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１． 研究のねらい 

本研究は、半導体微細加工技術と微小物体操作技術を組み合わせることで、シングルセルを

複数のサブセル領域に、また、組織をシングルセルサイズに区画化して、物理的に一括で切断す

る「細胞空間分画技術」と呼ぶ新たな細胞加工技術を提案する。本技術を生体分子の計測技術と

一体化することで、細胞内部あるいは組織内部の分子の空間分布が定量的に計測できるように

なることが期待される。期間内に必要な要素技術の開発に取り組み、細胞分画装置の実用化に

向けたプロトタイプの実現を目指す。 

生体分子の種類と数は細胞内の部位によって、さらに組織内の個々の細胞毎によって異なり、

その空間分布が生命機能に重要な役割を果たしている。シングルセルを真に解析するためには、

生体分子の種類・量に関する情報と細胞内あるいは組織内の空間情報を結びつけることが強く

求められる。そのため、細胞内・組織内の空間情報を保持した状態で、生体分子を物理的に抽出

して計測することが本研究の目的である。 

本研究のコア技術である微細な刃状構造体を並べたナノブレードアレイデバイスを用いて、

個々の細胞や組織スライスを培養・観察している「その場」でナノ・マイクロサイズの微小領域に細

かく物理的に分割し、なおかつ分割した部位が散逸することなく、空間情報を有した状態で保持で

きる空間分画技術の確立を行う。さらに、薬液処理と定量的な計測を一体化した解析手法として

構築することにより、細胞や組織を「分解」し、分子の空間分布の定量的取得を行う。 

本研究は、これまでに代表者が開発してきたナノマイクロデバイス技術をベースに、次の４つの

要素技術に関して、装置及び手法の開発を行う。(A) 単層培養した細胞を空間分画するためのナ

ノブレードアレイデバイスの開発と、顕微鏡観察しながら高精度な分画操作を可能にする押圧機

構の構築を行う。(B) アドレス化された各画分に対する計測手法の検討を進めるとともに、薬液処

理を行う機構をナノブレードアレイデバイス内に開発し、画分集団に対するバイオ計測に繋げる。

(C) 空間分画後の画分を回収する手法を開発する。(D) 臓器組織スライスを空間分画するため

装置の設計と実証実験を行う。以上の要素技術の開発を通じて、汎用的な細胞解析前処理ツー

ルとして確立することを目指す。 

 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

本研究は、ナノブレードアレイデバイスによる細胞空間分画をコア技術として、二つのター

ゲット「シングルセル空間分画」と「組織空間分画」に取り組んだ。本提案を構成する要素技

術として、A. ナノブレードアレイデバイスおよび押圧機構、B. 計測に向けた前処理技術、C. 

細胞画分回収・操作機構、の開発に加えて、Ｄ．組織空間分画への展開を行った。  



 

結果として２つのターゲットで要求を満たすよう要素技術を開発したため、複数のバリエー

ションを持ったデバイスや操作技術を提案するに至った。研究成果として開発ステージには

違いがあるものの、いずれも原理実証の段階は達成された。具体的には、シングルセル空

間分画については、シングルセルのナノサイズ区画への分割、ブレード表面のリガンド固定

によるセンサ化、周辺技術として光操作・細胞操作マイクロ流体デバイスの開発を実現し

た。組織空間分画については、貫通孔型ブレードアレイデバイスの作製、マイクロマニピュレ

ータとのシステム化による画分逐次回収、マウス脳スライスを使った切断実証を実現した。

今後は、これらの要素技術の統合を進め、さらにハイスループットな網羅解析技術と統合す

ることが課題である。本技術の統合が実現できれば、組織を物理的に切断区画化するとい

うシンプルな手法で、空間分解能を有した組織スライスからのトランスクリプトーム・プロテオ

ーム解析が可能になることが期待される。 

 

