
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】細胞が生きたままで細胞内のタンパク質を検出

ないし定量し、あるいは、細胞の識別ないし選別を行う

方法を提供する。

【解決手段】細胞内または細胞間タンパク質抗原に対す

る抗体を固定化した細胞挿入用針状材料。同材料を細胞

内或いは細胞間隙に挿入して抗原抗体複合体を生じさせ

、該針状材料を抜き出す際に該針状材料にかかる力を測

定することを特徴とする細胞内または細胞間タンパク質

量を定量すると共に、細胞の種類を判定及び識別する方

法。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 胞 内 ま た は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料 。
【 請 求 項 ２ 】
細 胞 内 ま た は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料 を 細 胞
内 或 い は 組 織 の 細 胞 間 隙 に 挿 入 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 細 胞 内 タ ン パ ク 質 抗 原 と 該 抗 体
を 相 互 作 用 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
細 胞 内 ま た は 細 胞 間 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用
針 状 材 料 を 細 胞 内 ま た は 組 織 の 細 胞 間 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 生 じ さ せ 、 該 針 状 材 料
を 抜 き 出 す 際 に 該 針 状 材 料 に か か る 力 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 の
抗 原 タ ン パ ク 質 を 力 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 内 ま た は 細 胞 間 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用
針 状 材 料 を 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 生 じ さ せ 、 該 針 状 材 料 を 抜 き
出 す 際 に 該 針 状 材 料 に か か る 力 を 測 定 し 、 得 ら れ る 測 定 値 に 基 づ き 前 記 細 胞 内 ま た は 細 胞
間 タ ン パ ク 質 量 を 定 量 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
細 胞 内 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料 を 細
胞 内 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 反 応 を 生 じ さ せ 、 該 針 状 材 料 を 抜 き 出 す 際 に 該 針 状 材 料 に か か る
力 を 測 定 し 、 得 ら れ る 測 定 値 に 基 づ き 細 胞 の 種 類 を 判 別 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 内 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料 、 外 信 状 材 料 に か か
る 力 を 検 出 す る 手 段 、 検 出 さ れ た 力 学 情 報 に 基 づ き 細 胞 の 種 類 を 分 析 す る 手 段 、 細 胞 の 種
類 ご と に 細 胞 の 種 類 を 選 別 す る 手 段 を 備 え た セ ル ソ ー タ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 細 胞 内 も し く は 細 胞 間 の タ ン パ ク 質 に 関 す る 情 報 を 得 、 こ れ に よ り 、 細 胞 内 タ
ン パ ク 質 の 定 量 あ る い は 細 胞 の 種 類 の 判 別 を す る 方 法 、 並 び に セ ル ソ ー タ ー に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 細 胞 を 識 別 、 判 別 す る 方 法 と し て 、 免 疫 に よ る 方 法 が 従 来 法 で あ る 。 細 胞 膜 表 面 に 提 示
さ れ た タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー に し た 抗 体 を 用 い 、 セ ル ソ ー タ ー な ど に よ り 細 胞 を 選 別 す る
方 法 は 確 立 さ れ て い る が 、 細 胞 の 内 部 の タ ン パ ク 質 を マ ー カ ー と し た 場 合 に は 、 生 き た ま
ま の 細 胞 を 抗 体 で 識 別 す る こ と は 出 来 な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 内 に 物 質 を 導 入 す る 方 法 と し て 、 遺 伝 子 を 固 定 化 し た 針 状 物 を 細 胞 内 に 挿 入 し 、 細
