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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞応答の出力(分泌)を指標に適切な細胞状態を収集し、活性化の始ま
りや細胞間相互作用の始まりにおけるInfluential minority細胞の解析を可能とする新奇１細胞・細胞間相互作
用解析技術の創生を目指した。結果、リンパ球の活性化を分泌イメージングで追跡し、遷移過程において過渡的
に発現する遺伝子群の同定に成功した。一方、関節リウマチにおけるリンパ球相互作用依存的な滑膜細胞からの
IL-6分泌や、がん免疫におけるT細胞による細胞傷害分子の分泌に着目し、１細胞分泌イメージングの飛躍的な
スループットの向上によって、細胞間相互作用に伴うこれらの分泌現象の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research porject, we aimed to create a novel methodology for 
analyzing Influential minority cells at the "beginning of activation" and "beginning of cell-cell 
interaction" by collecting only appropriate cell states using the "output (secretion) of cellular 
responses" as an indicator. As a result, we succeeded in tracking lymphocyte activation by secretion
 imaging and identifying transiently induced genes during the transition process of activation. 
Next, we focused on lymphocyte interaction-dependent secretion of IL-6 from synovial fibroblasts in 
rheumatoid arthritis and secretion of cytotoxic molecules by T cells in cancer immunity, and 
succeeded in visualizing these secretory events associated with cell-cell interactions by improving 
the throughput of single cell secretion imaging.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 細胞分泌　１細胞解析　時間分解遺伝子発現解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ハイスループット１細胞シーケンサーがもたらしている集団網羅的な１細胞遺伝子発現解析に対し
て、細胞の活性化や細胞間の相互作用に伴う分泌機能の発現に時空間的にフォーカスした細胞状態の解析を可能
とする基盤技術を開発した。この技術を発展させることで、統計的解析によって埋もれてしまう影響力のある希
少な細胞状態を高感度に捉えることが可能となり、細胞の運命決定を左右する細胞内遺伝子発現の理解と制御に
貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 
１．研究開始当初の背景 
１細胞研究が世界的に進められ、様々な解析方法が開発された。その結果、個々の細胞は想定

されていたよりもはるかに多様であり、多様性こそが生命の複雑な仕組みの基盤になっている
とも考えられている。一方で、多様な細胞の集合体である生体がどのように協働することで恒常
性を獲得し、外界の刺激に対して適切に応答するのかについては研究途上である。協働に必要な
「細胞間相互作用」は、ある細胞が機能性のタンパク質を細胞外に放出し（これをタンパク質の
分泌という）、別の細胞がこれを受容する、あるいは、ある細胞の細胞表面に表出している機能
性タンパク質に他の細胞が結合する、などの方法で成立する。物理的に近い距離にある細胞同士
で優先的に行われると考えられ、このことを利用し、組織や器官、さらには個体に至るまでの
個々の細胞の空間的配置を残したままそれぞれの遺伝子発現パターンを明らかにする「遺伝子
発現マップ」を作成し、その膨大な遺伝子発現情報と空間情報から in silico で細胞間の相互作
用を見出そうとする「セルアトラスプロジェクト」が、現在での細胞間相互作用解析の主流とし
て挙げられる。このようなアプローチは、１細胞という限られたリソースから最大限に深く情報
を得るには、原理的には１分子からでも増幅が可能なために検出力が高いトランスクリプトー
ム解析が最適であると考えられているためである。しかしながら、細胞間の情報ネットワークを
形成しているのは主にタンパク質である。トランスクリプトームはキープレイヤーを規定し得
るが、必ずしもタンパク質レベルでの機能の発現と一致するわけではない。端的な例を上げれば、
炎症性応答を周囲の細胞に誘導することで知られている細胞間相互作用タンパク質のインター
ロイキン-1α（IL-1α）や IL−1βなどは、細胞内でこれらをコードする mRNA の量および、細胞
内のこれら IL-1 分子のタンパク質発現が上昇したとしても、必ずしも細胞外への放出が見られ
るわけではない。つまり、トランスクリプトームレベルでの発現上昇があるからといって、必ず
しも細胞間相互作用の起点である分泌と相関するとは限らない。 
このような状況の中、我々は、細胞からの分泌をリアルタイムに直接検証できる技術として、