（２）詳細 

研究テーマ A「ナノブレードアレイデバイスおよび押圧機構の開発」 

 用途に応じて使い分けられるよう２種類の押圧機構システムを開発した（図１）。一つはシ

ングルセルをさらに細かいサブセル領域に分割するためのナノメートルの高精度位置決め

機構を有した「シングルセル空間分画装置」であり、もう一つは組織スライスをシングルセル

サイズに分割するための小型かつ簡易な「組織空間分画装置」である。テーマ A ではシング

ルセル空間分画装置について説明し、後者についてはテーマ D に記述する。 

 シングルセル空間分画装置は主に単層培養した接着細胞をターゲットとし、xyz３軸でナノ

メートル精度の位置決め機能を兼ねた押圧機構と、押圧開始点と細胞とデバイスの接触状

態を把握するため、 N オーダーの検出感度をもつ微小力検出能を有したシステムを開発し

た。 

 シングルセル空間分画に用いるナノブレードデバイスは Si 微細加工によって作製され、期

間内に作製条件を検討し、ブレード幅約 340 nm、区画深さ 10 m、区画の一辺の幅は最小

で 500 nm のデバイスを安定に作製することが可能になった。通常の光学顕微鏡で観察が

困難であるが、さらに微細な加工が可能である。接着性細胞である Hela 細胞を用いた評価

実験により、区画サイズに応じてシングルセルを数区画〜150 区画に分割した（図２）。蛍光

染色した細胞核の観察結果から形状が分画前後で大きく変化していないことから、細胞内

の位置情報を保持した状態で物理的に切断されていると考えられる（登録特許：特許第

6238397 号 細胞空間分画装置および微細構造刃）。 

研究テーマ B「バイオ計測に向けた前処理技術の開発」 

 細胞画分を計測に繋げるため、種々の前処理技術を開発した。まずシングルセル空間分

画について、分画した状態では閉空間に極微小サンプルが閉じ込められるため、外部から

アクセスができない。そのため、ナノブレードアレイの表面に予め特定の生体分子を捕捉す

るリガンド分子を固定することで、分画と同時に細胞膜が破壊され、細胞内に存在していた

標的分子をブレード表面に回収し、その後デバイス上でまとめて検出用試薬によって計測す

る手法を考案した。微細構造へのリガンド固定のため、複数のクロスリンク法を試験し、抗体

抗原反応によって標的タンパク質の検出を確認した。また直接的成果ではないが、微細構



 

造間でのセンシング法、および電界による操作について実証した(論文１、特許１)。しかし、

本手法では特定のターゲット分子を検出できるが、網羅解析には不適であることから、組織

スライスを対象にした空間分画ついては異なるアプローチを採用した。具体的にはナノブレ

ードアレイを貫通孔タイプにすることで、空間分画後、デバイスの背面からアクセス可能にす

る。シングルセル空間分画では貫通孔タイプの作製は区画サイズが小さいため達成できて

いないが、組織スライスをターゲットにした組織空間分画については、区画が比較的大きい

ことから貫通孔型の開発に取り組み、成功した。 

 貫通孔タイプについては、分画後の顕微鏡ステージ上で、背面の各区画の開口部から微

小量吸引吐出が可能なガラスマイクロピペットによって薬液処理と回収ができるシステム開

発を行った。本システムにより、狙った画分内（容量：～1 nL）のみへの溶液の吐出・吸引を

達成し、特定区画の細胞回収を実現した。また、画各分間にはリークがないことが確認され

た。 

 

図１．細胞空間分画の要素技術と機能 

研究テーマ C「細胞画分回収・操作機構の開発」 

シングルセル空間分画後の回収について、細胞膜が破壊されずに分画される場合があ

り、それぞれの画分を光操作あるいはマイクロ流体デバイスで回収できる可能性があること

から周辺技術として開発に取り組み、光操作手法について基本的な特性（微細加工精度・



 

収率、発生力、操作性等）を得た（論文２）。またマイクロ流路については直接的な成果では

ないが複数の細胞を生きたままトラップし、薬剤を導入できるデバイスを開発した（論文３）。

本手法は回収サンプルへの解析前工程に必要な薬液処理に利用できる可能性がある。 

組織空間分画の画分回収は、貫通孔型ナノブレードアレイデバイスを用いることでマイク

ロピペットを用いた逐次回収が可能になるため、平成２８年度からテーマＢの研究開発と一

体化して行った。原理実証として分画した培養細胞株の特定区画の回収に成功した。 

研究テーマ D「臓器スライス空間分画技術の開発」 

組織スライスの空間分画に向けて、マウス脳スライスをターゲットにした貫通孔型ナノブレ

ードアレイデバイスを開発した。ブレード領域は 25mm 角であり、脳スライス１枚を一括で分

画することができる。ブレード幅は最小 5 m、区画サイズは最小 50 m であり、300 m 厚さ

の Si ウェハを貫通させることで作製した。組織分画に向けて、臓器スライスを設置する下地

基板の検討を行い、柔軟なゲル素材上で分画することで、確実な押圧による切断を可能とし

た。本デバイスを用いることでマウス脳スライスの切断区画化を実証した。 

組織空間分画装置は、シングルセル分画のような高精度の位置決めは不要なことから、

機構を簡素化し、手のひらサイズの小型システムを開発した。これは、多くの市販の培養用

顕微鏡に干渉することなく取り付けが可能である。さらに、ガラスマイクロピペットを有したマ

イクロマニピュレータを同時に取り付けることで、組織を分画したその場で、デバイス背面か

ら画分を逐次回収できる機構とした。サンプルはチューブやウェルプレートに回収することが

できるため、qPCR や次世代シーケンサなどの解析の前処理に利用できると見込まれる。 

 

