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研究成果の概要（和文）：異種細胞同士の1対1電気融合および融合体の再分離によって生じる細胞の機能変化
を、細胞非侵襲的に１細胞レベルで経時追跡することが可能なマイクロ流体デバイスを開発した。そして、細胞
質ドナー細胞としてJurkat細胞（がん細胞）、細胞質受容細胞として樹状細胞（PMDC05）を用いて細胞質移植実
験を行い、引き続いて、細胞質を移植した樹状細胞のタイムラプス観察を行った。
本デバイスによる細胞質移植の収率は40%強程度であった。一方、細胞質移植後の樹状細胞は、移植後12時間以
内に大半の細胞が死んでしまう結果となった。これについて、培養時の細胞密度の低さが生存に影響している事
を示唆する結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：We have developed a microfluidic device capable of non-invasively tracking 
changes in cell function over time at the single-cell level caused by one-to-one electrofusion 
between heterologous cells and by re-separation of the fused cells. Then, we performed cytoplasmic 
transplantation experiments using Jurkat cells (cancer cells) as cytoplasmic donor cells and 
dendritic cells (PMDC05) as cytoplasmic recipient cells, followed by time-lapse observation of the 
transplanted dendritic cells.
The yield of cytoplasmic transplantation with this device was about 40% or higher. On the other 
hand, the majority of dendritic cells after cytoplasmic transplantation died within 12 hours after 
transplantation. It was indicated that the low cell density in culture affected the survival of the 
cells.

研究分野：バイオナノテクノロジー

キーワード： マイクロ流体デバイス　樹状細胞　免疫治療　細胞医療

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては、ゲノム改変を伴わない（エピジェネティクス［後天的ゲノム修飾］の調整のみによる）細胞
機能改変を高収率に達成する手法の創生を目指し、細胞質移植およびタイムラプス観察を1細胞レベルで実施可
能なマイクロ流体デバイス開発に取り組んだ。成果としては、開発したデバイスの有用性の確認と、タイムラプ
ス観察を行うときの培養条件設定の指針が得られたことが挙げられる。今後は更に細胞を用いた実験を進めるこ
とで、細胞機能改変の最適条件を同定することが期待され、生命科学研究・医療/産業応用を問わず有用な、高
収率な細胞機能改変手法へと発展することが期待される。

※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 
近年、医療等の分野を中心に、外来遺伝子の混入（＝汚染）をもたらすことなく、細胞質の混
合のみを目的とする細胞融合に対する新しいニーズが出て来ている。これには、たとえば体細胞
と ES 細胞（胚性幹細胞）との融合により ES 細胞の持つ初期化因子を体細胞に移植し体細胞を
初期化する試み[M. Tada et al., Curr. Biol. 11, 1553 (2001)]や、生体から採取したがん細胞を樹状細
胞と融合し、がん細胞の成分を樹状細胞に移植し、がん抗原を提示した樹状細胞、或いはそれに
より刺激されたキラーT 細胞等を細胞ワクチンとして体内に戻して利用する免疫療法[R.J. 
Orentas et al., Cell Immunol. 213, 4 (2001)]などが挙げられる。しかしながら、いずれの場合にも、
目的の細胞を得る工程で用いられる従来型の細胞融合の技術が、2 種類の細胞（ES 細胞と体細
胞、或いはがん細胞と樹状細胞）を混合した懸濁液の形状で扱うために異種細胞同士の 1：1の
ペアが形成される確率は 1/2以下である上、融合体形成の収率自体が非常に低い。更に、有効因
子の導入の成否や外来遺伝子による汚染の懸念など、得られた個々の融合細胞の品質保証がで
きないという問題があり、免疫療法の場合、生体に移植して「効くか効かないか」を判断してい
るのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、外来遺伝子の混合を伴わない細胞質移植を高収率で並列に行えるマイク
ロ流体デバイスを開発し、これを用いた実験から得られた知見に基づき、高収率な細胞機能改
変・高付加価値細胞作製技術の構築に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
異種細胞同士の 1 対 1 電気融合および融合体の再分離によって生じる細胞の形質変化（機能
変化）を、細胞非侵襲的に１細胞レベルで経時追跡することが可能なマイクロ流体デバイスを開
発し、細胞融合・再分離・タイムラプス観察を行うための至適パラメータ・条件を同定する。具
体的には、マイクロ流体デバイス内で、樹状細胞へのがん細胞細胞質移植過程および移植後の樹
状細胞の動態を 1 細胞レベルで観察する事を通じ、樹状細胞が抗原提示能を獲得するのに最適
な細胞質移植条件を明らかにし、品質が保証された樹状細胞ワクチンを高収率に作製する手法
を構築することを目指す。 
 
