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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アジド官能化糖を有する代謝工学の生成物ではない天然の官能基を含む表面を有する細
胞であって、細胞壁を持たない細胞；及び
　該天然の官能基に共有結合される核酸部分
を含む組成物。
【請求項２】
　細胞が初代細胞である、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　細胞が哺乳動物細胞である、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　細胞が幹細胞である、請求項１に記載の組成物。
【請求項５】
　天然の官能基が、リジン、システイン、チロシン、スレオニン、セリン、アスパラギン
酸、グルタミン酸及びトリプトファンからなる群から選択されるアミノ酸を含む、請求項
１に記載の組成物。
【請求項６】
　天然の官能基がリジンを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　核酸部分が、オリゴヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ及びアプタマーからなる群
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から選択されるメンバーを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　核酸部分が一本鎖ＤＮＡを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　核酸部分が約１０～約２００個の核酸を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１０】
　核酸部分がアプタマーを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　核酸部分がリンカーを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１２】
　細胞表面上にリジンを含む哺乳動物細胞；及び
　アミドを介してリジンに共有結合される一本鎖デオキシ核酸
を含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項１３】
　細胞と活性化された核酸部分とを接触させることを含む、細胞と核酸部分とのコンジュ
ゲートを製造するための方法であって、ここで、細胞は、アジド官能化糖を有する代謝工
学の生成物ではない天然の官能基を含む表面を有し、細胞は細胞壁を持たず、それにより
核酸部分が天然の官能基に共有結合される方法。
【請求項１４】
　活性化された核酸部分が活性化エステルを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　哺乳動物細胞と活性化された核酸部分とを接触させることを含み、ここで、天然の官能
基がリジンを含み、活性化された核酸部分がＮＨＳ－エステルを含み、それにより核酸部
分がアミド結合形成によって天然の官能基に共有結合される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　細胞表面の天然の官能基への共有結合に適した活性化された核酸部分；及び
　活性化された核酸部分に相補的な核酸部分を含む基質表面であって、該天然の官能基が
アジド官能化糖を有する代謝工学の生成物ではない基質表面
を含むキット。
【請求項１７】
　細胞表面に由来し、第１の核酸部分に共有結合された天然の官能基を含む細胞表面を有
する細胞；及び
　細胞が第１及び第２の核酸部分の核酸二重鎖の形成を介して基質表面に結合するように
、第１の核酸部分に相補的な第２の核酸部分を含む基質表面
を含むデバイスであって、ここで、細胞が細胞壁を持たず、該天然の官能基がアジド官能
化糖を有する代謝工学の生成物ではないデバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、全ての目的のために全体として本明細書に援用される、２００９年４月８日
に出願された米国出願第６１／１６７，７４８号、及び２００９年９月１６日に出願され
た米国出願第６１／２４３，１２３号の優先権を主張する。
【０００２】
政府支援の研究又は開発の下でなされた発明への権利に関する陳述
　本研究は、米国エネルギー省によって承認され、エネルギー省、及び科学局、基礎エネ
ルギー科学局のナノスケールサイエンスエンジニアリング及びテクノロジー（ＮＳＥＴ）
プログラムによって支援された助成金番号ＤＥ－ＡＣ０２－０５ＣＨ１１２３１により、
国立衛生研究所によって承認されたＨＧ００３３２９及びＲ０１ＧＭ０７２７００により
、並びに国立衛生研究所の分子生物物理学訓練助成金Ｔ３２ＧＭ０８２９５により、政府
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支援に基づいてなされた。合衆国政府は本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
コンパクトディスクで提出された、「配列表」、表、又はコンピュータプログラム表付属
物についての言及
　該当なし
【背景技術】
【０００４】
　典型的には、ペプチドは、研究用の細胞を捕捉するための細胞に基づいたアレイにおい
て使用されている。表面は、細胞表面上のインテグリンに結合するように設計された「Ｒ
ＧＤ」ペプチドでプリントされるが、このシステムは、非付着性細胞（例えば、白血球、
リンパ球）などのインテグリンを持たない細胞とは作用せず、同じプラットフォームにお
いて一緒に異なる細胞型を用いた制御された所定のパターニングは不可能である。ＲＧＤ
システムは、細胞分化を開始し、したがって、分析される前に細胞が変化するという大き
な欠点を有する。これは、インテグリンが分化、また分化に関するインテグリン結合後に
続く活性の制御に関与する受容体であるからである（Ｄｕ，Ｘ．Ｐ．ら，Ｃｅｌｌ　１９
９１，６５，４０９－４１６；Ｘｉｏｎｇ，Ｊ．Ｐ．ら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２００２，２
９６，１５１－１５５参照）。
【０００５】
　間接的な非共有結合は、ＤＮＡが抗体－リガンド相互作用を通じて非共有結合により細
胞に間接的に結合するタンパク質－タンパク質結合システムを用いて示されている（Ｂａ
ｉｌｅｙ　ＲＣら．Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．２００７　Ｆｅｂ　２１；１２９（７
）：１９５９－６７）。細胞上の標的リガンドに特異的な抗体はＤＮＡにコンジュゲート
される。抗体とリガンドとの間の非共有連結は、タンパク質－タンパク質相互作用の典型
である水素結合に基づく。細胞表面リガンドに特異的な抗体上の一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮ
Ａ）オリゴマーは、それらのリガンドを有する細胞に結合し、順に、細胞は、細胞を捕捉
するために細胞上のパートナー鎖に結合するｓｓＤＮＡ相補的オリゴマーを有する表面に
固定される。
【０００６】
　生細胞の表面への合成一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）鎖の間接的共有結合は、最初に、Ｃ
ｈａｎｄｒａ，Ｒ．Ａ．ら．Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．－Ｉｎｔ．Ｅｄｉｔ．２００６，４
５，８９６－９０１による代謝性オリゴ糖操作を用いて示された。間接的な共有原子価は
、ＤＮＡの導入前に、過アセチル化されたＮ－アジドアセチルマンノサミン（Ａｃ４Ｍａ
ｎＮＡｚ）を用いた細胞処理後（３日要する）に得られた細胞表面のシアル酸に導入され
た特定の化学手（アジド）を介した。次に、ホスフィン－ｓｓＤＮＡコンジュゲートは、
アジド糖とＤＮＡとの間にアミド結合（Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ連結反応、Ｅ．Ｓａｘｏｎ
ら．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０００，２８７）を形成するアジド手に共有結合させた。合成ア
ジド糖の代謝によって細胞表面の糖コンジュゲート内に組み込まれたアジドは、多数の安
定な細胞－表面付加物を生成するために、ビオチン化されたトリアリールホスフィンと反
応させることができる。しかしながら、共有代謝アプローチは、ＤＮＡ結合のための細胞
を調製するのに多くの日数を用紙、細胞表面糖を変更することは、それを分析する機会を
得る前に、それを変化する細胞に対して代謝的影響を与える。表面上にシアル酸を所有す
るある種の哺乳動物細胞にさらに限定され、したがって、細菌、植物細胞、真菌、又は多
くの他の動物細胞用に用いることができない。
【０００７】
　また、細胞表面で抗体とリガンドを介した非共有結合は、細胞を活性化し、分析が開始
され得る前に細胞を無秩序にさせ、共有結合と比較して、より弱く、「可逆的」となる傾
向がある。さらに、抗体機構は細胞表面上にリガンドの普及率を必要とし、細胞表面上に
十分なＤＮＡを固定するために、リガンドに特異的な抗体を操作することが必要である。
【０００８】
　細胞表面での抗体を用いたリガンドの相互作用を介した非共有結合は形成され、この場
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合、抗体は、タンパク質結合ＤＮＡの鎖を担持する（Ｂａｉｌｅｙ　ＲＣら．Ｊ　Ａｍ　
Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．２００７　Ｆｅｂ　２１；１２９（７）：１９５９－６７）。両方法
は、研究のために捕捉しようとする細胞を活性化するという即座の不利益を有し、したが
って、分析され得る前に、対象とするものを異なるものに形質転換する。細胞表面上のＤ
ＮＡ結合のこれらの初期システムにおける欠点を克服することは、この正に記載された初
期分野を変換し、従前は可能でなかった価値あるツール及び操作を提供することができる
であろう。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　一態様では、本発明は、細胞を有する組成物を提供し、ここで、細胞は、天然の官能基
を含む表面を有し、該細胞は細胞壁を持たない。また、この組成物は、核酸部分を含み、
該核酸部分は、天然の官能基に共有結合する。
【００１０】
　別の態様では、本発明は、細胞と活性化された核酸部分とを接触させることによって、
細胞と核酸部分のコンジュゲートを調製する方法を提供し、ここで、細胞は天然の官能基
を含む表面を有し、さらに細胞は細胞壁を持たず、それにより、核酸部分は天然の官能基
に共有結合される。
【００１１】
　別の態様では、本発明は、細胞を有する組成物を提供し、ここで、細胞は細胞壁及び核
酸部分を有し、該核酸部分は細胞に共有結合される。
【００１２】
　別の態様では、本発明は、細胞と活性化された核酸部分とを接触させることによって、
細胞と核酸部分のコンジュゲートを調製する方法を提供し、ここで、細胞は細胞壁を含み
、それにより核酸部分は細胞に結合される。
【００１３】
　別の態様では、本発明は、第１の核酸部分に共有結合された天然の官能基の細胞表面を
有する細胞、第１の核酸部分に相補的である第２の核酸部分を有する基質表面を含むデバ
イスを提供し、それにより細胞は第１と第２の核酸部分の核酸二重鎖の形成を介して基質
表面に結合される。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ】細胞表面へのｓｓＤＮＡの共有結合。（ａ）チオール化された一本鎖ＤＮＡを
最初に室温にてＰＢＳ中のＮＨＳ－ＰＥＧ－マレイミドと反応させ、ＮＨＳ－ＤＮＡコン
ジュゲートを形成させた。次に、この溶液をＰＢＳ中の正細胞の懸濁液とともに室温で３
０分間インキュベートした。ＤＮＡ鎖の結合後、細胞を培地に戻した。
【図１Ｂ】細胞表面へのｓｓＤＮＡの共有結合。（ｂ）Ｊｕｒｋａｔ細胞は、（ａ）に記
載されるような種々の濃度のＮＨＳ－ＤＮＡ溶液に晒された。次に蛍光鎖コンプリーメン
トを添加し、細胞修飾のレベルをフローサイトメトリーを用いて定量した。最大１２０，
０００のＤＮＡ鎖は、各細胞に組み込むことができた。
【図１Ｃ】細胞表面へのｓｓＤＮＡの共有結合。（ｃ）Ｊｕｒｋａｔ細胞は、（ａ）に記
載されるような種々の濃度のＮＨＳ－ＤＮＡ溶液に晒された。次に蛍光鎖コンプリーメン
トを添加し、細胞修飾のレベルをフローサイトメトリーを用いて定量した。最大１２０，
０００のＤＮＡ鎖は、各細胞に組み込むことができた。
【図１Ｄ】細胞表面へのｓｓＤＮＡの共有結合。（ｄ）表面への細胞をパターニングする
ための方法の概略図。
【００１５】
【図２】ＤＮＡ配列特異的な細胞の固定化。（ａ）ＤＮＡ配列Ｃ２を有する細胞はＤＮＡ
Ｍマイクロアレイ上の相補的（配列Ｍ２）スポットに結合した（スポットサイズ＝６０μ
ｍ）。未占有のままである非相補的配列Ｍ１を有する近接スポット。（ｂ）同じマイクロ
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アレイ基質は、それぞれＣ２とＣ１を有するＪｕｒｋａｔ細胞とＭＤＡ細胞の混合懸濁液
に曝露された。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、Ｃｅｌｌ－Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎで染色され
、ＭＤＡ細胞をＣｅｌｌ－Ｔｒａｃｋｅｒ　Ｂｕｌｅで染色した。（ｃ）ＭＣＦ－、及び
（ｄ）ＭＤＡ細胞はまた、迅速に安定かつ配列特異的にＤＮＡ被覆表面に結合された。Ｄ
ＮＡ被覆領域と未被覆領域との間の明確な描写が観察された。位相画像はインキュベーシ
ョンの２時間後を示された。（ｅ）ＭＣＦ－７及び（ｆ）ＭＤＡ細胞は広がり、３６時間
に増殖したが、しかし、ＤＮＡプリントされた領域に限定されたままであった。
【００１６】
【図３】直接的なＤＮＡ改変と初代細胞の捕捉。（ａ）ヒト赤血球は、ＤＮＡスポットに
Ｊｕｒｋａｔ細胞と同じように結合し、結合直後に形態学的に同一であるようであった。
トリパンブルー染色は、膜が完全なままであることを示した。ＤＮＡ被覆されたマウスＣ
Ｄ４＋ヘルパーＴ細胞は、相補的ＤＮＡで被覆されたスポットによって結合された。曝露
の３分後、明確な境界が、スライドのプリントされた領域をプリントされていない領域と
の間で見ることができた。（ｃ）フォトリソグラフィーとマクロファブリケーションによ
って作製されたマイクロスケールＤＮＡパターン。蛍光コンジュゲートされたｓｓＤＮＡ
鎖を基質上にパターン化させ、視覚化を可能にした。（ｄ）マウス初代Ｔ細胞は同じＤＮ
Ａパターン上に捕捉された。（ｅ）ＥＬＩＳＡによって決定されたＤＮＡ固定化されたＴ
細胞と遊離Ｔ細胞のＩＬ－２産生。ＣｏｎＡ＝コンカナバリンＡ。ＰＮＡ＝ホルボールメ
リスチルアセテート。ＣＳＡ＝シクロスポリンＡ。
【００１７】
【図４】初代筋芽細胞の捕捉及び分化。（ａ、ｂ）スライドガラス上のＤＮＡパターンは
、細胞が結合する領域を決定する。（ｃ）筋芽細胞は、増殖培地に維持したとき、捕捉直
後（示す）及び１日後に分化の兆候を示さない。（ｄ）筋管は、分化培地の展開により形
成する。写真は、スイッチがなされて５日後に撮影された。（ｅ）分化培地中でのインキ
ュベーションの６日後、環状にパターン化された筋管は、端に沿って整列されている固定
された筋管を形成する。（ｆ）６日後、長方形配列における筋細胞は、パターンの長軸に
沿って整列されている筋管を形成する。直線パターンについて、大部分の筋細胞は、（ｇ
）パターン境界角が２０°以内に整列し、（ｈ）端間の中間で見出される。
【００１８】
【図５】ＤＮＡ改変反応のマトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型（ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ）質量分析。モデルアミン化合物は、ＮＨＳエステルと反応することが見出さ
れ、細胞表面上のアミドの形成を変化させる。
【００１９】
【図６】ＮＨＳ－ＤＮＡを用いて修飾されたＪｕｒｋａｔ細胞の生存率。Ａ）ＤＮＡ被覆
細胞（それぞれ２０塩基）の溶液を相補鎖と一緒にした。様々な時間点で、全細胞数は視
覚的にカウントした（青色の曲線）。対照試料（オレンジ色の曲線）は、添加ＤＮＡがな
い状態で増殖する未修飾Ｊｕｒｋａｔ細胞からなっている。Ｂ）結合後の生存率を評価す
るために、ＤＮＡ修飾細胞は、鎖相補体を有するスライドガラスに固定された。２４時間
と４８時間の固定後、細胞は、アネキシンＶ－ＦＩＴＣ（緑色のバー）とＰＩ（赤色のバ
ー）の溶液とともにインキュベートされた。細胞は、蛍光顕微鏡を用いて１時間以内に評
価された。遊離細胞は、表面ＤＮＡを欠如している対照試料であり、スライドに結合しな
かった。
【００２０】
【図７】固定されたＭＣＦ－７とＭＤＡ細胞は、２、１２、２４、３６時間後に画像化さ
れた。
【００２１】
【図８】筋芽細胞は増殖培地中で３日間インキュベートされた。Ａ）筋芽細胞はコラーゲ
ン被覆されたディッシュ上に播種された。Ｂ）筋芽細胞はＮＨＳ－ＤＮＡと反応させられ
、配列特異的に表面に結合された。
【００２２】
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【図９】筋芽細胞は２、４、６、８、１０、１２、１４日後に融合培地中でインキュベー
トされ、コラーゲン被覆されたディッシュ上に播種されるか、又はＮＨＳ－ＤＮＡと反応
させられ、配列特異的に表面に結合された。
【００２３】
【図１０】所定パターン上の筋管整列の分析。距離（赤色の線）と角度は、筋管と最も近
い端との間で測定された。全ての距離測定は、管の中間点から行われた。パターン端間の
全距離は緑色の線によって示される。
【００２４】
【図１１】単一細胞モニタリング用の二機能性微小電極の製作。（Ａ）金電極は、フォト
リソグラフィーとリフトオフを用いてガラスウエハー上にパターン化される。次に、パリ
レン－ｃの７μｍの絶縁層は、電極上に配置され、１００ｎｍの蒸着アルミニウムで覆わ
れる。（Ｂ）フォトレジストはアルミニウム層上にパターン化され、次に、パリレン絶縁
体用にエッチング処理され、エッチマスクとして用いられる。（Ｃ）酸化イリジウムのセ
ンサー層は電極表面上に配置され、次に、アミン修飾された捕捉ＤＮＡ結合用にアルデヒ
ドシランで処理される。（Ｄ）最後に、アルミニウム層は強塩基に溶解され、センサー表
面上で捕捉ＤＮＡだけを放出する。表面結合された相補鎖を有する細胞が導入され、セン
サー上に直接的かつ特異的に捕捉された。（Ｅ）細胞は、細胞表面上に一級アミンに結合
する、末端Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル（ＮＨＳ）エステル官能基を担持する一本鎖
ＤＮＡ（５’－ＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＧＡ－３’（配列番号４））で処
理される。このＤＮＡバーコードラベリングは、デバイスにＤＮＡ指向的捕捉のために細
胞を官能化する。（Ｆ）マイクロ流体デバイスの概略図。電極をＰＤＭＳチャネルによっ
て囲み、マイクロ流体デバイスを形成する。
【００２５】
【図１２】二機能性微小電極アレイ用の較正データ。（Ａ）標準的なｐＨ４、５及び７の
緩衝液を用いた１つのＤＮＡ修飾された酸化イリジウムセンサーについて記録する典型的
な較正。電圧は、Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極と比較して測定される。（Ｂ）傾き－６８．５
ｍＶ／ｐＨユニットとＲ2＝０．９９９９５の電圧対ｐＨ標準測定のプロット。
【００２６】
【図１３】二機能性微小電極アレイへの細胞捕捉。センサー電極上で相補鎖に結合した表
面結合ＤＮＡバーコードを用いた個々の非接着性Ｊｕｒｋａｔ細胞の蛍光顕微鏡写真。電
極領域を白色で描く。バーは４０μｍである。挿入図：電極上の単一のＪｕｒｋａｔ細胞
の拡大図、電極領域を表すための追加の斜照明を有する。
【００２７】
【図１４】二機能性微小電極アレイを用いて測定された単一の細胞酸性化。（Ａ）既知の
ホモジナイズ試料において測定された単一のＪｕｒｋａｔ及び初代Ｔ細胞酸性化の代表的
な合成データ。（Ｂ）混合物から捕捉され、アレイ上での１０分間中同時にモニタリング
された単一のＪｕｒｋａｔ及び初代Ｔ細胞。（Ｃ）１０分間中の既知のタイプの試料にお
ける個々の細胞酸性化のヒストグラム。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、低緩衝化培地中の初代Ｔ細
胞と比較して、酸性化の有意に高い（Ｐ＜０．０００２）を有することが見られる。
【００２８】
【図１５】二機能性微小電極アレイによって測定された単一の細胞刺激。Ｊｕｒｋａｔ細
胞は、最初の１３分間で正常なベースラインの酸性化を示し、次に低緩衝化培地中の１０
μＭロテノンの１２５μＬをチャネル出口リザーバーに添加し、この場合、数秒以内にチ
ャネル内に核酸する。ロテノンは、ミトコンドリア電子伝達鎖を阻害し、乳酸排出速度の
増加を引き起し、したがって酸性化の速度を高める。
【００２９】
【図１６】カンチレバーと細胞表面への生体分子の共有結合。ａ）酸素プラズマを用いて
表面を酸化後、アルデヒド官能基は、化学蒸着を用いて窒化ケイ素カンチレバー（ＣＶＤ
）に導入された。ｂ）水素化ホウ素ナトリウムを含む抗ＣＤ３　ＩｇＧ又はＣｏｎＡの溶
液は、湿潤チャンバーにおけるアルデヒド被覆カンチレバー表面に導入された（ＩｇＧ＝
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免疫グロブリンＧ）。ＤＮＡ修飾は、１００℃で３０分間、アミン官能化ｓｓＤＮＡ溶液
中にカンチレバーを浸し、その後、水素化ホウ素ナトリウム溶液に曝露することによって
達成された。ｃ）代謝工学を用いて、過アセチル化Ｎ－アジドアセチルマンノサミン（Ａ
ｃ4ＭａｎＮＡｚ）を用いて処理によって細胞表面にアジド基を導入した。ホスフィン官
能化ｓｓＤＮＡを合成し、Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ連結によって細胞の外部に共有結合させ
た。
【００３０】
【図１７】生体分子に基づく接着法の比較。ａ）バルクな細胞増殖速度は、最初に、接着
分子の存在下で決定された。Ｊｕｒｋａｔ細胞の懸濁液とＣｏｎＡ又は抗ＣＤ３　ＩｇＧ
とを組み合わせ、ＤＮＡ修飾は被覆された細胞の溶液を相補的ＤＮＡ鎖と組み合わせた。
種々の時間点で、全細胞数をカウントした。対照試料は、任意の接着分子の不存在下で増
殖された。ｂ）細胞捕捉効率を評価するために、２０μＭのＦＩＴＣ標識ｓｓＤＮＡ、２
０μＭのＦＩＴＣ標識ＣｏｎＡ、及び６μＭのＦＩＴＣ標識抗ＣＤ３　ＩｇＧの溶液は、
アルデヒド被覆スライドガラスに適用され、生体分子を還元アミノ化により結合された。
次に１×１０7個のＪｕｒｋａｔ細胞／ｍＬを得られたスライド上に導入した。試料を１
０分間室温にてインキュベートし、その後、評価前にリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を
２回に分けて洗浄した。ｃ）細胞生存率を評価するために、細胞をＤＮＡ、ＣｏｎＡ、及
び抗ＣＤ３　ＩｇＧ被覆されたスライド上に固定した。２４時間及び４８時間の固定後、
アネキシンＶ－ＦＩＴＣ（黒色のバー）及びＰＩ（グレーのバー）の溶液と共に細胞をイ
ンキュベートした。蛍光顕微鏡により細胞を１時間以内に評価した。*アネキシンによっ
て部分的に染色されたＣｏｎＡ及び抗体固定化された細胞は、アポトーシスを受けている
細胞としてカウントされた。ＮＢは、表面に結合しなかった対照試料を表す。誤差バーは
１つの標準偏差を表す。
【００３１】
【図１８】脱着力のＡＦＭ測定。Ａ）単一の細胞についての６個の試料のトレースを灰色
の陰で示し、平均トレースを黒色で示す。ゼロ間隔で、細胞をカンチレバーと完全に接触
させ、それはポジティブフォースを適用している。距離が増加すると、カンチレバーは、
スライドガラス表面から引き離され、細胞－カンチレバー連結を裂き、非接触領域である
ゼロフォースをもたらす原因となる。ｄ－距離の力は、曲線最小と水平接触なし領域との
間の距離として計算される。Ｂ）接着力は、ＤＮＡ、ＣｏｎＡ、及び抗体系について異な
る後退速度（１５．７及び８．２μｍ／ｓ）及び接触力（４００及び２００ｐＮ）で測定
された。データは、４個を超える異なる細胞上で６個の脱着イベントを測定することによ
って得られた。誤差バーは１つの標準偏差を表す。
【００３２】
【図１９】生細胞のディップペンパターニング。ａ）カンチレバーへの短いＤＮＡ鎖（１
３塩基）の結合、及びスライドガラスへの長い鎖（２０塩基）の結合によって、単一の生
細胞はＡＦＭ装置によって移動させられ、スライドガラス上の所定一に直接プリントされ
得る。ｂ－ｄ）このプロセスは、細胞の単一パターンの形成について段階的に示される。
【００３３】
【図２０】単一細胞の遺伝子サイレンシングアッセイの概要。Ｊｕｒｋａｔ細胞を培養及
び表面標識し、単一細胞はＤＮＡ二重鎖形成を介して標的パッド上に捕捉され、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ発現プロフィールを生じさせる。（Ａ）正常増殖条件下の細胞は、対照の１８Ｓ　ｒ
ＲＮＡと比較して、ＧＡＰＤＨ（緑色の細胞）の均一な高発現を示す。（Ｂ）ＧＡＰＤＨ
に指向されたｓｉＲＮＡで処理された細胞は、様々なレベルのｍＲＮＡノックダウンを示
す。
【００３４】
【図２１】微小流体デバイスレイアウト。単一の細胞遺伝子発現プロフィールについて装
置（４つの完全なシステムのうちの２つ）の半分を示す図である。４層のガラス－ＰＤＭ
Ｓ－ガラス－ガラス微小デバイスは４つの異なる領域を含む。上部の最初の領域は３バル
ブポンプである。リアクター領域は、２００ｎＬ反応チャンバーの中心にあるフォトリソ
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グラフィー用に画定された金細胞捕捉パッドと熱サイクル用にＲＴＤ及び微細加工ヒータ
ーからなっている。アフィニティー捕捉領域は、ホールドチャンバーとアフィニティー捕
捉チャンバー（黄色）を含む。最後に、熱放出アンプリコンはＣＥ分離チャネル（赤色）
上で分析される。各デバイスは、並行して４つの単一細胞の分析を可能にする４つの独立
したアドレス可能なシステムを含む。
【００３５】
【図２２】統合された遺伝子発現微小デバイスにおいて行われる生化学的ステップの概略
図。（上段）分析は７５分未満で完了する。（下段）（Ａ）単一の細胞遺伝子発現微小シ
ステムの操作の記述。（Ｂ）最初に、細胞膜上に２０塩基のオリゴヌクレオチドで官能化
された細胞をリアクターに流す。（Ｃ）単一細胞は、外部上のｓｓＤＮＡが金パッドに固
定された相補的捕捉鎖に結合する場合、サイズ限界２５×２５μｍ2の金パッド上に捕捉
される。（Ｄ）固定された細胞は凍結融解により溶解され、ｍＲＮＡを安定なｃＤＮＡ鎖
に逆転写する（１５分）。ＰＣＲ増幅（３０サイクル）を２５分で完了する。（Ｅ）増幅
された断片及び未反応ＲＴ－ＰＣＲ混合物は、リアクターからホールドチャンバーにポン
プ注入され、廃棄（Ｗ）から陰極（Ｃ）リザーバーに電気泳動的に移動される。（Ｆ）ア
フィニティー捕捉プローブに相補性を有する対象の断片を濃縮し、生成した捕捉プラグを
作製する捕捉チャンバーの入口で固定される。（Ｇ）最後に、生成物は、アフィニティー
捕捉ゲルから８０℃で熱的に放出され、それらが陽極（Ａ）に移動するにつれて電気泳動
的に分離される。蛍光標識されたアンプリコンは、共焦点蛍光によって検出され、それら
の量及び固有性を決定する。
【００３６】
【図２３】単一細胞レベルでの遺伝子発現及びサイレンシング。（Ａ）個々のＪｕｒｋａ
ｔ細胞からの代表的な遺伝子発現の電気泳動図。ＧＡＰＤＨ（２００ｂｐ）及び１８Ｓ　
ｒＲＮＡ（２４７ｂｐ）を標的とするプライマーを用いた単一の野生型細胞は、それぞれ
１６０ｓ及び１８５ｓで移動する２つの強いピークを生じる。ＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡで指
向されたｓｉＲＮＡを用いて電気泳動された単一の細胞は、１８Ｓ　ｒＲＮＡについて唯
一のピークを示す。（Ｂ）正常な未処理細胞と比較したＧＡＰＤＨ　ｓｉＲＮＡで処理さ
れたＪｕｒｋａｔ細胞についてのＧＡＰＤＨの遺伝子発現。ＧＡＰＤＨ発現は比較のため
の対象１８Ｓ　ｒＲＮＡに標準化されている。８つの個々の細胞からの実験は、正常な未
処理Ｊｕｒｋａｔ細胞の０、５、５０、１、４８、０、５、及び０％のＧＡＰＤＨ　ｍＲ
ＮＡレベルを示す。しかしながら、５０個の細胞からの代表的なバルク測定は、２１±４
％のＧＡＰＤＨ発現を示す。細胞がパッドに捕捉されない場合、増幅は見られない。同様
に、逆転写のないＰＣＲ対照は増幅を示さない。（Ｃ）ｓｉＲＮＡ処理された細胞に対す
るイベント数のヒストグラムは、発現レベルが集団平均とは非常に異なる細胞の２つの異
なる集団が存在することを示す。
【００３７】
【図２４】標的送達のためのキャプシドの二重表面修飾が示される。内部表面修飾につい
て、ＭＳ２コートタンパク質のＮ８７Ｃ突然変異は、部位特異的なアルキル化を可能にす
る最大１８０の積み荷分子はこれらの位置で組み込まれ得る。外部表面修飾について、ア
プタマー（配列番号１０）は、最初にフェニレンジアミン基で修飾される。キャプシド上
のＴ１９ｐａＦ突然変異は、ＮａＩＯ4媒介の酸化的カップリング反応によって、ＭＳ２
の外部表面への修飾されたＤＮＡの結合を可能にする。
【００３８】
【図２５】ＭＳ２の外部表面へのＤＮＡ結合の分析。（ａ）ＭＳ２－ＤＮＡコンジュゲー
トはＳＤＳ－ＰＡＧＥ後、クマーシー染色によって分析された。レーン１～７はＡ鎖と反
応された。レーン８はＢ鎖との反応を示す。（ｂ）ＭＳ２へのコンジュゲート後の塩基対
についてＤＮＡ能力を確認するゲルシフトアッセイ。レーン１０は、増加した電気泳動シ
フトについての追加の２０個のアデニン塩基を有するＡ鎖に相補配列を含み、レーン９は
添加された追加のＤＮＡを有しない。透過型電子顕微鏡画像（ｃ）と動的光散乱分析（ｄ
）はＤＮＡコンジュゲート後の無傷なキャプシドを示した。さらに、ＤＬＳは、Ａ鎖のコ
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ンジュゲートに基づく径の有意な増大を示し、並びにＡ鎖（追加の２０塩基の突出なし）
に相補的な２０塩基の配列の追加によりさらに径が増大したことを示す。ＴＥＭ画像のス
ケールは１００ｎｍを表す。
【００３９】
【図２６】アプタマー標識されたキャプシドを用いた細胞標的化及び取り込み。（ａ）細
胞標的化はフローサイトメトリーを用いて確認された。Ｂ鎖で修飾されたＭＳ２キャプシ
ドだけがＪｕｒｋａｔ細胞に結合した（青色）。外部に未修飾のキャプシド及びＣ鎖で修
飾されたキャプシド（それぞれ緑色及び黄色）は、ＬＤＬ標識されたデンドソーム（ｂ）
を有するが、トランスフェリン標識されたエンドソーム（ｃ）を持たない、Ｂ標識された
キャプシドの共局在化を示す。スケールバーは３μｍを表す。
【００４０】
【図２７】ウイルス外部への細胞標的化アプタマーの内部積み荷結合の組み込みを示す。
概略図はウイルスに関わる基本プロセスを記述する：ウイルスは糖質でオリゴヌクレオチ
ドアプタマーにより被覆され、ウイルスは積み荷（最大１８０個の分子）を含む；生きた
標的細胞の表面上の細胞表面タンパク質についてアプタマー特異性のために、アプタマー
は受容体タンパク質に結合又は内在化するか、又は他にはその細胞に内容物を輸送する。
【００４１】
【図２８Ａ】本方法を用いてパターン化された細胞の画像、及び相乗的ソーラーパワーの
Ｈ２燃料電池（チップ上）における生物の役割の短い説明を示す。図２８ＡはＳｙｎｅｃ
ｈｏｃｙｓｔｉｓ　ＰＣＣ６８０３（シアノバクテリア）、Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ
（藻類）、Ｒ．ｒｕｂｒｕｍを示す。
【図２８Ｂ】本方法を用いてパターン化された細胞の画像、及び相乗的ソーラーパワーの
Ｈ２燃料電池（チップ上）における生物の役割の短い説明を示す。図２８ＢはＡ．ｖｉｎ
ｅｌａｎｄｉｉを示す。細胞はｓｓＤＮＡの巨大なスポット上にパターン化され、それは
このパターンに対して唯一の部分的な湾曲が画像に示されている理由である。
【００４２】
【図２９】Ｅ．ｃｏｌｉパターンの画像を示す。（Ａ）はＦＩＴＣ　ＤＩＣオーバーレイ
で標識されたパターン化された大腸菌２０×を示す。（Ｂ）及び（Ｃ）は、パターン化さ
れた大腸菌（蛍光標識されていない）とＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ（ＦＩＴＣ標識）の
マイクロアレイパターン２０×（上段）と１０×（下段）の画像を示す。バックグラウン
ド蛍光があるが、細胞はそれらの質感によって示され得る。
【００４３】
【図３０】燃料電池デバイスにおいて使用するためのガラス基質上のＳｙｎｅｃｈｏｃｙ
ｓｔｉｓ　ＰＣＣ６８０３（ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、Ａ．ｖｉｎｅｌａｎｄｉｉ
、及びＲ．ｒｕｂｒｕｍのパターン化された層を示す。
【００４４】
【図３１】細胞表面上のリジンの天然の官能基との反応による本発明によって調製され、
相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された哺乳動物細胞のＤＮ
Ａ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細胞コンジュゲートの形成を示す。
【図３１－１】細胞表面上のリジンの天然の官能基との反応による本発明によって調製さ
れ、相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された哺乳動物細胞の
ＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細胞コンジュゲートの形成を示す。
【００４５】
【図３２】相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された本発明に
よって調製された非哺乳動物細胞のＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細胞コ
ンジュゲートの形成を示す。
【図３２－１】相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された本発
明によって調製された非哺乳動物細胞のＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細
胞コンジュゲートの形成を示す。
【図３２－２】相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された本発
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明によって調製された非哺乳動物細胞のＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細
胞コンジュゲートの形成を示す。
【００４６】
【図３３】細胞表面上のグルタミン酸の天然の官能基との反応による本発明によって調製
され、相補的ＤＮＡ鎖で修飾された顕微鏡用スライドガラス上に固定された哺乳動物細胞
のＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細胞コンジュゲートの形成を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
発明の詳細な説明
Ｉ．一般
　本発明は、代謝工学を必要とせずに、細胞表面上の天然の官能基を介して、ＤＮＡを細
胞に共有的に連結させることによって調製される細胞－ＤＮＡコンジュゲートの最初の例
を提供する。細胞壁を持たない哺乳動物細胞及び他の細胞について、ＤＮＡは、リジンア
ミンなどの、細胞表面のアミノ酸に直接共有結合される。細胞壁を持たない植物細胞及び
他の細胞について、細胞の表面上の糖類は、アルデヒド又はケトンを形成するように、例
えば酸化によって最初に修飾され、次にＤＮＡで修飾される。
【００４８】
　ＤＮＡ－細胞コンジュゲートを形成させるための従来の方法は、代謝工学の使用、即ち
、細胞によって代謝され、細胞表面に発現されるアジド官能化糖などの適切に修飾された
糖を有する細胞を与えることを必要としていた。次に、ＤＮＡは、アジド修飾糖にコンジ
ュゲートされた。この方法は、有用性及び応用範囲の両方を制限するいくつかの欠点を有
している。例えば、代謝工学は、細胞表面上に十分量のアジド官能化糖を細胞に与えるの
に数日を必要とする。また、修飾することができる細胞型は制限され、重要な診断的有用
性を有する初代細胞を排除する。最後に、代謝工学は、必ず、細胞の構造及び特性を修飾
する。
【００４９】
　本発明は、細胞表面に既に存在する天然の官能基を用いることによって、アジド代謝工
学プロセルに固有の困難性を克服する。ＮＨＳ－エステルで修飾されたＤＮＡなどの活性
化ＤＮＡ配列を用いることによって、ＤＮＡは、細胞壁を持たない細胞の細胞表面上にリ
ジン基のアミンに共有結合可能である。このプロセスは最大数時間を要する。プロセスの
容易さにより、初代細胞、並びに幹細胞の修飾も可能にする。細胞壁を有する細胞につい
て、細胞表面上の天然の糖は、アルデヒド及びケトンを形成するために、例えば、酸化に
よって最初に修飾され、次に例えば、アミノオキシ基を用いて活性化ＤＮＡ配列と反応さ
せる。本発明のＤＮＡ－細胞コンジュゲート及び方法は、細胞検出及びアッセイ方法に向
かって実質的な跳躍を表す。
【００５０】
　表面で細胞をパターニングする能力は、種々の研究及び応用のための新しいプラットフ
ォームを提供し、例えば、細胞生物学の研究、幹細胞分化の制御、及び新しい組織の操作
が挙げられる。典型的には、細胞に基づくアッセイは、細胞表面上のインテグリンに結合
するように設計される「ＲＧＤ」を用いて、対象の表面をプリントすることによって形成
される。このアプローチは多数の細胞型の固定化に幅広く適合されている一方で、非付着
細胞（例えば白血球）を捕捉し、又は独自のアレイ特徴に複数の細胞型を結合するために
使用することができない。また、細胞分化又は行動において望ましくない変化を引き起こ
す可能性があり、これは、これらのプロセスの制御と関わる正に表面受容体を用いるため
である。
【００５１】
　これらの制限を回避するために、相補鎖でプリントされた表面に対して細胞膜に共有結
合された合成ＤＮＡ鎖のハイブリダイゼーションを介した生細胞の捕捉は、参照により本
明細書中に援用されるＣｈａｎｄｒａ，Ｒ．Ａ．；Ｄｏｕｇｌａｓ，Ｅ．Ｓ．；Ｍａｔｈ
ｉｅｓ，Ｒ．Ａ．；Ｂｅｒｔｏｚｚｉ，Ｃ．Ｒ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．Ａｎｇｅｗ
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．Ｃｈｅｍ．－Ｉｎｔ．Ｅｄｉｔ．２００６，４５，８９６－９０１における発明者らの
幾人かによって従来報告されている。複数の細胞型が単一の基質にパターニングされるよ
うにすることに加えて、この方法は、基質再利用及び同調性の重要な利点を提供した。最
も重要なことには、このアプローチは、接着細胞に加えて非接着細胞を捕捉するために用
いられ、この受容体に依存しないプロセスを通じた固定化の結果として、細胞は行動の最
小の変化を経験することが示されている。従来の報告では、この方法の有用性はまた、複
雑な細胞パターンの形成について示されている。
【００５２】
　従来の研究で用いられたＤＮＡ鎖は、２工程プロセスを通じて細胞表面のグリカンに組
み込まれた。最初に、細胞は、１～３日間、アジド含有マンノース誘導体と一緒に与えら
れた。この糖は、その後代謝され、細胞表面のグリカンを含むシアル酸に組み込まれた。
次に、ＤＮＡは、Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ連結を用いてアジド官能性に標的化された。効果
的ではあるが、このプロトコールは、培養された哺乳動物細胞株について最も適切であり
、これは、十分な数のアジド基を組み込むために数日の曝露が必要である。
【００５３】
　ＤＮＡに基づく接着法の一般性を拡張するために、本発明は、実質的に任意の細胞表面
に核酸の直接的な組込みのための改善された方法を提供する。ここで図１に言及すると、
一態様では、活性化された又は官能化された単一鎖の核酸は、最初に、緩衝溶液中で化学
的リンカーと反応し、核酸－リンカーコンジュゲートを形成する。細胞又は細胞表面は、
細胞表面への化学的リンカーを介して核酸を結合させるように進行する反応を可能にする
特定の期間、緩衝溶液に曝露される。細胞への核酸の結合後、細胞を細胞培地に戻す。種
々の濃度の核酸は、図１ａにおいて記載及び定量されるように用いることができる。一態
様では、オリゴヌクレオチドは、化学的リンカーにオリゴヌクレオチドをコンジュゲート
するために、中性緩衝溶液中で化学的リンカーと反応させられ、次に、細胞は、３０分間
、オリゴヌクレオチド－リンカーコンジュゲートを含む緩衝溶液とともにインキュベート
され、細胞表面へのオリゴヌクレオチド－リンカーコンジュゲートの修飾及び結合を可能
にする。
【００５４】
　細胞修飾は、典型的には、リンカーと細胞表面上のアミノ酸との間の共有結合の形成を
介して開始する。いくつかの態様では、細胞表面は、動物、植物、藻、又は細菌細胞を含
む任意の起源由来の生細胞の細胞膜であってもよい。いくつかの態様では、共有結合はア
ミド結合又はエステル結合である。いくつかの態様では、オリゴヌクレオチドは単一鎖で
ある。他の態様では、アミノ酸は、リジン、システイン、チロシン、セリン、アスパラギ
ン酸、グルタミン酸及びトリプトファンから選択される。
【００５５】
　細胞壁を有する植物細胞などの細胞では、連結は、とりわけヒドラゾン、オキシム、又
はアミンであってもよく、ここで、結合は、過ヨウ素酸塩酸化、続くヒドラゾン、オキシ
ム又はアミン形成を介して生じる。一態様では、細胞上の糖質は酸化を受けアルデヒド官
能基を生じさせ、次にアルデヒドは、植物細胞表面の直接細胞修飾のためのオリゴヌクレ
オチド－リンカーコンジュゲートと反応する。
【００５６】
　この手法は、いくつかの態様では１時間未満で行うことができ、対象の任意のオリゴヌ
クレオチド配列を用いて等レベルの細胞表面官能化をもたらす。本方法は、ＲＴ－ＰＣＲ
分析用の単一細胞の捕捉、力測定又は細胞パターニング技術用の固体基質への生細胞の結
合を含む種々の態様に適用され得る。実施例では、本発明者らは、他の方法を用いたパタ
ーニングが困難であるあらゆる細胞型である、赤血球、初代Ｔ細胞、及び筋芽細胞を捕捉
するためのこの新しい標識法の使用を示す。この新しい技術は、ＤＮＡに基づく接着スト
ラテジーの範囲を大いに拡張し、有機合成を専門にしない研究室において使用するには十
分に容易である。
【００５７】
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　したがって、一態様では、本発明は、直接共有結合されたオリゴヌクレオチドを有する
細胞膜を含む組成物である。細胞膜は全体として無傷な細胞であってもよく、それにより
、組成物は直接共有結合されたオリゴヌクレオチドを有する全細胞を含む。多数のオリゴ
ヌクレオチドは単一細胞に結合され得る。細胞は生細胞であってもよい。細胞は、動物細
胞又は非動物細胞を含む真核細胞などの任意の細胞であってもよい。細胞又は細胞膜が「
直接的に」修飾されるということは、細胞膜（細胞表面、細胞の外側）がオリゴヌクレオ
チドの結合前に修飾及び変化しないことを意味する。具体的には、結合は細胞表面上の構
成に対するものであるため、直接的には、オリゴヌクレオチド結合が、オリゴヌクレオチ
ドとの共有結合前に修飾されない構成を意味する。従来の方法は全て、オリゴヌクレオチ
ドに結合する前に、最初に細胞表面上の部分を修飾する。
【００５８】
　対照的に、結合は、新しい共有結合が互いに接続する２つの分子間で形成されることを
意味する。結合は、典型的にはアミド又はエステル結合であるが、オリゴヌクレオチドと
細胞表面の部分（例えば、タンパク質、アミノ酸、若しくは糖質、又は他の細胞表面実体
）との間の結合の目的を果たす任意の結合であってもよい。
【００５９】
　一態様は、迅速及び効率的プロセスにおいてＮＨＳ－ＤＮＡコンジュゲートを用いて細
胞表面の直接修飾を促進し、１時間以内で相補的ＤＮＡを有する表面上で実質的に任意の
哺乳動物細胞をパターニングすることができる。本明細書に記載される特定の技術は、赤
血球細胞、初代Ｔ細胞、及び筋芽細胞を含む、従来のインテグリン標的技術とは一般的に
不適合ないくつかの細胞型を用いる能力を示す。固定化手法は、従来報告されている抗体
及びレクチンに基づく方法と比較して、初代Ｔ細胞を活性化しなかった。これらの研究で
は、筋芽細胞は、高効率でパターニングされ、表面結合後に分化しないままであった。分
化培地を変えると、筋芽細胞は、優れた程度の端整列を有するパターン化された領域の中
心に形成した。この新しいプロトコールの利用性は、一般的に、人工組織の生成及び生細
胞のデバイス設定への組み込みのためのＤＮＡに基づく結合ストラテジーの応用性を拡張
する。
【００６０】
ＩＩ．定義
　「細胞」は、生命の基本的な機能的単位を意味し、原核細胞及び真核細胞の両方を含む
。細胞は、核又は核様体を有する内部、及び細胞膜（細胞表面）によって特徴付けられる
。細胞はまた細胞壁を有してもよい。細胞壁を持たない細胞は、真核細胞、哺乳動物細胞
、及び幹細胞を含む。細胞壁を有する原核細胞及び植物細胞を含む。他の細胞は、本発明
において有用である。
【００６１】
　「天然の官能基」とは、細胞表面に由来する官能基を意味し、例えば、アミノ酸及び糖
が挙げられ、本発明のコンジュゲートを形成するための核酸部分と反応する。例示的なア
ミノ酸には、リジン、システイン、チロシン、スレオニン、セリン、アスパラギン酸、グ
ルタミン酸及びトリプトファンが含まれる。例えば、以下に記載のアミノ酸などの他のア
ミノ酸も有用である。また、糖は細胞表面に由来し、マンノース、ガラクトース及びシア
ル酸、並びに以下の記載の糖が含まれる。天然の官能基は、未修飾形態の核酸部分と反応
することができ、又はそれらをより反応的にさせるように修飾され得る。
【００６２】
　用語「アミノ酸」とは、天然に存在するアミノ酸及び合成アミノ酸、並びに天然に存在
するアミノ酸に類似して機能するアミノ酸類似体及びアミノ酸模倣体を意味する。天然に
存在するアミノ酸、遺伝子コードによってコードされたアミノ酸、後に修飾されるそれら
のアミノ酸、例えば、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸、及びＯ－ホス
ホセリンが挙げられる。
【００６３】
　「アミノ酸類似体」は、天然に存在するアミノ酸と同じ基本の化学構造、即ち、水素、
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カルボキシル基、アミノ基、及びＲ基に結合する炭素原子を有する化合物を意味し、例え
ば、モホセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウ
ムが挙げられる。このような類似体は、修飾されたＲ基（例えば、ノルロイシン）又は修
