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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞を分析する方法であって、
（ａ）表面抗原に対する抗体が固定されたプレートを提供する工程；
（ｂ）該プレート上の該抗体と、細胞とを、該細胞の表面抗原と該抗体とが特異的に相互
作用をする条件下で接触させる工程；
（ｃ）該抗体と該細胞との相互作用のレベルを分析する工程；および
（ｄ）前記細胞の内部状態に関連するマーカーを検出し、該マーカーと前記抗体とを相関
付ける工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
　細胞を分析する方法であって、
（ａ）表面抗原に対する抗体が固定されたプレートを提供する工程；
（ｂ）該プレート上の該抗体と、細胞とを、該細胞の表面抗原と該抗体とが特異的に相互
作用をする条件下で接触させる工程；
（ｃ）該抗体と該細胞との相互作用のレベルを分析する工程；および
（ｄ）前記細胞の状態に関連し、細胞内に存在するマーカーを検出し、該マーカーと前記
抗体とを相関付ける工程、
を包含する、方法。
【請求項３】
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　前記プレートはマイクロアレイである、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記（ｂ）工程において、前記抗体と相互作用する前記細胞が単一の細胞で存在するよ
うに処理される、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　前記表面抗原は、ＣＤ抗原、細胞接着因子、膜内輸送タンパク質、細胞増殖因子レセプ
ターおよびサイトカインレセプターからなる群より選択される、請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項６】
　前記マーカーは、ｍＲＮＡ、タンパク質、改変タンパク質、糖鎖および代謝産物からな
る群より選択される物質に対して特異的に相互作用する因子である、請求項１又は２に記
載の方法。
【請求項７】
　前記マーカーは、生化学的手段、化学的手段、可視光、紫外線、赤外線、蛍光、化学発
光、燐光、放射能、磁気および電気信号からなる群より選択される手段で検出される、請
求項１又は２に記載の方法。
【請求項８】
　前記プレートは、金属、ガラス、高分子及びセラミックスからなる群から選択される一
種以上を含む基板上に複数の抗体が１０μｍ～１０ｍｍのスポット状に共有結合あるいは
物理的相互作用によって配列固定されたマイクロアレイである、請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項９】
　前記細胞は同種または異種である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞は、複数種類の細胞を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞は、各種臓器の正常細胞、疾患をもつ分化細胞ならびにそれらの前駆細胞、胚
性幹細胞、胎児由来幹細胞、未分化細胞、樹立系細胞または遺伝子の改変された細胞を含
む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１２】
　前記細胞の検出は、目視、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、レーザー光源を用いた読取装置の
いずれかあるいは複数種、あるいは化学的または生化学的マーカーを手段として行われる
、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１３】
　前記方法により表面抗原がタイピングされる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記分析は、未知の細胞表面抗原を見出すためおよび／または既知の表面抗原の発現プ
ロファイルを調べるために行われる、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である、請求項１又は２に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、細胞を分析する方法に関する。さらに詳しくは、本発明は、抗体およびマーカ
ーを用いて、細胞内状態と細胞の表面の状態とを精確に対応付けて分析する方法に関する
。本発明の方法は、たとえば、細胞生物学研究、臨床検査、診断等に利用することができ
る。
【０００２】
【従来の技術】
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細胞は機能、形態などによって幾つもの種類に分類されるが、これらの細胞はそれぞれの
分類に応じて特定の表面抗原を発現している。細胞に発現する表面抗原を同定し、その発
現量、発現時期などを調べることによって、細胞の種類、分化の程度、異常の度合いなど
を知ることができる。また、同定された表面抗原を使って、特定の細胞を単離することが
可能である。このように、表面抗原に関する情報は、細胞生物学的な重要性のみならず、
細胞を利用する工学分野においても重要な意味をもっている。
【０００３】
従来、表面抗原の同定ならびに分析には、それらを特異的に認識するような抗体を用い、
膜画分の結合試験、免疫染色法などを行うことによって調べられてきた。また、蛍光標識
された特異的抗体を細胞に結合させた後、フローサイトメトリーによって分析することで
表面抗原の発現頻度を調べることも、近年、頻繁に行われるようになった。このようなタ
ンパク質レベルでの膜抗原の分析には、モノクローナル抗体の作製技術が大きな貢献をな
してきた。それと同時に、フローサイトメーター、各種の顕微鏡の進歩およびに普及によ
って表面抗原の同定を行うことが可能になった。しかしながら、表面抗原の同定は手間と
時間のかかる作業であり、多種類の抗原について網羅的かつ迅速に調べたり、未知の表面
抗原を探索しようとする場合には困難が伴う。
【０００４】
従来の分析技術は、発現する表面抗原がすでに知られている場合であったり、また分析対
象となる表面抗原の種類が小数に限られている場合にのみ有効な手段である。ところが、
表面抗原が未だに知られていない場合、多種類の表面抗原について分析を行う必要のある
場合なども少なくない。例えば、近年、生体のさまざまな組織で見出されてきた体性幹細
胞、初期胚から樹立される胚性幹細胞などでは、いまだに表面抗原に関する知識が十分に
得られていないのが現状である。これらの幹細胞は再生医療を行うための細胞源としてき
わめて重要であるが、表面抗原に関する情報が乏しいため、必要とする幹細胞の分離、精
製、同定、あるいは、分化状態を正確に把握するための手段の確立が遅れている。このよ
うな問題が、幹細胞を利用する再生医療の実現にとって大きな障壁となっている。
【０００５】
未知の表面抗原を同定しようとする場合、これまでは、発現することが予測される表面抗
原に対する抗体を一つ一つ用意し、それらの抗体を使って各々独立なアッセイを行うこと
によって調べなければならなかった。ところが、このような方法によって、十分な情報が
ない表面抗原を見つけ出すことは、手間と時間がかかり、きわめて困難である。
【０００６】
一方、同時に発現されている多種類の抗原を一度に分析したい場合にも、従来の分析技術
には困難が伴う。免疫染色、フローサイトメトリーで同時に分析できる抗原の数は、同時
に使用可能な蛍光染料の種類ならびに検出装置の制約を受け、一般には、数種類が限度で
ある。たとえば、白血病のような造血器腫瘍細胞の分類が臨床検査として行われ、それに
基づく診断結果が治療成績ならびに予後を大きく左右すると云われている。そこで、多数
のモノクローナル抗体を用いた詳細な表面抗原タイピングが免疫血清学的検査として行わ
れている。指標とする抗原の種類は、国あるいは医師によって異なるが、一般には、数種
類～６０種類程度の抗体パネルを選定する。現在、フローサイトメトリーによって一つ一
つの抗原あるいは多くても２、３種類の抗原を同時に分析することが行われるのみであり
、多数の抗体を指標に、しかも多数の検体を分析するような臨床検査の現場では、より簡
便にしかもより多くの表面抗原を分析できる手法が求められる。さらに、サイトグラムか
ら適切な測定条件を設定するさい、検査を行う者の経験的な判断によるところが大きい上
に、最適な分析条件を検体ごとに決定しておく必要があり、検査結果の客観性にも問題が
ある。また、著しい細胞形態の変化を伴うような場合に細胞間の比較が困難であったり、
蛍光強度の定量的な比較が難しいなど、多くの問題を抱えている。
【０００７】
また、細胞の表面の状態（例えば、表面抗原の発現の有無／量など）と細胞内部の状態と
を相関付ける試みがなされているが、従来の方法では、２種類以上のプローブを別々の時
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期に用いてアッセイする必要があることから、それら複数のプローブに基づくデータが必
ずしも１対１に対応するとは言えず、正確な相関付けが困難であった。したがって、複数
のプローブまたはマーカーに由来する情報を精確に相関付けることができるアッセイ方法
の開発が待ち望まれている。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】
したがって、本発明は、細胞の表面抗原を簡便におよび／または大量に分析することがで
きる方法を提供することを課題とする。本発明はまた、細胞に関連する複数の情報を精確
に１対１で相関付けることができる分析方法を提供することも課題とする。
【０００９】
【課題を解決するための手段】
本発明は、プレート（例えば、マイクロアレイ）に表面抗原に対する抗体を固定し、プレ
ート上での抗体と細胞との反応を観察することによって上記課題を解決した。さらに、プ
レート上で抗体に結合した細胞の状態に関連するマーカーを検出し、そのマーカーと抗体
とを相関付けることによって上記課題を解決した。
【００１０】
従って、本発明は以下を提供する。
【００１１】
（１）　細胞を分析する方法であって、
（ａ）表面抗原に対する抗体が固定されたプレートを提供する工程；
（ｂ）上記プレート上の上記抗体と、細胞とを、上記細胞の表面抗原と上記抗体とが特異
的な相互作用をするに十分な条件下で接触させる工程；および
（ｃ）上記抗体と上記細胞との相互作用のレベルを分析する工程、
を包含する、方法。
【００１２】
（２）
（ｄ）上記細胞の状態に関連するマーカーを検出し、上記マーカーと上記抗体とを相関付
ける工程、
をさらに包含する、請求項１に記載の方法。
【００１３】
（３）　上記プレートはマイクロアレイである、請求項１に記載の方法。
【００１４】
（４）　上記（ｂ）工程において、上記抗体と相互作用する上記細胞が単一の細胞で存在
するように処理される、請求項１に記載の方法。
【００１５】
（５）　上記表面抗原は、ＣＤ、細胞接着因子、膜内輸送タンパク質、細胞増殖因子レセ