４．研究成果 
（１）細胞質移植及び移植後の細胞のタイムラプス観察デバイス開発 
ドナー細胞側からの核ゲノムの移動を伴わない受容細胞への細胞質移植及び移植後の受容細
胞のタイムラプス観察を行う事ができるマイクロ流体デバイスを開発した（図 1）。ここでは、 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図 1：開発したマイクロ流体デバイスの上面概略図。我々の独自技術である、電界集中による高
収率細胞融合において、微細小孔サイズを細胞核よりも小さくすることで、細胞質のみ混合させ
る。その後、融合体を再分離させ、目的細胞だけを流路視野内に保持し、動態観察を行う。 

交流電圧を印可し、誘電泳動によって微細

小孔を介した異種細胞同士のペアを形成。 
 

微細小孔におけるパルス電圧印加に

よる（可逆的膜穿孔による）細胞融合。 
 

流れによる再分離及び細胞質移植細

胞の微小空間への保持・経時観察。 
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F IGURE 1 Device configuration and operation. (A) Setup of themicrofluidic chip on a culture dish for subsequent experiments (left). (i) shows
an enlarged view of themicrochannel area corresponding to the boxed area in the left image, (ii) shows amagnified image of amicrocage
corresponding to the boxed area in (i), and (iii) shows amagnified image of amicroorifice corresponding to the boxed areas in (ii). (B) Schematic
representation of device configuration. Blue and pink arrows indicate forward and reverse shear flows, respectively. (C) Schematic illustration of a
sequence of operations (i–v) achieved using the integratedmicrofluidic device

The PDMS chip was then assembled on a precleaned culture dish

(φ = 60 mm) consisting of two aluminum electrodes with a separation

distanceof 400µm(Figure1A) such that themicroorificeswere aligned

at equidistance from the aluminumelectrodes. The setup had twomain

microchannels, each with a width of ∼400 µm, and a channel height

of ∼25 µm for cell loading. The microorifices were positioned at the

center (Figure 1B). For cell loading, two inlets were punched onto the

PDMS chip such that they were contiguous with the main microchan-

nels (Figure 1A). Electrodes were connected via adhesive copper tapes

to a function generator connected to a voltage amplifier (Figure 1B),

enabling electrical manipulation of cells loaded into the device.

To control flow within the device during cell loading and shear flow

reseparation, amicropipette (volume 200 µl) was used (Figure 1B). The
micropipette was connected to the PDMS device via a silicone tube

(inner diameter φ = 0.5 mm) connected to a microneedle inserted into

the PDMS chip (Figure 1A). Both forward and reverse flows (Figure 1B,

C) were generated by turning the adjustment knob of themicropipette

in clockwise and anticlockwise directions, respectively. For medium

perfusion during on-device culture, a through-hole (φ = 2.5 mm) was

punched through the PDMS to be contiguous with the main flow chan-

nels (Figure 1A, B). The through-hole was closed with a small piece of

PDMS membrane (PDMS cover, Figure 1A, bottom) during cell load-

ing and fusion, but was opened during on-device culture. Microcages

embodied adjacent to the microorifices (Figure 1A(ii)) enabled us to

capture and retain the target tarDC-like cells after reseparation, and

to perform on-device culture undermicroscopic imaging.