飾されたペプチド骨格を有するが、天然に存在するアミノ酸と同じ基本の化学構造を保持
する。
【００６４】
　「非天然アミノ酸」は遺伝子によってコードされないが、必ずしも天然に存在するアミ
ノ酸と同じ基本構造を持たない。非天然アミノ酸は、限定されるものではないが、アゼチ
ジンカルボン酸、２－アミノアジピン酸、３－アミノアジピン酸、ベータアラニン，アミ
ノプロピオン酸、２－アミノブチル酸、４－アミノブチル酸、６－アミノカプロン酸、２
－アミノへプタン酸、２－アミノイソ酪酸、３－アミノイソ酪酸、２－アミノピメリン酸
、ｔｅｒｔ－ブチルグリシン、２，４－ジアミノイソ酪酸、デスモシン、２，２’－ジア
ミノピメリン酸、２，３－ジアミノプロピオン酸、Ｎ－エチルグリシン、Ｎ－エチルアス
パラギン、ホモプロリン、ヒドロキシリジン、アロ－ヒドロキシリジン、３－ヒドロキシ
プロリン、４－ヒドロキシプロリン、イソデスモシン、アロ－イソロイシン、Ｎ－メチル
アラニン、Ｎ－メチルグリシン、Ｎ－メチルイソロイシン、Ｎ－メチルペンチルグリシン
、Ｎ－メチルバリン、ナフタアラニン、ノルバリン、オルニチン、ペンチルグリシン、ピ
ペコリン酸、チオプロリン、アミノフェニルアラニン、ヒドロキシチロシン、及びアミノ
チロシンを含む。
【００６５】
　「アミノ酸模倣体」とは、アミノ酸の一般的な化学構造とは異なるが、天然に存在する
アミノ酸と類似したように機能する構造を有する化合物を意味する。
【００６６】
　アミノ酸は、本明細書において、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学命名委員会によって推奨さ
れる通常知られている３文字シンボル又は１文字シンボルによって示されてもよい。同様
に、ヌクレオチドは、それらの通常許容される１文字コードによって示されてもよい。
【００６７】
　「保存的に修飾された改変体」とは、アミノ酸及び核酸配列の両方に適用する。特定の
核酸配列に関して、「保存的に修飾された改変体」は、同一若しくは本質的に同一のアミ
ノ酸配列をコードするそれらの核酸、又は核酸がアミノ酸配列をコードしない場合は本質
的に同一の配列を指す。遺伝子コードの縮退のため、大多数の機能的に同一の核酸は任意
の所定のタンパク質をコードする。例えば、コドンのＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧ及びＧＣＵ
は全てアミノ酸のアラニンをコードする。したがって、アラニンがコドンによって特定さ
れる全ての位置で、そのコドンは、コードされるポリペプチドを変えることなしに、記載
の対応するコドンのいずれかに変更され得る。このような核酸改変体は「サイレント改変
体」であり、保存的に修飾された改変体の一種である。ポリペプチドをコードする本明細
書における全ての核酸配列はまた、核酸の全ての可能なサイレント改変体を記載する。当
業者は、核酸における各コドン（通常はメチオニンの唯一のコドンであるＡＵＧ、通常は
トリプトファンの唯一のコドンであるＴＧＧを除く）が機能的に同一分子を生じさせるよ
うに改変可能である。したがって、ポリペプチドをコードする核酸の各サイレント改変体
は、記載された各配列において潜在的である。
【００６８】
　アミノ酸配列について、当業者は、コードされた配列において単一のアミノ酸又は少な
い割合のアミノ酸を置換、付加又は欠失する核酸、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク
質配列に対して個々の置換、欠失又は付加は、その変更が化学的に類似した（疎水性、親
水性、正に帯電した、中性、負に帯電した）アミノ酸によるアミノ酸の置換に至る「保存
的に修飾された改変体」であることを認識する。代表的な疎水性アミノ酸には、バリン、
ロイシン、イソロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、及びトリプトファンが含まれ
る。例示的な芳香族アミノ酸には、フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファンが挙
げられる。例示的な脂肪族アミノ酸にはセリン及びスレオニンが含まれる。例示的な塩基
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性アミノ酸にはリジン、アルギニン及びヒスチジンが含まれる。カルボン酸側鎖を有する
例示的なアミノ酸にはアスパラギン酸及びグルタミン酸が挙げられる。カルボキサミド側
鎖を有する例示的なアミノ酸にはアスパラギン及びグルタミンが含まれる。機能的に類似
したアミノ酸を与える保存的置換表は当該技術分野において周知である。このような保存
的に修飾された改変体は加えられるが、本発明の多型改変体、種間ホモログ、及び対立遺
伝子を排除する。
【００６９】
　以下の８つの群の各々は、互いに保存された置換であるアミノ酸を含む：
１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；及び
８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）
（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１９８４）参照）。
【００７０】
　「糖」は、単糖、二糖、オリゴ糖又は多糖などの糖を意味する。単糖には、限定されな
いが、グルコース、リボース、フルクトース、シアル酸、マンノース及びガラクトースが
含まれる。二糖には、限定されないが、スクロース及びラクトースが含まれる。多糖には
、限定されないが、セルロース、ヘミセルロース及びリグノセルロース又はスターチが挙
げられる。他の糖は、本発明において有用である。
【００７１】
　本明細書で使用するとき、用語「接触すること」とは、少なくとも２つの区別される種
が反応し得るようにそれらを接触させるプロセスを意味する。しかしながら、得られた反
応生成物は、添加された試薬間での反応から直接的に、又は反応混合物において生成され
得る添加された試薬の１以上からの中間体から生成され得ることを認識しなければならな
い。
【００７２】
　「核酸部分」は、複数のヌクレオチド又は核酸からなる群を意味する。例示的な核酸部
分には、限定されないが、オリゴヌクレオチド、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸
（ＲＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、モルホリノ及びロックト核酸（ＬＮＡ）、グリコ
ール核酸（ＧＮＡ）、トレオース核酸（ＴＮＡ）、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）、２’－
フルオロデオキシリボ核酸、アプタマー及びその他が挙げられる。
【００７３】
　「活性化された核酸部分」は、１以上の天然の官能基との反応性が増加した基を有する
核酸部分を意味する。例えば、天然の官能基がアミン又はリジンである場合、活性化基は
、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＮＨＳ－エステル）などの活性化基であり得
る。活性化エステルは、活性化核酸部分の核酸部分に直接結合されるか、又はリンカーを
介して結合され得る。天然の官能基がシステインである場合、活性化基はマレイミドであ
り得る。他の活性化エステル及び活性化基は、活性化核酸部分に有用である。チロシンは
、ジアゾニウム塩、イミン、及びアリル－パラジウム種を用いて修飾され得る。トリプト
ファンはメタロカルベノイド及びイミンを用いて修飾されてもよい。Ｎ末端アミノ酸はア
ミノ転移を介して修飾されてもよく、Ｎ末端セリン及びスレオニンは酸化されて、過ヨウ
素酸ナトリウムを用いてアルデヒドを生じさせてもよい。
【００７４】
　「修飾された天然の官能基」は、細胞表面に核酸部分を結合するために修飾された天然
の官能基を意味する。天然の官能基は、代謝工学によることを除いて、種々の方法におい
て修飾され得る。例えば、天然の官能基が糖である場合、糖は、安定な修飾剤又は過ヨウ
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素酸ナトリウムなどの酸化剤を用いて酸化されてもよい。天然の官能基が糖であり、修飾
剤が過ヨウ素酸ナトリウムなどの酸化剤である場合、修飾された天然の官能基はアルデヒ
ド又はケトンであり得る。
【００７５】
　「基質表面」は、核酸部分を含むように誘導され得る任意の材料を指す。基質表面に対
する材料の例には、限定されないが、ガラス（制御された細孔ガラスを含む）、ポリマー
（例えば、ポリスチレン、ポリウレタン、ポリスチレン－ジビニルベンゼン共重合体）、
シリコーンゴム、石英、ラテックス、誘導可能な遷移金属、磁気材料、二酸化ケイ素、窒
化ケイ素、ガリウムヒ素、及びそれらの誘導体が挙げられる。表面上の反応部位を除いて
、材料は、一般的に、それらが供されてもよい様々な化学反応条件に耐性である。
【００７６】
ＩＩＩ．細胞－ＤＮＡコンジュゲート
　本発明は、細胞－ＤＮＡコンジュゲート及びコンジュゲートを製造するための方法を提
供する。
【００７７】
Ａ．細胞壁を持たない細胞のコンジュゲート
　本発明は、核酸部分と、細胞壁を持たない細胞とのコンジュゲートを提供する。コンジ
ュゲートは、細胞表面上に天然の官能基を介して細胞表面に核酸部分を共有的に連結させ
ることによって形成される。本発明のコンジュゲートに使用される細胞は任意の細胞であ
ってもよく、核酸部分をコンジュゲートするために官能基を導入する代謝工学を必要とし
ない。
【００７８】
　いくつかの態様では、本発明は細胞と核酸部分のコンジュゲートを提供し、ここで、細
胞は天然の官能基を含む表面を有し、細胞は細胞壁を持たず、核酸部分は天然の官能基に
共有結合される。
【００７９】
　本発明に有用な細胞は、任意の細胞型を含む。いくつかの態様では、細胞は細胞壁を持
たない細胞である。核酸部分結合のために用いることができる細胞（及び同使用のための
細胞膜）は、全ての動物細胞、植物細胞、藻細胞、細菌細胞及び真菌細胞を含む任意の真
核細胞であってもよい。以下は、本発明の組成物、デバイス及び方法において使用されて
もよい細胞の限定的なリストである。このリストは、多数の細胞及び細胞型を含むことを
意図し、限定されないが、本発明において使用されてもよい細胞の限定である。むしろこ
れらの細胞及び細胞型は代表的であり、例示的である。生細胞、死細胞、及び細胞株は、
本発明において使用されてもよい。生細胞は大分の分析的及び有用な上方を提供する可能
性があり、生細胞が細胞表面修飾を通じて活性化されることなしに本発明において使用可
能であるため、それらは、本発明によってかつ本発明に固有して提供されるツールを用い
た人工的なシステム及びデバイスにおいて、それらの天然又は天然に近い特性について研
究され得る。
【００８０】
　以下は、細胞の非制限的リストである。血液及び免疫系由来のヒト細胞型には以下が含
まれる：リンパ球：Ｂ細胞、Ｔ細胞（細胞傷害性Ｔ細胞、ナチュラルキラーＴ細胞、調節
性Ｔ細胞、ＴヘルパーＴ細胞）、ナチュラルキラー骨髄細胞：顆粒細胞（好塩基性顆粒球
、好酸性顆粒球、好中性顆粒球／過分葉好中球）、単球／マクロファージ、赤血球（網状
赤血球）、マスト細胞、血小板／巨核球、樹状細胞。内分泌系には、甲状腺（甲状腺上皮
細胞、傍濾胞細胞）、副甲状腺（副甲状腺主細胞、好酸性細胞）、副腎（クロム親和性細
胞）、松果体（松果体細胞）の細胞が含まれる。神経系の細胞には、グリア細胞（星状細
胞、小膠細胞）、大細胞性神経分泌細胞、星細胞、ベッチャー細胞、下垂体性、（性腺刺
激細胞、皮質刺激細胞、甲状腺刺激細胞、ソマトトロピン産生細胞、プロラクチン産生細
胞）が含まれる。呼吸系の細胞には、肺細胞（Ｉ型肺細胞、ＩＩ型肺細胞）、クララ細胞
、杯細胞、塵埃細胞が含まれる。消火器系の細胞には、胃（胃主細胞、壁細胞）、杯細胞
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、パネート細胞、Ｇ細胞、Ｄ細胞、ＥＣＬ細胞、Ｉ細胞、Ｋ細胞、Ｓ細胞が含まれる。腸
内分泌細胞、腸クロム親和性細胞、ＡＰＵＤ細胞、肝臓（肝細胞、クッパー細胞）、軟骨
／骨／筋肉。外皮系骨：骨芽細胞、骨細胞、破骨細胞、歯細胞（セメント芽細胞、エナメ
ル芽細胞）軟骨：軟骨芽細胞、軟骨細胞、皮膚／毛髪：毛胞、ケラチン生成細胞、メラニ
ン形成細胞（母斑細胞）、筋肉：筋細胞、その他：脂肪細胞、線維芽細胞、腱細胞。泌尿
器系には、有足細胞、糸球体傍細胞、糸球体内メサンギウム細胞／糸球体外メサンギウム
細胞、近位尿細管刷子縁細胞、緻密斑細胞が含まれる。生殖系には、雄（精子、セルトリ
細胞、ライディッヒ細胞）、雌（卵子）が含まれる。角化上皮細胞には、表皮角化細胞（
分化上皮細胞）、表皮基底細胞（幹細胞）、手足の爪の角化細胞、爪床基底細胞（幹細胞
）、毛髄質細胞、毛皮質軸細胞、毛表皮軸細胞、毛根表皮鞘細胞、根鞘小皮細胞、ハクス
リ層根鞘細胞、ヘンレ層根鞘細胞、外毛根鞘細胞、毛母体細胞（幹細胞）、湿潤層障壁上
皮細胞、角膜、舌、口腔、食道、肛門管、遠位尿道及び膣腔の重層扁平上皮被蓋上皮細胞
、角膜、舌、口腔、食道、肛門管、遠位尿道及び膣腔の上皮基底細胞（幹細胞）、尿管上
皮細胞（膀胱および尿管の内膜）、外分泌上皮細胞、唾液腺粘液細胞（多糖類の豊富な分
泌）、唾液腺漿液細胞（糖タンパク質酵素の豊富な分泌）、舌のフォンエブナー腺細胞（
味蕾を洗う）、乳腺細胞（乳汁を分泌）、涙腺細胞（涙を分泌）、耳道腺細胞（耳垢を分
泌）、エクリン汗腺暗細胞（糖タンパク質を分泌）、エクリン汗腺明細胞（小分子を分泌
）が含まれる。アポクリン汗腺細胞（発香性物質を分泌、性ホルモン感受性）、まぶたの
モル腺細胞（特化汗腺）、皮脂腺細胞（脂質に富む皮脂の分泌）、鼻のボーマン腺細胞（
嗅上皮を洗う液の分泌）、十二指腸のブルンナー腺細胞（酵素を含むアルカリ性粘液を分
泌）、精嚢細胞（精子のエネルギー源であるフルクトースを含む精液の成分を分泌）、前
立腺細胞（精液の成分を分泌）、球尿道腺細胞（粘液を分泌）、バルトリン腺細胞（膣の
潤滑液を分泌）、リトレ腺細胞（粘液を分泌）、子宮内膜細胞（糖質を分泌）、気道およ
び消化管の単離された杯細胞（粘液を分泌）、胃の内層の粘液上皮細胞、（粘液を分泌）
、胃腺の酵素源細胞（ペプシノーゲンを分泌）、胃腺の塩酸分泌細胞（塩酸の分泌）、膵
臓の腺房細胞（消化酵素と重炭酸塩を分泌）、小腸のパネス細胞（リゾチームを分泌）、
肺のＩＩ型肺胞細胞（界面活性物質を分泌）、肺のクララ細胞、ホルモン分泌細胞、下垂
体前葉細胞、ソマトトロピン産生細胞、プロラクチン産生細胞、甲状腺刺激ホルモン産生
細胞、性腺刺激ホルモン産生細胞、副腎皮質刺激ホルモン分泌細胞、下垂体中葉細胞（メ
ラノサイト刺激ホルモンを分泌）、大細胞性神経分泌細胞（オキシトシン及びバソプレシ
ンを分泌）、消化管及び気道の細胞（セロトニン、エンドルフィン、ソマトスタチン、ガ
ストリン、セクレチン、コレシストキニン、インスリン、グルカゴン、ボンベシンを分泌
）、甲状腺細胞、甲状腺上皮細胞、傍濾胞細胞、副甲状腺細胞、上皮小体主細胞、好酸性
細胞、副腎細胞、クロム親和性細胞（ステロイドホルモン（鉱質コルチコイド、糖質コル
チコイド）を分泌）、精巣ライディヒ細胞（テストステロンを分泌）、卵巣濾胞の内卵胞
膜細胞（エストロゲンを分泌）、卵胞破裂部位黄体細胞（プロゲステロンを分泌）、顆粒
膜黄体細胞、卵胞膜ルテイン細胞、腎臓の傍糸球体装置細胞（レニンを分泌）、腎臓の緻
密斑細胞、代謝及び貯蔵細胞、障壁機能細胞（肺、消化管、外分泌腺及び尿生殖路）、腎
臓、Ｉ型肺胞細胞（肺の気室内膜）、膵臓導管細胞（腺房中心細胞）、無筋導管細胞（汗
腺、唾液腺、乳腺など）、導管細胞（精嚢、前立腺など）、閉鎖性内部体腔を有する上皮
細胞、推進機能を有する絨毛細胞、細胞外マトリックス分泌細胞、収縮性細胞、骨格筋細
胞、幹細胞、心筋細胞、血液及び免疫系細胞、赤血球、巨核球（血小板前駆細胞）、単球
細胞、結合組織のマクロファージ（多種類）、表皮ランゲルハンス細胞、破骨細胞（骨）
、樹状細胞（リンパ系組織）、ミクログリア細胞（中枢神経系）、好中球、好酸球、好塩
基球、マスト細胞、ヘルパーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、ナチュラ
ルキラーＴ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、網状赤血球、血液及び免疫系の幹細胞
と方向づけられた前駆細胞（多種類）、多能性幹細胞、全能性幹細胞、誘導多能性幹細胞
、成人幹細胞、神経系、感覚変換器細胞、自立性ニューロン細胞、感覚器官及び末梢ニュ
ーロン支持細胞、中枢神経系ニューロン及びグリア細胞、レンズ細胞、色素細胞、メラニ
ン細胞、網膜色素上皮細胞、生殖細胞、卵原細胞／卵母細胞、精子細胞、精母細胞、精原
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細胞（精母細胞の幹細胞）、精子、ナース細胞、卵巣濾胞細胞、セルトリ細胞（精巣内）
、胸腺上皮細胞、間質細胞、又は間質性角膜炎が挙げられる。
【００８１】
　細胞は健常細胞、又は疾患細胞であってもよい。例えば、細胞は癌状態由来であっても
よく、例えば上皮癌又は癌腫が挙げられ、限定されないが、前立腺の癌腫、乳癌腫、結腸
癌腫、膵臓癌腫、肺癌腫、皮膚癌腫（メラノーマ）、食道癌腫など、又は起源の推定細胞
（肝細胞癌、腎細胞癌腫、及び小細胞肺癌種など）が含まれる。他の癌細胞には、筋上皮
癌、肉腫、神経膠腫、リンパ腫、白血病、カルチノイド、及び任意の他の癌タイプが挙げ
られる。組織の他の状況又は状態における細胞が使用されてもよく、限定されないが、自
己免疫状態、免疫関連状態（例えば、アレルギー、抗原投与に対する免疫応答など）、標
準的処置に貢献するか又はそれに対する耐性を示す状態を代表する細胞、状態に対する感
受性又は素因（例えば、糖尿病、甲状腺状態、脳卒中、心血管状態、又は肝臓の質、機能
、及び変性など）が挙げられる。
【００８２】
　いくつかの態様では、細胞は初代細胞である。他の態様では、細胞は哺乳動物細胞であ
る。いくつかの他の態様では、細胞は幹細胞である。
【００８３】
　細胞表面は、任意の適した天然の官能基、例えば、アミノ酸及び糖を含むことができる
。いくつかの態様では、天然の官能基は、アミノ酸であってもよく、例えば、リジン、シ
ステイン、チロシン、スレオニン、セリン、アスパラギン酸、グルタミン酸又はトリプト
ファンが含まれる。他の態様では、天然の官能基はリジンである。いくつかの他の態様で
は、天然の官能基はＮ末端セリン又はスレオニンであってもよい。
【００８４】
　核酸部分は、核酸又はヌクレオチドを有する任意の適した核酸部分であってもよい。例
示的な核酸部分には、限定されないが、オリゴヌクレオチド、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ
）、リボ核酸（ＲＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、モルホリノ及びロックト核酸（ＬＮ
Ａ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、トレオース核酸（ＴＮＡ）、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮ
Ａ）、アプタマー及びその他が挙げられる。他の核酸部分はフッ素化された核酸が挙げら
れる。
【００８５】
　別の態様では、本発明の核酸部分は核酸であり、またヌクレオチドのポリマーでもある
。用語「核酸」又は「オリゴヌクレオチド」は相互交換的に用いることができ、ＤＮＡ又
はＲＮＡヌクレオチドの生体高分子を含むことを意味し、一本鎖、二本鎖、三本鎖、分岐
若しくは未分岐、又は部分的にハイブリダイズする短いオリゴヌクレオチド、二次構造を
有する核酸、及び／又は天然に存在する若しくは天然に存在しないヌクレオチドである核
酸を含む。
【００８６】
　一態様では、一本鎖オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーションによって、別の細
胞、基質表面、又はデバイス上のその相補鎖へ細胞を結合させる機会を提供する。
【００８７】
　細胞表面上への結合に使用される一本鎖オリゴヌクレオチドの長さは、約４ヌクレオチ
ド～約２００ヌクレオチドの範囲であり得る。一般に、約１２ヌクレオチド～４０ヌクレ
オチドの長さはハイブリダイゼーションに最適である。約２０～約２５ヌクレオチドの鎖
は、多くの場合、ハイブリダイゼーションの目的に用いられる。
【００８８】
　細胞表面に結合される核酸部分の数は、細胞あたり約１００，０００以上であり得る。
いくつかの態様では、核酸部分の数は、約１０，０００、又は約３０，０００、又は約５
０，０００に対して１つの核酸部分であり得る。必要とされる核酸部分の数は、用途及び
／又は細胞型などの因子に基づいて変化し得る。図１ｂでは、最大１２０，０００個のＤ
ＮＡ鎖が各細胞上に導入されたことを示す。
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【００８９】
　一態様では、核酸部分はアプタマーである。アプタマーは、三次元構造を適合し、特異
的な標的分子を結合し得るオリゴ核酸分子である。アプタマーは、通常、大きなランダム
配列プールからそれらを選択することによって作成されるが、天然のアプタマーはまたリ
ボスイッチに存在する。アプタマーは、基礎研究及び高分子薬物などの臨床目的に用いる
ことができる。アプタマーは、それらの標的分子の存在において自己開裂するようにリボ
ザイムと組み合わせることができる。これらの化合物分子は、さらなる研究、産業上及び
臨床上の用途を有する。ＤＮＡ又はＲＮＡアプタマーは、核酸部分の短鎖である。アプタ
マーは、小分子、タンパク質、核酸、並びにさらには細胞、組織及び臓器などの種々の分
子標的に結合するように、インビトロ選択又は同等にはＳＥＬＥＸ（指数的濃縮によるリ
ガンドの系統的進化）の繰り返しラウンドを通じて操作された核酸種である。アプタマー
は、バイオテクノロジー及び治療的用途において有用であり、これは、それらが一般に使
用される生体分子、抗体と競う分子認識特性を提供するためである。それらの識別認識に
加えて、アプタマーは、試験管において完全に操作され得るため、抗体と比較して利点を
提供し、それらは、化学合成によって容易に生成され、所望の貯蔵特性を有し、及び治療
用途において免疫原性が少ないか又はそれがない。アプタマー選択は、人工的に作製され
たアプタマーに類似した分子認識性を有するリボスイッチと呼ばれる核酸に基づく遺伝子
調節要素を含む。
【００９０】
　スマートアプタマーの概念、及びスマートリガンドは、アプタマー－標的相互作用の所
定の平衡（Ｋｄ）、速度（ｋｏｆｆ、ｋｏｎ）定数、及び熱力学的（ΔＨ、ΔＳ）パラメ
ータを有するアプタマーを発見する。動的キャピラリー電気泳動はアプタマーを選択する
。非修飾アプタマーは、数分から数時間の半減期で血流から急速に浄化され、それは主に
、アプタマーの固有の低分子量の結果として、ヌクレアーゼ分解及び腎臓による生体から
の浄化による。未修飾アプタマーの用途は、現在、血液凝固などの一時的な状態の治療、
又は局所投与が可能な場合には眼などの臓器の治療に焦点が当てられている。この急速な
浄化は、インビボの診断画像などの用途に利点であり得る。例は、癌画像のための開発中
のテニシン結合アプタマーである。いくつかの修飾、例えば、２’－フッ素置換されたピ
リミジン、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）連結など（それらはともにＭａｃｕｇｅｎ
、ＦＤＡ適合アプタマーに使用される）は、当日又はさらには週の時間スケールまで容易
にアプタマーの半減期を増大させる科学者に利用可能である。
【００９１】
　アプタマーに基づく治療の開発に加えて、多くの研究者は、プロテオミクスと呼ばれる
全細胞タンパク質プロファイリングのため、及び疾患対健康状態の区別のための医学的診
断のための診断技術を開発してきた。全てのインビトロの選択についての資源として、ア
プタマーデータベースは全ての公開された実験を分類する。これは、aptamer.icmb.utexa
s.edu/でオンラインに見出される。ＡｐｔａＢｉＤ又はアプタマー－促進バイオマーカー
ディスカバリーはバイオマーカーディスカバリーのための技術である。ＡｐｔａＢｉＤは
、バイオマーカーの指数関数的な検出を促進する細胞上の異なる分子標的のためのアプタ
マーの複数ラウンドの生成又はそのプールに基づく。それは３つの主要な段階を伴う：（
ｉ）標的細胞のバイオマーカー用のアプタマーの異なる複数ラウンドの選択；（ｉｉ）標
的細胞のバイオマーカー用のアプタマーに基づく単離；及び（ｉｉｉ）バイオマーカーの
質量分析同定。ＡｐｔａＢｉＤ技術の重要な特徴は、同時にバイオマーカーディスカバリ
ーを用いて合成のアフィニティープローブ（アプタマー）を生成することである。Ａｐｔ
ａＢｉＤでは、アプタマーは、それらの自然な状態及び立体構造における細胞表面バイオ
マーカーについて開発されている。バイオマーカーの同定の促進に加えて、このようなア
プタマーは、細胞単離、細胞視覚化、及びインビボでの細胞追跡に直接使用され得る。ま
た、それらは、細胞受容体の活性を調節し、異なる薬物（例えば、ｓｉＲＮＡ及び薬剤剤
）を細胞に送達するために用いることができる。
【００９２】
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　アプタマーの親和性及び選択性は、抗体のそれと匹敵し得る。本発明では、アプタマー
は、特定のレポーター、リンカー、又は他の部分を組み込むために、化学的又は酵素的合
成中に容易に部位特異的に修飾され得る。また、アプタマーの二次構造は、分析物に依存
した立体構造変化を受けるように操作され得て、それは、化学的薬物を具体的に認識する
能力と協力して、種々の可能なシグナル伝達スキーマを可能にし、検出様式が光学的、電
気化学的、又は質量に基づくものであるかどうかは関係がない。
【００９３】
　別の態様では、核酸部分は、同定の配列、バーコード配列、プローブ、ハイブリダイゼ
ーション用の捕捉配列、認識配列、遺伝子発現調節配列、遺伝子配列、エンハンサー、及
び／又は天然に存在する酵素、タンパク質を組み込む又は由来の配列、あるいはその他の
配列として用いることができるオリゴ核酸配列である。
【００９４】
　一態様では、細胞に結合された核酸部分配列（複数）は同じである。別の態様では、細
胞に結合された核酸部分の配列は異なってもよい。これは、複数の使用のための核酸部分
の結合を可能にするであろう。例えば、特定の配置での細胞を捕捉するための捕捉核酸部
分、特定の活性又は有用性を達成するためのハイブリダイゼーション又は活性化された配
列である。
【００９５】
　いくつかの態様では、核酸部分は、オリゴヌクレオチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ又は
アプタマーであってもよい。他の態様では、核酸部分は、一本鎖ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）で
あってもよい。いくつかの他の態様では、核酸部分は、約１０～約１００個の核酸であっ
てもよい。なお他の態様では、核酸部分はアプタマーであってもよい。
【００９６】
　また、本発明の核酸部分にはリンカーが含まれてもよい。別の態様では、細胞結合シス
テム用の化学的リンカーを用いてオリゴヌクレオチドを細胞表面に連結する。ここで図１
Ａによると、リンカーは、アミノ酸、糖質、又は他の細胞表面部分などの細胞表面上の細
胞部分への結合を促進する。一態様では、リンカーは、アミノ酸（又は細胞表面上の糖質
若しくは他の部分）を最初に修飾せずに、細胞上のアミノ酸に直接結合させることができ
る部分である。化学的リンカーは、結合されるべきオリゴヌクレオチドの一端に配置され
る。一態様では、化学的リンカーによって、細胞表面タンパク質のアミノ酸を用いた結合
の形成はその特徴を変更し、共有結合はアミノ酸と核酸オリゴヌクレオチドとの間に化学
的リンカーを介して形成される。いくつかの態様では、形成された結合はアミド結合又は
エステル結合である。このようにして、アミノ酸に結合するプロセスにおいて、化学的リ
ンカーは、典型的には、アミド、エステル、又は他の結合を形成するその特徴を変化させ
、また、細胞表面部分は共有結合の部分となることが確認される。
【００９７】
　１つの特定の態様では、Ｎ－ヒドロスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルは、カルボジイ
ミドの存在下において、カルボン酸塩とＮＨＳとの反応によって形成される１つのこのよ
うな可能性のある化学的リンカーである。ＮＨＳ又はスルホ－ＮＨＳエステル含有試薬は
、ＮＨＳ又はスルホ－ＮＨＳ脱離基の放出を伴う求核試薬と反応し、アシル化生成物を形
成する。このようなエステルとスルフヒドリル基又はヒドロキシル基との反応は、エステ
ル連結又はスルフヒドリルエステル連結を形成する。これらの結合の両方は、潜在的には
、水性環境において加水分解され、又は隣接するアミンと交換し、アミド結合及びＮＨＳ
脱離基を形成する。
【００９８】
　別の態様では、化学的リンカーはヘテロ二官能性架橋剤である。一態様では、ヘテロ二
官能性架橋剤はＮＨＳ－ＰＥＯｎ－マレイミドである。ＮＨＳ－ＰＥＯｎ－マレイミド試
薬は、アミンとスルフヒドリルを含有する分子の共有コンジュゲートを可能にする、Ｎ－
ヒドロスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルとマレイミド基を有するヘテロ二官能性架橋剤
である。
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【００９９】
　別の態様では、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を有する架橋剤は、ポリエチレンオ
キシド（ＰＥＯ）とも呼ばれ、スペーサーは、純粋に炭化水素スペーサーアームを有する
試薬に対する共有的代替物である。ＰＥＧスペーサーは、試薬とコンジュゲートの水溶性
を改良し、コンジュゲートの凝集の可能性を減少させ、架橋の柔軟性を増大させる。その
結果、スペーサー自体の免疫原的応答を減少させる。異なるＰＥＧ鎖長の異種混合物を含
む典型的なＰＥＧ試薬と比較して、これらのＰＥＯ試薬は、所定の重量及びスペーサーア
ーム長の同質化合物であり、架橋応用の最適化及び特徴付けにおいてより大きな精密性を
提供する。例えば、スクシンイミジル－［（Ｎ－マレイミドプロピオンアミド）－ヘキサ
エチレングリコール］エステルは、５ｍｇのＮＨＳ－ＰＥＯ6－マレイミド（Ｐｉｅｒｃ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ　６１１０５）を溶
解させることによってストック溶液を作製するために実施例において用いられた。
【０１００】
　別の態様では、シアル酸及びＥＤＣ又は１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピ
ル）カルボジイミド塩酸塩（カルボン酸塩及びアミンを含む生物学的基質をコンジュゲー
トするために使用されるカルボジイミド）の存在下、ＮＨＳ－マレイミドは、スルホヒド
リル－オリゴヌクレオチドとコンジュゲートし、アミノ酸と反応して、細胞表面でエステ
ル結合を形成することができる。
【０１０１】
　オリゴヌクレオチド上のリンカーとのアミド、エステル、又は他の結合を形成する可能
性のあるアミノ酸は、リジン、システイン、アスパラギン酸、グルタミン酸、チロシン、
トリプトファン及びセリンが挙げられる。一般に、リジン、システイン、アスパラギン酸
、グルタミン酸、及びチロシンは、ＮＨＳ－オリゴヌクレオチドとアミド結合を形成し、
セリンは、ＮＨＳ－オリゴヌクレオチドとエステル結合を形成する。他のリンカーは異な
る結合を形成する場合がある。例えば、マレイミド、ジスルフィドを含む試薬、アシル化
のプロセスを用いて、細胞表面タンパク質上のシステインと直接共有結合を形成すること
ができる。アミドカップリングは、アスパラギン酸及びグルタミン酸で使用され、アミド
結合を形成することができる。ジアゾニウムカップリング、アシル化、及びアルキル化は
、細胞表面上のチロシンで使用され、アミド結合連結を形成することができる。アミノ酸
（２０個のアミノ酸又は任意の非天然アミノ酸）のいずれかを用いて、細胞表面とのオリ
ゴヌクレオチドの結合である直接共有結合を形成することができる。２０個のアミノ酸は
、イソロイシン、ロイシン、リジン、メチオニン、フェニルアラニン、スレオニン、トリ
プトファン、及びバリン（必須アミノ酸）、並びにアラニン、アスパラギン、アスパラギ
ン酸、システイン、グルタミン酸、グルタミン、グリシン、プロリン、セリン、及びチロ
シン、非必須アミノ酸、さらにアルギニン及びヒスチジンである。
【０１０２】
　一般に、従来技術において有用な任意の親和性分子は、検出可能な基質の特異的認識を
与える既知のリガンドと共に、本発明の核酸基の結合に有用性を見出す。次にこれらの官
能基に結合し得るこのような生物学的分子の例には、既知の結合パートナーを有するリン
カー分子が含まれ、又は親和性分子は、限定されないが、多糖、レクチン、セレクチン、
核酸（単量体及びオリゴ体の両方）、タンパク質、酵素、脂質、抗体、及び小分子、例え
ば、糖、ペプチド、アプタマー、薬物、及びリガンドが挙げられる。
【０１０３】
　別の態様では、結合は共有結合性である。本発明に有用な二官能性架橋剤は、ペプチド
、タンパク質、巨大分子、半導体ナノ結晶、又は基質などの２種の官能性標的にカップリ
ングすることができる２種の反応基を含む。２種の反応基は同じであってもよく又は異な
っていてもよい。限定されないが、このような官能基、例えば、チオール、カルボン酸塩
、アミン、ヒドロキシル、アルデヒド、ケトン、活性水素、エステル、スルフヒドリル又
は光反応部分が挙げられる。例えば、一態様では、架橋剤は、官能末端上に１つのアミン
反応基及びチオール反応基を有することができる。本発明における連結剤として用いられ
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てもよいヘテロ二官能性架橋剤の例には、限定されないが、以下が含まれる：
－アミン反応性＋スルフヒドリル反応性架橋剤。
－カルボニル反応性＋スルフヒドリル反応性架橋剤。
－アミン反応性＋光反応性架橋剤。
－スルフヒドリル反応性＋光反応性架橋剤。
－カルボニル反応性＋光反応性架橋剤。
－カルボン酸塩反応性＋光反応性架橋剤。
－アルギニン反応性＋光反応性架橋剤。
【０１０４】
　以下は、一般に、架橋剤が適合する分類のリストである。このリストは例示的であり、
本発明に有用であり得る架橋剤のタイプの包括的なものである考えるべきではない。各分
類について、即ち、これらの化学的標的がどの官能基であるかについて、いくつかのサブ
分類があり、それは、１つの反応基がいくつかの官能基と反応し得るためである。
【０１０５】
　反応基を有する大部分の架橋剤は以下の分類に広く分類され得る：
１．アミノ反応性：アミン（ＮＨ２）含有分子への架橋剤カップリング。
２．チオール反応性：スルフヒドリル（ＳＨ）含有分子への架橋剤カップリング。
３．カルボン酸塩反応性：カルボン酸（ＣＯＯＨ）含有分子への架橋剤カップリング。
４．ヒドロキシル反応性：ヒドロキシル（－ＯＨ）含有分子への架橋剤カップリング。
５．アルデヒド及びケトン反応性：アルデヒド（－ＣＨＯ）又はケトン（Ｒ2ＣＯ）含有
分子への架橋剤カップリング。
６．活性水素反応性。
７．光反応性。
【０１０６】
　より具体的には、これらの分類に入る化学物質は、限定されないが、以下を含むものが
挙げられる：
１．イソチオシアネート、イソシアネート、アシルアジド、ＮＨＳエステル、スルホニル
クロリド、アルデヒド及びグリオキサル、エポキシド及びオキシラン、カーボネート、ア
リール化剤、イミドエステル、カルボジイミド、無水物、アルキン。
２．ハロアセチル及びハロゲン化アルキル誘導体、マレイミド、アジリジン、アクリロイ
ル誘導体、アリール化剤、チオールジスルフィド交換試薬。
３．ジアゾアルカン及びジアゾアセチル化合物、例えば、カルボニルジイミダゾール及び
カルボジイミド。
４．エポキシド及びオキシラン、カルボニルジイミダゾール、過ヨウ素酸塩を用いた酸化
、Ｎ，Ｎ’－ジスクシンイミジルカーボネート又はＮ－ヒドロキシスクシンイミドクロロ
ホルメート、酵素的酸化、アルキルハロゲン、イソシアネート。
５．シッフ塩基形成又は還元アミノ化のためのヒドラジン誘導体。
６．マンニッヒ縮合及びヨウ素化反応のためのジアゾニウム誘導体。
７．アリールアジド及びハロゲン化アリールアジド、ベンゾフェノン、ジアゾ化合物、ジ
アジリン誘導体。
【０１０７】
　これらのサブ分類の各々については、化学物質の多くの例がある。全てのこれらの化学
物質及びサブ分類の上記リストは、従来技術に記載されているが、多くは、参照により本
明細書に援用される、”Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ”（Ｇｒｅｇ
　Ｔ　Ｈｅｒｍａｎｓｏｎによる）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ
，１９９６に見出すことができる。
【０１０８】
　細胞へのコンジュゲーション及び結合が実施される緩衝溶液の選択は、化学的リンカー
又は架橋剤の選択、及び細胞の増殖状態の維持（即ち、細胞溶解を妨げること）に依存す
る。好ましい態様では、緩衝溶液の範囲はｐＨ６～８であり、一本鎖核酸と反応する化学
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的リンカーに使用される同一の官能基を含んではならない。ｐＨ７．２は、中央値ｐＨで
あるが、ｐＨは中性でないが、化学反応と細胞状態の適合性に依存している。
【０１０９】
　一態様では、緩衝溶液は、Ｎ－ヒドロスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル（例えば、Ｎ
ＨＳ－ＰＥＯ－マレイミド）が化学的リンカーとして用いられてもよいように中性ｐＨの
リン酸緩衝溶液である。反応は、一般に、化学的リンカーと核酸のコンジュゲート、及び
細胞又は細胞表面へのその後の結合を可能にする条件下で実施される。ＮＨＳエステル架
橋剤とリン酸緩衝溶液を用いるいくつかの態様では、反応は、中性ｐＨ（例えば、ｐＨ７
．２）、室温にて、所定の期間（例えば、１、３、５、１０、２０、３０、４５、６０分
又はそれを超える）実施される。
【０１１０】
　いくつかの態様では、コンジュゲートは、細胞表面にリジンを有する哺乳動物細胞、及
びアミドを介してリジンに共有結合される一本鎖ＤＮＡを含む。
【０１１１】
　本発明のコンジュゲートは、当該技術分野において既知の任意の適した手段によって調
製可能である。一般に、この方法は、細胞が未修飾である細胞の天然の官能基にＤＮＡを
連結されるが、コンジュゲーション工程に干渉してもよい他の生物学的材料から細胞を単
離することを伴う。任意のバイオコンジュゲート技術、例えば、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎにお
いて上述される技術を用いることができる。
【０１１２】
　いくつかの態様では、本発明は、細胞と活性化された核酸部分との接触によって、細胞
と核酸部分とのコンジュゲートを調製する方法を含み、ここで、細胞は、天然の官能基を
含む表面を有し、細胞は細胞壁を持たず、それにより、核酸部分が天然の官能基に共有結
合する。
【０１１３】
　活性化された核酸部分には、上記されるリンカーが含まれる。いくつかの態様では、活
性化された核酸部分は活性化エステルを含む。他の態様では、コンジュゲートを作製する
方法は、哺乳動物細胞と活性化された核酸部分を接触させることを含み、ここで、天然の
官能基はリジンを含み、活性化された核酸部分はＮＨＳ－エステルを含み、それにより、
核酸部分はアミド結合形成によって天然の官能基に共有結合される。
【０１１４】
Ｂ．細胞と細胞壁とのコンジュゲート
　また、本発明は、核酸部分と細胞壁を有する細胞とのコンジュゲート、及びそれを製造
する方法を提供する。いくつかの態様では、本発明は、細胞壁を有する細胞と核酸部分と
のコンジュゲートを提供し、ここで、核酸部分は細胞に共有結合される。他の態様では、
核酸部分は、細胞表面に共有結合される。
【０１１５】
　天然の官能基は、任意の適した天然の官能基、例えば、アミノ酸又は糖であってもよい
。核酸部分の連結に有用な糖は、限定されないが、グルコース、リボース、フルクトース
、シアル酸、マンノース、ガラクトース、スクロース、ラクトース、及びその他が挙げら
れる。他の糖には、限定されないが、単糖、二糖及び多糖が含まれる。
【０１１６】
　別の態様では、細胞表面へのオリゴヌクレオチドの結合は、植物細胞、細菌細胞、真菌
、酵母、藻、及び古細菌を用いて達成することができる。この場合の結合は、最初に、細
胞表面上で糖質分子の修飾を必要とし、次に、修飾された部分へのオリゴヌクレオチドリ
ンカーの結合が必要である。動物細胞と植物細胞との主な相違は、植物細胞は細胞壁を有
することであり、したがって、オリゴヌクレオチドの結合前に修飾を必要とする。一態様
では、オリゴヌクレオチドの結合は、過ヨウ素酸塩酸化、次にヒドラゾン形成によって達
成され得る。一態様では、植物細胞上の糖質は、哺乳動物細胞又は動物細胞を用いた他の
態様におけるようにタンパク質を修飾する代わりに修飾されてもよい。本実施例では、糖
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質の糖は、機能的アルデヒド（又はケトン）を生成するために酸化される。次に、アルデ
ヒド又はケトンは、合成のヒドリジド－ＤＮＡと反応され、ヒドラゾンと呼ばれる共有結
合を形成する。
【０１１７】
　より一般的には、組成物は、化学的リンカーにコンジュゲートされたオリゴヌクレオチ
ドを含み、そのリンカーは細胞の外表面に共有的に結合されている。結合又は連結は、一
般に、ヒドラゾン、オキシム、又はアミンである。オリゴヌクレオチドと細胞表面の糖質
との間の結合を形成する方法は、非動物細胞表面の糖質を修飾して、アルデヒド又はケト
ンを形成することを含む。この形成のプロセスは、過ヨウ素酸化を含むことができる。次
に、アルデヒド又はケトンは、共有結合を形成するために反応する官能基を有するオリゴ
ヌクレオチドと接触される。共有結合は、オリゴヌクレオチド上のリンカーと細胞表面上
の糖質との間のヒドラゾン、オキシム、又はアミン連結であってもよい。一般に、これら
の結合を有する連結は、細胞表面上の糖質での連結である。この反応は、非動物細胞又は
動物細胞、好ましくは非動物細胞、例えば、植物、酵母、細菌及び藻、並びに他の単細胞
生物を用いて行うことができる。いくつかの態様では、細胞は植物細胞である。
【０１１８】
　他の態様では、天然の官能基には、修飾された天然の官能基が含まれる。上記される通
り、天然の官能基は、酸化してアルデヒド又はケトンを形成する１，２－ジオール基を有
する糖であってもよい。いくつかの他の態様では、修飾された天然の官能基は酸化された
糖が含まれる。さらに他の態様では、修飾された天然の官能基は、シアル酸、マンノース
、グルコース、ガラクトース、Ｎ－アセチルグルコサミン又はＮ－アセチルマンノサミン
が含まれる。
【０１１９】
　また、本発明は、核酸部分と細胞的を持つ細胞とのコンジュゲートを作製する方法を提
供する。上記したように、本方法は、最初に細胞壁を有する細胞の天然の官能基を修飾し
、次に修飾された天然の官能基に核酸部分をコンジュゲートするという２段階プロセスを
含むことができる。
【０１２０】
　いくつかの態様では、本発明は、細胞と核酸部分のコンジュゲートを調製する方法を提
供し、これは、細胞と活性化された核酸部分を接触させることを含み、ここで、細胞は細
胞壁を有し、それにより核酸部分は細胞に連結される。活性化された核酸部分は、上記さ
れるように核酸部分の細胞へのコンジュゲートを可能にする任意の適切な活性化基を含む
ことができる。いくつかの態様では、活性化された核酸部分には、アミノオキシ、ヒドラ
ジド、ヒドラジン、セミカルバジド、チオセミカルバジド又はアミンが含まれる。あるい
は、活性化された核酸部分は、チアゾリジンを形成させるためのシステイン、又はオキサ
ゾリジンを形成させるためのセリンを含むことができる。核酸部分と細胞をコンジュゲー
トさせる他の方法は、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ（上記参照）に報告されている。
【０１２１】
　また、細胞壁を有する細胞を有するコンジュゲートを調製する方法は、天然の官能基を
修飾する段階を含む。いくつかの態様では、核酸部分と細胞壁を持つ細胞とのコンジュゲ
ートを調製する方法は、天然の官能基と修飾剤を接触させて、修飾された天然の官能基を
調製することを含み、それにより核酸部分は修飾された天然の官能基に共有結合される。
【０１２２】
　修飾剤は、修飾された官能基を調節するための任意の適した薬剤であってもよい。例え
ば、修飾剤には、限定されないが、酸化剤が挙げられる。いくつかの態様では、修飾剤に
は酸化剤が含まれる。適切な酸化剤には、限定されないが、過ヨウ素酸ナトリウムが挙げ
られる。他の態様では、酸化剤は過ヨウ素酸ナトリウムを含む。いくつかの他の態様では
、修飾された天然の官能基は酸化糖を含む。なお他の態様では、修飾された天然の官能基
は酸化されたシアル酸を含む。やはり他の態様では、修飾された天然の官能基はアルデヒ
ド基を含む。
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【０１２３】
ＩＶ．デバイス
　また、本発明は、本発明のコンジュゲートを含む基質表面及びデバイスを提供する。い
くつかの態様では、本発明は、第１の核酸部分に共有結合される天然の官能基を含む細胞
表面を有する細胞を含むデバイスを提供する。また、このデバイスは、第１の核酸部分に
相補的な第２の核酸部分を含む基質表面を含み、それにより、細胞は、第１及び第２の核
酸部分の核酸二重鎖の形成を介して基質表面に結合される。
【０１２４】
　いくつかの態様では、細胞は動物細胞である。
【０１２５】
　基質表面は任意の適した材料の表面であってもよい。適切な材料の例には、限定されな
いが、ガラス（制御された細孔ガラスを含む）、ポリマー（例えば、ポリスチレン、ポリ
ウレタン、ポリスチレン－ジビニルベンゼン共重合体）、シリコーンゴム、石英、ラテッ
クス、誘導可能な遷移金属、磁気材料、二酸化ケイ素、窒化ケイ素、ガリウムヒ素、及び
それらの誘導体が挙げられる。また、基質表面は、限定されないが、平面、局面及び球面
を含む任意の適切な表面形状を有することができる。
【０１２６】
　いくつかの態様では、基質表面は平面である。他の態様では、基質表面は球面である。
【０１２７】
　いくつかの態様では、デバイスはまた流体のためのチャネルを含む。他の態様では、チ
ャネルはマイクロチャネルである。いくつかの態様では、チャネルはナノチャネルである
。
【０１２８】
　いくつかの態様では、デバイスはセンサーを含む。他の態様では、センサーはナノセン
サーを含む。いくつかの態様では、センサーは電極を含む。さらに他の態様では、センサ
ーは圧電センサーを含む。やはり他の態様では、デバイスは原子間力顕微鏡に適合される
。
【０１２９】
　いくつかの態様では、デバイスは、細胞の生化学的又は電気化学的分析に適合される。
他の態様では、生化学的分析にはゲノム分析を含む。いくつかの態様では、デバイスはま
た、微細加工ヒーター、温度センサー、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）チャンバー又は
