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パ タ ー

ン 化 自己組織化単分子膜 を利用 した細胞チ ッ プ

加藤　功
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次世代分析ツール と して の 細胞 チ ッ プ

　 DNA チ ッ プ に代表 され る バ イ オ チ ッ プ の 出現は，細胞

生 物学 の 研究 に 革命 的な進歩をもた ら した．マ イ ク ロ ア

レ イ の 特徴 を巧 み に 利 用 す る こ と で ，膨大な数 の プ ロ ー

ブとの ハ イ ブ リ ダイ ゼー
シ ョ ン を

一
挙 に 行 うこ と が 可能

に な り，遺伝子 の 網羅的な発現プ ロ フ ァ イ ル を 瞬時 に 取

得す る こ と が で き る よ うに な っ た．1）DNA チ ッ プ の 発展

は ，Schena ら2）および FodorらSl
の チ ッ プ 作製法に関す

る基盤技術 の 開発 に よ る と こ ろ が 大 きい ．

　 本稿 で 取 り上げ る細胞チ ッ プ は，DNA チ ッ プやプ ロ テ

イ ン チ ッ プ とは 異な り，生 きた細胞を解析対象 とする新

しい 概念 で あ る．多種類 の タ ン パ ク質，核酸，薬物 など

の 生細胞に対する影響 をパ ラ レ ル に 分析 した り，細胞 の

発現す る抗原を網羅的 に 探索した り，細胞間 の 相互 作用

を多 くの 組 み合わせ に つ い て 調 べ るなど， 今 まで考え ら

れな か っ たさま ざま な分析 が 細胞チ ッ プの 使用 に よ っ て

可 能 に な る もの と期待 され る．細胞 チ ッ プ を 用 い る 分析

に よ っ て ，機能体 と して の 細胞 シ ス テ ム を分子論的 に 捉

え，ま た ，人為的 に 制御す る た め の 方策を与 えて くれ る

で あ ろ う．後述す る よ う に，細 胞 チ ッ プ に よ る分析は，

再生医療 の た め の 細胞 プ ロ セ シ ン グ，ポ ス トゲ ノ ム 時代

の 課題 で ある 遺伝 子機能解析な ど，生命科学 の さ ま ざま

な局 面 で 画 期 的 な 進 歩 を もた らす もの と予測 される，

　細胞 チ ッ プ は，ア レ イ上 で パ ラ レ ル 分析を行 う点 にお

い て 従来 の バ イ オ チ ッ プ と類似 して い る． しか し
， 解析

の 対象 が 生 細胞 とな る と，さ ま ざまな問題が浮上 して く

る．それ らの 解決 に は ，バ イ オ マ テ リア ル やナ ノ テ ク ノ

ロ ジー
に 関す る 知識 や 技術 が 重要 な役割 を 果す こ と に な

る．細胞 チ ッ プ の 態様 は，そ の 用途 に 応 じて い くつ もの

バ リエ
ー

シ ョ ン が考え られ るで あろう．本稿で は ，ア ル

カ ン チ オ
ー

ル 分 子 が 形成す る 自己 組織化単分子膜 （self−

assembled 　monolayer ；SAM ）を利用 して 作製された細胞

チ ッ プに つ い て，わ れ わ れ の 研究成 果 を 中心 に 紹介す る．

SAM を利用 した細胞 チ ッ プの 作製

　われわれが作製 した 細胞チ ッ プ は ，ガ ラ ス の よ うな基

板 を土台 とす る．ま ず，そ の 表 面 の lcm 四 方程度 の 微

少 な範囲内 に，タ ン パ ク質や 核酸 な どの 多数 の 機能分子

をス ポ ッ ト状に 配列 固定す る．次に，こ こ へ 細胞 を作用

させ る こ とで タ ン パ ク 質 と細胞 との 相互作用 を分析した

り，核 酸 を細 胞 内 に 取 り込 ませ て そ の 影響を評価す る，

機能分子 の 配列固定 に は ， ア ル カ ン チ オ ー
ル を用 い て 作

製され るパ タ
ー

ン 化 SAM がきわ め て 有用 で あ る．

　 ア ル カ ン チ オ ー
ル は図 1a に示す よ うな分子 構造をも

つ ．末端 の チ オ ー
ル は金，銀，ア ル ミニ ウム な ど の 金属

の 結 晶面 に 化学吸着を起 こ し，ア ン カーリ ン グ さ れ る．
一
方，分子中央部 の ア ル キ ル 鎖は疎水性 が 高 く，分子間

に フ ァ ン デル ワ
ー

ル ス カが働くた め，図 lb に 示 す よ うな

