
様式様式様式様式ＦＦＦＦ----１９１９１９１９    

 

 

科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業科学研究費助成事業（（（（学術研究助成基金助成金学術研究助成基金助成金学術研究助成基金助成金学術研究助成基金助成金））））研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書研究成果報告書    

    

平成２５年５月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  
本研究は、細胞が分泌するサイトカインを単一細胞の分解能で経時的に測定する技術の開発を

行った。開発したシステムは、数千細胞に対して、30 分の時間分解能で複数のサイトカイン分

泌を同時に測定できた。また、測定細胞数を数十個に制限することで 1 分の時間分解能で分泌

活性と細胞状態の同時測定に成功した。このシステムにより免疫細胞の炎症応答を観測し、サ

イトカイン分泌応答の細胞間の不均一性や細胞状態との相関を解析した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
We developed a platform for real-time secretion analysis at the single cell resolution. The 
platform enabled to monitor secretion dynamics of thousand of single cells with 30-min 
time resolution for over 8 hours. We also demonstrated multi-parametric measurement of 
secretion dynamics and cellular states with 1-min time resolution. We applied our platform 
to inflammatory responses of immune cells and observed intercellular and intracellular 
heterogeneity of cytokine secretion.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、原核生物である大腸菌や原始的真核

生物である酵母において、過渡的に遺伝子発

現を誘導することで、タンパク質や mRNA 
の突発的生成を確認し、それらの分布から遺

伝子発現制御が確率的に行われていること

が解明された (Juan M. Pedraza, et al., 
Science, 319, 339-343(2008), Long Cai et al., 
Nature, 440, 358-362 (2006))。このような確

率的制御は哺乳動物細胞においても成り立

つことであり、例えばウイルス感染に対する

NF-κB を介した IFN-βの誘導の初期応答は

確率的であることが示唆されている（Effie 
Apostolou and Dimitris Thanos, Cell, 134, 
(1), 14-16(2008)）。一方で、NF-κB は定常的

な炎症刺激に対しては、IKK を介した負の

フィードバックにより周期的な活性を示す

とともに、位相の異なるフィードバックを組

み込むことで細胞レベルでの不均一性をエ

ネルギーを使って作り出すことも示唆され
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ている（Pawel Paszeka et al., PNAS, 107， 
11644-11649(2010)）。これらの既報が示す 
ように、哺乳動物細胞は遺伝子転写に由来す

る偶発性や、遺伝子ネットワークに由来する

不均一性を有しており、これらの不均一性に

より細胞集団全体における応答を平均化し、

より高次の階層における生命システムの恒

常性や堅固性に大きく貢献している可能性

が見出される。とくに複雑かつ高等な生命シ

ステムである免疫系においては、単一細胞解

析で初めて明かされるであろう遺伝子発現

分布のばらつきや時間的なゆらぎの計測は、

これまで考えられてきた免疫反応の線形関

係を動的なシステムとして理解するための

基盤情報を提供すると期待される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を受け、本申請では免疫系におけ

