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細胞融合用基板 としての細胞マイ クロア レイへのPEG固 定化 と

表面性状の評価
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ImmobilizationofPEGontocellmicroarraysasasubstrateforcellfusion

andevaluationoftheirsurfaceproperties
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Toprepareasurface-modifiedmicroarray(ｵAy)onbothPEGsegmentsandspecificprotein
bindingsitesasasubstrateforhighefficiencycellfusion,PEGmacromonomer(macPEG)
[P(macPEG)]or/andN-succinimidylarylate(NAS)andmacPEGcopolymer[P(macPEG-co-
NAS)]withdifferentcompositionswereselectivelyimmobilizedontheglassspotsoftheｵAyby
usingsurfaceinitiatedradicalcopolymerization.'lbvokindsofselectiveimmobilizationmethods
of3-aminopropyltrimethoxysilanewereattemptedonaglasssubstrateasamodelofspotsof

ｵAybyusing1)vapordepositionand2)immersioninthesolution,andevaluatedtheirsurfaces
fromthescanningprobemicroscope(SPM)andwatercontactanglemeasurements.
Poly(macPEG)andpoly-(macPEG-co-NAS)chainsasbrusheswereobservedonthe

glass(g-glass).Asaresult,theSPMimagesandwettabilitybasedontheimmobilizedpolymers
ontheg-glasseswerechangedbychangingtreatedmethodsofalkoxysilane.
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1.は じめに

体細胞か ら誘導可能 となった人工多能性幹細胞(ips)

細胞の開発により,① 事故や病気等で失われた組織を自

身の幹細胞 を使って形や機能 を再生する医療技術(1),②

疾患の機序解 明や治療法選択(2),(3),③DNAリ プログラミ

ング(4)や幹細胞研究等への様々な応用が21世 紀 の最先

端医療及び科学技術等の飛躍的な発展が期待 され,角 膜

移植では実用化 レベル となっている(1).ま た,ips細 胞

か ら分化誘導され る細胞 によって,臓 器特異的な患者 自

身の細胞の入手が可能 となり,オ ーダーメイ ドな薬剤探

索,新 薬開発の新 しいルー ト形成及び関連研究が深化 し

加速すると考えられる(5).さ らに,新 薬開発スク リーニ

ングでの動物実験の軽減,機 能性食品,生 理活性物質,

環境 ホルモ ンの探査のハイスループッ ト評価 等多方面

への波及が考えられ ,多 くの新産業創 出も見込まれてい

る(6).

ヒ ト人工染色体(HAC)技 術(7)は,①巨大遺伝子群の導入,

②宿主染色体上の遺伝子を破壊 しない,③ 導入遺伝子の

過剰発現や発現消失が起きず発現が変化 しない,④ 導入

遺伝子の発現を自由制御できる等の特長をもち,ips細

胞作製(8)を始め,安心安全な再生医療技術の1つ でもある.

その他,ヒ ト型実験動物の作製,筋 ジス トロフィー等の

巨大遺伝子の欠損治療等の応用研究(9),(10)を始め,先 端医

療を担 う技術 として多大な注 目をされている.一 方,

HACベ クターは微小核細胞(ミ ク1コセル:MC)と して生

成 し,受 容細胞 との細胞融合 による移入(微 小核細胞融合
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法:MMCT)の ため,従 来法で最大で0.0001%と 融合効

率は極めて低率である.ヒ ト細胞膜上の受容体結合性の

麻疹ウイルスエンベ ローブタンパク質で処理 したMC(11)

を用いて融合効率の向上が検討 されているが,融 合効率

は0.001%程 度とさらなる向上が求められる.ま た,麻 疹

ウイルス表面提示法は,ヒ ト型細胞に限定 され るため,

他細胞種への汎用性の高い手法 も求め られ る.既 存の細

胞融合技術(12)として知 られている高濃度のポ リエチ レン

グリコール(PEG)を 用いたPEG法(12D～(17)や 電気融合法

(18)～(22)は2種の細胞をランダムな混合状態で融合するた

め,目 的 とする2細 胞が融合す る事は極 めて偶発的であ

り,同 種の細胞や3個 以上の細胞の融合,全 く融合 しな

い細胞が多数を占める.ま た,融 合効率や細胞へのダメ

ージまたは,使 用できる細胞種などにも限界があること

などが課題 として挙げられている.従 来法では,細 胞一

細胞間の接触や膜融合を促進 させ るため,多 数のHAC

含有MCと 受容細胞を使用 して,30%～50%の 高濃度ポ

リエチレングリコール(PEG)水 溶液中で,数 分間に限定

して細胞融合 している.受 容細胞 とMCの 接触を高め,

細胞へのダメージの大きい高濃度PEG溶 液の使用を避

け,融 合効率を高めることはHAC技 術 を発展させるた

めに最も重要な課題の1つ である.