胞 の 動 態 変 化 を リ ア ル タ イ ム で 観 察 す る 技 術 が 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ ）
　 し か し な が ら 、 特 許 文 献 １ で は 細 胞 内 で の 外 来 遺 伝 子 発 現 の 影 響 を 見 る こ と が で き る が
、 細 胞 の 種 類 を 判 別 す る こ と は で き な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2003-325161
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 が 生 き た ま ま で 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 を 検 出 な い し 定 量 し 、 あ る い は 、 細
胞 の 識 別 な い し 選 別 を 行 う こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 に 関 す る 。
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１ ． 　 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料
。
２ ． 　 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料
を 細 胞 内 或 い は 組 織 の 細 胞 間 隙 に 挿 入 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 細 胞 内 タ ン パ ク 質 抗 原 と
該 抗 体 を 相 互 作 用 さ せ る 方 法 。
３ ． 　 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞
挿 入 用 針 状 材 料 を 細 胞 内 ま た は 組 織 の 細 胞 間 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 生 じ さ せ 、 該 針
状 材 料 を 抜 き 出 す 際 に 該 針 状 材 料 に か か る 力 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 内 ま た は 細
胞 間 の 抗 原 タ ン パ ク 質 を 力 学 的 に 検 出 す る 方 法 。
４ ． 　 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞
挿 入 用 針 状 材 料 を 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 複 合 体 を 生 じ さ せ 、 該 針 状 材 料
を 抜 き 出 す 際 に 該 針 状 材 料 に か か る 力 を 測 定 し 、 得 ら れ る 測 定 値 に 基 づ き 前 記 細 胞 内 ま た
は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 量 を 定 量 す る 方 法 。
５ ． 　 細 胞 内 で 局 在 化 さ れ た タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材
料 を 細 胞 内 に 挿 入 し て 抗 原 抗 体 反 応 を 生 じ さ せ 、 該 針 状 材 料 を 抜 き 出 す 際 に 該 針 状 材 料 に
か か る 力 を 測 定 し 、 得 ら れ る 測 定 値 に 基 づ き 細 胞 の 種 類 を 判 別 す る 方 法 。
６ ． 　 細 胞 内 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 固 定 化 し た 細 胞 挿 入 用 針 状 材 料 、 外 信 状 材 料
に か か る 力 を 検 出 す る 手 段 、 検 出 さ れ た 力 学 情 報 に 基 づ き 細 胞 の 種 類 を 分 析 す る 手 段 、 細
胞 の 種 類 ご と に 細 胞 の 種 類 を 選 別 す る 手 段 を 備 え た セ ル ソ ー タ ー 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 生 き た ま ま の 細 胞 に お い て 、 細 胞 内 ま た は 細 胞 間 タ ン パ ク 質 の 定 量 を
行 う こ と が で き る 。 ま た 、 針 状 材 料 に か か る 力 （ 力 学 情 報 ） に 基 づ き 、 細 胞 内 タ ン パ ク 質
の 定 量 、 細 胞 の 識 別 及 び 細 胞 の 選 別 を 生 き た 細 胞 に お い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 来 の セ ル ソ ー タ ー と 異 な り 、 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 情 報 に 基 づ き 細 胞 選 別 が 可 能 で あ る
の で 、 全 て の 細 胞 の 選 別 が 可 能 で あ り 、 例 え ば 幹 細 胞 な ど で は 、 将 来 ど の よ う に 分 化 す る
か の 情 報 も 含 め て 精 密 な 選 別 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 で 使 用 す る 針 状 材 料 の 形 状 は 、 細 長 く 、 先 端 及 び 幅 が 十 分 小 さ く 、 細 胞 に 挿 入 し た