キャピラリー電気泳動分離チャネルから選択されるコンポーネントを含む。なお他の態様
では、デバイスは、細胞の転写プロフィールを生じさせることができる。
【０１３０】
　いくつかの態様では、デバイスはまたバイオリアクターを含む。
【０１３１】
　別の態様では、本発明は、創傷治癒、組織再生、感染、試験薬物に対する反応性又は応
答性、一般的な薬物スクリーニング、及び刺激に応答した遺伝子発現などのオリゴヌクレ
オチド結合による細胞捕捉を介して研究することができるプロセスを観察し、スクリーニ
ングするための使用に関するプラットフォームを提供する。また、本発明は、オリゴヌク
レオチド結合による細胞捕捉を通じて研究又は検出されるように種々のヒト状態及び状況
（例えば、疾患及び正常）を可能にする方法及び合成系を提供する。例えば、細胞へのオ
リゴヌクレオチド結合はまた、捕捉オリゴヌクレオチドへの細胞表面マーカーのハイブリ
ダイゼーションを検出することによって、疾患の細胞表面マーカーの検出による疾患の診
断の実施に提供されてもよい。
【０１３２】
　細胞表面に結合されたオリゴヌクレオチド鎖を有する細胞は、流体又はゲルなどの３次
元で互いにハイブリダイズするか又はアニーリングされてもよい。この技術の多数の応用
が可能である。３次元足場又はメッシュは、平面上に提示され得るよりも多くの細胞をパ
ターン化するために使用することができる。このようにして、一態様では、メッシュ、孔
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質バルク材、又は足場は、表面に結合されたオリゴヌクレオチドを提示するように修飾さ
れ得て、それにより、本方法を用いて修飾された細胞は表面上に表示又は捕捉することが
できる。このような表面は、遺伝学、加齢、及び薬物応答の研究に、又は代謝工学、細胞
副産物の生成及び回収に用いることができる。
【０１３３】
　例えば、細胞は、心筋組織再生などの組織再生に用いることができ、ここで、臨界数の
細胞は、十分な数の細胞の蓄積に応じて拍動単位を形成する。任意の組織は、相互作用す
る細胞のネットワークを生じさせるために、播種された細胞結合マトリックスを用いて潜
在的には「成長」させ得る。このような細胞凝集体及び刺激された組織の動力学及び生成
物が研究され、制御され得る。例えば、幹細胞の分化及び貯蔵は、細胞結合システムを用
いて促進することができる。例えば、成人幹細胞及び誘導された多能性幹細胞は、分化を
避け、所望の細胞型として分化状態に導かれ得る。人工組織は、ヒトを含む動物において
、喪失した、損傷を受けた、又は疾患した組織を置換するために生成され得る。神経及び
脊髄組織再生は、インビトロ又はインビボの適切な環境において実行可能である。このよ
うなシステムに細胞を導き又は研究するために、センサーは、細胞内で、又は細胞と接触
した表面上で配置されてもよい。
【０１３４】
　細胞結合システムは、アプタマー、遺伝子制御分子、遺伝子発現調節分子、遺伝子発現
を調節するための遺伝子などの他の細胞表面分子を送達する結合されたオリゴヌクレオチ
ドを有する細胞を用いて、送達目的に用いることができる。また、細胞結合システムは、
結合されたオリゴヌクレオチドを有する細胞の内容物を別の細胞に送達するために用いる
こともできる。例えば、小分子、ペプチド、ペプチド模倣体、遺伝子発現用のＤＮＡを有
するベクター、低分子阻害因子ＲＮＡ又は短鎖ヘアピンＲＮＡなどの干渉ＲＮＡ分子、及
び他の送達可能な分子が挙げられる。細胞表面上のアプタマーは、内在する受容体に結合
することができ、細胞は、その内容物と共に内在化される。一般に、タンパク質を結合す
るように適合されたアプタマーである。オリゴヌクレオチドを表面に有する細胞は、別の
生細胞に又はその中に送達機構を与える。アプタマーそれ自体は、細胞において発現する
ためのオリゴヌクレオチド、干渉ＲＮＡ（例えば、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、又はミクロ
ＲＮＡ）などの細胞内に作用するように適合された核酸、又は細胞において特定配列を結
合するように適合されたレベルを有する核酸などの分子指標を含んでもよく、その配列又
はその配列によって示される遺伝子の光学的検出を提供してもよい。核酸は、いくつかあ
る遺伝的修飾活性のうち、遺伝子発現を増大し、遺伝子発現を調節し、遺伝子発現をブロ
ックし、又は遺伝子発現を修飾することができる。
【０１３５】
　別の態様では、本発明は、基質上の配列特異的なパターニング又は細胞の捕捉のための
方法、及びスクリーニング方法を提供する。例えば、細胞又は細胞試料は、実施例に記載
されるようにｐＨ７．２のＰＢＳリン酸緩衝液及びリンカーと共に数分から数時間インキ
ュベートされ、細胞表面に一本鎖オリゴヌクレオチドを結合させ、それにより、その表面
上でオリゴヌクレオチドを用いて細胞は修飾される。基質表面に結合された配列（例えば
、ｓｓＤＮＡ捕捉配列）を有する基質表面が調製され得る。一態様では、細胞に結合され
た一本鎖オリゴヌクレオチドは、基質に結合されたｓｓＤＮＡ捕捉配列に相補的であり、
それにより、細胞は基質と接触することができる場合に、２つの配列がハイブリダイズし
、よって、細胞が基質に固定される。
【０１３６】
　したがって、別の態様では、本発明は、さらに、細胞修飾の本方法を用いて、表面に固
定された細胞を特徴とするデバイスを提供する。一態様では、本発明のデバイスは、マイ
クロアレイ又はマイクロアレイ様パターンにおいてパターン化されたセンサーであっても
よい。別の態様では、結合されたオリゴヌクレオチドを有する細胞又は細胞膜は、細胞の
分析又は他の目的のためのデバイスにおいて用いることができる。いくつかの態様では、
デバイスは、本方法を用いて細胞に結合されたオリゴヌクレオチドにハイブリダイズする
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ための、その表面上に相補的オリゴヌクレオチドを有する。デバイスは、任意の有用な形
状、例えば、平面又は球面であってもよい。それは、流体のためのチャネル（即ち、マイ
クロチャネル又はナノチャネル）を有することができる。デバイスは、ナノセンサー、電
極、又は圧電極などのセンサーを含んでもよい。デバイスは、原子間力顕微鏡、細胞の生
化学的分析、又はゲノム分析用に適合されてもよい。デバイスは、可能なプロセスのうち
特に、追加のコンポーネント、例えば、ヒーター、温度センサー、及び細胞の転写プロフ
ィールを生成するためのＰＣＲチャンバー及びキャピラリー電気泳動分離チャネルなどの
コンポーネントを有してもよい。デバイスはさらにバイオリアクターを含むことができる
。デバイスは、微細加工されたヒーター、温度センサー、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）チャンバー及びキャピラリー電気泳動分離チャネルから選択されるコンポーネントを含
むことができる。
【０１３７】
　一態様では、ハイブリダイゼーションイベントの検出のため、細胞に結合されたオリゴ
ヌクレオチド又はデバイス上の相補的オリゴヌクレオチド若しくは捕捉オリゴヌクレオチ
ドは、デバイスに依存して標識される。例えば、標識が増幅混合物と共に添加される場合
、ｃＤＮＡは鋳型鎖上にあり、一方、プローブはセンス鎖上にある（それらは負の対照で
ない場合）。標識は、典型的には蛍光であるが、時により放射線標識等が使用される。標
識は直接的又は間接的であってもよい。間接標識は、ハイブリダイゼーション前又は後で
生じ得るカップリング段階を必要とする。標識がハイブリダイゼーション前になされる場
合、アミノアリル－ＵＴＰ及びＮＨＳアミノ反応色素（シアニン色素など）などの色素で
標識されたハイブリダイゼーション（例えば、２チャネルアレイにおいて）を使用しても
よい。アミノアリル基は、典型的には、反応色素と反応する核酸塩基に結合した長いリン
カー上のアミノ基である。いくつかの態様では、修飾されたヌクレオチド（典型的には、
１ａａＵＴＰ：４ＴＴＰ混合物）は、通常のヌクレオチドと比較して酵素的には低い割合
で添加され、結果として、典型的には、分光光度計で測定すると６０塩基ごとに１つであ
る。次に、ａａＤＮＡは、例えば、アミン基を含むＴｒｉｓリン酸緩衝液を含有する溶液
を用いて、カラムで精製される。
【０１３８】
　マイクロアレイは、様々な技術を用いて加工することができ、スライドガラスへの微細
なポイントピンによるプリンティング、予め作製されたマスクを用いるフォトリソグラフ
ィー、ダイナミックマイクロミラー装置を用いるフォトリソグラフィー、インクジェット
プリンティング、又は微小電極アレイ上の電気化学的方法が挙げられる。スポットされた
マイクロアレイでは、プローブはオリゴヌクレオチド、ｃＤＮＡ又はｍＲＮＡに対応する
ＰＣＲ産物の小断片である。プローブは、アレイ表面上に配置する前に合成され、次にガ
ラスに「スポット」される。共通のアプローチは、ＤＮＡプローブを含み、アレイ表面上
の設計された位置で各プローブを配置しているウェルに浸されているロボットアームによ
って制御された微細ピン又は針のアレイを利用する。得られたプローブの「グリッド」は
、調製されたプローブの核酸プロフィールを表し、実験的又は臨床的試料から誘導された
相補的ｃＤＮＡ又はｃＲＮＡ「標的」を受けるようになっている。
【０１３９】
　一態様では、これらのオリゴヌクレオチドマイクロアレイにおけるオリゴヌクレオチド
プローブは、既知の又は予測されたオープン・リーディング・フレームの配列の一部と適
合するように設計された短い配列である。このようなアレイにおいて、基質上に整列され
たオリゴヌクレオチドは、無傷の配列を配置する代りに、直接アレイ表面上にこの配列を
合成することによって、単一の遺伝子又は遺伝子サイレンス改変体のファミリーを表すよ
うに設計された短いオリゴヌクレオチド配列をプリントすることによって生成することが
できる。配列は、所定の目的に応じて、長い（Ａｇｉｌｅｎｔデザインなどの６０マープ
ローブ）又は短い（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘによって生成された２５マープローブ）のもの
であってもよい；長いプローブは、個々の標的遺伝子により特異的であり、短いプローブ
はアレイ全体に高密度でスポットされ、製造業者により安価である。オリゴヌクレオチド
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アレイを製造するために使用される１つの技術は、シリカ基質上のフォトリソグラフィー
合成（Ａｇｉｌｅｎｔ及びＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）を含み、そこでは、光及び光感受性マ
スキング剤を使用して、全アレイ全域で一度に１ヌクレオチドあたり配列を「構築」する
。利用可能なプローブの各々は、単一のヌクレオチドの溶液中にアレイを水に浸す前に選
択的に「マスクが取られ」、次に、マスキング反応が起こり、次のセットのプローブは、
異なるヌクレオチド曝露のための準備においてマスクが取られる。多数の繰り返しの後、
各プローブの配列は、完全に構築されるようになる。より最近には、ＮｉｍｂｌｅＧｅｎ
システムのＭａｓｋｌｅｓｓ　Ａｒｒａｙ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓは、多数のプローブとの
柔軟性を組み合わせている。
【０１４０】
　２色マイクロアレイ又は２チャンネルマイクロアレイは、典型的には、比較されるべき
２つの試料（例えば、疾患組織対健常組織、又は疾患細胞対健常細胞）から調製されたｃ
ＤＮＡとハイブリダイズし、２種のフルオロフォアで標識される。ｃＤＮＡ標識に使用さ
れる蛍光色素には、蛍光の発光波長が５７０ｎｍ（光スペクトルの緑色部分に対応する）
であるＣｙ３、蛍光の発光波長が６７０ｎｍ（光スペクトルの赤色部分に対応する）であ
るＣｙ５が含まれる。２つのＣｙ標識されたｃＤＮＡ試料を混合し、単一のマイクロアレ
イにハイブリダイズさせ、次に、マイクロアレイスキャナーでスキャンし、所定波長のレ
ーザービームを用いて発光後に２つのフルオロフォアの蛍光を視覚化する。その後、各フ
ルオロフォアの相対強度は、比率に基づく分析に用いられて、上方制御及び下方制御され
た遺伝子を特定してもよい。
【０１４１】
　本細胞修飾は、細胞になされてもよく、微小流体応用、方法及びデバイスに用いられて
もよい。細胞表面修飾の本方法は、表面に単一の細胞を捕捉及び固定することができ、そ
れによって、種々の方法で細胞に作用するようにする。例えば、特定の態様では、実施例
４に記載されたデバイス、及び、参照により本明細書に援用されるＴｏｒｉｅｌｌｏら，
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ　ｆｏｒ
　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，１０５，２０１７３－２０１７８，
２００８　Ｄｅｃ　２３；１０５（５１）：２０１７３－８に報告されたデバイスなどの
組み込まれた微小流体デバイスを作製することができる。この組み込まれた微小流体は、
単一の細胞において遺伝子発現の分析用に開発された。単一細胞の逆転写ＰＣＲ増幅は、
この組み込まれた微小デバイスの表面上で単一細胞を捕捉及び固定することによって可能
となる。
【０１４２】
　このようにして、一態様では、本方法は、この直接的な細胞修飾を用いた固定細胞を特
徴とする微小流体構造を可能にする。このような微小流体構造には、微小空気式システム
、即ち、オフチップ流体の操作用のマイクロシステム（液体ポンプ、ガスバルブなど）、
及び例えば、酵素的分析（例えば、グルコース及び乳酸塩アッセイ）、ＤＮＡ分析（例え
ば、ポリメラーゼ連鎖反応及びハイスループットアッセイ）、及びプロテオミクス用など
の種々の分子生物学手法で使用するためのナノ及びピコリットル体積のオンチップ操作用
の微小流体構造が含まれる。
【０１４３】
　このような微小流体デバイスは、検出などのアッセイ操作、並びに１つのチップ上での
試料の前処理及び試料の調製を統合することが意図される。バイオチップ用の新たな応用
分野は臨床病理学であり、特に疾患の即時のポイントオブケア診断である。さらに、生化
学的毒素及び他の危険な病原体についての空気／水試料の連続サンプリング及びリアルタ
イム試験を可能にする微小流体に基づくデバイスは、早期警告のためのバイオセンサー（
例えば、「バイオ煙探知器」）として役立つ可能性がある。
【０１４４】
　別の態様では、本方法によって到達されるオリゴヌクレオチドを有する細胞を用いた微
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小流体は、微細加工されたチャネルを通じた連続液体流の操作に基づく連続流技術を含む
。液体流の作動は、外部の圧源、外部の機械的ポンプ、組み込まれた機械的微小ポンプ、
又は動電学的な機構のいずれかによって実施される。連続流の微小流体操作は、実施する
ことは容易であり、タンパク質の汚染問題に感受性であることは低いため、主流アプロー
チである。連続流デバイスは、多数の十分に定義された試料の生化学的応用のため、及び
化学的分離などのある種の作業のために適切であるが、それらは、高い程度の柔軟性又は
複雑な流体操作を必要とする作業にはあまり適していない。連続流システムにおけるプロ
セスモニタリング能力は、ナノリットルレンジに下げた解像度を提供するＭＥＭＳ技術に
基づく高い感受性の微小流体のフローセンサーを用いて達成され得る。
【０１４５】
　他の態様には、限定されないが、新規な解放構造を含む上記の閉鎖チャネルの連続流シ
ステムに対するデジタル（液滴系）微小流体代替物が含まれ、この場合、分離した、独立
に生業可能な液滴が基質上で作用される。
【０１４６】
　マイクロアレイに加えて、別の態様は、二次元電気泳動、トランスクリプトーム分析、
ＰＣＲ増幅などのために設計されたバイオチップを包含する。他の応用には、タンパク質
及びＤＮＡ用の種々の電気泳動及び液体クロマトグラフィー、細胞分離、特に血液細胞分
離、タンパク質分析、細胞生存性分析及び微生物捕捉を含む細胞操作及び分析が挙げられ
る。
【０１４７】
　別の態様では、この直接的な細胞修飾法は、単一細胞の画像化、操作及びパターニング
のためのデバイスを可能にする。例えば、細胞は、原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）又は走査型
力顕微鏡（ＳＦＭ）を用いて、分析又はパターン化することができる。このようにして、
一態様では、参照により本明細書に援用されるＨｓｉａｏ　ＳＣら，ＤＮＡ－ｃｏａｔｅ
ｄ　ＡＦＭ　ｃａｎｔｉｌｅｖｅｒｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ　ｏｆ　ｌ
ｉｖｅ　ｃｅｌｌｓ，Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　Ｅｎｇｌ．２００８；４７
（４４）：８４７３－７，１６　Ｓｅｐ　２００８　Ｅｐｕｂに報告されている、さらに
実施例８に記載されているもいるＡＦＭカンチレバーなどのデバイスが挙げられる。本発
明に包含される技術がＡＦＭデバイスにもたらす利点は、分析及び操作のためのＡＦＭカ
ンチレバーを用いて細胞を正確に配置する能力である。ＡＦＭ及びＳＦＭはともに、非常
に高解像型の走査型プローブ顕微鏡であり、実証された解像度はナノメートルの画分であ
り、光回折限界よりも１０００倍良好である。
【０１４８】
　本発明のオリゴヌクレオチド結合システムを用いてＡＦＭに生細胞を供する能力は、複
数の細胞型を同時に特異的に分析する能力を提供し、実際に、安全に保持され、オリゴヌ
クレオチドアンカーから調節されるため、より高い忠実性で単一細胞を分析する機会を与
える。例えば、ＡＦＭの別の主要な応用は、力分光法であり、力－距離曲線を測定する。
この方法について、ＡＦＭは、表面に伸長し、表面から縮まり、それは、カンチレバーの
電界偏向が圧電移動の関数としてモニタリングされる。これらの測定は、名のスケール接
触、原子結合、ファンデルワールス力、及びカシミール力、液体及び単一の分子ストレッ
チング中の解離力、及び破壊力を測定するために用いられている。ここで、数ピコニュー
トンのオーダーの力は、通常、０．１ナノメートルよりも良好な垂直距離解像度で測定さ
れ得る。
【０１４９】
　マイクロ及びナノ技術は、化学分析、環境モニタリング、医療診断、並びに医薬のため
のセロミクス及びマイクロリアクターに適用されている。チップ上での研究（ＬＯＣ）シ
ステムは、同様に、ナノ技術を用いることによって、流体走査構造のダウンスケールに対
して広がると期待される。サブマイクロメートル及びナノサイズチャネル、ＤＮＡラビリ
ンス、分析あたり単一の細胞検出、及びナノセンサーは、生物学的種及び巨大分子との相
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互作用の新しい方法を可能にすることを実施可能にされてもよい。本方法は、全細胞にこ
れらの細胞を可能することに貢献する。ＬＯＳシステムは、リアルタイムＰＣＲを達成さ
せ、生化学的アッセイ、免疫アッセイを促進し、細菌、ウイルス及び癌を抗原－抗体反応
に基づいて検出し、癌細胞及び細菌を検出する誘電泳動、血液試料調製は、チャネルスク
リーニング上でＤＮＡを抽出し、細胞分析のために細胞を壊す可能性がある。
【０１５０】
　チップ上での研究技術は、すぐに、特にポイントオブケア試験デバイスの開発を通じて
、健康全体を改善するために、重要な努力部分となっている場合がある。医療財源の少な
い国々では、先進国において治療可能である感染疾患は、多くの場合、致命的である。い
くつかの場合、乏しい医療機関は、ある種の病気を治療するための薬物を有するが、薬物
を受け入れるべき患者を同定するための診断ツールを欠如する。多くの研究者は、ＬＯＣ
技術は、強力な新しい診断装置への鍵となり得る。これらの研究者の目標は、研究支持な
しの免疫アッセイ及び核酸アッセイなどの診断試験を行うための乏しい設備の機関におい
て医療プロバイダーを可能にする微小流体チップを作製することである。逆転写（ＲＴ）
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）用の画期的なポリマーのチップ上の研究（ＬＯＣ）が設
計され、加工させ、ポイントオブケア試験（ＰＯＣＴ）の臨床診断用に特徴付けられてい
る。さらに、ＲＴ－ＰＣＲプロセス用の非接触赤外線（ＩＲ）に基づく温度調節システム
、及びオンチップ検出用の光学検出システムからなる携帯用分析器はまた開発されつつあ
り、ＲＴ－ＰＣＲ　ＬＯＣをモニターするために開発されている。
【０１５１】
　別の態様では、キャピラリー電気泳動分離チャネルに直接連結された微細加工されたヒ
ーター、温度センサー、及びＰＣＲチャンバーを含む完全に統合されたゲノム分析マイク
ロシステムが構築されている。実施例６では、単一の細胞遺伝子発現分析用の統合された
微小流体バイオプロセッサーが記載され、さらに、参照により本明細書に援用される、Ｔ
ｏｒｉｅｌｌｏら，“Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　ｂｉｏｐｒｏ
ｃｅｓｓｏｒ　ｆｏｒ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａ
ｎａｌｙｓｉｓ”，ＰＮＡＳ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　２３，２００８　ｖｏｌ．１０５　ｎ
ｏ．５１　２０１７３－２０１７８，ｏｎｌｉｎｅ　ｏｎ　９／１６／０８に報告されて
いる。デバイスは、科学捜査、及びポイントオブケア分子医療診断において使用するため
の微細加工されたゲノムマイクロプロセッサーに向けた重要な工程である。細胞がデバイ
ス上に表示されるか、又は互いに接触されるかどうかであろうと、遺伝子発現の分析は、
マイクロアレイ、発現されたｃＤＮＡ配列タグ（ＥＳＴ）配列決定、遺伝子発現の連続分
析（ＳＡＧＥ）タグ配列決定、大規模な並列シグネチャ配列決定（ＭＰＳＳ）、又は多重
インサイチュハイブリダイゼーションの種々の応用を含む複合的技術を用いてｍＲＮＡレ
ベルを測定することによって決定され得る。これらの技術の全ては、極めてノイズな傾向
にあり、及び／又は生物学的測定におけるバイアスに影響を受け、計算生物学における主
要な研究分野は、ハイスループット遺伝子発現試験におけるノイズからシグナルを分離す
るための統計手段の開発を含む。このような研究は、多くの場合、障害に関わる遺伝子を
決定するために使用される：癌性上皮細胞からのマイクロアレイデータと非癌性細胞から
のデータを比較し、癌細胞の特定集団において上方制御及び下方制御される転写物を決定
してもよい。
【０１５２】
　制御の分析は、同様に、これらのオリゴヌクレオチドを連結した細胞において生じるこ
とができる：制御は、ホルモンなどの細胞外シグナルで開始し、１以上のタンパク質の活
性化の増加又は減少をもたらすイベントの複雑な編成である。バイオインフォマティック
ス技術は、このプロセスにおける種々の工程を調査するために適用されている。例えば、
プロモーター分析は、遺伝子のコード領域を囲むＤＮＡにおける配列モチーフの同定及び
研究を伴う。これらのモチーフは、その領域がｍＲＮＡに転写される程度に影響を及ぼす
。発現データは遺伝子調節を推測するために使用され得る：多種多様の状態の生物からの
マイクロアレイデータを比較して、各状態に関係する遺伝子について仮説を立ててもよい
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。単一の細胞生物では、細胞周期の段階、及び種々のストレス状態（熱ショック、飢餓な
ど）を比較してもよい。次に、どの遺伝子が同時発現されるかを決定するために、クラス
タリングアルゴリズムをその発現データに適用してもよい。例えば、同時発現した遺伝子
の上流領域（プロモーター）は、過多の調節要素について調査されてもよい。
【０１５３】
　別の態様では、結合されたオリゴヌクレオチドを用いて現に修飾された細胞は、物理量
を測定し、観察者又は装置によって読むことができるシグナルにそれを変換するセンサー
デバイスにおいて、又はそれに組み込んで用いられる。例えば、タンパク質発現の分析は
また、これらの組成及びシステムを用いて達成可能である。タンパク質マイクロアレイ及
びハイスループット（ＨＴ）質量分析（ＭＳ）は、細胞に存在するタンパク質のスナップ
ショットを提供することができる。バイオインフォマティックスは、タンパク質マイクロ
アレイ及びＨＴ　ＭＳデータの意味をなすことに非常に関わる；前者のアプローチは、ｍ
ＲＮＡを標的としてマイクロアレイと類似した問題に直面し、後者は、タンパク質配列デ
ータベースから予測された量に対する大量の質量データを適合させる問題、及び各タンパ
ク質の複数であるが、不完全なペプチドが検出される試料の複雑な統計分析を伴う。
【０１５４】
　癌、又は任意の他の疾患若しくは条件における突然変異の分析は、オリゴヌクレオチド
を捕捉した細胞を用いてこれらのシステムによって達成可能である。癌においては、影響
を受けた細胞のゲノムは、複雑に又はさらには予測できないように再配列される。大規模
な配列決定の努力により、癌における様々な遺伝子の従来未知の点突然変異を同定した。
バイオインフォマティックスは、莫大な量の生じた配列データを管理するための特殊化し
た自動システムを生み続け、それらは、配列決定している結果と、ヒトゲノム配列及び生
殖細胞系列の多型の成長する回収とを比較するための新しいアルゴリズムとソフトウェア
を作製する。新しい物理的検出技術、例えば、染色体の増加及び喪失（比較ゲノムハイブ
リダイゼーションと呼ばれる）を同定するためのオリゴヌクレオチドマイクロアレイ、及
び既知の点突然変異を検出するための単一ヌクレオチド多型を用いる。これらの検出法は
、ゲノム中の数十万の部位を同時に測定し、数千の試料を測定するためにハイスループッ
トで用いられる場合、１実験あたりテラバイトのデータを生じる。大量であり、新しいタ
イプのデータは、バイオインフォマティシャンのために新しい機会を生じさせる。データ
は、多くの場合、相当な変動性、又はノイズを含むことが分かり、したがって、Ｈｉｄｄ
ｅｎ　Ｍａｒｋｏｖモデル及び変化点分析法は、実際のコピー数変化を暗示するように開
発されつつある。バイオインフォマティックスの構造的部門では、相同性は、タンパク質
のどの部分が構造形成に、及び他のタンパク質との相互作用に重要であるかを決定するた
めに用いられる。相同性モデリングと呼ばれる技術では、相同なタンパク質の構造が一度
知られると、このインフォメーションを用いてタンパク質の構造を予測する。これは、現
在、タンパク質の構造を確実に予測する唯一の方法のままである。
【０１５５】
　比較ゲノミクスは、本発明のシステムを用いて行うことができる。比較ゲノム分析のコ
アは、異なる生物における遺伝子（オルソロジー分析）又は他のゲノム特徴間の対応の確
率である。２つのゲノムの相違に関係する進化プロセスを追跡することを可能にするのは
これらのマップである。種々の構成レベルで作用する多数の進化イベントは、ゲノム進化
を形成する。最低レベルでは、点突然変異は個々のヌクレオチドに影響を及ぼす。より高
いレベルでは、大きな染色体部分は、二量化、水平伝達、逆転、転位、欠失及び挿入を受
ける。最終的に、全ゲノムはハイブリダイゼーション、倍数化及び内部共生のプロセスに
関与し、多くの場合、急速特殊化に至る。ゲノム進化の複雑性は、数学的モデル及びアル
ゴリズムの開発者に多くの刺激的なチャレンジを課し、開発者は、アルゴリズム、統計及
び数学的技術のスペクトルを頼り、最節約モデルに基づく課題のための正確な固定パラメ
ータ及び近似パラメータから、確率的モデルにも基づく課題のＢａｙｅｓｉａｎ分析のた
めのＭａｒｋｏｖ　Ｃｈａｉｎ　Ｍｏｎｔｅ　Ｃａｒｌｏアルゴリズムの範囲である。
【０１５６】
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　細胞及びシステムは、患者の予後及び診断を行うために用いることができる。個々のゲ
ノムは、直接的な細胞修飾によって実施されるデバイスを用いて遺伝子型を決定し、分析
され得る。例えば、遺伝子型決定段階では、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）チップ（典
型的にはゲノムの０．０２％）を含む多種の実験的アプローチ、又は部分的若しくは完全
なゲノム配列決定を有することができる。遺伝子型が知られると、個々のゲノムと比較し
、遺伝子及び遺伝子座の疾患関連を見つけることができる多くのバイオインフォマティッ
クス分析ツールがある。
【０１５７】
　別の態様では、現に修飾された細胞は、細胞において、又はいくつかの分子間の生物活
性を促進するバイオリアクターデバイス若しくはシステムにおいて使用され、一般的には
、最終生成物、又はいくつかの他の所望の結果、例えば、生物活性（例えば、代謝、エネ
ルギー生産、電気信号、異化、アポトーシス、成長、分化、増殖など）をもたらす。例え
ば、細胞の代謝はこれらのシステムにおいて研究され得る。バイオリアクターは、生物学
的に活性な環境を支持する任意のデバイス又はシステムを指してもよい。
【０１５８】
　生体材料、幹細胞、成長及び分化因子における化学的利点は、操作された細胞外マトリ
ックス（「足場（ｓｃａｆｆｏｌｄ）」）、細胞、及び生物学的に活性な分子の組み合わ
せから実験室において組織を組み立てるための固有の機会を与える。別の態様では、本細
胞修飾法は、細胞培養という文脈において、細胞又は組織を成長させることが意図された
他の表面に細胞を結合又は配置されることが可能である。例えば、細胞表面に共有結合に
よって結合された一本鎖オリゴヌクレオチドを有する細胞は、隣接細胞又は表面の相補鎖
にハイブリダイズすることができ、したがって、細胞同士を連結させ、及び／又は細胞、
組織及び臓器の発生及び研究のための表面に細胞を連結させる手段を提供する。組織工学
の学際的分野における力強い開発は、新規な一連の組織置換部分、本方法が使用を見出す
実施戦略を生み出している。一態様では、結合したオリゴヌクレオチドを用いて修飾され
た細胞は、３次元組織形成を支持することができる人工構造に移植されるか又は「播種」
され得る。バルク材料、ステント、足場は、エクスビボ及びインビボの両方で、インビボ
環境を繰り返し、細胞にそれらの有する微小環境に影響を及ぼすようにするには、多くの
場合、不可欠であり、本方法を用いて細胞接着を可能にするように修飾されてもよい。
【０１５９】
　一態様では、光合成単細胞生物は、本方法を用いて修飾され、オリゴヌクレオチドが結
合される。提案される生物は、限定されないが、以下を含む：光合成：Ｃ．ｒｅｉｎｈａ
ｒｄｔｉｉ（藻類）、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ　ＰＣＣ　６８０３（シアノバクテリ
ア）、Ｒ．ｒｕｂｒｕｍ（グラム陰性菌）；従属栄養生物：Ｃ．ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕ
ｍ（窒素固定細菌）、Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．（任意の生物の最高呼吸速度を有
するように提案される）（参照により本明細書に援用されるＭｅｌｉｓら参照）。
【０１６０】
　一態様では、藻類は修飾され、オリゴヌクレオチドが結合される。藻類は、増殖が速く
、高い割合で脂質、又は油成分を含むことができるため、本質的には適している場合があ
る。それらは、一日に数倍で重量を倍増させることができ、菜種、パーム、大豆、又はジ
ャトロファ（ｊａｔｒｏｐｈａ）などの代替よりも、１エーカーあたり少なくとも１５倍
多く生成される。奇麗な水の必要性の欠如により、藻類農業はまた、多くの他の穀物より
も費用効率が高く、新鮮な水源に対する圧力をほとんど生じさせない。また、食用作物を
移すことなしに成長可能である。オリゴヌクレオチド結合システムは、表面上に、例えば
、太陽光への曝露を最大にするように角度調節された表面上に、植物、細菌、又は藻類細
胞の配置の調節を可能にする。
【０１６１】
　別の態様では、結合されたオリゴヌクレオチドを用いて現に修飾された細胞は、燃料電
池、又は他の電気化学的変換デバイスに用いることができる。それは、電極の存在下で反
応する（陽極側で）燃料から電気、及び（陰極側で）酸化物を生成する。反応物は細胞に
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流れ込み、反応生成物はそこから流れ出すが、一方、電極はその中に維持する。燃料電池
は、必要な流れが維持される限り、実質的に連続して操作可能である。燃料電池は、典型
的には熱力学的な開放系である、補充されなければならない外部電源からの反応物を消費
する点において、電気化学的電池バッテリーとは異なる。対照的に、バッテリーが電気エ
ネルギーを化学的に貯蔵し、したがって、熱力学的に閉鎖系を示す。燃料及び酸化物の多
くの組み合わせが可能である。水素電池は、燃料として水素、及び酸化物として酸素（通
常は空気）を使用する。他の燃料には炭化水素及びアルコールが挙げられる。他の酸化物
には塩素及び二酸化塩素が挙げられる。
【０１６２】
　生物太陽電池は、Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ，Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ．（２００５）６８：７５３－７５６に報告されるような微生物電気発生用の緑
色藻類Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉを用いて生成される。２つ
の部屋のある微生物燃料電池は、Ｗａｎｇら，Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ
　５４（２００９）１１０９－１１１４に報告されている。自律した光栄養微生物燃料電
池（ＭＦＣ）はＨｅら，Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｓｃｉ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．２００９，４３，１
６４８－１６５４に報告され、そこでは、自律した堆積光栄養ＭＦＣからの電気発生は、
光合成微生物及び従属栄養細菌の混合した微生物群を用いて達成された。電気は、これら
のＭＦＣから一定に発生し、有機化合物及び栄養素を添加することはなかった。Ｋｊｅａ
ｎｇら（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｏｗｅｒ　Ｓｏｕｒｃｅｓ　１５８（２００６）１－
１２）は、個々の代謝回転率に関連して、デバイス中でパターン化された分離した酵素を
用いて、区分化されていない燃料電池アセンブリにおいて、組み合わせた燃料及び酸化物
チャネルを最適化するために、微生物燃料電池について戦略的な酵素パターニングを報告
する。Ｒｉｎｇｅｉｓｅｎら．Ｊ．ｏｆ　Ｐｏｗｅｒ　Ｓｏｕｒｃｅｓ　１６５（２００
７）５９１－５９７は、嫌気性及び好気性環境において活性を維持するＳｈｅｗａｎｅｌ
ｌａ（ＤＳＰ１０）ｏｎｅｉｄｅｎｓｉｓを用いて構築された小型ＭＦＣを報告する。従
来の研究は、この細菌からの電子が酸素の存在下で金属を減少させるために使用されてい
たことを示した。細菌は、陽極チャンバーにおける活性化された電気化学的種としてデバ
イスに使用された。この論文は、水面下モニタリングシステム用のセンサーが、好気性環
境（即ち、水表面に近い水柱）で機能し得る小さく（密かに、電力供給するデバイスと比
較して、大きさにおいて重要でない）理想的な電源として要求し、連続出力（再充電及び
寿命問題がない）を提供し、高レベルの太陽放射を必要としない（したがって、表面下及
び夜間等に機能する）。このグループによって研究用に選択される細菌は、センサーネッ
トワークのためのＲＦコミュニケーションの機会を与え、これは、陽極用の嫌気性環境に
なくてもよく、したがって、水面で光環境において機能し得るためである。また、現在の
設計における微生物燃料電池は、太陽エネルギーによって出力される場合、より頑丈に作
られ、このようなシステムに可能な電源は、窒素供給源及び光利用性の性質に依存する。
注意深く設計されたシステムでは、窒素（例えば、堆積物、廃水、又は農業廃棄物）の組
み合わせを有するシステムは、太陽エネルギーを用いて出力され、システムの窒素を有す
る電池（Ｃｈｏら，Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　１０４（２００８
）６４０参照）を出力し、結果はより多くの電気を生じ、システムの寿命を長くする。
【０１６３】
　このようにして、本発明のオリゴヌクレオチド結合システムを用いたデバイスが製造さ
れ、例えば、本発明のオリゴヌクレオチド修飾された非動物細胞、及び本発明と一致した
他の原理を用いた燃料電池デバイスが挙げられる。例えば、水素生成燃料電池は、修飾さ
れた植物細胞を用いて製造することができる。典型的には、植物細胞はパターン化され、
このようにして、水素生産者及び酸素捕捉者が、エネルギー生産用の最適配置において組
み合わせられる。デバイスは平面若しくは球面であってもよく、又は太陽エネルギーの捕
捉及び処理に最適な任意の表面を提供し、センサーを含んでもよい。また、デバイスは、
エネルギー目的のために、植物、細菌又は藻類細胞を研究又は使用するために作製され得
る。このデバイスは、さらに、エネルギーを貯蔵するために用いられてもよい。デバイス
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はセンサーを含むことができ、又はバイオリアクターであってもよい。藻類は、緑色藻類
による光合成Ｈ2生成を用いた維持でき、商業的に実施可能に統合された生物学的水素生
成プロセスのための基礎となり得て、太陽のスペクトルの視覚領域は、太陽光の近赤外領
域を利用する酸素非発生型の光合成細菌によるＨ2生成と共役する。２つの生物による光
合成の経過におけるバイオマス蓄積は、次に、さらなるＨ2生成のための遮光嫌気的発酵
に利用される。遮光嫌気的発酵の副産物としての小さい有機酸蓄積、及びこれらは、緑色
藻類及び光合成細菌によるさらなる水素生成を支持する基質として利用され得る。このよ
うな統合されたＨ２生成の基礎は、単細胞の緑色藻類（例えば、Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎ
ａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）の酸素発生型光合成であり、プロセスは、水、二酸化炭
素及び無機栄養素を生命の基本の構成要素に変換するために太陽光のエネルギーを用いる
（Ａ．Ｍｅｌｉｓ，及びＭ．Ｒ．Ｍｅｌｎｉｃｋｉ，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊ．
ｏｆ　Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　Ｅｎｅｒｇｙ　３１（２００６）１５６３－１５７３を参照）
。
【０１６４】
　本発明のツールが適用され得る他の光合成の光起電性非動物細胞に基づくシステムは、
シリカゾル－ゲルを形成させるためのＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ　ｓｐ．ＰＣＣ　６８
０３の使用を報告しているＤｉｃｋｓｏｎら．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊ．Ｈｙｄ
ｒｏｇｅｎ　Ｅｎｅｒｇｙ，３４（２００９）２０４－２１５を含む。このような技術は
、小型の電子デバイスに直接適用可能であり得る。Ｓｕｉら．Ｊ．ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｅｌ
ｅｃｔｒｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｖｏｌ．１７，ｎｏ．６５，Ｄｅｃ
　２００８は、包埋された微細加工されたマイクロ支柱電極を有するポリジメチル－シロ
キサン（ＰＤＭＳ）の微生物燃料電池（ＭＦＣ）を報告している。このＭＦＣは、移植さ
れたｂｉｏＭＥＷＳデバイス用の潜在的な電源として生体移植に適した柔軟性があり、生
体適合性構造によって特徴付けられる。Ｓｏｎｇらは、ｂｉｏＭＥＭＳデバイス用のポリ
ジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）を用いた微小流体ポリマー電解質メンブレン（ＰＥＭ）
燃料電池を報告し、それは、携帯用の電子デバイス及び他の小型化したＭＥＭＳデバイス
を電力供給するために用いることができる。Ｓｏｎｇらによって報告された操作は、薄い
Ｎａｆｉｏｎシートを挟む代わりに、燃料電池電極間でイオン選択メンブレンを生成する
ために可逆的に結合したＰＤＭＳ微小チャネルを用いたガラス基質上で１ミクロン未満の
薄いＮａｆｉｏｎメンブレンをパターン化する。ＰＤＭＳ材料の柔軟性により、Ｎａｆｉ
ｏｎメンブレンは、ＰＤＭＳチップとガラス基質との間で、酸素プラズマ結合により密閉
され得る。表面パターニングは、標準的な微細加工プロセスフローに途切れなく統合され
得て、効果のない取り付けにより、厄介である層の同時締めつけ及び漏れの固有のリスク
なしにＰＥＭ微小流体燃料電池を形成することができる。最低限でも、このデバイスは、
微小流体燃料電池の大規模な並列アレイの構築を可能にする。細胞のパターニングは、本
発明の細胞結合法を用いて促進可能である。
【０１６５】
　別の態様では、本修飾技術を用いて修飾される細胞表面は、ウイルスの外被タンパク質
、ファージ及び他の自己集合した生体分子表面又は構造などの細胞膜様表面である。実施
例９は、ＤＮＡアプタマーを表面に結合させる本細胞修飾法を用いて修飾されたウイルス
又はファージが多価細胞標的ビヒクルの作製を可能にすることを示す。このようにして、
この直接的な細胞修飾法は、核酸又はオリゴヌクレオチドの直接結合を要求する任意の数
の応用のために、多くの単量体又は生体分子表面の修飾に用いることができる。
【０１６６】
Ｖ．キット
　本発明はまた、本発明の核酸－細胞コンジュゲートの形成に適した活性化された核酸部
分、及び相補的核酸部分を有する基質表面を有するキットを提供する。いくつかの態様で
は、本発明は、細胞表面の天然の官能基への供給結合に適した活性化された核酸部分、及
び該活性化された核酸部分に相補的な核酸部分を含む基質表面を提供する。活性化された
核酸部分は粉末であってもよく、又は溶液中にあってもよい。また、キットは当業者に知
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られている緩衝溶液、及び核酸－細胞コンジュゲートを形成し、次に、該核酸－細胞コン
ジュゲートを、基質表面上の核酸部分を介して基質表面に結合させるための他の溶液を含
んでもよい。
【０１６７】
　キットの成分は、上記で詳述されている。基質表面は任意の適した材料を含み、限定さ
れないが、顕微鏡用スライドガラス、カバーシリップ、組織培養プレート、又はウェルプ
レートが挙げられる。基質表面は、特定の位置における核酸部分を用いて予めプリントさ
れてもよい。キットには、他の成分が含まれてもよく、例えば、細胞の固定液、検出剤の
溶液、細胞染色剤の溶液、緩衝溶液などである。他の溶液は、核酸部分それ自体、並びに
細胞に核酸部分を結合させるための溶液及び試薬を含んでもよい。
【実施例】
【０１６８】
ＶＩ．実施例
実施例１．リジン天然官能基を介した細胞壁を持たない細胞へのＤＮＡのコンジュゲーシ
ョン
　全ての細胞培養試薬は、特記がなければ、Ｇｉｂｃｏ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒ
ｐ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）から購入した。細胞培養は、標準的な技術を用いて行われ
た。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、１０％（ｖ／ｖ）牛胎仔血清（ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ）及び
１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ，Ｓｉｇｍａ）を捕捉したＲＰＭＩ培地１
６４０中でＴ－２５培養フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，米国）において増殖させた。ＭＣＦ
－７細胞は、１％非必須アミノ酸及び１０％牛胎仔血清＋１％ペニシリン／ストレプトマ
イシンを捕捉したＤＭＥＭ中で増殖させた。ＭＤＡ－ＭＢ－２３１細胞は、ＭＣＦ－７細
胞と同じ条件であるが、非必須アミノ酸なしで増殖させた。
【０１６９】
　蛍光顕微鏡写真は、ＤＡＰＩ／Ｈｏｅｃｈｓｔ、フルオロセイン／フルオロ－３、及び
ローダミン用の蛍光フィルターセットを備えたＡｘｉｏｖｅｒｔ　２００Ｍ倒立顕微鏡（
ＺＥＩＳＳ）を用いて撮像された。種々のオリゴヌクレオチドの紫外線吸収は、ＵＶＩＫ
ＯＮ９３３二重ビームＵＶ／ｖｉｓ分光光度計（Ｋｏｎｔｒｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ
ｓ，英国）で２６０ｎｍで測定された。
【０１７０】
　ＮＨＳ－ＤＮＡコンジュゲートの合成。細胞接着研究について、３つの相補的オリゴヌ
クレオチド対を設計し、全体組成において一致し、配列のみ異なっていた。各配列対はま
た、同程度の融点（５５℃）及び最小二次構造を有するように計算された。
【０１７１】
　配列同一性は以下の通りであった：
Ｃ１：５’－ＧＴＡ　ＡＣＧ　ＡＴＣ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　ＴＣＡ　ＣＴ－３’（配列番号
１）
Ｍ１：５’－ＡＧＴ　ＧＡＣ　ＡＧＣ　ＴＧＧ　ＡＴＣ　ＧＴＴ　ＡＣ－３’（配列番号
２）
Ｃ２：５’－ＴＣ　Ａ　ＴＡＣ　ＧＡＣ　ＴＣＡ　ＣＴＣ　ＴＡＧ　ＧＧ－３’（配列番
号３）
Ｍ２：５’－ＣＣＣ　ＴＡＧ　ＡＧＴ　ＧＡＧ　ＴＣＧ　ＴＡＴ　ＧＡ－３’（配列番号
４）
Ｃ３：５’－ＡＣＴ　ＧＡＣ　ＴＧＡ　ＣＴＧ　ＡＣＴ　ＧＡＣ　ＴＧ－３’（配列番号
５）
Ｍ３：５’－ＣＡＧ　ＴＣＡ　ＧＴＣ　ＡＧＴ　ＣＡＧ　ＴＣＡ　ＧＴ－３’（配列番号
６）
【０１７２】
　オリゴヌクレオチドは、５’末端に組み込まれたチオール基を用いて、Ｉｎｔｅｇｒａ
ｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ）から購入し
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た。試料（８０μｌ中の２ｍｇ）は、３２０μｌの１０ｍＭのＴｒｉｓ（２－カルボキシ
エチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）及び４００μｌの１×ＴＥ緩衝液（１ｍＭのＥＤＴＡを
含む１０ｍＭのＴｒｉｓ、ＨＣｌでｐＨを７．５にする）と合わせ、使用するまで－２０
℃で凍結保存した。ＮＨＳ－ＰＳＯ6－マレイミド（スクシンイミジル－［（Ｎ－マレイ
ミドプロピオンアミド）－ヘキサエチレングリコール］エステル）をＰｉｅｒｃｅから購
入した。ストック溶液は、１ｍＬのＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ）中に５ｍｇのＮＨＳ－ＰＳＯ