本研究では,融合助剤 としてのPEG鎖 を細胞接着面に

固相化 したマイクロアレイ(ICY)を 調製 し,μAyへ の細胞

集積によるMCと 受容細胞の接触効率の増大 と,接 着面

でのPEG鎖 により,低 ・非侵襲的な融合促進を目的とし

た.固 相化PEGで は,集 積 した細胞接触面のみで細胞懸

濁液全体は,通 常の培養条件であるため,長 時間の融合

も可能である.さ らに,細 胞融合が促進 され るμAy基 板

上では,細 胞サイズよりも微小 となる遺伝子や タンパク

質等の物質の移入はさらに容易であ り,細 胞内物質導入

基板としての応用 も可能であると考えられる.こ のとき,

μAy基 板上の細胞接着面のガラススポッ トにガラス特異

的なシランカップ リング剤 を固定化する.分 子,微 粒子,

クラスターな どの微小要素が自発的に集合 し,規 則的な

配列を形作ることを自己集積化現象といい,シ ランカッ

プ リング剤の固定化にはこの現象を利用 した.固 定化方

法として蒸着法(気 相法)や 浸漬法(液 相法)等 がある.

蒸着法の浸漬法 と比較 した場合の利点 として,溶 媒を使

わないために廃液が出ないこと,有 機シラン分子が重合

してできる粒子状の堆積物が少ないことが挙げ られ㈱,

本法ではこの蒸着法に着 目し,固相化するPEGセ グメン

トの高密度化を目指 した.そ の後,PEGを 固相化する

と共に,PEGセ グメン ト中には,細 胞膜上のタンパク質

のNH2基 との反応部位があるスクシンイ ミ ド基をもつ

N-succinimidylacrylate(NAS)を 導入 した.PEGセ グメ

ン トを 側 鎖 も つ メ タ ク リル 酸 系 マ ク ロ モ ノ マ ー

Poly(ethyleneglycol)methylethermethacrylate(Mn:

1,100)[macPEG】 を 固 相 化 し たP(macPEG)及 び

P(macPEG・co・NAS)グ ラフ ト化ガラス及びICYを 調 製 した

種調製 したgりAyを 走 査型プ ロー ブ顕微鏡(SPM)測 定 及

び水接触角(θ)測 定か ら評価 した.

2.実 験 方法

2.1試 薬

硫酸(和 光純 薬㈱ 製),過 酸化 水素(関 東 化 学㈱製),

3-aminopropyltrimethoxysilane[APMSi】(東 京 化 成 ㈱

製),N,N-dimethylformamide(脱 水)[DMF](和 光 純薬㈱

製),triethylamine[TEA】(和 光純㈱製)を 塩化カ リウムに

よって脱水 した もの を用 いた.NAS(東 京 化成 ㈱製),

macPEG(Mn:1,100)(Aldrich製)は ジエチルエーテル

に溶解後 に一80℃ に冷却 して再沈殿 に よって精製 した.

マ イ クロア レイ(μAy)は トー ヨーエ イ テ ック㈱ 製 を用 い

た.水 は ミ リポア製Milli-Qsynthesis型 超 純水製造装置

を用い て精 製 して使用 した.エ タ ノール,ク ロロホル ム

の溶媒 は,常 法 に したが って精製 した.

4,4'・azobis(4-cyanovalericacidchloride)[V501-Cl]は

4.4"azobis(4'cyanovalericacid)[V501](和 光 純薬 ㈱製)と

五塩化 リン[PCI5](キ シ ダ化学㈱製)か ら合 成 した.

2.2浸 漬 法 と蒸着 法 を用 いたmacPEGグ ラ フ ト化 ガラス

[poly(macPEG)-g-glass]とmacPEG/NAS共 重 合体 グラフ ト

化 ガラス[poly(macPEG-co-NAS)-9-glass]の 調 製

ガ ラス製 シャー レを用 い,ピ ランハ 溶液[30%過 酸 化水

素118M硫 酸=113(v!v)】8mLに カ バ ーガ ラス(Fisher

Blan)を 入 れ1h浸 漬 し,水 でカバー ガラスを洗浄 した後,

エ アー コンプ レッサーで空気 を吹 き付 けて乾燥 した.

