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研究成果の概要（和文）：光応答性細胞付着剤を修飾したマイクロ流路を用いて、細胞膜の裏側や細胞内小器官
表面の膜タンパク質を網羅的に1細胞解析する技術を開発した。光応答性細胞付着剤表面に光を照射すること
で、流路の底面に1細胞アレイを構築した。高速の送液により細胞を破砕し、細胞底面の膜（細胞膜シート）の
アレイを高効率に得る技術を開発した。電子顕微鏡観察により、このシート上では各種小胞や細胞骨格繊維が観
察された。また、細胞の運動性に関わる受容体の細胞内ドメインのリン酸化を検出できた。破砕時の細胞間隔を
狭めることで、細胞頭頂部のみを破砕できることを発見し、細胞内小器官を残したまま破砕する技術も開発し
た。

研究成果の概要（英文）：We have developed a technique for high-throughput single-cell analysis of 
membrane proteins both on the inside of cell membranes and on the surface of intracellular 
organelles using microfluidic channels modified with a photo-responsive cell immobilization reagent.
 First, single-cell arrays were constructed at the bottom of the channels by irradiating light 
patterns onto the surface. The immobilized cells were disrupted by high-speed pumping in the 
channel, achieving efficient construction of arrays of the bottom cell membrane (cell membrane 
sheet). Electron microscopic observation revealed various vesicles and cytoskeletal fibers on these 
sheets. In addition, phosphorylation of intracellular domains of receptors involved in cell motility
 could be detected on the sheets. By narrowing the cell intervals, we found that only the cell 
parietal can be selectively disrupted, leading to cell disruption with remaining intracellular 
organelles intact.

研究分野： バイオプロセス工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜の内側や細胞内小器官表面に存在する膜タンパク質は、様々な生命現象や疾患に関わる。しかし、細胞膜
透過性の無い抗体などの解析ツールや薬剤ライブラリを生きたままの状態で作用させられなかった。また、膜タ
ンパク質への修飾や結合を1細胞レベルで解析出来なかった。本研究成果により、直前まで生きていた細胞の細
胞膜の裏側や細胞内小器官表面に対し、界面活性剤や有機溶媒などで膜構造を壊すことなく、分子を作用させら
れるようになった。今後は、この革新的な技術によって標的膜タンパク質の修飾や局在、結合分子を可視化・同
定することで、関連する分子システムの解明に貢献し、創薬標的の探索にも有効であると期待される。

※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 
細胞膜周辺の分子システムは、細胞外の環境と細胞内の分子システムとを繋ぐ重要なインター

フェースであり、分子生物学の基礎研究から創薬までの幅広い分野で盛んに研究されている。細
胞膜の表側（細胞外側）の分子に対しては、標識抗体や合成小分子薬剤などを直接作用でき、そ
の動態や機能の解析、薬剤探索などが実施されてきた。一方、細胞膜の裏側（細胞内側）表面に
これらの分子ツールや薬剤候補化合物をアクセスさせるには細胞膜を透過させる必要がある。
しかし、細胞膜は高度な選択性を有し、分子ツールや薬剤を細胞外から自由に透過させることは
できない。従って、細胞膜の裏側の分子の解析や制御法の開発には大きな制限があるのが現状で
あった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞付着剤を修飾したマイクロ流体デバイスを用いて細胞を瞬時に破砕し、直前

まで生きていた細胞の細胞膜裏側の表面に直接、自由自在に分子ツールを作用させ、膜近傍の分
子システムを単一細胞レベルで定量的に解析する技術の開発を目的とした。また、この技術を用
いて、細胞の表現型と細胞膜裏側の分子状態との関係を 1 細胞解析することが可能であるかど
うかも調べた。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞破砕方法 
 我々は申請前のプロジェクトにおいて、マイクロ流体を用いて細胞を瞬時に破砕し、細胞膜の
裏側表面が露出したシート状の細胞膜（細胞膜シート）だけを基板上に残す方法を見出した。具
体的な方法は、以下の通りである。⑴マイクロ流路の底面にポリエチレングリコール（PEG）と
脂質から成る細胞付着剤（PEG 脂質）を用いて細胞を並べて固定化する。⑵大きな流速で緩衝液
を流し、マイクロ流体のせん断応力によって細胞を瞬時に破砕する。⑶細胞膜表面を解析するた
めの抗体などの分子ツールを直ちに作用させ、顕微鏡観察によって解析する。この方法では、基
板に平行な層流が細胞側面だけを切断するため、細胞底面の膜は影響を受けず、無傷の細胞膜シ
ートが得られ、直前まで生きていた細胞の細胞膜の裏側分子を解析することが可能となる。実際
に、この細胞膜シート上に蛍光標識抗体を作用させると、膜タンパク質の細胞内ドメインが染色
され、細胞膜裏側の分子の翻訳後修飾を解析できることが示されている（Izuta, et al, Sci. Rep., 2017, 
7, 14962）。 
 