１細胞分泌実時間イメージング法（Live-cell imaging of secretion activity: LCI-S）を開発し、
細胞内機能と細胞外への分泌機能の関連性を直接的に明らかにしてきた。さらに、LCI-S で観察
している細胞をその場から１細胞ずつ回収する機構を開発することで分泌機能の差異に基づく
遺伝子発現パターンの違いを見出すといった、分泌機能に基づく新たな活性分類を開発した。さ
らにこれらを応用し、細胞状態の瞬間を解析する時間分解選択的細胞状態選別法（Time-
Dependent Cellular State Selection：TDCSS PCT/JP2017/001770）を開発し、分泌応答が始
まったタイミングからの経過時間を揃えて細胞を回収することにより、従来は細胞間の多様性
として制御できないと考えられていた遺伝子発現のばらつきが非常に小さくなることを見出し
ていた。この事実は、1 細胞解析が示す細胞間の遺伝子発現のばらつきには細胞状態の時間的ゆ
らぎが含まれており、我々が開発した TDCSS は、細胞応答の時間的なばらつきを揃えること
で、これまで見過ごしてきた過渡的な遺伝子発現を正しく解析できるポテンシャルを有するこ
とを示唆していた。セルアトラスプロジェクト等で使用される遺伝子発現マップは、ある一時点
における遺伝子発現プロファイルを得ることから細胞状態の時間的ゆらぎを必然的に含むが、
特に“細胞間相互作用の始まり”や細胞間相互作用により“細胞が変容する”というような過渡
的な情報、いわばレアなイベントは捉えられない恐れがある。たとえ捉えられていたとしても外
れ値として排除されかねず、適切に評価できていないと考えられた。さらに、このようなレアイ
ベントであっても、イベントの発生と同期した細胞回収を行うことで時間的ゆらぎを抑え、過渡
的な遺伝子発現を解析できるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
我々が独自に開発した LCI-S 及び TDCSS を発展させ、細胞応答の出力（分泌）を指標に適

切な細胞状態のみを収集し、活性化の始まりや細胞間相互作用の始まりにおける Influential 
minority 細胞の解析を可能とする新奇１細胞・細胞間相互作用解析技術の創生を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 LCI-S を用いたライブセルイメージングによって細胞間相互作用が生じる現場を捉え、その
場からの１細胞回収ならびに回収した細胞に対するトランスクリプトーム解析を実施して、細
胞間相互作用という動的な現象を裏打ちする遺伝子発現動態を明らかにする。この実現に対す
る課題は、以下の２点である。 
（１）LCI-S における分泌活性測定の時空間分解能の向上 
（２）TDCSS における細胞回収機構の自動化 
 これらの課題に対し、慢性関節リウマチ患者の患部より採取した滑膜線維芽細胞およびリン
パ球の共培養系、および、胃がん細胞とリンパ球の共培養系を細胞間相互作用のモデルとして用
いて検証することとした。滑膜線維芽細胞-リンパ球共培養系において両者がどのように相互作
用するかは不明な点が多いものの、相互作用の結果滑膜線維芽細胞からタンパク質 IL-6 が分泌
されることが知られている。そこで、IL-6 分泌を指標とした細胞間相互作用検出を試み、その



上流にある細胞間相互作用がどのように観察されるものであるかを定義づけることとした。ま
た、胃がん細胞-リンパ球共培養系では、細胞間相互作用によってリンパ球のがん傷害機能が発
現する。そのため、リンパ球からのがん傷害性タンパク質グランザイム B の分泌、およびがん
細胞の死滅を相互作用の指標とし、がん免疫相互作用が成立する一部始終を明らかにすること
を目指した。さらに、同定された相互作用の成立時点で細胞回収および後解析へと展開すること
で、より深く多角的に評価することを目指した。 
 
４．研究成果 
（１）LCI-S における分泌活性測定の時空間分解能の向上（達成） 
①滑膜線維芽細胞-リンパ球共培養系での検討  
（研究協力：東京大学 大学院医学系研究科内科学専攻生体防御腫瘍内科学講座 藤尾 圭志 教
授） 
まずは滑膜線維芽細胞からの IL-6 分泌検出を試みた。その結果、滑膜細胞は計測用細胞培養

