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研究成果の概要（和文）：核酸を導入した細胞のマイクロアレイをガラス基板から細胞外マトリ

クスゲル上に転写する技術を開発した。この技術を用いて、核酸導入癌細胞のマイクロアレイ

を細胞外マトリクスゲル内に構築し、生体内に近い環境下で siRNA の癌浸潤抑制効果を評価

することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：We developed a method that can print a microarray of transfected 

cells from a glass substrate onto a hydrogel, and by using this method, microarrays of 

transfected cancer cells were successfully prepared in a three-dimensional extracellular 

matrix gel and employed for evaluating the anti-invasion activities of siRNA under an in 

vivo-like environment. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）細胞マイクロアレイ技術は、種々の処
理を施した多数の細胞を一度に、迅速簡便に
調べられるため、対象とする生命現象に関わ
る遺伝子や薬剤のスクリーニングなど様々
な用途への応用が期待されている。一方、細
胞は生体内において単独で存在しているの
ではなく、その細胞が存在する組織の中の特
殊な微小環境と相互作用している。この相互
作用は細胞の増殖や分化をはじめとした
様々な細胞機能に大きく影響を与え、接着状
況の違いが細胞の運命を決定する例が多数

報告されている。従って、従来の細胞マイク
ロアレイにおいて、プラスチックやガラス製
の基板上で観察している細胞の生理現象は、
生体内と大きく異なる場合が有ることが問
題となっている。また、癌の浸潤のように、
細胞が周囲の生体内環境に対して作用する
現象を評価対象とすることは、従来の細胞ア
レイでは不可能である。 

 

（2）悪性化した癌は、組織内を「浸潤」し
て血管内に到達後、全身に転移して患者の命
を奪う。従って、浸潤抑制法の確立が癌治療
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における喫緊の課題である。しかしながら、
癌の浸潤に関わる鍵遺伝子の同定は、網羅的
な評価系が存在しないために非常に困難で、
浸潤についての理解や抑制薬の開発は大き
く立ち遅れている。従って、浸潤に関わる遺
伝子群の網羅的なスクリーニング系が強く
求められている。 

一方、我々は、これまでに細胞膜修飾剤
（Biocompatible anchor for membrane: BAM）
を用いて基板上にパターニングした細胞を、
細胞外マトリクス（Extracellular matrix: ECM）
上に転写する細胞転写技術の開発に成功し
た。また、遺伝子発現用プラスミドや siRNA

と遺伝子導入試薬とを並べて BAM 基板上に
固相化し、その上に細胞を播種固定化してト
ランスフェクションさせるリバーストラン
スフェクション法によって、遺伝子導入細胞
のマイクロアレイを BAM 基板上に作製する
ことにも成功している。そこで、これらの技
術を組み合わせて、siRNA を導入した癌細胞
のマイクロアレイを ECM ゲルに転写し、各
癌細胞の浸潤性を網羅的に評価するシステ
ムを構築すれば、浸潤に関わる遺伝子群を網
羅的にスクリーニングできるのではないか、
というアイディアを着想した 

 

２．研究の目的 

 組織モデル上に核酸を導入した癌細胞の
マイクロアレイを転写し、各癌細胞の浸潤性
を網羅的に評価するシステムを構築して、浸
潤に関わる遺伝子群を網羅的にスクリーニ
ングできる方法を開発する。 

 

３．研究の方法 

（1）核酸導入細胞の転写法の検討と評価 

 自動スポッターを用いて siRNA と核酸導
入試薬との混合水溶液を BAM 修飾基板上に
ドット状にスポットし、その上に緑色蛍光タ
ンパク質（EGFP）を恒常発現しているヒト
子宮頸癌 HeLa 細胞（HeLa-EGFP）を播種し
て基板上でのリバーストランスフェクショ
ンにより anti-EGFP siRNA を細胞に取り込
ませた。その細胞の上に、コラーゲンゲルシ
ートを被せて 4 時間培養することによって、
細胞をコラーゲンシート上に接着させた。さ
らに、血清入りの培地を添加することでBAM

と細胞との相互作用を弱めた後にコラーゲ
ンシートを剥離し、siRNA を導入した細胞を
コラーゲンシート上に転写した。その後、
種々の時間培養し、コラーゲンゲル表面の緑
色蛍光像を蛍光スキャナーで撮像し、各細胞
スポットでの siRNAの効果を評価した。 

 

