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研究成果の概要（和文）：誘電泳動を用いて脾細胞群から標的B細胞のみをマイクロウェル内に捕捉してアレイ
化し有用細胞の選別を行った．ここでは，標的B細胞以外に微粒子を修飾し，誘電泳動挙動を変化させている．
抗体分泌能を有する有用なB細胞の識別を行った．ウェルの底面または細胞表面に固定化した抗原を用い，細胞
から分泌される抗体を捕捉した．捕捉抗体を蛍光ラベルすることにより個々の細胞の抗体産生能を簡便に評価で
きた．ウェルにB細胞とミエローマ細胞を捕捉し，非対称の電場パルスを形成すると細胞破砕を抑制した異なる
直径の異種細胞融合ができた．ウェル選択的に負の誘電泳動を作用させることにより，標的抗体を産生するB細
胞を選択的に回収できた．

研究成果の概要（英文）：Dielectrophoresis (DEP) was used to trap the target B cells from the 
splenocyte populations in microwell arrays to select useful cells. Here, microparticles were 
attached to the cells except target B cells to change their dielectrophoretic behavior. The useful B
 cells with antibody-secreting ability trapped in the microwells were discriminated. Antigens 
immobilized on the bottom of wells or on the cell surface were used to capture the antibodies 
secreted from the cells. Labeling of the captured antibodies by a fluorescence molecule allowed us 
to evaluate the antibody-secreting ability of individual cells easily. After both B cells and 
myeloma cells were trapped in the wells, asymmetric electric field pulses were applied to form 
heterogeneous cell fusions of different diameters with suppressed cell disruption. B cells with 
antibody-secreting ability were selectively retrieved by using negative DEP to the wells.

研究分野： バイオ分析化学
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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，大量数のリンパ球の中から，標的とする細胞のみを捕捉，捕捉細胞の機能評価，細胞融合，標的細
胞の回収を，迅速で簡便に達成できるデバイスの開発を行った．これまでのウェルアレイを用いた細胞選択で
は，数十万個のウェルに候補の細胞を捕捉し，わずかに含まれる抗体産生細胞を蛍光計測するため非効率的であ
った．本法は非標的細胞を抗原固定化微粒子でラベル化し，標的細胞のみをアレイ化できるため，千ウェル程度
で標的細胞を濃縮してアレイ化可能である．また，ウェルアレイを用いた高効率細胞融合，簡便で高スループッ
トな捕捉細胞の選択的回収を可能にしたことから，迅速，簡便，高効率なハイブリドーマ形成法を構築できる．

※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 
現在のモノクローナル抗体を取得するためのスタンダードはハイブリドーマ法である．マウ

スを抗原感作して免疫化マウスを作製した後，その脾臓（B 細胞の存在率が 10-20%と高い）を
摘出し，標的抗体を産生する B 細胞とマウスミエローマ細胞を融合するとハイブリドーマが得
られる．ハイブリドーマは増殖能と抗体産生能を有するため，ハイブリドーマの培養により大量
の抗体を取得することができる．しかし，その融合効率は低く（10-5），融合後には融合細胞と非
融合細胞の長期間の選択培養（スクリーニング）工程を必要とする． 
 抗体医薬に使用される抗体は，完全ヒト抗体が最も望ましい．現在，実用化されている抗体医
薬品として，キメラ抗体やヒト型化抗体が用いられている．これらは，ヒト抗体をコードした遺
伝子を遺伝子工学的にマウスに導入して作製しており，抗体分子の中の抗原を認識する先端部
位以外をヒト由来とすることができるが，分子内にマウス由来の抗体部位が残存している．よっ
て，ヒト免疫系はキメラ抗体やヒト型化を抗原として認識してしまうため，ヒト体内で異物と認
識されアレルギー反応を誘発する，これらの抗体を医薬品として重複投与できないという欠点
を有する． 
ヒト抗体を取得するために，ハイブリドーマ法は使用されていない．これは，低い融合効率と