場 合 に 細 胞 に 実 質 的 に ダ メ ー ジ を ほ と ん ど 或 い は 全 く 与 え な い 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、
例 え ば 円 筒 形 、 円 錐 形 、 筒 状 （ 角 柱 状 を 含 む ） 、 角 錐 形 等 の 形 状 が 例 示 さ れ る 。 先 端 が 鋭
利 で あ る 必 要 は な い 。 針 状 材 料 は 、 円 柱 形 の 方 が 細 胞 に 対 す る 侵 襲 性 が よ り 低 く 、 導 入 効
率 を 高 め ら れ る こ と か ら 好 ま し い 。 ま た 、 針 状 材 料 の ア ス ペ ク ト 比 は 、 ５ ： １ ～ ５ ０ ： １
程 度 、 好 ま し く は １ ０ ： １ ～ ４ ０ ： １ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 針 状 材 料 の サ イ ズ （ 円 筒 型 の 場 合 の 直 径 に 相 当 し 、 円 筒 型 以 外 の 場 合 に は 、 直 径 に 対 応
す る 大 き さ ） は 、 細 胞 に 挿 入 し た 場 合 に 細 胞 を 殺 す こ と が な く 、 細 胞 に ほ と ん ど 或 い は 全
く ダ メ ー ジ を 与 え な い こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 針 状 材 料 の サ イ ズ は 、 通 常 約 ８ ０ ０ ｎ
ｍ 程 度 以 下 、 好 ま し く は 約 ６ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 以 下 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 以 下 で
あ る 。 針 状 材 料 は 、 細 い 方 が 細 胞 へ の ダ メ ー ジ が 小 さ く な る た め 望 ま し い が 、 あ ま り に 細
く な り 過 ぎ る と 強 度 が 低 下 し 抗 体 を 十 分 量 結 合 さ せ る こ と が 困 難 に な る の で 、 通 常 １ ０ ０
ｎ ｍ 程 度 以 上 、 好 ま し く は ２ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 以 上 の サ イ ズ を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 針 状 材 料 の 材 質 と し て は 、 酸 化 ニ ッ ケ ル 、 石 英 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ナ 、 チ タ ニ ア 、 ジ ル コ
ニ ア 、 ダ イ ヤ モ ン ド 等 の 無 機 物 ； 金 、 銀 、 銅 、 白 金 、 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 金 属 ； シ リ コ ン 結
晶 、 ジ ル コ ニ ウ ム 、 チ タ ン 、 タ ン グ ス テ ン 等 の 金 属 結 晶 ； 酸 化 亜 鉛 等 の 金 属 酸 化 物 ； シ リ
コ ン 、 窒 化 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 石 英 、 プ ラ ス チ ッ ク 等 、 細 胞 に 毒 性 の な い 物 質 で あ れ ば い
ず れ も 使 用 で き 、 針 状 の 固 体 材 料 で あ る こ と が 好 ま し い 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 針 状 材 料 は 、 表 面 を 化 学 的 に 修 飾 で き る も の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ 、 石
英 ま た は シ リ コ ン 結 晶 の 場 合 、 ビ ニ ル ト リ ア ル コ キ シ シ ラ ン 、 ア ミ ノ ア ル キ ル ト リ ア ル コ
キ シ シ ラ ン 、 エ ポ キ シ 含 有 ア ル キ ル ト リ ア ル コ キ シ シ ラ ン 、 3-メ ル カ プ ト プ ロ ピ ル ト リ ア
ル コ キ シ シ ラ ン （ Ｍ Ｐ Ｔ Ｅ Ｓ ） 等 の Ｓ Ｈ ， Ｎ Ｈ ２ ， エ ポ キ シ 基 、 ビ ニ ル 基 等 の 官 能 基 を 導
入 可 能 な シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 、 或 い は ポ リ リ ジ ン や ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン 等 の ポ リ 陽 イ オ
ン で 処 理 す る こ と に よ り 官 能 基 （ ア ミ ノ 基 ） を 導 入 で き る 。 こ れ ら の 処 理 物 を さ ら に グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド や ジ イ ソ チ ア ン 酸 フ ェ ニ ル 等 で 処 理 し 、 次 い で 抗 体 を 結 合 さ せ て も 良 い 。
ま た 、 シ リ カ 、 ア ル ミ ナ 、 チ タ ニ ア 、 ジ ル コ ニ ア 等 の 表 面 に 水 酸 基 を 有 す る 材 料 の 場 合 に