6－マレイミドを溶解させることによって調製した。この溶液のアリコート（各々２０μ
Ｌ）を使用するまで－２０℃で保存した。
【０１７３】
　ＤＮＡ修飾は、ＮＡＰ－５サイズ排除カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）に５’－
チオールｓｓＤＮＡ（３０μｌ、０．３９ｍＭ）の解凍溶液を通過させることによって達
成された。次に、溶出物は、室温で１０分間、２０μＬのＮＨＳ－ＰＳＯ6－マレイミド
溶液に曝露された。その後、反応物は、ＰＢＳ溶液（ｐＨ７．２）を用いて予め平衡にさ
れた二次ＮＡＰ－５カラムを通過させることによって精製された。カラム溶出中のＤＮＡ
濃度は、ＵＶ－ｖｉｓ分光法を用いて確認された。次に、得られた溶液を生細胞の試料に
適用された。
【０１７４】
　修飾化学の性質を確認するために、オリゴヌクレオチドコンジュゲートのモデルを調製
し、特徴付けた。これをするために、０．５ｍＬのＤＭＦを６－アミノ－Ｎ－（４－アミ
ノフェニルエチル）ヘキサミドにより飽和し、ＮＡＰ－５精製後に得られた１ｍＬの反応
溶液を添加した。室温にて３０分のインキュベーション後、オリゴヌクレオチドコンジュ
ゲートは、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳを用いて分析された。観察された質量は、期待値の
０．０９０％以内であった。
【０１７５】
　生細胞の修飾及び合致したＤＮＡ分子の定量は、以下の通りに達成された：修飾の直前
に、５×１０6個のＪｕｒｋａｔ細胞の試料をＰＢＳ緩衝液で３回洗浄し、培地からいず
れのタンパク質を除去した。次に、細胞は、３０分間室温にて、ＮＨＳ－ＤＮＡの溶液（
Ｃ３鎖、３μＭ～５４μＭの最終濃度）に曝露された。遠心分離により分離後、細胞を培
地に戻すか、又は後述するように蛍光ＤＮＡ相補体を用いて標識された。
【０１７６】
　表面ＤＮＡ分子の数を定量するために、修飾された細胞の一部がＦＩＴＣ標識された粗
相補的ＤＮＡ鎖の１０μＬ容器と共に０℃にて３０分間インキュベートされた。次に、細
胞をＰＢＳ溶液で洗浄し、分析前に１％ＦＢＳ含有ＰＢＳ中に再懸濁させた。その後、細
胞をフローサイトメーターにより分析した。蛍光測定は、既知のフルオロフォア密度の蛍
光ビーズを用いて較正された。蛍光測定は、ＤＮＡ修飾のない対照細胞とミスマッチＤＮ
Ａ配列と反応させた細胞に対応する蛍光測定と比較された。
【０１７７】
　図３１は、上記方法によって調製したＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、相補的ＤＮ
Ａ鎖を用いて修飾された基質表面に結合し、これはＤＮＡ－細胞コンジュゲートの形成を
実証している。
【０１７８】
実施例２．アスパラギン酸又はグルタミン酸の天然の官能基を介した細胞壁を持たない細
胞へのＤＮＡのコンジュゲーション
　ＤＮＡは、以下の手法によって、ＥＤＣカップリング化学を用いて細胞にコンジュゲー
トされた：
１．５ミクロンの細胞を採取し、１０ｍＬのＰＢＳで２回洗浄する。
２．０．３６６ｇのＥＤＣを１９．０６ｍＬのＰＢＳに溶解させる。
３．０．４５２ｇのＮＨＳをＥＤＣ溶液に添加する。
４．ｐＨが７近辺であることを確認する（通常はそうである）。
５．このＥＤＣ／ＮＨＳ溶液を１ｍＬ採取し、２００μＬの８０μＭアミン－ｓｓＤＮＡ
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（１×ＳＳＣ中）を添加する。
６．室温で３０分～１時間インキュベートする。
７．１０ｍＬの１％ＦＢＳ／ＰＢＳで３回洗浄する。
８．５０～１００μＬの１％ＦＢＳ／ＰＢＳに再懸濁させ、スライドに載せるために準備
をする。
【０１７９】
実施例３．酸化糖の天然の官能基へのＤＮＡのコンジュゲーション
　細胞壁を持つ細胞上での表面曝露されたジオール類（リポ多糖、リポタイコ酸など）の
酸化。１ｍＬのダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（ＤＰＢＳ）中の細胞（１０5～１０7個
）を遠心分離を用いてリンスする。ＤＰＢＳ中の０．５～５ｍＭのＮａＩＯ4の２ｍＬに
細胞を懸濁し、２０分間、軌道振とうしながら３７℃に置いた。低濃度の過ヨウ素酸塩は
、藻類及び酵母などの原核生物には必要である。ＤＰＢＳ中の１ｍＬの０．１Ｍグルコー
スを用いて過ヨウ素酸塩を中和する。細胞を遠心分離して沈殿させ、２×１ｍＬのＤＰＢ
Ｓ、１×１ｍＬ　ｐＨ６のＭＯＰＳ緩衝液で洗浄する（下記参照）。
【０１８０】
　酸化された表面曝露されたジオール類へのハイブリダイズ修飾されたｓｓＤＮＡの結合
。８００μＬのｐＨ６　ＭＰＯＳ緩衝液（０．５ＭのＮａＣｌ、０．１Ｍの３－（Ｎ－モ
ルホリノ）プロパンスルホン酸、１８．２ＭΩのＨ2Ｏ、ｐＨを６．０に調整）＋１０ｍ
Ｍアニリン＋約３５μＭヒドラジンｓｓＤＮＡ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓから購入）中に細胞を再懸濁させた。穏やかに振とうさせながら、表
面ジオールの濃度に依存して、室温にて１～１８時間、細胞を反応させる。細胞をスピン
ダウンさせ、ＤＰＢＳでリンスする。
【０１８１】
　図３２は、相補的ＤＮＡ鎖を用いて修飾された基質表面に結合する、上記方法によって
調製されたＤＮＡ－細胞コンジュゲートを示し、ＤＮＡ－細胞コンジュゲートの形成を実
証している。
【０１８２】
実施例４．デバイス
　ＤＮＡ鎖の細胞への結合、及びＤＮＡをプリントした表面へのそれらの固定のための一
般的なプロトコールは以下の通りであった：修飾の直前に、５×１０6個のＪｕｒｋａｔ
細胞の試料は、ＰＢＳを用いて３回洗浄し、培地からいずれのタンパク質を除去した。最
終リンス後、追加のＰＳを添加し、体積を５ｍＬにした（１×１０6細胞／ｍＬ）。次に
、細胞懸濁物は、３０μＬの５’－チオールｓｓＤＮＡ（Ｃ２配列）から合成及び精製さ
れた１ｍＬのＮＨＳ－ＤＮＡ（１１．７μＭ）溶液と反応した。混合物は、室温にて３０
分間反応させ、次に１％ＦＢＳ含有ＰＢＳを用いて３回洗浄した。その後、細胞は、１％
ＦＢＳ含有ＰＢＳの０．５ｍＬに再懸濁された。
【０１８３】
　ガラス表面をプリントするために、３×クエン酸ナトリウム緩衝生理食塩水（ＳＳＣ：
４５ｍＭクエン酸ナトリウム、４５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．０）中の５’アミン官能
化されたｓｓＤＮＡの２０μＭ溶液を試料調製に用いた。ＤＮＡ溶液は、手動のピペッテ
ィングにより、又はＵＣ　Ｂｅｒｋｅｌｅｙ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙでロボットマイクロアレイプリントシステムを用いることにより、
アルデヒド官能化されたスライドガラス（ＳＣＨＯＴＴ　Ｎｅｘｔｅｒｉｏｎ，Ｌｏｕｉ
ｓｖｉｌｌｅ，ＫＹ）に置いた。スポットされたＤＮＡを固定し、製造業者のプロトコー
ルに従ってスライドを不活性化した。プリント後、スライドをＮ2気流下で乾燥させ、乾
燥雰囲気下、暗所に保存した。パターン化されたスライドは、典型的には、１カ月以内に
使用した。
【０１８４】
　スライドガラスの微細パターニングは、アルミニウムリフトオフ技術と組み合わせたフ
ォトリソグラフィーを用いて達成され、全詳細にはいずれかに記載されている。ある細胞
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型を用いて研究について、全細胞はＣ２配列を用いて標識された。スライドは、他に特記
がなければ、相補的ＤＮＡ配列であるＭ２を用いてパターン化された。ＤＮＡ修飾された
細胞の溶液は、各表面に導入され、撹拌せずに３～５分間インキュベートされた。次に、
デバイスは、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳを用いて洗浄された。反復データセットは、洗浄前に
無作為に３つのデバイス領域を選択することによって回収した。各位置が撮影され、洗浄
され、次に再び視覚化された。
【０１８５】
　細胞生存性の評価は以下の通りに行われた：Ｃ２鎖で被覆されたＪｕｒｋａｔ細胞は、
通常の増殖培地を含む１ｍＬのペトリ皿に播種され、Ｍ２鎖ＤＮＡは、２μＭ濃度になる
ように溶液に添加された。未修飾のＪｕｒｋａｔ細胞は、対照として同一条件下で培養さ
れた。血球計算盤を用いて２４、４８、及び７２時間で４つの試料の各々において細胞を
カウントした。細胞生存性は、トリパンブルーの添加によりモニタリングされた。
【０１８６】
　表面に結合した細胞のアポトーシスの程度は、アネキシンＶ／ヨウ化プロピジウム染色
（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）により決定された。ＤＮＡによるスライド上への固定
後、細胞を通常の培地中で３７℃にて２４時間インキュベートした。未結合のＪｕｒｋａ
ｔ細胞（表面ＤＮＡ鎖がない）の試料は、対照と同じ条件下でインキュベートされた。９
００μＬの１×結合緩衝液、３０μＬのアネキシンＶ－ＦＩＴＣストック溶液、及び３０
μＬのＰＩストック溶液からなる溶液を調製した。２４時間後、この溶液の１００μＬは
、１５分間室温にてスライドに適用された。細胞は、蛍光顕微鏡により画像化され、非生
存細胞の数を１時間後にカウントした。
【０１８７】
　パターン化された表面上への接着細胞株の固定は以下の通りに達成された：２つの乳癌
細胞株であるＭＣＦ－７及びＭＤＡ－ＭＢ－２３１をＡＴＣＣから購入した。細胞は、い
ずれのトリプシンなしで１ｍＭのＥＤＴＡを用いて培養プレートから脱着させ、細胞溶液
をＰＢＳで３回洗浄した。細胞溶液（１×１０6細胞／ｍＬ）の５ｍＬ部分は、上記され
る３０μＬの５’－チオールｓｓＤＮＡ（Ｃ２配列）から合成した１ｍＬｎｏＮＨＳ－Ｄ
ＮＡ溶液と反応させた。混合物は、室温にて３０分間反応させ、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳを
用いて３回洗浄された。次に、細胞は、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳの０．５ｍＬ中に再懸濁さ
れた。細胞溶液は、相補的ＤＮＡ配列Ｍ２を用いてパターン化されたスライドガラスに導
入され、試料を５分間インキュベートした。次に、スライドは、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳで
２回洗浄された。ＤＮＡハイブリダイゼーションを介したスライドへの固定後、細胞は、
通常の培地中でインキュベートされ、３６時間観察された。反復データセットは、１２時
間の間隔で、３つの異なる表面領域を撮影することによって回収された。
【０１８８】
　細胞固定の配列特異性の確認を以下の通り行った：ＤＮＡ修飾されたＪｕｒｋａｔ細胞
及びＭＤＡ細胞は、上記されるように、３０分間、ＰＢＳ中のＮＨＳ－ＤＮＡ（それぞれ
配列Ｃ２又はＣ１）とともに各細胞群をインキュベートすることによって調製された。細
胞の視覚差別化を促進するために、各群の細胞質ゾルは、ＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ　Ｂｌ
ｕｅＴＭ又はＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ　ＧｒｅｅｎＴＭ生細胞染色を用いて標識された。
リンス後、等量の各群を混合し、配列Ｍ２又はＭ１（上記されるように構築された）を有
する微細スポットされたＤＮＡマイクロアレイに導入し、５分間インキュベートした。次
に、マイクロアレイは、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳで２回洗浄され、蛍光顕微鏡下で観察され
た。
【０１８９】
　ヒト赤血球細胞の固体は以下の通りに達成された：赤血球の新鮮な試料は、健常なヒト
の血液試料から得て、室温にて、１％クエン酸溶液中に保存された。１時間以内に細胞を
用いた。細胞溶液をＰＢＳで３回洗浄し、次に、細胞表面の修飾を可能にするため、３０
分間、ＮＨＳ－ｓｓＤＮＡ溶液中でインキュベートした。その後、細胞懸濁物は、１％Ｆ
ＢＳ／ＰＢＳ溶液で３回洗浄され、次に、相補的ｓｓＤＮＡ鎖を有するスライドガラスに



