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研究成果の概要（和文）：本研究では、高密度一細胞アレイ化技術、光照射細胞遊離技術、膜受容体の部位特異
的蛍光色素標識技術を基盤としたハイスループットかつ大規模な一細胞の画像解析・受容体動態のタイムラプス
解析と細胞選別・回収のためのプラットフォームを構築し、広範な細胞工学分野へ応用した。
光分解性および非分解性のPEG脂質を組み合わせた新規な光活性化PEG脂質を開発し、これを用いた超高密度一細
胞アレイ作製、異種細胞の同時パターニング、血中循環細胞の選択的な固定、回収に成功した。また、細胞外か
らの刺激によって誘起される浮遊細胞の膜受容体の細胞内動態観察技術、シミュレーション技術を開発し、新た
な創薬スクリーニング系を構築した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed a versatile platform for a high throughput and
 massive single cell imaging, time-lapse analysis of intracellular receptor dynamics and selective 
collection of target cells based on technologies such as high-density single array technology, 
photo-induced cell release technology and site-specific fluorescent labeling method, and applied 
this platform to broad field of cell engineering.  We developed a new photoactivatable PEG-lipid by 
combining photo-cleavable and non-cleavable PEG-lipids, and succeeded in the fabrication of 
ultra-high density single cell array, the simultaneous patterning of various type of cells and 
selective immobilization and collection of circulating tumor cells Furthermore, we developed 
monitoring and simulation technologies for intracellular dynamics of membrane receptor of 
non-adherent cells, which is induced by stimuli from outside of cells, and constructed a novel drug 
screening system based on these technologies.

研究分野：バイオテクノロジー、細胞工学

キーワード： 高密度一細胞アレイ　光選択的一細胞固定化　光選択的一細胞回収　受容体の細胞内動態解析　受容体
の細胞内動態シミュレーション　受容体刺激による細胞動態解析
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、細胞表面の特定のバイオマーカーの

