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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

 本課題では、マイクロ流体デバイスの内部に、人工バイオ界面を組み込むことより、細胞外微

小環境における液性及び流れの条件と、界面における細胞の接着条件とを統合的に設計・制

御できるシステムを確立し、これを用いて、ES/iPS 細胞ならびにがん細胞、特に血中循環腫瘍

細胞（CTC: Circulating Tumor Cell）の挙動を仔細に提示、すなわち「Showcase」できるデバイ

スを実現することを目的として研究を進めてきた。 

  「人工バイオ界面」とは、ペプチド・アプタマーを提示した材料表面を意味し、ペプチド・アプ

タマーがもつ特定の標的分子に対する親和性を有する材料表面のことである。芝グループで

は、特に「がんに関連した親和性表面」の実現に重きをおき、上皮細胞に特異的なマーカーで

ある EpCAM に注目した。がん細胞表面の EpCAM ならびに ES 細胞等の未分化細胞表面の

IGF-1 受容体にアフィニティを有するペプチドの創製に成功した。また同グループでは、得られ

たペプチドを用いて簡単に「人工バイオ界面」を形成させるために、医療器具のコート剤として

も使われている MPC ポリマーと親和性ペプチドの複合体「EpiVeta」を合成し、藤井グループの

開発した稀少細胞捕捉デバイスに EpiVeta を均一にコートする条件を探索し、EpCAM 陽性細

胞が、ペプチド非提示の場合に比べて、約 2 倍の効率で捕捉されることを確認した。また、この

方法をいろいろな材料に適用し、EpCAM 陽性のエクソソームとの相互作用を確認した。 

 個体組織は外・内・中胚葉の 3 胚葉組織からなり発生初期から三系統に分かれ発生・分化し

ていく。阿久津グループでは、そのような過程を可視化できる幹細胞樹立を試みた。まず、心

筋細胞分化可視化ES 細胞を樹立した上で、2 つの異なる組織を観察評価するためのデュアル

レンジ分化可視化細胞として神経・グリア細胞分化可視化 ES 細胞樹立に成功、さらに、デュア

ルレンジ分化可視化を異なる胚葉かつ生体内制御で重要な神経と心筋細胞への分化を可視

化可能な ES 細胞を樹立した。最終的には、個体を構成する 3組織胚葉である外胚葉・内胚

葉・中胚葉それぞれの分化を異なる蛍光色素発色により可視化するトリプルマーカー対

応の ES 細胞樹立に成功し、同一の細胞から異なる細胞への分化を同時に観察することが可

能となった。これらの細胞を藤井グループが開発したデバイス内に導入して、部位特異的分化

誘導実験を行い、異種細胞からなる高次構造体を作製することに成功した。 

 藤井グループでは、CTC 等の希少細胞を捕捉するためのデバイス構造の設計・試作を行い、

上記の EpCAM をターゲットとする抗体を用いて、がん細胞を特異的に分離できることを確認し

ており、チーム研究の最終段階として、人工バイオ界面を導入して分離する実験を進めている

ところである。また、微小環境における液性条件を制御する方法を確立し、上記の多能性幹細

胞の分化状態の空間的な制御や特定の組織への部位特異的分化誘導が行えることを示すと

ともに、網膜組織や神経筋接合等の細胞構造体を形成することに成功した。一方、血管内皮

モデルをデバイス内部に形成して、がん細胞と血管内皮との相互作用に対して、ペプチドや抗

体がどの程度影響を及ぼすかについて評価する系を立ち上げた。 

 領域内共同研究として、野地グループと共同でエレクトロアクティブマイクロチャンバアレイ技

術を開発し、細胞内の酵素活性や ATP 濃度さらには iPS 細胞における未分化マーカーの発現

状態など、様々な１細胞解析を実現した。 
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（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．細胞組織へのマイクロ流体アプローチの展開（デバイス技術全般、軸索デバイス含む） 

概要：マイクロ流体デバイスを微小構造内で細胞を培養する系として利用し、たとえば神経細

胞の培養デバイス、尿細管形成用の鋳型構造、肝細胞索を模擬したデバイスなどを実現する

ことにより、既存の方法では行えないような新しい実験系を構築することが可能であることを示

した。こうした成果は国際的にも高く評価されており、たとえば Organ on a Chip に関する代表

的なレビュー論文において紹介されている。 

 

２．多能性幹細胞の分化誘導を時空間的に制御する方法の確立 

概要：マイクロ流体デバイス内部の液性条件を時空間的に変えることにより、多能性幹細胞の

分化誘導を制御できる手法を、それぞれ２次元培養状態と３次元培養（胚様体）状態につい

て実現した。分化状態を部位特異的に制御することは一般に容易ではなく、２次元培養の系

で実現できているのは本成果のみである。また、胚様体については、インサート型のデバイス

を用いて実際に部位特異的な眼胞形成や神経筋接合の形成など高次細胞構造体を作ること

に成功している。 

 

３．エレクトロアクティブマイクロウェルアレイによる 1 細胞解析技術の確立 

概要：多数の細胞を一つずつマイクロウェルの内部に捕捉した上で、細胞を破砕することによ

って１細胞解析を行うことができるエレクトロアクティブマイクロウェルアレイを実現し、細胞内部

の酵素活性や ATP 濃度、さらには未分化マーカーの発現等の解析を行うことに成功した。１

細胞解析は現在、世界的にも注目を集めている分野であり、高効率に細胞を捕捉し、なおか

つ高感度の解析が行える技術として、学術的にもまた応用上も高く評価されている。 

 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．EpCAM 結合性人工ペプチドの創製と人工バイオ界面への展開  