プターおよびサイトカインレセプターからなる群より選択される、請求項１に記載の方法
。
【００１６】
（６）　上記マーカーは、ｍＲＮＡ、タンパク質、改変タンパク質、糖鎖および代謝産物
からなる群より選択される物質に対して特異的に相互作用する因子である、請求項１に記
載の方法。
【００１７】
（７）　上記マーカーは、細胞の内部状態に関連する、請求項１に記載の方法。
【００１８】
（８）　上記マーカーは細胞内に存在する、請求項１に記載の方法。
【００１９】
（９）　上記マーカーは、生化学的手段、化学的手段、可視光、紫外線、赤外線、蛍光、
化学発光、燐光、放射能、磁気および電気信号からなる群より選択される手段で検出され
る、請求項１に記載の方法。
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【００２０】
（１０）　上記プレートは、金属、ガラス、高分子、セラミックスなどの一種以上を含む
基板上に複数の抗体が１０μｍ～１０ｍｍのスポット状に共有結合あるいは物理的相互作
用によって配列固定されたマイクロアレイである、請求項１に記載の方法。
【００２１】
（１１）　上記細胞は同種または異種である、請求項１に記載の方法。
【００２２】
（１２）　上記細胞は、複数種類の細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【００２３】
（１３）　上記細胞は、各種臓器の正常細胞、疾患をもつ細胞のような分化細胞ならびに
それらの前駆細胞、胚性幹細胞、胎児由来幹細胞、未分化細胞、樹立系細胞または遺伝子
の改変された細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【００２４】
（１４）　上記細胞の検出は、目視、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、レーザー光源を用いた読
取装置のいずれかあるいは複数種、あるいは化学的または生化学的マーカーを手段として
行われる、請求項１に記載の方法。
【００２５】
（１５）　上記方法により表面抗原がタイピングされる、請求項１に記載の方法。
【００２６】
（１６）　上記分析は、未知の細胞表面抗原を見出すためおよび／または既知の表面抗原
の発現プロファイルを調べるために行われる、請求項1に記載の方法。
【００２７】
（１７）　上記抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体である、請求項１
に記載の方法。
【００２８】
（１８）　細胞を分析するための、抗体が固定されたプレート。
【００２９】
（１９）　上記プレートは、マイクロアレイである、請求項１８に記載のプレート。
【００３０】
（２０）　請求項１８に記載のプレートと、上記プレートを測定する装置とを含む、細胞
分析システム。
【００３１】
【発明の実施の形態】
以下、本発明を説明する。本明細書の全体にわたり、単数形の表現は、特に言及しない限
り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。また、本明細書において使
用される用語は、特に言及しない限り、当該分野で通常用いられる意味で用いられること
が理解されるべきである。
【００３２】
（用語および一般技術）
以下に本明細書において特に使用される用語の定義および一般的技術を説明する。
【００３３】
（基板／プレート／チップ／アレイ）
本明細書において使用される「プレート」とは、抗体のような分子が固定され得る平面状
の支持体をいう。本発明では、プレートは、金、銀またはアルミニウムを含む金属薄膜を
片面にもつガラス基板を基材とすることが好ましい。
【００３４】
本明細書において使用される「基板」とは、本発明のチップまたはアレイが構築される材
料（好ましくは固体）をいう。したがって、基板はプレートの概念に包含される。基板の
材料としては、共有結合かまたは非共有結合のいずれかで、本発明において使用される生
体分子に結合する特性を有するかまたはそのような特性を有するように誘導体化され得る
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、任意の固体材料が挙げられる。
【００３５】
プレートおよび基板として使用するためのそのような材料としては、固体表面を形成し得
る任意の材料が使用され得るが、例えば、ガラス、シリカ、シリコン、セラミック、二酸
化珪素、プラスチック、金属（合金も含まれる）、天然および合成のポリマー（例えば、
ポリスチレン、セルロース、キトサン、デキストラン、およびナイロン）が挙げられるが
それらに限定されない。基板は、複数の異なる材料の層から形成されていてもよい。例え
ば、ガラス、石英ガラス、アルミナ、サファイア、フォルステライト、炭化珪素、酸化珪
素、窒化珪素などの無機絶縁材料を使用できる。また、ポリエチレン、エチレン、ポリプ
ロピレン、ポリイソブチレン、ポリエチレンテレフタレート、不飽和ポリエステル、含フ
ッ素樹脂、ポリ塩化ビニル、ポリ塩化ビニリデン、ポリ酢酸ビニル、ポリビニルアルコー
ル、ポリビニルアセタール、アクリル樹脂、ポリアクリロニトリル、ポリスチレン、アセ
タール樹脂、ポリカーボネート、ポリアミド、フェノール樹脂、ユリア樹脂、エポキシ樹
脂、メラミン樹脂、スチレン・アクリロニトリル共重合体、アクリロニトリルブタジエン
スチレン共重合体、シリコーン樹脂、ポリフェニレンオキサイド、ポリスルホン等の有機
材料を用いることができる。本発明においてはまた、ナイロン膜、ニトロセルロース膜、
ＰＶＤＦ（ポリフッ化ビニリデン）膜など、ブロッティングに使用される膜を用いること
もできる。高密度のものを解析する場合は、ガラスなど硬度のあるものを材料として使用
することが好ましい。基板として好ましい材質は、測定機器などの種々のパラメータによ
って変動し、当業者は、上述のような種々の材料から適切なものを適宜選択することがで
きる。
【００３６】
本明細書において「チップ」または「マイクロチップ」は、互換可能に用いられ、多様の
機能をもち、システムの一部となる超小型集積回路をいう。チップとしては、例えば、Ｄ
ＮＡチップ、プロテインチップなどが挙げられるがそれらに限定されない。
【００３７】
本明細書において「アレイ」とは、１以上（例えば、１０００以上）の生体分子（例えば
、ＤＮＡ、抗体のようなタンパク質）が整列されて配置されたパターンまたはパターンを
有する基板（例えば、チップ）そのものをいう。アレイの中で、小さな基板（例えば、１
０×１０ｍｍ上など）上にパターン化されているものはマイクロアレイというが、本明細
書では、マイクロアレイとアレイとは互換可能に使用される。従って、上述の基板より大
きなものにパターン化されたものでもマイクロアレイと呼ぶことがある。例えば、アレイ
はそれ自身固相表面または膜に固定されている所望の抗体のセットで構成される。アレイ
は好ましくは同一のまたは異なる抗体を少なくとも１０２個、より好ましくは少なくとも
１０３個、およびさらに好ましくは少なくとも１０４個、さらにより好ましくは少なくと
も１０５個を含む。これらの抗体は、好ましくは表面が１２５×８０ｍｍ、より好ましく
は１０×１０ｍｍ上に配置される。形式としては、９６ウェルマイクロタイタープレート
、３８４ウェルマイクロタイタープレートなどのマイクロタイタープレートの大きさのも
のから、スライドグラス程度の大きさのものが企図される。固定される抗体は、１種類で
あっても複数種類であってもよい。そのような種類の数は、１個～スポット数までの任意
の数であり得る。例えば、約１０種類、約１００種類、約５００種類、約１０００種類の
抗体が固定され得る。
【００３８】
基板のような固相表面または膜には、上述のように任意の数の生体分子（例えば、抗体の
ようなタンパク質）が配置され得るが、通常、基板１つあたり、１０８個の生体分子まで
、他の実施形態において１０７個の生体分子まで、１０６個の生体分子まで、１０５個の
生体分子まで、１０４個の生体分子まで、１０３個の生体分子まで、または１０２個の生
体分子まで生体分子が配置され得るが、１０８個の生体分子を超える生体分子が配置され
ていてもよい。これらの場合において、基板の大きさはより小さいことが好ましい。特に
、生体分子（例えば、抗体のようなタンパク質）のスポットの大きさは、単一の生体分子
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のサイズと同じ小さくあり得る（これは、１－２ｎｍの桁であり得る）。最小限の基板の
面積は、いくつかの場合において基板上の生体分子の数によって決定される。本発明では
、細胞と特異的に結合する因子は、通常、０．０１ｍｍ～１０ｍｍのスポット状に共有結
合あるいは物理的相互作用によって配列固定されている。
【００３９】
アレイ上には、生体分子の「スポット」が配置され得る。本明細書において「スポット」
とは、生体分子の一定の集合をいう。本明細書において「スポッティング」とは、ある生
体分子のスポットをある基板またはプレートに作製することをいう。スポッティングはど
のような方法でも行うことができ、例えば、ピペッティングなどによって達成され得、あ
るいは自動装置で行うこともでき、そのような方法は当該分野において周知である。
【００４０】
本明細書において使用される用語「アドレス」とは、基板上のユニークな位置をいい、他
のユニークな位置から弁別可能であり得るものをいう。アドレスは、そのアドレスを伴う
スポットとの関連づけに適切であり、そしてすべての各々のアドレスにおける存在物が他
のアドレスにおける存在物から識別され得る（例えば、光学的）、任意の形状を採り得る
。アドレスを定める形は、例えば、円状、楕円状、正方形、長方形であり得るか、または
不規則な形であり得る。したがって、「アドレス」は、抽象的な概念を示し、「スポット
」は具体的な概念を示すために使用され得るが、両者を区別する必要がない場合、本明細
書においては、「アドレス」と「スポット」とは互換的に使用され得る。
【００４１】
各々のアドレスを定めるサイズは、とりわけ、その基板の大きさ、特定の基板上のアドレ
スの数、分析物の量および／または利用可能な試薬、微粒子のサイズおよびそのアレイが
使用される任意の方法のために必要な解像度の程度に依存する。大きさは、例えば、１－
２ｎｍから数ｃｍの範囲であり得るが、そのアレイの適用に一致した任意の大きさが可能
である。
【００４２】
アドレスを定める空間配置および形状は、そのマイクロアレイが使用される特定の適用に
適合するように設計される。アドレスは、密に配置され得、広汎に分散され得るか、また
は特定の型の分析物に適切な所望のパターンへとサブグループ化され得る。
【００４３】
マイクロアレイについては、秀潤社編、細胞工学別冊「ＤＮＡマイクロアレイと最新ＰＣ
Ｒ法」、Ｍ．Ｆ．Ｔｅｍｐｌｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｉｃｒｏａｒｒａ
ｙ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ，　７（１５
），　８１５－８２２（２００２）に広く概説されている。