安定な SAM が 形 成 され る．ア ル カ ン チ オー
ル の SAM に

つ い て は成書 4） な らび に 総説 5）に 詳 し く述 べ られ て い

る．

　Au −S 間 の 結合 エ ネ ル ギーは〜40　kcaVmolで あるこ と

が 報告 され て お り，4）他 の安定な化 学結合 に比較 し て 小

さい ．こ の 性質を 利 用 し，形成 され た SAM の
一

部分を

局所的 に酸化分解す るこ とで 除去 し た り，除去 され た 部

分に異な る 分子構造 をもつ ア ル カ ン チ オー
ル の SAM を

形 成 させ る こ と が で き る．さ ら に，チ オー
ル 基 とは 反対

側 の 末端は，SAM 形成後に 最表面 に露出す る こ とに な

るが ，そ の 構造 とし て ，カ ル ボ キ シ ル 基，ア ミ ノ基 ，水

酸基な どの 官能基，ペ プ チ ドやポ リエ チ レ ン グリコ
ー

ル

の よ うな分子 が考えられ る．細胞 チ ッ プの 作製を 目 的と

して ，SAM 表面 に タ ン パ ク質や 核酸 な どの 機能分子 を

固定する場合 に 便利 で あ る．

　パ タ
ー

ン 化 SAM の
一

例 を図 1c に 示 す ．6）金 の 薄膜 を

蒸 着 し た ガ ラ ス 基 板 上 に n 一ヘ キ サ デ シ ル メ ル カプ タ

ン ［CH3 −
（CH2 ）t。・　一　SH ］ の SAM を作製 した 後，局所 的

に紫外線を 照射す る こ と で 多数 の ス ポ ッ トを形成させ ，
さら に 種 々 の 官能基 をもつ ア ル カ ン チオ

ー
ル （アル キ ル

鎖の 炭素数は 10あ る い は ll）か らなる SAM をス ポ ッ ト

内 に 形成 させ た も の で あ る，ア ル キ ル 鎖長の わ ず か な差

異 を 明確 に 区 別 す る た め，イ メージ ン グ表 面 プ ラ ズ モ ン

共鳴装置 を用 い て観 察 して い る．こ の 例 で は ，25個の ス

ポ ッ ト （直径 lmm ＞ が 碁 盤 目状 に 並 ん で い る．こ の 例

が 示 す よ うに ，ア ル カ ン チ オ ー
ル SAM を利用 す るこ と

で，パ ター
ン 化表 面 を再 現性 よ く作製す る こ と が 可能 で
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図 1．（a）ア ル カ ン チ オ
ー

ル 分子 の 構 造 ，（b）ア ル カ ン チ オ
ー

ル 分子 で 構成 され た SAM ，（c）パ ターン 化 SAM

の イ メ
ージン グ表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴像．各 ス ポ ソ ト内に 形 成 され た SAM の 末端構 造を 下 図 に 示 す ，
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図2，（a ）抗 CD5 抗 体 ス ポ ッ トに 結合 し た リン パ 球の 実体顕 微鏡像 （b）パ タ
ーン 化 SAM の 作製 お よび 抗 体

の パ タ
ーン 固 定方 法の 概 略 図．NHS ，　 N 一ヒ ドロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド．

ある．こ れ と 同 様 なパ ター
ン 化 SAM は ，マ イ ク ロ コ ン

タ ク トプ リン テ ィ ン グ法 に よ っ て も簡便 に 作製 す る こ と

が で き る．η

　図 2a に は ，各 ス ポ ッ トに抗体を 固 定 し た 細胞 チ ッ プ と

細胞 との 相互 作用 の 様 子 を示す．図 2b に 示 す方法 で ，ス

ポ ッ ト表面 に 露出 したカル ボ キ シ ル 基 を 利用 して ，抗

CD5 モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 を 共 有結 合 で 固 定化 し た ．細胞

表面 に CD5 を発現する リン パ 球 が 表面 抗原
一

固定 化 抗
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体間 の 相互作用を起 こ し，そ の 結果，ス ポ ッ ト上 に の み