(38) JP 5964746 B2 2016.8.3

10

20

30

40

50

適用された。細胞接着後、スライドガラスを１％ＦＢＳ／ＰＢＳで洗浄し、いずれの未結
合細胞も除去し、光学顕微鏡下で視察した。固定後、１％ＦＢＳ／ＰＢＳ中で細胞をイン
キュベートし、それらの生存率は、３時間後に、トリパンブルー染色を用いて調べた。
【０１９０】
　初代ＣＤ４＋Ｔ細胞のパターニング及びＩＬ－２産生アッセイは以下の通りに行った：
初代ＣＤ４＋Ｔ細胞（Ｊａｙ　Ｔ．Ｇｒｏｖｅｓ　Ｌａｂ，ＵＣ　Ｂｅｒｋｅｌｅｙとの
コラボレーションにより得た）をマウスから集め、使用前に報告されている条件下で増殖
させた。次に、初代Ｔ細胞は、ＮＨＳ－ＤＮＡプロトコールを用いて修飾され、上記され
るように、スポッティングにより、又はフォトリソグラフィーの使用によりプリントされ
た異なるＤＮＡパターンに曝露された。ＤＮＡ固体化された細胞を有するスライドガラス
を１％ＦＢＳ／ＰＢＳで洗浄し、いずれの未結合細胞を除去し、顕微鏡下で視察した。
【０１９１】
　ＤＮＡ二重鎖で固定された初代Ｔ細胞のＩＬ－２産生は、ＥＬＩＳＡを用いて試験され
た。２×１０5個の初代Ｔ細胞の集団は、ＤＮＡ鎖で修飾され、相補配列を有する一連の
スライド（１ｃｍ2）に固定された。次に、これらの試料を３つの部分に分けた。第１の
試料は、いずれの追加試薬を含まない正常なＴ細胞増殖培地中でインキュベートされた。
第２の試料は、ＰＨＡ（１μｇ／ｍＬ）及びＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）で処理された。第
３の試料は、ＣｏｎＡ（１μｇ／ｍＬ）、ＰＭＡ（５０ｎｇ／ｍＬ）及びＣＳＡ（μｇ／
ｍＬ）で処理された。表面ＤＮＡを含まない遊離Ｔ細胞の類似試料を対照として調製した
。全ての細胞試料を３７℃にて２０時間インキュベートし、次に遠心分離した。培地部分
（１ｍＬ）は細胞の各集団から採取し、マウスインターロイキン－２　ＥＬＩＳＡテスト
キット（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いてＩＬ－２産生について試験した
。
【０１９２】
　初代筋芽細胞のパターニングは以下の通りに達成された：初代筋芽細胞（Ｒａｎｄａｌ
ｌ　Ｌｅｅ　Ｌａｂ，ＵＣＳＦとのコラボレーションにより得た）は、参照により本明細
書中に援用されるＨｕａｎｇ，Ｎ．Ｆ．；Ｐａｔｅｌ，Ｓ．；Ｔｈａｋａｒ，Ｒ．Ｇ．；
Ｗｕ，Ｊ．；Ｈｓｉａｏ，Ｂ．Ｓ．；Ｃｈｕ，Ｂ．；Ｌｅｅ，Ｒ．Ｊ．；Ｌｉ，Ｓ．Ｎａ
ｎｏ　Ｌｅｔｔ．２００６，６，５３７－５４２に報告されるような公知のプロトコール
に従ってマウスから回収し、精製した。要約すると、正常な細胞増殖は、１０％（ｖ／ｖ
）牛胎仔血清（ＦＢＳ，ＨｙＣｌｏｎｅ）、１％ｂＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、及び
１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ，Ｓｉｇｍａ）を含むＨａｍ’ｓ　Ｆ－１
０培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で達成された。表面修飾の直前に、細胞は、いずれの
トリプシンなしで１ｍＭのＥＤＴＡを用いて脱着させた。得られた細胞懸濁物をＰＢＳで
３回洗浄した。細胞溶液（１×１０6細胞／ｍＬ）の５ｍＬ部分は、１ｍＬのＮＨＳ－Ｄ
ＮＡ溶液と反応された。混合物を室温にて３０分間反応させ、次に、細胞は、１％ＦＢＳ
含有ＰＢＳで３回洗浄された。表面は、スポッティング又はフォトリソグラフィーを介し
て相補的ＤＮＡ配列でパターン化し、１％ＦＢＳ含有ＰＢＳと共に室温にて１時間インキ
ュベートされた。細胞溶液をスライドに導入し、５分間インキュベートした。次に、デバ
イスを１％ＦＢＳ含有ＰＢＳを用いて３回洗浄した。固定後、細胞は、融合培地（５％ウ
マ血清、及び１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ，Ｓｉｇｍａ）を含むＤＭＥ
Ｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））中で３７℃にて１４日間インキュベートされた。未結合の
筋芽細胞は、対照として同一条件下で培養された。全ての細胞試料の画像及び動画は２４
時間ごとに記録された。
【０１９３】
実施例５：ＤＮＡバーコード
　微小デバイスは、代謝分析のためおｐＨ感受性微小電極のアレイ上で単一細胞のＤＮＡ
バーコード指向された捕捉用に開発された。細胞は、膜結合の一本鎖ＤＮＡを用いて修飾
され、特定の単一細胞捕捉は、微小流体チャネル内の酸化イリジウムｐＨ微小電極のセン
サー領域に結合された捕捉鎖によって指向される。この二機能性微小電極アレイは、ｐＨ
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モニタリング、並びに初代Ｔ細胞及びＪｕｒｋａｔＴリンパ球の分化について実証される
。単一のＪｕｒｋａｔ細胞は、１１ミリｐＨ／分の細胞外酸性速度を示し、一方、初代Ｔ
細胞はたった２ミリｐＨ／分を示した。このシステムを用いて、特異的に非接着細胞を捕
捉し、代謝特性の変化に基づく異種案産物における視覚的に同じ健常な細胞と癌性細胞と
の間を区別することができる。本明細書に示されている二機能性微小電極は、本発明の組
成を用いて作製されたデバイスが、選択的に細胞を捕捉し、それらの電気的及び代謝的活
性を測定する能力をどのようにして持つのかを示す。ＤＮＡ－バーコード捕捉を用いて、
接着細胞と自然な非接着細胞とが同じデバイス上で研究され得る。さらに、このように捕
捉された細胞は活性化されない。アレイフォーマットは、混合物から細胞間を直接区別で
き、単一細胞特性における変化、及びその細胞が全体にどのように寄与するかを示す。制
御された単一細胞の電気化学的測定は、細胞活性の多重な細胞内分析を可能にする名のス
ケールの細胞接触面を用いることを指摘する。
【０１９４】
　微小流体デバイスにおける単一細胞の制御された捕捉は、単一細胞分析の統合された微
小流体の開発には本質的である。個々の細胞に匹敵する大きさと体積スケールを用いて、
微小流体デバイスは、細胞の微小環境を制御するための力強いツールを与える。操作され
た細胞表面ＤＮＡ（細胞接着バーコード）の使用は、細胞捕捉を可能にし、従前の細胞の
ＤＮＡ捕捉は、微小流体チップ内の単一細胞の遺伝子発現分析を行うために用いることが
でき、不活性化された細胞を代表するその遺伝子分析を有する。本発明のデバイスは、不
活性化された（天然の）細胞を用いてｐＨ感受性微小電極のアレイを装着するためのＤＮ
Ａバーコード細胞捕捉を用いることができる。システムは、ｐＨセンサー表面上で、非接
着の単一細胞（従前は不可能である）、並びに接着細胞の迅速、選択的及び不可逆的捕捉
を可能にする。この二機能性システムは、細胞該酸性化が全エネルギー使用に比例すると
いう原理に基づく単一細胞の代謝の正確なリアルタイムモニタリングを可能にする。これ
らの実験では、この技術は高い代謝活性を有する癌細胞を特定することができることを実
証し、このデバイスは癌治療用の潜在的な診断及び予測ツールとなる。さらに、システム
は、研究される細胞について非常に選択的及び特異的であるように適合することができ、
これらの細胞はデバイス表面上の正確な位置で置くことができるため、システムは、患者
の特定の分析、及び当然に癌を含む任意の疾患の治療として知られている用途にとって理
想的である。
【０１９５】
　従来の作業は、微小流体システムにおいて、単一細胞の捕捉及びｐＨモニタリングの個
々の側面を示していた。整列された単一細胞の捕捉のための様々な方法が示され、物理的
及びエネルギートラップ、並びに生化学的接着が含まれる。この従前の作業における細胞
は、ＤＮＡを用いて捕捉されなかったが、むしろデバイス環境における障壁によって物理
的に拘束された。単一の限定捕捉壁又は微小流体トラップは、センサー全体で細胞を単離
するために用いることができたが、一方、新鮮な培地へのアクセス、及び廃棄物を浄化す
る能力が正常な細胞機能に重要であることが示されている。非常に正確な細胞配置はまた
、細胞内スケールの電極が使用される場合、活性をモニターするために重要でもある。本
発明のオリゴヌクレオチド結合システムは、デバイス上の物的障壁に関わらない捕捉、並
びにプロセスにおいてそれらを喪失危険性がない、細胞の供給及び洗浄を可能にする。
【０１９６】
　細胞外酸性化の使用は、細胞活性化の定量的分析における有益なツールである。主要な
例は、Ｃｙｔｏｓｅｎｓｏｒ　Ｍｉｃｒｏｐｈｙｓｉｏｍｅｔｅｒであり、これは、代謝
を定量する手段として、バルクな細胞集団（１０4～１０6細胞／３μｌ試料）からの酸性
化を測定するために幅広く用いられている。このシステムは、多数の応用に用いられてい
る。例えば、Ｇタンパク質共役（ケモカイン）受容体活性化、ニューロトロフィン活性、
リガンド開閉イオンチャネル、及びチロシンキナーゼ受容体へのリガンドの結合が挙げら
れる。また、オーファン受容体のためのリガンドを同定するために用いられている。他の
デバイスはまた、単一細胞レベルまで下げる細胞活性を測定するためにｐＨ電極を使用し
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ている。最近、Ｇｅｓら．Ｂｉｏｍｅｄ．Ｍｉｃｒｏｄｅｖｉｃｅｓ，２００８，１０，
３４７－３５４に報告された作業は、物理的限定を用いた単一心筋細胞からの酸性化速度
のオンチップ測定のためのデバイスを示した。Ｇｅｓシステムでは、単一の筋細胞は、Ｐ
ＤＭＳチャネルの末端を物理的に閉鎖して摘むことによって検知溶液において単離された
。システムは単一細胞モニタリングにおける重要な段階を表す一方、細胞単離技術は、セ
ンサー電極上に制御された捕捉を可能にせず、この電極は、同じ制御環境における単一細
胞から同時のマルチ分析物モニタリングに必要である。本発明は、これらの重要な利点を
提供する。
【０１９７】
　本明細書に記載されているデバイスは、個々の細胞の同サイズスケールであるセンサー
を用いて、オリゴヌクレオチドに基づく細胞捕捉技術の直接的な統合を提供し、したがっ
て、二機能性電極システムにおいて、これまでは達成できなかった細胞分析を可能にする
。リソグラフィー的にパターン化された酸化イリジウムｐＨ微小電極のアレイは、微小流
体チャネル内に囲まれる。単一の標準ＤＮＡは、シランリンカーを用いて酸化イリジウム
表面に結合され、検出感受性を保持しながら、相補的ＤＮＡを持つ細胞を捕捉する能力を
センサーに与える。ここで、本発明者らは、このシステムを用いて、非接着Ｔ細胞の代謝
から得られる細胞外酸性化を測定し、ｐＨ感受性は、健常な初代Ｔ細胞と、高い代謝を有
する癌性Ｊｕｒｋａｔ細胞との間を区別するには十分である。これらの結果は、同基本型
の個々の健常及び形質転換された細胞の微分可能な代謝活性を示し、それは、異種試料内
の循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）の同定を可能にする。二機能性電極上でＤＮＡ指向されて細胞
捕捉と電気化学的モニタリングの新規な組み合わせは、単一細胞分析について新しいプラ
ットフォームを提供する。
【０１９８】
　電極センサー製作は以下の通りに達成される：電極（４０ｎｍ厚、Ａｕ、２０ｎｍのＣ
ｒ接着層を有する）は、上記される標準的なフォトリソグラフィーリフトオフを用いて、
１．１ｍｍ厚のボロフロートガラスウエハース上にパターン化された。７μ厚層のパリレ
ン－ｃは、Ｓｐｅｃｉａｌｔｙ　Ｃｏａｔｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｌａｂｃｏｔｅｒ　
２パリレン配置システムを用いてウエハース上に配置し、ＡｌｐｈａＳｔｅｐ　ＩＱ表面
形状測定装置を用いて測定された（図１１）。１００ｎｍ層のアルミニウムをデバイス上
に蒸着し、次に、３０秒間６０℃で界面活性剤を用いてＡｉｒ　Ｐｒｏｄｕｃｔアルミニ
ウムエッチング液によりリソグラフィー的にエッチングした（図１１Ａ、１１Ｂ）。アル
ミニウム層のためのエッチマスクは、フォトリソグラフィー的にパターン化された１μｍ
厚フィルムのＳｈｉｐｌｅｙ１８１８フォトレジストであった。次に、アルミニウム層を
マスクとして用い、酸素プラズマにより下層のパリレンをエッチングした（６０ｓｅｅｍ
０２，１００Ｗ，６０分）。
【０１９９】
　センサー領域からパリレン絶縁を除去後、センサーは、Ｙａｍａｎａｋａらのプロトコ
ールに従って、酸化イリジウム層を用いて電着された。要約すると、イリジウム沈着溶液
は次にように調製された。３７．５ｇのＯｆＩｒＣｌ4を７５ｍＬの脱イオンすりに添加
し、９０分間撹拌した。次に、１２５ｍｇのシュウ酸を添加し、この溶液を３時間撹拌し
た。最後に、溶液のｐＨをＫ2ＣＯ3を用いて１１に調整した。溶液は、最初は薄黄色であ
り、薄青色に変化し、最後には数週間経過して暗青色に変わった。沈着溶液は、調製後に
少なくとも６カ月間安定であった。酸化イリジウム沈着は、電圧循環モードでＣＨＩ６６
０ポテンシオスタットを用いて行われた。飽和した塩化第一水銀リファレンスを用いた３
つの電極配置及びプラチナ対電極に２４０サイクロ（登録商標）の＋０．７Ｖ（０．２５
ｓ）及び－０．５Ｖ（０．２５ｓ）を用いた。
【０２００】
　沈着後、装置は、１分間、プラズマ洗浄され、６０℃にて６０分間の蒸着によって、ト
リメトキシシリルプロパナールを用いて修飾された。次に、アミン修飾されたｓｓＤＮＡ
（リン酸緩衝生理食塩水中の８０μＭ）をデバイスに蒸着し、上記した還元アミノ化を用
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いて結合させた（図１１Ｃ）。ＤＮＡ沈着後、保護アルミニウム層は、２０分間撹拌しな
がら、室温にて０．１ＭのＮａＯＨを用いた処理によって溶解し、センサー表面上にのみ
捕捉ＤＮＡを放置した（図１１Ｄ）。
【０２０１】
　微小流体デバイス調製は以下のようにして達成される：Ｄｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｓｙ
ｌｇａｒｄ　１８４を用いて、ＳＵ－８又はポリスチレン鋳型によりポリ（ジメチルシロ
キサン）（ＰＤＭＳ）チャネルを調製した。チャネルは幅５ｍｍ、長さ１５ｍｍ、及び高
さ６００μｍであった。２０ゲージのテフロン（登録商標）チューブと適合する流体入口
は、１８ゲージの鈍い先端の針を用いて穴をあけ、５ｍｍ径の出口リザーバーは他の末端
で穴をあけた。ＰＤＭＳチャネルは、１０分間、ＵＶ／オゾン径で洗浄され、デバイスに
適用された。チャネルはＤＩ水で１時間満たされ、酸化イリジウム層を水和させ、次に、
電極のｐＨ応答は、標準のｐＨ４、５、７及び１０の緩衝液を用いて較正された。チャネ
ルは、ＭｉｎＣＯポリイミドヒーターとＣｏｌｅ－Ｐａｒｍｅｒ　ＤｉｇｉＳｅｎｓｅ　
ＰＩＤ温度コントローラーを備えた加熱されたアルミニウムステージを用いて３７℃に維
持された。
【０２０２】
　細胞調製及び標識は以下のようにして達成された：Ｊｕｒｋａｔ細胞は、１０％牛胎仔
血清（ＦＢＳ）及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン溶液を含むＰＲＭＩ－１６４０
中に培養された。培養細胞は、３７℃にて５％ＣＯ２において維持され、２～３日ごとに
１：１０に分割された。細胞酸性化実験は、２５ｍＭのＤ－グルコース、５．３ｍＭのＫ
Ｃｌ、及び１１０．３４ｍＭのＮａＣｌ＋１％ＦＢＳ及びペニシリン／ストレプトマイシ
ンを含むダルベッコ変法イーグル培地のカスタム低緩衝化培地に基づいて行われた。最後
に、培地は、０．１ＭのＮａＯＨを用いてｐＨを７．４５に調整された。細胞は、従来報
告されているようにマウスから単離され、調製された（Ａ．Ｌ．ＤｅＭｏｎｄ，Ｋ．Ｄ．
Ｍｏｓｓｍａｎ，Ｔ．Ｓｔａｒｒ，Ｍ．Ｌ．Ｄｕｓｔｉｎ　ａｎｄ　Ｊ．Ｔ．Ｇｒｏｖｅ
ｓ，Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｊ．，２００８，９４，３２８６－３２９２参照）。
【０２０３】
　ｓｓＤＮＡによる細胞表面標識は、上記されるように、細胞表面上の１級アミンを共有
結合的に修飾するＮＨＳ－ＤＮＡコンジュゲートを用いて達成される。要約すると、細胞
は、室温にて３０分間、ＰＢＳ中の１２０μＭのＮＨＳ－ＤＮＡ溶液においてインキュベ
ートされ、次に、３回洗浄して、いずれの未結合ＤＮＡを除去した。バーコード特異的細
胞捕捉は、従来（Ｄｏｕｇｌａｓら．Ｃｈｉｐ，２００７，７，１４４２－１４４８参照
）報告されているように、スポットされたＤＮＡマイクロアレイスライドを用いて試験さ
れた。
【０２０４】
　代謝モニタリングは以下のようにして達成された：細胞は、１０6細胞／ｍｌの濃度で
懸濁され、懸濁液を微小流体デバイスに流し入れられた。細胞懸濁液は、テフロン（登録
商標）チューブを用いて１ｍＬシリンジによりチャネルに流し入れられた。Ｊｕｒｋａｔ
細胞及び初代Ｔ細胞を同時にモニタリングする場合、それらは、上記されるように、それ
ぞれＣｅｌｌＴｒａｃｋｅｒ　Ｇｒｅｅｎ及びＲｅｄ色素で標識され、等比で混合された
。５分のインキュベーションによりＤＮＡに基づく細胞捕捉を可能にした後、未結合細胞
は、低緩衝液培地でリンスして除去された（５μｌ／分、３分間）。リンス後、ｐＨ応答
は、電気化学的に１０分間モニタリングされた。これを記録した後、細胞は、デバイスを
５５℃に加熱し、低緩衝液培地で強力にリンス（２００μＬ／分）を適用することによっ
て電極から離された。一度リンスし、３７℃に戻し、デバイスに細胞を再充填することが
できた。これにより、複数測定が単一細胞調製で採用されることができた。
【０２０５】
　電圧測定は、酸化イリジウム電極と遠隔のＦＬＥＸＲＥＦ　Ａｇ／ＡｇＣｌ参照電極（
Ｗｏｒｌｄ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）との間に記録された。細胞
領域外の同一酸化イリジウム電極は、任意のセンサードリフトを相殺するために用いられ
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た。センサー電極は、１６ビットのアナログ－デジタル変換を用いるＮａｔｉｏｎａｌ　
Ｉｎｓｔｕｒｍｅｎｔｓ　ＰＣＩ－６０３　ＩＥデータ収集カードに接続された。デジタ
ル化シグナルは、カスタムＬａｂｖｉｅｗ　ＶＩを用いてモニタリングされ、３ｈｚで多
重にサンプリングされた。電圧シグナルは、Ｐｅａｋ Ｆｉｔソフトウェアを用いて、１
％Ｌｏｅｓｓフィルターにより処理され、ノイズを減少させた。
【０２０６】
　代謝解析前、電極は、標準のｐＨ緩衝液を用いて特徴付けられた（図１２）。これらの
ＤＮＡ修飾された電極は、それらのｐＨ感受性を維持することが見出され、性能は未修飾
の酸化イリジウムセンサーに匹敵していた。電極応答は、安定かつ迅速であり、５００ｍ
ｓ未満で１ｐＨ単位変化に応答した。電極のｐＨ応答は、典型的には、－６８．６ｍＶ／
ｐＨ単位であり、ｐＨ４～１０の範囲全体で線状応答であった。細胞酸性化測定について
の典型的な範囲は、約６．５～７．５であり、それにより、このセンサーは測定に十分に
適している。観察された応答の大きさは、従来実証されている他の水和した酸化イリジウ
ムセンサーの－６０～－８０ｍＶ／ｐＨレンジと一致して反応する。ｐＨ感受性を提供す
る電極での反応は、Ｏｌｔｈｕｉｓらによって報告されている。－６０～－８０ｍＶ／ｐ
Ｈ感受性レンジは、種々の電気化学的技術により示されているように、酸化イリジウムフ
ィルムの酸化段階に依存する。感受性を与える電極での反応は、Ｏｌｔｈｕｉｓによって
与えられた。
【０２０７】
　２Ｉｒ（ＯＨ）2Ｏ

