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図１ 抗体医薬 
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研究成果の概要（和文）：抗原特異的に抗体を産生するリンパ球をスクリーニングするチップを

開発した。チップ上にマイクロ磁性スポットとマイクロウェルを形成することで、従来シリコ

ン基板を利用して作製した同様のチップと比較して 4 倍以上の細胞利用率とスクリーニング性

能を実現した。 
研究成果の概要（英文）：We developed a high throughput screening chip for antigen-specific 
antibody-secreting cells. By forming the micro-wells and micro-magnetic spots on the chip, 
we realized high screening performance and cell utilization compared with the chip using a 
silicon substrate. 
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１．研究開始当初の背景 

インフルエンザなどのウィルス感染症は、
ワクチン接種による免疫の獲得によってあ
る程度は予防可能である。この方法によると、
流行が予想されるウィルスの形をあらかじ
め想定した後、約 6 ヶ月程度の期間を経て初
めて目的のワクチンを手に入れるというプ
ロセスとなる。しかし、ワクチンの製造期間
が非常に長いことや想定していたウィルス
がその間に変性したりすると効果が低いな
どのデメリットも有する。特に新型インフル
エンザなどは、これまでにヒトが感染を経験
していない未知のウィルスとなるのでワク
チンによる対策では、ヒト－ヒト間で起こる

爆発的な流行（パンデミック）に対応するこ
とはできない。 
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図２ ハイブリッド型細胞チップ 

 抗体医薬の特徴（図１）は、ヒトが体内に
持っている免疫機能を利用していることに
ある。免疫機能は主に血液中のリンパ球がそ
れを担っており、その中で B リンパ細胞と呼
ばれる白血球が体外から侵入した異物（抗原
という）を攻撃する抗体を作る役割を持って
いる。現在の抗体医薬は、抗原に対して 1 種
類の抗体を作るモノクローナル抗体が主と
なっている。この抗体は特定のウィルスや癌
細胞など特異的に反応を起こすことから、こ
れを元に開発された医薬品は毒性もなく、副
作用のリスクも非常に低い。そのため現在開
発中の医薬品の実に 25%が抗体医薬品と言
われ、その市場は非常に大きいことが見込ま
れている。以上の医療的な背景から製薬各社
は、このモノクローナル抗体をベースにした
抗体医薬品の開発に注力しているが、抗体取
得の特許やノウハウなどの技術的な問題を
はじめ、現在主流の抗体獲得技術では目的の
モノクローナル抗体を選別するまで約６ヶ
月の期間を要し、また得られる抗体の品質も
必ずしも高い物では無かった。特にヒト抗体
については、ヨーロッパや米国でほとんどが
特許化されており、新しい抗体取得技術を開
発しなければ高いロイヤリティがコストと
して重くのしかかる結果となる。研究代表者
らは、これまでに半導体基板であるシリコン
を、MEMS 技術を使って微細加工を行い、B
リンパ球を 1つ単位で取り扱える細胞チップ
を開発してきた。抗体を産生する細胞は、抗
原で刺激することによって起こる細胞内の
Ca+イオンの上昇をモニターすることで選別
していたが必ずしも良い結果が得られなか
った。そこで B リンパ球が産生する抗体と抗
原の結合を直接観察可能でかつ短期間（6 ヶ
月→1 週間に短縮）で高品質な抗体を産生す
る細胞のスクリーニングする技術：ISAAC
（ImmunoSpot Array Assay on a Chip）法
を開発し、関連特許を取得、さらにその成果
は、米国科学雑誌「Nature Medicine」Vol.15 
No.9 2009 に掲載され、国内外に注目されて
いる。 
 シリコンで作製される ISAAC 用細胞チッ
プは、ヒトの末梢血から得られた B リンパ球
をその表面にばらまき、チップ上に作製され
ている直径 10μm のマイクロウェルに一つ
一つ収納される構造になっている。しかしマ
イクロウェルへの細胞の収容は重力沈降に
任せているので、その収容率は 40～50％程
度となっており、少ない細胞を効率良くスク
リーニングできるシステムとはなっていな
い。これは、ウェルに収容されずにチップ表
面に浮遊している細胞が多いこと、それらを
取り除く際の洗浄工程で一端ウェルに入っ
た細胞も流れ出てしまうことが一因となっ
ている。 
２．研究の目的 