概要：進化分子工学的手法の１つであるペプチド提示ファージ系を用いて、EpCAM に結合する

ペプチドの取得に成功した。このペプチドは上皮系のがん細胞の表面に提示される EpCAM に

結合するため、血中循環腫瘍細胞を捕捉する際に用いることができる。また、近年急速に注目

を集めている、体液中のエクソソームを用いた診断においても、やはり EpCAM 陽性エクソソーム

を用いた応用展開が期待されている。このペプチドの応用について、複数の企業との共同研究

がスタートしている。 

 

２．複数胚様への分化を可視化するマウスＥＳ細胞の樹立 

概要：各種臓器細胞に対応する分化マーカーの発現を蛍光検出できるような分化可視化

幹細胞の樹立を進め、個体を構成する 3 組織胚葉である外胚葉・内胚葉・中胚葉それぞ

れの分化を異なる蛍光色素発色により可視化するトリプルマーカー対応のES細胞樹立に

成功した。１種類の細胞で三胚葉ごとに異なる分化マーカーを有する細胞樹立の報告は

これまでにないため、細胞集団がどのように分化の道筋をたどるのかを明らかにする上

で、いわめて貴重なバイオツールになり得る。 

 

３．インサート型胚様体培養デバイス 

概要：胚様体の一部分のみが他の部分と異なる条件となるように培養することができるデバイス

を開発し、網膜組織の部位特異的な形成や神経筋接合の形成などに成功した。このデバイス

は通常のマイクロ流体デバイスと異なり、汎用のカルチャーインサートをベースにしたものであ

るため、取り扱いが容易で、生物学系の研究者であっても特段の予備知識無しに使用するこ

とが可能なもので、様々な培養実験への応用展開が期待される。 
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§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

 

①「東大生研」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

藤井 輝夫 東京大学生産技術研究所 教授 H21.11～H27.3 

酒井 康行 同上 教授 H21.11～H27.3 

木村 啓志 同上 協力研究員 H21.11～H27.3 

木下 晴之 同上 特任助教 H21.11～H27.3 

Mohammad, 

Mahfuz 

Chowdhury 

同上 特任研究員 H21.11～H26.3 

川田 治良 同上 特任研究員 H21.11～H27.3 

金田 祥平 同上  特任助教 H22.4～H27.3 

何 小明 同上 特任研究員 H22.7～H25.3 

中村 寛子 同上 特任研究員 H22.4～H26.3 

金 秀炫 同上 特任助教 H22.10～H27.3 

小林 麻里奈 同上 M2 H24.4～H26.3 

 

研究項目 

○ 人工バイオ界面のデバイスへの導入 

・ デバイス及び膜材料への固相化法の開発 

○ デバイス内微小環境制御法の確立 

・ 液性条件制御法の確立 

・ 接着条件制御法の開発 

○ 希少細胞捕捉デバイスの開発 

・ 捕捉デバイスの設計・製作 

・ 捕捉デバイスの評価・改良 

○ がん転移 Showcase の構築 

・ デバイス内血管内皮モデルの構築 

・ がん細胞を用いた転移 Showcase→がん転移 Showcase の構築(以下の 2 項目を統合)  

・ CTC を用いた転移 Showcase(当初計画→上の項目に統合) 

・ 転移阻害スクリーニング系の構築(当初計画→上の項目に統合) 

○ ES/iPS 細胞分化誘導 Showcase システムの構築 

・ 液性条件制御による分化誘導 Showcase 

・ 接着条件を統合した分化誘導 Showcase 

○マイクロ流体診断デバイスの開発 

○エレクトロアクティブマイクロチャンバアレイの開発     

 

 

②「がん研」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

芝 清隆 （公財）がん研究会 がん

研究所 蛋白創製研究部 

部長 H21.10～ 

南澤 宝美后 同上 研究助手 H21.10～ 

菅 加奈子 同上 嘱託研究助手 H21.10～ 
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森本 康介 同上 嘱託研究助手 H22.5～H23.6 

國分克寿 同上 嘱託研究員 H21.10～H26.3 

日比野和浩 同上 嘱託研究助手 H23.9～ 

松村 幸子 同上 嘱託研究員 H20.10～ 

足立 絵瑠 同上 嘱託研究助手 H23.7～H25.3 

ヴィンターベルク

久美子 

同上 特任研究補助員 H25.6～ 

吉田 光孝 同上 研究生 H24.4～ 

岩井 千弥 同上 研究生 H24.10～ 

山本 恵史 同上 研究生 H26.10～ 

 

研究項目 

○ 人工バイオ界面のデバイスへの導入 

・ 腫瘍細胞結合ペプチドの創製  

・ 幹細胞結合ペプチドの創製 

・ デバイス及び膜材料への固相化法の開発 

○ デバイス内微小環境制御法の確立 

・ 接着条件制御法の開発 

○ 希少細胞捕捉デバイスの開発 

・捕捉デバイスの評価・改良 

○ がん転移 Showcase の構築 

・ がん細胞を用いた転移 Showcase→がん転移 Showcase の構築(以下の 2 項目を統合) 

・ CTC を用いた転移 Showcase(当初計画→上の項目に統合)  

・ 転移阻害スクリーニング系の構築(当初計画→上の項目に統合) 

○ 分化誘導 Showcase システムの構築 

・ 接着条件を統合した分化誘導 Showcase 

○ エクソーム研究への展開 

・ 人工バイオ界面によるエクソソームの捕捉 

 

 

 

 
③「成育センター」グループ 

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

阿久津英憲 国立成育医療研

究センター研究所 

部長 H21.11～ 

三浦 巧 同上  H21.11～H26.03 

町田 正和 同上 研究補助員 H21.11～ 

小野寺成実 同上 研究員 H24.04～ 

 

研究項目 

○ 分化可視化 ES/iPS 細胞の樹立 

・ 分化可視化 ES/iPS 細胞の樹立 

・ 分化可視化 ES/iPS 細胞の機能評価 

○ 分化誘導 Showcase の構築 
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・ 液性条件制御による分化誘導 Showcase 