は 、 例 え ば 該 水 酸 基 を ジ イ ソ シ ア ネ ー ト と 反 応 さ せ 、 次 い で 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り
抗 体 を 結 合 で き る 。 金 を 含 む 金 属 へ の チ オ ー ル 、 ス ル フ ィ ド 類 の 結 合 性 を 利 用 す る 方 法 を
利 用 す る こ と も で き る 。 こ の 際 、 一 方 に チ オ ー ル 、 ス ル フ ィ ド 類 を 有 し 、 他 方 に ア ミ ノ 基
、 ア ル デ ヒ ド 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 等 の 官 能 基 を 有 す る リ ン カ ー を 結 合 さ せ る こ と で 、 他 方
の 官 能 基 に 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 針 状 材 料 の 表 面 修 飾 は 、 上 記 に 限 定 さ れ ず 、
抗 体 を 結 合 可 能 な 官 能 基 を 導 入 す る 方 法 は 、 全 て 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 で は 、 抗 体 を 針 状 材 料 に 直 接 結 合 し て も 良 く 、 リ ン カ ー を 介 し て 結 合 す る こ と も
で き る 。 リ ン カ ー と し て は 、 前 記 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 、 メ ル カ プ ト （ Ｓ Ｈ ） 基 、 ア ミ ノ
基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ル デ ヒ ド 基 な ど の 基 を 有 す る ２ 官 能 性 或 い は 多 官 能 性 の 化 合 物 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 針 状 材 料 に 結 合 さ れ る 抗 体 は 、 細 胞 内 或 い は 細 胞 間 物 質 成 分 、 細 胞 間 接 着 成 分 、 細 胞 接
着 成 分 な ど に 対 す る 抗 体 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 対 象 と な る 細 胞 は 、 動 物 細 胞 で あ り 、 例 え ば ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ
ル 、 イ ヌ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 が 好 ま し く 例 示 で き
る 。 細 胞 の 種 類 と し て は 、 リ ン パ 球 、 造 血 系 幹 細 胞 、 間 葉 系 幹 細 胞 、 胚 性 幹 細 胞 な ど の 幹
細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 筋 芽 細 胞 、 網 膜 上 皮 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 、
副 腎 髄 質 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 神 経 系 幹 細 胞 、 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 神 経 節 細 胞
、 お よ び 肝 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 結 合 の 対 象 と な る 抗 原 タ ン パ ク 質 は 、 微 小 管 系 の 成 分 、 ア ク チ ン ／ ミ オ シ ン 系 の 成 分 、
中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト 系 の 成 分 の い ず れ か の 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 、 染 色 体 の 成 分 、 ミ ト コ ン
ド リ ア の 成 分 、 ゴ ル ジ 体 の 成 分 、 小 胞 体 の 成 分 な ど 、 細 胞 内 の オ ル ガ ネ ラ に 特 異 的 な タ ン
パ ク 質 で 、 針 状 材 料 の 引 き 抜 き 時 に か か る 力 を 測 定 出 来 る も の が 広 く 対 象 と な り 得 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 さ ら に は 細 胞 組 織 を 対 象 と し 、 細 胞 間 物 質 成 分 、 細 胞 間 接 着 成 分 、 細 胞 接 着 成 分
な ど も 対 象 と な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 針 状 材 料 の 細 胞 内 或 い は 細 胞 間 へ の 挿 入 は 、 力 応 答 測 定 の 可 能 な AFMを は じ め と す
る 装 置 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 と し て 、 こ の 針 状 材 料 表 面 に 細 胞 内 の 骨 格 タ ン パ ク 質