[APMSi固 定化 ガ ラスの調製】

浸漬法:0.179g(1mmol)APMSiのDMF溶 液2mLが

入 った ガ ラス製 ス ク リュー 管 に カバー ガ ラス を入 れ,

60℃,3h反 応 した.そ の後,DMFで15min表 面 を洗

浄 した(Fig.1-A).

蒸 着 ・吊下 げ法:底 が隠れ る程度のAPMSiを 褐 色瓶 に入

れ,褐 色瓶 上部 に ピラ ンハ処理 を行 ったガラス基板 をク

リップ等用 いて 吊下げ蓋 を し,常 温 にて2h静 置 し,反

応 した(Fig.1-B).

蒸 着 ・貼付 け法:ガ ラス製 シャー レに3mLのAPMSiを

入 れ,蓋 部分の 内側 に両面テー プにて ピランハ処理 を行

ったガ ラス基板 を固定 し,30℃ で2h静 置 し,反 応 した

(Fig.1-C).

蒸 着 ・静置法:ガ ラス製 のシ ャー レに3mLのAPMSiを

と り,ピ ランハ処理 を行 った ガ ラス基板 とシャー レを同

密 閉 され た容器 に入 れ,80℃ で2h静 置 し,反 応 した(Fig.
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1-D).い ず れ も固定化 後は80℃ の乾燥機 にて30min乾

燥 させ るこ とによ り焼 き付 けを行 なった.

[重合開始剤 固定化]

ガ ラス製 スク リュー管にア ゾ開始剤0.0315g(0.1mmol)

V501-Clを1mLの ク ロロホル ムに溶解 し,30.6uLTEA

を加 えた.そ の混合 した クロロホル ム溶液 にAPMSi固

定 化ガ ラスを浸 し,恒 温槽 で30QC,20h反 応 した.反 応

終了後,ク ロロホル ム とメタノール に浸 し,室 温で超音

波洗浄 した.

[表面開始 グラフ ト重合]

ガ ラス製 スク リュー管にmacPEG1.65g(1.5mmol)は エ

タノ.__.ル溶 液1mL加 え,ま た,macPEGO.999(0.9

mmol)とNASO.101g(0.6mmol)は0.5mLエ タ ノール と

0.5mLDMFの1:1混 合 溶液1mL加 え,V501-Cl固 定

化ガ ラスを浸 した.液 体窒素浴 中で凍結 一脱気 一窒素置

換 を繰 り返 した後,恒 温槽で80℃,20h重 合 した.重 合

後,エ タ ノールに浸 し,室 温 で3回,45min超 音 波洗浄

した後,真 空乾燥 しPEG固 定 化g-glassを 得 た.
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Fig.1.浸 漬法 と蒸着法によるガラス基板へのAPMSi

の固定化(ガ ラス基板:図 中円)

2.3蒸 着一貼付け法を用いたmacPEGグ ラフ ト化アレイ

[poly(macPEG)-g一 μAy]の 調製

ガラス製シャーレを用い,ピ ランハ溶液[30%過 酸化水

素118M硫 酸=113(v!v)]8mLに カバーガラスを人れ1h

浸漬 し,水 でカバーガラスを洗浄 した後,エ アーコンプ

レッサーで空気を吹き付けて乾燥 した.

蒸着一貼付け法:ガ ラス製 シャー レに3mLのAPMSiを

入れ,蓋 部分の内側に両面テープにてピランハ処理を行

ったICY基 板を固定 し,30℃ で2h静 置 し,反 応 した

(Fig.2).固 定化後は80℃ の乾燥機にて30min乾 燥 させ

ることにより焼き付けを行なった.ガ ラス製スクリュー

管 にア ゾ開始剤0.0315g(0.1mmol)V501・Clを1mLの

ク ロロホル ムに溶解 し,30.6uLTEAを 加 えた.そ の混

合 した クロロホル ム溶液 にAPMSi固 定 化 ガラスを浸 し,

恒 温槽で30℃,20h反 応 した.反 応 終了後,ク ロロホル

ム とメタ ノール で超音 波洗浄 した.ガ ラス製 ス ク リュー

管 にmacPEG1.65g(1.5mmol)と エ タ ノール溶 液1mL

加 え,V501-Cl固 定 化 ガラスを浸 し,液 体窒素浴 中で凍

結 一脱気 一窒素置換 を繰 り返 した後,恒 温槽 で80℃,20

h重 合 した.重 合後,エ タノール に浸 し,室 温で3回,

45min超 音 波洗浄 した後,真 空乾燥 しg・雌yを 得た.
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Fig2.蒸 着・貼付け法による 雌yへ のAPMSiの 固定化

(NAY:図 中長方形)

2.49-glass及 び9一 μAy表 面 のキャラクタ リゼー シ ョン

水 に対す る接触角 はSImageEntry(エ キ シマ㈱製)を

用いて室温(25℃)で 測 定 した.基 板上 に10ｵLの 水 滴 を

置いた.1min以 内 に水滴 の左右 の接 触角 を測定 した.