3.2 Device operation

Figure 1C illustrates key operational steps. In step (i), cells were intro-

duced into the device by suction pressure and attracted to microori-

fices by pDEP resulting from electric field constriction induced by the

microorifices (Figure 1C (i)). In step (ii), a pulse voltage was applied to

specifically fuse cell pairs in contact via the microorifices (Figure 1C

(ii)). In step (iii), a reverse shear flow (opposite in direction to for-

ward flow) was applied to initiate the reseparation of fused cell pairs

(Figure 1C (iii)). In step (iv), the separated tarDC-like cells were cap-

tured and retained within the microcages for subsequent on-device

culture (Figure 1C (iv). Jurkat cells that remained onmicroorifices after
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細胞分離時の流速の速さを調整することで、融合細胞の内の 40%強程度の収率で、細胞質移植後
の受容細胞をマイクロ流体デバイス内のマイクロケージに留めることができた（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）細胞質移植後の受容細胞のタイムラプス観察 
がん細胞の細胞質を受け取った樹状細胞をマイクロケージ内に確保したのち、マイクロ流路
内に培地を灌流させながらタイムラプス観察を行った。順調に生育し、分裂する細胞も観察され
た（図 3）一方、大半の細胞は細胞質移植後 12 時間以内に死んでしまった。マイクロ流体デバ
イス内でタイムラプス観察を行う際の細胞密度は、ディッシュ内で通常の培養を行う際と比較
して 1/10〜1/100となっていた。そこで、タイムラプス観察時の細胞密度と生存時間との相関に
ついて確認したところ、細胞密度が通常の培養時の細胞密度に近いほど、生存時間の長い細胞が
増える傾向があることが確かめられた。現在は、細胞密度を上げて細胞培養する方法と培地にサ
イトカインを添加する方法の 2 通りのやり方で、細胞の生存時間を長くする条件の検討を進め
ている。本研究を進めることで、高収率な細胞質移植を実現するマイクロデバイスを用いた細胞
機能改変の最適条件を同定することが期待され、生命科学研究・医療/産業応用を問わず有用な、
高収率な細胞機能改変手法構築へと繋がることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3：がん細胞の細胞質を受け取った樹状細胞のタイムラプス観察の例。観察対象の樹状細胞（白
矢印）は、細胞質移植から約 60時間後に細胞分裂した。 
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F IGURE 2 Cell fusion and shear flow reseparation. (A) Cell pairing by pDEP at themicroorifice prior to fusion. (Top) DC-like cells stained with
calcein AM, (bottom) Jurkat cells stainedwith calcein red-orange (B) Dyemixing between fused cell pairs at themicroorifice following application
of a pulse voltage (white arrows). (C) tarDC-like cells confined insidemicrocages (#1–3) after separation. Jurkat cells remained trapped at the
microorifices. Cells marked #1–3 in (B) and (C) are representatives of successfully reseparated cells. Pink arrows indicate reverse shear flow
applied during reseparation

that they contained cytoplasmic contents from Jurkat cells. Impor-

tantly, because the microorifices (aperture size, φ ∼3 µm) were much

narrower compared to the size of the cell nucleus (> 5 µm), the

nuclei of the fused cells could not pass through even during shear

flow reseparation.[25,28] Indeed, Jurkat cells remained trapped at the

microorifices after reseparation, as depicted in Figure 2C.

Based on the percentage of fused cells separated successfully and

captured in themicrocages, separation efficiencywasdetermined tobe

approximately ∼ 41%. For instance, for the representative case shown

in Figure 2, we confirmed five cell pairs formed, ofwhich fourwere suc-

cessfully fused and three successfully reseparated. However, it should

benoted that the separationefficiency variedwidely, ranging from19%

to 67%. In most cases of reseparation failure, we observed the forma-

tion ofmembrane tethers connecting the two cells during reseparation

(Figure S1). The tethers would extended as cells were pulled apart by

shear flow (Figure S1), but would recoil and pull back immediately the

flowwas stopped. Themechanism for the formationofmembrane teth-

ers remains unclear, although tight coupling of the cell membrane due

to the reorganization of the cortical actin network after fusion[34] may

be responsible.

Since shear force responsible for cell separation is a function of flow

rate, it is expected that flow rate could influence the separation effi-

ciency but this was not quantitatively determined. In our experiments,

flow was generated using a micropipette, which we empirically deter-

mined to achieve shear flow reseparation without adversely affecting

cell viability. This is evident from the fact that the viability of fused

and reseparated cells was comparable to that of unfused cells cul-

tured on the device, with a median survival length of 11.5 and 12 h,
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F IGURE 3 Evaluation of cell survival during on-device culture. (A) Device setup for cell culture under medium perfusion (right). (B)
Representative microscopic images taken at the onset of cell culture showing a fusant (white arrow) expressing both green and red fluorescence
and a neighboring unfused DC-like cell expressing a green fluorescence only. (C) Time-lapse images of a representative cell (white arrow) which
survived for more than 60 h on the device. (D) A histogram showing the survival time of tarDC-like cells on the device under continuousmedium
perfusion. Median survival timewas determined to be 11.5 h

respectively (shown in Figures 3D and S2, respectively). Considering

that the functionality of the generated tarDC-like cells such as anti-

gen presentationwould depend on cell viability, it is expected that flow

rate, given its effect on cell viability, may influence the performance

of these cells. Ongoing and future studies will address this aspect

fully. Overall, this study has demonstrated one-to-one electrofusion

and post-fusion reseparation to obtain multiple tarDC-like cells which

could then be cultured on the device inside themicrocages (Figure 2C).

Because the generated tarDC-like cells were devoid of Jurkat nuclei,

our approach provides a potential alternative method for generat-

ing tumor cell vaccines which can be deemed safer compared with

conventional DC-tumor hybrids.[17]

図 2：細胞融合から再
分離までのスナップ

ショット。（A）各マ
イクロオリフィス部

において細胞質を緑

色蛍光色素で染めた

樹状細胞と赤色蛍光

染色したがん細胞と

のペアを形成。（B）細
胞融合による細胞質

の混合（矢印部の細

胞ペア）。（C）流れに
よって融合体を再分

離させ、がん細胞の

細胞質を受け取った

樹状細胞が、マイク

ロケージ内に確保さ

れる（下側パネル、点

線白丸内）。この後、

タイムラプス観察を

行う。 
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