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研究成果の概要： 
 
細胞ゼータ電位は細胞の状態を反映する物性値であり、細胞をラベル化せずに測定できるた

め、細胞試料の品質管理に応用できると期待できる。本研究では、始めに、細胞ゼータ電位の

測定に利用するマイクロ流体デバイスの材料であるポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）ポリ

マーの表面処理技術を構築し、ゼータ電位を高い信頼性で測定できる技術を開発した。次に、

ヒト間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を細胞ゼータ電位を指標に判定できる可能性を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、バイオテクノロジー分野の基礎研究

だけでなく応用開発においても、細胞を用い
た研究開発はますます重要になっている。特
に、患者から採取した細胞を培養、分化させ
た後に患者自身に輸注・移植する、セルセラ
ピーなどの再生医療においては、細胞を維持、
管理する培養技術の高度化が重要である。現

在、細胞を増殖、分化させる技術の開発は進
んでいるが、事前に細胞の状態を判定する手
法の開発は進んでいない。すなわち、細胞の
品質管理が、セルセラピー・再生医療などの
最大限の治療効果を得るために解決すべき
最重要課題である。分化した細胞と未分化細
胞の区別は外見からは困難であり、これらの
細胞を分離する手法として、抗原抗体反応を
利用した FACSあるいは MACS等の手法が
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利用されている。しかしながら、これらのツ
ールの使用には薬の侵襲や物理的ダメージ
が無視できないため、細胞の品質管理に用い
ることができない。細胞の品質を非侵襲的に
計測する手法の開発が待ち望まれている。 
一方、細胞表面電位(ゼータ電位)は非侵襲

的に測定可能な細胞特性値として古くから
着目されてきた。細胞ゼータ電位の評価装置
は 1960 年頃に開発され、当初は Nature 誌
で取り上げられるなど多くの期待を背負っ
たが、従来装置で実際に電気泳動を行うと、
ゼータ電位導出のためのモデルとは大きく
異なる泳動挙動がしばしば見られるため、装
置の使用には熟練が必要で、概ね計測値のば
らつきが大きいという問題があった。また、
細胞ゼータ電位自体のばらつきも大きいと
考えられていたためゼータ電位を評価する
ことの重要性は過小に評価されてきた。近年、
我々は微細加工技術により作られたマイク
ロキャピラリー電気泳動( CE)チップを中核
技術とし、高速度カメラを搭載した顕微光学
系、実時間粒子画像処理ソフトウェアから構
成される高効率細胞ゼータ電位計測システ
ムを提案した。本提案の原型は 2000 年に研
究を開始した CE チップ上での細胞電気泳
動技術であり、この技術は科学技術振興機構
さきがけプロジェクトを通じて、データ処理
が自動化された計測システムへと発展し、計
測値の信頼性、再現性の確立も図られた。ま
た、本システムを用いて細胞ゼータ電位の細
胞活動による変化を研究する過程で、ゼータ
電位が細胞のわずかな変化を十分反映する
ことを見出した。これは、独自開発した計測
システムにより明らかになった重要な知見
である。ゼータ電位の変動により細胞の診断
を行う際には、ゼータ電位の高感度な検出が
必須である。既に、株化細胞を用いた検討に
より、当該システムが細胞表面のわずかな変
化を十分検出できることを見出した。本研究
では、ゼータ電位の更なる効率的な測定方法
の構築と、細胞の分化に伴うゼータ電位変動
について検討し、本技術の細胞品質管理への
応用可能性について検討した。 
 
２．研究の目的 
 
細胞ゼータ電位の測定に利用するマイク

ロ流体デバイスの材料であるポリジメチル
シロキサン（ＰＤＭＳ）ポリマーの表面処理
技術を構築し、効率的なゼータ電位測定技術
を構築すること、およびこの技術を利用して
骨芽細胞へ分化させたヒト間葉系幹細胞の
ゼータ電位を測定し、ゼータ電位を指標とす
る細胞分化診断技術が構築可能か検討する
ことが本研究の目的である。 

 
 

