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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、細胞の deformability(変形能)の定量的評価を目的として、単一細胞を高密度

に捕捉するマイクロキャビティアレイ基板を利用し、1 万個の細胞を同時並列に吸引変形させ
る測定装置を開発した。さらに、共焦点顕微鏡を用いた細胞の 3次元イメージングによりマイ
クロキャビティアレイ上に捕らえた細胞の 3 次元画像構築及び輝度・距離の定量的計測方法を
確立した。本手法を用いて細胞の deformabilityを網羅的且つ定量的に計測し、細胞の分化や
正常細胞のがん化などの進行度と deformabilityの相関性について評価した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, the microcavity array which enables entrapment of 10,000 single cells 
with high efficiency was utilized for the quantitative evaluation of cellular 
deformability. A quantitative measurement procedure of the three dimensional image of 
the cells trapped on the microcavity array by image analysis using the confocal microscopy 
was established. Using these techniques, cellular deformability of normal cells and 
cancer cells were quantitatively evaluated for considering the correlation between their 
deformability and progress degrees of differentiation or canceration. 
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１．研究開始当初の背景 

ES 細胞や iPS 細胞などの幹細胞の樹立を
受けて移植医療への期待が高まる中、分化細
胞の大量調製法・質的評価法の確立が求めら
れている。幹細胞の分化多能性評価には、多
種の細胞表面マーカーが用いられているが、
分化状態を把握できる万能マーカーは発見
されていない。 

一方で、幹細胞の核は終末分化細胞よりも
柔軟であり、クロマチン構造や核内タンパク
質等の構成が異なることが知られている。例

えば、幹細胞に対してマイクロピペットによ
る細胞吸引を行うと、細胞質と共に核質が変
形し、ピペット内部へと陥入する。このよう
な細胞核の変形能は分化進行に伴って低下
し、徐々に柔軟性を失う。 (Pajerowski et al., 
PNAS, (2007)) 。 
当研究室では、細胞のサイズや変形性を指

標として細胞を分画するマイクロキャビテ
ィアレイ基板を開発してきた(Matsunaga et 
al., Anal Chem., 81, (2009))。基板上にアレ
イ状に加工された十万個の微細貫通孔を介
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して細胞を吸引すると、微細孔(直径 2－8 
µm)よりも大きく、変形の小さな細胞は、細
胞質の一部が孔内に陥入した形で捕捉され
る。一方で、微細孔よりも小さいか、変形能
が高い細胞であると、孔内に細胞が進入し通
り抜ける。この原理を利用して、サイズが大
きく変形しにくい上皮細胞由来の腫瘍細胞
を血球成分から特異的・効率的に分離する手
法 を 開 発し た (Matsunaga et al., Anal 
Chem., 82, (2010))。 
 
２．研究の目的 

本研究では、幹細胞の特徴の一つとして近
年明らかにされた細胞の変形能を定量計測
する新手法を開発することを目的とした。細
胞核の変形能は分化進行に伴って低下し、
徐々に柔軟性を失うため、幹細胞分化能の物
理的指標の一つとなり得る。この力学特性計
測には、研究代表者が独自に開発してきたマ
イクロキャビティアレイ基板を利用する。本
基板の応用により、細胞集団中の単一細胞を
微細孔に同時並列に吸引し、細胞核の変形を
３次元観察することで核変形を網羅的に計
測する。これにより、ヘテロな幹細胞集団内
における個々の細胞を deformability(変形
能)という新しい概念によって評価・選別する
新技術を提案する。 
 
３．研究の方法 

マウス ES, iPS 細胞、造血幹細胞、初代線
維芽細胞などの測定を目指し、まずは正常乳
腺細胞(MCF-10)および乳がん細胞(MCF-7)
の細胞種をモデルとして利用した。これらの
細胞株は同じ乳組織に由来するが、細胞骨格
タンパク質 F-actin などの発現量の違いか
ら細胞の変形能が異なることが示唆されて
おり、細胞変形能評価モデル細胞として用い
られている。これにより、正常細胞とがん化
細胞における核変形の差について評価し、本
手法の有効性と精度評価を行うこととした。 

単一細胞を高密度に捕捉するマイクロキ
ャビティアレイ基板を利用し、104個の細胞を
同時並列に吸引変形させる測定装置を開発
した。また、共焦点顕微鏡を用いた 3次元イ
メージング法の検討、核質・細胞質・各種の
細胞内骨格タンパク質の染色法についての
検討を行った。以上を元に、吸引圧に依存し
た細胞核および細胞質の形状変化を詳細な
画像解析によって、定量的に評価する一連の
手法を開発した。 
具体的には、以下の様な操作で測定を行っ

