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研究成果の概要（和文）：本研究では，細胞と隣接する細胞の情報伝達について，プッシュプルシステムを用い
て局所的に薬物を投与することで検討した．プッシュプルシステムは狙った局所領域のみに溶液を投与すること
ができる．本成果では，プッシュプルシステムによる単一細胞の局所染色および細胞改変に成功した．さらに，
その細胞の機能変化を高感度に検出するため，単一細胞から放出される物質の計測，単一細胞計測のための金ナ
ノワイヤセンサの作製に成功した．今後，単一細胞由来の生体分子を計測することで，局所改変した細胞の挙動
を確認することができ，細胞間相互作用の定量的解析に極めて有効であることが確かめられた．

研究成果の概要（英文）：Cell-cell communication, the transmission of stimuli received by one cell to
 adjacent cells, is important for the function and maintenance of life. However, it has been 
difficult to stimulate only the targeted single cells by applying drugs. In this study, we succeeded
 in local staining and modification of single cells by the push-pull system to administrate drugs. 
Furthermore, a gold nanowire sensor fabricated using push-pull system could measure substances 
released from a single cell, which would detect the functional changes of the cells with high 
sensitivity.
By measuring biomolecules derived from single cells, it would be possible to confirm the behavior of
 locally modified cells, and will confirm the importance of quantitative analysis in cell-cell 
interactions. This technology is expected to be applied to ultra-high-sensitivity cancer diagnosis 
and treatment targeting a single cell, and tailor-made medical treatment by cell examination that 
does not require pretreatment.

研究分野： ナノバイオテクノロジー

キーワード： プッシュプルシステム　単一細胞　高感度センシング　薬物投与　機能制御　神経成長因子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によるプッシュプルシステムは，これまで困難だった，溶液中のマイクロメートルサイズの局所領域に薬
物を投与することを可能とする技術である．これまで単一細胞を刺激する場合は，たまたま電極上に成長した細
胞への電気刺激や，細胞へ光刺激が用いられてきたが，この手法により，狙った単一細胞に薬物刺激を印可する
ことができるようになった．
本研究では，薬物刺激により単一細胞の局所刺激および機能計測，機能改変を行った．細胞の局所操作・局所診
断を目指す基礎技術であり，今後本手法が，前処理不要なガンの極早期診断と治療，ガン転移メカニズムの細胞
レベルでの解明などへ展開されることが期待できる．

※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 
これまで細胞の機能を評価する場合，培養細胞群を対象とし培地に溶液を添加することでその応答を観察
することが一般的であった．その場合，細胞群の応答の平均値を得ることができる．一方，マイクロ流体デ
バイスを用いることで，連続的に局所的な薬物注入が可能となる．しかしながら，特定の細胞，あるいは特
定の領域といった所望する位置への薬物注入はできなかった． 
また，シナプス結合形成は記憶や学習との関連で研究されてきたが，いずれも細胞外から細胞全体へ刺激
（電気あるいは薬物）を印加しシナプス形成を促すものであり，単一シナプスの形成についてはほとんど検討
されていなかった．当時，神経細胞のシナプス形成には，シナプス形成因子がシナプスへの分化を誘導して
いることが明らかになった(Singh et al., Cell 2016, 164, 183-196, Yamagata et al., Nature 
Comm 2018, 9, 3964-8．図 2)．この知見に基づき，シナプス形成因子を神経細胞近傍のナノ領域に
保持することでシナプス形成を実現させ，シナプスメカニズムを解明できると考えた． 
ここで必要になるのは，継続的，局所的に化学物質を吐出するシステムである．これまで多くの微小領域吐
出システムが検討されてきたが（たとえば Voros et al., ChemPhysChem, 2017, 19, 1234-1244.)，
局所的に吐出された化学物質は環境中へ拡散し急速に濃度が低下するため特定の微小範囲に継続的に
刺激を印加することは困難であり，近接する部位への影響も考慮する必要がある．継続的に微小領域に薬
物投与を行うことができれば，細胞の微小領域における薬物による効果の検討が可能となる． 
 
２．研究の目的 
本研究は，微小領域に継続的に化学物質を吐出するプッシュプルシステムを用い，細胞の微小領域にのみ
化学物質を投与することで，細胞に機能変化を誘引することを目的とする．細胞機能の分子メカニズムをボ
トムアップ的に理解するためのプラットフォームの創出につながる． 
 