図２．細胞分画と画分回収 

 

 

３． 今後の展開 

 研究成果として２つの細胞空間分画技術、「シングルセル空間分画」と「組織空間分画」の原理

実証を行った。それぞれについて以下の展開を計画している。 



 

 シングルセル空間分画については、ナノサイズの領域への分割とリガンド分子の固定化が実現

されたことから、それらを組み合わせた生体分子検出技術を計画している。また、画分毎の回収

機構が実現されれば、サブセル領域の空間情報を有した網羅解析が可能となり、より詳細なシン

グルセル解析に繋がることが期待される。 

 組織空間分画については、まず逐次回収機構を実用化し、トランスクリプトーム・プロテオーム解

析に繋げることを計画している。それによって、臓器内の空間情報を有した網羅解析が可能にな

ることが期待される。さらに現状ではスループットが限定されることからマイクロアレイ基板との統

合によるハイスループット化が重要な課題になると考えている。また、最終的には現状の組織スラ

イスの２次元空間情報から発展させて、３次元組織を立体的に空間分画する技術を計画している。

これらの取り組みを通じて、細胞空間分画技術が様々な生体サンプルに利用可能な汎用的な技

術に発展することが期待される。 

 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

さきがけ研究の支援を受けることで、細胞空間分画という新しい技術コンセプトの具現化

ができた。当初計画のシングルセル空間分画に加え、総括と領域アドバイザーの提案を受け、

組織スライスの空間分画技術を新たに進めたことは、生命科学研究におけるニーズ（空間情

報を有した組織内シングルセル解析）に基づいた技術シーズを生み出し、領域内外・産業界

との様々な連携に繋がった。当初目的としていた空間分画技術の原理検証と要素技術につ

いてはほぼ達成できたと考えているが、それらのシステム化と実利用化については未だ途上

である。特に次世代シーケンサ等の網羅解析手法との統合については今後早急に実現すべ

き課題と考えている。一方で、貫通孔タイプのデバイスと逐次回収機構は企業との共同研究

に基づきプロトタイプが最終年度に完成の見込みであることから、実用化に向けたステップ

が示せたと考えている。 

上記の通り、当初計画に加えて組織サンプルをターゲットにした実用化に向けた技術課題

の解決に力を割いて取り組んだことから、原著論文に十分繋げることはできていないが、今

後は、本さきがけ・CREST 領域を導入として生命科学分野の研究者へ技術提供ができるよう

開発を行い、現在未発表の技術も含め知財確保・成果発表をすすめ、世界初・我が国発の

シングルセル研究の基盤技術の実装に取り組みたい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での評

価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

微細な刃状構造体が並んだ「ナノブレードアレイデバイス」を細胞に押しつけて切断するこ

とで、細胞をサブセルサイズに位置情報を保持したまま分画する「シングルセル空間分画技

術」を開発しました。さらにブレード表面のリガンド固定によるセンサ化を実現しました。また、

さきがけ領域会議における生物学系の研究者との討論を通じて、組織スライスをシングルセ

ルサイズに分画する「組織空間分画」へのニーズが大きいことを自覚しこれに柔軟に対応し



 

て、この技術の開発に取り組み、貫通孔型ブレードアレイデバイスの作製、マイクロマニピュ

レータによる画分逐次回収、さらにはマウス脳スライスの簡便切断を実証しました。 

これらの要素技術と既存の網羅解析技術を統合することができれば、シンプルな手法で、

シングルセルレベル、もしくはサブセルレベルの空間分解能を有した細胞や組織スライスの

オミックス解析が可能になると期待されます。また知財の確保や論文発表も期待しています。 

ナノブレードアレイを用いて細胞を細かく分画するという発想は、工学研究者ならではの発

想で、生物学者ではなかなか思いつかないものです。このような研究は、工学研究者の独り

よがりな発想からのスタートであっても、ユーザーとなる生物・医学系研究者と緊密に連携す

ることで大きく飛躍する可能性を秘めています。潜在的なユーザーに広く技術紹介する機会

を持つよち、そのニーズに柔軟に対応して技術・材料を進化させることをこれからも心掛けて

ください。 
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