３．研究の方法 
 
真空紫外光による PDMS 酸化処理：PDMS
薄膜に表面に真空紫外光（ＶＵＶ）を照射し
た。PDMS表面の状態を分析するために、表
面に摘果した水滴を顕微鏡で観察し、静的接
触角を計測した。表面の化学的な状態は、赤
外吸収量を全反射赤外分光法 ATR-FTIR 
(FTIR-700, JASCO Co.)、および X線光電子
分光装置(Kratos-Shimazu)で測定した。 
PDMS製 CEデバイスの作製：幅 100 m，
高さ 50 m、長さ 1 cmの流路をソフトリソ
グラフィー法で作製した。細胞の非特異吸着
抑制のために PDMS表面を VUV処理後、バ
イオミメティックポリマーである MPC ポリ
マーを塗布し、コーティングした。 
細胞電気泳動実験：細胞の電気泳動度はオン
チップ細胞電気泳動法で測定した。50 V/cm
の電界を 30 秒間印加した。測定された細胞
の電気泳動度には電気浸透流の速度成分も
含まれるため、無電荷ビーズの電気泳動実験
で電気浸透流速度を測定した。細胞の泳動度
から電気浸透流の速度成分を差し引くこと
で、真の電気泳動度を算出した。 
電気泳動度に及ぼす細胞剥離剤の効果：ヒト
子宮頸癌株化細胞(HeLa)にトリプシンを作
用させた。その後再培養し時間の経過ととも
に細胞を回収した。増殖率を指標にして細胞
へのダメージを評価した。表面の電気的な状
態は電気泳動度で評価した。 
マウス白血球細胞の電気泳動度計測：
C57BL/6J 雄性マウスの大腿骨、脾臓、血液
から採取した白血球の電気泳動度を測定し、
電気泳動度を指標に白血球を区別できるか
検討した。更に、マウス由来の４種類の白血
病細胞（骨髄性白血病・骨髄腫・リンパ性白
血病・骨髄単球性白血病）の電気泳動度を測
定し、電気泳動度を指標に白血球の分化を評
価できるか検討した。動物実験は東京大学動
物実験規則に則って行った。 
間葉系幹細胞の分化誘導実験：JCRB細胞バ
ンクより購入したヒト間葉系幹細胞
(UTBERT21)を MSCBM 培地(LONZA)で２
週間培養した。骨分化誘導培地(LONZA)で３
週間培養して分化誘導させた。細胞の電気泳
動度を測定し、電気泳動度を指標に間葉系幹
細胞の分化を評価できるか検討した。 
 
４．研究成果 
 
ゼータ電位の高精度計測に必要なデバイ

ス表面処理技術について検討した。電気泳動
デバイスの材料には、電気絶縁性に優れ、光
学的ひずみがない PDMS ポリマーを用いた。
PDMS 上で細胞を利用する場合には、PDMS
の高い疎水性と細胞の吸着性が測定の妨げ
になることが知られており、PDMSをバイオ



 

 

デバイスで利用するための表面処理技術の
構築が必要である。本研究では、VUV で
PDMS表面を酸化させその表面状態を分析し
た上で、バイオミメティックポリマーである
MPC ポリマーを PDMS 表面にコーティング
する技術について検討した。 

PDMS表面の水滴接触角はおよそ 120度で
疎水性を示したが、VUVを照射するとその接
触角は急激に減少し、30秒でほぼ 0度に達す
る。そこで VUVの照射時間を 30秒に設定し
た。次に、VUV 照射後の PDMS 表面の化学
的な状態を調べるために、ATR-FTIR および
XPSで分析した。図 1に VUV酸化処理を行
った PDMS表面の ATR-FTIRスペクトルを
示す。VUV照射時間を増加させるとメチル基
の赤外吸収量が減少し、シラノール基の吸収
量が増加した。図2にXPS分析の結果を示す。
VUV 照射時間の増加と共に炭素原子の組成
量が減少し、酸素原子の量が増加していた。
以上の結果から、VUV を照射すると PDMS
表面のメチル基がヒドロキシル基に置換さ
れ、PDMSが酸化されていることが確認され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

PDMS製バイオデバイスで問題となってい
る生体分子の非特異吸着を抑制し、親水性を
維持するために、生体適合性材料であるMPC
ポリマーのコーティング技術を構築した。こ
れまで、ガラス用 MPC ポリマーはガラス表
面と化学的に結合するが、PDMS 用 MPC ポ
リマーは物理吸着によるため安定性に課題
があった。本研究では、PDMS 表面を VUV
でガラス化した後でガラス用 MPC ポリマー

