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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞全体の変形能と細胞核の変形能を単一細胞レベルかつ細胞が生きた
状態でハイスループットに計測できる分析方法論の開発を目的とした。最終的に、細胞のみならず細胞核のみの
変形能計測が可能な分析基盤を構築できたとともに、当初目的としていた変形能という物理的・機械的パラメー
タのみならず、化学的な表面相互作用の影響を見出すことができ、この知見に基づいた新たなシングルセルイム
ノアッセイを実現することに成功した。この非標識・非破壊な細胞分析方法は、特に再生医療における細胞移植
前の細胞診断法として活用できるなど、新しい細胞生物学の方法論としてだけでなく臨床現場への貢献が期待で
きる。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to develop an analytical methodology that 
enables high-throughput measurement of the deformability of whole cells and cell nuclei at the 
single cell level and in the living state of cells. Finally, we were able to establish an analytical
 platform that allows the measurement of deformability not only of cells but also of cell nuclei, 
and to discover the effects of chemical surface interactions as well as physical and mechanical 
parameters of deformability, which was the initial goal of this study. Based on this knowledge, we 
have succeeded in realizing a new single-cell immunoassay. This non-destructive and label-free cell 
analysis method is expected to contribute not only to a new cell biology methodology, but also to 
clinical practice, especially in regenerative medicine, where it can be used as a cell diagnostic 
method before cell transplantation.

研究分野： 分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、細胞膜・細胞質に覆われた細胞核の変形能の計測を非破壊で行うことを目的にしているが、世界に
類を見ない「計測」と「電気的摂動」を同時に行うことができる非常に独自性の高い手法を基盤にしているた
め、非常に独創的な細胞分析基盤が構築できた。また、ひとつひとつ細胞を計測する方法であるため、細胞組織
を構成する個々の細胞のheterogeneityを明らかにすることもでき、学術的にも独自性の高い貴重な情報を得る
ことができる。また、細胞選別に利用することが可能であるため再生医療への応用が期待できることから、再生
医療産業への貢献といった社会的意義も大きい。

※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 
細胞の硬さ・柔らかさといった機械的性質が、正常細胞とがん細胞では異なるなど、細胞を構

成する分子的要素を統合した細胞全体としての表現型が細胞の「健康状態」をはじめ、幹細胞の
分化能や分化状態、がん細胞の浸潤能・転移能といったある時間における細胞の診断指標となる
ことが期待されている。このような細胞の変形能を始めとした機械的性質を単一細胞レベルで
評価した研究は数多く報告されており、AFM（原子間力顕微鏡）や光ピンセット、マイクロピ
ペットなどの直接的に機械・光圧力・流体力学的な力を印加して計測する方法や、マイクロ流体
中での細胞の振る舞いから間接的に推測する方法など、様々な手法が提案されてきた。しかしな
がら、いずれの手法も測定精度とスループットの間に大きなトレードオフが存在し、両者を満た
す決定的な手法は未だに開発されていなかった。 
このように方法論そのものが発展途上にある細胞変形能計測ではあったが、マイクロ流体を

用いた細胞変形能サイトメーターにより、細胞生物学上、新たな知見が見出されつつある。例え
ば、マウスの神経細胞をリプログラミングして iPS 細胞とし、再び神経細胞に分化させると、
iPS 細胞になる際には細胞の変形能は小さく（硬く）なり、神経細胞に分化させると大きく（柔
らかく）なることが報告されていた。このような情報をまとめると、ES 細胞や iPS 細胞のよう
な幹細胞は分化させた後の細胞よりも変形能が小さく、正常細胞はがん細胞よりも細胞変形能
が小さいと認識されつつある。このような非標識・非破壊で細胞の性質を継続的にモニターでき
る細胞変形能計測法は、これまでの少なからず細胞にダメージを与える化学・生化学的手法や蛍
光標識を施した方法では難しかったインタクトな細胞の情報を教えてくれる方法であり、その
開発が待ち望まれていた。このダメージレスな方法は、特に再生医療における細胞移植前の細胞
診断法として活用できるなど、新しい細胞生物学の方法論としてだけでなく臨床現場における
ポテンシャルも秘めており、学術面から産業応用まで幅広い貢献が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞全体の変形能と細胞核の変形能を単一細胞レベルかつ細胞が生きた状態（再
回収して再培養できる状態）でハイスループットに計測できる分析方法論の開発を目的とした。
この方法を用い、細胞核の時空間的存在そのものが細胞機能にどのような影響を与えているの
かを、細胞生物学的観点だけでなく物理化学的観点からも検証することで、細胞核の非遺伝的機
能の理解できないか、さらには分子夾雑系かつ不均一系である「細胞内小宇宙」の研究に一石を
投じらえないか、ということを大きな目標として設定した。 
 具体的には、申請者がこれまで開発してきたマイクロ・ナノ粒子の電流・光学同時計測システ
ムおよび単一細胞変形能計測デバイスをもとに、細胞核変形能をも計測可能な高精度な物理セ
ンサへと機能を拡張し、細胞表面の化学的情報をも取得可能な化学センサとしての機能を付与
することで、物理的・化学的マルチパラメータ取得を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、大きく分けて方法論開発とその方法論に基づいた細胞核機能の解明に取り組み、

