特性が可逆的に変化することから，細胞の接
着・剥離が制御できる。次に，細胞アレイのスポ
ットサイズあるいはスポットの間隔を変化させて，
個細胞を固定するために最適化を行った。金ス
ポットのサイズを 30μｍスポット間の間隔を 150

μｍとして P(HPMA-co- MMA)と PMPCを修
飾した細胞アレイには個細胞を固定化できること
を初めて示した(図 4)。 

図 4 パターンの異なる細胞アレイ表面への
HeLa細胞の接着 

 

また，サイズ，ピッチ等を変化させることにより，
個細胞から数個の細胞集団を固定化できること
を明らかにした。 

 

【細胞の温度刺激剥離】HeLa細胞を接着・培
養後，雰囲気温度を 20℃として 2ｈ静置して，温
度刺激による細胞剥離を行った。細胞培養用皿，
ガラス面での接着細胞が温度刺激によって 10%

また， P(HPMA-co-MMA) および PMPC 未
修飾の細胞アレイでは 20%が剥離したのに対し
て，これらポリマー鎖を修飾したアレイでは約
80 ％ の 接着 細 胞が 剥離 し た 。 同 様 に
PNiPAAmを金スポットに表面修飾したアレイで
も 80％程度の高い細胞剥離を観察した。剥離し
た細胞を回収して，通常の条件にて細胞培養し
た結果，細胞は接着・増殖した。 

 

【細胞への緑色蛍光タンパク質(GFP)発現ベ
クターのトランスフェクション】細胞アレイ
表面に個細胞を固定化した後，細胞機能の評
価についての一つの手法を検討するために，
GFP 発現ベクターのトランスフェクション
を行った。金表面に P(HPMA-co-MMA)ある

いは PNiPAAm を修飾した表面で， HeLa 細
胞を接着・増殖後に GFP 発現ベクター
(pTracerTM-EF/HisA)のトランスフェクションを
行った。（図 5） 

 

図 5  P(HPMA-co-MMA)修飾表面で培養
HeLa細胞へのGFPトランスフェクション後の蛍
光像と Hoechst核染色像 

 

図から，核染色された細胞数と GFP 蛍光が認
められる細胞数を比較した結果，ほぼ 100%の
細胞にトランスフェクションされていた。また，
PNiPAAm あるいは未修飾の金表面でもほぼ
100％のトランスフェクション効率となったことから，
温度応答性素材表面に接着した細胞へのトラン
スフェクション効率は通常とは大きな差異がない
と考えられる。したがって，温度応答性ポリマー
鎖を修飾した細胞アレイ表面でも確立されたトラ
ンスフェクション手法によって細胞評価が可能で
ある。 

 トランスフェクション後の 20℃，2ｈで温度刺激
による細胞の剥離を検討した結果，未修飾では
細胞剥離は約 30％であったが，P(HPMA-co- 

MMA)あるいは PNiPAAm では約 90％の高
い効率で剥離を確認した。細胞は洗浄操作で
物理的に剥がれたのではなく，温度刺激によ
って温度応答性鎖の表面性状が変化したた
め，細胞が剥離したことを再確認した。 

 回収した細胞を抗生物質(Zeocin)を含む
MEM 培地中にて培養した。このとき，トラ
ンスフェクション時には GFP と同時に
Zeocin 耐性を組み込んでいる。コントロール
としてZeocin耐性を組み込んでいないHeLa

細胞では培養後，120h でほぼすべての細胞
が死んでいることを確認した。一方，トラン
スフェクション後に温度刺激にて回収した
細胞では Zeocin 含有培地中でも増殖を続け
た。さらに，温度応答性ポリマーを修飾して
いない表面から剥離した細胞をではアポト
ーシスは認められなかったが，温度応答性ポ
リマーを修飾表面からの温度刺激で回収し
た細胞と比較して細胞増殖量が少なく，温度
応答性ポリマー鎖表面からの剥離回収細胞
のダメージが少ないことが示唆された。 

 

以上の結果から，当該研究期間によって，個細
胞の固定化技術基盤を確立したのみならず細
胞診断のための既成技術が個細胞を固定化し
た細胞アレイにも適用できることを示した。さらに，
温度応答性ポリマー鎖を修飾しているため，温
度刺激によって細胞剥離・回収することがで



 

 

き，回収した細胞のダメージは少ないことも
示された。ポリマー鎖の修飾密度等のさらな
る制御によって，提案した細胞アレイによっ
て細胞機能の診断と同一機能の細胞回収に
よって精密な細胞評価が可能になると考え
る。また，個細胞を固定化した表面に，新薬
の投与により細胞への薬効や副作用の精密
な診断も可能となる。 
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