【００４４】
マイクロアレイから得られるデータは膨大であることから、クローンとスポットとの対応
の管理、データ解析などを行うためのデータ解析ソフトウェアが重要である。そのような
ソフトウェアとしては、各種検出システムに付属のソフトウェアが利用可能である（Ｅｒ
ｍｏｌａｅｖａ　Ｏら（１９９８）Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．２０：１９－２３）。また、デ
ータベースのフォーマットとしては、例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘが提唱しているＧＡ
ＴＣ（ｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｃｏｎｓｏｒｔｉｕ
ｍ）と呼ばれる形式が挙げられる。
【００４５】
微細加工については、例えば、Ｃａｍｐｂｅｌｌ，Ｓ．Ａ．（１９９６）．Ｔｈｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｚａｕ
ｔ，Ｐ．Ｖ．（１９９６）．Ｍｉｃｒｏｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ
：ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　Ｐｒｏｃ
ｅｓｓｉｎｇ，Ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ；Ｍａｄｏｕ，Ｍ．Ｊ．
（１９９７）．Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ，
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ＣＲＣ１　５　Ｐｒｅｓｓ；Ｒａｉ－Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙ，Ｐ．（１９９７）．Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙ，Ｍｉｃｒｏｍａｃｈｉｎｉｎｇ，
＆　Ｍｉｃｒｏｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ：Ｍｉｃｒｏｌｉｔｈｏｇｒａｐｈｙなどに記載
されており、これらは本明細書において関連する部分が参考として援用される。
【００４６】
抗体マイクロアレイの作製には、ガラス、金属、高分子、セラミックスなどの材料あるい
はそれらの組み合わせたものを基板として用いることができる。たとえば、セルロース、
酢酸セルロース、キトサンのような多糖類、ポリビニルアルコール、ポリ（２－ヒドロキ
シメチルメタクリレート）など合成高分子からなる膜の表面には水酸基が高密度に存在す
るため、抗体の固定化に用いることができる。一方、アルカンチオールのマイクロパター
ン化単分子膜などを表面にもつ金蒸着ガラス基板は、カルボキシル基、アミノ基、水酸基
などの適当な官能基をマイクロパターン配置することが可能であり、これらを使って抗体
の化学固定が可能である。これらの基板表面を活性化したり、縮合剤等を併用することで
抗体を固定化する。多種類の抗体を微小なスポット状に固定することで抗体マイクロアレ
イが得られる。
【００４７】
（細胞）
本明細書において使用される「細胞」は、当該分野において用いられる最も広義の意味と
同様に定義され、多細胞生物の組織の構成単位であって、外界を隔離する膜構造に包まれ
、内部に自己再生能を備え、遺伝情報およびその発現機構を有する生命体をいう。本明細
書において使用される細胞は、天然に存在する細胞であっても、人工的に改変された細胞
（例えば、融合細胞、遺伝子改変細胞）であってもよい。細胞の供給源としては、例えば
、単一の細胞培養物であり得、あるいは、正常に成長したトランスジェニック動物の胚、
血液、または体組織、または正常に成長した細胞株由来の細胞のような細胞混合物が挙げ
られるがそれらに限定されない。
【００４８】
本明細書において「幹細胞」とは、自己複製能を有し、多分化能（すなわち多能性）（「
ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ」）を有する細胞をいう。幹細胞は通常、組織が傷害を受けた
ときにその組織を再生することができる。本明細書では幹細胞は、胚性幹（ＥＳ）細胞ま
たは組織幹細胞（組織性幹細胞、組織特異的幹細胞または体性幹細胞ともいう）であり得
るがそれらに限定されない。また、上述の能力を有している限り、人工的に作製した細胞
（たとえば、本明細書において記載される融合細胞、再プログラム化された細胞など）も
また、幹細胞であり得る。胚性幹細胞とは初期胚に由来する多能性幹細胞をいう。胚性幹
細胞は、１９８１年に初めて樹立され、１９８９年以降ノックアウトマウス作製にも応用
されている。１９９８年にはヒト胚性幹細胞が樹立されており、再生医学にも利用されつ
つある。組織幹細胞は、胚性幹細胞とは異なり、分化の方向が限定されている細胞であり
、組織中の特定の位置に存在し、未分化な細胞内構造をしている。従って、組織幹細胞は
多能性のレベルが低い。組織幹細胞は、核／細胞質比が高く、細胞内小器官が乏しい。組
織幹細胞は、概して、多分化能を有し、細胞周期が遅く、個体の一生以上に増殖能を維持
する。本明細書において使用される場合は、幹細胞は好ましくは胚性幹細胞であり得るが
、状況に応じて組織幹細胞も使用され得る。
【００４９】
本明細書において「体細胞」とは、卵子、精子などの生殖細胞以外の細胞であり、そのＤ
ＮＡを次世代に直接引き渡さない全ての細胞をいう。体細胞は通常、多能性が限定されて
いるかまたは消失している。本明細書において使用される体細胞は、天然に存在するもの
であってもよく、遺伝子改変されたものであってもよい。
【００５０】
本明細書において「単離された」とは、通常の環境において天然に付随する物質が少なく
とも低減されていること、好ましくは実質的に含まないをいう。従って、単離された細胞
とは、天然の環境において付随する他の物質（たとえば、他の細胞、タンパク質、核酸な
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ど）を実質的に含まない細胞をいう。核酸またはポリペプチドについていう場合、「単離
された」とは、たとえば、組換えＤＮＡ技術により作製された場合には細胞物質または培
養培地を実質的に含まず、化学合成された場合には前駆体化学物質またはその他の化学物
質を実質的に含まない、核酸またはポリペプチドを指す。単離された核酸は、好ましくは
、その核酸が由来する生物において天然に該核酸に隣接している（ｆｌａｎｋｉｎｇ）配
列（即ち、該核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）を含まない。
【００５１】
本明細書において、「樹立された」または「確立された」細胞とは、特定の性質（例えば
、多分化能）を維持し、かつ、細胞が培養条件下で安定に増殖し続けるようになった状態
をいう。したがって、樹立された幹細胞は、多分化能を維持する。本発明では、樹立され
た幹細胞を使用することは、宿主から新たに幹細胞を採取するという工程を回避すること
ができるので好ましい。
【００５２】
本発明で用いられる細胞は、どの生物由来の細胞（たとえば、任意の種類の単細胞生物（
例えば、細菌、酵母）または多細胞生物（例えば、動物（たとえば、脊椎動物、無脊椎動
物）、植物（たとえば、単子葉植物、双子葉植物など）など））でもよい。例えば、脊椎
動物（たとえば、メクラウナギ類、ヤツメウナギ類、軟骨魚類、硬骨魚類、両生類、爬虫
類、鳥類、哺乳動物など）由来の細胞が用いられ、より詳細には、哺乳動物（例えば、単
孔類、有袋類、貧歯類、皮翼類、翼手類、食肉類、食虫類、長鼻類、奇蹄類、偶蹄類、管
歯類、有鱗類、海牛類、クジラ目、霊長類、齧歯類、ウサギ目など）由来の細胞が用いら
れる。１つの実施形態では、霊長類（たとえば、チンパンジー、ニホンザル、ヒト）由来
の細胞、特にヒト由来の細胞が用いられるがそれに限定されない。
【００５３】
本明細書において細胞の「表面抗原」とは、細胞の表面に存在する、抗原性を有する物質
またはその改変体をいう。本明細書において「抗原」（ａｎｔｉｇｅｎ）とは、抗体分子
によって特異的に結合され得る任意の基質をいう。本明細書において「免疫原」（ｉｍｍ
ｕｎｏｇｅｎ）とは、抗原特異的免疫応答を生じるリンパ球活性化を開始し得る抗原をい
う。表面抗原としては、例えば、タンパク質、糖タンパク質、糖脂質、糖鎖、リポ多糖な
どが挙げられるがそれらに限定されない。そのような例としては、例えば、ＣＤ、細胞接
着因子、細胞増殖因子レセプター、細胞外マトリクス、サイトカインレセプターなどが挙
げられるがそれらに限定されない。
【００５４】
本明細書において使用される「サイトカイン」は、当該分野において用いられる最も広義
の意味と同様に定義され、細胞から産生され同じまたは異なる細胞に作用する生理活性物
質をいう。サイトカインは、一般にタンパク質またはポリペプチドであり、免疫応答の制
禦作用、内分泌系の調節、神経系の調節、抗腫瘍作用、抗ウイルス作用、細胞増殖の調節
作用、細胞分化の調節作用などを有する。本明細書では、サイトカインはタンパク質形態
または核酸形態あるいは他の形態であり得るが、実際に作用する時点においては、サイト
カインは通常はタンパク質形態を意味する。
【００５５】
本明細書において用いられる「増殖因子」または「細胞増殖因子」とは、本明細書では互
換的に用いられ、細胞の増殖を促進または制御する物質をいう。増殖因子は、成長因子ま
たは発育因子ともいわれる。増殖因子は、細胞培養または組織培養において、培地に添加
されて血清高分子物質の作用を代替し得る。多くの増殖因子は、細胞の増殖以外に、分化
状態の制御因子としても機能することが判明している。
【００５６】
サイトカインには、代表的には、インターロイキン類、ケモカイン類、コロニー刺激因子
のような造血因子、腫瘍壊死因子、インターフェロン類が含まれる。増殖因子としては、
代表的には、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞増
殖因子（ＦＧＦ）、肝実質細胞増殖因子（ＨＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）のよ
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うな増殖活性を有するものが挙げられる。
【００５７】
本明細書において「細胞外マトリクス」（ＥＣＭ）とは「細胞外基質」とも呼ばれ、上皮
細胞、非上皮細胞を問わず体細胞（ｓｏｍａｔｉｃ　ｃｅｌｌ）の間に存在する物質をい
う。細胞外マトリクスは、組織の支持だけでなく、すべての体細胞の生存に必要な内部環
境の構成に関与する。細胞外マトリクスは一般に、結合組織細胞から産生されるが、一部
は上皮細胞、内皮細胞のような基底膜を保有する細胞自身からも分泌される。線維成分と
その間を満たす基質とに大別され、線維成分としては膠原線維および弾性線維がある。基
