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研究成果の概要（和文）：本研究では、相互作用する個々の細胞間で分泌された液性因子を可視化するプラット
フォーム並びに、そのプラットフォーム上でサイトカインを受容して誘導される細胞内での遺伝子発現をin 
situで検出するシステムを統合して、細胞間相互作用ネットワーク動態の直接的な解析から生体システムを理解
することを目指した。細胞間相互作用を維持したまま分泌検出をするプラットフォームはプロトタイプを完成さ
せ、実際に一細胞粒度での分泌検出が可能であることを確認した。また、プラットフォーム上でRNA-FISHを行う
系を確立した。さらにmRNA発現や複数種の細胞に対する分泌活性モニタリングに着手した。

研究成果の概要（英文）：In this study, to understand biological systems by directly analyzing 
cell-to-cell communication network dynamics, I tried to develop the following systems. That is, a 
platform for visualizing humoral factors secreted from individual cells with interacting each other,
 and a method that can quantify gene expression in the cells on the platform. I successfully 
developed a prototype of the platform that allowed to detect secretion with maintaining cell-to-cell
 communication, and actually confirmed that secretion detection could be achieved at a single cell 
level. Beside, a system for RNA-FISH on the platform was established. Furthermore, I also launched 
additional challenges including real-time monitoring of mRNA expression as a visualization method 
for cell responses, visualization of exosome release from a single cell, and so on.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
生体が恒常性を維持し健康な状態でいら

れるのは、複数のロバストなシステムがこれ
を支えているからである。例えば免疫システ
ムは、病原体などの非自己から生体を防御し、
これを排除して恒常性を維持する。多種の免
疫細胞によって担われるシステムであるが、
細胞種毎に機能が異なっており、それらが協
働するためには、細胞間相互作用による情報
のやり取りが不可欠である。免疫細胞の細胞
間相互作用にはサイトカインとよばれる一
群の可溶性タンパク質の分泌とその受容を
介したものが非常に重要であると考えられ
ており、ある特定のサイトカインを与えた場
合の細胞毎の異なる応答が詳細に調べられ、
これを基に様々な免疫反応を記述してきた。
そのような経緯から、「適切な場面で、適切
なサイトカインが放出され、適切な免疫細胞
種がこれを受容することによって、免疫シス
テムが適切に機能する」こと、つまり、サイ
トカインの分泌・授受が厳密に制御されてい
ること、が免疫のロバスト性を与えていると
長年信じられてきた。ところが、近年の一細
胞計測技術の発展により、同一種類の免疫細
胞間であっても、遺伝子発現や機能が非常に
不均一であることが明らかになり、それまで
の概念が覆される一方で、非常に多様な細胞
の集団から、それでもロバストな応答が生じ
る分子メカニズムを細胞間相互作用に求め
る声が高まった。現在様々な理論的・実験的
アプローチにより、細胞間相互作用がどのよ
うに成立しているか、その動態を探る研究が
展開されている。しかしながら特にサイトカ
インのような可溶性タンパク質の授受によ
る細胞間相互作用を直接観察する方法が無
かったため、提案されている相互作用動態は
想像の域を出ないのが現状であった。 
一方、研究代表者は、研究協力者である白

崎善隆博士らとともに、マイクロウェル中の
1 細胞からのサイトカイン分泌計測をリアル
タイムに行う系の開発に成功していた
（Shirasaki et al., Sci. Rep. 4, 4736 
(2014) ）。この方法は、蛍光イムノアッセイ
に基づき、全反射による近接場を用いた照明
法を利用することで、洗浄過程を必要としな
いリアルタイム分泌検出を可能にしたもの
である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、相互作用しあう個々の細胞に

おいて分泌された液性因子の授受を可視化
するプラットフォーム、ならびに、そのプラ
ットフォーム上で一細胞毎の遺伝子発現が
定量できるシステムを開発して、細胞間相互
作用ネットワーク動態の直接的な解析を行
うシステムを実現することを目的とした。こ
れにより、一細胞から一個体への階層を超え
た生命の理解への一助としたいと考えた。 

 
３．研究の方法 

 研究代表者らが開発した1細胞分泌リアル
タイム計測法を発展させ、細胞間の相互作用
を維持したまま分泌計測ができるプラット
フォーム、ならびに、分泌されたサイトカイ
ンを受容して誘導される細胞内での遺伝子
発現を in situで検出するための方法を確立
する。 
 