を結合させた。図 3 には MPC で被覆した
PDMS表面の蛍光標識アルブミンタンパクの
非特異吸着量に対する VUV 照射時間の効果
を示す。未処理の PDMSでは非特異的に吸着
したアルブミンが多数確認された。一方で、
VUVを 30秒照射した際の非特異吸着量は未
処理のPDMSと比較しておよそ90%抑制され
た。これは石英ガラスに MPC ポリマーをコ
ーティングした試料で得られる抑制量と同
程度であり、PDMS 表面に対する MPC ポリ
マーの安定的なコーティング技術を構築で
きることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
この表面処理技術を利用して電気泳動デ

バイスを作製し、細胞表面に対する酵素反応
の影響を電気泳動度で評価できるか検討し
た。トリプシン処理後のHeLa細胞の表面は、
顕微鏡観察では大きな変化が認められなか
ったが、再播種後の細胞増殖が抑制されるな
ど、細胞へのダメージがあることが認められ
た。さらに、トリプシン処理時間の増加に伴
って細胞電気泳動度が減少し、トリプシンに
よる細胞へのダメージが細胞電気泳動度を
計測することによって評価できる可能性が
示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4 HeLa細胞の電気泳動度に及ぼす 
トリプシン処理時間の効果 
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図 2 VUV照射後の PDMS表面元素分析 

図1 PDMS酸化層の IRスペクトル 

図 3 BSA吸着量に対する VUVの効果 
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以上の検討で、細胞の電気泳動度を高い信
頼性で簡便に測定できることが分かってき
た。この技術を利用して、再生医療やセルセ
ラピーへの応用を目指して研究されている
細胞の分化を電気泳動度を指標に評価でき
るか検討した。 
骨髄移植および造血幹細胞移植は最も臨

床応用が進んでいるセルセラピーであり、日
本では年間 1000例を越える治療例が報告さ
れている。現状では、移植前の全ての細胞の
品質をチェックする技術は無いが、安全な治
療を行うためには本来必要な技術である。本
研究では、電気泳動度を指標に骨髄細胞およ
び白血球の分化を評価できるか調べるため
に、マウスから摘出した白血球および株化さ
れたマウス白血病細胞の電気泳動度を測定
した。 
図 5に血液、骨髄、脾臓から摘出した白血

球の電気泳動度を示す。それぞれの平均値は
-2.0、-1.6および-1.2 (×10-4 cm2V-1s-1)と異な
った。血液中の白血球は成熟した細胞であり、
骨髄や脾臓は未分化の細胞である。このこと
から、マウス白血球は分化の過程で異なる電
気泳動度を持つことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6に、マウス由来の４種類の白血病細胞

（骨髄性白血病・骨髄腫・リンパ性白血病・
骨髄単球性白血病）の電気泳動度を示す。平
均値は骨髄性白血病(M1)細胞が-1.5、骨髄腫
(PAI)が-1.0、リンパ性白血病(L1210)細胞が
-0.8、骨髄単球性白血病(WEHI3)細胞が-1.2 
(×10-4 cm2V-1s-1)と異なった。白血病細胞の
EPM は正常細胞と比較して低い値を示して
いる。白血病細胞はがん化しており、未分化
の細胞であるため、正常細胞と比較して表面
の状態が大きく異なっていると考えられる。
従って、電気泳動度を指標に白血球のがん化
や分化を評価できる可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
間葉系幹細胞は造血幹細胞と同様に臨床

応用が進んでいる。骨髄細胞以外への応用可
能性を調べるため、ヒト間葉系幹細胞を骨芽
細胞へ分化させると電気泳動度がどのよう
に変化するのか検討した。図 7に未分化の間
葉系幹細胞と骨芽細胞へ分化誘導させた細
胞の電気泳動度を示す。分化誘導前の細胞電
気泳動度は-0.5～-2.2 (×10-4 cm2V-1s-1) と広
く分布したのに対し、分化させた細胞の電気
泳動度は-0.5～-1.0 (×10-4 cm2V-1s-1) の範囲
に分布した。ヒトから採取した間葉系幹細胞
はヘテロジニアスな集団であるため、電気泳
動度は広範囲に分布するが、分化誘導によっ
てホモジニアスな集団と変化し、均一な電気
泳動度をもったものと予想される。この結果
から、間葉系幹細胞から骨芽細胞への分化を
電気泳動度を指標にして評価できる可能性
がある。今後、一細胞レベルでの電気泳動度
実験を行うことで、上記の可能性について検
討できるものと思われる。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 7 ヒト間葉系幹細胞の電気泳動度に及
ぼす骨芽細胞への分化誘導の効果 
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図 6 マウス白血病細胞の電気泳動度 

図 5 マウス白血球細胞の電気泳動度 
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