発現だけを指標にした細胞評価・選別・回収

法に対し、細胞形態、細胞内分子動態や細胞

運動性なども含めた多角的な解析や時系列

解析（タイムラプス解析）によって評価・選

別・回収を行う方法が求められている。すな

わち、個々の細胞を多角的に詳細解析した後

に目的の細胞だけを識別・選別・回収できる

ような新しい技術プラットフォームが求め

られている。例えば、血液中を循環するわず

かな個数のがん細胞（CTC）の選別・分離・

回収と各 CTC 細胞の遺伝子変異解析や、免疫

細胞療法で用いられる抗原活性化 T細胞・樹

状細胞、iPS 細胞等の多能性幹細胞や組織幹

細胞を細胞源とした再生医療用分化細胞の

多角的解析に基づく選別・回収など、一細胞

毎の表現型解析や細胞機能のタイムラプス

解析により、数万〜数百万個の動物細胞集団

から目的の細胞を迅速・正確に判別し、分

離・回収する技術が細胞工学の広い分野で求

められている。既存のフローサイトメトリー

法は、数十万を越える細胞集団の各細胞表面

のバイオマーカーを蛍光標識抗体でラベル

し、その蛍光強度を一細胞毎に解析してハイ

スループットに目的細胞を回収することが

できる。しかし、バックグランド蛍光強度が

高い擬陽性細胞も回収してしまう、画像情報

解析やタイムラプス解析ができないなどの

問題点が有る。	
 

	
 このように、血球系細胞、CTC 細胞などの

浮遊性細胞および組織由来の接着依存性細

胞の双方に適用することが可能で、数十万個

を越える細胞集団の個々の細胞について、一

細胞レベルで画像情報に基づく多角的な解

析やタイムラプス解析を行い、目的の細胞に

ダメージを与えること無くハイスループッ

トに細胞回収できる技術・システムの構築は

未だ実現されていなかった。	
 

 
２．研究の目的 
	
 本研究では、一細胞アレイ化技術、一細胞

選択的回収技術、膜受容体の部位特異的蛍光

色素標識技術を基盤として、浮遊性細胞、接

着依存性細胞のいずれにも適用可能なハイ

スループットかつ大規模な一細胞の画像解

析・受容体動態のタイムラプス解析と細胞選

別・回収のための汎用的なプラットフォーム

を構築し、広範な細胞工学分野へ応用するこ

とを目的とした。	
 

 
３．研究の方法	
 

	
 これまで、BSA やコラーゲンなどの蛋白質

を物理的に吸着させたガラス基板表面を光

分解性 PEG-脂質（PC-BAM）で化学修飾した基

板を用いて高密度一細胞アレイマイクロ流

路チップを作製していた。その問題点として、

高精度にアレイパターンを作製するために

コンタクト露光用のフォトマスクを基板表

面に接触させると、PC-BAM 表面が基板から剥

離するケースが見られた。さらに、光照射に

よって細胞を基板上から遊離させる際に、非

特異的に基板に強く吸着して遊離しない、ま

た、遊離させるためマイクロ流路の流速を高

くすると光照射していない部分に固定化さ

れている細胞も遊離してしまい、光照射選択

的な細胞回収が困難になる場合も見られた。	
 	
 

	
 このような問題を解決するために、ガラス

基板上で安定な親水性膜を形成する MPC	
 

(2-methacryloyloxyethyl-phosphoryl-chol

ine)とメタクリル酸ブチル(BMA)との共重合

体であるMPCポリマーに光分解性PEG-脂質を

導入した光分解性 PEG-脂質ポリマー（MPC・

BMA・PC-BAM）を合成した。	
 

PC#BAM�
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 また、光分解性と非分解性の PEG-脂質を組

み合わせて、光照射部位選択的に細胞固定化

能を発現する新規光活性化 PEG- 脂 質

（PA-BAM）を合成した。	
 

PA#BAM�

	
 

(1)	
 新規 PEG-脂質修飾基板を用いた高密度

一細胞アレイの作製、CTC 細胞の選別・分離・

回収、マルチ細胞の同時パターニング技術な

どの開発	
 

	
 0.1%(w/v)の MPC・BMA・PC-BAM（各モノマ

ー比 4:7:1）の MeOH 溶液を、スライドガラス

上に塗布し、MilliQ 水で洗浄後、風乾をさせ

た。その後、マイクロ流路を組み立て、4.3

×106	
 cells/mL に調整したカルセイン染色

Ba/F3 細胞を播種し、30分間静置した。次に、

非固定化細胞を洗浄除去し、その後、光照射

条件を 0,	
 1.5,	
 3.0	
 J/cm2 と変え、マイクロ

シリンジポンプを用いて３分間27〜432	
 mL/h

の流速条件で固定化されている細胞に対し

て剪断応力を負荷し、蛍光顕微鏡にて細胞の

残存率を評価した。	
 

	
 コラーゲンコートしたガラス基板を

PA-BAM 修飾し、フォトマスク（光透過部分の

スポット径 8μm、スポット間隔 6μm、スポ



ット密度：1.6mm	
 x	
 1.6mm に 12996 のスポッ

ト）を用い 365	
 nm の紫外光（2.0	
 J/cm2）に

よるコンタクト露光を行い、カルセイン染色

Ba/F3 細胞を播種し、30 分間静置した後に未

固定の細胞を洗い流し、アレイ状に固定化さ

れた細胞を蛍光顕微鏡にて観察し、高密度一

細胞アレイの固定化率を評価した。	
 

	
 PA-BAM 修飾ガラス基板の応用として、複数

種類の細胞をそれぞれ一細胞単位で任意の

位置に配置する技術、新たなガンマーカーと

して注目されている血中の CTC 細胞の単離技

術の開発を行った。複数種類の細胞としては

様々な蛍光色素で染色した Ba/F3 細胞を準備

し、PA-BAM 修飾ガラス基板の特定の位置に光

照射、特定の蛍光色素修飾細胞の播種、洗浄

による非固定化細胞の除去という一連の操

作を繰り返して、複数種類の細胞の共パター

ニングを行った。CTC 細胞の単離は、坦ガン

マウスから採取した末梢血中の赤血球除去

画分に蛍光標識抗 EpCAM 抗体を添加して CTC

を選択的に蛍光標識した後、これを PA-BAM

修飾ガラス基板表面に播種し、蛍光顕微鏡観

察により検出した蛍光標識 CTC 細胞のみに光

照射し固定化した。その後、基板表面を穏や

かに洗浄して固定化されていない蛍光未標

識の白血球画分を除去し、CTC 細胞のマイク

ロ流路内での選別・単離を試みた。	
 

	
 