・ 接着条件を統合した分化誘導 Showcase  

 

 
（２）国内外の研究者や産業界等との連携によるネットワーク形成の状況について 

（研究チーム外での連携や協働についてご記入ください。ライフ分野では臨床医等を含みます。） 

・ 東京大学大学院工学系研究科 野地博行 教授，領域内共同研究として、エレクトロアク

ティブマイクロチャンバアレイを用いた分子及び細胞の計測技術の開発を行った。 

・ 東京医科歯科大学生体材料工学研究所 宮原裕二 教授、領域内共同研究として、電

位計測方式によるマイクロ流体診断デバイスの開発を行った。 

・ ハーバード大学幹細胞再生医科学専攻 Kevin Eggan 教授、JST-NIH 国際共同研究に

より、軸索を長く伸長して神経筋接合形成を行うデバイスを製作するとともに、患

者由来の細胞に応用する研究を行った。 

・ がん研究会がん研究所 藤田直也 部長、血管内皮モデル系とがん細胞との相互作用

についてアドバイスを受けた。 

・ がん研究会がん研究所 竹内賢吾 主任研究員、FISH 解析のプロトコルについて指導

をうけた。 

・ 東京都医学総合研究所 大岡静衣 主席研究員、神経細胞に対するポリオウイルス感染

に関わる共同研究のために、デバイスを提供した。 

・ 岐阜大学 応用生物科学部 伊藤准教授、神経細胞に対する狂犬病ウイルス感染に関わ

る共同研究のために、デバイスを提供した。 
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§３ 研究実施内容及び成果 

３．１ 人工バイオ界面のデバイスへの導入（がん研 芝グループ） 

    研究実施内容及び成果 

【概略】  

  「人工バイオ界面」とは、ペプチド・アプタマーを提示した材料表面を意味し、ペプチド・ア

プタマーがもつ特定の標的分子に対する親和性を有する無機材料表面のことである。この 

「人工バイオ界面」は、マイクロ流体系などのデバイス表面に実装することで、特定の分子に

親和性をもったデバイス空間を実現することが本研究項目の目的である。 

 本研究では、特に「がんに関連した親和性表面」の実現に重きをおき、上皮細胞に特異的

なマーカーである EpCAM に注目した。研究は(1) 高性能 EpCAM 結合ペプチドの取得、(2)

その他幹細胞などへの結合ペプチドの取得、(3)取得したペプチドのデバイスへの固相化法

の確立、(4)稀少細胞捕捉デバイスへの人工バイオ界面の実装、(5)エクソソーム診断装置へ

の人工バイオ界面の利用、といった５つの小項目を中心に進めた。 

 

【実施方法】 

 (1) がんマーカーの１つとして広く知られる「EpCAM」分子は、そもそもは上皮細胞のマーカ

ーであるが、血管や血球細胞に発現がないために、血中のがんマーカーとして広く使われて

いる。唯一 FDA 認可を受けている血中循環がん細胞（CTC）を用いた診断システムでは、こ

の EpCAM に対する抗体を用いて CTC が分離されている。このような背景のものと、われわれ

はまず、EpCAM に対する親和性ペプチド（以下、ペプチド・アプタマーと呼ぶ）を、進化分子

工学的手法の１つであるペプチド提示ファージ系で取得することから始めた。また、一次進化

で取得されたペプチドをリードとして、さらに厳しい条件で二次進化をおこない、より強い結合

能力をもつペプチドの取得を進めた。 

 (2) 幹細胞のための Showcase 研究との連携を考慮して、ES 細胞の維持などに関連した

IGF-1R に結合する人工ペプチドの取得も進めた。 

 (3) 得られたペプチドを用いて簡単に「人工バイオ界面」を形成させるために、医療器具の

コート剤としても使われている MPC ポリマーと親和性ペプチドの複合体「EpiVeta」を合成した 

 (4) (3)で完成した「EpiVeta」を藤井 G で構築した稀少細胞捕捉デバイスに実装し、その効果

を評価した。 

 (5) 当初の予定にはなかったが、この 2,3 年に急激に注目を集め始めた、エクソソームの診

断装置の開発での「EpiVeta」の可能性を評価するために、微粒子やプラスチックプレートに

「EpiVeta」をコートし、EpCAM 陽性エクソソームとの相互作用を評価した。 

 

【実施内容】 

  (1) 組換え体を用い発現・精製した EpCAM タンパク質を標的として、ペプチド提示ファー

ジ系による試験管内進化から、EpCAM に結合するペプチドを取得した。さらにこの取得した

EpCAM 結合ペプチドを、二次進化させることにより、EpCAM により協力に結合するペプチド

Ep114 を取得した(特許出願)。 

  (2)  ペプチド提示ファージ系による試験管内進化から、IGF-1R に結合するペプチドを取

得した（特許出願）。 

  (3) 得られた Ep114 ペプチドを、リン脂質のヘッド部をミミックした合成高分子として知られ

る MPC(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine)の中の、MPC ブロック、疎水性ブロックと、

