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【基本構想】 

 本プロジェクトでは，「スマートセル産業」の基盤となる指向性進化法の適用範囲を大幅に拡張する無標

識・ハイスループットな品種改良法を確立する．DNA シーケンシング技術やゲノム編集技術，IT 技術の発

展に伴い，細胞を自由自在に改変して産業利用するスマートセル産業（市場規模は 200 兆円以上）の時代

が幕開けつつある．スマートセルは，その細胞が持つポテンシャルを最大限利用しつつ，物質生産などに

人為的に最適化された細胞である．細胞内化合物は例えば，栄養成分や匂い分子が代表的であるが，それ

に加えて，各種生物が持つ機能性生体分子も対象として，それらが増加，もしくは減少した品種改良株を

作出することを目指す．この方法の確立により，各種微生物・細胞において，ゲノム編集技術適用の有無

によらず迅速に品種改良を進める事が可能となる．具体的には，研究代表者らがこれまでに構築した分子

振動に基づく細胞内分子の高速定量法を応用し，細胞内に含まれるターゲット分子を１細胞毎に計測し，

その含有量に基づき目的細胞を分取する技術を開発する．遺伝子の変異導入と組み合わせることにより，

産業的価値の高い細胞を創出することが可能となる．この方法の確立により，各種微生物・細胞において，

ゲノム編集技術適用の有無によらず迅速に品種改良を進める事が可能となる． 

１． 研究目的 

 本研究では，蛍光標識を導入することなく細胞内分子量

や細胞の機能を定量し，細胞分取を可能にする無標識 AI 

セルソーターの開発と実証を行う．最近研究代表者らの研

究室で開発された高スループット FT-CARS (Fourier-

transform coherent anti-Stokes Raman scattering)フローサイ

トメーター [1]を基盤技術とし，マイクロ流路を用いた細

胞分取技術，人工知能(AI）によるスペクトル解析技術と

組み合わせることによって，高スループット（1,000 細胞

/秒）・無標識・広帯域（10 種類以上の細胞形質を測定可能）

でのリアルタイム細胞分取を目指す．さらに，本技術をス

マートセル産業に展開することで，細胞内の任意成分の多

寡を指標にして生物の品種改良（指向性進化）を実現する．

本技術を試作し，実践的品種改良が可能であることを実証

し，革新的品種改良サービス提供の基礎とする．プロジェ

クト 2 年目となる令和２年度は，以下の研究項目を達成目

標として研究を推進した．

(1) 細胞分取実証

(2) FT-CARS 分光計測の高速・高感度化

(3) 藻類の指向性進化の実証

2． 研究成果 

 上記研究目的に沿って研究を遂行し，令和２年度は以下

の研究成果を得た． 

(1) 細胞分取実証

前年度までに開発した無標識 AI セルソーター（図 1）

を用いた細胞分取を実証した．当初の計画通り，2 形質以

上の情報をもとに 10細胞/秒を超えるスループットでの細

胞分取を目標値として実験を行った．分取対象として，こ

れまでに FT-CARSによる測定実績 [1,2]のあるヘマトコッ

カス，ユーグレナ，クロレラ細胞を用いた．これらの細胞

はバイオ医薬品，バイオ燃料といった物質生産や，環境中

の有害物質を蓄積することによる水質改善に応用するこ

とが期待されている．そのため，本項目で取り組む実証は

単なる Proof-of-concept ではなく，直接的に応用研究へと

繋げることが出来ると予想される．異なる条件で培養した

細胞群を対象として無標識 AI セルソーターによって細胞

分取が可能であることを実証する． 

具体的には，以下の 3 つの条件において細胞分取実験を

実施した． 

1．Euglena gracilis 細胞集団からパラミロン含有量の多

い細胞を分取する 

2．Chromochloris zofingiensis 細胞集団からデンプン含有

量の多い細胞を分取する 

3．Haematococcus lacustris 細胞と Euglena gracilis 細胞を

混合した集団からアスタキサンチン含有量の多い

図 1. FT-CARSセルソーターの概略図. 超短パルスレーザーを用

いて分子振動を高速にリアルタイム計測し，細胞内に含有される

目的分子の量に基づいた細胞分取を実施する. 
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Haematococcus lacustris 細胞を分取する 