（２）細胞配置方法 
 我々は光応答性の PEG 脂質を開発し、細胞を光パターニングする技術も開発してきた
（Yamahira, et al, Macromol. Biosci., 2014, 14, 1670-1676）。この技術を用いて 1 細胞アレイを作成
し、細胞の運動性や膜タンパク質の細胞内トラフィッキングの 1 細胞定量解析に成功してきた
（Tan, et al, Lab Chip, 2017, 17, 1933-1938）。そこで、この技術を用いて細胞を 1 細胞ずつ並べて
破砕し、均一なサイズの細胞膜シートアレイを作成する。具体的には、(1) マイクロ流路の底面
に光応答性の PEG 脂質を修飾する。(2) 光の微細パターンを底面に照射することで、1 細胞ずつ
付着できる微小な面積の細胞付着スポットのアレイを構築する。(3 )細胞を流路内に播種し、数
分静置して細胞をスポットに付着させた後、付着していない細胞を洗い流す。以上の方法で、流
路底面に望みの間隔で配置した 1 細胞アレイを構築し、細胞破砕工程に供する。 
 
（３）細胞解析方法 
 細胞の表現型と細胞膜裏側の分子状態との関係を 1 細胞解析するワークフローを確立するた
めに、モデル細胞として、ロイコトルエン B4（LTB）受容体を発現するマウス proB 細胞株（BaF3）
を用いる。この LTB 受容体は免疫細胞の遊走と脱顆粒に関与する。最近、LTB の感作濃度に応
じて受容体の細胞内ドメインが二段階にリン酸化され、そのリン酸化の数の変化が二つの細胞
機能の発現に関与していることが報告された（Nakanishi, et al, Sci. Signal., 2018, 11, aao5390）。そ
こで、上記（２）の方法によって、LTB を感作させたモデル細胞を並べた 1 細胞アレイを流路内
に構築する。形態変化の観察後、上記（１）の方法で細胞を破砕し、抗リン酸化チロシンや抗リ
ン酸化スレオニン抗体を作用させて、受容体の細胞内ドメインのリン酸化を計測する。個々の細
胞に対して、細胞の形態変化と細胞膜裏側のリン酸化の画像解析を行い、両者の関係を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）光分解性細胞付着剤の改良 
 これまで細胞破砕時に用いてきた細胞付着剤（PEG 脂質）と比較して、1 細胞アレイの構築の
ために用いてきた光分解性 PEG 脂質は細胞付着力が弱く、細胞破砕時に必要な高速送流の 10 分
の 1 の流速でほとんどの細胞が外れてしまうことが分かった。そこで、細胞付着力の強い光分解
性 PEG 脂質の開発を行った。細胞を付着する際に細胞膜と相互作用する脂質部位と、光分解性
リンカーとの間の構造を変えた小ライブラリーを合成し、細胞付着力の強い光分解性 PEG 脂質



を探索した結果、エチレングリコールのオクタマ―を挿入したものが最も強く、これまで細胞破
砕に用いてきた通常の PEG 脂質と同等の細胞付着力を有することが分かった（図 1）。このよう
に、高速送流に耐えられる細胞付着力を有する光分解性 PEG 脂質を開発することに成功した
（Jarzębska, et al, Biomater. Sci., 2019, 7, 4514–4518; 特許出願済）。 
 

図 1. 細胞付着力の高い光分解性 PEG 脂質の開発．(A) 光分解性 PEG 脂質を用いた細胞の光配置の概念
図と付着力改善のための候補分子ライブラリの構造式．(B )細胞付着力を評価するマイクロ流路系の概念
図．(C) 候補分子（一部）を修飾した表面上での細胞残存率． 
 
 
（２）1 細胞アレイ上での細胞破砕の観察 
 細胞膜裏側の 1 細胞レベルの定量的な解析を可能にするため、光活性化型の PEG 脂質（論文
revise 中）を用いて 1 細胞アレイを作成し、細胞破砕を介して細胞膜シートアレイを形成するこ
とを目指した。光活性
化型 PEG 脂質は、光照
射を施した領域にのみ
強固に細胞を付着させ
ることができる。そこ
で、マイクロ流路の底
面に光活性化型 PEG
脂質を修飾し、細胞サ
イズの光スポット（直
径：10～18 μm）を様々
な間隔（25～400 μm）
で照射し、細胞を播種
した。10 分静置後、流
路内に生理条件のリン
酸緩衝液（PBS）を流し
たところ、非照射領域
の細胞が洗浄され、1
細胞アレイが構築でき
た。本実験には、細胞
の破砕と膜シートへの
変換を確認するため
に、細胞質を緑色蛍光
色素（Calcein-AM）で
染色し、細胞膜を赤色蛍光色素（DiI）
で染色したマウス proB 細胞株 BaF3
細胞を用いた。流速を 50 μl/min に上
げて細胞を破砕したところ、細胞が
配置されていた場所で緑色蛍光が消
失し、暗い赤色蛍光のみが残存した
（図 2）。共焦点レーザー顕微鏡を用
い、蛍光の積層画像を取得し、側面
からの像を観察したところ、細胞破