測 定 は計5回 の うち,最 大値及 び最 小値 を除いた平均 を

接触角 とした.ま た,走 査型 プ ローブ顕微鏡(SPM)の 測

定 はShimadzu製SPM・9500J3型(カ ンチ レバ ー に

InnovationSolutionsBulgariaLtd.製Budgetsensors

Tap300AI-G)を 用 い,大 気 雰 囲気 中で,走 査範 囲:30

ｵm×30ｵm,走 査 速度:0.5Hzと し,位 相検 出システ ム

による表面 の高低測 定及び粘弾性測 定か ら評価 した.

3.結 果と考察

3.1浸 漬法と蒸着法を用いたmacPEGグ ラフ ト化ガラス

[poIy(macPEG)-g-glass]とmacPEG/NAS共 重合体グラフ ト

化ガラス[poly(macPEG-co-NAS)-9-glass]の キ ャラクタ

リゼーション

浸漬法では,APMSiに 混合するための溶媒や浸漬後の

基板洗浄用有機溶媒等の廃液の増加や洗浄用有機溶媒の

乾燥が必要である.ま た,APMSiの 有機 シラン分子が重

合 してできる粒子状の堆積物が多いため,ポ リマー固定

の足場 となるア ミノ基を密に固定化できないことが挙げ

られる.APMSi固 定化モデル としては,ピ ランハ処理 し

親水性 となったガラス基板にシラン分子が吸着すること

により,末 端のアミノ基がガラス基板へ固定化 され,ポ

リマー重合 を行 うための開始剤を固定化するための足場
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となる.し か し,浸 漬法ではこのシラン分子同士が重な

り合って重合する可育旨性が高 くな り,重 合可能な末端ア

ミノ基が埋 もれ,基 板表面に均一に固定化 している状態

とはいえず,結 果 としてガラス表面にAPMSiが 多数固

定できても,開 始剤を固定化可能なア ミノ基の数が減少

し,均 一なポ リマー固定が難 しいと考えられ る.一 方,

APMSiを 蒸 発 させ る と,基 板表 面 にSAM(Self

AssembleMonolayer)膜 と呼ばれ る配向性 を持つ 自己修

復膜が形成 される.蒸 着法では,溶 媒の使用がなく廃液

の減量 とな り,基 板作製 コス トの削減や基板作製時間の

短縮や工程 も省略 され る.ま た,浸 漬法での有機 シラン

分子の重合による粒子状の堆積物を減量できる利点をも

っ.蒸 着法を利用 し,ガ ラス基板及びICYの ガラススポ

ッ ト上への高密度なポ リマー固定法を検討 し,新 規開発

した各蒸着法を浸漬法と比較を行なった.

作製 したガラス基板 でのポ リマー修飾 を確認す る

ために,SPM測 定 と水 の接触角測定を行なった.水

の接触角測定 よ り未修飾 ガラスでは θ=63°で あった.

P(macPEG-c(rNAS)-g-glass,P(macPEG)-g-glassで の

各APMSi固 定化法における水の接触角をTable1に 示

す.APMSi固 定化法を変化 させたそれぞれのg-glassは

未処理ガラス と比べ全ての基板で表面の濡れ性が変化 し

ていた.P(macPEG)とP(macPEG-co-NAS)で 比較する

と,P(macPEG)が いずれ も接触角が高く,疎 水性 とな

ることが確認できた.こ れは,P(macPEG・co-NAS)に 比

べ,NASの 共重合によって,側 鎖問の立体障害が低下し,

基板表面上に固定化 されているPEG鎖 の量・密度等が高

くなったと推定 している.表 面開始重合後のガラス表面

のpoly(macPEG)とpoly(macPEG-co-NAS)の 修飾を

確認するため,大 気雰囲気下での表面でのSPM測 定(30

μm×30ｵm)の 結果をFig.3,4に 示す.未 処理ガラスでは

凹凸が無 くナ ノス ケールで平滑で あるこ とに対 し,

APMSi固 定化方法を変化 した結果,吊 下げ法,貼 付け法,

静置法でpoly(macPEG)とpoly(macPEG-c()"NAS)を

グラフ ト重合 したg・glassで は,そ れぞれ,こ れ らにポリ

マー由来 と考えられ るナノスケールでのブラシ状の凹凸

が表面上に観察 された.