マイクロ流路中を流れるこれらの細胞から計測した典

型的なラマンスペクトルを図 2a に示す．異なる細胞内分

子に由来するラマンスペクトルの特徴量が検出されてお

り，スペクトル形状に基づいた細胞判別が可能であること

が分かる．測定したスペクトルは Field-Programmable Gate 

array (FPGA)によってリアルタイムに解析され，マイクロ

流体チップ下流において細胞を分取する（図 2b-c）． 細胞

分取にあたっては，ラマンスペクトル中のターゲット分子

の特徴的なピークが観測される波数およびラマン信号が

観測されない波数における信号強度を用いて 2 次元散布

図を作成し，散布図上で線を引くことで分取/非分取の判

断を実施した．細胞によってはターゲット分子が含まれな

いにも関わらず，スペクトルのバックグラウンド全体で信

号強度が高くなるようなイベントがあり，ターゲット分子

を正しく定量するためには複数波数における強度で分取

判断を行うことが重要となる．それぞれの条件における分

取性能を評価するために，Sort および Unsort チャネルに

集めた細胞を顕微鏡観察し，それぞれのチャネルにおける

目的/非目的細胞を計数した．すべての条件において 2 形

質の情報（2 次元散布図）をもとに，20 細胞/秒を超える

スループットでの分取を行っており，2 形質を用いて 10

細胞/秒で分取するという本プロジェクトの数値目標を達

成した．細胞分取の Purity も各条件で 80%を超えており，

本手法を用いた指向性進化の実現に向け十分な性能を実

証することができた．

(2)FT-CARS 分光計測の高速・高感度化

 本研究ではレゾナントスキャナーによる光学遅延の高速

走査を用いた FT-CARS 法を用いて細胞内分子の計測を行

ってきた．本手法で判別できる細胞形質の数は FT-CARS

計測の感度によって決まるため，無標識セルソーターの適

図 2. 無標識ＡＩセルソーターによる細胞分取．(a) 流路中を流れる異なる１細胞から取得したラマンスペクトル (b)実験 3において

H.lacustrisを分取する様子 (c) 実験 3において E.gracilisが分取されずに流路を通過する様子 

図 3. Quasi-dual-comb CARS分光装置 (a) 装置全体の概略図 CM: チャープミラー, LPF: ロングパスフィルター, SPF:ショートパス

フィルター, AL: アクロマートレンズ.  (b) 光源部分における繰り返し周波数制御部の概略図. FG: ファンクションジェネレータ 

SC: サーボコントローラー, PD: フォトダイオード, PS: 位相シフタ 
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用範囲を拡張するために FT-CARS 計測の高感度化は不可