反応基からなるランダム共重合体にクリック・ケミストリーで結合し、Ep114 のコート剤である

「EpiVeta」を作製した（特許出願）。 

  (4) 藤井グループが作製した CTC 捕捉デバイスに「EpiVeta」をコートし、EpCAM 陽性細

胞と陰性細胞の捕捉率を測定した。 

  (5) 「EpiVeta」をコートしたビーズを作製し、EpCAM 陽性細胞と陰性細胞から放出される

エクソソームに対する親和性を評価した。 
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【成果】 

  (1)  ペプチド提示ファージ系で取得される 「ペプ

チド・アプタマー」は、多くの場合ファージから切り離す

ことで、その特異的な結合を失う。デバイス表面への 

「ペプチド・アプタマー」の固相は、ファージから切り離し

たペプチドを用いることになるので、この問題は避けな

ければならない。この問題を予め解決するために、本研

究では、十分に厳しい条件でペプチドの選択をおこな

い、「強い結合ペプチド」を取得することで、その独立性

が得られるであろうとの予測のもと、一次進化で得られ

たペプチドをリードとして、さらに二次進化させることで、

解離定数が 1-2nM レベルの強い結合能力をもったペ

プチド・アプタマーEp114(図 3.1-1 参照)を創製すること

に成功した(特許出願)。期待通り、この Ep114 ペプチド

は、プラスチックプレートに固相化した状態でも EpCAM に親和性を示し、その後の研究に支

障なく使えることが分かった。 

 (2) IGF-1R 結合ペプチドを取得し、特許出願した。 

 (3) ペプチドを材料表面に固相化するには、i) ビオチン化したペプチドをストレプトアビジ

ンなどを介して材料表面に固相化する方法、ii) ペプチドに材料表面と結合するような反応基

を導入して、化学結合で固相化する方法が主にこれまで使われてきている。しかしながら、i)

の方法は、タンパク質であるストレプトアビジンを用いるために、価格的、および、バイオコン

パティビリティー的な問題があり、臨床応用するには問題が多すぎる。また、ii)の方法では、

下地となる材料の性質がドミナントになり、結果的に材料表面への非特異的吸着を別途解決

しなければならないという問題が残る。今回は、既に非特異的吸着を抑制する目的で、医療

器具のコート剤に使われている MPC のブロック重合体に注目し、非特異的吸着を抑えながら、

ペプチド・アプタマーの特異的吸着性能を十分に引き出せる、新しいタイプのコート剤、

「EpiVeta」の作製に成功した。水溶性のペプチドと、非水系のMPCのブロック重合体をコンジ

ュゲートする条件探索の難しい合成反応であるが、試行錯誤の結果、目的のコンジュゲート

の合成に成功し、特許出願した。 

 (4) 藤井グループの開発した櫛型稀少細胞捕捉装置に EpiVeta を均一にコートする条件を

探索し、EpCAM 陽性細胞が、ペプチド非提示のコントロールに比べて、約 2 倍の効率で捕捉

されることを確認した。 

 (5) Ep114 および、EpiVeta をいろいろな材料に固相化し、EpCAM 陽性のエクソソームとの

相互作用を確認した。 

 

【位置づけ】 

 (1) 全身病である転移がんの診断には、血清や血漿を用いる「液体生検」が極めて重要な

位置をしめる。がんが「上皮細胞の悪性腫瘍」であること、血液中には上皮細胞が通常は流

れていないことなごから、上皮性マーカーである EpCAM 極めて重要な分子であり、事実、唯

一 FDA 認可された循環腫瘍細胞（CTC）の診断装置も、EpCAM に対する抗体を用いて血中

のがん細胞を捕捉している。また、近年急速に注目を集めている、体液中のエクソソームを用

いた診断においても、やはり EpCAM 陽性のエクソソームの動きに注目が集まっている。従来、

EpCAM 分子の検出には抗体分子が用いられており、一部、RNA アプタマーの報告があるも

のの、ペプチドを用いた EpCAM 分子の認識法は知られていなかった。このような中、われわ

れは EpCAM に対する高い親和性をもったペプチドをいちはやく取得し、特許出願できたこと

は、今後ますますさかんとなる、がん疾患の液体生検装置の開発に、このペプチドが広く利

用される可能性がある。事実、この Ep114、および下記の EpiVeta の展開研究で、複数の企

業との共同研究がスタートしている。 

図 3.1-1. Ep114 による EpCAM

発現細胞の染色． 



 

 - ９ - 

 

(2) 幹細胞の維持に必要な IGF-1R に結合するペプチドも、ペプチド提示ファージ系を用い

た試験管内人工進化システムで単離することに成功した。特許出願もおこなったが、その国

内予備審査の調査段階で、同一のペプチドが韓国で特許出願されていることが判明したた

めに、見なし放棄とすることになった。 

 

(3) ペプチド・アプタマーの材料表面への固相化には、「MPC 重合体を用いたペプチドコー

ト剤」の戦略を採用した。これは当初の計画にはなかった新しい方法であるが、材料として安

価なMPCを用いることができ、さらに、MPCがもつ高い「非吸着性」を活用して、「非特異的吸

着を抑えた状態で、特異的吸着能をもったペプチドを提示する」といった利点をもっている。

また、「疎水的吸着」を利用したバイオ界面形成であるので、コートする材料も、ある程度の疎

水性をもてばよいことになり、幅広いデバイスにコートできるといった利点をもつ。「MPC 共重

合体」へのペプチドのコンジュゲートは、水中で効率よく反応し、副反応が少ない「クリック・ケ

ミストリー」を用いた。このために、 「MPC 共重合体」にはポリエチレンクリコールを介してアジ

ド基を導入し、またペプチド・アプタマーには、合成段階でアルキンを導入した。このアルキン

とアジド化合物が付加環化を起こし、1,2,3-トリアゾール環を作る反応(Huisgen 反応)が「クリッ

ク・ケミストリー」で、近年バイオ分野でも広く使われ出した手法である。 本研究では、EpCAM

への親和性界面を形成させる「EpiVeta」を作製したが、用いるペプチドを目的に応じて変え

ることで、いろいろな親和性界面コート剤を作れるといったプログラム性の高い手法であるの

で、広く世界中で使われることを期待している。既に、この EpiVeta をシリコンや貴金属系のデ

バイスに実装する共同研究を複数の企業と開始している。 

 