た。孔径 3 μm の微細貫通孔を 1.0 × 104 
個もつ microcavityarray と PDMS 製流路を
統合し、細胞捕捉デバイスを構築した(図１)。
ヒト乳がん細胞由来株である MCF-7 細胞及
び、ヒト乳腺上皮由来株である MCF-10 細胞
を CellTracker Green または Orange で染色

した。約 8000 細胞を含む懸濁液を作製した
細胞捕捉デバイスに導入し、デバイスの下部
から流量 0.2 ml/min で吸引することで微細
貫通孔上に細胞を捕捉した。捕捉した細胞を
共焦点レーザ走査型顕微鏡にて撮影し、3 次
元画像処理を行った。その後、孔内に陥入し
た細胞長を画像解析ソフトウェアにて計測
した。 

４．研究成果 
マイクロキャビティアレイ基板材料は、こ

れまで利用してきたプラスチックやニッケ
ル等の金属ではなく、蛍光顕微鏡での観察性
に優れた設計・加工の容易なプラスチック基
板を用い、レーザ加工により規則的に貫通孔
を配置した。孔径 3 μm の microcavity 
array にがん細胞と正常細胞のモデルとし
て乳がん細胞 MCF-7 と乳腺上皮細胞 MCF-10 
を捕捉した後、共焦点顕微鏡を用いて細胞を
観察した。その結果、微細貫通孔内部に細胞
の一部が陥入していることが確認された(図
２)。 

 
Z 軸スライスピッチ幅は、3 次元構築した

画像と照合して最適化を図り、0.1－1 µm と
した。得られたスライス像はソフトウェアを
用いて３次元画像に再構築し、吸引前後の断
面観察像から、核変形量、細胞質変形量など
を測定した。マイクロキャビティアレイ状に
捕捉された細胞の 3次元画像から輝度・距離
の定量的計測を行うことで、微細貫通孔内部
への細胞の変形陥入長や細胞質と細胞核の

図１ １万孔マイクロキャビティアレイ 
孔径: 3 μm. 

図２ 正常乳腺細胞 MCF-10 (左)と乳がん
細胞 MCF-7 (右)の３次元観察像 



 

 

変形長の比などについて、多数の細胞を対象
として同時多並行に計測することが出来る。
そこで、基板表面から微細貫通孔内に陥入し
た細胞長を細胞毎に測定し、ヒストグラムを
作成して比較した。この結果、細胞に印加す
る吸引圧が大きくなるほど、細胞の変形は大
きくなる傾向がある事が確認された(図３)。
捕捉細胞の微細貫通孔内部に陥入した細胞
長は、MCF-10 は短く収束した分布となった
一方で、MCF-7 の細胞長は長い傾向があり、
幅広の分布を示した(図４)。この結果から、
がん細胞である MCF-7 細胞は正常細胞
MCF-10 と比較して吸引圧に対して変形を受
けやすいことが示唆された。 

 
 このような変形能の差異は、細胞骨格タン
パク質及び核構造タンパク質の発現量に依
存すると考えられたため、F-actin および核
を染色した細胞の 3次元観察を行った。この
結果、MCF-7 の場合では細胞質とともに細胞
核も吸引圧により変形を受けていること、
F-actin の発現量が正常細胞に比べて低いこ
とが確認された(図５)。本技術により、数百
から数万個の細胞の変形能を網羅的に解析
可能であることが示された。以上より、
microcavity array を利用した細胞変形長の
測定は、細胞のがん化、がん細胞の悪性度判
定への応用が可能であることが示唆された。
さらに、技術を高度化することにより幹細胞

の分化進行度の評価指標にも応用可能であ
り網羅的解析の実現が期待される。 
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図５ 細胞骨格タンパクF-actin及び細胞
核の３次元観察 

   Alexa-488 標識 Phalloidin 及び
EthD-1 にて細胞を染色 

図３ 吸引圧と細胞変形長の相関性 

図４ 正常乳腺細胞 MCF-10 と乳がん細胞
MCF-7 の変形長の比較 



 

 

 
〔その他〕 
なし 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 松永 是（MATSUNAGA TADASHI） 

東京農工大学・大学院工学研究院・学長 

 研究者番号：10134834 
 
(2)研究分担者 
 吉野 知子（YOSHINO TOMOKO） 

 東京農工大学・大学院工学研究院・准教授 

研究者番号：30409750 

  
(3)連携研究者 
 なし 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


