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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な特性を持つ機能分子をガラススライド等の表面上に固相アレイ化
し、これらの機能分子を固相表面から細胞に導入する「機能分子を導入細胞マイクロアレイ技術」の開発を行っ
た。まず多数の分子の固相領域をマイクロアレイ状に配置し細胞を接着させるための基板のコーティング法を開
発した。続いて、すでに確立した核酸の細胞への導入技術に加えて、タンパク質（酵素）、低分子などの多様な
機能分子の固相化・細胞導入技術を開発した。また、固相面から細胞に機能導入をする事が難しいと考えられた
浮遊細胞について、細胞をゲルのドームに封入することで、浮遊細胞の配置を可能とする細胞アレイの作成方法
の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed “cell microarray technology for 
introducing functional molecules into cells”. Functional molecules including nucleic acids, 
proteins (enzymes) and small molecules were attached and arrayed on the surface of glass substrate. 
At first, we developed the method for coating substrate to enhance adhesion of cells and efficiency 
of introduction of functional molecules. Subsequently, in addition to the already established 
technology for introducing nucleic acids into cells, we have developed a technology for introduction
 of various functional molecules such as proteins (enzymes) and small molecules. In addition, for 
non-adherent cells that is difficult to introduce functions into the cells from the solid surface, 
we made novel method for introduction of small molecules into non-adherent cells by encapsulating 
the cells in a gel dome.

研究分野： バイオチップ、細胞工学

キーワード： 細胞マイクロアレイ　デリバリー　タンパク質　ヒドロゲル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本技術を基盤として新しいIn vitro評価系（創薬ターゲットスクリーニング、毒性・薬効評価）の確立、ゲノム
編集基盤、人工複合組織チップモデルの構築への展開が可能であり、今後の創薬開発・診断技術の基盤として意
義のある技術である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、固相界面（ガラス、ポリスチレンなど）に核酸遺伝子（プラスミドや siRNA な
ど）を固相化し、その上面に接着した細胞に遺伝子を導入する技術開発を進めてきた。新たな固
相化法として最近、基板をプラズマ処理する事で、負電荷を帯びた固相界面を作成し、カチオン
性リポプレックスを非常に強固に表面に結合させる技術を確立した。この静電的相互作用は非
常に強力で、流動する液体培地中でも結合が非常に安定である。その表面に細胞を接着させると、

リポプレックスとの膜融合やエンドサイトーシス
により核酸が容易に細胞内に取り込まれる。申請者
は、この核酸固相化技術を応用し、細胞への遺伝子
導入領域マイクロパターンを自在に作製する技術
を特許化し、遺伝子導入細胞マイクロアレイ
（Transfected Cell Microarray: TCM）の開発（図１）
や、１細胞ドラッグデリバリーを可能にするマイク
ロマシンの開発を進めてきた。特に TCM チップ技
術ではインクジェットプリンターを用いた核酸の
新規マイクロアレイパターン作製法を開発し、世界
最小の核酸結合パターン（直径 50 µm）上に細胞を
接着させ、１細胞毎に異なる遺伝子を導入する事に
成功した（図２）。 

申請者は、本技術開発をさらに進める事で、核酸
のみならず、タンパク質・酵素・低分子化合物など
様々な機能分子についても固相基板面から細胞に
導入できる可能性に思い至った。「様々な機能性タ
ンパク質や低分子化合物が細胞に与える影響の解
析やその作用機序」、「ゲノム編集酵素によるゲノム
機能解析などへの応用」が期待され、核酸遺伝子に
加えて、酵素・タンパク質・低分子化合物を固相面
から細胞に導入する技術を体系化する意義は非常
に大きい。しかし、タンパク質や酵素は核酸とは異なり、種類によって様々な表面電荷を持つ上、
結合活性や酵素活性を維持したまま基板上に長期間固定化する技術開発が必要となる。また、機
能性低分子化合物の場合は、疎水性の分子である事も多く、細胞膜を容易に透過するため徐放制
御の工夫が必要となる。従って、従来の遺伝子導入細胞マイクロアレイ（TCM）とは異なる表面
化学的アプローチや表面構造設計戦略が必要となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究開発では、核酸・酵素・タンパク質・低分子化合物など、様々な特性を持つ機能分子を
ガラススライドや細胞培養用ポリスチレンディッシュ等の表面上に固相アレイ化し、これらの
機能分子を固相表面から細胞に導入する高密度、高精度、世界初の「機能分子を導入細胞マイク
ロアレイ技術の創成」を目的とする。 

具体的には、まず多数の分子の固相領域をマイクロアレイ状に配置し細胞を接着させるため
の基板のコーティング法を開発する。続いて、すでに確立した核酸の細胞への導入技術に加えて、
タンパク質、酵素、低分子などの多様な機能分子を固相化し、その固相面に接着した細胞にこれ
らの機能分子を導入する技術を開発し、その技術を浮遊細胞にも拡張する。 
 

図１：遺伝子を細胞に導入する細胞マイクロアレイ
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異なる核酸遺伝子やs iRNAをアレイ状に固相化し、その上面に細胞を播種し、細胞の接着界面より遺伝子

を導入する。遺伝子は固相面に強く結合しているが、細胞が接着すると細胞に取り込まれる。右図は、赤
または緑の蛍光タンパク質を発現する遺伝子を5x5でモザイク状の配列して細胞に導入した様子。