(4) 稀少細胞の捕捉装置にはいろいろなタイプのものが提案・製作されているが、今回のよう

なペプチド・アプタマーを用いた親和性界面を利用するタイプはまだ報告されていない。抗体

分子を用いた捕捉装置の場合、抗体の価格が問題となるが、ペプチドの場合は化学合成で

きるために、今後広く使われていく方法になると期待している。 

 

(5) 研究開始当初は、液体生検の解析対象としては、血中を循環する腫瘍細胞(CTC)が最

も有力なものであったが、２０１１年頃から、細胞が放出する分泌外小胞＝エクソソームが

CTC に取って代わり、解析対象として最も重要な生体分子と認識されるようになった。CTC 捕

捉のために開発した Ep114 や EpVeta は、そのままエクソソームの診断装置に利用することが

できる。このため、2013 年度から EpCAM 陽性エクソソームの Ep114 や EpVeta との相互作用

を調査する項目を追加し、EpCAM 陽性エクソソームの捕捉に Ep114 や EpVeta が使えること

を確認した。現在、エクソソームを用いた診断装置の開発を進める複数の企業との共同研究

が進行している。 
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３．２ 分化可視化細胞の樹立（成育

センター 阿久津グループ） 

研究実施内容及び成果 

 マイクロ流体デバイスと多能性幹細

胞を融合させ細胞発生制御および生

細胞による反応性観察を可能とし細

胞・組織 Showcase を構築することを目

指した。個体組織は外・内・中胚葉の

3 胚葉組織からなり発生初期から三系

統に分かれ発生分化していく。そのた

め、極めて有用だがこれまでに報告の

ない 3 胚葉初期分化マーカーを異な

る蛍光色素で可視化できる幹細胞樹

立を行い、デバイスと共活用すること

を目指した。まず、2 種系統の心筋細

胞分化可視化 ES 細胞を樹立した。

Myh6-EGFP-ES 細胞は心筋細胞へ

の分化（拍動性）と EGFP の特異的な

発現を確認し、明確な分化可視化を

達成した。さらに、2 つの異なる組織を

観察評価するためのデュアルレンジ

分化可視化細胞を実現するために、

神経細胞マーカーである Tα-1 チュ

ーブリン遺伝子プロモーター制御の

EGFP 発現ベクターとグリア線維 酸性

タンパク質（GFAP）遺伝子プロモータ

ー制御の神経・グリア細胞分化可視化

ES 細胞樹立に成功した。実際に神経

分化を行ったところ、図 3.2-１に示す

ように、神経細胞とグリア細胞への分

化に伴って、異なる色の蛍光（神経＝

緑、グリア＝赤）が観察された。これに

より、同一の細胞から異なる細胞への

分化を同時に観察することが可能とな

った。デュアルレンジ分化可視化を異

なる胚葉かつ生体内制御で重要な神

経と心筋細胞分化可視化可能な ES

細胞を樹立した（図 3.2-2）。分化誘導

過程を可視化するために、各種臓器

細胞に対応する分化マーカーの発

現を蛍光検出できるような分化可

視化幹細胞の樹立を進め、個体を構

成する 3組織胚葉である外胚葉・内

胚葉・中胚葉それぞれの分化を異な

る蛍光色素発色により可視化する

トリプルマーカー対応の ES 細胞樹立に成功した（図 3.2-3）。シングル細胞で三

胚葉異なる分化マーカーを有する細胞樹立の報告はなく、貴重なバイオツールが

作製できた。 

 また、分化制御を可能としたデバイス開発の成果に伴い、疾患研究などのより

 

図 3.2-3. トリプルマーカーES 細胞による分化可
視化．分化誘導体で 3 胚葉（内胚葉；Sox17 赤、中
胚葉；T緑、外胚葉；Sox1 青）異なるマーカー発色
が認められる。 

図 3.2-１. 神経細胞・グリア細胞二方向分化の観察 
Tα-1 promoter-GFPと, GFAP promoter-DsREDにより、
神経細胞は緑、グリア細胞は赤の蛍光を発している。
この細胞を用いることにより、同一細胞から二方向へ
の分化観察が可能。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.2-2. 神経－心筋可視化 ES 細胞． 
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出口応用に近いアプローチの必要から

新たなヒト神経幹細胞の樹立に成功し

た（図 3.2-4）。これによりヒト運動神

経を従来より効率よくかつ短期間に分

化誘導しデバイス内で神経変性疾患を

再現できる新規的なバイオツールを創

出 し た （ 国 際 出 願 番 号

PCT/JP2014/002089、特願 2013- 82731）。 

 

３．３ 希少細胞捕捉デバイスの開発（東京

大学 藤井グループ） 

研究実施内容及び成果 

 本研究項目では、マイクロ構造体と流れ

を利用し、細胞サイズの違いによって細胞

を捕捉する手法(トップダウン方式)と希少細

胞に対して結合可能なアフィニティを持つ

人工バイオ界面によって細胞を捕捉する

手法を(ボトムアップ方式)を統合した、新し

い細胞分離法を提案し(図 3.3-1)、これを

CTC 捕捉に用いた。CTC は表面に特異的な抗原(EpCAM)を持つことと、白血球や赤血球等

の血球細胞より CTC は細胞サイズが大きいという特徴を持ち、従来はそのどちら一方のみに

着目した分離法が提案されていたが、本研究では、その両者を考慮し、アフィニティ表面を持

つマイクロフィルタを用いる細胞分離法(図 3.3-1)を提案した(特願 2012- 234653)。また、アフ

ィニティ表面として、人工ペプチド界面を用いることで、従来の抗体を用いた手法よりもゆるや

かに希少細胞を捕捉できるため、希少細胞の生存率の向上が期待できる。 

  
図 3.3-1. アフィニティ表面を持つマイクロフィルタによる CTC 分離法の概念図． 

 本研究では、抗 EpCA 抗体が固相化された PDMS 表面とガラス表面からなるマイクロフィル

タ構造を有する CTC 分離ウェルを製作し、CTC のモデルとして前立線がん細胞(PC3 細胞)