ヒトの免疫機能を利用した抗体医薬を開
発するためには、特定のウィルスを特異的に
攻撃する抗体を作り出す免疫細胞を選別す
る医療用チップデバイスが必要である。 
１． 免疫細胞を個々に扱うことができ、目
的の抗体を産生する細胞を 1細胞単位で見つ
け、回収することが可能 
２．チップは細胞をアクティブにトラップす
る機能を有し、少ない細胞を高効率で利用可
能 
３．世界的にも注目されている独自の免疫細
胞スクリーニング技術を組み合わせ、短期間
で高品質な抗体を獲得できる細胞チップを
開発する。 
３．研究の方法 
 以上を解決するためには、細胞を何らかの
力で強制的にウェルに収容し、一時的に固定
する機能を持つ細胞チップが必要となって
くる。そこで、研究代表者はターゲットとな
る Bリンパ球が表面を磁気修飾することでソ
ート可能なことを利用し、細胞チップに磁気
によって細胞を配列させることを考えた（図
２）。このチップは基板上に形成されたマイ
クロウェルの底に磁性膜を作製し、その磁気
によって細胞をトラップする。またこのチッ
プの材料をシリコンではなく安価で透明な
ガラスをベースとし、さらに生産性の悪いド
ライプロセスではなく、めっきによって磁性
膜を形成する。磁性めっき膜の磁気あるいは
外部磁界がめっき膜部で収束して形成され
た磁界に磁気修飾された細胞が、引き寄せら
れ固定する。細胞への磁気修飾は、従来から
利用されている磁気ビーズを利用する。この
ようにして作製されたアクティブ機能を持
つ細胞チップとすでに開発済みの ISAAC法を
組み合わせることで、細胞のスクリーニング
の効率が劇的に向上することが期待できる。 
本研究では、マイクロウェル底に形成する磁
性膜の作製方法、ウェルの形成方法及びそれ
らを再現性よく実現するプロセス開発が必
要である。これらを研究期間内にほぼ完成さ
せ、従来のシリコンチップを利用した抗体作
製プロトコールからの移行を検討していく
必要もある。 



 

 

 

 

 

 

 

 

図３ スポット周りの磁束分布 

 本研究は独自に開発した細胞スクリーニ
ング技術と細胞一つ一つをアクティブにマ
イクロウェルに収容し、短時間に解析、回収
可能な機能を持つハイブリッド型細胞チッ
プを開発するというユニークなテーマであ
る。本研究によって開発された細胞チップが、
抗体医薬開発へ応用されれば、新興感染症や
癌などに対してスピーディーでかつ効果的
な医薬品を開発することが可能で、世界の医
療技術が画期的な進歩を遂げることが期待
される。 

細胞を磁気誘導するためのマイクロ磁性
膜はめっき技術によって作製をおこなう。開
発するチップは不透明なデバイスでもかま
わないが、一部透明性を確保すると医療研究
者が直接マニュアルで観察、細胞の採取が可
能な機能など付加価値をつけることができ
る。これは、エッチング技術と合わせ耐エッ
チング技術などを考慮して実現していく要
素技術となる。これらをベースとして、細胞
をより効率良くトラップするためのウェル
構造を形成する技術として、フォトリソグラ
フィやインプリント技術がある。10um 以上の
厚膜フォトレジストを 10um 以下の解像度で
加工することは懸案事項の一つとなってい
る。また、フォトリソグラフィではなく、イ
ンプリントなどで開発されている技術を置
き換えとして検討すれば、形状のよいウェル
の形成が可能になると予想され、自家蛍光が
少ない材料や、塗膜技術などと合わせて調査
していく必要がある。ここまでの技術で、ハ
イブリッド型細胞チップのほとんどが完成
するが、さらに独自の特許技術である ISAAC
法を適用することで、抗体産生細胞スクリー
ニング用細胞チップとして圧倒的な性能を
誇ることができる。 
４．研究成果 
 目的とするスクリーニングチップは、半導
体微細加工技術を利用するシリコンチップ
とは異なり、比較的汎用的な設備及び技術を
用いて開発することにした。これまで、シリ
コンの深掘り加工技術を応用して作製して