を 抗 原 と し た 抗 体 を 固 定 化 し 、 細 胞 に 挿 入 操 作 を 行 う 場 合 を 、 図 １ に 基 づ き 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 抗 体 が 細 胞 内 の 骨 格 タ ン パ ク 質 （ 抗 原 タ ン パ ク 質 ） と 結 合 し 、 針 の 抜
去 時 に 大 き な 引 力 が 発 生 す る 。 こ の 力 の 発 生 を 持 っ て 、 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 を 定 量 的 に 検
出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と で 、 細 胞 の 種 類 を 生
き た ま ま 判 別 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 種 々 の 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 細 胞 の 中 か ら 目
的 の 細 胞 の み を 取 り 出 し 、 選 別 す る こ と が 出 来 る 。 幹 細 胞 は 分 化 の 過 程 で 種 々 の 細 胞 に 分
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化 す る が 、 将 来 ど の よ う な 細 胞 に 分 化 す る の か を 本 発 明 の 方 法 に よ り 予 測 す る こ と も で き
る 。 こ の よ う な 予 測 は 、 表 面 抗 原 を 利 用 す る 従 来 の 細 胞 選 別 方 法 で は 行 え な い 。 本 発 明 は
細 胞 内 タ ン パ ク 質 を 指 標 に し た 新 た な 細 胞 選 別 技 術 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 例 え ば 、 神 経 細 胞 は 、 良 い 表 面 マ ー カ ー 抗 原 が 無 く 、 骨 格 タ ン パ ク 質 に 神 経 細 胞 特 異 的
な マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 多 く 発 見 さ れ て い る 。 従 来 法 で は 、 骨 格 タ ン パ ク 質 を 免 疫 検 出 す
る 場 合 に は 、 細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 し た 後 に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト や 、 ELISAに よ っ
て 検 出 す る か 、 細 胞 を 固 定 化 し 、 免 疫 染 色 す る 方 法 が と ら れ る が 、 ど の 場 合 も 細 胞 を 殺 す
こ と に な り 、 目 的 の 骨 格 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 は 殺 す こ と に な る 。 ま た 、 蛍 光 タ
ン パ ク 質 と 目 的 の 骨 格 タ ン パ ク 質 の 融 合 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 方 法 も あ る が 、 遺 伝 子 組 み 換
え 体 に な っ て し ま い 、 野 生 型 の 健 常 な 細 胞 と は 言 え な い 。 本 発 明 の 方 法 で は 、 細 胞 を 殺 さ
な い の で 、 後 の 細 胞 は 続 く 用 途 に 使 用 で き 、 後 に 細 胞 を 利 用 し た 治 療 （ 例 え ば 再 生 医 療 ）
な ど へ の 応 用 も 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き 説 明 す る が 、 本 発 明 が こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ な い こ と
は 言 う ま で も な い 。
実 施 例 １
　 AFM用 の 単 結 晶 シ リ コ ン 探 針 を 集 束 イ オ ン ビ ー ム に よ っ て エ ッ チ ン グ 加 工 し 、 針 状 材 料
（ ナ ノ ニ ー ド ル 、 図 ２ 右 ） を 作 製 し た 。 抗 体 固 定 化 の 過 程 を 図 ３ に 示 し た 。 オ ゾ ン ク リ ー
ニ ン グ に よ り 、 探 針 表 面 を 酸 化 し 、 2% MPTMS(3-mercaptopropyl trimethoxysilane)で １
時 間 反 応 さ せ る こ と に よ り 表 面 に チ オ ー ル 基 を 提 示 さ せ た 。 次 に ２ 価 性 架 橋 剤 で あ る EMCS
 (N-(6-maleimidocaproyloxy)succinimide)を 1 mg/mlで １ 時 間 反 応 さ せ 、 ス ク シ ン イ ミ ド
基 を 提 示 さ せ た 。 ス ク シ ン イ ミ ド 基 を 提 示 し た ナ ノ ニ ー ド ル と 抗 ア ク チ ン 抗 体 溶 液 を 接 触
さ せ 、 固 定 化 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 抗 ア ク チ ン 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル を ヒ ト メ ラ ニ ン 細 胞 に 挿 入 す る こ と で 細 胞 内 の ア ク