-＋Ｈ2Ｏ＝＝＝Ｉｒ2Ｏ（ＯＨ）3Ｏ
3-＋３Ｈ+＋２ｅ-

【０２０８】
　二機能性微小電極アレイチップ上のｐＨ微小電極を用いたアフィニティー捕捉ＤＮＡプ
ローブの組み込みは、通常には非接着性の細胞については、細胞外酸性化の直接モニタリ
ング用のプラットフォームを与える。また、システムは、細胞が接着性であるか又は非接
着性であるかに関わらずに、オリゴヌクレオチド結合システムによって達成されない細胞
のモニタリングを与える。図１３に示されるように、大きさを制限する二機能性微小電極
は、センサーに直接単一細胞捕捉を可能にする。二機能性微小電極アレイは、Ｊｕｒｋａ
ｔ細胞及び初代Ｔ細胞の細胞外酸性化を測定することによって試験された。第１に、Ｊｕ
ｒｋａｔ細胞及び初代Ｔ細胞は、センサー官能性、及び２種細胞型間での単一細胞酸性化
における相違を達成するためのアレイ上で別々に捕捉され、モニタリングされた。図１４
Ａは、１０分の期間での単一細胞の酸性化データを示す。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、１１．５
±３．３ミリｐＨ／分の細胞外酸性化速度を示し、一方、初代Ｔ細胞は、１．６１±１．
５ミリｐＨ／分を示した（ｓ．ｄ．，それぞれｎ＝９）。また、この相違は、バルク細胞
集団の酸性化測定（低緩衝液培地中の約１０6／ｍｌの細胞、３７℃）を用いて確認され
た。
【０２０９】
　混合した集団において異なる細胞を区別する能力を実証するために、同じ細胞接着バー
コードを有するＪｕｒｋａｔ細胞と初代Ｔ細胞の混合物からの単一細胞が同時にアレイ上
でモニタリングされた。図１４Ｂは、１０分間のアレイ上の混合細胞からの酸性化データ
を示す。測定された酸性化速度の相違は、別々の試料と同じ動向を追い、２つの視覚的に
類似した細胞間での区別を可能にした（図１４Ｂ）。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、１０．１±２
．３ミリ－ｐＨ／分の酸性化速度を有し、健常なＴ細胞は、２．４１±２．５４ミリ－ｐ
Ｈ／分を有した（ｓ．ｄ．、それぞれｎ＝５）。
【０２１０】
　図１４Ｃは、アレイ上の既知の細胞集団を用いたいくつかの試験全体での酸性化速度の
棒グラフを示す。Ｊｕｒｋａｔ細胞について、平均酸性化速度は１１．５±３．２ミリ－
ｐＨ／分であり、一方、初代Ｔ細胞は１．６２±１．３１ミリ－Ｐｈ／分の速度を示した
。この相違は明確に有意であり、Ｔ－検定の値はＰ＜０．０００２であった。一方、Ｊｕ
ｒｋａｔ細胞は、初代Ｔ細胞よりも僅かに大きく（典型的には、１２μｍ対１０μｍ径）
、大きさの相違は、酸性化の相違に占めるほど十分に大きくはない。
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【０２１１】
　外因性刺激に対する単一細胞の応答を測定する能力を実証するために、Ｊｕｒｋａｔ細
胞はロテノンで処理される一方で、二機能性微小電極アレイ上で捕捉された（図１５）。
ロテノンとのインキュベーションは、ミトコンドリアの電子伝達鎖との干渉に曝露され、
解糖回路を完成するための細胞を乳酸発酵にシフトさせた。次に、乳酸の得られた排出物
は、細胞環境において酸性化速度を増加させなければならない。実験では、捕捉された細
胞は、最初に、好気的代謝下での酸性化の基準速度（約８．８ミリ－ｐＨ／分）を確立す
るために、正常な条件下でインキュベートされた。１３分後、１０μＭロテノンがチャネ
ルに添加され、その結果、１分以内に酸性化速度（－２７．７ミリ－ｐＨｈ／分）を３倍
に増大させた。Ｊｕｒｋａｔ細胞が低緩衝培地中の１μＭロテノンで処理された（約１０
6細胞／ｍＬ、３７℃）バルク細胞対照は、同一の未処理細胞と比較して、６０分間で２
倍超の酸性化を常に示した。この代謝シフトの観察は、単一シグナル細胞レベルで、受容
体－リガンド結合などの、外因性薬物に対する応答をモニタリングするこの技術の能力の
重要な実証を与える。
【０２１２】
　本明細書において開発された二機能性微小電極アレイは、アレイフォーマット上で選択
的細胞捕捉及び単一細胞の代謝的モニタリングという２つの重要な機能を含む。初期の研
究では、Ｃａｓｔｅｌｌａｒｎａｕらは、ＩＳＦＥＴ　ｐＨセンサー近くの最近の高濃度
懸濁物を局在化する二電気泳動を用い、グルコース存在下で細胞の酸性化を測定した。こ
の技術はバルク応答の測定に十分に適している一方で、単一細胞の固有の活性を解決する
能力を欠如している。Ｇｅｓらの単一の癌性細胞ｐＨシステムは、大きな接着細胞をモニ
タリングする能力を提供するが、チャネルを密封することによって生じる体積変位は細胞
接着を指向することを困難にする。ＤＮＡ－バーコード捕捉は、接着細胞、並びにＴ細胞
及びＢ細胞など自然には非接着性細胞の指向された捕捉の利点、さらに、オリゴヌクレオ
チド結合方法によって達成されない細胞の分析の更なる利点を提供する。この制御された
捕捉は、空間分解の電子的及び／又は光学プロービング用のプラットフォーム、及び細胞
表面での活性の測定を与える。
【０２１３】
　酸性化データは、単一の非接着細胞が捕捉ＤＮＡを用いて処置、及び電極への結合後に
正常に継続して挙動することを示す。任意の捕捉技術は細胞に対するいくつかの効果を有
する可能性がある一方で、細胞接着バーコードは、インテグリン又は抗体に基づく捕捉用
に多くの場合に使用される天然の細胞表面受容体をバイパスし、このようして、それらの
既知のシグナル伝達経路の活性化を避けるべきである。Ｊｕｒｋａｔ細胞と初代Ｔ細胞に
ついて、測定される細胞外酸性化速度は、Ｇｅｓらによって報告されている単一細胞酸性
化速度と匹敵するが、本発明者らの機能化微小電極技術の増大した感受性は、２つの細胞
型間の区別を可能にする。
【０２１４】
　本発明者らの単一細胞結果は、初代非形質転換細胞と不死化された癌性Ｔ細胞の代謝活
性化における相違が、単一細胞レベルで検出され得ることを示す。本発明者らは、この代
謝相違を用いて、同じ基本型からの視覚的に類似した単一細胞間を電気化学的に区別する
能力を示している。この方法論は、それらの典型的な代謝活性によって個々の循環腫瘍細
胞を同定するために使用することができ、単一の抗体に基づく捕捉を超える。また、異な
る転移能の癌性細胞間を差別化するために使用され得る。このような混合内で単一細胞モ
ニタリングは、癌の進行又は起源の細胞状態に基づいた薬物応答における相違を検出する
ことを可能にする。
【０２１５】
　より多くの要素を含むための明確な拡張を伴うアレイフォーマットは、アンサンブルバ
リエーションを特徴付けるのに十分な力を用いて、同条件下で多数の細胞の個々の活性を
直接比較することができる。ナノ加工された電極アレイの構築は、高い空間分解を有する
細胞表面の電気化学的分析マップを生じさせることができる。停止細胞表面プロフィーリ
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ングは、従来は走査型電気化学顕微鏡を用いて実証されてきたが、ナノ電極アレイは、一
連のプロセスから並行プロセスにこれを形質転換し、正細胞と同様に時間的分解を与える
ことができる。
【０２１６】
　このシステムは、単一細胞からの検出された分析物の数を増加させることができ、一般
に、分析システムの増加した複雑性についての能力を有する。従来言及された、バルク細
胞のモニタリング用のＣｙｔｏｓｅｎｓｏｒ　Ｍｉｃｒｏｐｈｙｓｉｏｍｅｔｅｒシステ
ムは、標準ｐＨ測定能力に加えて、グルコース、乳酸塩及び酸素レベルを同時に測定する
ように改変された。マイクロ又はナノ加工された分析物－選択的センサーはまた、単一細
胞上の複数分析物の検知を含む、更なる分析的深さのためのシステムに加えることができ
た。カルシウム感受性のフルオロフォアと電気制御との組み合わせは、Ｔｈａｙｅｒらに
よって報告されているパッチクランプ中に単一ニューロンにおいてカルシウム流入をモニ
タリングするために使用されている。ＰＤＭＳ／ガラス多層デバイスは、同時蛍光及び電
気的測定を可能にするように容易に修飾され得る。蛍光プローブは、多くの場合、光退色
を被る一方で、本明細書において具体化された技術は、数時間又は数日、単一細胞の代謝
活性を追跡するために用いることができ、そのライフサイクル全体で細胞進行としていず
れかの変化を表す。
【０２１７】
　ＤＮＡバーコードに基づく細胞捕捉は、電極上で、離散したマルチタイプの細胞システ
ムの構築及び分析を可能にする個々の細胞間での結合を操作する能力を与える。例えば、
単一のニューロンは、単一細胞の神経筋シナプス形成及び操作の分析を可能にする単一の
筋細胞にＤＮＡを用いて連結させることができる。さらに、人工的な組織は、オリゴヌク
レオチドハイブリダイゼーションを用いた、細胞－細胞結合により操作可能である。セン
サーは、システム内又はその近傍に配置され、システムにおける代謝、電気的又は他の変
化を記録することができる。
【０２１８】
実施例６：微小流体バイオプロセッサー
　単一細胞分析は、同系細胞集団内で遺伝子発現の変化を理解するための強力なアプロー
チである。マイクロアレイ及び遺伝子発現の連続分析などの伝統的な遺伝子発現分析は、
単一細胞レベルでの変化、及び大多数の細胞のアンサンブル平均挙動に関する単なる記録
を分析するには十分感受性でない。最近、多種の高感度であり、特殊化された技術が、単
一細胞における遺伝子発現を探査するために開発されている。これらのアプローチの多く
はリアルタイムモニタリングの利点を提供するが、必要されるプロトコールは困難であり
、多くの場合、細胞操作を必要とし、限定された多重化能力を有する。
【０２１９】
　新しく開発された微小流体技術及び方法は、大多数の細胞に縮尺を合わせることができ
るフォーマットにおいて単一細胞分析を可能にする。微小流体デバイスは単一細胞を探査
するための力強いプラットフォームを示し、これは、固有の長さ（１～１００μｍ）及び
体積スケール（ピコリットル～ナノリットル）が単一細胞の大きさ及び体積（約１ｐＬ）
に近いためである。最大利点の微小流体は、全てのプロセッシング工程を単一デバイスに
組み込む能力であり、感受性、再現性、及び定量的な単一細胞分析を妨げるであろう試料
汚染及び生成物喪失を排除する。
【０２２０】
　単一細胞遺伝子発現分析を行うために微小デバイスに組み込まなければならない３工程
は、細胞選択及び局在化、酵素的反応、及び対象分析物の定量的検出である。多数の微小
流体システムは、これらのエレメントの１又は２を実証しているが、３つ全ての組み込み
の成功は非常に挑戦的である。初期の微小流体システムは、キャピラリー電気泳動（ＣＥ
）分離チャネルにＰＣＲチャンバーを首尾よくカップリングさせた。最近の統合された微
小システムは、検出感受性の有意な増加、粗試料の処理、及び超並列処理を実証している
。これらの利点にもかかわらず、統合された微小流体デバイスは、単一細胞から直接、遺
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伝子発現の変化を測定する単一プラットフォームに３工程全てを首尾よく結合させている
。根本的なハードルは、各ナノリットル加工工程間の分析物の有効な移動である。
【０２２１】
　この挑戦に加えて、本発明者らは、単一細胞遺伝子発現プロフィーリングのために必要
なエレメントの全てを備えた、統合された微小流体デバイスを開発し、単一細胞の遺伝子
サイレンシングの研究を行うためにそれを使用した（図２０）。細胞は、ＤＮＡハイブリ
ダイゼーションによって金パッド上に捕捉できる細胞表面上の２０塩基のオリゴヌクレオ
チドを用いて官能化される。ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡと対照１８Ｓ　ｒＲＮＡの多重遺伝子
発現分析は、２細胞集団で行われる。第１の細胞集団は、両方の標的遺伝子の均一な高発
現を示す通常条件下で増殖させた未処理Ｊｕｒｋａｔ　Ｔリンパ球からなる（図２０Ａ）
。第２の細胞集団は、ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡで指向されたｓｉＲＮＡで処理される（図２
０Ｂ）。ＧＡＰＤＨのｍＲＮＡは個々の細胞において沈黙される程度が、１８Ｓ　ｒＲＮ
Ａ対照と比較して精査される。
【０２２２】
　遺伝子発現微小デバイスは、１００ｍｍ径のガラスウエハース上で４つの独立したアド
レス可能な整列された分析システムを含む（図２１）。同一の微小システムの各々は、プ
ロセッシング工程間で最大移動効率を可能にするように統合される４つの異なる領域を含
む。第１の領域は、リアクター領域を通じて、試料入口から材料を移動するための３バル
ブポンプである。リアクター領域では、単一細胞が捕捉、溶解され、対照のｍＲＮＡが逆
転写され、ＲＴ－ＰＣＲによって増幅される。アフィニティー捕捉領域は、アンプリコン
が、アフィニティー捕捉ゲルマトリックスにおいて固定化され、精製され、及び濃縮され
る、リザーバー及び捕捉チャンバーとして作用するホールドチャンバーを含む。最後に、
システムは、生成物のサイズに基づく分離と定量のためのＣＥ分離チャネルを含む。
【０２２３】
　ＣＥ分離及び検出による単一細胞システムからの完全な分析は、図２２Ａに概要される
ように、７５分未満で行われる。第１に、Ｊｕｒｋａｔ細胞は、２０塩基のオリゴヌクレ
オチドで官能化される（図２２Ｅ）。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、細胞によって代謝され、細胞
表面上にアジド基の提示をもたらす合成の過アセチル化Ｎ－アジドアセチルマンノサミン
（Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ）とともに増殖される。リン酸緩衝化ｓｓＤＮＡは、Ｓｔａｕｄｉ
ｎｇｅｒ連結によってアジド基と反応し、細胞あたり約２７０，０００のｓｓＤＮＡ分子
を用いて官能化された細胞集団を生じさせる。
【０２２４】
　別の態様では、ｓｓＤＮＡ分子は、以下のように、実施例１に記載される通り、本方法
を用いてＪｕｒｋａｔ細胞に結合可能である：修飾直前に、５×１０6個のＪｕｒｋａｔ
細胞の試料をＰＢＳ緩衝液で３回洗浄し、培地からいずれのタンパク質も除去する。最後
のリンス後、追加のＰＢＳを添加して、５ｍＬ体積にする（１×１０6細胞／ｍＬ）。次
に、細胞懸濁液は、合成された１ｍＬのＮＨＳ－ＤＮＡ（１１．７μＭ）溶液と反応させ
、３０μＬの５’－チオールｓｓＤＮＡから精製される。混合物は、３０分間室温にて反
応させ、次に１％ＦＢＳ含有ＰＢＳで３回洗浄した。その後、細胞を０．５ｍＬの１％Ｆ
ＢＳ含有ＰＢＳに再懸濁される。
【０２２５】
　リアクター内では、チオール修飾された捕捉ＤＮＡの相補的２０塩基鎖は、金－チオー
ル連結を有する、フォトリソグラフィー的に画定された２５×２５μｍ2サイズ制限の金
パッド上に固相化される。細胞をリアクター内に流入させ、ＤＮＡハイブリダイゼーショ
ンを介して金パッドに固相化される。パッドのサイズは、たった１個の細胞が結合するこ
とを確実にする。従来の報告では、本発明者らは、代謝工学とＤＮＡに基づく結合の組み
合わせが、抗体又はレクチン系の方法よりも有意に少ない細胞活性化をもたらすことを示
している。したがって、任意の結合方法が細胞挙動に対して何らかの影響を与えることが
期待されるが、ＤＮＡに基づく方法はこれらの効果を最小にする。
【０２２６】
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　リアクターから外に出た残りの捕捉されていない細胞を洗浄後、捕捉された細胞を分析
のために調製する（図２２Ｃ）。急速な３０秒の凍結融解による溶解後、標的ｍＲＮＡは
、４２℃にて１５分のインキュベーション中に安定なｃＤＮＡ標準に逆転写される。次に
、３０サイクルのＰＣＲ増幅は、２５分以内に同じ２００ｎＬのリアクターにおいて完了
される。次に、全てのＲＴ－ＰＣＲは、サイズ分析用の分離チャネルにリアクターから定
量的に移される。増幅された断片と未反応のＲＴ－ＰＣＲの混合物は、リアクターからホ
ールドチャンバーにポンプで送られ、廃棄から陰極リザーバーに電気泳動的に駆動される
。アフィニティー捕捉プローブに相補性を有する対象の談判は、定量的に濃縮され、捕捉
チャンバーの入口に固相化され、精製された捕捉プラグが作製される。アフィニティー捕
捉マトリックスは、対象の断片（２０μＭ）に相補的な２つの２０塩基オリゴヌクレオチ
ド捕捉プローブと共重合された直鎖状ポリアクリルアミド（ＬＰＡ）ゲルを含む。この捕
捉プロセスは、ｄｓＤＮＡアンプリコンを固相化するために、配列特異的なヘリックス侵
入を用いる。捕捉プローブは、ＧＡＰＤＨ及び１８Ｓ　ｒＲＮＡアンプリコンの末端から
のそれぞれ配列２３及び４７塩基に相補的である。プライミング部位内にプローブを置く
ことによって、捕捉ゲルはまた、未反応の高いモル濃度のＦＡＭ標識されたプライマーを
除くために精製マトリックスとして作用する。最後に、精製され、濃縮された生成物は、
アフィニティー捕捉ゲルから８０℃で熱的に放出され、電気泳動的に分離され、共焦点傾
向検出によって定量される（データ示さず）。
【０２２７】
　統合された微小流体遺伝子発現システムは、個々の細胞の遺伝子サイレンシングに関す
る定量的データを生じさせる。期待通り、未処理のＪｕｒｋａｔ細胞は、ＧＡＰＤＨ　ｍ
ＲＮＡ及び１８Ｓ　ｒＲＮＡの正常な発現を示す（図２３Ａ）。代表的な電気泳動図は、
２００ｂｐのＧＡＰＤＨ及び２４７ｂｐの１８Ｓ　ｒＲＮＡ標的のそれぞれ１６０ｓ及び
１８５ｓを移動する２つの強力なピークを示す（図２３）。さらに、対象の断片を固相化
するために捕捉マトリックスの使用は、分離から全ての未処理プライマーを除去し、干渉
なしに小さな及び大きなアンプリコンの両方を検出することができる。ＧＡＰＤＨ　ｍＲ
ＮＡに指向されるｓｉＲＮＡを用いて電気泳動された単一のＪｕｒｋａｔ細胞は、１８Ｓ
　ｒＲＮＡの唯一の単一ピークを１８５ｓに生じさせる。８個の個々の細胞からの単一細
胞実験は、未処理Ｊｕｒｋａｔ細胞の０、５、５０、１、４８、０、５、及び０％でＧＡ
ＰＤＨ　ｍＲＮＡの発現を示す。この分析は、中程度（約５０％）又は完全な（約０％）
のサイレンシングを伴う集団に分類する。これらの単一細胞測定は、同条件下の５０個の
Ｊｕｒｋａｔ細胞において行われたバルク測定とは基本的に異なり、この場合、ＧＡＰＤ
Ｈの発現は元の値の２１±４％（ｎ＝４）まで減少される。このようにして、遺伝子サイ
レンシングについて測定されたアンサンブル平均は、個々の細胞応答の確率的多様正をマ
スクする。パッド上に細胞が捕捉されていない対照アッセイは生成物を示さず、これは、
このシステムにおいて余分な汚染がないことを証明している。同様に、逆転写なしのＰＣ
Ｒ対照は増幅を示さず、これは、増幅鋳型がＲＮＡであり、ＤＮＡでないことを確認する
。
【０２２８】
　サイレンシング挙動の変化がエレクトロポレーションプロセス中に導入されてｓｉＲＮ
Ａの量の単純な関数でないことを確認するために、細胞は、蛍光標識されたｓｉＲＮＡで
処理された。正常な条件下で増殖させた細胞は、１７±２の相対蛍光単位（ｒｆｕ）のＣ
ｙ３標識されたｓｉＲＮＡの平均取り込みを示し（表Ｓ１）、３０個のうち４個の細胞は
、２２ｒｆｕの僅かなレベル上昇を示した。エレクトロポレーションの変化が２個の細胞
集団の原因である場合、本発明者らは、１３％の細胞が、完全にサイレントされたとして
特徴付けられ、８７％が中程度にサイレントされたとして特徴付けられると期待した。微
小流体デバイスにおいて行われた単一細胞遺伝子発現分析は、反対の蛍光を示す（図２３
Ｂ）。
【０２２９】