質の基本構成成分はグリコサミノグリカン（酸性ムコ多糖）であり、その大部分は非コラ
ーゲン性タンパクと結合してプロテオグリカン（酸性ムコ多糖－タンパク複合体）の高分
子を形成する。このほかに、基底膜のラミニン、弾性線維周囲のミクロフィブリル（ｍｉ
ｃｒｏｆｉｂｒｉｌ）、線維、細胞表面のフィブロネクチンなどの糖タンパクも基質に含
まれる。特殊に分化した組織でも基本構造は同一で、例えば硝子軟骨では軟骨芽細胞によ
って特徴的に大量のプロテオグリカンを含む軟骨基質が産生され、骨では骨芽細胞によっ
て石灰沈着が起こる骨基質が産生される。本発明において用いられる細胞外マトリクスと
しては、例えば、コラーゲン、エラスチン、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン、
フィブロネクチン、ラミニン、弾性繊維、膠原繊維などが挙げられるがそれに限定されな
い。本発明において用いられる場合、細胞外マトリクスは、好ましくは、宿主の自己細胞
を呼び寄せる活性を持っていることが有利である。
【００５８】
本明細書において「細胞接着分子」（Ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）
または「接着分子」とは、互換可能に使用され、２つ以上の細胞の互いの接近（細胞接着
）または基質と細胞との間の接着を媒介する分子をいう。一般には、細胞と細胞の接着（
細胞間接着）に関する分子（ｃｅｌｌ－ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ
）と，細胞と細胞外マトリックスとの接着（細胞－基質接着）に関与する分子（ｃｅｌｌ
－ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）に分けられる。本発明の
組織片では、いずれの分子も有用であり、有効に使用することができる。従って、本明細
書において細胞接着分子は、細胞－基質接着の際の基質側のタンパク質を包含するが、本
明細書では、細胞側のタンパク質（例えば、インテグリンなど）も包含され、タンパク質
以外の分子であっても、細胞接着を媒介する限り、本明細書における細胞接着分子または
細胞接着分子の概念に入る。
【００５９】
細胞の結合試験には、対象となる細胞を細胞培養用培地、酸緩衝溶液などの適当な媒体に
浮遊させ、これをマイクロアレイ上に滴下することで表面抗原と固定化抗体の抗原－抗体
反応を生起させる。数分から1時間程度の後、相互作用していない細胞を洗浄により除去
する。このようにして得た抗体マイクロアレイに細胞の結合したスポットを種々の計測法
を利用して検出する。
【００６０】
被検体に種々の細胞の混在が想定される場合には、分析対象となる細胞の結合したスポッ
トを見極めるため、既に知られている細胞内マーカーに対する抗体を用いて各スポット上
の細胞を免疫染色する。これによって染色される細胞がどのスポットに結合しているかを
知ることで、対象とする細胞種に発現する表面抗原を同定する。
【００６１】
（生化学および免疫化学）
本明細書において使用される用語「タンパク質」、「ポリペプチド」、「オリゴペプチド
」および「ペプチド」は、本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのアミノ酸
のポリマーをいう。このポリマーは、直鎖であっても分岐していてもよく、環状であって
もよい。アミノ酸は、天然のものであっても非天然のものであってもよく、改変されたア
ミノ酸であってもよい。この用語はまた、複数のポリペプチド鎖の複合体へとアセンブル
されたものを包含し得る。この用語はまた、天然または人工的に改変されたアミノ酸ポリ
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マーも包含する。そのような改変としては、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル
化、脂質化、アセチル化、リン酸化または任意の他の操作もしくは改変（例えば、標識成
分との結合体化）。この定義にはまた、例えば、アミノ酸の１または２以上のアナログを
含むポリペプチド（例えば、非天然のアミノ酸などを含む）、ペプチド様化合物（例えば
、ペプトイド）および当該分野において公知の他の改変が包含される。
【００６２】
本明細書において使用される用語「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および
「核酸」は、本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのヌクレオチドのポリマ
ーをいう。この用語はまた、「誘導体オリゴヌクレオチド」または「誘導体ポリヌクレオ
チド」を含む。「誘導体オリゴヌクレオチド」または「誘導体ポリヌクレオチド」とは、
ヌクレオチドの誘導体を含むか、またはヌクレオチド間の結合が通常とは異なるオリゴヌ
クレオチドまたはポリヌクレオチドをいい、互換的に使用される。そのようなオリゴヌク
レオチドとして具体的には、例えば、２’－Ｏ－メチル－リボヌクレオチド、オリゴヌク
レオチド中のリン酸ジエステル結合がホスホロチオエート結合に変換された誘導体オリゴ
ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のリン酸ジエステル結合がＮ３’－Ｐ５’ホスホロ
アミデート結合に変換された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のリボー
スとリン酸ジエステル結合とがペプチド核酸結合に変換された誘導体オリゴヌクレオチド
、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５プロピニルウラシルで置換された誘導体オリ
ゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５チアゾールウラシルで置換さ
れた誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のシトシンがＣ－５プロピニルシ
トシンで置換された誘導体オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド中のシトシンがフェ
ノキサジン修飾シトシン（ｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｃｙｔｏｓｉｎ
ｅ）で置換された誘導体オリゴヌクレオチド、ＤＮＡ中のリボースが２’－Ｏ－プロピル
リボースで置換された誘導体オリゴヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチド中のリボース
が２’－メトキシエトキシリボースで置換された誘導体オリゴヌクレオチドなどが例示さ
れる。他にそうではないと示されなければ、特定の核酸配列はまた、明示的に示された配
列と同様に、その保存的に改変された改変体（例えば、縮重コドン置換体）および相補配
列を包含することが企図される。具体的には、縮重コドン置換体は、１またはそれ以上の
選択された（または、すべての）コドンの３番目の位置が混合塩基および／またはデオキ
シイノシン残基で置換された配列を作成することにより達成され得る（Ｂａｔｚｅｒら、
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら、
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎ
ｉら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１－９８（１９９４））。
【００６３】
本明細書において、「改変体」とは、もとのポリペプチドまたはポリヌクレオチドなどの
物質に対して、一部が変更されているものをいう。そのような改変体としては、置換改変
体、付加改変体、欠失改変体、短縮（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）改変体、対立遺伝子変異体な
どが挙げられる。
【００６４】
本明細書中において、機能的に等価なポリペプチドを作製するために、アミノ酸の置換の
ほかに、アミノ酸の付加、欠失、または修飾もまた行うことができる。アミノ酸の置換と
は、もとのペプチドを１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好まし
くは１～３個のアミノ酸で置換することをいう。アミノ酸の付加とは、もとのペプチド鎖
に１つ以上、例えば、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のアミ
ノ酸を付加することをいう。アミノ酸の欠失とは、もとのペプチドから１つ以上、例えば
、１～１０個、好ましくは１～５個、より好ましくは１～３個のアミノ酸を欠失させるこ
とをいう。アミノ酸修飾は、アミド化、カルボキシル化、硫酸化、ハロゲン化、アルキル
化、グリコシル化、リン酸化、水酸化、アシル化（例えば、アセチル化）などを含むが、
これらに限定されない。置換、または付加されるアミノ酸は、天然のアミノ酸であっても
よく、非天然のアミノ酸、またはアミノ酸アナログでもよい。天然のアミノ酸が好ましい
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。
【００６５】
本明細書において使用される用語「ペプチドアナログ」または「ペプチド誘導体」とは、
ペプチドとは異なる化合物であるが、ペプチドと少なくとも１つの化学的機能または生物
学的機能が等価であるものをいう。したがって、ペプチドアナログには、もとのペプチド
に対して、１つ以上のアミノ酸アナログまたはアミノ酸誘導体が付加または置換されてい
るものが含まれる。ペプチドアナログは、その機能が、もとのペプチドの機能（例えば、
ｐＫａ値が類似していること、官能基が類似していること、他の分子との結合様式が類似
していること、水溶性が類似していることなど）と実質的に同様であるように、このよう
な付加または置換がされている。そのようなペプチドアナログは、当該分野において周知
の技術を用いて作製することができる。したがって、ペプチドアナログは、アミノ酸アナ
ログを含むポリマーであり得る。
【００６６】
本明細書において用いられる用語「抗体」とは、免疫反応において，抗原の刺激により生
体内に作られ抗原と特異的に結合するタンパク質またはその改変体をいい、例えば、ポリ
クローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、多重特異性抗体、キメラ
抗体、および抗イディオタイプ抗体、ならびにそれらの断片、例えばＦ（ａｂ’）２およ
びＦａｂ断片、ならびにその他の組換えにより生産された結合体を含むがそれらに限定さ
れない。さらにこのような抗体を、酵素、例えばアルカリホスファターゼ、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、αガラクトシダーゼなど、に共有結合させまたは組換えにより融合させ
てよい。
【００６７】
したがって、本明細書において「表面抗原に対する抗体」とは、少なくとも目的とする表