３．研究の方法 
（１）多数の分子の固相領域をマイクロアレイ状に配置し細胞を接着させるための基板のコー
ティング法を開発 
 細胞に機能分子を導入するためには、分子が基板に強固に結合し、細胞が接着した時、分子が
リリースして細胞内に取り込まれる技術開発が必要である。そこで、申請者らは、細胞を接着さ
える各種 ECM の検討、物質の徐放や基板上の安定性に関わる多糖類や乳酸ポリマーの検討、細
胞導入効率に関わるポリイオン複合体の検討を行った。 
 
（２）タンパク質（酵素）を導入する細胞マイクロアレイの開発 
 タンパク質や酵素は核酸とは異なり、種類によって様々な表面電荷を持つ上、結合活性や酵素
活性を維持したまま基板上に長期間固定化する技術開発が必要となる。そこで、複数のモデルタ
ンパク質（酵素）のマイクロアレイを作成し、その基板上に細胞を播種し、効率よくタンパク質
を細胞内に導入する事を可能にする「細胞マイクロアレイ」の作成条件の検討と評価を実施した。 
 
（３）低分子を導入する細胞マイクロアレイの開発 
 低分子を徐放するため乳酸ポリマーを用いて低分子の徐放を可能にする細胞マイクロアレイ
の作成を行い、その性能を評価した。 
 
（４）浮遊細胞に機能分子を導入する細胞マイクロアレイの開発 

細胞をゲルのドームに封入することで、浮遊細胞の配置を可能とする細胞アレイの作成方法
の開発を試み、同マイクロアレイの性能を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）多数の分子の固相領域をマイクロアレイ状に配置し細胞を接着させるための基板のコー
ティング法を開発 
 フィブロネクチンなどの ECM は細胞接着性を向上させるものの、タンパク質の導入効率には
ほとんど影響しないことが示される一方、核酸の効率を十分向上させた。乳酸ポリマーは、生分
解速度を決める乳酸とグリコール酸の割合と分子量が非常に重要である事が示された。ポリイ
オン複合体では、PEI などのポリプレックスと比較して、リポプレックスが核酸・タンパク質と
もに導入効率が高かった。一部の多糖類は基板上のタンパク質の安定性を向上させたが、培地へ
の可用性があがるため、マイクロアレイの解像度を悪化させた。 
 
（２）タンパク質（酵素）を導入する細胞マイクロアレイの開発 
 ４種類の特性が異なる酵素についてそれぞ
れアレイ化した酵素を細胞に導入する細胞マ
イクロアレイを作製し、それぞれ固相面から細
胞に導入し、酵素を細胞内で機能発現させる事
に成功した。また、３種類の酵素の導入効率を
促進できると考えられるポリプレックス、リポ
プレックス化合物について混合条件の検討を
行った。酵素がアレイ化されたチップ上で酵素
活性が保持されるかについての検討も行い、多
糖類を添加物として用いる事で酵素活性が長
期間保持され、細胞内に導入された際、活性が
保たれる事が分かった。 
 
（３）低分子を導入する細胞マイクロアレイの
開発  

生分解性ポリマー（乳酸グリコール酸コポリ
マー）を試験管に添加し、120℃に加温する事
で溶解し、さらにモデル低分子化合物としてカ
ルセイン AM 又はパクリタキセルを添加した。
続いて、内径 0.5mm の中空糸の末端を生分解
性ポリマーの溶解液に浸し、ポンプを⽤いて中
空糸内に溶解したポリマーと低分子化合物の
混合液を中空糸内に充填した。充填済みの中空
糸を複数アレイ状に配列し、樹脂で固定し、⾦
太郎飴のように樹脂を⽔平⽅向に複数切断す
る事で、中空糸アレイチップを複数作製した。
最後に、接着細胞のチップ上への播種を⾏っ
た。中空糸内の低分子化合物は、ポリマーの分
解に従って徐放され、接着した細胞に作⽤する事から、化合物に対する細胞応答の評価を⾏った。
カルセインおよびカルセインレッドを中空糸内に充填した細胞マイクロアレイを構築し、その



上面に細胞を播種した所、中空糸上の細胞がそれぞれ緑色および赤色の蛍光を示した。細胞毒性
は低いレベルに抑えられた。パクリタキセルを中空糸内に充填した細胞マイクロアレイを構築
し、その上面に細胞を播種した所、中空糸上の細胞が死滅した。以上のモデル研究結果により、
低分子化合物を徐放する細胞マイクロチップの構築が可能である事を示した（図３）。 
 
（４）浮遊細胞に機能分子を導入する細胞マイクロアレイの開発 
 アルギン酸を Ca2+により架橋して得られるアルギン酸ゲ
ルをヒドロゲルとして用いた。基板として用いるアミノ基修
飾ガラスをアルギン酸ナトリウム、水溶性カルボジイミドを
含む緩衝溶液に含侵してアルギン酸を表面に修飾した。浮遊
細胞とゼラチン、CaCl2 水溶液を含んだ細胞培養培地をガラ
ス基板に直径約 1 mm でスポットした。その溶液を冷やして
ゲル化させ、アルギン酸を含むリン酸緩衝液 (PBS) に含侵
した後、加温することで内部のゼラチンゲルを溶解させ、直
径約 2.5mm のアルギン酸ゲルドームを作製した（図４）。 
 アルギン酸で基板を修飾する事で、ゲルドームの接着性は
大きく向上し、ドーム内で長期間の培養が可能となった。ド
ーム内の細胞毒性は低く、1 週間の培養において、細胞がダ
メージを受ける事なく、増殖する事が分った。また、異なる
低分子化合物をそれぞれのアレイから導入出来る事も確認
した。また、これまで手作業で行ってきた酵素架橋ゲルドー
ムの作成について、インクジェット式プリンタを用いて自動化した。 
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