(2)	
 受容体動態のタイムラプス解析に基づ

く創薬スクリーニング用プラットフォーム

の構築	
 

	
 プロトン応答性受容体であるG2A、OGR1及び

炎症性リガンドLeukotrieneB4（LTB4）応答性

受容体BLT1の細胞外ドメインのN末端側に、酵

素Sortaseが認識するペプチドタグLPETG5-HA

を導入した組み換え受容体を細胞膜上に発現

するBa/F3細胞を構築した。これらの細胞をア

レイ化したPC-BAM修飾ガラス基板上に固定化

し、Sortaseを用いて各組み換え受容体のN末

端部位特異的に蛍光色素修飾をした。次にpH

あるいはリガンドLTB4濃度をステップ的に変

化させ、走査型レーザー共焦点顕微鏡によっ

て蛍光標識された受容体の細胞内動態のタイ

ムラプス観察を行った。さらに、細胞を細胞

膜領域と細胞内領域の２つの領域に分割し、

それぞれの領域の受容体濃度の時間変化に着

目した受容体の細胞内動態をシミュレーショ

ンする２コンパートメントモデルを構築し、

観察結果との比較を行った。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 新規 PEG-脂質修飾基板を用いた高密度

一細胞アレイの作製、CTC 細胞の選別・分離・

回収、マルチ細胞の同時パターニング技術な

どの開発	
 

	
 従来の BSA 吸着ガラス基板に PC-BAM を修

飾した場合には、3	
 J/cm2の光強度で光照射し

た領域の細胞を全て剥離させるためには 130	
 

mL/h（線流速 7.2	
 cm/sec）以上の流速が必要

であり、この流速条件下では光照射していな

い領域の細胞の５％程度が剥離するため、光

照射した部分の細胞だけを液流速による剪

断力で選択的に剥離させ回収することは困

難であった。一方、MPC・BMA・PC-BAM をコー

トしたガラス基板の場合には、図１に示すよ

うに、光照射しない領域に固定化された細胞

は、マイクロチャネル流路内の流速が 300	
 

mL/h（線流速 16.6	
 cm/sec）以下の範囲では

基板上に固定化された細胞の剥離はほとん

ど見られなかった。一方、1.5	
 J/cm2、3	
 J/cm2

の光強度で光照射した領域の細胞は、それぞ

れ 130	
 mL/h（線流速 7.2	
 cm/sec）、80	
 mL/h

（線流速 4.4	
 cm/sec）以上の流速でほぼ全て

の固定化された細胞が剥離することが明ら

かとなった。すなわち、MPC・BMA・PC-BAM を

コートしたガラス基板を用いた場合には、光

照射によって脂質部分が切断された親水性

の MPC・BMA・PEG 表面が細胞のガラス基板に

対する非特異的な吸着を抑制する結果、より

低い流速条件で基板上に固定化された細胞

を光照射部位選択的に剥離させ、回収するこ

とが可能となった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 
	
 

図１	
 基板上の細胞残存率に及ぼす光照射強度、	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 流速の影響	
 

	
 

	
 光照射部位のみに細胞を固定化すること

を可能とする PA-BAM 修飾コラーゲン吸着ガ

ラス基板を用いて、高密度一細胞アレイの製

作を試みた。図２-A に示すように、カルセイ

ン染色した浮遊性細胞 Ba/F3 を極めて高密度

（5.1	
 x	
 105	
 cells/cm2、1.6	
 mm	
 x	
 1.6	
 mm 中

の 12996 グリッド上の一細胞固定化数 11145

個、一細胞固定化率約８６％）に一細部アレ

イ化することに成功した。また、接着依存性

HEK293Ts 細胞は遊走性が高いため、グリッド

上に固定化後にグリッド上から動いてしま

う細胞も見られ、一細胞固定化率は Ba/F3 細

胞より低いものの、1.7	
 x	
 105	
 cells/cm2の高

密度一細胞アレイを作製することに成功し

た（図２-B）。	
 



	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図２	
 高密度一細胞アレイ:(A)浮遊性細胞、	
 

	
 	