る細胞間ネットワークの担い手であるサイ

トカインの分泌活性を通して遺伝子発現の

様相を単一細胞レベルで観測し、細胞集団に

おける細胞レベルでのゆらぎが細胞集団お

よびシステムに対してどのような影響を及

ぼしているのかを解明することを目指す。こ

の目的達成のために、本研究では、非浸襲的

な遺伝子発現時系列解析としてサイトカイ

ン等の分泌量を単一細胞レベルでリアルタ

イムに定量し、さらに任意の時刻において遺

伝子発現担体である mRNA の単一細胞レ

ベルでの網羅的解析を可能とする測定系を

開発する。 
 
３．研究の方法 
単一細胞からのサイトカイン分泌を分泌す

る手法として、Enzyme-Linked Immuno  

Sorbent Assay（ELISA）アッセイを細胞培養 

条件下で行う ELISPOT アッセイが知られて

いる。しかしながら、この方法は定量性に欠

けること、および測定後のデータと細胞を対

応付けることが難しいなどの欠点がある。近

年これらの欠点を補うために微細加工技術

を利用した方法が開発された。例えば、

Aishun J. らはマイクロウェルアレイ上で 

蛍光イムノアッセイを行い、抗体を産生した

細胞の同定・選択的回収を実現している

（Nature Med., 15,1088-1092 (2009)）。ま

た、J.C. Love らはシリコーン樹脂上にマイ

クロウェルアレイを作製し、細胞を播種した

後に抗体を固定化したスライドガラスで封

入し、分泌たんぱく質をスライドガラス上に

捕捉し、剥離後にイッムノアッセイを行った

（Nature bio. tech., 24, 703-707(2006)）。 

さらに、彼らはウェル内で RT-PCR を行い、

mRNA レベルでの遺伝子発現と抗体分泌量の

相関を示すことに成功している（Lab Chip, 

10, 2334-2337(2010)）。これらの方法は多数

の細胞に対して分たんぱく質量を測定し、さ

らに任意の細胞の遺伝子発現を mRNA やゲ

ノムレベルで解析することができる点で非

常に優れている。しかし、これらの方法は捕

捉した分泌たんぱく質の量を可視化するた

めに検出抗体を振りかけ、未結合の検出抗体

を洗浄する工程が必須である。免疫細胞の遺

伝子発現応答を計測するためには、長期間例

えば 24 時間かけてサイトカインの分泌量

を連続的に測定することが必要となるため、

繰り返しの検出抗体の暴露・洗浄の工程は煩

雑であり、細胞にも影響を与えかねない。 

そこで、本手法は前述の手法と同様にマイク

ロウェルを用いて蛍光イムノアッセイを行

うが、ウェル底面において全反射顕微鏡を用

いて固層表面~100nm 近傍のみを近接場で照

明し、固層上の捕捉抗体、抗原、蛍光検出抗

体からなる免疫複合体のみを光らせること

で、余剰の蛍光抗体を洗浄すること無しにサ

イトカインの定量を可能とする手法を用い

た（図１）。 

図 1 近接場照明による蛍光免疫複合体の特

異的検出法 

 

４．研究成果 

(1)全反射照明対応マイクロウェルアレイチ

ップ作製法の確立 

  マイクロウェルは細胞及び分泌たんぱく

質の区画化に用いられるが、その材質には微

細加工が簡単で可視域の自家蛍光が少ない

材質が好ましい。また、材質の屈折率が水よ

りも高い場合（例えば SU-8：屈折率 1.58）、

ウェル壁部に入射した励起光が全反射でき

ずに液中に漏れこみ（図 2）、背景光が増加し

てしまうことから、なるべく水に近い屈折率

を有する材質を選択すべきである。 

図２ 高屈折率樹脂素材を用いたマイクロウ

ェルアレイチップによる背景光の増加 

 

そこで、本研究では、水とほぼ同じ屈折率で

あるアモルファスフッ素ポリマー CYTOP（屈

折率 1.34,  旭硝子社製）及び、屈折率が比

較的小さいポリジメチルシロキサン（PDMS,

屈折率 1.42）を用いたマイクロウェルアレイ

チップの作製を行った。 

CYTOP はコーティング剤であり、溶媒の蒸



発と共に硬化する。また、感光性ではない。

そこで、まず SU-8 を用いて柱状の構造を作

製し、その上に CYTOP を塗布・硬化させた後

に SU-8 構造を除去する工程でマイクロウェ

ルアレイチップを作製した（図 3）。マクロウ

ェルは直径 30μm、深さ 40μm、中心間距離

70μm、72x72 アレイで設計した。 

図 3 CYTOP マイクロウェルアレイチップ 

 

PDMS を用いたマイクロウェルアレイチップ

は、厚さ 80μm、直径 50 もしくは 70μmの貫

通孔を中心間距離 100μm で 50x50 アレイ形

成した PDMS シート（フルイドウェアテクノ

ロジーズ社製）を用い、カバーガラスに接合

することで作製した（図 4）。 

図 4 PDMS マイクロウェルアレイチップ 

 

PDMS チップの利点は作製が容易であり、量産

性が高いことである。ただし、屈折率が 1.42

であり、PDMS 部分でも励起光を全反射させる

ためには開口数の高い対物レンズを使用す

る必要がある点を留意する（図 4a）。 

 