結合 した．い ずれ の ス ポ ッ トにも数千個 の リ ンパ 球 が結

合し て い る．

抗体ア レイ 型細胞チ ッ プ

　上 記 の 例 が 示す よ うに，抗体を パ ター
ン 固定 し た チ ッ

プ 上 で 細胞 の 結合試験 を 行 うこ とに よ っ て 表面抗原 を有

無 を簡便 に 調 べ る こ と が で きる．細胞表面 に発現す る膜

抗原は タ ン パ ク質や糖 タ ン パ ク 質 か らな り，細 胞 の 種類

や 分化 の 程度 に 応 じ て そ の 発現プ ロ フ ァ イ ル が 変化す

る，表面抗原 に 関す る 情報 は 細胞 の 同定に と っ て 重要 で

あ り，細胞生物学，細胞 工 学，臨床検査 な ど の 幅広 い 分

野 に お い て 分析の 対象と される．従来，表 面 抗原の 分析

に は フ ロ
ーサ イ トメ ト リ

ーが 多用 され て きた．しか し，

そ の 方 法 に よ っ て 同時 に分析 で き る表面抗原 の 数 に は限

りが あ る ため ， 多種類の 表面抗原 に つ い て 迅速に解析す

る こ とは 困難 で あ っ た．一
方，表面抗原 に 対す る 多種類

の 抗体 を パ ネ ル 化 した マ イ ク ロ ア レイ を用 い る と，迅速

か っ 簡便に プ ロ フ ァ イ リン グす る こ とが 可能で ある．

　最初 の 例 と して，造血器 腫 瘍 細 胞 に お け る表面抗原 の

分析 に つ い て 述 べ る．s）抗体ア レ イ の 作製には 22 種類 の

白血球表 面 抗原 に 対するモ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体を用 い ，そ

れ ら を 異 な る ス ポ ッ ト上 に 固定化 し た ，細胞結合試験に

は，表面抗原 プ ロ フ ァ イル の 大きく異な る こ と が 知 られ

て い る 3 種類 の 造 血 器腫瘍細胞株 を用 い た，ま ず，2 種

類 の 異な る 細胞を既 知 の 割合で 混合 した分散液 を用 い

て ，一
方 の 細胞 の み に反応性 をもつ 抗体 ス ポ ッ トへ 結合

した細胞 の 数を 求 め た ．そ の 結果，ス ポ ッ トに 結合 した

細胞 は 当該抗原を発現す る細胞 の み で あ り，しか も，結

合細胞数 は分散液 中の 抗原 陽性細胞 の 割合に比 例す るこ

とが わ か っ た．図 3 に 示 す よ うに，異 な る細 胞株 を用 い

て 試験 した結果，細胞 の 種類 に 応 じて ，細胞結合 の み ら

れ る ス ポ ッ トの パ ター
ン ，すなわち表 面 抗原 の 発 現 プ ロ

フ ァ イ ル が 異 な っ て い た．各 ス ポ ッ ト 上の 細胞数は フ

Ramos

Position　of 　antibodies

CD71HLA ．
DRIgG1lgG2algG2b

CD34CD38CD41CD45CD56

CD16CD19CD20CD21CD33

CD7CD8CD10CD13CD14

CDlaCD2CD3CD4CD5

1mm 　一

図 3．抗体 ア レ イ に結 合 した 白血 病細 胞の デジ タル マ イ ク ロ ス コ ープ 像，周 定化 抗体 の 種 類 な らび に抗体 ア レ

イ上 に お け る位 置 を 右 下図 に 示 す．CCRF −CEM ，　 T 細 胞 系急性 リン パ 腫 細胞 ；Ramos ，　 B 細胞 系バ ーキ ッ ト
リ ン パ 腫細 胞 ；HL −60，骨 髄芽球 系急性 白血 病細 胞．
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ロ ーサ イ トメ トリ
ー