図 2. 光活性化 PEG 脂質表面を用いて並べた 1 細胞アレイの細胞破砕前後
の蛍光顕微鏡画像．(上) 1 細胞アレイの構築と細胞破砕の概念図．(下)細胞
破砕前後での緑色蛍光画像（細胞質を染色）と赤色蛍光画像（細胞膜を染色）。
黄色□部部を拡大して、右隣に表示．Scale bar: 200 μm. 

 
 
 
図 3. 細胞破砕前後での共焦
点 3D 画像（x-z 平面画像:側
面観察画像）．蛍光は図 2 と同
じ。Scale bar: 10 μm. 



砕前は細胞質を有する半球状の細胞が、破砕後に底面の膜のみに変換されていることが示され
た（図 3）。これらの結果より、光活性化型 PEG 脂質表面上で、1 細胞ごとの細胞膜シートのア
レイが構築できることが示された。 
 
（３）1 細胞アレイ上での細胞破砕条件の検討 

1 細胞アレイの細胞間隔と細胞膜シートへの変換効率との関係を調べた。その結果、細胞間隔
が短いと、細胞質の緑色蛍光が少量残存し、細胞膜の赤色蛍光も細胞破砕前と変わらない程度で
あった（図 4A, 細胞間隔 25 μm）。これより、細胞膜が部分的に損傷し、細胞質成分がある程度
放出されるが、細胞膜は全体的に残存していると考えられ、底面の細胞膜のみの細胞膜シートに
は変換されていないことが示唆された。そこで、細胞破砕後に、緑色蛍光が消失し、赤色蛍光が
存在する場所を、
細胞膜シートに変
換された場所とし
て、各条件におい
て変換効率を計測
した（図 4B）。その
結果、細胞間隔が
50 μm以上の場合、
80%以上の細胞が
細胞膜シートに変
換されることが分
かった。これは、細
胞間隔が十分に広
いと、細胞の側面
に強いせん断応力
がかかるが、細胞
間隔が狭いと、細
胞の頭頂部にのみ
ストレスがかかる
からであると考えられた。実際に、流体シミュレーションを行ったところ、この考察が妥当であ
ることが示された。一方で、細胞間隔が広いと、一度に解析できる細胞数が少なくなる（表 1）。
これより、細胞集団の網羅的な解析を行うためには、50 μm が最適な細胞間隔であることが分か
った。 
                         表 1. 細胞間隔と解析細胞数の関係 

細胞間隔 (μm) 解析細胞数(1 フレーム) 
50 427 

100 127 
200 34 
400 9 

 
また、細胞固付着表面の大きさの影響も調べたところ、付着表面が広過ぎると１スポットに複

数細胞が密に付着されるため変換効率が下がり、狭過ぎると細胞が表面から脱離し、細胞膜シー
トが形成できなかった。従って、最適な大きさが存在した（BaF3 細胞の場合は、直径 10 および
12 μm）。このような最適な条件で得られた単一細胞由来の細胞膜シートは、細胞サイズや形状
（円形）が均一であった。 
以上のように、細胞付着表面の間隔と大きさを光照射条件によって最適化することにより、

80%以上の変換効率で、均一なサイズと形状の
細胞膜シートアレイを構築することができた。 
 
（４）細胞膜シートの電子顕微鏡観察 
 流速を調製して、細胞膜シートへの変換効率
が 30%程度になる条件で細胞を破砕し、走査型
電子顕微鏡（SEM）観察を行った。SEM 観察の
前に、共焦点レーザー顕微鏡観察を行い、アレ
イのどの位置に、細胞膜シートや部分的に破砕
された細胞、未破砕の細胞が存在するのかを予
め確認しておいた。SEM 観察の結果、細胞膜シ
ートのアレイが観察された（図 5A 黄色矢印、
図 5B）。高倍率で細胞膜シートの表面を観察し
たところ、細胞膜の裏側で出芽するクラスリン
被覆小胞（図 5C）やカベオラ被覆小胞（図 5D）、
アクチンフィラメントと思われる細胞骨格繊維

図 4. 種々の細胞間隔における細胞膜シートへの変換．(A) 細胞破砕前後での蛍
光顕微鏡画像．染色は図 2 と同じ。(B)細胞間隔と細胞膜シートへの変換効率の関
係。(C)流体シミュレーションによる流速の空間分布. 