チ ン フ ィ ラ メ ン ト を 検 出 し た 。 図 ４ に 示 す 顕 微 鏡 写 真 の 矢 印 形 の カ ン チ レ バ ー の 先 端 に AF
M探 針 す な わ ち ナ ノ ニ ー ド ル は 位 置 し て お り 、 写 真 面 に 対 し て 垂 直 方 向 に ナ ノ ニ ー ド ル が
あ る 。 よ っ て 、 先 端 位 置 を 細 胞 に 位 置 あ わ せ し 、 カ ン チ レ バ ー の 上 下 動 作 （ 写 真 面 に 垂 直
方 向 ） を 行 う こ と に よ っ て 、 細 胞 に ナ ノ ニ ー ド ル を 挿 入 す る 。 使 用 す る AFM装 置 は 背 面 に
レ ー ザ ー 照 射 す る 光 て こ 方 式 に よ っ て カ ン チ レ バ ー に か か る 力 を 測 定 す る こ と が で き 、 カ
ン チ レ バ ー の 移 動 距 離 に 対 し て カ ン チ レ バ ー に か か る 力 を プ ロ ッ ト し た フ ォ ー ス カ ー ブ を
得 る こ と が 出 来 る 。 抗 ア ク チ ン 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル を メ ラ ニ ン 細 胞 に 挿 入 し た 時 に 得
ら れ る フ ォ ー ス カ ー ブ を 、 図 ５ に 示 し た 。 Ｉ で は カ ン チ レ バ ー と 細 胞 は ま だ 接 触 し て い な
い 。 し だ い に カ ン チ レ バ ー が 接 近 し 、 細 胞 に 接 触 す る 点 が IIで あ る 。 IIの 時 点 か ら 、 細 胞
膜 に 対 し て ナ ノ ニ ー ド ル が 圧 入 し 、 IIIの よ う な 緩 和 が 観 察 さ れ る 部 分 で 細 胞 膜 を 貫 通 し
、 細 胞 に 挿 入 さ れ る 。 IVで 折 り 返 し 、 カ ン チ レ バ ー は 細 胞 か ら 離 れ て 行 く 抜 去 過 程 に 入 る
。 VIで は 、 カ ン チ レ バ ー に か か る 見 か け の 力 は ゼ ロ に 戻 り 、 こ れ 以 降 の 抜 去 過 程 で は 、 抗
原 － 抗 体 相 互 作 用 に よ り ナ ノ ニ ー ド ル を 引 っ 張 る 作 用 が 働 い て お り 、 ゼ ロ 点 を 下 回 る 引 力
側 の 力 の 変 異 が 観 察 さ れ る 。 カ ン チ レ バ ー に か か る 力 は 引 き 離 し 距 離 の 増 大 に 従 っ て 大 き
く な り 、 VIIで 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 を 破 壊 し 、 力 が 最 大 か ら ゼ ロ に 戻 る 。 最 初 の 細 胞 接 触
の IIと ほ ぼ 一 致 す る こ と か ら 、 ナ ノ ニ ー ド ル は 細 胞 と 離 れ た 状 態 に な っ て い る と 考 え ら れ
る 。 こ の よ う に し て 観 測 さ れ る 相 互 作 用 破 壊 の 力 の 最 大 値 は 2～ 12 nN程 度 で あ り 、 抗 体 固
定 化 量 に 依 存 し て 変 化 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 図 ６ の Ｂ に は 、 抗 ア ク チ ン 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル と 、 同 じ 過 程 で 抗 体 を 固 定 化 し た 後
に 単 量 体 ア ク チ ン で ブ ロ ッ キ ン グ し た ナ ノ ニ ー ド ル の 二 つ の ナ ノ ニ ー ド ル を 挿 入 し た 際 の
フ ォ ー ス カ ー ブ を 示 し て い る 。 単 量 体 ア ク チ ン の 結 合 に よ り 、 抗 体 は ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン
ト と 結 合 出 来 ず 、 Ａ の よ う な 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 破 壊 の た め の 力 は 観 察 さ れ な い 。 Ａ の 様
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な フ ォ ー ス カ ー ブ は 同 じ 細 胞 に 数 十 回 連 続 的 に 挿 入 し て も 繰 り 返 し 測 定 さ れ る 。 こ の こ と
は 、 抗 体 の 結 合 に よ り 、 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト が 破 壊 さ れ 抗 体 と 結 合 し た ア ク チ ン フ ィ ラ
メ ン ト 破 壊 残 渣 が 抗 原 結 合 部 位 を ふ さ ぎ 次 の 結 合 を 阻 害 す る こ と が 無 く 、 ま た 、 抗 体 の ニ
ー ド ル 表 面 か ら の 脱 離 も 生 じ て お ら ず 、 抗 原 － 抗 体 の 結 合 が 破 壊 さ れ て お り 、 抗 体 の 抗 原
結 合 部 位 は 抜 去 時 に 再 生 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 抗 ア ク チ ン 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル を ア ク チ ン 脱 重 合 剤 CytochalasinDで ア ク チ ン フ ィ