で 求めた陽性細胞率 とよい
一

致 を示

し た．以上 の 結果 よ り，抗体 ア レ イ上 で の 細胞 の 結合試

験 を 特徴 とす る本 手 法 は，表 面 抗原 の 発現 プ ロ フ ァ イ ル

を簡便 か つ 迅速に 調 べ る た め の有効な方法 で あると云え

る．

　本手 法 は再生医療 の 進 歩 に も大 き な イ ン パ ク トを与え

る もの と考えられ る，以下に述べ る適用例 で は，抗体ア

レ イ 型 細胞 チ ッ プ を 利用 して 幹細胞 に 発現する表面 マ
ー

カ
ー

の 探索 が 行 わ れた ，

　最近 の 幹細胞 生 物学の 著しい 進歩に よ っ て，再生医療

へ の 期待 が 大きく膨 らん で い る．と こ ろ が ，多 く の 幹細

胞 で は ， 細胞内 に 発現する特異的なマ
ーカーが よ く知 ら

れ て い る
一

方 で ，分化 の 指標 となる表面マ
ーカーに 関す

る情報 に乏 しい ．そ の た め，ヘ テ ロ な細胞集団 か ら治療

に必要な幹細胞を生 きた 状態で単離した り ， そ の 分化状

態を正 確 に 把握す るに は 困難が伴 う．こ の よ うな場合，

抗体ア レ イ型細胞チ ッ プ と免疫染色法を組み合わ せ る こ

と で ，既知 の 細胞 内マ
ー

カ
ー

と表面マ
ーカーとの 間 に対

応付 け を 行 うこ と が 可 能 で あ る．こ れ に よ っ て ，目的と

する幹細胞を手 に 入 れ る こ とが で きる よ うに な る もの と

期待 され る．

　Ko らは ，

9＞ラ ッ ト胎児線条体 か ら神経幹細胞 を 多 く含

む 細胞集団を採取 した．こ れを単細胞 に 分散させ た後 ，

各種 の 抗体 を 固定化 した 抗体 ア レ イ型細胞 チ ッ プ上 で の

結合試験に 供 した，さらに ，神経幹細 胞 内 に発 現 す るマ
ー

カ ーと して 知 られ て い る ネ ス チ ン に 対す る 抗体を 用 い

て ，ス ポ ッ トに 接着 した細胞 の 免疫染色 を行 っ た．各 々

の ス ポ ッ トに接着 した 細胞 の 総数，な らび に，そ こ に 占

め るネス チ ン 陽性細胞数を細胞接着 の 認 められ た ス ポ ッ

トに つ い て 図 4 に 示 す．図 か らわ か る ように，12 種類 の

ス ポ ッ トに つ い て 細胞接着 が み られ ，そ れ ら の 抗体 に 対

応す る 表面抗原 の 発現 が 示 され た ．ま た ，抗CD57 抗体

を 固定 した ス ポ ッ ト上 で は ネ ス チ ン 陽性細胞率が 比較的

高く，神経幹細胞 の濃縮が起きて い る こ とが 示唆 され た．

一
方，抗 CD56 抗体を 固定 した ス ポ ッ トで は，細胞接着

数 が 比 較的多 い に もか か わ らず，ネス チ ン 陽性率 は 低値

を示 し た．以上 の 結果 か ら，試験 に 用 い た 細胞集団 に含

ま れ る GD57 陽 性分画 に は，他 の 表面抗原 を マ
ーカーと

する分画 に 比 べ て，ネス チ ン を発 現する細胞 の 割合 の 高

い こ とが わ か る．これ と は 逆 に，CD56 は神経幹細胞 の

表面抗原 と し て の 特異性 が 低 い も の と考えられ る．

核酸ア レイ 型 細胞 チ ッ プ

　 ア ル カ ン チ オ ール か ら な るパ タ
ー

ン 化 SAM を 用 い る

こ とで ，プ ラス ミ ド DNA や siRNA の ように 細胞内で 機

能す る 核酸 をア レ イ 化する こ ともで き る．核酸 ア レ イ 型

細胞チ ッ プの 使用 目的は，核酸の 情報が細胞内で ど の よ

うな機能をもつ かにつ い て 細胞 レ ベ ル で 迅 速 に調べ る こ
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図 4．抗 体 ア レイ 型細胞 チ ッ プの 各ス ポ ッ トに結合 した 神経 系細胞 の 全 細 胞 数お よび ネス チ ン 陽性細胞 数 継

代数 0，1，4，お よび 6 の 細胞 を用 い て 試験 した ，
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とで ある，た とえば，ヒ トゲ ノ ム の 解読に 伴 っ て 多 くの