チップに播種してチップ底面へと接着する際に一過的に IL-6 を分泌することがわかった。この
シグナルは細胞を取り扱う際のなんらかの影響と考えているが、LCI-S はチップ底面に捕捉し
た分泌物の解離速度が非常に遅いため、得られるシグナルは分泌累積量を検出していることに
なる。そのため、接着時に分泌された IL-6 に加えて新たに細胞間相互作用によって分泌された
IL-6 のシグナルが重なって追加され、細胞間相互作用依存的な分泌の検出が明瞭にならなかっ
た。また、チップ底面に捕捉された IL-6 に対して結合する蛍光標識検出抗体の結合動態をも含
んでしまうため、検出された分泌シグナルがどの時点で生じたものかを明らかにする手段を講
じる必要があった。そこで、ガラスキャピラリを用いてチップ底面に一過性にリコンビナントタ
ンパク質を吐出した際の蛍光シグナル変動、または、移動しながら分泌を示す細胞からの分泌シ
グナルを参考に、一過的に分泌したと思われる部位での蛍光検出抗体による染色ダイナミクス
を得て、これを染色ダイナミクスのリファレンスとして、経過時間単位の参照関数値を乗じた画
像を経過時間後の画像に対して逐次的に減算することで、瞬間の分泌量を推定する画像解析法
を考案した。この計算に先立ち、XY 方向のズレ補正および 5×5 ピクセルのビニングを行うこ
とでノイズの低減を行なった。その結果、デコンボリューション後の分泌シグナルは、明視野画
像における細胞像とほぼ一致することが示され、各時点における細胞からの分泌が画像として
示すことに成功した。 
 次に、細胞間相互作用の結果である IL-6 分泌が生じた時点よりも前に、細胞間にどのような
相互作用が成立しているかについて検証を行った。まず、臨床検体から分離した滑膜線維芽細胞
からの IL-6 分泌は良好に検出することができ、リンパ球との共培養によって分泌が亢進するこ
とが確認された。すなわち、両者間の IL-6 誘導性の細胞間相互作用が示唆された。実際にどの
ような相互作用が生じているかを明らかにする目的で、明視野での細胞形態の時系列画像自動
解析を試みた。滑膜細胞は非常に薄く伸びる構造を取るため、リンパ球との直接接触による相互
作用がある場合は、一つの滑膜細胞が伸展して占める領域内にリンパ球が観察されることが一
つの指標とできると考えた。しかしながら、滑膜線維芽細胞が薄い形状であるため明視野でのコ
ントラストが取れず、滑膜線維芽細胞の形状検出、つまり伸展して占める領域を同定することが
非常に困難であることが分かった。リンパ球との相互作用を観察する上では致命的であったた
め、明視野観察法の変更を試み、最終的に微分干渉法を導入することでこれを改善した。 
もう一点生じた問題点は、IL-6

誘導性の細胞間相互作用が発生
する頻度が低いことであった。
LCI-S を用いたライブセルイメ
ージングは、多点計測を繰り返し
行うことによるタイムラプス撮
影で行っている。より多くの細胞
数を観察するためには観察点の
数を増やす必要があるが、点数を
増やすにしたがってタイムラプ
ス間隔が大きくなる。タイムラプ
ス間隔が大きくなるとリンパ球
の動きを追従することが難しく、
直接的相互作用を検出できない
確率が高まる。そこで、株式会社
ライブセルダイアグノシスの協
力のもと、弱拡観察でのLCI-Sを
可能とする光導波路型 LCI-S を
導入した。これにより、広視野に
おいて時間的、空間的に分泌シグ
ナルが安定した画像を取得する
ことに成功し、スループットを
200 倍以上高めることができた。取得できた画像に対し、上記と同様の方法で時空間方向に画像



演算を行うことで蓄積した分泌シグナルから瞬間に分泌したシグナル値に時間分解することが
可能であることも確認できた。滑膜線維芽細胞といくつかの種類のリンパ球のそれぞれとの共
培養で IL-6 誘導性の細胞間相互作用について、上記のような直接接触による相互作用が観察で
きるか調べた。その結果、ある特定のリンパ球との共培養において IL-6 分泌がより多く観察さ
れ、分泌開始よりも以前に細胞間での直接接触があることが確認された。この結果より、この特
定リンパ球との直接接触による細胞間相互作用によって、滑膜線維芽細胞に IL-6 分泌が誘導さ
れていることが示された（図１）。 

 
②胃がん細胞-リンパ球共培養系での検討 
（研究協力：東京大学医学部附属病院 免疫細胞治療講座 垣見和宏 教授） 
 上記での検討を踏まえ、もう一つの細胞間相互作用モデル系であるリンパ球の胃がん細胞傷
害時の相互作用を観察した。細胞間相互作用成立の判断は、リンパ球に攻撃された胃がん細胞が
細胞死を迎えることとし、観察されたがん細胞死とリンパ球との直接接触、あるいは、細胞傷害
性タンパク質の一つであるグランザイム B のリンパ球からの分泌、およびこれを介したがん細
胞-リンパ球間相互作用との関連性を調べた。光導波路型 LCI-S を用いた画像の取得には 4 倍の
対物レンズを用いた広視野撮影を実施することによって、胃がん細胞およびリンパ球の運動を 1
分間隔で追跡することに成功した。取得した画像
から、がん細胞は ImageJ に実装されている既存
のライブラリを利用し、明視野画像から輪郭を良
好に抽出することができた。一方で、リンパ球は
胃がん細胞と結合して相互作用するはずである
が、明視野画像からは結合時の細胞位置を抽出す
ることができなかった。そこで、リンパ球は細胞
膜を蛍光標識し、蛍光画像から細胞位置を抽出し
た。解析したがん胃細胞およびリンパ球の位置情
報に基づく細胞運動追跡と、LCI-S によって取得
した細胞傷害因子グランザイム B の放出動態の
相関を解析したところ、複数のリンパ球が胃がん
細胞に結合した後、しばらく経ってからそれら結
合リンパ球の一つがグランザイム B を過渡的に
放出し、その後がん細胞が細胞死を呈する一部始
終の時系列画像を取得することができた（図２）。 
 