ともに，末梢血中の白血球（106 cells/mL オーダー）の中の標的抗体産生 B 細胞の低い存在率（10-

5）に起因する．よって，このシンプルなハイブリドーマ法を実現するためには，ヒト末梢血中
に存在する標的抗体産生 B 細胞を迅速で高効率にスクリーニングする技術が必須となる．ヒト
抗体作製にハイブリドーマ法を適用するためには，ヒト末梢血中に存在するわずかな標的抗体
産生 B 細胞を見つけ出し，その細胞を回収する技術を確立することが，「高効率な完全ヒト抗体
産生ハイブリドーマ」の作製における大きな研究課題である． 
 
２．研究の目的 
本研究は，マイクロウェルアレイ電極を用いた誘電泳動による超高速で簡便な細胞操作技術

を基盤とした「迅速で高精度な標的抗体産生 B 細胞の選択的な細胞アレイ化」，「標的抗体産生
ハイブリドーマのハイスループットな識別」，「異種細胞ペアアレイの形成と融合」および「捕捉
されたポジティブ細胞の選択回収」の一連の操作を可能とする細胞チップの開発を目的とする．
この研究により，患者の末梢血中に大量に存在するリンパ球から高親和性の抗体を産生する細
胞を迅速に識別し，完全ヒト抗体産生ハイブリドーマの高効率な取得に資する方法を確立し，抗
体医薬の分野に大きく貢献する． 
本研究では，大量数のリンパ球の中から，標的とする細胞のみを捕捉，捕捉細胞の機能評価，

細胞融合，標的細胞の回収を，迅速で簡便に達成できるデバイスの開発を行う．これまでのウェ
ルアレイを用いた細胞選択では，数十万個のウェルに候補の細胞を捕捉し，わずかに含まれる抗
体産生細胞を蛍光計測するため，蛍光顕微鏡では視野が狭く，レーザースキャン法では時間がか
かった．本提案は標的細胞を抗原固定化微粒子でラベル化し，形成された細胞－微粒子複合体の
みをアレイ化するため，千ウェル程度で標的細胞を濃縮してアレイ化可能という新規な独自性
を有する．また，誘電泳動の利用は，マイクロピペットによる捕捉細胞の回収から，簡便で高ス
ループットな捕捉細胞の選択的回収を可能にする． 
 
３．研究の方法 
（１）迅速で高精度な標的抗体産生 B 細胞の選択的な細胞アレイ化 
 バンドアレイ電極上に細胞サイズのウェル（直径
16 m，高さ 10 m）を配列したマイクロウェルア
レイ電極を作製し，もう 1 枚のバンドアレイ電極を
直交させて配置した多点電極アレイを作製した
（Fig. 1）．デバイスの上面バンドアレイ電極および
下面ウェルアレイ電極間の流路（高さ 30 m）に細
胞を導入し，すべての電極に交流電圧（5 MHz 程度）
を印加して，細胞を正の誘電泳動（p-DEP，強電場
領域への引力）によりウェル内に導入した．さらに，
標的細胞の捕捉されたウェルを構成する上下のバ
ンド電極に，負の誘電泳動（n-DEP，強電場強度領
域からの反発力）の作用する交流電圧（100 kHz 程
度，位相反転）を印加し，その標的細胞だけを選択
的にウェルから排出して回収した． 
誘電泳動によるネガティブセレクションを開発

し，B 細胞を選択的にアレイ化した．免疫化マウス
の脾臓を摘出し，その細胞群に CD73 抗体固定化微
粒子を混合した．これにより B 細胞以外の細胞に

Fig. 1 Formation of cell array by using the 
microwell array electrodes based on 
dielectrophoresis. 