 	
 	
 （B）接着依存性細胞	
 

	
 

	
 PA-BAM 修飾ガラス基板上で複数種類の蛍

光色素修飾 Ba/F3 細胞の共パターニングを行

った。図３に示すように７種類の蛍光色素修

飾 Ba/F3 細胞を光照射した特定の場所にパタ

ーニングすることに成功した。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 	
 図３	
 複数種類の蛍光色素修飾 Ba/F3 細胞の	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 パターニング	
 

	
 

	
 CTC 細胞のマイクロ流路内での選別・単離

を試みた結果を図４に示す。多数の白血球の

中に僅かに含まれる青色蛍光標識抗 EpCAM 抗

体が結合した CTC 細胞を顕微鏡観察により選

別し（図 4-A）、CTC 細胞を選択的に光照射し

て基板上に固定化後、周囲の多くの白血球を

洗浄除去することによって CTC 細胞の単離に

成功した（図４-B）。この方法を用いること

によって、単一の CTC 細胞のみならず複数の

CTC 細胞が凝集した CTC 細胞塊も選別・単離

することも可能であった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 	
 図４	
 血液白血球画分からの CTC 細胞の選別・単離	
 

(2)	
 受容体動態のタイムラプス解析に基づ

く創薬スクリーニング用プラットフォーム

の構築	
 

	
 細胞膜上で蛍光色素修飾したプロトン応

答性受容体 G2A、OGR1 及び LTB4 応答性受容

体 BLT1 のプロトンやリガンド LTB4 の濃度変

化後の時間的な細胞内動態を、細胞膜領域と

細胞内領域それぞれの蛍光強度の時間変化

の測定結果を、それぞれ図５,６,７に示す。

G2A、OGR1 はプロトン濃度の減少（pH の弱塩

基性化）に伴って細胞膜領域から細胞内領域

に移行し、プロトン濃度の増加（pH の弱酸性

化）に伴って細胞内領域から細胞膜領域に還

流することが明らかとなった。一方、BLT1 の

場合にはリガンド濃度上昇に伴って細胞膜

領域の BLT1 量は減少し、細胞内領域の BLT1

量は増加するものの、その変化量は G2A、OGR1

と比較して僅かであった（図７）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図５	
 細胞外 pH 変化に応答した G2A の細胞内動態	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図６	
 細胞外 pH 変化に応答した ODR1 の細胞内動態	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 	
 

図７	
 細胞外 LTB4 濃度増加に応答した BLT1 の	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 細胞内動態	
 

	
 また、２コンパートメントモデルを用いた

シミュレーション結果を図５〜図７の各実

線で示す。シミュレーション結果と測定結果

の二乗誤差の和が最小となるようにモデル

中の GPCR の細胞内移行速度定数、細胞膜へ

の還流速度定数を求めた結果、G2A は弱酸性、

弱塩基性のいずれの環境下でもこれらの速

度定数は変化しないのに対して、OGR1 の場合

には弱塩基性環境下では弱酸性環境下と比

較して細胞内移行速度定数、細胞膜への還流

速度定数がともに約２倍と大きくなること

を明らかにした。一方、BLT1 では LTB4 刺激



後の細胞膜上の BLT1 量の減少は僅かである

が、BLT1 の細胞内移行速度定数、細胞膜への

還流速度定数は G2A、OGR1 と比較して数倍大

きな値であった。これは、BLT1 がリガンドの

濃度勾配を検知するためにリガンドが解離

した BLT1 の細胞膜へのターンオーバーを速

くし、細胞膜上のリガンド未結合の BLT1 濃

度を高く保つ必要が有るためと考察される。	
 

	
 これまで、GPCR に対する薬剤の候補物質は、

GPCR に対する結合性の有無や受容体からの

シグナルの活性化や阻害などの作用の有無

などを評価基準としてスクリーニングされ

てきた。本技術の開発によって受容体の細胞

内動態のタイムラプス解析に基づく新規の

創薬スクリーニング用プラットフォームを

構築することができた。	
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