(47) JP 5964746 B2 2016.8.3

10

20

30

40

50

【表１】

【０２３０】
　さらに、ＧＡＰＤＨ遺伝子は、中程度のサイレンシングを経験している細胞集団がｓｉ
ＲＮＡ結合ドメインにおけるヘテロ接合多形から生じているどうかを調べるために配列決
定された。配列には突然変位がないことが分かった。ＧＡＰＤＨ　ｓｉＲＮＡ結合配列決
定の配列決定の結果は、期待される配列（５’－ＡＡＡ　ＧＴＴ　ＧＴＣ　ＡＴＧ　ＧＡ
Ｔ　ＧＡＣ　Ｃ－３’（配列番号１１））が、Ｊｕｒｋａｔ細胞に見出され、２つの細胞
集団が結合ドメインにおける多形の結果でないことを示唆した。したがって、本明細書に
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示されている２つの細胞集団は、ｓｉＲＮＡ送達の些細な結果、遺伝子変化、及び細胞生
存性ではない。
【０２３１】
　異なるレベルの遺伝子サイレンシングを有する２つの異なる細胞集団の出現は、Ｌｉｕ
　ＹＰ，Ｄａｍｂａｅｖａ　ＳＶ，Ｄｏｖｚｈｅｎｋｏ　ＯＶ，Ｇａｒｔｈｗａｉｔｅ　
ＭＡ，Ｇｏｌｏｓ　ＴＧ．Ｓｔａｂｌｅ　ｐｌａｓｍｉｄ－ｂａｓｅｄ　ｓｉＲＮＡ　ｓ
ｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｅｍｂ
ｒｙｏｎｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　Ｄｅｖ．２００５；１４
：４８７－４９２によって検出されている。ヒト胚幹細胞（ｈＥＳＣ）における増強した
緑色蛍光タンパク質生産の測定は、ｓｉＲＮＡ処理に対する全か無の応答を示しているが
、根底のメカニズムは特徴付けられていなかった。本発明者らのシステムは、定量的な転
写分析を行う独特な能力を実証し、８０％の細胞が期待される完全な阻害を示すが、２０
％は５０％阻害を示したことを表す。これは、ｓｉＲＮＡの分解を調節し、その標的結合
をブロックし、又は転写分解を阻害する遺伝的又は表現的な双安定性又はスイッチの存在
を示唆する。これらのうち、後者のほんの２つのメカニズムは、５０％阻害レベルについ
て重要な説明を与える。現在、より網羅的な研究は、本明細書において観察された二相発
現蛍光を確認し、その機械的起源を探査することが要求されている。非常に並行した構造
の作製は、本発明者らのアプローチの腫瘍な利点の１つであるため、最大９６個にスケー
ルアップしたアナライザーは、この種の研究のために必要なスループットを提供すること
になる。
【０２３２】
　単一リアクターにおけるたった３０サイクルのＰＣＲを用いた、本発明者らの発現微小
デバイスにおける１工程のＲＴ－ＰＣＲ増幅を行う本システムは、有効な統合の直接的な
結果である。第１に、多孔質重合材料というよりはむしろガラスの使用は生成物吸着を妨
げる。第２に、ガラスの高い熱伝導性は、迅速な熱サイクリングを可能にし、反応効率を
増加させる。第３に、空気弁及びポンプの使用は、ナノリットルのボーラスな材料の効率
的移動を可能にする。最後に、アフィニティー捕捉、精製、及び濃縮プロセスは、全ての
生じた生成物の定量的分析、伝統的なクロスインジェクター又は動圧インジェクターの使
用と比較した劇的な改善を可能にし、これは、分析されるべきごく一部（１％未満）の生
成物だけを可能にする。この統合されたデバイスのこれらの有意な特性は、単一細胞の特
性及び挙動に関する多種多様の生物分析的研究への方向性を示す。
【０２３３】
　ここで、本発明者らは、ｓｉＲＮＡ処理の結果としてノックダウンされたｍＲＮＡの変
化に関する単一細胞測定を行っている。このアッセイは、バルク測定によってマスクされ
た個々の細胞において、固有の二相遺伝子ノックダウン効率を示唆する。分析工程はサイ
ズに基づく分離を利用するため、多重能力は、生成及び分析され得る生成物数によって決
定され、これは、５～１０の標的の発現が並行して研究され得ることを示唆している。こ
の微小デバイスをレーザー捕捉顕微解剖と結合させることによって、腫瘍の異種性が単一
細胞レベルで調査され得る。また、Ｏｃｔ４　ｍＲＮＡ標的を使用して、トロポブラスト
様細胞に分化を誘導する場合、ｈＥＳＣにおける発現に対するｓｉＲＮＡ処理の効果の定
量的単一細胞分析を行うことができるはずである。さらに、リアクターあたり１１個未満
のｍＲＮＡ分子の本発明者らの従前の検出に基づいて、本微小流体でデバイスは、改善さ
れた生成物捕捉、精製及び注入プロセスが十分に可能とされ、統合されると、単一転写レ
ベルで個々の細胞からの発現の研究を最終的に可能とする。全体として、本アプローチは
、アンサンブル平均の根拠をなす遺伝子発現における確率的変動を示すための多くの興味
深い可能性を提供する。
【０２３４】
　材料及び方法。バイオセンサー製造。製造プロトコールは、参照により本明細書に援用
されるＴｏｒｉｅｌｌｏ　ＮＭ，Ｌｉｕ　ＣＮ，Ｍａｔｈｉｅｓ　ＲＡ．Ｍｕｌｔｉｃｈ
ａｎｎｅｌ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃ
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ｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｄｅｖｉｃｅ　ｆｏｒ　ｒａｐｉｄ　ｇｅｎｅ
　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ．Ａｎａｌ　
Ｃｈｅｍ．２００６；７８：７９９７－８００３に記載の従来の核酸増幅微小デバイスに
使用されるものに類似している。要約すると、空気マニホールドウエハースを形成するた
めに、バルブシートと作動チャネルはフォトリソグラフィー的に画定され、０．５ｍｍ厚
のボロフロートの１００ｍｍガラスウエハース上に３８μｍの深さでエッチングした。バ
ルブ作動アクセスホールにドリルで穴をあけ、マニホールドは再利用可能な９ｍｍ×６ｃ
ｍストリップに切られた。取り外し可能なポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）エラスト
マーバルブは、ＰＤＭＳ－ガラス結合を改善するために、１．５分間、ＵＶオゾンクリー
ナーを用いて２５４μｍのＰＤＭＳメンブレンの両側を活性化し、次に、マニホールドと
結合されたチャネルウエハースとの間のメンブレンをサンドイッチにすることによって形
成された。
【０２３５】
　リアクター／チャネルウエハースは、０．５ｍｍ厚のボロフロートガラスウェア上に作
製された。ポンプするための流体チャネルは、前面側にフォトリソグラフィー的に画定さ
れ、深さ３８μｍにエッチングされた。反応、ホール後、及び捕捉チャンバー、並びに分
離チャネルは、裏側にフォトリソグラフィー的に画定され、深さ２０μｍの深さにエッチ
ングされた。電気泳動リザーバー、抵抗温度検出（ＲＴＤ）アクセルホール、及びホール
を介したバルブはダイヤモンドドリルで穴があけられた。ＲＴＤウエハースを形成するた
めに、２００ÅのＴｉ及び２，０００Åのｐｔ（Ｔｉ／Ｐｔ；ＵＨＶスパッタリング）で
配置された０．５ｍｍ厚のボロフロートガラスウェアは、フォトリソグラフィー的にパタ
ーン化され、３０μｍ幅のＲＴＤエレメント及び３００μｍ幅のリードを形成するために
、９０℃の王水でエッチングされた。ドリルで穴があけられたリアクター／チャネルウエ
ハースは整列させられ、６６５℃で６時間、プログラム可能な真空炉を用いることによっ
て、ＲＴＤウエハースに熱的に結合された。
【０２３６】
　取り外し可能なモジュラーヒーターを形成するために、０．５ｍｍ厚のボロフロートガ
ラスウェアは、２，２００ÅのＴｉ／Ｐｔを用いてスパッター配置された。ヒーターリー
ダーは、リソグラフィー的に画定された領域に６μｍの金を電気めっきすることによって
形成された。金リードに接続しているＴｉ／Ｐｔは、ヘビ型抵抗ヒーターエレメントは、
イオンミルにおいてフォトリソグラフィー的に曝露されたＴｉ／Ｐｔを異方的にエッチン
グすることによって形成された。
【０２３７】
　Ｊｕｒｋａｔ細胞調製。Ｔリンパ球Ｊｕｒｋａｔ細胞は、１％ペニシリン／ストレプト
マイシン（１％Ｐ／Ｓ；Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）及び２５μＭのＡｃ４ＭａｎＮＡｚ含有
の１０ｍＬの培地（ＲＰＭＩ培地１６４０；Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）中に５０ｍＬフラス
コ（Ｎａｌｇｅ－Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）において４８時間培養された
。増殖の最初の２４時間、細胞は１０％ＦＢＳ（ＪＲ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて
培養された。Ｊｕｒｋａｔ細胞を洗浄し、２５μＭのＡｃ４ＭａｎＮＡｚ含有の血清枯渇
培地中でさらに２４時間、同期のためにインキュベートした。新鮮なＤＮＡ官能化された
Ｊｕｒｋａｔ細胞は、分析の１時間前に調製された。１％ＦＢＳ含有ＰＢＳ（Ａｍｂｉｏ
ｎ）５ｍＬで細胞を２回洗浄し、１％ＦＢＳ／ＰＢＳ中の１２５μＭのリン酸修飾したｓ
ｓＤＮＡ（５’－ｐｈｏｓ－ＧＴＡ　ＡＣＧ　ＡＴＣ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　ＴＣＡ　ＣＴ－
３’（配列番号１２））と１時間３７℃で反応した。次に、微小流体デバイスに導入前に
、５ｍＬの１％ＦＢＳ／ＰＢＳで細胞を３回リンスした。
【０２３８】
　ｓｉＲＮＡ処理。遺伝子サイレンシング研究について、１５０，０００個のＪｕｒｋａ
ｔ細胞は、二重標準ＧＡＰＤＨ　ｓｉＲＮＡ（センス、５’－ＧＧＵ　ＣＡＵ　ＣＣＡ　
ＵＧＡ　ＣＡＡ　ＣＵＵ　ＵｄＴｄＴ－３’（配列番号１３）；Ａｍｂｉｏｎ）の２．５
μｇを用いてエレクトロポレートされた。細胞は、７５μＬのｓｉＰＯＲＴエレクトロポ
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レーション緩衝液（ＡＭ１６２９；Ａｍｂｉｏｎ）中に懸濁され、単一パルスは、２５０
μｓ間２５０Ｖで１ｍｍキューベット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）において行われる。次に細胞を
増殖させ、上記のＪｕｒｋａｔ細胞の調製のセクションに記載されたのと同じようにして
調製した。負の対照研究について、細胞は、ｍＲＮＡに結合しないＣｙ３標識されたｓｉ
ＲＮＡの１５０ｐｍｏｌを用いてエレクトロポレートされた。
【０２３９】
　ＲＴ－ＰＣＲ混合物。多重ＲＮＡ　ＲＴ－ＰＣＲは、Ｊｕｒｋａｔ細胞から直接得たＧ
ＡＰＤＨ及び１８Ｓ　ｒＲＮＡについて行われた。２５μＬのＲＴ反応混合物は、Ｃｅｌ
ｌ－ｔｏ－ｃＤＮＡ　ＩＩキット［４単位のＭｏｌｏｎｅｙマウス白血病ウイルス（Ｍｏ
－ＭＬＶ）逆転写酵素、０．４単位のＲＮａｓｅ阻害剤、０．１μＭのｄＮＴＰ、１×Ｒ
Ｔ緩衝液（Ａｍｂｉｏｎ）］、０．０８単位のプラチナＴａｑポリメラーゼ（Ｉｎｖｅｔ
ｒｏｇｅｎ）、並びにＧＡＰＤＨ遺伝子に対する８００ｎＭのフォワードとリバースプラ
イマー、及び１８Ｓ　ｒＲＮＡ標的に対する２０ｎＭのフォワードとリバースプライマー
を含む。ＧＡＰＤＨフォワード（５’－ＡＧＧ　ＧＣＴ　ＧＣＴ　ＴＴＴ　ＡＡＣ　ＴＣ
Ｔ　ＧＧ－３’（配列番号１４））及びリバース（５’－ＦＡＭ－ＴＴＧ　ＡＴＴ　ＴＴ
Ｇ　ＧＡＧ　ＧＧＡ　ＴＣＴ　ＣＧ－３’（配列番号１５））プライマーは、２００ｂｐ
アンプリコンを生じさせる。１８Ｓ　ｒＲＮＡフォワード（５’－ＣＧＧ　ＣＴＡ　ＣＣ
Ａ　ＣＡＴ　ＣＣＡ　ＡＧＧ　ＡＡＧ－３’（配列番号１６））及びリバース（５’－Ｆ
ＡＭ－ＣＧＣ　ＴＣＣ　ＣＡＡ　ＧＡＴ　ＣＣＡ　ＡＣＴ　ＡＣ－３’（配列番号１７）
）プライマーは２４７ｂｐアンプリコンを生じさせる。ＲＴなしの対照、及び鋳型なしの
対照は、反応混合物からそれぞれＭｏ－ＭＬＶ　ＲＴ及びＪｕｒｋａｔ細胞を除くことに
よって微小デバイスで行われた。
【０２４０】
　マトリックス合成。ＤＮＡアフィニティー捕捉ゲルは、ＬＰＡと２つの５’－アクリダ
イト修飾された捕捉オリゴヌクレオチドとを共重合させることによって合成される。アフ
ィニティー捕捉マトリックスは、６％ｗｔ／ｖｏｌのアクリルアミド、１×ＴＴＥ、及び
４０ｎｍｏｌの２アクリダイト修飾されたオリゴヌクレオチド（ＩＤＴ）をアルゴンで２
時間散布し、次に０．０１５％ｗｔ／ｖｏｌの過硫酸アンモニウム（ＡＰＳ；Ｆｉｓｈｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）及びテトラメチルエチレンジアミン（ＴＥＭＥＤ；Ｆｉｓｈ
ｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を添加することによって４℃にて合成される。アフィニテ
ィー捕捉マトリックスは、ＧＡＰＤＨ（５’－Ａｃｒｙ－ＡＴＣ　ＣＣＡ　ＴＣＡ　ＣＣ
Ａ　ＴＣＴ　ＴＣＣ　ＡＧ－３’（配列番号１８）、ＴＭ＝５４．２；５０ｍＭの一価塩
、２０μＭ）及び１８Ｓ　ｒＲＮＡ（５’－Ａｃｒｙ－ＧＣＡ　ＧＣＣ　ＧＣＧ　ＧＴＡ
　ＡＴＴ　ＣＣＡ　ＧＣ－３’（配列番号１９）、ＴＭ＝６１．９；５０ｍＭ一価塩、２
０μＭ）に対する捕捉プローブを含む。ＧＡＰＤＨ捕捉オリゴヌクレオチドは、２００ｂ
ｐアンプリコン中の２０塩基配列に相補的であり、５’ＦＡＮ標識された末端から２３塩
基である。１８Ｓ　ｒＲＮＡ捕捉オリゴヌクレオチドは、２４７ｂｐアンプリコン中の２
０塩基配列に相補的であり、５’ＦＡＭ標識された末端から６０塩基である。
【０２４１】
　リアクター製造。ガラス表面は、非特異的細胞接着を妨げるために、改変されたＨｊｅ
ｒｔｅｎ被覆プロトコールを用いることによって、ポリジメチルアクリルアミド（ＰＤＭ
Ａ）を用いて誘導化される。最初に、リアクターのガラス表面は、１ＭのＮａＯＨで１時
間インキュベートすることによって脱プロトン化される。ＮａＯＨ溶液を３．５ｐＨ　Ｈ

2Ｏ中の０．６％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）（γ－メタクリオキシプロピル）トリメトキシシラ
ン溶液（γ、Ｓｉｇｍａ）に置換する。二機能性γ－溶液は、アクリルアミドポリマー核
生成のためにガラス表面を調製する。γ－溶液のインキュベーション中、２５０μＬのジ
メチルアクリルアミドは、４．７５ｍＬのＨ2Ｏに溶解され、Ａｒを用いて１時間散布さ
れる。Ａｒ散布後、１００μＬの磯ピルアルコール（ＩＰＡ）、２０μＬのＴＥＭＥＤ、
及び２５μＬの１０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）ＡＰＳを連続して、アクリルアミド溶液に添加
し、直鎖状ＰＤＭＡを形成する。γ－溶液をチャネルから取り出し、ＰＤＭＡ溶液をチャ
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ネル中で１時間インキュベートする。次に、チャネルをリンスし、アセトニトリルで乾燥
させる。
【０２４２】
　次に、反応チャンバーの中心においてリソグラフィー的に画定された２５μｍ×２５μ
ｍの金パッドは、Ｔｒｉｓ（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ、２００μＭ
；Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）脱保護されたチオール－ＤＮＡ（５’－チオール－ＡＧＴ　Ｇ
ＡＣ　ＡＧＣ　ＴＧＧ　ＡＴＣ　ＧＴＴ　ＡＣ－３’（配列番号２０）、２０μＭ）とと
もに１時間インキュベートすることによってｓｓＤＮＡで官能化される。その後、チャン
バーはリンスされ、乾燥して未結合ＤＮＡを取り除く。
【０２４３】
　ゲル泳動配列。デバイスは、電気浸透流を抑制するために分離チャネル、ホールドチャ
ンバー、及び捕捉チャンバーをメタノールに希釈された動的被覆を用いて１分間処理する
ことによって、アフィニティー捕捉及び分離について分離される。多重アフィニティー捕
捉マトリックス（２０μＭ、６％、黄色）は、室温にて分離チャネル交差まで各陰極（Ｃ
）リザーバーから泳動される。次に、分離マトリックス（赤色）は中央陽極（Ａ）から捕
捉チャンバーを過ぎて試料泳動クロスに泳動される。全ての開放されたバルブを用いて、
システムの残りは、試料部分で３μＬのＲＮａｓｅ不含水を添加し、廃棄（Ｗ）リザーバ
ーで真空にすることによって水和させる。その後、微小デバイスは、４４℃の温度制御段
階に配置される。追加の２μＬの水が、試料泳動黒数から熱的に拡張したゲルを取り除く
ためにシステムを通じて流される。
【０２４４】
　バイオプロセッサー操作。図２２に示されるように、微小デバイス操作は、細胞捕捉用
の反応チャンバーを調製することによって開始する。それらの表面にｓｓＤＮＡを含むよ
うに修飾された細胞は、反応混合物に懸濁され、真空によって反応に導かれる。細胞が金
細胞捕捉パッド全体に流れる場合、ＤＮＡハイブリダイゼーションは、細胞表面上のｓｓ
ＤＮＡと金パッドに固相化された捕捉的ｓｓＤＮＡとの間で生じる。捕捉効率を最大にす
るため、ＤＮＡ媒介した細胞捕捉は、１５分間行われる。捕捉されていない細胞をシステ
ムから洗い出し、廃棄部分で除去され、バルブは熱サイクリングのために閉じられた。こ
の研究中に、４つ全てのリアクターを並行して用いた。これは、４個の個々の細胞から同
時分析を可能にした。捕捉後、各細胞の形態学は、視覚可能な状態にしていることを確認
するために記録される。単一細胞研究のための全データ回収時間は１カ月であった。
【０２４５】
　凍結融解の溶解及び１工程のＲＴ－ＰＣＲ熱サイクリングは、単一の２００ｎＬリアク
ター内で行われた。ドライアイスの破片は、捕捉されたＪｕｒｋａｔ細胞を凍結融解によ
って溶解するために、３０秒間、４つ全てのリアクターの反応チャンバーに置かれた。凍
結融解の溶解は、この１工程ＲＴ－ＰＣＲにおいて用いることにより、Ｈｏｔ　Ｓｔａｒ
ｔ　Ｔａｇポリメラーゼの初期に望ましくない活性化を妨げ、逆転写酵素の変性を妨げ、
ＲＮａｓｅによるＲＮＡ分解を最小にした。次に、細胞のＲＮＡから線状の１５分のｃＤ
ＮＡ合成が、対象のＲＮＡ転写物（ＧＡＰＤＨ及び１８Ｓ　ｒＲＮＡ）に相補的なプライ
マーを用いることによって、４２℃で行われた。ｃＤＮＡ合成後、Ｍｏ－ＭＬＶ　ＲＴを
変性し、プラチナＴａｑポリメラーゼを９５℃にて６０秒間活性化し、その後、９５℃５
秒、４７℃２０秒、及び７２℃２５秒の３０サイクルのＰＣＲを行った。急速加熱及び冷
却速度（＞１５℃ｓ-1）のため、ＰＣＲの各サイクルは５０秒で完了し、全反応時間は４
６分である。
【０２４６】
　熱サイクリング後、対象生成物のアフィニティー捕捉、精製及び濃縮を行った。リアク
ター内容物は、５段階のポンプサイクルによってホールドチャンバーにポンプで入れられ
た。３５０ｍｓ作動が各工程と共に使用され、３０ｎＬの１回拍出量に至った。２３秒遅
延は、各ポンプサイクル間で使用され、分析物を捕捉領域に移動させ、ホールドチャンバ
ーに分析物蓄積を妨げるのに十分な時間とした。廃棄（Ｗ）と陰極（Ｃ）リザーバーとの
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間の一定の１００Ｖ／ｃｍ領域は、捕捉チャンバーに分析物を駆動する。捕捉チャンバー
に相補的な分析物は、捕捉チャンバーの入口でハイブリダイズされ、試料プラグを作製し
た。廃棄と陰極との間の電場は、残りのＰＣＲ反応物（過剰のプライマー、塩、及び緩衝
液）が陰極リザーバーに線状されるまで維持され、結果として、精製されたアンプリコン
試料プラグをもたらす。第３のポンプサイクルを用いて、全体として１２．２分の捕捉及
び洗浄時間であった。捕捉プロセスが完了後、全デバイスの温度を８０℃に上昇させ、ア
フィニティー捕捉ゲルから熱的に捕捉されたＤＮＡ断片を熱的に放出し、試料は、陰極と
陽極との間の１５０Ｖ／ｃｍの領域で分離された。４つ全てのレーンから電気泳動的分別
されたＦＡＭ標識された生成物は、Ｂｅｒｋｅｌｅｙロータリー共焦点スキャナーを備え
たレーザー誘導蛍光（Ｓｈｉ　ＹＮら．Ｒａｄｉａｌ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ａｒｒａｙ
　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　ａｎｄ　ｓｃａｎｎｅｒ　
ｆｏｒ　ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａｎａｌｙｓ
ｉｓ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．１９９９；７１：５３５４－５３６１）を用いることによっ
て検出された。全捕捉及び放出プロセスは、熱勾配を防ぐために、スキャナー上の温度制
御段階で行われた。
【０２４７】
実施例７：バイオリアクター又は燃料電池のための単一藻類細胞又は細菌細胞のパターニ
ング
　糖質上のアルデヒド又はケトンを介して非動物細胞へのオリゴヌクレオチド結合に適用
される本発明の原理を用いて、水素生成効率を研究及び最適化することができる。デバイ
スに対するオリゴヌクレオチドの捕捉及び結合により、チップ上でパターン化された細胞
及び酵素の作製を可能にする。システムにおいて、電気へん水素ガスの変換は、水素生成
を測定する。電流生成を介した直接的な水素生成の測定は、従来の測定と比較して、水素
生成に対する潜在的に高い感受性のために有利である（培養の上部空間のＧＳ表示を参照
）。このような研究及び作動に対する本発明の利点には、デバイス上の細胞の正確な配置
を伴う結合及び制御インプリシットを含み、次に、燃料電池は再利用可能であり、また燃
料及びカーボンエネルギーの利用において高効率である。例えば、自立型燃料電池デバイ
スは、異なる光合成電池のパターン化された層を用いて構築することができ、この場合、
電池は、太陽スペクトルの重ならない部分において太陽光を吸収し、さらに、隣接層の光
合成電池によって作られたバイオマスを供給し、利用する窒素固定生物の代替層（単数又
は複数）を組み込む。消耗した場合、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションによっ
て結合された細胞を有する燃料電池は加熱され、オリゴヌクレオチドは脱ハイブリダイズ
し、死細胞は洗い出される。表面は、デバイス表面上の相補的オリゴヌクレオチドに再度
結合する新鮮な修飾された細胞を用いて全体がリンスされる。しかしながら、ゾルゲル包
埋された細胞を有するゾルゲルデバイスは廃棄され、同じように再使用することはできな
いが、この代謝回転はそれらの標的とされた応答に適している場合がある。
【０２４８】
　最適化された細菌及び藻類細胞パターニングは、ＤＰＢＳ中の５ｍＭのＮａＩＯ４にお
いて、２０分間３７℃にて懸濁された細胞を用いて達成される。ＤＰＢＳでリンス後、細
胞は、ｐＨ６．０のＭＯＰＳ緩衝液中の１０ｍＭアニリン、及び３５μＭのＩリンカー－
ＤＮＡ（ＩＤＴから購入される、Ｉリンカーはヒドラジドリンカーである）において２時
間再懸濁される。細胞をリンスし、インキュベートし、数分間、相補的パターン化された
ＤＮＡについて遠心分離（１％ＦＢＳ）した。さらに、既に記載の他の利点のために、既
に記載した他の利点に加えて、オリゴヌクレオチド捕捉された細胞を使用し、バイオリア
クター、生物活性、代謝、及び燃料電池電気生成、及びこのような類似した他の使用のた
めのエネルギー供給源として太陽光に曝露した場合、本発明は、単層又は多層に細胞を配
置する機会を与え、各細胞は、太陽燃料供給源に対して触接アクセスを有する。順に、こ
れは、低強度光を使用する機会を与える。
【０２４９】
　本システムの他の実験及び使用は、チップ上のプロトン交換膜水素燃料電池のための設
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計を最適化することである。さらに、多孔性ポリマーは、窒素塩基及び細胞廃棄による白
金／パラジウムの毒性作用を妨げるために使用されてもよい。このようなシステムの置換
における水素出力効率を決定するために、単位時間に発生した電流が測定される。
【０２５０】
　異なる光合成及び非光合成微生物の組み合わせの水素出力効率は、システム効率の増加
に向けた経路について研究され得る。デバイス上の生物のパターン、露光量、パターンに
ある生物の特定の組み合わせなどのパラメータは、効率を最適化するために変化させるこ
とができる。例えば、Ｍｅｌｉｓ研究室によって提案された３つの生物水素生成システム
（太陽放射の異なる領域を吸収する２つの光合成独立栄養生物、及び光合成によって作製
されるバイオマスを採用し、光合成が独立栄養成長に必要とする低分子有機酸に変換する
１つの従属栄養生物）が適合され得る。提案された生物には、限定されないが、光合成：
Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ（藻類）、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ　ＰＣＣ　６８０３
（シアノバクテリア）、Ｒ．ｒｕｂｒｕｍ（グラム陰性嫌気性生物）；従属栄養生物：Ｃ
．ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｍ（窒素固定細菌）、Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．(任意
の生物の最大呼吸速度を有することが提案される）が挙げられる（Ｍｅｌｉｓら参照、本
明細書のいずれかに引用されている）。
【０２５１】
　別の態様では、燃料電池は、陰極での溶液系還元の代りに開放空気陰極、及び陽極上に
直接的に細菌をパターン化された陽極を含む。これは、ＬＰＡ（直鎖状ポリアクリルアミ
ド）修飾されたストレプトアビジン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎから利用可能である）を用い
て陽極を被覆することによって行われる。被覆はまた、細胞からの窒素廃棄による毒性か
らＰｔを保護する作用がある。５’－ビオチン修飾されたＤＮＡは、アルミニウムリフト
オフのリソグラフィーパターニングを用いて、ＬＰＡ被覆された電極にパターン化される
。そこで、ガラス電極基部は、電極にパターン化され、最終的には細胞は電極上にパター
ン化され、ＰＤＭＳ上部が結合される。水素生成は長期成長中、及び栄養素がプラトーに
なるときに最大となるため、細胞への非常に遅い培地の流れが一定に存在する。デバイス
が照らされ、光合成による水素生成は、例えば、細胞に配置されたある種のバイアスを用
いてリザーバー全体での電圧降下によって測定され得る。
【０２５２】
　燃料電池デバイスでは、水素ガスはＰｔ電極上で核となり、大部分の燃料電池設計と同
様に、電子が除かれ、直ぐに、細胞によって生成された水素を電気に変換する。
【０２５３】
　パターニングの別の関心のある局面は、燃料電池デバイスに使用するために、互いに上
部に細胞をパターン化するためにＤＮＡを用いている。ここで図３０を参照すると、複数
の細胞は、ＤＮＡマイクロアレイ上に互いの上部にパターン化され得る。各細胞は、シア
ノバクテリアであるＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓを除き、赤色の自己蛍光を発する異なる
フルオロフォアで標識される。細胞及びそれらが標識されるフルオロフォアが何かを示す
概略図を図３０に示す。利点は、光合成細胞間に挟まれた酸素吸収細胞（Ａ．ｖｉｎｅｌ
ａｎｄｉｉ）の空間配向が、光合成細胞の局所的近辺において酸素濃度を低く維持するの
に潜在的に有用であるということである。光合成は副産物として酸素（少なくとも藻類及
びシアノバクテリアの場合）を生成し、酸素を生成する酵素は酸素によって阻害されるの
で、信じられないほどに高い代謝を有する細胞に拘束された光合成細胞を有することは、
局所的酸素濃度がいつも低く、酸素生成が維持されることを意味する。現在、Ｓｙｎｅｃ
ｈｏｃｙｓｔｉｓは、ヒドロゲナーゼ酵素の酸素阻害により、長期のＨ2生成を上手く行
わない。現に予期された実験は、細胞を一緒にして培養することを行うことができ（例え
ば、Ａ．ｖｉｎｅｌａｎｄｉｉとＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓとの同時培養、Ａ．ｖｉｎ
ｅｌａｎｄｉｉとＲ　ｒｕｂｒｕｍとの同時培養、又は３つ全てが一緒に培養される）、
これらの培養は、好感的な水素放出を与え、細胞が単独で培養された場合よりも存在する
酸素の低同を有することを示すべきである。
【０２５４】
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　Ｏ2及びＨ2ガス濃度はガスクロマトグラフィーを用いて測定することができる。デバイ
スの構築におり、１つの細胞型（例えば、Ｒ．ｒｕｂｒｕｍ）を用いて試験され、水素燃
料電池として機能し得ることを示す。最後の実験は、二次元及び三次元パターニングが、
２以上の細胞型の組み合わせを用いた場合、細胞の電気出力（Ｈ2酸性と同義）にどのよ
うにして影響を及ぼすかを調べている。
【０２５５】
　各細胞を修飾するために使用された鎖は、細胞が正確にパターン化されることを確実に
するために、他細胞又はガラス上の任意の他の鎖を補完しない。上記実施例において使用
された同オリゴヌクレオチド（Ｍ１／Ｃ１、Ｍ２／Ｃ２、Ｍ３／Ｃ３）及び他の２つの相
補的配列Ｚ２（５’ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ３’（配列番号２１））
及びｚｃ２（５’ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ３’（配列番号２２））は
、ガラス基質上でこれらの細胞をパターン化するために使用することができる。細胞は、
一度に１層でパターン化される。細胞は、５ｍＭ過ヨウ素酸ナトリウムで酸化され、次に
、ＭＯＰＳ（Ｎ－モルフィリノプロパンスルホン酸）緩衝液中、ｐＨ６で約３５μＭヒド
ラジン－ＤＮＡにおいてインキュベートされる（ＭＯＰＳは通常の緩衝化範囲外でこの実
験に使用されることに留意すべきである）。細胞を洗浄後、予めＤＮＡで修飾されたガラ
ス基質上でＰＤＭＳウェルに可逆的に結合される。ウェルを１つの細胞溶液で満たし、３
０００ｒｐｍで５分間遠心分離し、ＰＢＳ中でリンスし、次に、２又は３種の細胞型で連
続的に繰り返す。ＤＮＡは、これらの条件下では脱ハイブリダイズせず、細胞は、図３０
に示されるようにパターン化される。選択される細胞型は、それらに限定されないが、多
層のパターン化された細胞が本方法を用いて添加することができる。例えば、図３０を参
照すると、ガラスは、Ｍ２オリゴヌクレオチドで修飾され得る。Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔ
ｉｓ細胞の層は、Ｃ１オリゴヌクレオチドを介してガラス基質に結合される。次に、この
Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ層は、Ｃ２オリゴヌクレオチドを用いて修飾される。Ａ．ｖ
ｉｎｅｌａｎｄｉｉ細胞は、Ｍ２オリゴヌクレオチドで修飾され、ＭＳ／Ｃ２ハイブリダ
イゼーションを介して、第１のＳｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ層に結合される。Ａ．ｖｉｎ
ｅｌａｎｄｉｉ細胞の第２の層は、Ｍ２とＣ３で修飾され、Ｒ．ｒｕｂｒｕｍ細胞の第３
の層は、Ｍｅで修飾され、次に、Ｍ２オリゴヌクレオチドにハイブリダイズし、第３の層
を第２の層の細胞に連結させる。
【０２５６】
　パターニングは無菌条件下で行うべきであり、次に、全ての細胞が増殖することができ
る培地、及び少量の頭部空間を有するバイアルにおいてパターンを配置すべきである。Ｈ