面抗原に対して親和性を示す抗体をいう。そのような抗体は、通常、下記に説明するよう
に、表面抗原を適切な動物に投与して免疫することによって生成されるが、下記に説明す
るように、既知の情報を元に化学的または遺伝子工学的に合成してもよい。あるいは、そ
のような抗体は一部、市販されており、そのような市販された抗体を用いてもよい。
【００６８】
本明細書中で使用される用語「モノクローナル抗体」は、同質な抗体集団を有する抗体（
組成物）をいう。この用語は、それが作製される様式によって限定されない。この用語は
、全免疫グロブリン分子ならびにＦａｂ分子、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆｖフラグ
メント、およびもとのモノクローナル抗体分子の免疫学的結合特性を示す他の分子を含む
。ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を作製する方法は当該分野で周知である
。
【００６９】
（抗体を産生する方法）
本発明において用いられる抗体の作製は、当該分野において周知である。抗体には、市販
のものを用いてもよい。例えば、ポリクローナル抗体の作製は、ポリペプチドの全長また
は部分断片精製標品、タンパク質の一部のアミノ酸配列を有するペプチド、複合糖鎖（例
えば、表面抗原）などを抗原として用い、動物に投与することにより行うことができる。
【００７０】
抗体を生産する場合、投与する動物として、ウサギ、ヤギ、ラット、マウス、ハムスター
等を用いることができる。その抗原の投与量は動物１匹当たり５０～１００μｇが好まし
い。ペプチドを用いる場合は、ペプチドをスカシガイヘモシアニン（ｋｅｙｈｏｌｅ　ｌ
ｉｍｐｅｔ　ｈａｅｍｏｃｙａｎｉｎ）またはウシチログロブリン等のキャリアタンパク
質に共有結合させたものを抗原とするのが望ましい。抗原とするペプチドは、ペプチド合
成機で合成することができる。その抗原の投与は、１回目の投与の後１～２週間おきに２
～１０回行う。各投与後、３～７日目に眼底静脈叢より採血し、その血清が免疫に用いた
抗原と反応することを酵素免疫測定法［酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法）：医学書院刊　
１９７６年、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌ
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ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｖｏｒａｔｏｒｙ（１９８８）］等で確認する。
【００７１】
免疫に用いた抗原に対し、その血清が充分な抗体価を示した非ヒト哺乳動物より血清を取
得し、その血清より、周知技術を用いてポリクローナル抗体を分離、精製することができ
る。モノクローナル抗体の作製もまた当該分野において周知である。抗体産性細胞の調製
のために、まず、免疫に用いた本発明のポリペプチドの部分断片ポリペプチドに対し、そ
の血清が十分な抗体価を示したラットを抗体産生細胞の供給源として使用し、骨髄腫細胞
との融合により、ハイブリドーマの作製を行う。その後、酵素免疫測定法になどより、本
発明のポリペプチドの部分断片ポリペプチドに特異的に反応するハイブリドーマを選択す
る。このようにして得たハイブリドーマから産生されたモノクローナル抗体は、本発明の
細胞分析などの種々の目的に使用することができる。
【００７２】
抗体をコードするポリヌクレオチドは、適切な供給源由来の核酸から作製することができ
る。ある抗体をコードする核酸を含むクローンは入手不可能だが、その抗体分子の配列が
既知である場合、免疫グロブリンをコードする核酸は、化学的に合成され得るか、あるい
は適切な供給源（例えば、抗体ｃＤＮＡライブラリーまたは抗体を発現する任意の組織も
しくは細胞（例えば、本発明の抗体の発現のために選択されたハイブリドーマ細胞）から
生成されたｃＤＮＡライブラリー、またはそれから単離された核酸（好ましくはポリＡ＋

ＲＮＡ））から、例えば、抗体をコードするｃＤＮＡライブラリーからのｃＤＮＡクロー
ンを同定するために、その配列の３’末端および５’末端にハイブリダイズ可能な合成プ
ライマーを使用するＰＣＲ増幅によって、またはその特定の遺伝子配列に特異的なオリゴ
ヌクレオチドプローブを使用するクローニングによって得ることができる。ＰＣＲによっ
て作製された増幅された核酸は、当該分野で周知の任意の方法を用いて、複製可能なクロ
ーニングベクターにクローニングされ得る。
【００７３】
一旦、抗体のヌクレオチド配列および対応するアミノ酸配列が決定されると、抗体のヌク
レオチド配列は、ヌクレオチド配列の操作について当該分野で周知の方法（例えば、組換
えＤＮＡ技術、部位指向性変異誘発、ＰＣＲなど（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９９
０，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｌｏｎｉｎｇ，Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，第２
版、Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎ
ｇ Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹおよびＡｕｓｕｂｅｌら編、１９９８，ＣｕｒｒｅｎｔＰｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ
，ＮＹに記載の技術を参照のこと。これらは両方がその全体において本明細書に参考とし
て援用される。））を用いて操作され、例えば、アミノ酸の置換、欠失、および／または
挿入を生成するように異なるアミノ酸配列を有する抗体を作製し得る。
【００７４】
さらに、適切な抗原特異性のマウスなどのある動物抗体分子由来の遺伝子を、適切な生物
学的活性のヒト抗体分子由来の遺伝子と共にスプライシングさせることによって、「キメ
ラ抗体」の産生のために開発された技術（Ｍｏｒｒｉｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．８１：８５１－８５５（１９８４）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒら、Ｎａｔｕ
ｒｅ３１２：６０４－６０８（１９８４）；Ｔａｋｅｄａら、Ｎａｔｕｒｅ ３１４：４
５２－４５４（１９８５））が使用され得る。上記のように、キメラ抗体は、異なる部分
が異なる動物種に由来する分子であり、このような分子は、マウスｍＡｂおよびヒト免疫
グロブリンの定常領域由来の可変領域を有する（例えば、ヒト化抗体）。
【００７５】
単鎖抗体を製造する場合、単鎖抗体の産生に関する記載された公知の技術（米国特許第４
，９４６，７７８号；Ｂｉｒｄ、Ｓｃｉｅｎｃｅ２４２：４２３－４２（１９８８）；Ｈ
ｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８５：５８７９－５８
８３（１９８８）；およびＷａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ３３４：５４４－５４（１９８９）
）が、利用され得る。単鎖抗体は、Ｆｖ領域の重鎖フラグメントおよび軽鎖フラグメント
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がアミノ酸架橋を介して連結されれることによって形成され、単鎖ポリペプチドを生じる
。Ｅ．ｃｏｌｉにおける機能性Ｆｖフラグメントのアセンブリのための技術もまた、使用
され得る（Ｓｋｅｒｒａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ２４２：１０３８－１０４１（１９８８））
。
【００７６】
本発明において用いられる抗体は、当該分野で公知の任意の抗体合成方法によって、化学
合成または好ましくは組換え発現技術によって産生され得る。
【００７７】
本発明において用いられる抗体、またはそのフラグメント、誘導体もしくはアナログ（例
えば、本発明において用いられる抗体の重鎖もしくは軽鎖または本発明の単鎖抗体）の組
換え発現は、その抗体をコードするポリヌクレオチドを含有する発現ベクターの構築を必
要とする。一旦、本発明の抗体分子または抗体の重鎖もしくは軽鎖、あるいはそれらの部
分（好ましくは、重鎖または軽鎖の可変ドメインを含有する）をコードするポリヌクレオ
チドが得られると、抗体分子の産生のためのベクターは、当該分野で周知の技術を用いる
組換えＤＮＡ技術によって生成され得る。従って、抗体をコードするヌクレオチド配列を
含有するポリヌクレオチドの発現によってタンパク質を調製するための方法は、本明細書
に記載される。当業者に周知の方法は、抗体をコードする配列ならびに適切な転写制御シ
グナルおよび翻訳制御シグナルを含有する発現ベクターの構築のために使用され得る。こ
れらの方法としては、例えば、インビトロの組換えＤＮＡ技術、合成技術、およびインビ
ボの遺伝子組換えが挙げられる。従って、本発明は、プロモーターに作動可能に連結され
た、本発明の抗体分子、あるいはその重鎖もしくは軽鎖、または重鎖もしくは軽鎖の可変
ドメインをコードするヌクレオチド配列を含む、複製可能なベクターを提供する。このよ
うなベクターは、抗体分子の定常領域（例えば、ＰＣＴ公開ＷＯ８６／０５８０７；ＰＣ
Ｔ公開 ＷＯ８９／０１０３６；および米国特許第５，１２２，４６４号を参照のこと）
をコードするヌクレオチド配列を含み得、そしてこの抗体の可変ドメインは、重鎖または
軽鎖の全体の発現のためにこのようなベクターにクローニングされ得る。
【００７８】
この発現ベクターは、従来技術によって宿主細胞へと移入され、次いで、このトランスフ
ェクトされた細胞は、本発明の抗体を産生するために、従来技術によって培養される。従
って、本発明は、異種プロモーターに作動可能に連結された、本発明の抗体、あるいはそ
の重鎖もしくは軽鎖、または本発明の単鎖抗体をコードするポリヌクレオチドを含む宿主
細胞を含む。二重鎖抗体の発現についての好ましい実施形態において、重鎖および軽鎖の
両方をコードするベクターは、以下に詳述されるように、免疫グロブリン分子全体の発現
のために宿主細胞中に同時発現され得る。
【００７９】
本明細書において「特異的な相互作用をするに十分な条件」とは、ある２つの分子が存在
した場合に、一方の分子と他方の分子との間の相互作用が生じる条件をいう。そのような
条件は、通常、抗体および細胞の場合、その抗体と、その細胞の目的とする表面抗原との
間の抗原抗体反応が生じるに十分な条件であり得る。そのような条件は、当業者が容易に
決定することができ、通常用いられる緩衝液（例えば、塩を適量含むＰＢＳなど）を室温
で用いることなどが挙げられるがそれらに限定されない。そのような条件を設定する際に
は、例えば、緩衝剤の種類および濃度、塩の種類および濃度、温度、界面活性剤の有無お