 

図 5. 細胞破砕後の SEM 画像．(A) 低倍率 
(B)中倍率 (C,D)高倍率. 



に結合して輸送される小胞（図 5D）が観察された。このように、本手法によって、1 細胞ずつ並
べた細胞の底面の膜が損傷を受けることなく露出され、細胞膜裏側の構造体を観察できること
が示された。 
 
（５）部分的に破砕された細胞の観察 
 上記の細胞破砕後の蛍光顕微鏡観察に
おいて、微量の緑色蛍光が残存して細胞膜
が大部分残っている場所（部分的に細胞が
破砕された場所）を SEM 観察したところ、
細胞核のような物質を観察することがで
きた（図 6A）。報告されている細胞核の
SEM 画像と同様に、核膜孔や表面に付着
しているリボソームなどが観察された。こ
れより、細胞膜を部分的に破砕することに
より、細胞内小器官を解析できる可能性が
示唆された。 
そこで、上記の通り、細胞間隔を狭めて、

細胞の頭頂部のみにストレスを与える方
法で、部分的に細胞を破砕した。細胞膜と
細胞質に加えて、細胞核も蛍光染色し、共
焦点顕微鏡で側面画像を観察したところ、
部分的に破砕された細胞では、核が存在す
ることが分かった（図 6C）。さらに、蛍光
標識抗体を用いた分子イメージングの結
果、ミトコンドリアも残存しており、直前
まで生きていた細胞のミトコンドリア表
面の分子を可視化できることが示された
（図 6D）。このように、当初の研究計画にはなかったが、細胞破砕条件を詳細に検討した結果、
細胞内オルガネラ表面の分子解析も可能であることが示された。 
 
（６）1 細胞アレイ上での細胞の機能解析 
 野生型の LTB 受容体（BLT1）と、リン酸化を受ける C 末端細胞内ドメインのチロシンとスレ
オニン残基をアラニンに置換した変異体の BLT1 を発現する BaF3 細胞を用いた。細胞を LTB4
（100 nm）で 40 分間感作させた
後、上記の方法で迅速に固定化し、
細胞の形態変化を観察した。時間
変化画像を 1 細胞解析した結果、
野生型の方が大きく形態変化を見
せることが分かった（図 7）。これ
は、細胞の運動性に由来すると考
えられる。このように、BLT1 の細
胞内ドメインのリン酸化に関わる
細胞の表現型を可視化する系を構
築した。 
 
（７）細胞膜シート上での受容体のリン酸化の可視化 
 LTB4 で感作させた BLT1 発現 BaF3 細胞の 1 細胞ア
レイ上で細胞を破砕し、得られた細胞膜シート上で、受
容体の細胞内ドメインのリン酸化の可視化を試みた。
BLT1 の細胞外ドメインに HA タグを導入しておき、内
部標準として蛍光標識抗 HA 抗体で BLT1 を染色した。
細胞破砕後、抗リン酸化チロシンや抗リン酸化スレオ
ニン抗体を作用させ、西洋わさびペルオキシダーゼ
（HRP）標識二次抗体と、HRP 近傍を緑色蛍光染色する
EMERS 試薬とを順次作用させることで、リン酸化部位
を緑色蛍光標識した。この細胞膜シートを超解像顕微
鏡（ニコン社 N-SIM）を用いて観察し、3D 画像を作成
したところ、赤色蛍光上にリン酸化された部位の緑色
蛍光が検出された（図 8）。 

図 6. 部分的に破砕された細胞の顕微鏡観察．(A,B) 
SEM 観察画像 (C)共焦点レーザー顕微鏡観察の 3D イ
メージの側面観察画像．染色は図 2 と同じで、細胞核
の染色を加えた． (D)ミトコンドリア上の Tomm20 を
緑色蛍光染色抗体で標識した共焦点 3D 画像. 

図 7. LTB4 で感作した BLT1 発現 BaF3 細胞の 1 細胞形態変
化解析．(A)野生型 BLT1 発現細胞および(B) 変異型 BLT1 発
現細胞の細胞中心の移動の時間軌跡．(C)細胞中心の積算移動
距離 

図 8. LTB4 で感作した BLT1 発現
BaF3 細胞の細胞膜シート上での
リン酸化観察．(上)実験系の概念
図．(下)超解像度顕微鏡による蛍
光像． 
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