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研究成果の概要（和文）：がん細胞を1細胞毎でマイクロウェル内に封入する技術論を確立した。1細胞毎に口腔
がん細胞株を封入し、1細胞毎酵素活性を確認しMMP活性を確認したところ、①1細胞毎に培養液中にMMP活性が継
時的に増強する性質を保持するもの、②時間が経過しても培養液中にMMP活性が確認することができない細胞が
存在すること、を明らかにした。本結果は、①、②は分泌型のMMP2やMMP9などで代表されるがん細胞の浸潤をつ
かさどる分泌型MMPと解釈できる。今回MMPの酵素活性は1細胞毎にheterogeneityが存在することを世界で初めて
観察した。1細胞酵素活性はがん微小環境を高分解能で説明する全く新しい概念である。

研究成果の概要（英文）：We have established a technical theory for encapsulating cancer cells in 
microwells one by one. Oral cancer cell lines were encapsulated for each cell, and the enzyme 
activity of each cell was confirmed, and MMP activity was confirmed, and (1) each cell retained the 
property of continuously enhancing MMP activity in the culture medium, and (2) there were cells in 
which MMP activity could not be confirmed in the culture medium even after a long period of time. 
These results can be interpreted as secretory MMPs that control the invasion of cancer cells 
represented by secretory MMP2 and MMP9 in (1) and (2). In this study, we observed for the first time
 in the world that heterogeneity exists in each cell of MMP. Single-cell enzyme activity is a 
completely new concept that explains the tumor microenvironment at high resolution.

研究分野： 分子腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MMP活性に関してはzymographyなどにより細胞全体が持つ活性を計測できる従来技術が存在した。しかしなが
ら、１細胞毎でその活性を計測する方法は確立されていない。MMPの存在はがん手術材料の免疫染色などを利用
すれば その発現状況は確認できるが、1細胞活性状態を評価する技術解析法は全くない。今回の研究結果から、
がん細胞が持つMMPの酵素活性は1細胞毎にheterogeneityが存在することを世界で初めて観察した。1細胞毎の酵
素活性heterogeneityはがん細胞巣の微小環境を高分解能で説明する全く新しい概念であり、がん細胞生物学を
語るうえで大きなブレークスルーになると期待できる。

※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 
がんは自身の生存をかけて治療圧力に抵抗し、その個性を進化させる。口腔がんはひと個性 
にとってもっとも重要な顎顔面部に発症するため、最小限の侵襲で最大限の治療効果を予
測する精密医療（precision medicine）バイオマーカーの確立が必要である。近年、ゲノム 
解析を中心とした精密医療が社会実装され、医療、疾病予防の分野で注目を集めている。ゲ 
ノム情報は個人の固有なもので、生理的条件下で刻々と変化するものではない。治療圧力に 
抗して変化し続けるがん細胞の生物学的活性そのものを厳密にモニタリングできる技術開
発が必須である。がん治療に利用される分子標的の多くはリン酸化酵素を含めて酵素であ
る。現在までに酵素活性をリキッドバイオプシーや生検検体などの最少侵襲検体から分析
できる技術はない。同分析法が開発されれば、ゲノム精密医療を補完する革命的な技術にな
る。研究グループは、超高感度蛍光プローブを用いて、血液中に存在する酵素 1 分子の活性
をマルチプレックスで計測する技術開発に成功した。本技術は従来法に比べて 1000 万倍の
感度を達成した（Sakamoto et al. 2020 Science Adv.）。本技術をリキッドバイオプシーや
生検試料から得られたがん 1 細胞に応用できれば、分子標的となる酵素活性を持つがん細
胞を数えるという、まったく新しい検査概念を提唱できる。また、原発巣や病巣微小環境で
惹起され体循環中に逸脱した酵素活性を 1 分子レベルで測れるようになるため、口腔がん
コンパニオン診断に対するキラーアプリケーションとなる可能性も高い。研究グループは
現在まで日本医科大学、国立がん研究センター、国立シンガポール大学、東京大学、理化学
研究所、慶應大学などと共同研究を行い、がん血液中の 1 分子酵素活性分析、口腔がんを含
んだ CTCs の次世代シーケンス解析、CTC1 細胞メタボローム解析、空間情報を残した多層
オミクス解析（in situ multi-omics analysis）などを開発し、臨床材料に応用することで、
数々の創薬標的やバイオマーカーの同定に成功してきている。上記理由からオリジナリテ
ィーが極めて高い本研究課題に挑戦する 
 