（１）細胞間相互作用を維持する計測プラッ
トフォームの開発 
 本研究での基盤技術である1細胞分泌リア
ルタイム計測法は、マイクロウェル中で培養
している細胞から分泌されたサイトカイン
を、ガラス製ウェル底面上の捕捉抗体で捕捉
する。培養液中には蛍光検出抗体が含まれて
おり、捕捉されたサイトカインに結合してサ
ンドイッチ免疫複合体を形成する。溶液中の
フリーの蛍光抗体を検出せずに底面に固定
された蛍光複合体だけを検出するため、全反
射による近接場を用いた照明法を利用し、こ
れにより、細胞外液を交換・洗浄することな
くリアルタイムに分泌されたサイトカイン
を検出している。生きた細胞の分泌活性を経
時的に測定できることから、相互作用のモニ
タリングに最も近い技術と考えた。この技術
を適用するにあたり問題がいくつかあった。
まず、細胞の遊走や流出を最小限にするため
にマイクロウェルアレイ構造を使用して細
胞を孤立させているため、そもそも細胞間で
相互作用できない状態になっていること、ま
た、細胞の周囲のガラス底面上で分泌を検出
しているため、細胞間が密着しているような
上皮細胞間などでは分泌を測定することが
できないこと、である。前者についてはマイ
クロウェル構造フリーの分泌測定基板を開
発すること、後者については細胞を載せる細
胞基板と分泌サイトカインを検出する検出
基板を分離した方法を開発することで、この
問題の解決を試みた。 
 
（２）任意のタイミングにおける 1 細胞 in 
situ mRNA 発現量解析法の確立 
 リアルタイムに相互作用をモニタリング
している間、任意のタイミングにおいて既報
で見られているような細胞内部の mRNA 発現
量定量結果などを、本測定系でも得られるよ
うに設計する。これによって、これまでバル
ク解析で培われてきた細胞間相互作用に関
する知見との比較検討を行うことが可能と
なる。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロウェル構造フリーの分泌基板
の開発 
細胞間相互作用を維持したままの分泌検出
基板として、マイクロウェル構造を持たない
基板上でのリアルタイム検出が可能かどう
かの検討を行った。マイクロウェル構造は細
胞の遊走や流出を限局するだけでなく、分泌
されたサイトカインを散逸させない効果も



有していたため、細胞の移動ならびに検出感
度に対する懸念があった。そこで、マウス自
然リンパ球を用いてマイクロウェル構造フ
リーでも分泌を検出することができるか検
証した。活性化した自然リンパ球は運動性が
高く、広範にわたって遊走することが予想さ
れたので、直径 2.5 mm の円形領域を 8分に 1
回の頻度でスキャンし続けることで継時的
観察を行った。その結果、細胞の運動、なら
びに分泌をリアルタイムに検出することが
できた。 
 
（２）相互作用モデルの検討 
相互作用検出プラットフォームを開発す

るにあたり、入手・取り扱いが簡便である培
養細胞において、液性因子を介した相互作用
を行う適当なモデルがないかを検討した。複
数のマクロファージ様株化細胞を用い、グラ
ム陰性菌細胞壁外膜の構成成分であるリポ
ポリサッカライド（LPS）刺激時に種々のサ
イトカインを放出するようになる現象を選
び、液性因子を介した相互作用があるかを調
べた。それらのうち、RAW 264.7 細胞株にお
いてインターフェロン（IFN）-の分泌を介
した Cxcl10 遺伝子の発現誘導が再現性良く
観察できる条件を見出した。以降、このモデ
ルを用いてシステム開発を行った。 
 
（３）IFN-の分泌を介した相互作用の可視
化（スナップショット解析） 
上記相互作用モデルにおいて、分泌された

IFN-を介した細胞間の相互作用は、どのく
らいの距離の細胞間で起こり、どの程度の細
胞数が関与し得るのか、等の情報を得るため、
研究代表者らが既に開発していた蛍光イム
ノ ス ポ ッ ト /RNA 蛍 光 免 疫 組 織 染 色
（RNA-FISH）ハイブリッドアッセイ法（論文
投稿準備中）を適用した。この方法は、LPS
刺激を与えて4時間の培養の間に分泌された
タンパク質Xをイムノスポットアッセイと同
一の原理で培養容器底面に固定し、これを、
細胞を洗い流すことなく細胞外液を置換す
ることで蛍光標識し、さらにこの時点におい
て細胞を固定して、Cxcl10 遺伝子に対する
RNA-FISH を行うというものである。その結果
であるが、まず、IFN-はすべての細胞から
分泌されるわけではなく、特に強い分泌を呈
するものはごく一部の細胞であった。細胞か
ら分泌された IFN-は、細胞周辺の数十マイ
クロメートルのエリア内で強く検出された。
一方の Cxcl10 遺伝子の発現については、
IFN-を分泌している細胞と、その細胞に隣
接する IFN-検出エリア内の細胞において
Cxcl10 遺伝子が高発現している割合が高い
ことが確認された。隣接していない近傍細胞
でも高発現がみられることはあったが、3 細
胞以上離れる距離での相互作用らしい挙動
は確定できなかった。以上のことから、IFN-
を介した細胞間相互作用を蛍光イムノスポ
ット/RNA-FISH 基板上で示唆することができ、