(2)株化培養細胞を用いた炎症性サイトカイ

ン分泌の観察 

 上記で作製したマイクロウェルアレイチ

ップを用いて、まずは遺伝的に均質な培養細

胞株からのサイトカイン分泌を測定した。 

細胞はマウス肥満細胞株 MC/9 を用いた。MC/9

は浮遊性細胞であるが、深さ 40μm の CYTOP

マイクロウェルでも遊走することなく、ウェ

ルの中に長時間留まらせることができた。 

肥満細胞である MC/9 は IgE を介した抗原刺

激を受けると脱顆粒し、ヒスタミンなどを一

過的に放出するとともに、白血球を誘引する

炎症性サイトカインを分泌する。本研究では、

IgE シグナル伝達を担うプロテインキナーゼ

C を直接活性化するホルボールエステル

（PMA）を用いて MC/9 を刺激した。 

観察は半導体レーザーを用いた対物型全反

射照明をセットアップした全自動蛍光倒立

顕微鏡（ECLIPSE Ti-E、株式会社ニコン）で

行った。顕微鏡ステージには細胞培養装置

（ONICS、東海ヒット株式会社）を用いた。

125 ウェルを 12 分毎に撮影し、107 細胞を解

析した。図 5 に示すように細胞は刺激後 1 時

間程度でサイトカインの分泌を開始し、数時

間に渡って分泌を継続した。また、分泌後に

分裂を行う細胞も確認され、本手法は細胞の

活性を損なうことなく、サイトカインの分泌

を観察できることが確認された。 

 

図 5 PMA 刺激下における MC/9 細胞の長時間

観察 

 

