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1.研 究 目的 ・内容

従来まで抗体特異性,増 殖性等の類性質で集めた細胞集団としての細胞研究が行われていると考え

られるが,個 細胞での研究例 は細胞の分取が困難な点か ら殆 ど行われていない。①集団として評価 さ

れてきた細胞を個細胞としてア レイ基板上に固定化 して,細 胞毎のDNA変 異やRNAiの 診断 ・機能

評価 を行 う。②特定 した細胞を温度等に応答 して水に可溶一不溶 を可逆的に変化す る人工高分子材料

等や レーザー照射 によって,診 断によって特定された同一機能をもつ細胞のみを非侵襲的に剥離 ・分

取を目指す。ips細 胞技術等で注 目され る細胞増殖の加速,キ ラーT細 胞等の有用細胞の分取,薬 理

効果の評価 にも関連 した医用デバイスとしても位置づけて,細 胞機能 に関して一度に大量の情報をも

た らす解析法,す なわちhigh-throughput解 析を視野に入れ,固 定化等 に関連する基礎研究か ら実用

化 を目指 した応用研究に展開する。

2.研 究経過及び成果

従来までにない,① 低コス トかつ コンパク トサイズさらには診断情報 をHigh-throughputで 入手でき

る個細胞 レベルの機能診断,② 特定の細胞を選択的かつ細胞 にダメージを与えない(非 侵襲的)回 収可

能な新規な細胞ア レイの開発を目的に平成21年 度～平成22年 度(2年 間)で その基礎 となる以下の重

要な知見と細胞ア レイ(Figure1)お よび細胞診断と回収用の顕微鏡 レーザー装置(Figure2)を 開発 した。

なお,当 該研究をベースとして、平成21年 度末経済産業省に申請 した 「平成22年 度地域イノベーシ

ョン創出研究開発事業(地 域資源活用型):安 心 ・安全な再生医療 を実現す る細胞回収自動化 システムの

開発」(平 成22年 ～平成23年 補助金総額約45,000千 円に採択:平 成22年6月25日 付,近 畿大学工学

部,鳥 取大学医学部,ト ー ヨーエイテ ック㈱,エ ステ ック㈱,㈱chromocenter,広 島和光㈱,管 理法人

ちゅうごく産業創造センター)に 採択された。

上期(4月 ～9月) 下 期(10月 ～3月)

平成21年 度 【1】個細胞固定化基板の開発 【2】細胞回収 システムの開発

平成22年 度 【3】個細胞診断情報システムの開発 【4】選択的細胞回収法の開発

【1】 平 成21度 上期Hih-throuhutな 細 胞診 断 のため の個 細胞sinIeceH固 定 ヒ用 新規基 板 の開発

【1】一①:上 記 目的か ら,細 胞播種のみで個細胞を簡便 に接着 ・配列 させる基板 として,ガ ラス基板上に

細胞サイズの円形の金スポ ッ トを等間隔で配置 した細胞マイクロア レイを企業(ト ーヨーエイテ ック株

式会社:広 島市)と 共同で開発 した。 このとき,例 えば,HeLa細 胞であれば,大 きさ(50μm),ピ ッチ

(150μm)等 を最適化する必要があることを認めた。(Figure1)

【1】一②:温 度応答性ポ リマー(PNiPAAm)お よび細胞非接着領域 として細胞非接着性の リン脂質類似ポ

リマー(PMPC)を 高密度にグラフ トして,そ れぞれの性能を高めた。すなわち,重 合開始剤を金およびガラ

ス表面のそれぞれに固体化 し,表 面グラフ ト重合する方法 を新規に開発 した。

【2】平成21年 度下期 診断情報 をベースに細胞を選択的かつダメージを与えない(非 侵襲的)回 収シス

テムの開発

【2】一①:接 着 した細胞を選択的に剥離 ・回収するために,金 スポ ットを局所的に加熱できるステージお

よびレーザー光照射 して細胞死 を誘導 して 目的外の細胞を除くためのレーザー照射システムを構築 した。

[2】 一②:細 胞の温度刺激 による剥離性能を向上させるため,PNiPAAm鎖 にPMPC鎖 を約20%共 存 さ
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せると,細 胞 の剥離率がほぼ100%に なった。