よび濃度、ｐＨ、時間などが挙げられるがそれらに限定されない。
【００８０】
（検出）
本発明の細胞分析方法では、細胞またはそれに相互作用する物質に起因する情報を検出す
ることができる限り、種々の検出方法および検出手段を用いることができる。そのような
検出方法および検出手段としては、例えば、目視、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、レーザー光
源を用いた読取装置、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）イメージング、電気信号、化学的ま
たは生化学的マーカーのいずれかあるいは複数種を用いる方法および手段を挙げることが
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できるがそれらに限定されない。
【００８１】
本発明において「抗体と細胞との相互作用」とは、抗体と細胞上の表面抗原との相互作用
をいい、そのレベルおよび頻度を測定することによって、その細胞がある特定の表面抗原
を発現しているかどうかおよびその量を調べることができる。表面抗原の作用が既知の場
合は、そのような表面抗原の有無および／または量を調べることによって、細胞の特定の
情報を知ることができる。そのような情報の相関性は、例えば、生体機能分子データブッ
ク（中外医学社）上出利光 他編著（２００１）などを参照して決定することができる。
そのようなレベルの表示単位は、測定装置または測定方法によって変動し、物理学的（例
えば、電気信号強度）、化学的（例えば、反応した物質の濃度など）または生化学的（生
化学的アッセイに使用した酵素の濃度、Ｋｉ値など）あるいはそれらの組み合わせで表示
することができる。
【００８２】
本明細書において「抗体上に細胞が単一の細胞で存在するような処理」は、抗体と細胞と
が相互作用した後で、相互作用しなかった細胞をリンスして除くことによって達成され得
る。本発明では、驚くべきことに、通常のリンスの工程により、抗体と相互作用した細胞
が単一の層の状態で存在することが明らかになった。したがって、本発明は、細胞が単一
の層で並ぶような方法およびそれによって調製される細胞チップも包含する。
【００８３】
（マーカー）
本明細書において「マーカー」とは、目的とする物質または状態についてレベルまたは頻
度を反映する因子（例えば、物質、エネルギーなど）をいう。そのようなマーカーとして
は、例えば、遺伝子をコードする核酸、遺伝子産物、代謝産物、レセプター、リガンド、
抗体などが挙げられるがそれらに限定されない。
【００８４】
したがって、本明細書において「細胞の状態に関連するマーカー」とは、細胞の状態を示
す細胞内因子（例えば、遺伝子をコードする核酸、遺伝子産物（例えば、ｍＲＮＡ、タン
パク質、翻訳後修飾タンパク質）、代謝産物、レセプターなど）に対して相互作用する因
子（例えば、リガンド、抗体など、相補的な核酸）などが挙げられるがそれらに限定され
ない。そのようなマーカーは、好ましくは、目的とする因子に対して特異的に相互作用す
ることが有利であり得る。そのような特異性は、例えば、類似の分子よりも目的の分子に
対する相互作用の程度が有意に高い性質を言う。本発明では、好ましくは、そのようなマ
ーカーは、細胞内部に存在する。本発明では、細胞内に存在するマーカーが細胞外にある
表面抗原と相関付けて分析することができるようになったという格別の効果が奏される。
【００８５】
本明細書において「相互作用」には、疎水性相互作用、親水性相互作用、水素結合、ファ
ンデルワールス力、イオン性相互作用、非イオン性相互作用、静電的相互作用などが挙げ
られるがそれらに限定されない。
【００８６】
本明細書において「相互作用のレベル」とは、抗体と細胞との相互作用について言及する
場合、細胞の表面上に存在する表面抗原と抗体との抗原抗体反応を含む相互作用の程度ま
たは頻度をいう。そのような相互作用のレベルは、当該分野において周知の方法によって
測定することができる。そのような方法としては、例えば、実際に相互作用し固定状態に
ある細胞の数を、例えば、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、位相差顕微鏡などを利用して、直接
または間接的に（例えば、反射光強度）計数すること、細胞に特異的なマーカー、抗体、
蛍光標識などで染色しその強度を測定することなどが挙げられるがそれらに限定されない
。このような測定値から、例えば、あるスポットにおいて実際に抗体に結合する細胞の個
数または頻度を算出することができる。
【００８７】
（スクリーニング）
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本明細書において「スクリーニング」とは、目的とするある特定の性質をもつ生物または
物質などの標的を、特定の操作／評価方法で多数を含む集団の中から選抜することをいう
。スクリーニングのために、細胞分析法を使用することができる。
【００８８】
そのようなスクリーニングとしては、例えば、ある表面抗原および必要に応じてある内部
情報を有することが判明したプレート上の細胞に対して、調べる対象である物質またはそ
のライブラリーを相互作用させて、目的の結果が現れる物質を選択するような方法が企図
される。
【００８９】
（発明の要旨）
以下に本発明の要旨を記載する。
【００９０】
各種の幹細胞、分化細胞に発現する未知の表面抗原を見つけ出したり、分化段階に応じて
発現することが知られている多種類の表面抗原を指標に細胞の分析を行うための方法を提
供するため、数種類から数千種類の多種類の抗体を微小な基板上に配列固定することで抗
体マイクロアレイを作製する。このとき用いる基板は細胞の検出に適したものが選択され
る。次に、抗体マイクロアレイの表面で被検細胞の結合試験を行う。固定化された抗体と
の親和性をもつ抗原が細胞表面に発現している場合には、そのスポットに細胞の結合が起
こる。細胞の結合したスポットを各種の方法で検出し、各スポットに固定化した抗体の種
類と対応させることで、その細胞に発現する複数の表面抗原を同時に同定する。分析対象
となる被検細胞が複数種類の細胞からなる混合物であるような場合には、既知の細胞内マ
ーカーを免疫染色することで、細胞表面抗原との対応付けを行う。
【００９１】
本発明の特徴でとりわけ強調すべき点は、上述のように、細胞内マーカーと未知の細胞表
面抗原の対応付けが可能なことであり、同様の分析を他の方法によって簡便に行うことは
不可能である。
【００９２】
（好ましい実施形態の説明）
以下に本発明の好ましい実施形態を説明する。
【００９３】
１つの局面において、本発明は、細胞を分析する方法に関する。この方法は、（ａ）表面
抗原に対する抗体が固定されたプレートを提供する工程；（ｂ）該プレート上の該抗体と
、細胞とを、該細胞の表面抗原と該抗体とが特異的な相互作用をするに十分な条件下で接
触させる工程；および（ｃ）該抗体と該細胞との相互作用のレベルを分析する工程、を包
含する。
【００９４】
ここで、表面抗原に対する抗体は、市販のものを用いてもよく、所望の表面抗原に対する
抗体を調製してもよい。そのような表面抗原もまた、市販のものを用いてもよく、所望の
表面抗原を調製してもよい。そのような調製は、化学合成、生化学的生産、遺伝子工学的
生産などの任意の方法を用いて行うことができる。
【００９５】
抗体をプレート（例えば、マイクロアレイ）に固定する工程もまた当業者は容易に実施す
ることができる。例えば、基板表面を活性化したり、縮合剤等を併用することで抗体を固
定化することができる。
【００９６】
表面抗原と抗体とが特異的な相互作用をするに十分な条件下で接触させることもまた、当
業者は、本明細書の記載を元に容易に実施することができる。例えば、抗体が固定された
チップを緩衝液（例えば、ＰＢＳなど）に浸し、それに細胞を加えることによってそのよ
うな接触条件が達成され得る。
【００９７】
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抗体と細胞との間の相互作用のレベルの分析は、当該分野において公知の方法または装置
を用いて行うことができる。分析手段としては、例えば、生化学的手段、可視光、表面プ
ラズモン共鳴（ＳＰＲ）、紫外線、赤外線、蛍光、化学発光、燐光、放射能、磁気または
電気信号などを手段として検出する方法が挙げられるがそれらに限定されない。生化学的
手段としては、酵素－基質、抗体抗原反応、リガンドレセプター反応などを利用する手段
が挙げられるがそれらに限定されない。化学的手段としては、例えば、特定の官能基との
反応性などが挙げられるがそれらに限定されない。可視光、紫外線、赤外線などの測定は
、通常光の測定に用いられる手段（センサー）を用いて行うことができる。蛍光、化学発
光、燐光などは、そのような信号を発する化学物質で細胞などの標的を標識し、その光を
測定することができる。放射能、磁気、電気信号などもまた、種々の機器（ガイガーカウ
ンター、電磁気測定器、電流測定器など）を用いて測定することができる。
【００９８】
好ましい実施形態において、本発明の細胞分析方法は、（ｄ）前記細胞の状態に関連する
マーカーを検出し、該マーカーと前記抗体とを相関付ける工程をさらに包含する。細胞の
状態に関連するマーカーは、既知のものでもよく、未知のものでもよい。既知のものを使
用する場合は、当該分野において知られた情報を利用することができる。そのような情報
については、本明細書の記載および／または生体機能分子データブック（中外医学社） 
上出利光 他編著（２００１）などの書籍を参照することができる。相関付けは、当業者
は、その目的に応じ適宜行うことができる。例えば、ある表面抗原とあるマーカーとがほ
ぼ同じ挙動を示す場合、一方の因子（例えば、表面抗原）について細胞の状態がわかって
いる（例えば、分化の方向など）場合、他の因子（例えば、マーカー）についてもそのよ
うな状態を表すマーカーであるか否かを同定することができる。あるいは、一方の因子が
ある状態（分化の方向など）を示すことがわかっている場合であって、他の因子について
もある状態を示すことがわかっている場合（例えば、ある特定の代謝物を分泌する）、そ
れら２つの因子が同じ挙動を示している場合は、２つの事象を相関付けることができる。
【００９９】
好ましい実施形態において、本発明のプレートは、マイクロアレイの形態をとる。マイク
ロアレイを用いることによって、多数の細胞についての情報を同時に調査することができ
る。マイクロアレイの製造方法および使用方法は、当該分野において知られており、その
ような方法は、本明細書において上述しており、下記非限定的実施例に具体的に説明され
る。
【０１００】
好ましくは、本発明の（ｂ）工程において、前記抗体と相互作用する前記細胞が単一の細
胞で存在するように処理される。単一層を構成するような処理は、本発明において予想外
なことに、通常の緩衝液中での接触およびリンスによって達成されることがわかった。し
たがって、そのような単一層の細胞がアレイのようなプレート上で達成されたことは、細
胞の均一な分析および精確な分析を行うことにおいて有利であり得る。
【０１０１】