（２）TDCSS における細胞回収機構の自動化（概ね達成） 
①TDCSS を用いた２型自然リンパ球の活性化遷移期過渡的誘導遺伝子の同定 
 （研究協力：大阪大学 大学院医学系研究科 感染症・免疫学講座 生体防御学 茂呂和世 教授） 
これまでに、マウスおよびヒト２型自然リンパ球の活性化初期状態は、IL-13 の分泌を指標とし
て、個々細胞の分泌開始直後に回収することで、均質な細胞状態の遺伝子発現プロファイルを取
得できることがわかた。そこで、得られた遺伝子発現プロファイルから、TDCSS で紐付けられ
た活性化段階の時間順に基づいて遺伝子のクラスタリングを行ったところ、マウス、ヒト ILC2
共に活性化初期の遷移状態で強い発現誘導がかかっている遺伝子群(Transiently induced 
genes:TIGs)を見出すことができた。TIGs の多くは、分泌前および分泌後しばらく時間が経過し
た活性化状態に遷移し切った細胞を比較した場合は、有意差がみられなかった。このことから、
TIGs は分泌実時間可視化により、活性化初期を見出し、回収してくることで初めて同定が可能
な遺伝子群であることがわかった（図３）。 
次に TIGs に対して、
GO エンリッチメント
解析を行ったところ、
リンパ球の活性化に重
要なタームが濃縮され
ていることがわかっ
た。興味深いことに、ヒ
ト ILC2 においては、
通常のバルク解析では
分泌が検出されない
が、遺伝子レベルでは
検出されることがわか
っていた IL−４がTIGs
に分類された。そこで、
TDCSS の分泌検出手
法である LCI-S を用い
て IL−４分泌を測定し
たところ、非常に少ない割合ではあるが、過渡的に IL-4 を分泌する ILC2 が存在することが確



認された。一方、マウスおよびヒト ILC2 では、miR-155 のホスト遺伝子 MIR155HG が TIGs
として分類された。miR-155 は、ILC2 の活性化誘導刺激として用いた IL-33 の受容シグナルを
阻害する DUSP10 などの抑制因子の発現を阻害することが知られている。そこで、増殖培養し
たヒト ILC2 に miR-155 阻害 RNA または陰性コントロール RNA をエレクトロポレーション
で導入し、IL-33 刺激による活性化を比較した。結果、miR-155 阻害 RNA を導入した ILC2 は、
陰性コントロール群と比較して、活性化する細胞の割合が半分程度に抑えられた。このことから、
ILC2 の活性化初期に強い誘導がかかる miR-155 は、活性化後期で誘導される DUSP10 などの
活性抑制遺伝子の機能を調整し、ILC2 の活性化を正に維持していることが示唆された。このよ
うに、TDCSS は、これまでの手法では見出すことができなかった、活性化初期の遺伝子発現制
御を詳しく調べることが可能であることが実証された。 
 
②TDCSS の自動化に向けたマニピュレータシステムの全電動化および画像解析との連動 
これまで TDCSS で用いてきた細胞回収機構は XYZ 軸は電動化されていたが、ガラスキャピ

ラリーで吸引した細胞を PCR チューブに入れる際の動作である回転軸動作は手動であった。そ
こで、既存のマニピュレータに新たに電動回転軸を追加した。次に、これまで顕微鏡での撮影・
取得画像の解析による細胞状態検出・マニピュレータによる回収作業の制御は、独立したプログ
ラムであったが、自動化に向けて、統一的に制御できるプログラムの開発を行なった。特に画像
解析では、ディープラーニングなどのライブラリに富む Python の使用が望ましかった。そこで、
顕微鏡および周辺装置の撮像システム制御には”ImageJ”ベースで動作する Python ライブラ
リ”Pychromanager”を採用した。また、回収用マニピュレータは独自に DLL を制御するコー
ドを Python に実装した。次に、回収した細胞を吐出する PCR チューブに関しても、これまで
は手動で移動させるステージを用いていたが、これの電動化を行った。これにより、顕微鏡上か
ら細胞をガラスキャピラリーで吸引・回収し、PCR チューブへ吐出し、精製水で洗浄を行う一
連の動作をプログラムで一元制御することに成功した。本研究では、マニピュレータ、細胞吸引
吐出電動ポンプの制御プログラムを構築し、LCI-S 画像のリアルタイム解析との統合を目指し
ていたが、１での新たな LCI-S 測定技術の確立に時間を要したため、研究期間内に達成するこ
とができなかったが、引き続き統合に向けての開発を進める。 
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