３．研究の方法 
(1) プッシュプルシステムの最適化 
既存のプッシュプルシステム技術のうち，２，３，４，５本のガラスキャピラリーもしくは Fused silica キャピ
ラリーを用いたそれぞれのシステムを構築した．プローブの直径，吐出速度，吸引速度，細胞との距離を制
御することにより，細胞表面のマイクロメートルスケールの領域にのみ薬物刺激を印加できるようにした．薬物
の濃度，刺激の時間についてシミュレーションを用いて最適化を行った． 
(2) 細胞の安定培養 
細胞には，継代培養を比較的容易に行うことができるがん細胞を用いた．大腸がん由来の Caco2，神経
細胞様の PC12 の培養系を立ち上げた．  
(3) 顕微鏡システムの構築 
細胞を観察しながらプッシュプルシステムのノズルをマニピュレータにより細胞にアプローチさせ，同時に細胞の応
答を蛍光により計測できるよう倒立型蛍光顕微鏡システムを構築した．通常の倒立型顕微鏡では，ステー
ジ上部に設置された鏡筒と，プッシュプルシステムのノズルが干渉するため，十分に空間が取れるようなステー
ジ配置およびマニピュレータやアダプタを選定することで実現した．これによりステージに設置した培養細胞に効
率よくノズルをアプローチし，蛍光による観察が可能になった． 
(4) 薬物による細胞への局所・継続刺激と細胞応答の電気化学計測 
大腸がん由来 Caco2 を用い，まず細胞近傍の溶液をプローブで吸い込み，リアルタイムで溶液の電気化学
計測をおこなった．がん細胞の代謝活性が高いことを利用し，溶液中にグルコースを添加しておくと，細胞が
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乳酸を生成する．その濃度を計測した．さらに，プッシュプルプローブを用い，単一細胞へグルコース刺激を
印可し，その生成物である乳酸をリアルタイムで電気化学的に計測した．がん細胞の代謝活性が高いことを
利用し，細胞由来の乳酸濃度を細胞１つずつ計測し，そのばらつきについて考察した． 
(5) 細胞の局所染色とネットワーク形成に関する検討 
５ノズルのプローブシステムを新規に作製し，細胞の局所に連続的に溶液を塗布できるようにした．細胞には
PC12 を，NGF を用いて神経細胞様に分化させ用いた．溶液には Calcein-AM を用い，細胞の局所的
な染色を試みた．さらに同技術を用いて，L-type VDCC の agonist である Bay K 8644 により細胞の局
所を刺激した．細胞膜にあるカルシウムチャネルを経由して流入した細胞内カルシウムの動態について蛍光顕
微鏡を用いてリアルタイムに観察した． 
(6) 単一細胞の分化 
4 ノズルのプローブシステムを用い，培養した細胞 PC12 の一部のみを NGF で連続的に刺激し分化させた．
最低 3 時間の連続した刺激を可能とする温調付き顕微鏡システムを立ち上げた．数時間の刺激による分化
を確認するため，細胞の骨格マーカーである Phalloidin を用いた微小形態変化を観察した． 
(7) 超高感度センシングシステムの構築 
3 ノズルプローブシステムを用い，ガラス基板上に金ナノワイヤを描画した．さらに金ナノワイヤのセンシング能を
確認するため，抗 IgA 抗体をナノワイヤ上に修飾し，溶液中に IgA を添加した際の電気的特性の変化を
計測した． 
 
４．研究成果 
(1)  プッシュプルシステムによる単一細胞の機能計測（図１） 
プッシュプルシステムを用い，単一がん細胞から放出される乳酸の安定計測を行うことに成功した．がん細胞
は代謝活性が高いことから，正常細胞に比べて乳酸の放出量が多い．単一細胞レベルでの異常（すなわち
乳酸放出増加）の発見は極早期診断を可能とする．本研究では，プッシュプル型の溶液制御システムを用
いて単一細胞の応答をリアルタイムに検出する新規手法を開発した．プッシュノズルを用いることで，ひとつの
大腸がん由来 Caco2 のみをグルコースにより刺激し，プルノズルを用いることでその細胞のみから分泌される
乳酸の応答を検出することが可能となった．分泌され
た乳酸は，ノズル中で酵素反応を用いて電気化学的
に高感度，高特異的，および高い時空間分解能に
検出した． 
本成果では，同じ培養皿に培養した細胞でも細胞ご
とに異なる乳酸濃度を示したことから，個々の腫瘍細
胞が微小環境により異なる代謝経路を有しており，そ
れが悪性度と関連している可能性が示され，細胞の
不均一性を理解のためにも有用であると考えられる． 
本手法は、独自のプッシュプルノズルシステムに基づく
“その場”電気化学検出システムにより，フローシステム
と 2 段階の酵素反応により、単一細胞からの乳酸放
出を安定かつ正確に検出するものである．侵襲的計測であり，サンプルの前処理が不要なことから、リアルタ
イムおよび“その場”センシングが可能となった． 
プッシュプルシステムは，細胞の局所的な操作を実現するものであり，細胞のキャラクタリゼーション，細胞内