微粒子が結合し微粒子－細胞複合体を形成させた．この複合体をデバイスに導入し，細胞の p-
DEP，微粒子に n-DEP の作用する周波数の電場を形成して非標識細胞のみをマイクロウェル電
極内に捕捉した．すなわち，標的の B 細胞をウェル内に捕捉し，それ以外を下流へ分離した．  
 
（２）標的抗体産生 B 細胞のハイスループットな識別 
 抗ウサギ血清アルブミン（RSA）
抗体を分泌するハイブリドーマを用
いて抗体分泌細胞と非分泌細胞の識
別を行った．p-DEP を用いて作製し
た細胞アレイ（Fig. 2a）に，両末端に
オレイル鎖と RSA を有するポリエ
チレングリコール（oleyl-PEG4000-
RSA）を導入し，37℃で 1 時間イン
キュベートした．これにより，オレ
イル鎖は細胞膜に挿入され細胞表面
に RSA を導入できる．さらに，細胞
から分泌された抗 RSA 抗体は，細胞
表面に導入された RSA と結合し捕
捉される．最後に，Alexa 488 修飾抗
体で処理しラベル化し（Fig. 2b），蛍
光観察することにより抗体産生細胞
の識別を行った．また，n-DEP を用
い Alexa 488 修飾抗体で蛍光ラベル
された抗体分泌能を有する細胞を選
択的に回収した（Fig. 2c）．選択的回
収については，項目（４）にて詳細
を記載した． 
 
（３）異種細胞ペアアレイの形成と融合 
 免疫化マウスの脾臓から取り出した B 細胞とミエロ
ーマ細胞のペアをマイクロウェル内に形成し電気パル
ス融合を行った．個々のマイクロウェル内に 3 電極を配
置したウェルアレイを作製した（Fig. 3）．ウェル下面に
2 電極（左電極 I，右電極 II）を，ウェル上面に 1 電極
（電極 III）を配置した．デバイスに脾細胞とミエローマ
細胞を導入し，両細胞をそれぞれ電極 I および電極 II に
配置して捕捉した．電極 II に直流電圧パルスを印加して
マイクロウェル内に非対称の電場を形成することによ
り，サイズの異なる脾細胞とミエローマ細胞を融合し
た． 
 
（４）捕捉されたポジティブ細胞の選択回収 
 ここでは，項目（2）で識別した標的抗体産生細胞の選
択的な回収技術を開発した．マイクロウェルアレイにバ
ンドアレイ電極を組み合わせたデバイスは，この選択回
収で威力を発揮した．項目（1）で作製した細胞アレイの
中から項目（2）の方法で抗体産生細胞を識別した．その後，抗体分泌能を示す蛍光細胞を n-DEP
を用いで選択的にウェル外へ排出した．ここでは，標的の抗体産生細胞が捕捉されたウェルを構
成する上下のバンド電極に交流電圧を印加し，そのウェルにのみ局所的にn-DEPを作用させた． 
 
４．研究成果 
（１）迅速で高精度な標的抗体産生 B 細胞の選択的な細胞アレイ化 
 p-DEP を用いて抗体産生細胞のアレイを作製した．蛍光染色した細胞をデバイスに導入し，上
下電極に交流電圧（3.0 MHz, 10 Vpp）を印加すると，細胞は瞬時にマイクロウェル内に移動し．
ほとんどすべてのウェルに複数の細胞が捕捉された（Fig. 1 右下）．交流電圧を印加した状態で，
溶液を 450 m s-1で送液すると，ウェル下部に捕捉された細胞はウェル内に保持され，ウェルの
上部に捕捉された細胞は下流へと流された．これにより，各ウェルに 1 細胞が捕捉されたシング
ル細胞アレイを形成した．余分な細胞を排除するこの工程において，送液速度が速いとウェル内
のすべての細胞が排除され，送液速度が遅いと排除効率が低下した．最適な送液速度で余分な細
胞を排除した際の単一細胞捕捉率（総ウェル数に対する単一細胞の捕捉されたウェル数）は 90%
以上であった．これは，デバイス内の溶液交換ができることを示しており，この後の細胞識別に
おいて有用な技術となる．また，電極に n-DEP の作用する交流電圧（100 kHz, 10 Vpp）を印加す
ると，捕捉されていたすべての細胞がウェル外へと放出された． 

Fig. 2 Schematic for detecting and retrieving hybridomas with 
antibody secretion. (a) Formation of cell array with 
hybridomas and myeloma cells by p-DEP. (b) Capture and 
label of antibody secreted from hybridomas. (c) Retrieval of 
hybridomas from microwells by n-DEP selectively. 

