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研究成果の概要（和文）：非破壊的かつマーカー分子を必要としない幹細胞評価法の開発を目指し、交差反応性の酵素
/高分子電解質複合体ライブラリの開発を試みた。様々な疎水性官能基を導入したカチオン性ブロック共重合体を合成
し、アニオン性酵素と複合体化させることで、多様な交差反応性を示す分子ライブラリを作製した。これを用いて細胞
を培養した培地を分析することで、異なるヒトがん細胞の識別だけでなく、ヒト間葉系幹細胞の未分化・骨芽分化・脂
肪分化の識別が可能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We developed a library of polyion complexes between enzymes and polyelectrolytes 
for markerless and noninvasive evaluation of stem cells. Cationic block copolymers with various 
hydrophobic groups were first synthesized, and used to construct highly cross-reactive molecular 
libraries by the formation of complexes with anionic enzymes. Analysis of cell culture supernatants using 
these libraries allowed not only discrimination of different cancer cell lines but also lineage 
identification of osteogenic and adipogenic differentiation of human mesenchymal stem cells.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト幹細胞を原材料として細胞加工品を
製造し、細胞治療や再生医療に応用しようと
する試みが、世界規模で推進されている。と
ころが、幹細胞は、培養条件が僅かに変化す
るだけでも、分化能や増殖能の低下・がん化
が起こる性質をもつため、その実現が困難に
なっている。したがって、高品質な幹細胞製
品の安定供給を実現するためには、培養細胞
を継続的にモニタリングして、細胞が未分化
状態を維持しているか、正しく分化している
かといった点を管理することが極めて重要
である。マーカー分子(タンパク質や多糖、
RNA など)の抽出あるいは染色を利用する従
来の細胞評価法は、有効なマーカー分子の同
定やプローブ開発が困難であることに加え、
評価の際に細胞にダメージを与えるために、
評価後の細胞の使用が困難であるという問
題がある。そのため、非破壊的かつ継続的な
モニタリングが可能な細胞品質評価法を開
発するためには、マーカー分子に頼る従来法
とは全く異なる視点が必要になる。 
 我々は、これまでに酵素と高分子電解質間
で形成した交差反応性ポリイオン複合体
（PIC）ライブラリを利用するタンパク質セ
ンサアレイを開発してきた。本手法は、タン
パク質に対して特異的に結合する抗体のよ
うな分子を用いる従来のタンパク質検出法
とは異なり、ライブラリとタンパク質間の交
差反応的な相互作用を介して得られる応答
パターンを利用する。このパターンを予め準
備しておいたデータベースと照合すること
で、タンパク質を判別するというアプローチ
である（図 1）。もし細胞が培地中に分泌する
タンパク質群の情報を応答パターンとして
獲得することができれば、マーカー分子に頼
らず、非破壊的に幹細胞評価を実現できるの
ではないかと考えた。 

 

図 1. 交差反応性 PIC ライブラリを用いるタ
ンパク質センサアレイの模式図。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞治療や再生医療の実現を
強く支援する、幹細胞品質評価用のセンサア
レイの開発を行う。具体的には、交差反応性
のより高い PICライブラリの作製法を開発し、
これを細胞を培養した培養液(馴らし培地)
の判別に応用する。そして、ヒト間葉系幹細
胞の分化誘導をモデルとした細胞品質評価

法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
 (1) ポリエチレングリコール(PEG)/カチ
オン性高分子電解質のブロック共重合体に
対して疎水性の異なる様々な官能基を修飾
することで、タンパク質に対して多様な交差
反応性を有した新規高分子化合物を合成し、
PIC ライブラリの拡充を行った。作製したラ
イブラリは、ヒト血漿タンパク質や異なる哺
乳類由来のアルブミンホモログを用いて評
価した。(2) ヒトがん細胞や分化誘導処理を
したヒト脂肪由来間葉系幹細胞を CD-CHO 培
地中で一定時間培養したあと、培地を回収し
た。合成したブロック共重合体を様々な性質
のアニオン性酵素と混合し、新たな PIC ライ
ブラリを作製し、得られた馴らし培地の判別
を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 人工の構造多様性を導入した高分子電
解質を利用する交差反応性 PICライブラリの
開発 
 精度の高い交差反応型タンパク質センシ
ングを実現するために重要なことは、ライブ
ラリの多様性である。本研究に先立って、多
様な交差反応性を有する PIC ライブラリを作
るために、酵素がもつ天然の構造多様性に注
目し、1 種類のカチオン性ブロック共重合体
と数種類のアニオン性酵素を使用した PICラ
イブラリを構築した。酵素は PIC を形成する
ことで、一時的に触媒活性が OFF になる。調
製したライブラリを分析対象であるタンパ
ク質と混合すると、各タンパク質と PIC 間で
相互作用が起こり、その強弱を反映した酵素
活性回復量の応答パターンが得られる。この
応答パターンを線形判別分析法により解析
した結果、100%の精度で 7種類の血漿タンパ
ク質を識別できることを見出した（Chem. 
Commun., 2013）。 
本アプローチを、サンプル間の差異が小さ