欠である．本研究では，新たに"quasi-dual-comb"法を開発

し，それによりラマン分光計測の高速化及び高感度化を実

現した． 

dual-comb 分光法は，2 台のモードロックレーザーの周

波数を精密に制御して分子分光計測を行う計測法である

が，高い周波数分解能で広帯域の分光スペクトルが得られ

る方法として広く用いられている手法である．dual-comb

法を CARS 計測へと応用した dual-comb CARS 法は広帯域

ラマン分光計測が比較的高速に出来るとして近年注目を

集めている．dual-comb CARS 法の測定速度は 2 つのモー

ドロックレーザーの繰り返し周波数の差によって決まる

が，測定速度を大きくするために繰り返し周波数差を大き

くすると，サンプリングが疎になり，感度が下がるととも

にスペクトルの帯域が狭くなるというトレードオフがあ

る．そのため，これまでの dual-comb CARS 分光法では，

指紋領域（200 – 1600 cm-1）を計測する場合は 10,000

spectra/s が測定速度の限界であった [3]．

本研究で開発した quasi-dual-comb CARS 法では，2 台の

レーザーの繰り返し周波数のうち，一方は固定し，もう一

方を高速に変調して計測を行う．そのため，2 パルス間の

遅延は任意の範囲で変調でき，上述のトレードオフの関係

に制限されることなく測定速度を向上させることが出来

る．開発した quasi-dual-comb CARS分光計を図 3 に示す．

2 台の高繰り返し（~1 GHz）チタンサファイアレーザーを

光源としてポンプ―プローブ方式で分子振動を時間領域

で計測する装置である．レーザーの繰り返し周波数の変調

は，チタンサファイア結晶を励起する光の強度を変調する

ことで，チタンサファイア結晶中の実効的な光路長を変調

し（光カー効果），実現した．また，変調によって引き起

こされるパルス間の（非再現的な）遅延は，2 色干渉（Two-

color interferogram: TCI）計測によってリアルタイムに計測

した [4]．

開発した quasi-dual-comb CARS 法によって計測したトル

エンの TCI, TCI から求めた遅延時間，CARS 信号（時間領

域）, 及び CARS スペクトルを図 4a, b, c, e にそれぞれ示

す．1 回の広帯域（200 – 1600 cm-1）ラマン分光計測が 10 

μsで完了しており，従来の dual-comb CARS 法に比べて 10

倍の高速化が達成されていることが分かる．さらに，図 5

に示すように従来法と同じ計測速度で比べたとき，20 倍

程度の信号雑音比の向上が見られ，速度のみならず大幅な

感度向上も実現した．本成果によってラマン分光計測の応

用範囲を拡げることができると期待される． 

(3)藻類の指向性進化の実証 

無標識 AI セルソーターを用いた指向性進化では図 6 に

示すプロセスを繰り返すことで高付加価値細胞を産生す

ることを目指す．研究項目(1)においてラマンスペクトル

プロファイルに基づく分取が可能となった．培養は通常の

実験室培養ですすめる事ができるため，残るプロセスであ

るランダム変異導入の実証を本項目では実施した．本実証

で用いる E.gracilis は遺伝子変異への耐性が高く，薬物や

紫外線では効率的な変異導入が難しい [5]．そこで本研究

図 6: 標識 AIセルソーターによる指向性進化の概略 

AI指向性進化法

図 4. Quasi-dual-comb CARS計測 (a) TCIs, (b) ポンプ-プロー

ブ遅延 (c) Time-domain CARS interferogram (d)TCIsから求め

た遅延による Time-domain CARS interferogramの校正 (e) ラマ

ンスペクトル

図 5.様々な測定レートにおける Quasi-dual-comb CARS 法及び

dual-comb CARS法で計測したスペクトルの信号雑音比  
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では理化学研究所・生物照射チーム（チームリーダー：阿

部知子博士）及び量子科学技術研究開発機構・イオンビー

ム変異誘発研究（プロジェクトリーダー：大野豊博士）と

の協同によって鉄イオンビーム及び炭素イオンビームを

細胞に照射し，遺伝子変異導入を試みた（図 7）． 

まず，照射した細胞群から FACS 装置を用い，19 クロ

ーンを単離した．それぞれのクローンを同一の条件で一定

期間培養した後に，無標識 AI セルソーターを用いてパラ

ミロン含有量を定量した．図 8A 各クローンで計測したラ

マンスペクトルの平均を，図 8B に 1 細胞ラマンスペクト

ルから見積もったパラミロン含有量の分布を示す．特に鉄

イオンビームを照射したクローンにおいてパラミロン含

有量の違いが見られ，遺伝子変異導入および無標識 AI セ

ルソーターによるその定量ができている事が実証された． 

3． 今後の展望 

本プロジェクトでは，広帯域ラマンスペクトルに基づく高

速細胞分取を実現した．今後は本手法の応用によって以下

の研究を展開していく． 

① 藻類の指向性進化の性能評価および実用化

上記で産生した E.gracilis のいくつかのクローン群に

対して DNA 解析などを行い，新たな細胞株が樹立できて

いることの実証を行うとともに，長期培養によって獲得形

質が失われない事などを実証する．更に，C. zofingiensis な

どの細胞に関しても同様に指向性進化の実証を進めてい

く．また，大腸菌や酵母を用いた指向性進化にも取り掛か

る．これらの種は藻類に比べ小さいため，分取のスループ

ットは落とす必要があるが，培養速度が速いため，比較的

少数の細胞の分取でも実用的であると期待される． 

② 装置のさらなる高性能化

本手法では試問領域のラマンスペクトル形状に基づ

く細胞分取を実施したが，今後より広帯域スペクトルの取

得によってさらに多くの形質に基づく細胞分取を実現す

る．具体的には 2 台のレーザーを同期発振することで，CH

伸縮領域（2800 – 3200 cm-1）を同時に計測できる手法の開

発を進めていく． 
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