Fig. 3 (a) Image of the microwell array 
device. Electrodes (I) and (II) on the 
bottom substrate were invisible 
because the top of microwells were 
focused on. (b) Magnification image of 
a microwell. (c) Cross-sectional view 
of a microwell. 



 免疫化マウスの脾臓から採取した脾臓細胞（B 細胞を含む）と CD73 抗体固定化微粒子を混合
し，B 細胞以外に微粒子を結合させた．細胞群には高周波数（MHz 近傍）で p-DEP が，低周波
数（数百 kHz 以下）で n-DEP が作用し，抗体固定化微粒子にはこの周波数帯においてすべての
周波数で n-DEP が作用した．微粒子－細胞複合体の交差周波数（p-DEP と n-DEP の切り替わる
周波数）は，脾臓細胞群の交差周波数と比較して高周波数側のシフ
トした．これは，細胞上の結合した微粒子に n-DEP による斥力が
作用し，細胞に作用する p-DEP による引力が減少したためである．
よって，複合体の交差周波数（700 kHz 程度）を用いると，B 細胞
に p-DEP が作用し，複合体に誘電泳動力が作用しない．脾臓細胞
群に抗体固定化微粒子を混合し，デバイスに導入して交流電圧（700 
kHz）を印加した．ここでは，B 細胞のみを緑色蛍光染色した．流
路に導入された緑色染色 B 細胞はウェルに捕捉され，微粒子－細
胞複合体は下流へと流された（Fig. 4）．よって，この手法を用いる
と，標的の B 細胞のみをウェル内に選択捕捉できることが示され
た． 
 
（２）標的抗体産生 B 細胞のハイスループットな識別 
 p-DEP によってマイクロウェル内に捕
捉された細胞から分泌される抗 RSA 抗体
をマイクロウェルの底面に固定化した
RSA に捕捉した．赤色に染色した抗体分
泌細胞と染色しないミエローマ細胞を同
濃度で懸濁してデバイスに導入しウェル
に捕捉した．両細胞は p-DEP によってマ
イクロウェルに捕捉された．赤色蛍光を
示す抗 RSA抗体分泌細胞が捕捉されたウ
ェルから緑色蛍光が観測された（Fig. 5a，
5b）．一方，赤色蛍光を示さないミエロー
マ細胞の捕捉されたウェルから緑色蛍光は観察されなかった．よって，標識抗体からの緑色蛍光
で特異的抗体を分泌する能力を有する細胞を識別することができることが示せた．しかし，ほと
んどの抗体産生細胞は n-DEP によってマイクロウェルから放出されなかった．これは，下面電
極に固定化した RSA と細胞の膜表面に提示された抗 RSA 抗体との間の免疫反応に起因する． 
 そこで，RSA を細胞の表面に導入した．抗体産生細胞と非産生細胞の細胞懸濁液を用いて細
胞アレイを形成した．抗体産生細胞の存在比率を 5%とした．アレイ化したデバイスに oleyl-
PEG4000-RSA と Alexa 488 修飾抗体を流路内に導入しインキュベートした．約 5%の捕捉細胞か
ら緑色蛍光を観察することができた．これは，細胞から分泌された抗 RSA 抗体が細胞表面に導
入した RSA と結合し，さらに，溶液中に介在させた Alexa 488 修飾抗体が結合したことを示す．
よって，抗体分泌能を有する細胞を蛍光観察により簡単に識別することができた．なお，細胞表
面に分泌抗体を捕捉することにより，n-DEP による細胞のウェル外への放出が可能となった． 
 