いたマイクロウェルは、フォトリソグラフィ
による樹脂による形成を目指した。また、シ
リコンには無かった機能である細胞を吸引
する機構については、チップ上にマイクロ磁
気スポットを形成し、磁力によって磁気修飾
された細胞を引き寄せることにした。図３は
有限要素法により簡易シミュレーションし
た結果である。このように基板上にマイクロ
磁気スポットを形成し、チップ下部より磁束
を供給すると、磁気スポット上 10～20μm の
磁束密度の向上が見られる。これを利用する
ことによって磁気修飾された細胞を正確に
マイクロウェル内に引き寄せることが可能
である。 
（１）磁性膜の形成と自家蛍光対策 
 磁性膜は蒸着、塗布、めっきなどにより形
成可能である。本研究では量産性に優れ、膜
形成時にすでに磁性を有する電気めっきに
よる磁性膜の形成をおこなった。約 10μm の
磁性膜を形成し、その直上にマイクロウェル
を形成することとした。ガラス基板上に
100nm 厚のクロム薄膜を形成し、直径 10μm
の丸穴をフォトリソグラフィでパターンニ
ング、穴から露出したクロム薄膜上にニッケ
ル薄膜をめっきで析出させた。この工程にお
いて、丸穴表面におけるフォトレジストの極
薄の残渣によりめっきの密着性にばらつき
が生じた。対策としては酸素プラズマによる
レジストのアッシングをおこない、これを改
善した。めっき厚は細胞の吸引をおこない、
2μm 以上あれば有効であることを確認した。 
 磁性膜上に形成されるマイクロウェルは、
厚膜レジストである東京応化工業(株)PMER 
N-CA3000PM を利用して作製した。一般的にフ
ォトレジストはその材料、及び架橋剤などの
添加剤由来の自家蛍光を有している。本研究
の最終目的である細胞のスクリーニングは
主に蛍光顕微鏡を利用した作業であるため、
自家蛍光は細胞からのシグナルをマスキン
グする方向に働いてしまう。細胞からの微弱
な信号を確実に観察するためには、バックグ
ラウンドを最小限に抑える必要があり、フォ
トレジストからの自家蛍光抑制は大きな課
題となった。そこで細胞に対して無害でかつ
自家蛍光を持たないシリコンを薄くレジス
ト表面に成膜することで、下地の蛍光を遮光
した。また、さらにシリコンの上にシリコン
酸化膜を成膜することで、抗体結合に関して
コントロールできる表面を実現した。 
（２）試作工程とスクリーニング結果 
 試作工程は図４の通りである。ガラス基板
にスパッタで Cr 薄膜を成膜、フォトリソグ
ラフィで磁気スポットパターンを形成する。
続いて電気めっきにより、Ni 薄膜を 2～3μm
形成し、レジストを完全に剥離した。厚膜レ
ジストを塗布後、裏面から磁性膜をマスクパ
ターンとするセルフアライメント方式によ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 試作プロセス例 

 

 

 

 

 

 

 

図５ 細胞利用率 

 

 

 

 

 

 

 

図６ ISAAC による評価 

 

 

 

 

 

 

図７ 従来品（左）と新型レジスト（右）

における自家蛍光の比較（※右は感度を

上げて撮影） 

 

 

 

 

 

 

図８ チップ裏面からの観察 

り露光、マイクロウェルを形成した。スパッ
タでシリコン、シリコン酸化膜を形成し、最
後に表面をシリル化した。 
 図５はシリコンチップと本研究チップと
の細胞捕獲の比較である。シリコンチップは
捕獲性能が劣ることからマイクロウェル数
の 4 倍量の細胞、開発品には 0.65 倍量の細

胞を投入した。投入細胞数とそのウェルへの
充填率から細胞収容率を比較すると、シリコ
ンは 20%程度にとどまるのに対し、開発品は
90%以上であることがわかった。さらに図６
のように抗体探索においても良好な結果が
得られた。 
（３）チップの透明化検討 
 開発したチップの汎用性を向上させるた
めに倒立顕微鏡で観察可能な透明なチップ
の開発を検討した。 
 チップの透明化にあたり、課題となるのは
以下の点である。 
・透明なフォトレジストの探索 
・自家蛍光 
 透明なレジストは、ダウコーニングの
WL-5351 が挙げられる。シリカベースのシリ
コーン樹脂であるため、自家蛍光が非常に低
い。しかしながら検討中に生産のディスコン
が決まったことから新たな材料を探索した。
東京応化工業(株)と共同で、従来からある透
明レジストを最適化することにより低自家
蛍光のレジストを実現することが判明した
ことから、当該レジスト TMMR-0034PM の開発
に協力し、商品化をおこなった。図７は従来
のレジストと当該レジストの自家蛍光強度
の比較である。ゲレースケールで 5分の１に
自家蛍光が抑制されている。さらに自家蛍光
を抑制するために、励起波長による照射処理
により蛍光の消光に成功し、さらに 30%の自
家蛍光を減少させた。 
 マイクロウェル中に収められた細胞を蛍
光観察するには、従来のベタの磁性スポット
形状では実現ができない。そこでスポット形
状をドーナツ型とし、磁性膜中心部からウェ

ハイブリッド型 
細胞利用率：93% 

シリコン 

細胞利用率：12% 



ル中の細胞を観察可能とした。図８はチップ
裏面からウェルに収められた樹脂ビーズを
観察したものである。 
（４）まとめ 
 以上のように磁気を利用して細胞の利用
効率を格段に向上させた、リンパ球などによ
る抗原特異的免疫細胞スクリーニングチッ
プを実現した。 
 試作したチップは、富山大学医学部免疫学
およびビバリス・ジャパン・トヤマ株式会社
などで評価され、今後も検討を継続する予定
である。 
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