好ましい実施形態において、本発明において用いられる表面抗原は、ＣＤ、細胞接着因子
、細胞増殖因子レセプターおよびサイトカインレセプターからなる群より選択される。１
つの好ましい実施形態では、表面抗原は、その正体が既知であるものが用いられる。別の
好ましい実施形態では、表面抗原は、その正体が未知のものが使用される。未知のものを
使用することによって、本発明の細胞分析方法により、その正体を解明することができる
。そのような解明方法は、従来にはなく、本発明によって初めて達成することができたと
いえる。
【０１０２】
１つの実施形態において、本発明において用いられるマーカーは、ｍＲＮＡ、タンパク質
、改変タンパク質、糖鎖および代謝産物からなる群より選択される物質に対して特異的に
相互作用する因子であり得る。ｍＲＮＡに対する因子としては、例えば、相補配列を有す
る核酸分子（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡなど）などが挙げられ、タンパク質または改変タン
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パク質（改変タンパク質とは、タンパク質の改変体であり、例えば、糖鎖、脂質などで修
飾されたものを含む）に対する因子としては例えば、抗体、レセプター、リガンド、基質
などが挙げられ、糖鎖に対する因子としては、例えば、抗体、レクチンなどが挙げられ、
代謝産物に対する因子としては、特異的に相互作用する物質（例えば、色素）などが挙げ
られるがそれらに限定されない。
【０１０３】
好ましい実施形態において、本発明において意図されるマーカーは、細胞の内部状態に関
連するものであり得る。そのようなマーカーとしては、シグナル伝達カスケード上の分子
、転写因子、核内レセプター、染色体、細胞骨格、微小管、それらの代謝物もしくは分泌
物などが挙げられるがそれらに限定されない。
【０１０４】
マーカーの検出手段としては、例えば、上記因子のほかに、例えば、生化学的手段、可視
光、紫外線、赤外線、蛍光、化学発光、燐光、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）、放射能、
磁気および電気信号などが挙げられるがそれらに限定されない。このような手段は、当業
者に公知であり、本明細書において上述したような方法を適宜用いるか組み合わせて用い
ることができる。
【０１０５】
好ましい実施形態において、本発明において用いられるプレートは、金属、ガラス、高分
子、セラミックスなどの一種以上を含む基板上に複数の抗体が１０μｍ～１０ｍｍのスポ
ット状に共有結合あるいは物理的相互作用によって配列固定されたマイクロアレイである
。基板の材料は、上述のように抗体が固定され得る限りどのような材質でもよい。固定さ
れる抗体の数は、通常多いほうが好ましいが、測定技術の限界および物理的限界などの限
界により、ある一定の上限があり得る。通常、少なくとも１０２個、より好ましくは少な
くとも１０３個、およびさらに好ましくは少なくとも１０４個、さらにより好ましくは少
なくとも１０５個を含むことが好ましい。スポットの大きさは、通常１０μｍ～１０ｍｍ
であり得るが、細胞の大きさを考慮して適宜決定することができる。抗体固定の方法は、
共有結合または他の相互作用が挙げられる。共有結合が好ましい。リンスなどによって解
離することがほとんどないからである。
【０１０６】
好ましい実施形態において、使用される細胞は、同種または異種であり得、目的に応じて
使い分けることができる。同種の細胞を用いる場合としては、例えば、異なる抗体に対す
る反応性を網羅的に観察する場合などが挙げられる。異種の細胞を用いる場合としては、
例えば、実際の検体などの医療サンプルの分析をする場合などが挙げられるがそれらに限
定されない。あえて複数種類の細胞を含ませることも可能である。そのような場合、複数
の細胞の間の相互作用を観察することも可能である。
【０１０７】
好ましい実施形態において、本発明において用いられる細胞は、各種臓器の正常細胞、疾
患をもつ細胞のような分化細胞ならびにそれらの前駆細胞、胚性幹細胞、胎児由来幹細胞
、未分化細胞、樹立系細胞または遺伝子の改変された細胞を含む。
【０１０８】
好ましい実施形態において、本発明の細胞分析における検出は、目視、光学顕微鏡、蛍光
顕微鏡、レーザー光源を用いた読取装置、表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）イメージングの
いずれかあるいは複数種、あるいは化学的または生化学的マーカーを手段として行われる
。そのような方法は、当該分野において周知であり、本明細書において上述したような方
法を適宜使用して行うことができる。
【０１０９】
本発明の細胞分析方法を用いると、表面抗原がタイピングされる。ここで、「タイピング
」とは、表面抗原のタイプを分類することを言う。したがって、本発明の細胞分析方法は
、新たな表面抗原を分類すること、既知の表面抗原のさらなる解析などに用いることがで
きる。そのような解析、同定は、従来技術では達成不可能であった。したがって、好まし
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い実施形態において、本発明の細胞分析は、未知の細胞表面抗原を見出すためおよび／ま
たは既知の表面抗原の発現プロファイルを調べるために行われる。ここで、「発現プロフ
ァイル」とは、ある遺伝子について言及するとき、その発現の挙動を表すプロファイルを
いう。そのような発現プロファイルは、発現の挙動を複数点において調べることによって
作成することができる。
【０１１０】
使用される抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体であってもよい。目的
に応じてこれらの抗体は使い分けることができる。モノクローナル抗体が好ましい。ある
特定の表面抗原のみを標的とすることができるからである。しかし、ポリクローナル抗体
もまた、ある実施形態では有利に用いられる。例えば、いくつかの抗原を網羅的に１つの
アドレスまたはスポットで観察したい場合には、ポリクローナル抗体の使用が有利であり
得る。
【０１１１】
別の局面において、本発明は、細胞を分析するための、抗体が固定されたプレートを提供
する。好ましくは、プレートは、マイクロアレイである。このようなプレートまたはマイ
クロアレイは、当該分野において公知の方法で製造することができ、そのような方法は、
本明細書において上述した方法または引用した文献に記載されている。当業者は、そのよ
うな記載を参酌して適宜所望のプレートまたはマイクロアレイを製造することができる。
そのようなプレートおよびマイクロアレイは、スクリーニング、医療用途（臨床検査、診
断など）において有用である。
【０１１２】
本明細書において「診断」とは、被検体における疾患、障害、状態などに関連する種々の
パラメータを同定し、そのような疾患、障害、状態の現状を判定することをいう。本発明
の方法またはシステムを用いることによって、細胞状態に関連する情報を得ることができ
、その情報を用いて、被検体における疾患、障害、状態などの種々のパラメータを特定す
ることができる。
【０１１３】
本発明はまた、本発明のプレートと測定装置とを含む細胞分析システムに関する。そのよ
うなプレートおよび測定装置は、本明細書において上述したようなものを適宜組み合わせ
て利用することができる。
【０１１４】
本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体が
、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【０１１５】
以上、本発明を、理解の容易のために好ましい実施形態を示して説明してきた。以下に、
実施例に基づいて本発明を説明するが、上述の説明および以下の実施例は、例示の目的の
みに提供され、本発明を限定する目的で提供したのではない。従って、本発明の範囲は、
本明細書に具体的に記載された実施形態にも実施例にも限定されず、特許請求の範囲によ
ってのみ限定される。
【０１１６】
【実施例】
以下に実施例を示して本発明をさらに詳しく説明するが、この発明は以下の例に限定され
るものではない。
【０１１７】
（実施例１）
T細胞系急性リンパ性腫瘍細胞に発現することの知られているＣＤ７に対する抗体をマイ
クロスポット状に固定したセルロース膜を作製した。まず、再生セルロース膜を０．１２
Mトレシルクロライド溶液に浸漬し、室温で１時間反応させることでトレシル基を導入し
た。これによって活性化された膜上に直径０．５ｍｍのステンレス針を用いて抗体溶液を
スポッティングすることで抗体の固定化を行った。比較のため、免疫グロブリンＧ（Ｉｇ
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Ｇ）および免疫グロブリンＭ（ＩｇＭ）も固定化した。それらの配置を図１（ａ）に示す
。抗体を固定化したセルロース膜は、ウシ血清アルブミンでブロッキングした。次に、蛍
光染料であるローダミンで予め染色されたT細胞系急性リンパ性腫瘍細胞（ＣＣＲＦ－Ｃ
ＥＭ：（財）ヒューマンサイエンス財団より分譲）を０．５３ｍＭ　ＥＤＴＡを含むリン
酸緩衝液に分散させ、この分散液を上記の抗体マイクロアレイに滴下した。３０分後、浮
遊する細胞を除去した後、蛍光顕微鏡を用いて各スポットを観察した。
【０１１８】
図１（ｂ）に示すように、ＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞は抗ＣＤ７抗体を固定化したスポットの
みに再現性よく結合した。一方、ＩｇＧおよびＩｇＭを固定したスポットならびに各々の
スポット周囲のバックグラウンド領域への細胞の非特異的な結合はまったく認められなか
った。この結果は、本発明の抗体マイクロアレイを用いることによって表面抗原の有無を
簡便に調べることができることを示す。
【０１１９】
（実施例２）
実施例１と同様の方法で抗体マイクロアレイを作製した。そのさい、一枚のセルロース膜
上に固定化する抗ＣＤ７抗体のスポット数を増やし、同時に分析できるスポット数を増加
させた。また、細胞の結合試験には、蛍光標識されたＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞、および、非
標識かつＣＤ７を発現していないことが確認されたＢｕｒｋｉｔｔリンパ腫細胞（Ｒａｍ
ｏｓ：（財）ヒューマンサイエンス財団より分譲）を種々の割合で混合して用いた。
【０１２０】
抗体マイクロアレイの抗ＣＤ７抗体スポット上に結合した細胞の明視野光学顕微鏡像と蛍
光顕微鏡像を図２に示す。また、各スポットに接着した全細胞数に対するＣＣＲＦ－ＣＥ
Ｍ細胞の割合を図３に示す。これらの図からわかるように、スポットに結合した細胞はす
べてがＣＤ７を発現するＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞であり、その結合細胞密度は、被検体にお
けるＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の組成と一致した。このことは、本発明の手法が、母集団にお