（2）細胞アレイのゲル内への包埋と評価 

 自動スポッターを用いて BAM をガラス基
板上に直径数十マイクロメーターのスポッ
トになるように噴霧し、BAM 修飾マイクロ

スポットのアレイを基板上に作製した。EGFP

を恒常発現している癌細胞（HeLa-EGFP 細胞、
ヒト線維肉腫細胞 HT-1080、HT1080-EGFP）
をこの BAM アレイ基板上に播種し、癌細胞
のマイクロアレイを基板上に作製した。この
細胞マイクロアレイを上記と同様にしてコ
ラーゲンゲルシートに転写した。さらに、細
胞を転写した表面上にコラーゲンゲルを塗
布し、細胞マイクロアレイを三次元ゲル内に
包埋後、37℃、5%CO2条件下、培地中で培養
した。その後、蛍光スキャナーでゲルの緑色
蛍光像を撮像し、細胞の浸潤性に従って細胞
スポットが拡がるかどうか、またそのスポッ
トの拡大が検出可能かを調べた。 

 

（3）浸潤抑制 siRNAの評価系の構築 

 上記のとおり、自動スポッターを用いて、
BAM マイクロアレイを作製し、その上から
siRNAと核酸導入試薬との混合水溶液をスポ
ッ ト し た 。 上 記 と 同 様 に こ の 上 に
HT1080-EGFP 細胞を播種し、リバーストラン
スフェクションおよびコラーゲンゲルへの
転写、包埋を行った。その後、上記と同様に、
ゲル内での細胞スポットの拡大を評価し、
siRNAの浸潤抑制効果を本システムによって
評価可能かどうかを調べた。 

 
４．研究成果 
（1）核酸導入細胞の転写法の検討と評価 

 BAM 修飾基板上にリバーストランスフェ
クション用試薬と細胞とを同時に固定化す
る際に、従来法では細胞の固定化に再現性が
無かったため、詳細に条件検討を行った。ス
ポットする BAM 濃度、リバーストランスフ
ェクション用試薬に含まれるゼラチン濃度、
フィブロネクチン濃度を最適化した結果、安
定に細胞を固定化できる条件が決まった。 

 予備実験として、全面に BAM をコートし
た基板上で、スポット状に噴霧した siRNA

のリバーストランスフェクションとコラー
ゲンゲルへの転写を試みたところ、66時間後
にゲル上で EGFP発現量が低下した細胞が蛍
光スキャナーによりドット状に観察された
（図 1a）。また、画像解析の結果、siRNA の
固定量に依存して低下することが確認でき
た（図 1b）。これより、siRNA を導入した癌
細胞のアレイが転写でき、生体環境に近い
ECM ゲル上で siRNA の機能を評価できるこ
とが示された。 

 
（2）癌細胞の浸潤評価法の検討 

 様々な siRNAを導入した癌細胞が ECM ゲ
ル内をそれぞれ浸潤する様子を、網羅的に評
価するシステムを構築するために、癌細胞の
マイクロスポットの「拡がり」を指標にする
系を検討した。高い浸潤性が報告されている
HT1080-EGFP 細胞と高い浸潤性が報告され



 

 

ていない HeLa-EGFP 細胞とのマイクロアレ
イをコラーゲンゲル内に作製して、スポット
の大きさの時間変化を蛍光観察した。その結
果、HT1080-EGFP 細胞のスポットは 24 時間
後には直径が約 2.5 倍に拡大し（図 2、c→d）、
一方、HeLa-EGFP 細胞ではほとんどスポット
の大きさに変化は無かった（図 2、a→b）。こ
れより、ゲル内での細胞スポット径の変化を
指標に、細胞の浸潤性が評価できることが示
された。 

（3）浸潤抑制 siRNAの評価 

 浸潤を抑制する siRNA のスクリーニング
が可能な系が構築できるかを調べるために、
HT1080 細胞の浸潤を抑制することが報告さ
れている anti-MMP14（抗マトリクス金属プロ
テアーゼ 14）siRNAや、他の細胞で浸潤抑制
が報告されている anti-PXN（抗パキシリン）
siRNAを導入させた細胞マイクロアレイをコ
ラーゲンゲル内に転写・包埋し、そのスポッ
トの拡がりを観察した。その結果、
anti-MMP14 siRNA を取り込ませることによ
って、スポットの拡大が抑えられ（図 3）、ス
ポットの大きさを指標に siRNA の浸潤抑制
能が評価できることが強く示唆された。また、
同様に、HT1080 細胞への効果は未知であっ
た anti-PXN siRNA の浸潤抑制能を確認する
こともできた。 

 

 
 
 
 
 
 
 

図 1  コラーゲンゲル上に転写した抗 EGFP 

siRNA導入EGFP恒常発現HeLa細胞の蛍光
画像（a）と画像解析結果（b） 

図 2  コラーゲンゲル上に転写した EGFP恒
常発現癌細胞の蛍光画像（a, b） HeLa細胞、
（c, d）HT-1080細胞：（a, c）転写直後、（b, 

d）転写 24時間後 

図 3  コラーゲンゲル上に転写した siRNA 導
入 EGFP 恒常発現 HT-1080 細胞の蛍光画像
（a） とその画像解析によって得られたスポ
ットサイズと培養時間との関係（b） 
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