次に、数千個の単一細胞間でのサイトカイン

分泌活性の相関を調べるために、MC/9 細胞を

導入した5,184 ウェルを30分毎に観察した。

サイトカインはバルク解析において分泌量

が多かった MCP-1（Monocyte Chemotactic 

Protein-1）および IL-6（Interleukin-6）の

2 種類を同時に測定した（図 6 a,b）。PMA は

時間 0h で添加した。興味深いことに、同一

の細胞内においても MCP-1 と IL-6 の分泌開

始は必ずしも一致していなかった（図 6 c）。

分泌開始タイミングに着目し、細胞間、サイ

トカイン間の不均一性を評価するために、

IL-6のMCP-1に対する分泌開始遅延を指標に

細胞毎に比較を行った（図 6d）。結果、MCP-1

と IL-6 の分泌強度は細胞毎に相関している

様相が確認された。分泌開始時間に関しては、

MCP-1 は PMA 刺激後すぐに応答しており、細

胞間の不均一性が少ないが、IL-6 は比較的広

い不均一性を持って遅延して応答している

ことがわかった（図 6e）。このサイトカイン

種による応答速度及び不均一性の違いの要

因を調べるために、同一刺激条件下における

それぞれの mRNA 発現量の単一細胞解析を行

った（図 7)。結果、MCP-1 は刺激前からほと

んどの細胞が mRNA を発現しており、発現量

も PMA 刺激による増強は見られなかった。一

方 IL-6 は PMA 刺激により mRNA を発現してい

る細胞数の割合およびその平均発現量とも

に刺激後 2時間をピークに増加していること



がわかった。よって、MCP-1 は PMA 刺激によ

って翻訳または分泌機構において活性化し

ているのに対し、IL-6 は転写レベルから活性

化しているために、比較的遅く応答し、且つ

内在的な不均一性を反映した分泌活性を示

していると考えられる。 

図 6 PMA 刺激 MC/9 細胞の MCP-1・IL-6 分泌

応答 

図 7 PMA 刺激 MC/9 細胞の mRNA 発現量単一細

胞解析 

(3)末梢血単球を用いた IL-1β分泌機構の観

察 

 IL-1βは発熱などの炎症の初期応答に重

要な役割を果たす炎症メディエーターであ

る。IL-1βの分泌異常亢進は、クリオピリン

関連周期熱症候群（CAPS）に代表されるよう

な自己炎症疾患を引き起こす。しかしながら、

IL-1 ファミリーは他のサイトカインと異な

り、細胞質中で発現しており、通常の小胞輸

送に必要なペプチド配列を有さない。そのた

め、どのように細胞質中の IL-1βが細胞外に

分泌されるのか未知である。近年、IL-1βの

過剰分泌は NLRP3インフラマソームを介した

カスパーゼ１の活性化によって制御されて

いることが示唆されている。NLRP3 インフラ

マソームは高濃度 ATP刺激により活性化する。 

活性化したカスパーゼ１は IL-1β前駆体を、

成熟 IL-1βに切断すると共に細胞膜に微小

孔を形成することが示唆されている。 

そこで、本研究では磁気細胞分離により精製

した末梢血単球を大腸菌由来リポ多糖（LPS）

で一次刺激し、ATP によって 2 次刺激した際

の IL-1β分泌を観測した。さらに、細胞膜完

全性の有無を指示する生/死細胞染色試薬

Calcein AM と SYTOX の蛍光観察を同時に行っ

た。これらの観察は、繰り返しの条件検討が

必要とされたため、量産性が高い PDMS マイ

クロウェルアレイチップを用いた。 

まず、LPS 刺激による IL-6 サイトカインの分

泌を生/死細胞染色と共に行った（図 8）。IL-6

分泌は刺激後 1 時間で徐々に増加した。分泌

が見られた細胞はすべて calcein 陽性 SYTOX

陰性の生細胞であった。 

 

 

図 8 LPS 刺激単球からの IL-6 分泌 

 

 



次にATP刺激下における単球からのIL-1β分

泌を測定した。3 時間 LPS によって 1 次刺激

し、calcein 染色した単球をマイクロウェル

アレイチップに播種し、40 ウェルを 1分間毎

に観察した(図 9)。時間 0 分において ATP で

10 分間刺激し、calcein、SYTOX、IL-1βのシ

グナル変化を解析したところ、IL-1βを過剰

分泌した細胞は calcein 陰性、SYTOX 陽性の

死細胞であった。膜完全性の消失は Calcein

シグナルの減少と SYTOXシグナルの増加によ

り確認した。これら二つのシグナルは同時に

起きており、平均して SYTOX が 0.2 分の遅延

を示した(図 10)。この遅延には SYTOX の流入

にかかる時間と DNA に結合するのにかかる時

間が反映されていると考えられる。一方、

IL-1βの分泌シグナルは、calcein、SYTOX の

シグナル変化に対して、平均 2分の遅延を有

し、また、遅延時間の分布は比較的広いこと

が見出された。これらの事実から、IL-1βの

過剰分泌は ATP刺激下における細胞膜完全性

と強い相関を示すが、膜貫通孔の形成以外に

も遅延を生じさせる機構が関与していると

考え zられる。 

図 9 ATP 刺激下における細胞膜完全性の消失

と IL-1βの過剰分泌の測定 

図 10 calcein 消失、SYTOX 流入及び IL-1β

過剰分泌の開始時間の相関解析 

 

(3)結論 

本研究では近接場照明によるリアルタイ

ムのイムノアッセイを用いることで、単一細

胞のサイトカイン分泌活性を詳細に測定す

る解析システムを開発した。 

本手法によって、細胞間、サイトカイン種

間に存在する分泌活性の不均一性を見出し、

その分子メカニズムの一端を調べることに

成功した。また、これまで未知であったイン

ターロイキン１ファミリーの過剰分泌に関

わる分泌メカニズムが細胞膜完全性の損失

に強く相関していることを見出した。 

本手法は、細胞外に分泌されたたんぱく質

を定量するため、細胞に遺伝的な操作を加え

ること無しに細胞の応答を観測することが

可能であり、細胞本来の機能を解析すること

が可能である。 

一方、本研究では個々の細胞から任意のタ

イミングにおける mRNA 発現量の網羅的解析

を達成するには至らなかった。近年の動向と

しては、次世代シーケンサーを用いた単一細

胞遺伝子発現解析が注目されており、定量

性・網羅性を兼ね備えた技術開発が期待され

る。 
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