【2】一③:細 胞アレイの表面への固定化によって,細 胞膜表面の特異的抗原の認識によ り,抗 原特異的に

個細胞を接着させる素材 を開発 した。すなわち,抗 原に対する抗体 を固定化するスクシンイミ ド反応部位

を もつPMPC共 重合体 と本素材 の金 あるいはガラス面への固定化法 を開発 した.PMPC共 重合体はPMPC

のみには吸着 しなかった抗体モデルを効率的に固定化できた。

【3】 平 成22年 度 上 期 個 細胞(sinlecell)接 着 後の 光検 出 による同条件hl-throuut診 断

【3】一①血球系細胞の実験モデル としてHL60を 用いて,ガ ラス面上に細胞接着部としての金スポットが定序的(スポ

ットサイズ:50μm,ピ ッチ間隔150μm)に 配列した細胞アレイ基板を作製した。このとき金を凸面として細胞接着面

の凹面としたアレイの作製に成功し,光 透過して個細胞が顕微鏡観察が可能となった。

【3】一②ガラス面には,細 胞およびタンパク質等の生体物資が高度に非接着あるいは吸着しない人エリン脂質ポリ

マー(PMPC),金 スポットには温度応答性ポリマーの選択的固定化技術(表 面開始グラフト重合法)を 開発した。

【3】一③細胞接着前に細胞接着 因子をアレイ表面に塗布して,緩 衝液等でリンスすることによって温度応答性ポリマ
ー表面(金 スポット)のみに接着因子を吸着させる

。また,細 胞の機能および分化状態に特異的な抗体を固定化す

る方法を開発した。具体的には,抗 体のN末 端と反応するN-succinimidylmethacrylate(NSMB)と 反応した抗体

の変性を抑制するPMPCの 共重合体[P(MPC-co-NSMB)]を ガラス面の固定化した。次に,細 胞特異性の抗体ある

いはProteir謝Gを1次 処理した後 に目的の抗体を2次 処理して抗体を配向させ 固定化する技術を開発した。

【3】一④上記の,HL60を 塗布して,ア レイのガラススポット上に個あるいは数個細胞を固定化することに成功した。ま

た,ProteinAIGを1次 処理した後,マ ウスiPS細 胞に特異的なSSEA4抗 体を2次 処理して,iPS細 胞 とHT20細 胞

を混合(iPs/HT20=1/10個 数比)後 播種 した。iPs細 胞のみ95%以 上の確率で結合できることを見出し,細 胞の選

択的回収が可能であることを明らかにした。(Scheme1)

iPS細 胞

P(MP_SMB)Pr。teinAIGSSEA4抗 体 鯉○ ら

＼遮 遵 盗
」 鮎桂 翫.
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ガラス表面へ

反応基の結合

NSMBへ のProteinAIGSSEA4抗 体

ProteinAIGへ のSSEA4 へ のipsの 結 合

の 結 合 抗 体 の 結 合

Scheme1マ ウスiPS細 胞 の選択的な固定化

【3】一⑤細胞アレイ基板に固定化した生細胞を細胞特異的な1次 抗体で固定化後蛍光をCCDカ メラによる撮像あ

るいはフォトマルチプライヤー(PM)に よる蛍光強度をして,PCに よりイメージング等による細胞機能を診断のシステ

ムを開発 した。同一 の細 胞 アレイ上 で の数 万 個 の 細 胞 の 光 検 出診 断 に必 要 な時 間 は1時 間 以 内 の

highthroughputと なった。

【4】 平成22年 度下期 個細胞の選択的接着と光レーザー照射による目的細胞の非侵襲的な選択的取得

【4】一①有用な細胞を非侵襲的に取得するため,不 用な細胞を蛍光ラベル化抗体で染色した。

【4】一②個細胞単独を標的として高強度の可視光の固体パルスレーザー(532nm)を 他の細胞に影響しないように

照射して,細 胞死を誘導することが可能となった。(Figure2,3)