ける細胞組成を反映した結果をもたらすものであることを明確に示す。
【０１２１】
（実施例３）
実施例1と同様の方法で抗体マイクロアレイを作製した。ここでは、表面抗原のよく知ら
れていない神経幹細胞の分析を目的として、Ｏ４、ＣＤ５７、ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ
１０５、ＣＤ１１５に対するモノクローナル抗体を固定した。また、陰性コントロールと
してＩｇＧおよびＩｇＭ、陽性コントロールとしてフィブロネクチンも固定化した。この
抗体マイクロアレイ上でラット胎児の線条体から単離した神経細胞の接着試験を行った。
妊娠１６日目のラット胎児の線条体から神経細胞を単離し、線維芽細胞増殖因子および上
皮細胞増殖因子を含む培地中で培養することによってニューロスフェアを形成させた。こ
れらの細胞を分散させ、５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌの細胞浮遊液を調製した。抗体をス
ポッティングしたセルロース膜上に細胞浮遊液を滴下した後、３７〇Ｃ、５％ＣＯ２の培
養器中に1時間静置し、細胞を結合させた。
【０１２２】
図４に、各種の抗体をスポッティングしたセルロース膜上に結合した未分化神経細胞の光
学顕微鏡写真を示す。比較として用いたフィブロネクチンのスポット上に最も多くの細胞
が接着していた。抗ＣＤ５７抗体およびＯ４抗体を固定したスポット上には比較的多くの
細胞が接着し、抗ＣＤ４４抗体のスポット上にも僅かではあるが細胞の接着がみられた。
一方、ＩｇＧ、ＩｇＭ、抗ＣＤ１０５抗体,　抗ＣＤ１１５抗体、抗ＣＤ９０抗体の各ス
ポット上には細胞の接着は認められなかった。
【０１２３】
次に、セルロース膜上に接着した細胞を４％パラホルムアルデヒドにて固定し、未分化神
経細胞の細胞内マーカーであるｎｅｓｔｉｎおよびｖｉｍｅｎｔｉｎ、成熟神経細胞の細
胞内マーカーであるＴｕＪ１、成熟アストロサイトの細胞内マーカーであるＧＦＡＰに対
する抗体をそれぞれ結合させた。次に、ローダミンで標識された２次抗体を用いて細胞を
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処理し、染色された細胞を蛍光顕微鏡を用いて観察した。免疫染色された細胞の割合を図
５に示す。図からわかるように、抗Ｏ４抗体および抗ＣＤ５７抗体の各スポット上の細胞
は、神経幹細胞内に発現することが知られているｎｅｓｔｉｎおよびｖｉｍｅｎｔｉｎを
高値に発現していた。これらの細胞は、成熟ニューロンおよび成熟アストロサイトの細胞
内マーカーであるＴｕＪ１およびＧＦＡＰでは染色されなかった。以上の結果は、未分化
神経細胞上にＣＤ５７およびＯ４が発現していることを強く示唆するものである。
【０１２４】
本実施例が示すように、本発明の方法を用いることによって、被検細胞に発現する表面抗
原と細胞内マーカーとの対応付けが可能であり、単一ではない細胞集団内のある特定の細
胞種に関して、その表面抗原を同定することができる。
【０１２５】
（実施例４）
実施例３と同様に、各種の抗体を固定した抗体マイクロアレイを作製し、ラット胎児線条
体由来の神経細胞の結合試験を行った。ただし、細胞の結合試験に先立って、ポリ－Ｌ－
オルニチン／ラミニンコーティングした培養皿上にニューロフェアを接着させ、１％ウシ
胎児血清含有培地で１週間培養（分化培養）することで、神経細胞への分化を進行させた
。
【０１２６】
図６に示すように、分化を進行させた細胞では、未分化な細胞を用いた場合（実施例３）
に比べ、抗ＣＤ４４抗体および抗ＣＤ９０抗体の各スポットに接着する細胞の数が増加し
た。ＣＤ４４およびＣＤ９０は成熟アストロサイトおよび成熟ニューロンの表面抗原とし
て知られていることから、分化培養の結果、ニューロスフェア中に含まれていた未分化細
胞が、アストロサイト、ニューロンへ分化誘導されたものと考えられる。これらの細胞で
は、ｎｅｓｔｉｎおよびｖｉｍｅｎｔｉｎに対する免疫染色ではほとんど染色されなかっ
たが、この結果も、分化培養によって分化の進行したことを支持する。以上の結果は、本
発明の手法が細胞の分化段階を迅速に調べる方法としても応用できることを示している。
【０１２７】
（実施例５）
抗体アレイの作製には、アルカンチオール単分子膜のマイクロパターン化表面を利用した
。すなわち、片面に金薄膜を蒸着したガラス基板に、メチル基をもつアルカンチオール（
ｎ－ヘキサデシルメルカプタン）の単分子膜を形成させた。この単分子膜に、直径１ｍｍ
のスポットを５×５のマトリックス状に配置したフォトマスクを重ね、紫外線を照射した
。これにより、照射部のアルカンチオールをスポット状に除去した。次に、露出した金ス
ポット内にカルボキシル基をもつアルカンチオール（１１－メルカプトウンデカン酸）の
単分子膜を形成させた。スポット表面のカルボキシルをＮ－ヒドロキシスクシンイミドを
用いて活性エステルに変換した後、約１００ｎｌの抗体溶液を各スポットに滴下すること
で、抗体の固定化を行った。スポット周囲のバックグラウンド領域への細胞接着を抑える
ため、ウシ血清アルブミンによるブロッキングを行った。
【０１２８】
実施例３と同様に、ラット胎児線条体から単離した細胞をもとにニューロスフェアを形成
させることで未分化神経細胞を得た。ニューロスフェアを分散させた後、上記と同様の方
法で抗体アレイへの細胞接着試験に供した。この細胞を培地に浮遊させ、その０．２ｍｌ
を抗体アレイに滴下した。これを３７〇Ｃおよび５％ＣＯ２の雰囲気下に静置することで
、細胞を接着させた。２時間３０分後、抗体アレイをリン酸緩衝液で洗浄し、非接着細胞
を除去した。その後、スポットに接着した細胞を４％グルタルアルデヒド溶液を用いて固
定した。
【０１２９】
固定化した抗体の種類ならびに細胞の接着した抗体アレイの実体顕微鏡像を図７に示す。
図からわかるように、Ｏ４、ＣＤ４４、ＣＤ５７に対する抗体を固定したスポットには多
くの細胞が接着していた。一方、ＧＤ２、ＣＤ９０、ＣＤ１３３に対する抗体および陰性
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コントロールである免疫ブロブリンＧ（ＩｇＧ）および免疫ブロブリンＭ（ＩｇＭ）を固
定したスポット上には細胞の接着はほとんど認められなかった。これらの結果より、本接
着試験に用いた細胞にはＯ４、ＣＤ４４、ＣＤ５７の発現されていることがわかった。ま
た、ＣＤ４４は成熟アストロサイトに発現することが知られており、用いた細胞はある程
度分化の進行した細胞集団であることが示唆される。このように、本発明の方法を用いる
ことで、迅速な分析を行うことが可能である。
【０１３０】
以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は、
特許請求の範囲によってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。本明細
書において引用した特許、特許出願および文献は、その内容自体が具体的に本明細書に記
載されているのと同様にその内容が本明細書に対する参考として援用されるべきであるこ
とが理解される。
【０１３１】
（本発明の有用性）
本発明は細胞表面マーカータイピング法に関するものであり、この方法は、まず第一に、
幹細胞を用いた再生医療研究の現場で用いられることが予想される。本発明の方法によっ
て、各種の幹細胞に関する理解が深まり、幹細胞の同定ならびに選別などの操作がより簡
便に行えるようになる。ひいては、再生医療の進歩を大きく促し、医療、福祉への多大な
貢献をなすことと期待される。
【０１３２】
また、本発明は、幹細胞を対象とした表面マーカータイピングにとどまらず、各種の分化
細胞にも同様に適用することができる。たとえば、血液関連細胞および癌細胞の表面マー
カーの免疫形質タイピングに用いることで、これまでより迅速で簡便な臨床検査が可能に
なる。いずれの場合においても、フローサイトメーターが既往の技術として上げられるが
、本発明の方法は、簡便性、網羅性、経済性の観点で優位性の高い分析システムを提供す
るものである。
【０１３３】
【発明の効果】
本発明により、細胞の表面抗原を簡便および／または大量に迅速に分析することが達成さ
れた。また、本発明により、細胞に関連する複数の情報を精確に１：１での相関が達成さ
れた。
【図面の簡単な説明】
【図１】抗ＣＤ７抗体を固定化した抗体マイクロアレイへのＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の結合
。（ａ）抗ＣＤ７抗体および陰性コントロールとして固定化したＩｇＧおよびＩｇＭの配
置。（ｂ）ＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の結合した抗体マイクロアレイの蛍光顕微鏡写真。
【図２】抗ＣＤ７抗体固定化マイクロアレイへのＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の結合。結合試験
は蛍光標識したＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞と非標識のＲａｍｏｓ細胞の混合分散液を用いて行
った。被検体中のＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の割合を図の左に示す。写真の左列は位相差顕微
鏡像であり、すべての細胞が可視化されている。一方、右列は蛍光顕微鏡像であり、蛍光
標識されたＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞のみが可視化されている。
【図３】被検体中のＣＣＲＦ－ＣＥＭ細胞の割合と、各スポットに結合したＣＣＲＦ－Ｃ
ＥＭ細胞数の関係。
【図４】各種の抗体をスポッティングしたセルロース膜上に結合した未分化神経細胞の位
相差顕微鏡写真。スポットに固定した抗体あるいはタンパク質：（ａ）フィブロネクチン
、（ｂ）抗Ｏ４抗体、（ｃ）抗ＣＤ５７抗体、（ｄ）抗ＣＤ４４抗体。
【図５】フィブロネクチン、抗Ｏ４抗体、抗ＣＤ５７抗体を固定化した各スポットに結合
した細胞について、ｎｅｓｔｉｎおよびｖｉｍｅｎｔｉｎを免疫染色したときの陽性細胞
の割合。白四角：ｎｅｓｔｉｎ、黒四角：ｖｉｍｅｎｔｉｎ。
【図６】各種の抗体をスポッティングしたセルロース膜上に結合したラット胎児脳由来神
経細胞の位相差顕微鏡写真。細胞は分化培養を行った後に試験に供した。スポットに固定
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した抗体およびタンパク質：（ａ）フィブロネクチン、（ｂ）抗Ｏ４抗体、（ｃ）抗ＣＤ
５７抗体、（ｄ）抗ＣＤ４４抗体、（ｅ）抗ＣＤ９０抗体。
【図７】アルカンチオールのパターン化単分子膜を利用して固定化した抗体の種類ならび
にラット胎児線条体由来神経細胞の接着した抗体アレイの実体顕微鏡像。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】
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