をヒト全血中に懸濁した系を用いて、分離ウェルを評価した結果、がん細胞の捕捉分離が可

能であり、懸濁したがん細胞の回収率は約 9 割であった。これは、市販の装置(Veridex 社 

CellSearch システム)の回収率(約 8 割)を上回るものである。また、アフィニティ表面として、が

ん研芝グループで取得された EpCAM 結合ペプチドを固相化した表面を持つ分離ウェルで、

がん細胞を捕捉可能であることも確認している。 

 

 CTC は血液中に数固~数 1000 個/mL と稀にしか存在せず、市販の装置では、7.5mL の血

液サンプルを処理する必要がある。そこで、本研究では、分離ウェルをアレイ化し、各ウェルを

流路で接続したデバイスに、血液リザーバーを接続したウェルプレートを開発した。このデバ

イスにより、10 mL の血液サンプルの処理が 20 分で可能となった。 

 

  

 

図 3.2-4. ヒト神経系多分化幹細胞 
あらゆる神経系細胞へ効率よく分化でき、デ
バイス内神経・筋融合研究へ活用． 
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３．４ デバイス内微小環境制御法の確立（東京大学 藤井グループ） 

   研究実施方法 

 デバイス内微小環境制御を行うにあたっては、人工バイオ界面をマイクロ流体デバイスに組

み込むことを前提とするため、まず図 3.4-1 に示すような「膜を有するデバイス」を設計・製作

し、このデバイスを用いて液性条件ならびに接着条件を制御する方法の確立を試みた。 

 

研究実施内容及び成果 

【液性条件制御法の確立】 

i) 膜を有するデバイスを用いた多能性幹細胞の液性条件による分化制御法（接着状態（二

次元）） 

 

 

 

 
図 3.4-１．膜を有するマイクロ流体デバイスの概念(A)、実際に製作したデバイス(B) 

 

 図 3.4-1 のデバイスは下層流路内で層流操作によって形成された濃度分布を、上層流

路内の細胞に対して流れを直接与えること無く作用させることができるデバイスである。実

際にマウス iPS 細胞をデバイス内で培養した。実験ではマウス iPS 細胞（未分化マーカー

Nanog のレポーターとして GFP が発現する細胞株）を播種し、細胞が接着した後に図

3.4-2A に示す層流パターンを下層流路に送液した。デバイス内で 4 日間培養した結果は

図 3.4-2B のようになり、未分化培養液側の GFP の輝度値が大きく、分化培養液側の輝度

値が小さくなっていることがわかる。他の層流パターンとして図 3.4-2C の用に培養液を送

液すると，細胞の GFP の輝度値分布は図 3.4-2D の様になっており、送液パターンに準ず

るように分化状態もパターンされている。これらの結果は分化状態を空間的に制御できるこ

とを示している。 

 

 
 

図 3.4-2 膜を有するデバイス上での多能性幹細胞の液性条件による分化・未分化制御． 
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ii) インサート型デバイスを用いた三次元構造体に対する液性条件による分化制御法（三

次元） 

 本研究では、インサートの底面に直径数百μm の孔を有する PDMS の薄膜を有するデバ

イスを開発した(図 3.4-3A)。本インサートをウェルに乗せ、培養液を満たした後にスフェロイ

ドをインサート内に入れると、静水圧によってインサート側からウェル側に流れが発生する．

これにより、スフェロイドは流れによって孔付近まで輸送され、最終的に孔の直径より大きい

スフェロイドは孔上に固定される（図 3.4-3B）。スフェロイドが固定された後、異なる培養液

を満たしたウェルにインサートを移すことで、スフェロイドに対して膜の上下で異なる培養液

を作用させることができる。実験ではマウスiPS細胞（未分化マーカーNanogのレポーターと

して GFP が発現する細胞株）由来の胚様体を用い、胚様体を形成した後、インサート側に

分化培養液（神経分化培養液、RHB-A 培養液、 StemCells, Inc.）、ウェル側に未分化維

持培養液（ESGRO-2i Medium,Merk Millipore）を入れた系で 4 日間培養を行い、最後にイ

ンサート内の胚様体を培養皿に取り出し、観察を行った。固定された胚様体は細胞増殖に

より膜の上下で大きくなるため，最終的に分節型の胚様体となる(図 3.4-3C)。培養後に観

察を行った結果、図 3.4-3D に示すように胚様体は分化培養液に曝されていた部位（イン

サート側）は Nanog が低発現で，未分化維持培養液に曝されていた部位（ウェル側）は

Nanog の高発現であった。この結果から，本デバイスを用いることで、一つの胚様体に対し

て部位特異的に分化状態と未分化状態を誘導できることが示された。 

 

 
図 3.4-3 インサート型デバイスを用いた三次元構造体分化・未分化制御． 
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【接着条件制御法の確立】 

