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研究成果の概要（和文）：単一細胞アレイは顕微鏡による一細胞のハイコンテンツ解析のための有望な技術である。本
研究では、光解離性PEG-脂質を修飾したコラーゲン被覆基板を開発し、これを用いた非接着性細胞、接着性細胞の双方
に応用可能な汎用的な単一細胞アレイを作製した。細胞がこの基板上で細胞接着、細胞分裂、細胞移動などの細胞固有
の機能を示すことを明らかにした。さらに、この基板表面での接着性細胞の運動性や非接着性細胞の形態変化などを一
細胞毎にハイスループットかつ定量的にイメージング解析し、特定の細胞を光照射によって基板から遊離させ回収する
ことに成功した。この汎用的な一細胞アレイは、細胞工学研究分野の有用なツールとなろう。

研究成果の概要（英文）：Single-cell array is a promising technology for microscopy-based high-content anal
yses.In this study, we constructed a versatile single cell array for both non-adherent and adherent cells 
by developing a photo-cleavable PEG-lipid/collagen coating material. On this material surface, we confirme
d that cells behave similar to their native functions such as cell adhesion, mitosis and migration. Furthe
rmore, we succeeded in high-throughput single cell quantitative imaging analysis on the motility of the ad
herent cells and that on the morphological changes of non-adherent cells using this PEG-lipid/collagen-bas
ed single-cell array, and the recovery of a target cell by photo-irradiation of this cell.This versatile s
ingle-cell array shall be invaluable tool for the research in the fields of cell engineering.
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療から細胞生物学の基礎研究まで
の幅広い分野において、目的とする細胞種を
選択し、正確に分離回収する技術が必要不可
欠となっている。しかし、既存のフローサイ
トメーター等を用いた手法では、抗体などを
用いて識別可能な細胞種にしか適用できな
いこと、また、擬陽性や擬陰性の細胞も分取
してしまうことが問題として挙げられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、光応答性材料をコートした基
板上に一細胞ずつ並べた細胞アレイを作製
し、特定の細胞のみを光照射によって迅速簡
便に回収する技術の開発を目的とする。一細
胞アレイ上では一細胞ずつを正確に多角的
に解析可能であり、従来法では分けられなか
った細胞種を分離でき、正確性の向上も期待
できるため、細胞集団から目的細胞を迅速に
選択し、本技術が有用であることを実証する。 
 
３．研究の方法。 
①BSA(牛血清アルブミン)を物理的に吸着さ
せた基板表面を光分解性 PEG 脂質（オレイル
基−ニトロベンジル基誘導体光分解性リンカ
ー-ポリエチレングリコール-NHS 基）で修飾
し、この表面にフォトマスクを介して近紫外
光（365nm）を照射することによって、光非
照射スポット部位が光分解性PEG脂質スポッ
ト表面、それ以外の光照射部位が PEG 表面と
なる基板表面の作製を行う。この際、光分解
性 PEG 脂質スポット表面のスポット直径を
種々のファトマスクを用いて 2〜22μm の範
囲で変化させた基板を調製する。これらの基
板を用いて、血球系プロ B 細胞である Ba/F3
細胞の一細胞アレイを作製し、光分解性 PEG
脂質スポット表面のスポット直径が、スポッ
ト上への細胞の固定化率、細胞固定化スポッ
ト数に占める一細胞スポット数の割合など
に及ぼす影響を評価する。 
②流速付加条件下で一細胞が固定化された
光分解性PEG脂質スポットに近紫外光を照射
し、細胞の生存率を低下させること無く遊離
させる線流速と光照射条件の最適化を行う。 
③緑と赤の蛍光タンパク質をそれぞれ発現
させた Ba/F3 細胞の２つの集団を混合し、こ
れをマイクロ流路内に一細胞アレイ化する。
この一細胞アレイをレーザー共焦点蛍光顕
微鏡によって観察し、特定の蛍光タンパク質
を発現する細胞を認識し、この細胞に光照射
して遊離、回収するための操作を自動化する
ためのプログラム開発を行う。 
また、リガンド刺激によって運動性を亢進す
るシグナルを伝達するキメラ受容体の遺伝
子を導入したBa/F3細胞とこの遺伝子が未導
入のBa/F3細胞の混合集団の一細胞アレイを
作製し、リガンド添加後のアレイ上に固定化
された個々の細胞の動きを顕微鏡観察によ
って定量化し、キメラ受容体が発現している
Ba/F3 細胞を認識して光照射により回収する

一連の操作を自動化するためのプログラ
ム開発を行う。 
 
４．研究成果 
 
 再生医療から細胞生物学の基礎研究ま
での幅広い分野において、目的とする細胞
種を選択し、正確に分離回収する技術が必
要不可欠となっている。しかし、既存のフ
ローサイトメーター等を用いた手法では、
抗体などを用いて識別可能な細胞種にし
か適用できないこと、また、擬陽性や擬陰
性の細胞も分取してしまうことが問題と
して挙げられる。そこで、本研究では、光
応答性材料をコートした基板上に一細胞
ずつ並べた細胞アレイを作製し、目的に適
う細胞のみを光照射によって迅速簡便に
回収する技術の開発を目的とした。 
 今年度は、一細胞アレイを用いて、一細
胞ずつの動的な性質をハイスループット
に画像解析した。一細胞アレイ上では細胞
の位置が規格化されているため、簡便なプ
ログラムによって高速に一細胞解析を実
施できる。我々の開発した一細胞アレイと
画像解析プログラムにより、非接着性細胞
の経時的な形態変化を網羅的に解析し、膜
受容体からのシグナル伝達に応じた細胞
運動の定量化に成功した。これは、一個の
細胞の一部を固定することで細胞の運動
性に応じた形態変化を観察する本技術で
しか得られない新しい細胞評価パラメー
ターである。また、既存の一細胞アレイで
は解析が困難な接着性細胞のランダムウ
ォークの定量化も一細胞ずつハイスルー
プットに行うことができた。 
 また、光分解性 PEG 脂質/BSA 表面に一細
胞アレイを作製して観察・解析後、望みの
細胞に光を照射して光分解性PEG脂質の分
解によって細胞を基板から遊離させ、細胞
を回収することを試みた。共焦点顕微鏡で
の観察下で、複数の細胞に対して光を照射
し、流路を用いて均一なせん断応力を細胞
に負荷したところ、光を照射した細胞の選
択的遊離が確認された。この手法では、複
数の細胞に光を短時間照射するだけで、ハ
イスループットに目的細胞の回収・不要細
胞の除去ができた。 
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