 
２．研究の目的 
がんゲノム精密医療を補完するために、治療圧力によって時々刻々変化する口腔がん細胞 
の個性を適時・適格に評価する方法を、「血液中の 1 分子酵素活性や口腔がんの抹消循環腫 
瘍細胞（circulating tumor cells; CTCs）や微量がん検体 1 細胞から酵素活性を数える」 と
いう概念で実現する。口腔がんへの臨床開発にむけて、その概念を実証する。 
 
３．研究の方法 
われわれは東京大学ともにがん患者血液をマイクロデバイス内に理論上 1 分子酵素が存在
する濃度まで限界希釈したのち、基質・酵素反応で惹起される超高感度蛍光プローブを利用
することで、 腫瘍や病巣の微小環境が産生し体循環に逸脱した酵素活性を 1 分子レベルで
計測する方法を開発した。本法は「体内を循環する５Ｌ以上ある血液中に存在する 1 分子
酵素の活性を数える」という全く新しい概念の解析手法で、複数酵素をマルチカラーで計測
することが可能である。同方法を用いて、がん血漿中では、ENPP3 の酵素活性が健常者に
比較して有意に高いことを発見した。本法は、従来法の活性試験に比較して簡便で 1000 万
倍以上の感度の向上を達成した（Sakamoto et al Science Adv. 2020）。今回の研究では、が
ん転移に関与する MMPs (matrix metalloproteases)、扁平上皮がんなどに高発現する
DPP4（dipeptidyl peptidase-4） などの 1 分子酵素活性を口腔がん患者の血漿検体から計
測する検査手法を確立する。 
 
４．研究成果 
マイクロデバイス内に口がん細胞株を 1 細胞毎に閉じ込める技術プロトコルを最適化し、
口腔がん細胞株を 1 細胞毎でマイクロウェル内に封入する技術論を確立した。さらに効率
よくマイクロウェル内に 1細胞株を封入するためのマイクロデバイスを再設計するために、
理化学研究所と気共同研究契約を締結し、口腔がん細胞径に適した大きさに特化したマイ
クロデバイスの作製を開始した。1細胞毎に口腔がん細胞株を封入し、MMP 酵素活性を定量
化できる蛍光プローブをロードして、1細胞毎の酵素活性を確認しタイムラプス顕微鏡でそ
の活性を確認したところ、①培養液中に MMP 活性が継時的に増強する性質を保持する細胞、
②時間が経過しても培養液中に MMP 活性が確認することができない細胞が存在すること、
を明らかにした。また、条件を変えてさらに観察すると、③細胞膜上の MMP 蛍光強度を観察
できる 1 細胞、または④細胞膜上に MMP 蛍光強度を観察できない１細胞に分類できること
を確認した。本結果は、①、②は分泌型の MMP2 や MMP9 などで代表されるがん細胞の浸潤を
つかさどる分泌型 MMP であり、③、④は MT1-MMP などの膜型 MMP と解釈できる。MMP 活性に
関しては zymography などにより細胞全体が持つ活性を計測できる従来技術が存在した。し
かしながら、１細胞毎でその活性を計測する方法は確立されていなかった。MMP の存在はが



ん手術材料の免疫染色などを利用すれば その発現状況は顕微鏡を用いて空間解析すれば
確認できるが、1細胞活性状態を評価する技術解析法は全くない。今回の研究結果から、が
ん細胞が持つ MMP の酵素活性は 1 細胞毎に heterogeneity が存在することを世界で初めて
観察した。1細胞毎の酵素活性 heterogeneity はがん細胞巣の微小環境を高分解能で説明す
る全く新しい概念であり、がん細胞生物学を語るうえで大きなブレークスルーになると期
待できる。 
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