特に隣接細胞間という限られた範囲におい
て液性因子を介した相互作用が行われてい
ることがわかった。 
 
（４）細胞基板と検出基板を分離した分泌リ
アルタイム検出法の開発 
 相互作用する細胞を生着させて、かつ液性
因子分泌の観察ならびに細胞の観察を損な
わない細胞基板作製に着手した。まず、細胞
基板支持体として多孔質並びに光透過性の
高い素材である VECELL（ベセル株式会社）を
選定した。VECELL は 3 次元培養用に開発され
た素材であり、24 ウェルプレートに対応した
インサート（Preset VECELL）として市販さ
れている。このインサートの裏面を細胞基板
として用い、カバーガラスから作成した検出
基板と近接させる方法を検討した。インサー
トの表面は細胞生着に最適なコーティング
がされており、ここに相互作用モデル細胞の
RAW 264.7 細胞を播種してその増殖を観察し
たところ、期待されたように長時間にわたっ
て細胞の活性を失わない状態での観察がで
きた。一方、細胞基板表面として使用を考え
ていたインサート裏面にはコーティング処
理が施されていないため、ベセル株式会社の
ご協力のもと、裏面にコーティングを施した
特注品を作成していただいた。次に、この基
板上の細胞から分泌されたタンパク質を検
出するための基板配置の最適化を行った。サ
イトカインなどの液性因子は溶液中を拡散
して希釈されるため、分泌の検出ならびに分
泌細胞の特定のためには細胞基板と検出基
板をきわめて近接させる必要があった。しか
しながら、VECELL は多少の伸縮性をもち、特
に水溶液中では粘性によりたわみを持つた
め、一定値以上は基板間の距離を縮小させる
ことができなかった。そこで、基板間に陰圧
をかけて、基板間距離を最小限に小さくする
仕組みを考案し、試作品を作製した。この試
作品では基板間距離が数十 m 程度であった。
作製した試作品を用い、RAW264.7 細胞を LPS
刺激した後に、細胞より分泌される IL-6 の
リアルタイム検出を試みたところ、これを検
出することができ、分泌細胞も同定すること
ができた。 
 
（５）相互作用モデルのリアルタイムモニタ
リングの試み 
上記の細胞基板挿入型分泌リアルタイム

検出のための試作品を用い、相互作用モデル
である RAW 264.7 細胞の IFN-を介した相互
作用の実時間可視化を目指した。IFN-のリ
アルタイム可視化に必要なサンドイッチ抗
体セットの選定を行ったが市販されている
抗体が非常に少ない上に条件に適うものは 1
社からしか販売されておらず、これの親和性
が極端に低いため難航している。同時に行う
細胞応答の可視化法についても検討した。こ
のモデルにおける細胞間相互作用では、種々
の検討から IFN-を受容した後 1 時間程度で



Cxcl10遺伝子が発現する、比較的早い応答で
あることが分かった。そのため、レポーター
システムなどの応用は行わず、相互作用の結
果である Cxcl10遺伝子の mRNA 発現のリアル
タイム可視化を行うことを試みた。可視化プ
ローブとして既報のものを候補として検討
を行ったが、Echo プローブ（Chem. Asian J., 
3, 958-, 2008）についてはシグナル/ノイズ
比が非常に小さかったために使用を断念し
た。RNA アプタマーを遺伝子的に導入して
Cxcl10 遺伝子の可視化を行う方法に着手し、
改良型Spinach（iSpinach; Nucl. Acids. Res., 
44, 2491-, 2016）等について検証を行って
いる。期間内では本モデルの相互作用可視化
の系を完成させることが出来なかったが引
き続き検討を行う機会を得たい。 
 
（５）細胞基板挿入型分泌リアルタイム検出
の応用 
相互作用をモニタリングするための細胞基
板挿入型分泌リアルタイム検出系であるが、
細胞本体と分泌物の捕捉・検出が離れている
点を生かし、単一細胞からのエクソソーム放
出の可視化について検討を行った。エクソソ
ームを大量に放出することが知られている
間葉系ガン細胞由来の培養細胞で、エクソソ
ーム表面に発現している CD63 タンパク質に
蛍光標識を融合させた遺伝子を安定的に組
み込んだものをモデルとして用いた。CD63 は
細胞表面にも多く発現していることが知ら
れており、そのため、細胞自体が強い蛍光を
持ち、分泌されたエクソソームの微弱な蛍光
を検出する妨げとなっていた。本システムに
よって細胞体の強い蛍光と識別できる粒子
状の蛍光体の出現を確認できた。これがエク
ソソームであるかどうかさらなる検討を行
う必要がある。 
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