このとき,顕 微鏡ステージを移動させて個細胞へのレーザー照射をピンポイントで行う顕微鏡システムを開発した。

【4】一③細胞 除去後に残った有用細胞を温度刺激によって,細 胞の非侵襲的な回収が可能で,同 時に多量の細

胞を選択的に取得するシステムとなった。
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Figure1 Auマ イ ク ロア レイ の外観 写真(A),ス ポ ッ ト径50pm、 ピッチ100μmの

Auマ イ ク ロア レイ の顕微 鏡写 真(B)

(1)外観構成 (2)顕微鏡ユニッ ト構成

顕微鏡ユニッ トの構成

①顕微鏡本体 ②XYス テージユニ ッ ト ③ バックライ ト④反射照明装置

⑤ レーザー導入ユニ ッ ト ⑥ダブルポー ト ⑦CCDカ メラ

⑧ フォ トンカウ ンティングヘッ ド ⑨4穴 ウェルプレー ト

Figure2細 胞診 断 ・回 収用 の顕微 鏡 レーザ ー装 置
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Figure3市 販4穴 培養 シャー レ中に固定化 した細胞マイクロアレイの装着 の様子(A),

細胞破壊用 レーザー照射の様子(B)



3.本 研究と関連 した今後の研究計画

上記の研究結果をべ一スに共 同研 究企業(トーヨーエイテック株式会社:広 島市,エ ステック株式会社:島 根

県八束郡等),大 学(鳥 取大学医学部)ら と① ～③のテーマを深化させる。

①細胞診断のみに特化したシステム開発

②細胞回収の 自動化

③iPS細 胞等の求められる遺伝子導入の効率化を本アレイとレーザー照射アレイシステムを用いて開発

等を進める。本年度には,更 に細胞 回収の 自動化を効率化するために,細 胞 の観察とレーザー照射 が安価

かっ容易となる倒立型の細胞診断およびレーザー照射システムを開発する。事業化を視野に入れて,平 成

23年6月 末開催の国際BioExpo(於:東 京ビックサイト)に出展し,市 場調査とユーザー要求を十分に調査し

た後,装 置やアレイの仕様を固める。

4.成 果の発表等

発 表 機 関 名 種 類(著 書 ・雑誌 口頭) 発表年月日(予定を含む)

(社)高 分子学会 口頭 平成21年5月27日

(社)高 分子学会 口頭 平成21年9月16日

(社)日 本化学会 口頭 平成22年3月27日

特許庁 特許 平成21年11月11日

特許庁 特許 平成23年1月28日

特許庁 特許 平成23年2月15日

(社)高 分子学会 口頭 平成22年5月27日

(社)高 分子学会 口頭 平成22年9月15日

(社)高 分子学会 口頭 平成23年5月25日

(社〉高分子学会 口頭 平成23年5月25日

フ ォ トポ リマ ー コ ン フ ァ レ ンス(CPST) 論文 印刷中

フ ォ トポ リマ ー コ ン フ ァ レ ンス(CPST) 口頭 平成23年6月23日

第10回 国際バイオExpo(東 京ビックサイ ト) 口頭(機 器展示)
平 成23年6月29日 ～

平 成23年7月1日(予 定)

(社)高 分子学会 口頭 平成23年9月29日(予 定)

(社)高 分子学会 口頭 平成23年9月29日(予 定)

(社)高 分子学会 口頭 平成23年9月29日(予 定)

広 島 テ レ ビ ・平 成23年6月21日 ・16:00台 報 道 メディア発表 平成23年6月21日

中国 新 聞 ・平 成23年6月22日 ・朝 刊26面(社

会)
メディア発表 平 成23年6月22日

日本経済新聞 ・平成23年6月22日 ・朝刊12

面(広 島経済)
メディア発表 平 成23年6月22日

読 売 新 聞 ・平 成23年6月22日 ・朝 刊31面

(地域)
メディア発表 平成23年6月22日

電 気 新 聞 ・平 成23年6月23日 ・朝 刊9面(電

力 ・地 域)
メディア発表 平成23年6月23日

日経産業新聞 ・平成23年6月23日 ・朝刊12

面(医 療バイオ)
メディア発表 平成23年6月23日

日刊工業新聞 ・平成23年6月24日 ・朝刊27

面(大 学産学連携)
メディア発表 平成23年6月24日