大きく分けて下記の３つの項目を推進した。 
（１）細胞変形能の方法論開発 
本研究においては、申請者がこれまで開発してきたマイクロ・ナノ粒子の電流・光学同時計測

システムおよび単一細胞変形能計測デバイスをもとに、より高精度かつマルチパラメータ情報
を取得可能なデバイスへと機能拡張を試みた。具体的には、電流・光学同時計測部のマイクロ流
路形状を、単純なストレート型のものから、細胞が通過する際にスムーズに変形し、細胞核を後
方に押し流して細胞質と細胞核の機械的特性を区別して評価できるようなテーパー型の狭窄流
路を検討した。また、細胞がこの狭窄流路を通過する際に計測される電流値変化とその継続時間、
さらにはそのシグナル形状から、細胞と細胞核の変形能を評価できる計測デバイスを構築した。
電流シグナルと細胞の変形状態の相関は、電流計測システムと高速カメラを同期して計測する
ことを試みた。 
（２）細胞核変形能の方法論開発 
はじめに細胞核変形能測定の方法論の基盤となる細胞からの細胞核抽出方法の検討を中心に

行い、マイクロ流路への適用が可能なインタクトな核を抽出・精製方法の最適化を行った。細胞
核の変形能は、細胞全体の変形能評価に大きな影響を与えるため、まずは細胞周期を揃えて同じ
ゲノム量を含む細胞核の状態を作り出してから細胞変形能評価系を構築することが重要である。
そこで、細胞周期を揃えるための飢餓培養を行うことで、最適な同期培養条件をフローサイトメ
ーターを用いて個々の細胞に含まれるゲノム量を測ることにより検討を行った。その後、細胞周
期を揃えた細胞から tween20 をはじめとした非イオン性界面活性剤の種類とその適用濃度・時
間、また、シリンジを用いた流体力学的は膜破砕条件、さらには浸透圧差を利用した物理的な膜
破砕条件について詳細な検討を進めた。その結果、細胞核膜を維持したまま細胞核を抽出する条
件の絞り込みに成功した。しかしながら、抽出した細胞核は非常に粘着性が高くてくっつきやす
く、細胞核同士の凝集がかなり問題であることが分かった。また、それぞれの方法で抽出した細



胞核をマイクロ流路に細胞を導入したところ、通過時間に差異が認められたため、細胞の物理
的・機械的強度以外にも化学的表面相互作用の影響を考慮する必要があることを実証できた。そ
こで、最終的にはマイクロ流路を用いた連続的核抽出・溶液交換系（K. Toyama, et al., Biomedical 
Microdevices, 14, 751-757, 2012）を利用することとした。 
細胞核を狭窄流路に導入してその挙動を観察したが、細胞と比して細胞核は PDMS 流路壁面

表面に容易に付着することが判明したため、前述のハイドロゲルを用いて流路表面を修飾した
ところ、安定的に通過時間を測定できることが明らかとなった。 
（３）細胞・細胞核変形能に基づいて細胞の老化・多能性評価 
現在、細胞分析において非標識・非破壊分析が最も強く求められるのが、実際に診断した細胞

を用いる再生医療分野である。本研究では、予算規模を考慮して再生医療への応用までは行わな
かったが、原理検証は終わらせていつでも応用できる体制を整える所までを目標として研究を
実施した。 
 本研究では、細胞集団中に多能性を有する細胞割合が多いことが分かっているヒト結腸腺が
ん細胞 HT29 を基礎検討のために用いた。継代数、すなわち細胞老化と多能性の相関にフォーカ
スし、細胞老化マーカーである炎症性サイトカイン（NF-α、IL-1、IL-6 など）と多能性マーカ
ーである細胞膜上の糖鎖（SSEA-1、SSEA-4 など）、膜タンパク質（CD44v9 など）の発現をモニ
ターしながら細胞・細胞核変形能を測定し、非標識・非破壊の細胞品質評価法の構築を行った。 
 