ラ メ ン ト を 脱 重 合 さ せ た メ ラ ノ サ イ ト に 挿 入 し て 力 学 応 答 を 観 察 し た 結 果 が 、 図 ６ Ｃ で あ
る 。 脱 重 合 す る こ と に よ り 、 細 胞 内 ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト の 含 有 量 は 減 少 す る 。 2 μ Mの
終 濃 度 で CytochalasinDを 培 地 に 添 加 し 、 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 ア ク チ ン フ ィ ラ
メ ン ト を 脱 重 合 さ せ 、 CytochalasinDを 含 ま な い 培 地 に 交 換 し 、 5分 後 に 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ
ー ド ル の 挿 入 操 作 を 行 っ た 。 Ｃ に 示 す よ う に 、 フ ォ ー ス カ ー ブ に 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 を 示
す 引 力 が 観 察 さ れ な か っ た 。 CytochalasinDの 処 理 時 間 を 短 く し た 場 合 、 処 理 時 間 を 短 く
す る に 従 い 、 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 破 壊 の た め の 力 の 最 大 値 は 、 増 大 す る こ と が 観 察 さ れ た
。 こ の 結 果 は 、 細 胞 内 の ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト 含 有 量 と 測 定 さ れ る 相 互 作 用 破 壊 力 の 最 大
値 は 相 関 し て お り 、 力 の 大 き さ か ら ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン ト 含 有 量 を 定 量 出 来 る こ と を 示 唆
し て い る 。
本 発 明 の 技 術 で 細 胞 分 化 段 階 の 評 価 を 行 う こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 神 経 細 胞 の 分 化 を 観 察
す る 場 合 に は 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る β チ ュ ー ブ リ ン や ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト な ど の
細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 を 標 的 と し て 、 当 該 抗 体 を 固 定 化 し た ナ ノ ニ ー ド ル の 挿 入 と フ ォ － ス
カ ー ブ 観 察 を 行 う 。 あ ら か じ め 用 意 し て お い た 検 量 線 か ら 、 細 胞 内 骨 格 タ ン パ ク 質 の 含 有
量 を 定 量 し 、 分 化 の 進 行 度 合 い を 評 価 す る 。 挿 入 操 作 さ れ た 細 胞 は ほ と ん ど ダ メ ー ジ を 受
け な い の で 、 そ の 後 の 操 作 な ど に 用 い る こ と が 出 来 、 ま た 、 使 用 し た 抗 体 は 脱 離 せ ず 細 胞
内 に 残 留 す る そ の 他 の 物 質 も な い こ と か ら 、 以 後 の 細 胞 を 、 移 植 治 療 な ど に 使 用 し た 場 合
で も 高 い 安 全 性 を 期 待 す る こ と が 出 来 る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
【 図 １ 】 細 胞 内 骨 格 タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し た 抗 体 を 固 定 化 し た 針 状 材 料 の 挿 入 と 抗 原 － 抗
体 相 互 作 用 を 針 状 材 料 抜 去 時 に 引 力 と し て 測 定 す る 様 子 の 模 式 図
【 図 ２ 】 単 結 晶 シ リ コ ン AFM探 針 （ 左 ） と ナ ノ ニ ー ド ル （ 右 ）
【 図 ３ 】 ナ ノ ニ ー ド ル 表 面 へ の 抗 体 固 定 化 方 法
【 図 ４ 】 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル 挿 入 し た ヒ ト メ ラ ニ ン 細 胞 の 明 視 野 像
【 図 ５ 】 抗 体 固 定 化 ナ ノ ニ ー ド ル 挿 入 時 の フ ォ ー ス カ ー ブ と ナ ノ ニ ー ド ル の 細 胞 へ の 挿 入
位 置 の 関 係 を 示 す 模 式 図
【 図 ６ 】 フ ォ ー ス カ ー ブ 観 察 に よ る 力 学 測 定 量 と ア ク チ ン 量 の 関 係 Ａ 　 抗 体 固 定 化 ニ ー ド
ル を メ ラ ノ サ イ ト に 挿 入 し た 時 の フ ォ ー ス カ ー ブ Ｂ 　 単 量 体 の ア ク チ ン に よ っ て 抗 体 を ブ
ロ ッ キ ン グ し た 時 の フ ォ ー ス カ ー ブ Ｃ 　 脱 重 合 剤 CytochalasinDを 添 加 し た 時 の フ ォ ー ス
カ ー ブ
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