機能未知遺伝子 の 存在が 予測 されたが，こ れ らの 新規遺

伝 子 の 機能解析 を 効率 よ く行 うため に は，網羅的か つ 高

速 に 遺伝子 を過 剰発 現 させ た り，ノ ッ ク ア ウ トす る 手 法

が 必 要 に な る．lo）

　核酸ア レ イ の 表 面か らそ の 上 に培養 され た 細胞 へ 効率

よ く核酸を 導入す る た め に は，ま ず ，十 分 な 量 の 核酸 を

ス ポ ッ ト表面 に担持 しな けれ ばな らな い ．しか も，細胞

と接触 した後 には，担持 され た核酸が解離 し，細胞 内 に

取 り込 まれ る 必 要 が あ る．われ わ れ は ，陽性荷電を も つ

脂質と陰性荷電 を もっ 核酸との 間 に 働 くイ オ ン 間相互 作

用を利用 し て ，パ ター
ン 化 SAM 上 に核 酸 を 担 持 した ．ll）

こ の よ うな方法 に よ っ て約 0，591cm2 の プ ラス ミ ドDNA

を担持す る こ とが 可能で あ り，ま た，その DNA は リン 酸

緩衝液 と の 接触 に よ っ て 基 板表面か ら遊離する こ と を 確

認 した ．蛍光 タ ン パ ク質 で あ る EGFP お よ び DsRed を

コ
ードす る 2 種類 の プ ラス ミ ドDNA を用 い て 核酸 ア レ

イ 型 細胞チ ッ プ を作製 し，HEK293 細胞 へ の 遺伝子導入

を行 っ た，細胞播種 か ら 72時間後 に 蛍光顕微鏡 を用 い て

観察 した結果 （図 5），各ス ポ ッ ト上 の 細胞 で は 担持 され

て い た プ ラ ス ミ ド DNA の 取 り込 み に もとつ く蛍光 タ ン

パ ク質の 発 現 が観察 され，2 種類 の プ ラ ス ミ ドを 混合 し

［カ ラ
ー

頁参照］

図5．プ ラス ミ ドDNA を 用 い て 作製 され た核酸 ア レ イ 型細胞 チ ッ

プ 上 で の HEK293 細 胞 へ の 遺伝 子 導入．　Lane　l，2：EGFP 発現 プ

ラ ス ミ ドを ス ポ ッ ト，Lane 　2，3： DsRed 発 現 プ ラ ス ミ ドをス ポ ッ

ト．Lanc　2 で は EGFP と DsRed が 共 発 現 して い る．

た ス ポ ッ トで は 両 タ ン パ ク質 の 共発 現が 認 め られ た ．発

現 の 効率は高 く，最適条件 下 で 85％ で あ り，蛍光 タ ン パ

ク質 の 発現 は 10 日間 以 上 持続 した ．以上 の 例 は ，パ ター

ン 化 SAM を利用す る こ と で，プ ラ ス ミ ドDNA の ス ポ ッ

ト間で の ク ロ ス コ ン タ ミネー
シ ョ ン を回避する こ とが で

き，場所 を 厳 密 に 限 定 した 遺伝子導入を高効率 に行 うこ

とが で き る こ と を 示 して い る．さらに ， 核酸ア レ イ 型 細

胞 チ ッ プ は，RNA 干渉による遺伝 子 機能 の ノ ッ ク ダウ

ン に 用 い る こ と も可能 で あ る．12）

　本稿 で は，生細胞 を分析対象とす る 「細胞チ ッ プ」 に

つ い て紹介し た．パ ター
ン 化 SAM がタ ン パ ク質や核酸

の 2 次元的配置 に とっ て 重要な役割 を果す こ とが お わ か

りい た だ けた と思 う．ア ル カ ン チ オ ー
ル 分子 の 選択 に

よ っ て 幅広 い 化学的性質を もつ 表面を厳密に設計す る こ

とが 可能 で あ り，また，パ ター
ン の 形状や集積度 を大幅

に 変更す る こ と も容 易 で あ る．生 物学研 究 の 現場で は，

今後ますま す，高速で 網羅的な細胞 レベ ル で の分析手法，

細胞集団 に お け る位置情報 を理解す る た め の 分析手法 が

求 め られ るで あろ う．パ ターン 化 SAM の 長所 を うまく

利用す るこ とで，そ れ ら の 要求に 応 え る こ とが で きれば

と願 っ て い る．
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