（３）異種細胞ペアアレイの形成と融合 
 電極 I および III を接地し，電極 II に直流パル
ス電圧（15 V, 10 s）を印加し，ウェルに捕捉さ
れた脾細胞とミエローマ細胞の破砕率を調べ
た．電極 I 上の脾細胞の破砕率は 5%以下であ
り，電極 II 上の脾細胞の破砕率は 20%に増加し
た．ミエローマ細胞の破砕率は電極 II 上で高く
（70%），脾細胞の破砕率と比較して高い．これ
は，電極 II への電圧印加により，ウェル内に電
極 II 側に強電場が形成されることと，外部電場
によって誘起される膜電位が細胞の直径の増加で増加するためである．よって，電極 II 側に直
径の小さい脾細胞を配置して直流パルス電圧を印加すると，ウェル内の電極 II 側に強電場を形
成できるため効率的に直径の異なる細胞を融合できると考えられる． 
 細胞破砕を抑制し，脾細胞とミエローマ細胞を融合するために，脾細胞とミエローマ細胞をそ
れぞれ電極 II，I 側に配置した．脾細胞懸濁液をデバイスに導入し，電極 II に交流電圧を印加し
て p-DEP により電極 II 上に脾細胞を捕捉した．次に，ミエローマ細胞を導入しミエローマ細胞
を p-DEP で電極 I 上に捕捉した．これにより，迅速で簡便にウェル内に異種細胞アレイを作製
した． 
 電極 II に直流パルス電圧を印加し，ウェル内の異種細胞を融合した（Fig. 5）．マイクロウェル
の中央付近で接触している脾細胞とミエローマ細胞は，直流パルス電圧を印加後 6 分程度でひ
ょうたん型に変形し，10 分後に球形となり融合した．しかし，脾細胞とミエローマ細胞をウェ

Fig. 5 Fluorescence images of (a) hybridomas trapped 
in the microwells and (b) antibodies secreted from the 
trapped hybridomas. (c) Optical image of cell array 
after cells were removed. 

Fig. 4 Image of B cells 
trapped in microwells. 

Fig. 5 Sequential images of the electrofusion 
between splenocytes and myeloma cells trapped 
in the microwells (d) immediately, (e) 6 min, and 
10 min after applying DC pulse. 



ル内で逆に配置した場合，細胞融合は起こらずミエローマ細胞が破砕した．よって，異なるサイ
ズの異種細胞の融合には，直径の小さな脾細胞に強電場を印加し，直径の大きいミエローマ細胞
を破砕しない条件が必要であることがわかった．本手法の融合効率は約 2%であり，通常の電気
パルス融合法と比較して 2 桁程度改善された． 
 
（４）捕捉されたポジティブ細胞の選択回収 
 項目（2）において，抗体産生細胞を緑色
蛍光で識別できることを示した．この緑色
蛍光を有する細胞を n-DEP を用いて選択
的にウェル外へと放出した．Fig. 7a，7b で
は，ウェル A1 から緑色蛍光が観察された．
そこで，バンド電極 A1 に交流電圧を印加
した．それ以外の電極には電圧を印加して
いない．ウェル A1 に捕捉されていた細胞
は，n-DEP の斥力によってウェル外へと放
出された（Fig. 7c）．一方，他のウェルに捕
捉された細胞はウェル内に保持された．こ
れにより，緑色蛍光を有する細胞を選択的
にウェル外へと放出できることを示せた．
また，緑色蛍光を有する細胞のみをウェル内に保持し，それ以外の細胞をウェル外へと排除する
ことも可能であった． 
 
 以上から，マイクロウェルアレイ電極を用いた誘電泳動を用いると，「迅速で高精度な標的抗
体産生 B 細胞の選択的な細胞アレイ化」，「標的抗体産生ハイブリドーマのハイスループットな
識別」および「捕捉されたポジティブ細胞の選択回収」の一連の操作を可能とする細胞チップを
開発することができた．今後，細胞融合後の細胞の回収を達成する． 
 
 

Fig. 7 (a) Optical image of trapped hybridomas. (b) 
Fluorescence image of antibodies secreted from 
hybridomas trapped in microwells. (c) Optical image 
observed after retrieving the hybridoma with green 
signal in well A1 by n-DEP. 
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