蒸着一吊下げ法では,P(macPEG)・g-glass基 板は相対

的に粘性が低い部分が多 く,基 板表面にポリマー層が均
一でない

,下 方からのAPMSi蒸 気が基板に均一でなか

ったため,ポ リマー固定化のムラが生 じたと考えられる.

また,蒸 着一貼付け法では,P(macPEG・c(rNAS)-g-glass,

P(macPEG)-g-glass全 てのmacPEG鎖 固定化基板にお

いて,浸 漬法でのポリマー固定化基板よりも粘弾性変化,

凹凸が少なく,浸 漬法に認められ る空隙様の凹凸も少な

い.表 面全体を均一にポ リマー固定ができたと考えられ

る.これは,APMSi蒸 気が均一にガラス基板面に接触 し,

APMSiのSAM膜 が形成 されたためと推定 している.配

向性のSAM膜 形成によってポリマー重合の足場 となる

APMSiの アミノ基末端が基板表面に均一に固定化され

たため,ポ リマー固定量及び表面の凹凸及び粘弾性像の

均一性が高まったと考え られる.さ らに,蒸 着一静置法

では,前 述 した蒸着法2法 に比べ,基 板からAPMSiが

離れて静置され,表 面への固定化量の減少により,ポ リ

マー固定量が低下 し,他 方 と異なる表面性状に変化 した

と考える.従 って,APMSi蒸 気の基板への均一な固定化

基板 と接触 させ るた め,基 板 とAPMSiの 配置及び

APMSi蒸 気流動性等の最適化が必要である.

Table1.異 なるAPMSi固 定化法によ り調製 した

PEG鎖 固定化ガラス表面の接触角
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3.2蒸 着一貼付け法を用いたmacPEGグ ラフ ト化ア レイ

[poly(macPEG)-g-uAy]の キャラクタリゼーション

3.1節 の結果より,蒸 着法を用いたAPMSiの 固定化法

は蒸着一貼付け法が本研究では最適であると判断した,そ

こで,ICY基 板へのAPMSi固 定化 を蒸着一貼付け法によ

り行い,本 研究室で従来使用 してきた浸漬法 と比較 ・検

討 した.蒸 着一貼付け法により,基 板表面へのアミノ基固

定化量を増やすことが可能で,ポ リマー固定化密度や表

面の均一性が増加す ると考えられる.浸 漬法 と蒸着一貼付

けにより作製 したPEGら 鎖固定化ICYの 水の接触角測

定の結果,未 処理ICY基 板は75°であるのに対 し,浸 漬

法,蒸 着一貼付け法で作製 したg一μAyは いずれも55° と

表面の濡れ性が向上した.浸 漬法と蒸着一貼 り付け法で接

触角はほぼ同じの55° であったが,浸 漬法及び蒸着貼付

け法で調製 した μAyのSPM測 定による表面解析を行っ

た結果,浸 漬法で調製 したICYの ポ リマーブラシは,3.1

節のSPM測 定と同様に,表 面の凹凸から,ポ リマーブ

ラシの均一性低下が考えられ,蒸 着一貼 り付け法により調

製 したICYは 凹凸が少なく均一な表面にとなり,接 触角

では判断できなかったがPEG鎖 が高密度 していると考

えられるが,詳 細は現在検討中である.

また,蒸 着貼付け法は浸漬法で作製 した μAyよ りも

PEG鎖 を高密度に基板に固定することが可能であると

考えられ,細 胞融合によるHAc導 入やDNA,siRNA,

タンパク質等の導入用素材 として有用性を検討 している.

4.ま とめ

①SPM測 定と水の接触角の測定結果により,各蒸着法の

いずれもガラス面へのPEG鎖 の固定化 を認 めた.

② 浸 漬 法 と蒸 着 法 で 作 製 した ガ ラ ス基 板 で は,

P(macPEG-co-NAS)よ りもP(macPEG)の 濡れ性が増加

した.

③蒸着法で調製 したガラス及び μAyは 浸漬法に比べて表

面のポ リマーブラシが均 化 した.

④各蒸着法を検討 した結果,蒸 着一貼付け法が最適である

と考える.

以上の結果か ら,浸 漬法よりも蒸着法を用いて作製す

る基板がAPMSiの 基板表面への配向固定化により,ポ

リマーブラシが均一化 と高密度化が可能であると考えら

れる.

本法を用いて作製するW-AYは 浸漬法で作製 したICYよ

りも細胞内への遺伝子導入補助剤であるPEG鎖 の密度

が増 し,更 なる遺伝子導入の効率化が期待 され る.
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