く、より複雑な組成である馴らし培地に適用
するためには、ライブラリとしての PIC の多
様性をさらに拡張する必要があった。そこで
本研究では、酵素のカウンターパートである
カチオン性ブロック共重合体に多様性を付
与 す る こ と を 試 み た （ 図 2A ）。
Poly(N,N-dimethylaminoethylmethacrylate
)(PAMA)ユニットの長さの異なる PEG-b-PAMA
のほか、PAMA の 3 級アミンに対し様々な疎水
性官能基をもつハロゲン化アルキルを修飾
することで 4級化した PEG-b-QPAMA の計 5種
類のブロック共重合体を準備した。得られた
ブロック共重合体を、アニオン性の麹菌由来
βガラクトシダーゼ（GAO）と複合体化する
ことで新規交差反応性 PICライブラリを調製
した。これを用いることで、ヒト血漿タンパ
ク質 5種類（アルブミン、イムノグロブリン、
α1-アンチトリプシン、トランスフェリン、
フィブリノーゲン）の識別だけでなく、配列



の70%が同一のアルブミンホモログ4種類（ヒ
ト、ウマ、ウサギ、ウシ）でも 96%の精度で
識別できることが見出された（図 2B）
（Analyst, 2014）。 

 

図 2. (A) 合成したブロック共重合体、B) 構
築した PICセンサアレイによるアルブミンホ
モログの判別。 
 
(2) 交差反応性 PIC ライブラリを利用する馴
らし培地の識別 
 次に、合成したブロック共重合体を、異な
る性質のアニオン性酵素（麹菌由来βガラク
トシダーゼ（GAO）, 大腸菌由来βガラクト
シダーゼ（GEC）, 麹菌由来リパーゼ（LAN））
と混合して、新たな交差反応性 PIC ライブラ
リを作製し、馴らし培地の判別を試みた。ま
ず由来の異なる 3 種類のヒトがん細胞
（A549：肺がん，MG63：骨肉腫，HuH7：肝臓
がん）の識別を検討した（図 3A）。細胞に触
れていない培地の場合は、酵素活性はほとん
ど変化しなかったが、馴らし培地の場合はい
ずれのがん細胞でも酵素活性が回復し、その
パターンは各がん細胞に特徴的であった。構
築した 6 種類の PIC のうち、3 種類を用いて
得られた応答パターンを、線形判別分析によ
り解析したところ、100%の精度で判別が可能
であった。 
 異なる種類のがん細胞を用いた原理実証
に成功したので、続いて、幹細胞の分化系譜
の同定を試みた。モデル細胞として、ヒト脂
肪由来間葉系幹細胞（ADSC）を選定した。ADSC
を 21 日間、骨芽および脂肪細胞に分化誘導
をしたあとに、培地を交換して、馴らし培地
を調製した。この馴らし培地を同様の方法で
分析したところ、未分化・骨芽分化・脂肪分
化を識別できるということが明らかになっ
た（Chem. Sci., 2015）。 
 本研究で開発した手法は，マーカー分子を
必要としないうえに、馴らし培地をサンプル
とするため、細胞にダメージを与えることな
く細胞状態を評価できる。したがって、本手
法は、従来のエンドポイント的な細胞評価法
が抱える様々な問題をクリア可能であると

考えられる。本研究で開発した交差反応性
PIC ライブラリは、血清中のプロテオームの
識別にも応用可能であることを見出してお
り（Anal. Sci., 2016）、複雑な組成のタン
パク質溶液に広く適用できる可能性も示唆
されている。さらに、酵素に対して多様な性
質の酸無水物を修飾して、分析のその場で簡
易にライブラリを作製する方法を検討した
ところ、タンパク質のほか、哺乳類血清や細
胞の識別が可能なことも見出しており、本ア
プローチを推進することで幹細胞品質評価
のさらなる応用範囲の拡大が期待できる。ま
た、本研究を通して得られたタンパク質/高
分子電解質複合体に関する知見は総説とし
ても発表した（Curr. Pharm. Biotechnol., 
2016, Curr. Med. Chem., 2016） 。 

 

図 3. (A) ヒトがん細胞の種類の判別。(B) ヒ
ト間葉系幹細胞を分化誘導した後の染色像
と PIC センサアレイによる分化系譜の同定。 
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