 細胞の接着条件を空間特異的に制御するため、人工ペプチドをデバイス内部の膜上に部

位特異的に固相化する方法を確立する。液性条件制御法と同様の方法を用いて、膜上部の

流路内部に層流を形成し、各層に異なる種類のペプチドを導入することによって、ペプチドを

縞状にパターニングすることを試みる。また、種々の細胞外マトリックスの細胞接着活性を持

つアクティブドメインを切り出した 3 種類のペプチドと、がん研芝グループが取得した EpCAM

結合ペプチド(Ep114)ならびに IGF1-R 結合ペプチド(IGF-1R)を固相化した表面を持つマイク

ロウェル上で多能性幹細胞(Nanog-GFP マウス iPS 細胞)を培養し、その表面を評価した。  

 膜を有するデバイスの内部に部位特異的にペプチドを固相化することによって接着条件を

制御する方法についてモデルペプチドを用いて検討を行った。具体的にはデバイス上層流

路に FITC(緑蛍光)で修飾したペプチド(DMPGTVLPK)と Rodamine -B(赤蛍光)で修飾したペ

プチド(GRGDSPK)とをそれぞれ含有する 2 種類の溶液からなる層流を形成して、これら異なる

種類のペプチドを流路内に固相化することを試みた。その結果、図 3.4-4 に示すように、2 種

類の異なるペプチドを部位特異的に固相化できることが確認された。また、bone sialoprotein

および vitronectin 由来のペプチドを固相化した膜表面で、多能性幹細胞(Nanog-GFP マウス

iPS 細胞)が培養を試みたところ、ペプチド固相化膜表面で培養が可能であることを確認した。

上記培養系で観察された未分化マーカーである Nanog-GFP 由来の蛍光シグナルの分布か

らは bone sialoprotein 由来ペプチド固相化表面が、vitronectin 固相化表面よりも、未分化維

持に効果を持つ可能性が示唆された。これら一連の検討により、ペプチドを部位特異的に固

相化して、空間的に特性の異なるパターン化された人工バイオ界面が形成できることを確認し

た。 

  

図 3.4-4．層流を用いたペプチドの部位
特異的固相化．流路幅は 1mm． 
（赤:Rodamine-B修飾ペプチド、緑:FITC
修飾ペプチド） 
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 多能性幹細胞(Nanog-GFPマウスiPS細胞)のペプチド表面での培養(未分化維持培地)では，

図 3.4-5 に示すように，がん研芝グループが取得した Ep114 を固相化した表面では，LM(ラミ

ニン由来ペプチド)，sFN(フィブロネクチン由来ペプチド)を固相化した表面などと同程度の細

胞接着性を示すとともに，Nanog-GFP由来の蛍光シグナルが減少していたことから，Ep114固

相化表面が分化誘導培養に効果を持つ可能性が示唆された。 

 
3.4-5. 各種ペプチド表面で培養されたマウス iPS 細胞の Nanog-GFP 発現量． 

 

３．５ がん転移 Showcase の構築（東京大学 藤井グループ） 

 静置系については、まず、肝由来細胞（Hep G2）を含むコラーゲンゲル上面に周皮細胞

(10T1/2)と肝類洞内皮細胞(TMNK-1)を階層的に培養するモデル肝組織を作製した。そ

の内皮側表面にヒト膵臓ガン由来 でラットにおいて高い肝転移能を示す MIA PaCa-2 と低

い転移能しか示さない BxPC-3 の付着性を調べたところ、周皮細胞が存在する場合のみに

in vivo の転移能との相関が得られた。TMNK-1 の代わりに臍帯静脈由来血管内皮細胞

(HUVEC)を用いても、同様に周皮

細胞の影響が観測された。そこで、

血管内皮への癌細胞の転移への関

与が示されている様々な表面抗原

について、それぞれに対する抗体

処理で同様の癌細胞付着実験を行

う と 、 類 洞 内 皮 に 多 く 発 現 す る

VAP-1 と ICAM-1 の高い関与が

TMNK-1 被覆モデルでは観測され

たが、HUVEC被覆モデルでは顕著

ではなかったことから、製作した周

皮細胞＋肝類洞内皮細胞の階層

的培養肝モデルは、肝特異的なが

ん細胞の転移を観測可能な系であ

ることが示された（BioMed Research 

International 誌掲載）。  

 さらに、簡便なマイクロ流体デバイ

ス(図 3.5-3)を用いて灌流条件下で

同様の類洞内皮モデルについて、

同じ２種の癌細胞の付着実験を行

ったところ、静置培養で見られた両

細胞の差異が拡大し（MIA PaCa-2

の付着が亢進）、in vivoの転移現象

をより良く説明可能であることが示

図 3.5-1. HepG3TMNK-1 と 10T1/2 の共培養系

(左)と共培養系における VAP-1 と ICAM-1 の

発現量(右)． 

 

図 3.5-2.共培養系における転移能評価結果． 
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唆された。 

 

 

３．６ マイクロ流体診断デバイスの開発（東京大学 藤井グループ、宮原チーム） 

研究実施内容及び成果 

 バイオ FET の拡張ゲート電極を集積したマイクロ流体デバイスを製作し、電極上に検出

対象となる生体分子や細胞とアフィニティを持つ人工バイオ界面を形成することで、目的分

子や目的細胞のリアルタイムに定量・計数するデバイスを開発するための共同研究を実施

した。本研究項目は、当初の計画には含まれていなかったが、領域内での共同研究の可

能性を探る中から、人工バイオ界面を有するマイクロ流体デバイスの応用の一形態として、

宮原チームが有するバイオ FET 技術を統合した診断デバイスを着想したものである。具体

的には、バイオ FET を集積化したマイクロ流体デバイスを製作し、その評価のための実験

のセッアップを構築した。 製作したデバイス上での糖鎖シアル酸定量や細胞計数を通じ

て、デバイス流路内の流れなどがバイオ FET の測定に及ぼす影響について調査を行ない、

希少細胞捕捉デバイスにバイオ FET を導入し、バイオ FET で捕捉した CTC を計数するた

めの基礎的な検討を行った。 

 

 

 