図１ プッシュプルシステムによる単一細胞

からの乳酸のリアルタイム計測 
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液の抽出・測定，刺激応答などの一連の操作を 1 細胞毎に行うための新しいツールになると期待される． 
 
(2)  プッシュプルシステムによる単一細胞から放出される乳酸の電気化学検出 
10４～107 個という様々な濃度の Caco2 細胞群を対象にして，細胞から放出される乳酸濃度を計測した．
細胞のごく近傍にプッシュプルシステムのノズルの先端を設置して溶液を静かに吸引し，ノズ内に組み込んだ電
極を用いて電気化学的に物質を検出した．溶液中にグルコースによる刺激を印加した際，細胞の数に応じ
た異なる乳酸量変化を検出できた．さらに，細胞集団から放出される電気化学的乳酸計測により細胞のふ
るまいに関し検討したところ，細胞集団では基質となるグルコース濃度の枯渇による挙動の変化を検出するこ
とができた． 
 
(3)  プッシュプルシステムによる単一細胞分析の
ための in situ 細胞操作（図２） 
単一細胞を計測することは，細胞の挙動や細胞の
不均一的な構造のメカニズムを明らかにするために極
めて重要である。これまで細胞アレイや単一細胞液滴
等を用いて，蛍光分析，電気泳動および質量分析
が行われてきたが，ほとんどは，多数の細胞の懸濁
液中での単一細胞測定であり，細胞外環境の変化
による細胞への影響が無視できない。 
本研究では細胞内小器官の輸送や，細胞損傷の
修復メカニズムを理解するために，単一細胞を操作
できる新しい手法の開発を行った． 
プッシュプルシステムを用い，単一の神経様細胞の局所染色および細胞間情報伝達の可視化に成功した．
神経様細胞に分化した PC12 の単一細胞の局所のみに Calcein-AM を連続投与することで，局所のみ染
色することに成功した．一方，L-type VDCC の agonist である Bay K 8644 により細胞の局所を刺激し
たところ，あらかじめ細胞内カルシウムマーカーである Fluo-4 で染色した細胞において，細胞膜にあるカルシ
ウムチャネルを経由してカルシウムの流入を確認した．さらに，そのカルシウム濃度上昇は Gap-junction を
介して隣接する細胞へ移動することを確かめた．細胞の局所領域のみの薬物投与が可能にする革新的技
術により，今後様々な単一細胞操作への応用が可能となる． 
 
(3) プッシュプルシステムによる単一細胞の分化 
4 本のノズルを用いたプッシュプルシステムを用いて，褐色細胞腫 PC12 の単一細胞のみ，その近傍に NGF
溶液を連続的に投与することで，単一細胞を分化させることに成功した．また，細胞骨格である Actin を染
色する試薬である Phalloidin で刺激後の細胞を染色したところ，分化のごく初期段階で細胞の形態変化が
観察できるということを突き止めた．4 本のプッシュプルシステムを用いることで反応溶液を局所領域のみに投
与することができるという技術的特徴を示すものであり，様々な単一細胞操作が可能であることが明らかにな
った．  
 

図２ ５ノズルプッシュプルシステムによる単

一細胞の in situ 操作 
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(4)  プッシュプルシステムによる超高感度
バイオセンサの創出（図３） 
3 ノズルプッシュプルシステムによりガラス基板上
に金ナノワイヤを作製した．本手法は，従来の
銀ナノワイヤ作製方法を改良したものであり，バ
イオセンシングにより適した金を用いた．パラメー
タを最適化することで安定した，S/N 比のきわ
めて大きいナノワイヤを作製した．さらに，チオ
ール分子を介してナノワイヤ表面に抗 IgA 抗体
を修飾し，溶液中に IgA を添加し，ナノワイヤ
の電気特性の変化を観察したところ，aM（ア
トモル）という超低濃度の IgA を検出することが
できた．所望する任意の場所に金ナノワイヤを描画できるこの方法により，今後超高感度バイオセンサの発
展が期待される． 
 
以上，本研究では，プッシュプルシステムという，狙った任意の微小領域に連続的に溶液を塗布することが
可能な技術を，細胞に用いることで，細胞操作，細胞計測，細胞制御，などが単一細胞レベルで可能と
なることが確認できた．さらに，プッシュプルシステムを用いて作成した金ナノワイヤを用いることで，超高感度
バイオセンシングが可能となった．この技術を組み合わせることで，局所的に改変した細胞の挙動を確認する
ことができるようになり，細胞間相互作用の定量的解析に発展できると期待される． 

図３ ３ノズルプッシュプルシステムによる金

ナノワイヤ描画と超高感度バイオセンシング 
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