４．研究成果 
（１）細胞変形能の方法論開発 
これまでの電流シグナルに基づいた計測では分からなかった狭窄部前後での細胞変形能挙動

を、高速カメラによる観察で明らかにすることができた。ただ、狭窄部の幅は 6～8 μm しかな
く、細胞が圧縮されて通過するため、通過時の細胞内の様子を観察することは難しく、特に顕微
鏡観察の弱点である z 軸方向の解像がうまくできなかったため、電流計測とカメラによる同時
計測が、今後のマルチパラメータ情報取得のために必須であることを明らかとした。 
また、細胞が変形して狭窄流路を通過する際、物理的な力により細胞の変形が生じると同時に、

細胞表面とマイクロ流路壁面との間で摩擦力が生じているはずである。この摩擦力は、原子スケ
ールで見ると細胞膜に由来するリン酸基や糖鎖、膜タンパク質を構成するアミノ酸と PDMS の
シラノール基との化学的相互作用であり、本デバイスは化学センサとしてのポテンシャルも有
することが分かる。そこで、マイクロ流路の壁面にシランカップリング剤を経由してメルカプト
基・アミノ基・ペプチド鎖を付与することで、細胞の物理・機械的変形能のみでなく、化学的相
互作用の測定も視野に入れて開発を行った。さらに細胞表面とマイクロ流路壁面との特異的な
相互作用を観察するために、狭窄流路の両側にバイパス流路を設け、そこに細胞表面認識抗体を
混合した光硬化性ハイドロゲルを導入することで、細胞が狭窄流路を通過する際の抗原・抗体反
応をモニターできるシステムの開発も行った。その結果、それぞれの官能基や抗体分子が十分量
導入されていることを確認し、修飾後のマイクロ流路に細胞を導入したところ、通過時間に差異
が認められたため、細胞の物理的・機械的強度以外にも化学的表面相互作用の影響を考慮する必
要があることを実証できた。さらに抗体を導入した流路においては、その抗体に対して特異性の
ある膜タンパク質を多く発現する特定の細胞のみの通過時間が遅延したことから、狭窄流路内
表面で抗原抗体反応を検出することが可能であることを実証した。 
（２）細胞核変形能の方法論開発 
マイクロ流路を用いた連続的核抽出・溶液交換系を利用することで、安定的に細胞核を抽出す

ることができるようになった。しかしながら、依然としてマイクロ流路からマイクロチューブに
細胞を回収して保存しておいても、細胞核は沈降・凝集してしまうことが明らかとなり、細胞核
計測に供することが難しいことがわかった。この問題を解決するには、細胞核抽出のためのマイ
クロ流路と変形能を計測するためのマイクロ流路を同一基板上で集積化する必要がある。ただ
し、大量の溶液を送液する系と計測系をつなげると、電流計測系に大きなノイズ干渉が起こるた
め、高速カメラによる画像データから変形能を推測する方法が必要不可欠となる。今後は、高速
カメラによる細胞挙動の画像取得と解析法の開発が課題として残る。 
（３）細胞・細胞核変形能に基づいて細胞の老化・多能性評価 
 ヒト結腸腺がん細胞である HT29 とヒト単球系白血病細胞である THP-1 を用い、狭窄流路に紫
外線硬化性ハイドロゲルを用いて抗体（anti-CD44v9、anti-CD64）を固定化した後、単一細胞レ
ベルで細胞の通過速度を計測した。その結果、CD44v9 を多く発現する HT29 と、CD64 を多く発現
する THP-1 で明確な通過時間の遅延が観察されたことから、単一細胞レベルでの抗原・抗体相互
作用、イムノアッセイを実現することができた。他の細胞として、HeLa 細胞や Caco2 細胞、MDA-
MB-231 細胞等も用いたが、大きな通過時間遅延は観察されず、これらの通過時間遅延が細胞表
面の膜タンパク質と抗体による特異的な反応であることを実証できた。 
 
以上、まとめると細胞のみならず細胞核のみの変形能計測が可能な分析基盤を構築できたと

ともに、当初目的としていた変形能という物理的・機械的パラメータのみならず、化学的な表面
相互作用の影響を見出すことができ、この知見に基づいた新たなシングルセルイムノアッセイ
を実現することに成功した。 
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