３．７ エレクトロアクティブマイクロチャンバアレイの開発（東京大学 藤井グループ、野地

チーム） 

研究実施内容及び成果 

実施方法・実施内容・成果 

 ES/iPS 細胞の分化誘導を時空間的に制御する際に、細胞の分化状態を定量的にモニタ

リングするため、単一細胞レベルで、その内容物を解析する方法を考える必要がある。従

来の細胞成分分析は細胞集団を対象とするため、反応体積は数 100 μL 程度であり、単

一細胞の内容物を取り出すと大幅に希釈されてしまうため、その定量分析は極めて困難で

ある。これに対し、細胞内容物を微小な体積のマイクロチャンバに閉じ込める方法を用いれ

ば、単一細胞の内容物を希釈することなく、定量的な測定を行うことができる。以上のような

着想から、野地チームとの領域内共同研究として、単一細胞内容物の解析のためのエレク

トロアクティブマイクロチャンバアレイの開発を行った。具体的には、マイクロチャンバアレイ

に数百〜数千個の ES/iPS 細胞を一つずつ捕捉し、それぞれ単一細胞レベルでの計測を

行うことによって、細胞集団の分化状態を定量的にモニタリングすることを試みる。解析タ

ーゲットとしては、iPS 細胞の分化状態を考え、未分化マーカーの発現分布変化を捉えるこ

図 3.5-3. がん細胞転移能評価用マイクロ流体デバイス． 
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とを目標とする。マイクロチャンバアレイに数千個の細胞を一つずつ捕捉するため、9 mm2

に 3500 個のマイクロチャンバを有するデバイスを開発した。マイクロチャンバの底面部分に

電極があるため、解析対象細胞を誘電泳動によって効率よくチャンバ内にトラップすること

が可能であり、エレクトロポレーションによって細胞の内容物を取り出すことができる（図

3.7-1a）。このデバイスを用い、未分化マーカーと同期するマーカー遺伝子（GFP）を発現

する iPS 細胞を一つずつ捕捉し、それぞれ一細胞レベルでの GFP 発現量の定量計測を行

うことによって、細胞集団の分化状態を定量的にモニタリングした。培養された iPS 細胞を

デバイス内に注入した後、マイクロチャンバ内の電極に交流電圧をかけると、誘電泳動によ

って浮遊する細胞がマイクロチャンバ内に捕捉される。マイクロチャンバを閉める後、捕捉

された細胞に強いパルズ電圧をかけると、エレクトロポレーションによって細胞内容物を取り

出すことが可能であることを確認した。マイクロチャンバ内の細胞内容物は希釈されず高い

濃度であるため、1 細胞内容物の測定が可能である。さらに、マイクロチャンバの体積は一

定であるため、測定対象物質（GFP）の検量線を用いて定量的な精密測定が可能である。

このエレクトロアクティブマイクロチャンバアレイを用い、分化誘導された細胞集団のGFP発

現量分布の定量的測定を一細胞レベルで達成した（図 3.7-1b）。具体的には、同じ条件で

培養された iPS 細胞の中でも、GFP の発現量は 5 × 105 から 3 × 106 分子／細胞で幅

広い分布することを確認した。さらに、iPS 細胞が分化すると未分化マーカーの発現量の平

均値が減ることだけでなく、未分化マーカーの発現量分布の幅も狭くなることを確認した。 

 
図 3.7-1. エレクトロアクティブマイクロチャンバアレイのコンセプトと構造（a）、iPS 細胞集団

の GFP 発現量分布の変化（b） 

 

 

成果の位置づけ 

 本研究項目は、ES/iPS 細胞の分化誘導に関する実験を行う際に、細胞集団としての平

均的な挙動を解析するだけでなく個々の細胞レベルでの分化状態を調べ、その分布を把

握することを目的として、野地チームとの領域内共同研究として追加したもので、当初計画

では想定されていなかった研究項目である。前述のように、マイクロチャンバアレイに数百

〜数千個の iPS 細胞を一つずつ捕捉し、エレクトロポレーションによって iPS 細胞の内容物

を取り出すことで、未分化マーカーの発現量の定量的に測定することに成功した。このエレ

クトロアクティブマイクロチャンバアレイをさらに改良することによって、分化誘導 Showcase

によって時空間的に制御された ES/iPS 細胞の分化状態のモニタリングだけでなく、分化誘

導蛋白質の発現量の定量測定など、細胞分化に関わる様々な解析に適用可能である。な

お、エレクトロアクティブマイクロチャンバアレイの基本技術（Kim et al., Small, 2011）や分化

誘導状態の解析（Kim et al., Lab Chip, 2014）については学術論文として出版された。また、

１細胞解析に関する書籍（Kim, et al., Single-Cell Analysis Methods and Protocols, 

Springer Protocols, 2012）に分担執筆者として招かれるなど、国際的に高く評価されている。

また、患者から採取した CTC やがんの組織などの臨床サンプルを用いた解析への応用に

よって、個々の患者の病態を反映したオーダーメイド医療への展開が期待される。 
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(６)成果展開事例 

 

社会還元的な展開活動 

・ 得られた成果は、Lab on a Chip 誌において出版された Review 論文（Dongeun Huh, et al, 

“Microengineered physiological biomimicry: Organs-on-Chips”, Lab on a Chip, 2012, 12, 

2156–2164）に取り上げられている。 

・ また、Chemical & Engineering News でとりあげられた。 

・ 本研究で開発したマイクロ流体デバイス類は、第 28 回医学会総会の博覧会に出展予定であ

ったが、東北地方太平洋沖地震のために、Web＆体験博覧会にかたちを変えて出展すること

となり、総入場者数としては１４,９４０人の入場があった。 

・ 研究代表者は 2012 年 10 月 28 日～11 月 1 日に MicroTAS2012（化学･生命科学マイクロシス

テム国際会議）を沖縄にて開催し、３３カ国・地域から９２１名の参加者を集めた。 

 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動  

 
 

年月日 名称 場所 
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人数 
概要 
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Joint Workshop on 

Microfluidics for 

Tissue and Cell 

Applications 

東京大学生産

技術研究所 

136 人 CREST/ERATO/SICP による研

究成果の発表と関連研究分

野に関する海外からの招聘

者による講演 