2生成は、この頭部空間から試料を経時的に採取し、活性をモニタリングすることによっ
てモニタリングすることができた。システムは、全３若しくは２の細胞型、又はしかしな
がら多数の細胞型がパターン化される媒体、光源を必要とし、例えば、太陽光又は蛍光又
はタングステンバルブが十分である。デバイスでは、培地の遅い流れがチャンバーの内外
に与えられ、そこでは、細胞は電極上にパターン化される。システムを維持するために気
体は必要でない。しかしながら、窒素ガスは、嫌気的環境を作るために燃料電池を開始し
た場合、システムを分離するために使用される。
【０２５７】
　各細胞の個々の培地であるが、１つの培地の体積で必要とされる同じ栄養素濃度を含む
任意の培地が使用とされ得る。例えば、Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓは、ＢＧ１１と呼ば
れる培地を用い、Ａ．ｖｉｎｅｌａｎｄｉｉは、Ｂｕｒｋ培地で生存し、そのため、１Ｌ
のＢＧ１１と１ＬのＢｕｒｋ培地において全ての栄養素成分を含む共培養の培地が、単一
体積（１Ｌ）で作製され、それにより、個々の培地と比較して、１リットルあたりの栄養
素の高い濃度を与える。Ｒ．ｒｕｂｒｕｍは、ＯＲＭＥＲＯＤ培地を用い、その場合、３
つ全ての生物用の培地は、１つの高い栄養培地に３つの培地を作る１Ｌの共培養培地にお
ける各培養の１Ｌについての全ての成分（緩衝化させるためのリン酸塩を引く）を有する
。Ｂｕｒｋ培地からのリン酸緩衝液調製法を用いて、リン酸塩濃度を最適化することがで
きる。
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【０２５８】
　デバイスは、絶えず外部にある物に電力を供給するために働く。電池が消耗した場合、
デバイスは加熱し、ＤＮＡは脱ハイブリダイズし、死細胞が洗い出され、新鮮な細胞は古
い脂肪と置換して洗浄される。また、デバイスは、バッテリーとして、又はパワーグリッ
ドに対する付加として作用し得る。理論的には、デバイスの多くは、連続して媒体に潜在
的に電力を与えるように配線され、同意語としてＳｉソーラーパネルを用いて作用し得る
。
【０２５９】
実施例８：ＡＦＭパターニング
　力支配の細胞－細胞間接着は、多くの生物学的プロセスに極めて重要であり、細胞分化
、組織成長、腫瘍形成、及び脊椎動物の免疫応答の適切な機能化が挙げられる。これらの
相互作用の強度は、典型的には、吸入マイクロピペットなどの力測定を可能にするプロー
ブへの単一の生細胞の結合を介して特徴付けられる。ごく細菌、光学ピンセットが単一細
胞の捕捉、及び高精度でこれらの力の測定に適用されているが、この技術は、ピコニュー
トンレンジでの力を適用することに限定される。原子間力顕微鏡（ＡＦＭ）は、これらの
方法に魅力的に代わるものを提供し、それは、ピコニュートンからナノニュートンで力を
定量することができるためであり、この技術は、単一の生細胞の機械的特性を測定し、単
一細胞レベルでの接着力を研究するために実際に使用されている。いくつかの基本的な接
着測定は、細胞表面上で糖質部分に結合するフィブロネクチン又はレクチンを用いてＡＦ
Ｍカンチレバーを被覆することによって達成されているが、特に、後者の場合には、細胞
結合分子それ自体が、評価される細胞統制に影響を及ぼし得るある程度の細胞毒性を有す
ることが報告されている。このようにして、これらの研究は、細胞受容体－リガンド相互
作用の測定についてＡＦＭの用途を強調するが、拡大された一連のカンチレバー結合法は
、幅広く変化する時間スケールに対して、細胞－細胞間相互作用の研究に必要とされる。
【０２６０】
　この必要性に対処するために、本発明者らは、細胞生存率、接着強度、各技術が達成し
得るプローブ再使用に重点を置いて、ＡＦＭカンチレバーに生細胞を結合するための３つ
の生体分子を媒介した方法を比較した。これらの研究は、相補的ＤＮＡ鎖の使用を介した
細胞結合が生存性に少なくとも影響を与え、細胞シグナル伝達経路を活性化しそうにない
ことを指示した。また、この方法は、全体の優れた接着強度を提供するが、このパラメー
タは、１つの表面から別の表面に細胞を移動することができるように減衰させることがで
きる。本発明者らは、遊離細胞を拾い上げ、より長い相補領域を有するＤＮＡ鎖を持つ基
質上に正確な位置でそれらを配置することによってこの概念を実証することができた。こ
の「つけペン（ｄｉｐ－ｐｅｎ）」生細胞パターニングは、ＤＮＡ媒介の細胞接着法の再
利用性を実証し、十分に定義された空間関係を用いて複雑な細胞混合物の構築に有用であ
ることを明らかにすることができた。
【０２６１】
　いくつかの結合ストラテジーの比較を可能にするために、３つの異なる生体分子（ＤＮ
Ａ、コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）、及び抗体）が、細胞アンカリング用に窒化ケイ素Ａ
ＦＭカンチレバーに結合された。全ての結合法について、作業表面上の酸化ケイ素の薄層
は、図１６ａに概要されるようにアルデヒド基で変換された。これらの工程を用いた製造
された表面は、接触角測定によって特徴付けられた。
【０２６２】
　アミン官能化されたＤＮＡは、還元アミノ化を介してアルデヒド基に結合された（図１
６ｂ）。第１に、アルデヒド被覆されたカンチレバーは、アミン官能化された一本鎖ＤＮ
Ａ（ｓｓＤＮＡ）溶液に浸され、次に、イミン形成を促進するために加熱された。室温ま
で冷却後、水素化ホウ素ナトリウム水溶液を用いて、イミンを非加水分解性のアミン連結
に還元された。また、この工程は、任意の未反応アルデヒド官能基をアルコールに還元す
るために利用された。３’末端でフルオロセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）を有す
る５’－アミン－官能化されたＤＮＡ鎖をカップリングさせることによって、この鎖の存
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在が蛍光画像により確認することができた。
【０２６３】
　これまで取り組みにおいて、タンパク質は、非特異的な吸着を介して、及びチップ表面
に導入されたアミン基へのグルタルアルデヒド架橋を介して、ＡＦＭチップに結合された
。より十分に画定された連結を提供する（したがって、より均一な細胞結合を実現する）
ために、本発明者らは、代わりに、アミノ－ＤＮＡ鎖に使用される単一の還元アミノ化ス
トラテジーを用いることを選択する。ＣｏｎＡ及び抗ヒトＣＤ抗体（抗ＣＤ３）上の表面
リジン残基は、カンチレバー表面上のアルデヒド官能基（図１６ｂ）と反応させたが、低
濃度の還元剤（６６μＭ）は、タンパク質の三次構造を維持するために必要とされるジス
ルフィド結合の減少を最小にするために使用された。この反応に使用されるタンパク質濃
度（２０μＭのＣｏｎＡ及び６μＭの抗ＣＤ）は、市販の試料を用いて容易に達成される
。ＤＮＡについて上述したように、ＦＩＴＣ標識されたＣｏｎＡ及び抗ＣＤ３は、蛍光顕
微鏡を用いて生体分子結合を検証するために、ある実験において使用された。同様のレベ
ルの蛍光が各々について検出された。
【０２６４】
　ＤＮＡ、レクチン、及び抗体のカンチレバーへの共有結合について、以下の方法を用い
た。ＤＮＡを媒介にした細胞接着研究について、相補的オリゴヌクレオチド配列対（Ａ／
Ａ’）を設計した。配列同一性は以下の通りであった：
Ａ：５’－ＴＣＡ　ＴＡＣ　ＧＡＣ　ＴＣＡ　ＣＴＣ　ＴＡＧ　ＧＧ－３’（配列番号２
３）
Ａ：５’－ＣＣＣ　ＴＡＧ　ＡＧＴ　ＧＡＧ　ＴＣＧ　ＴＡＴ　ＧＡ－３’（配列番号２
４）
【０２６５】
　アルデヒド被覆されたカンチレバー（ＭＬＣＴ－ＮＯＮＭ）は、３×生理食塩水／クエ
ン酸ナトリウム緩衝液（４５ｍＭクエン酸ナトリウム、４５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．
０）中の５’－アミン官能化されたｓｓＤＮＡの２０μＭの溶液中に１５分間浸され、オ
ーブン中に１００℃にて３０分間加熱され、次に、０．２％ＳＤＳ溶液及び蒸留水（各１
分）で洗浄された。得られたカンチレバーは、１０ｍＬのエタノール及び３０ｍＬのＰＢ
Ｓ中の０．１ｇのＮａＢＨ4の新鮮な溶液中で１５分間浸され、次に０．２％ＳＤＳ溶液
及び水（各１分）で洗浄された。カンチレバーをＮ2下で乾燥し、使用するまで低湿度環
境で保存した。ｓｓＤＮＡで被覆されたカンチレバーは、３’－ＦＩＴＣ標識された５’
－アミノｓｓＤＮＡ（Ａ鎖）をアルデヒド被覆されたカンチレバー表面にカップリングさ
せ、次に蛍光顕微鏡を用いて画像化することによって特徴付けられた。
【０２６６】
　また、コンカナバリンＡ及び抗ＣＤ３　ＩｇＧモノクローナル抗体は、還元アミノ化手
法によって、アルデヒド被覆されたカンチレバー（ＭＬＣＴ－ＡＵＮＭ）表面にカップリ
ングされた。アルデヒド被覆されたカンチレバーは、高湿度チャンバー中で２時間、６６
μＭのＮａＢＨ4を含むｐＨ７．０のＰＢＳ緩衝溶液中のタンパク質の２０μＭ（Ｃｏｎ
Ａ）又は１ｎｇ／ｍＬ（抗ＣＤ３）溶液に曝露された。次に、カンチレバーは、過剰のＰ
ＢＳ及び水で洗浄され、使用するまで純粋なＰＢＳ溶液中で４℃にて保存された。
【０２６７】
　生細胞の表面にｓｓＤＮＡを有する生細胞を調製するために、本発明者らは、最初に、
従来報告されている通り［Ｚａｂｚｄｙｒ　ＪＬ，Ｌｉｌｌａｒｄ　ＳＪ．Ｍｅａｓｕｒ
ｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｅｌｌ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ａｎａｌ　Ｃｈｅｍ．２
００１；７３：５７７１－５７７５］、原形質膜に包埋された糖タンパク質にアジド官能
基を導入した。過アセチル化Ｎ－α－アジドアセチルマンノサミン（Ａｃ４ＭａｎＮＡｚ
）を細胞に添加し、次に代謝され、細胞の表面にアジドを提示した（図１６ｃ）。トリア
リールホスフィン修飾されたｓｓＤＮＡは、５’－アミン修飾されたｓｓＤＮＡとホスフ
ィンペンタフルオロフェニル（ＰＦＰ）エステルとの反応を通じて調製された。その後、
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この試薬は、Ｓｔａｕｄｉｎｇｅｒ連結を介して細胞表面のアジド基を標識するために使
用され、安定なアミド連結を生じさせた。フローサイトメトリー実験は、アジド修飾され
た細胞表面への連結を受けるホスフィン－ＤＮＡコンジュゲートの能力を以前に検証して
いる。多数の細胞型はこのシステムと適合されることが期待される（以前にはＤＮＡに基
づく接着法を用いて探査されている）が、非接着性のＪｕｒｋａｔ細胞は、それらが自ら
細胞外マトリックスを分泌しないため、これらの研究のために選ばれなかった。したがっ
て、全ての細胞接着イベントは、それらの表面上の生体分子からのみ生じる。
【０２６８】
　他の研究では、生細胞の表面にｓｓＤＮＡを有する生細胞を調製するために、ＤＮＡ標
準を細胞に結合させるための一般的なプロトコールを実施することができる。修飾直前に
、５×１０6個のＪｕｒｋａｔ細胞の試料はＰＢＳ緩衝液で３回洗浄され、培地からいず
れのタンパク質も除去した。最後のリンス後、追加のＰＢＳを添加し、体積を５ｍＬ（１
×１０6細胞／ｍＬ）にした。次に、細胞懸濁液を合成された１ｍＬのＮＨＳ－ＤＮＡ（
１１．７μＭ）溶液と反応させ、３０μＬの５’－チオールｓｓＤＮＡ（Ｃ２配列）から
精製した。混合物を室温にて３０分間反応させ、次に１％ＦＢＳ含有ＰＢＳで３回洗浄す
る。その後、０．５ｍＬの１％ＦＢＳ含有ＰＢＳに細胞を再懸濁させる。
【０２６９】
　細胞の生存率に対する接着分子の効果は、２つの異なる方法を用いて評価された。最初
に、未修飾のＪｕｒｋａｔ細胞の懸濁液は、ＣｏｎＡ又は抗ＣＤ３抗体とともに懸濁され
、ＤＮＡ被覆された細胞の溶液は相補配列とともに懸濁された。図１７ａは、３日間で、
得られた細胞の増殖曲線を示す。ＤＮＡ修飾された細胞の増殖は、未修飾細胞と同じであ
ったが、抗ＣＤ３処理された細胞は増殖が遅延することが示された。ＣｏｎＡ被覆された
細胞は凝集し、１２時間後、もはや生存していなかった。細胞形態変化は、可溶性生体分
子によって誘導された。Ｊｕｒｋａｔ細胞は、通常培地（対照）で増殖し、ＤＮＡ修飾さ
れたＪｕｒｋａｔ細胞は２μＭのＤＮＡの存在下で増殖し、未修飾のＪｕｒｋａｔ細胞は
、２μＭのＣｏｎＡ又は０．１ｍｇ／ｍＬの抗ＣＤ３の存在下で増殖された。得られた細
胞は、１２時間の期間後、光学顕微鏡で調べられた。細胞の見掛けは、ＤＮＡ存在下で大
きくは変化しなかったが、ＣｏｎＡ及び抗ＣＤ３の存在下で増殖させた細胞は、凝集及び
他の形態変化を示した。
【０２７０】
　第２の比較法として、３つの細胞接着分子は、上記で概要されたのと同じ還元アミノ化
法を用いて、市販のアルデヒド被覆されたスライドガラスに被覆された。目視検査によっ
て、３つ全ての表面は、効果的な細胞結合を達成することができた（図１７ｂ）が、ＤＮ
Ａコンジュゲートされた細胞だけは、４８時間後に形態変化を示していないようであった
。ＣｏｎＡ及び抗ＣＤ３固相化された細胞は、この期間中に有意な変化を示し、それらの
表面受容体の架橋による可能性があった。表面固相化された細胞の生存率は、アネキシン
Ｖ及びヨウ化プロピジウム（ＰＩ）染色を用いて２４及び４８時間後に決定された。ＤＮ
Ａ固相化された細胞について、低い割合のアポトーシス及びネクローシス細胞は、未修飾
細胞と同じであった（図１７ｃ）。しかしながら、ＣｏｎＡ及び抗ＣＤ３固相化された細
胞は、対照試料と比較して、アポトーシス細胞の数が有意に高いことが示された。このよ
うにして、ＤＮＡ分子は、それらの相補パートナーとハイブリダイズするだけのようであ
り、力測定実験において細胞の全生理学を阻害する可能性は非常に小さかったはずである
。
【０２７１】
　生細胞は、３つ全ての生体分子を有するＡＦＭチップによって容易に捕捉された。この
捕捉は、細胞膜をカンチレバーで触れるだけで達成され、５秒程度の短い接触時間で細胞
のＡＦＭチップへの移動がもたらされた。適切な生体分子を欠如しているチップによって
は細胞は捕捉されなかった。
【０２７２】
　カンチレバー付着の強度を決定するための本アッセイは、細胞－カンチレバー接着が、
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細胞と相補的に官能化されたスライドガラスとの間のＤＮＡに基づく接着よりも、総合し
て小さく、したがって、全体で弱くなるように設計された。この配列により、細胞－カン
チレバー相互作用は、最初に破壊されることが期待され、相対的に低い濃度の生体分子が
達成され得る相互作用の強度を生じさせた。細胞－表面相互作用前の細胞－カンチレバー
相互作用の破壊は、実験中に視覚的観察によって検証された。脱着力は、２つの異なる収
縮速度と２つの異なる接触力を用いて、各付着法のために測定された（図１８ａ）。測定
された脱着力は、Ｂｅｌｌモデルによって予測されるように、全ての付着法を全体で接触
力を及び修飾速度とともに増大した。ＣｏｎＡ結合法は、脱着測定の１２％でゼロ力結合
イベントを生じさせた。このようなイベントは、ＤＮＡ及び抗体の場合には観察されなか
った。
【０２７３】
　有意な力の広がりは、３つ全ての付着法について観察された；しかしながら、全ての実
験パラメータでは、ＤＮＡ法が最も強い平均接着を示し、続いて抗体結合、次にＣｏｎＡ
であった（図１８ｂ）。対照実験として、本発明者らは、ＣｏｎＡ及び抗ＣＤ３の捕捉効
率は、細胞表面に導入されたＤＮＡ差の存在によって影響を及ぼされない。各結合ストラ
テジーについて決定された全脱着力は、連結の数と収縮速度に依存し、したがって、個々
の生体分子相互作用の絶対的力を反映していない。比較のために、典型的な２０ｂｐのＤ
ＮＡ二重鎖を分離するために必要とされる力は、３８～５０ｐＮであることが以前に決定
され、本実験では、相互作用力が単純に付加的であると想定される場合、およそ２０～２
５の個々の連結は、細胞とカンチレバーとの間でなされるが、複数の並列結合はより複雑
なスケーリング挙動を示し得る。同様の理由は、約１０個のＣｏｎＡ－マンノース相互作
用（各４７ｐＮ）及び１２個の抗体－抗原相互作用（各４９ｐＮ）が関与することを示唆
した。各接着イベントに関わる連結の数を決定するための実験は、これらの効果をより正
確に決定するために進行中である。それにも関わらず、この現在の結果は、各個々の連結
の力が他の生体分子よりも小さい可能性があるとしても、ＤＮＡハイブリダイゼーション
法は、典型的な調製条件下で最も強固な接着をもたらすことを示す。
【０２７４】
　細胞－カンチレバー相互作用の強さは、相互作用する鎖の数、及び相補的領域の長さを
変化させることによって調整することができ、ＤＮＡハイブリダイゼーションの可逆性は
またチップが何回も使用されることを可能にする。これらの利点の両方によって、細胞を
１つずつパターンに配列するためのＡＦＭチップを使用できるようになる。最近の報告で
は、個々のＤＮＡ鎖は、プリントされた基質にある位置から別の位置に移動可能であり、
類似のやり方で低分子色素をプリントすることができる。
【０２７５】
　これを行うために、短いＤＮＡ鎖（１３塩基）の５μＭ溶液をカンチレバーに適用し、
長鎖（２０塩基）の８０μＭ溶液をスライドガラスにカップリングさせた。ＤＮＡ被覆さ
れたＪｕｒｋａｔ細胞はＣＯ2独立培地中でインキュベートされ、ＡＦＭ装置下でスライ
ドガラスの未被覆側に適用された。次に、カンチレバーは、４００ｐＮの接触力で１０秒
間細胞と接触するように下げられる。その後、カンチレバーを引っ込めて、カンチレバー
への細胞付着を視覚的に確認した。次に、結合した細胞は、１ｍｍ／ｓの最大速度でＤＮ
Ａ被覆側に移動された。カンチレバーをスライドに接触するように下げ、細胞は、４００
ｐＮの接触力で１０秒間基質と接触するように下げられた。次に、カンチレバーを引っ込
めて、すると、細胞はスライドガラスに接触したままとなる。このプリント方法を適用す
ることによって、細胞は、２Ｄ基質に正確にそれらを配置するための（ｘ，ｙ）座標を与
えられ得る。細胞は、パターニング後に視覚された状態で見出された。
【０２７６】
　要約すると、本発明者らは、ＡＦＭによる細胞－細胞相互作用の研究のための多目的な
ＤＮＡに基づく接着法の開発を記載してきた。このプラットフォームの主要な利点は、チ
ップの再利用性、相互作用力の調整可能性、及び十分に画定された化学的連結の使用を含
む。使用された３つの生体分子に基づく結合ストラテジーのうち、ＤＮＡ法は、結合後の
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細胞生存率の観点から優れていることが分かった。個々の細胞の正確かつプログラム可能
なパターンを形成するためのＡＦＭの使用は、細胞分化及び制御に関する隣接相互作用の
影響を理解するための有用なツールを提供する。従来の報告では、本発明者らは、複雑な
パターンは、相補的オリゴヌクレオチドを用いてプリントされた表面上でＤＮＡ被覆され
た細胞の自己アセンブリーを介して調製され得ることを示した。本明細書に記載されるＡ
ＦＭつけペン法は、複数の細胞型からなるクラスターを作製し、調べるために必要とされ
る高解像度を達成することができるこの技術に対する有用な補完体を提供する。本発明者
らは、現在、癌の転移、免疫シナプス形成、及び細胞－細胞コミュニケーションに関与す
る基本的な接着メカニズムを解明するためにこの方法を用いている。
【０２７７】
実施例９：ウイルスキャプシド
　多価の標的送達ビヒクルのためのウイルスキャプシドの修飾。多価であり、標的とされ
た送達ビヒクルは、薬物投与及び診断画像のために大きな保証を与える。多数のコア足場
、例えば、ポリマー、デンドリマー、無機ナノ粒子、及びリポソームは、これらの応用に
おける顕著な成功をもって使用されてきた。生体分子に基づくベクターに関して、操作さ
れた熱ショックケージ及びウイルスキャプシドはまた、それらの内側に薬物分子を収納す
るように開発されてきた。これらの担体タイプの各々について、非常に重要な検討事項は
、担体と標的とされた組織タイプの選択的関連性を可能にする受容体結合グループの設置
である。この目的のための最も共通した分子ストラテジーは、葉酸、コバラミン、糖質、
ペプチド及び抗体、並びに核酸アプタマーを伴っている。これらの分子の豊富な化学的多
様性は、組成物を変化させるための足場に各々の複数コピーを付着させる希望に加えて、
見事に官能化された基の寛容、及び生理学的条件下で進められる化学的反応を要求する。
【０２７８】
　化学選択的カップリング反応の増加数は、フルサイズの生体分子の標識に有利である。
報告された方法の全ては、特定の強さ及び理想的用法を有糸、各技術の追加を伴って、新
しい可能性は、複数の生体分子成分を含む複雑な構造の精製のために生じている。このリ
ストに加えて、本発明者らは、過ヨウ素酸ナトリウム水溶液の存在下でアニリンとフェニ
レンジアミンとの間で生じる非常に効果的な酸化的カップリング反応について報告してい
る。この反応は、今までの優れた化学選択性を示し、μＭ濃度及び中性ｐＨで迅速に進行
する。この報告では、本発明者らは、ゲノムを含まないウイルスキャプシドの表面への２
０～６０コピーのＤＮＡアプタマーを結合させるためにこの方法を適用する。得られた多
価アセンブリーは、Ｊｕｒｋａｔ細胞の表面にチロシンキナーゼ受容体に結合し、容易に
エンドサイトーシスされる。最後に、本発明者らは、この化学は、担体内に機能的薬物分
子を組み込むことができた他のバイオコンジュゲートと組み合わせることができることを
示す。これらのヘテロ生体分子構造を調製する酸化的カップリングストラテジーの能力は
、多数の異なるタイプの送達ビヒクルの調製においてその使用について十分な前兆となる
。
【０２７９】
　バクテリオファージＭＳ２は、標的とされた送達薬物の構築のために容易に利用可能な
足場を提供する。このウイルスのタンパク質コートは、中空球形構造に配置されている１
８０の配列同一な単量体からなる。コートタンパク質単量体は、大腸菌において発現され
、容易に自己集合され得て、ゲノムを含まない頑丈であり、無毒な生分解性構造を生じる
。参照により本明細書中に援用されるＣａｒｒｉｃｏ，Ｚ．Ｍ．；Ｒｏｍａｎｉｎｉ，Ｄ
．Ｗ．；Ｍｅｈｌ，Ｒ．Ａ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．２０
０８，１２０５－１２０７を参照されたい。ＭＳ２キャプシドは、キャプシドの内部にア
クセスを可能にする３２個の孔を有するので、選択的修飾は、直交バイオコンジュゲート
反応を用いて、内面及び外面の両方に達成され得る。（Ｈｏｏｋｅｒ，Ｊ．Ｍ．；Ｋｏｖ
ａｃｓ，Ｅ．Ｗ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒ
ｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ．２００４，１２６，３７１８－３７１９
；Ｋｏｖａｃｓ，Ｅ．Ｗ．；Ｈｏｏｋｅｒ，Ｊ．Ｍ．；Ｒｏｍａｎｉｎｉ，Ｄ．Ｗ．；Ｈ
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ｏｌｄｅｒ，Ｐ．Ｇ．；Ｂｅｒｒｙ，Ｋ．Ｅ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．Ｂｉｏｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．２００７，１８，１１４０－１１４７）。 従来の
報告では、本発明者らは、チロシンに基づく化学が、画像化応用に使用できるようにする
ために、Ｆ－１８　ＰＥＴトレーサー（Ｈｏｏｋｅｒ，Ｊ．Ｍ．；Ｏ’Ｎｅｉｌ，Ｊ．Ｐ
．；Ｒｏｍａｎｉｎｉ，Ｄ．Ｗ．；Ｔａｙｌｏｒ，Ｓ．Ｅ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．２００８，１０，１８２－
１９１）及びＧｄに基づくＭＲＩコントラスト促進剤（Ｈｏｏｋｅｒ，Ｊ．Ｍ．；Ｄａｔ
ｔａ，Ａ．；Ｂｏｔｔａ，Ｍ．；Ｒａｙｍｏｎｄ，Ｋ．Ｎ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．
Ｎａｎｏ　Ｌｅｔｔｅｒｓ．２００７，７，２２０７－２２１０；Ｄａｔｔａ，Ａ．；Ｈ
ｏｏｋｅｒ，Ｊ．Ｍ．；Ｂｏｔｔａ，Ｍ．；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．；Ａｉｍｅ，Ｓ．
；Ｒａｙｍｏｎｄ，Ｋ．Ｎ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ．２００８，１３０，２５４６－２５５２）を組み込むため
に使用され得ることを示している。
【０２８０】
　特定の標的能力を有するキャプシドに与えるために、本発明者らは、核酸アプタマーを
それらの表面に接触させるのに有効な合成法を開発してきた。ＳＥＬＥＸ（Ｓｙｓｔｅｍ
ａｔｉｃ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ
　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）プロセスを用いて、アプタマー配列は、実質的に任意の標的に
結合するように進展させることができ（Ｔｕｅｒｋ，Ｃ；Ｇｏｌｄ，Ｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ
．１９９０，２４９，５０５－５１０；Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ，Ａ．Ｄ．；Ｓｚｏｓｔａｋ
，Ｊ．Ｗ．Ｎａｔｕｒｅ．１９９０，３４６，８１８－８２２）、一度、組成が同定され
ると、それらは自動化された固相合成技術を用いて容易に得ることができる。また、それ
らの合成は、安定性を改善するか又は新規な機能性を授けることができる修飾された骨格
の導入に影響を受けやすい。さらに、アプタマーは、多くの場合、抗体の特異性及びアフ
ィニティーと合致するか又は抑制することさえも可能であり、より小さなサイズの付加さ
れた利便性を有する。これらの質は、標的とされた治療の開発、及び幅広く変化に富む標
的能力を有するプラットフォームを画像化するための魅力的なツールとする。
【０２８１】
　ＭＳ２キャプシドの表面にオリゴヌクレオチドアプタマーを組み込むために、本発明者
らは、従来報告されているＮａＩＯ4媒介性酸化剤カップリングストラテジーを選択する
。この方法は、ＮａＩＯ4の存在下でアニリンへのＮ，Ｎ－ジエチル－Ｎ’－アシルフェ
ニレンジアミン部分の化学選択的カップリングを必要とする。従来の研究では、過ヨウ素
酸ナトリウムを使用して、ＲＮＡの３’末端に１，２－ジオールを酸化し、アルデヒド官
能性を導入していたが、ＲＮＡ鎖の分解は観察されなかった。この観察は、ＲＮＡに基づ
くアプタマーが本方法を用いて使用可能であったことを示唆するが、本発明者らは、単離
及び操作工程中の加水分解に向けた安定性の増大に起因して、ＤＮＡを進めることを選択
する。アニリンカップリングパートナーは、アンバーストップコドン抑制システムを用い
て、ＭＳ２コートタンパク質の１９位に、直接的な化学修飾、又は非天然アミノ酸である
ｐ－アミノフェニルアラニン（ｐａＦ）の導入を通じてＭＳ２キャプシドの外面に導入さ
れ得る（Ｃａｒｒｉｃｏ，Ｚ．Ｍ．；Ｒｏｍａｎｉｎｉ，Ｄ．Ｗ．；Ｍｅｈｌ，Ｒ．Ａ．
；Ｆｒａｎｃｉｓ，Ｍ．Ｂ．Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．２００８，１２０５－１２０７）
。後者の経路を用いて、本発明者らは、酸化カップリングストラテジーが、フェニレンジ
アミン基を有するペプチド鎖の１００を超えるコピーを導入することができることを以前
に報告している。この報告について、本発明者らは、再度、Ｔ１９ｐａＦ突然変位（ＭＳ
２－ｐａＦ１９）を有するキャプシドを生成するために抑制法を用い、したがって、外面
へのカップリングのために１８０個のアニリン基を提供した。しかしながら、この場合、
本発明者らは、再度、カード導入のために内面に１８０個のスルフィドリル基を提供する
ためにＮ８７Ｃ突然変位を導入した。得られたＭＳ２－ｐａＦ１９－Ｎ８７Ｃ二重突然変
位体は、１０ｍｇ／Ｌの培養物として得られた。
【０２８２】
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　反応条件を開発するために、２０塩基のＤＮＡ配列、Ａ鎖を最初に選択した。この配列
のアミン末端バージョンから開始して、Ｎ，Ｎ－ジエチル－Ｎ－アシルフェニレンジアミ
ン部分は、ＮＨＳ－エステル含有前駆体を用いたアシル化を通じて容易に導入された。次
に、反応銃剣は、反応性ＤＮＡ、過ヨウ素酸ナトリウムの濃度、及び反応時間を変更する
ことによってスクリーニングされた（図２５）。最適ＤＮＡカップリングは、ＭＳ２－ｐ
ａＦ１９コートタンパク質（２０μＭ、単量体に基づく）と比較して１０～２０当量（２
００～４００μＭ）のＤＮＡコンジュゲート、及び２５０当量の過ヨウ素酸塩（５ｍＭ）
を用いて、室温にて１時間で達成された。カップリング効率の更なる増加は、反応が高濃
度の塩化ナトリウムで行う場合に観察され、それは、より多くのＤＮＡが結合されるため
、キャプシド表面上の負の電荷密度の蓄積を保護するための高いイオン強度の能力による
可能性がある。Ａ鎖について、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びクーマシー染色、続く光学密度測定
により３２％のキャプシド単量体がＤＮＡの一本鎖で修飾されていることが示され、これ
は、各々の無傷なキャプシド上の５５本の鎖に対応する。長い配列は、僅かに低い変換を
示し、これは、立体効果及び静電反発力に起因している可能性が高い。反応後、修飾され
たキャプシドは、１００ｋＤａの分子量カットオフを有するサイズ排除クロマトグラフィ
ー又は遠心分離濃縮器を用いて過剰なＤＮＡから分離され得た。技術的ノートとして、全
てのグリセロール、エチレングリコール又は他の隣接ジオールを試料から除くには注意が
必要であり、それにより、過ヨウ素酸塩との反応からそれを妨げる。
【０２８３】
　図２５ｃとｄに示されるように、得れたキャプシドは、透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）及
び動的光散乱（ＤＬＳ）によって無傷のままであった。ＤＬＳは、Ａ鎖のキャプシドへの
コンジュゲートに応じて、流体力学直径において１０．５±０．７ｎｍの増加を示した。
相補鎖が導入された場合、直径はさらに３．９±１．０ｎｍ増加し、これは、ＤＮＡが、
キャプシドの外部にコンジュゲートした場合に、ワトソン－クリック－フランクリン塩基
対をなおも可能にすることを示唆した。塩基対の能力は、ＤＮＡ鎖が酸化カップリング条
件を通じて安定であるという良好な証拠を提供する。変性したキャプシド単量体を用いて
、コンジュゲートしたＤＮＡの塩基対は、さらに、ゲルシフトアッセイを用いてＳＤＳ－
ＰＡＧＥによって確認された（図２５ｂ）。
【０２８４】
　ＭＳ２の内部表面の官能化のため、標準的なシステインバイオコンジュゲートを選択し
た。ＭＳ２は、正常なマレイミドバイオコンジュゲート条件下でアクセスできないことが
分かっている２つの天然のシステインを含む。したがって、二重突然変異（ＭＳ２－ｐａ
Ｆ１９－Ｎ８７Ｃ）を発現させ、内部表面にシステインを導入した。システイン突然変異
の反応性を示し、この場合、ＭＳ２は、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８マレイミド（Ａ
Ｆ４８８）の存在下で蛍光標識されるようになる。さらに、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳは
、単一修飾された生成物への定量に近い変換を示す。システイン突然変異のないＭＳ２－
ｐａＦ１９キャプシドは、同一条件下で色素導入を示さなかった。
【０２８５】
　図２４に示される送達ビヒクルの合成を終了させるために、Ｊｕｒｋａｔ細胞上に特異
的な細胞表面マーカーを標的とする４１ヌクレオチドのＤＮＡアプタマー（Ｂ鎖）を外部
標的基として選択した。Ｂ鎖は、従前、ｓｇｃ８ｃとして報告され、細胞－ＳＥＬＥＸプ
ロセスを用いて単離され、その結合パートナーは、タンパク質チロシンキナーゼ７（ＰＴ
Ｋ７）であることが決定された。ＰＴＫ７は、Ｊｕｒｋａｔ細胞の白血病細胞、並びに多
数の他の白血病細胞株の表面に存在する膜貫通型タンパク質であり、Ｔ細胞の急性リンパ
芽球性白血病用の潜在的なバイオマーカーとして提案されている。酸化カップリングスト
ラテジーを用いて、２０～４０コピーのジエチルフェニレンジアミン標識されたＢ鎖が各
キャプシドに結合され、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及びデンシトメトリー分析によって決定された
（図２５ａ、レーン８）。細胞結合アッセイにおけるキャプシドを検出するために、内部
は、ＤＮＡ結合前に、上記したＡＦ４８８発色団で修飾された。
【０２８６】
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　本発明者らは、Ｊｕｒｋａｔ細胞とともに３７℃にて３０～６０分間、培地中にてこれ
らのキャプシドをインキュベートすることによって、キャプシドの標的特異性を試験した
。フローサイトメトリーを用いたその後の分析は、Ｂ鎖（キャプシド中に１１ｎＭ）を有
するＭＳキャプシドに曝露された細胞試料が、バックグラウンドの細胞の自己蛍光と比較
して、平均蛍光強度の有意な増加を示したことを表した（図２６ａ）。負の対照について
、本発明者らは、外部修飾のないＡＦ４８８修飾キャプシド（ＡＦ４８８－ＭＳ２）、及
びランダム配列の４１ｎｔ鎖で修飾されたキャプシド（Ｃ）を合成した。両方の対照キャ
プシドは、平均蛍光強度の増加を生じさせず、細胞結合における特異的アプタマー配列の
役割を確認した。
【０２８７】
　フローサイトメトリー実験におけるＢ鎖の標的を検証すると、本発明者らは、共焦点顕
微鏡を用いて、修飾キャプシドの細胞内在化を調べた。Ｊｕｒｋａｔ細胞と共に３０～６
０分間、３７℃にてインキュベーション後、Ｂ鎖で標識されたキャプシドの存在は、細胞
内の明るい蛍光ドットとして検出され得た（図３ｂ）。蛍光エンドサイトーシスマーカー
を用いて同時染色実験は、Ｂ標識キャプシドは低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）粒子（ト
ランスフェリンでない）を用いて同時局在したことを示した。トランスフェリン及びＬＤ
Ｌは既知のエンドサイトーシスマーカーである一方で、それらは、細胞内に一度入ると異
なる経路を介して移動する。トランスフェリンは、リサイクリング経路を介して表面に戻
るように指向されるエンドソームを指示することが示され、一方、ＬＤＬと関連した小胞
は、最終的にはリソゾームに移動する。α－ＰＴＫ７アプタマーの標的特異性と組み合わ
せて、Ｂキャプシドのリソゾーム運命は、リソゾーム酸性化に応じて優先的に放出される
酸に不安定なプロドラッグの標的薬物送達について促される。
【０２８８】
　任意の送達ビヒクル組成について、保護されていない生体分子標的試薬の結合は、組織
特異性を達成するために主に重要なものになる可能性がある。この報告書は、この目的の
ための化学選択的酸化カップリング反応の利用性を実証する。具体的には、本明細書に記
載されているＭＳ２に基づくビヒクルは、ここで、結合アプタマーが決定されている任意
の受容体に標的とされ得る。診断画像の目的のため、キャプシドが内在化される必要はな
い可能性がある；しかしながら、観察された取り込みは、薬物送達応用に非常に有益であ
るように描かれる。この実験では、本発明者らは、これらの担体に抗癌剤、並びにインビ
ボで細胞マーカーの局在を決定するために用いることができる放射性核種及び造影剤を添
加している。
【０２８９】
　一般的手法及び材料。特に記述がなければ、全ての化学物質及び溶媒は、分析グレード
のものであり、市販供給源から入手されるものを用いた。分析用の薄層クロマトグラフィ
ー（ＴＬＣ）は、ＥＭ試薬０．２５ｍｍのシリカゲル６０－Ｆ２５４プレート上で行われ
、２５４ｎｍでの紫外線（ＵＶ）照射又は過マンガン酸カリウム染色によって視覚化した
。全ての有機溶媒は、ロータリーエバポレーターを用いて減圧したで除去された。ジクロ
ロメタン（ＣＨ２Ｃｌ２）は、窒素雰囲気下で水素化カルシウムから蒸留された。生物学
的手法に使用されるか又は反応溶媒としての水（ｄｄ－Ｈ２Ｏ）は、ＮＡＮＯｐｕｒｅ精
製システム（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ，ＵＳＡ）を用いて脱イオン化された。４－（４－ジエ
チルアミノ－フェニルカルバモイル）－酪酸スクシンイミジルエステルは、以前に報告さ
れた方法を用いて調製された。全てのオリゴヌクレオチドは、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｄ
ＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ）から入手された。試料
は、逆相ＨＰＬＣ又はＮＡＰ－５ゲル濾過カラム（ＧＥ　Ｈｅｌｔｈｃａｒｅ）によって
精製された。ＬＡＢ　ＣＯＮＣＯ　Ｆｒｅｅｚｏｎｅ　４．５（Ｌａｂ　Ｃｏｎｃｏ）を
用いて試料を凍結乾燥させた。凍結乾燥されたオリゴヌクレオチドは適切な緩衝液中で再
懸濁され、濃度は２６０ｎｍの吸光度を測定することによって決定された。全ての細胞培
養試薬は、他に記述がなければ、Ｇｉｂｃｏ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ（Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ，ＣＡ）から入手された。細胞培養は標準的な技術を用いて行われた。Ｊｕｒ
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ｋａｔ細胞は、１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎仔血清（ＦＢＳ、ＨｙＣｌｏｎｅ）及び１％ペニ
シリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ、Ｓｉｇｍａ）が補足されたＲＰＭＩ培地１６４０
中でＴ－２５培養フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＵＳＡ）において増殖された。
【０２９０】
　器具及び試料分析ＮＭＲ。１Ｈ及び１３Ｃスペクトルは、Ｂｒｕｋｅｒ　ＡＶＱ－４０
０（４００ＭＨｚ）分光計を用いて測定された。化学シフトは、クロロホルム－ｄ（δ７
．２６，ｓ）と比較して、１００万分の１（ｐｐｍ）でδとして報告された。多重度は以
下のように報告される：ｓ（一重項）、ｄ（二重項）、ｔ（三重項）、ｑ（四重項）、ｄ
ｄ（二重項の二重項）、ｐ（五重項）、ｍ（多重項）、ｂｒ（ブロード）、又はａｐｐ（
見掛け）。カップリング定数は、Ｊ値（ヘルツ（Ｈｚ））として報告される。所定の共鳴
のプロトン数（ｎ）は指示されたｎＨであり、スペクトル統合値に基づく。
【０２９１】
　質量分析。マトリックス支援レーザー吸着イオン化飛行時間型質量分析（ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ　ＭＳ）は、Ｖｏｙａｇｅｒ－ＤＥＴＭシステム（ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）で行われた。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ分析前、試料は、Ｃ１
８　ＺｉｐＴｉｐ（登録商標）ピペットチップ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）を用いて
脱塩された。オリゴヌクレオチド試料は、３－ヒドロキシピコロン酸：クエン酸アンモニ
ウム溶液（４．５：５．５のＭｅＣＮ：ｄｄＨ２Ｏ中の４５ｍｇ／ｍＬ：５ｍｇ／ｍＬ）
を用いて同時結晶化された。電気スプレーイオン化質量分析（ＥＳＩ－ＭＳ）オリゴヌク
レオチドコンジュゲートは、Ｉｏｎ　Ｍａｘ電気スプレーイオン化（ＥＳＩ）源を曽田得
たＬＴＱ　Ｏｒｂｉｔｒａｐ　ＸＬ質量分析器（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）を用いて分析された。試料溶液は、シリンジポン
プを用いて、流速５μＬ／分にてＥＳＩプローブに注入された。イオン光学に適用される
電圧は、Ｔｕｎｅ　Ｐｌｕｓソフトウェア（バージョン２．４，Ｔｈｅｒｍｏ）を用いて
、対象のイオンの最適な脱溶媒和及び透過のために自動的に調節された。マススペクトル
は、２分間のｍ／ｚ＝５００～２０００の範囲全体で負のイオンモードにおいて記録され
た。マススペクトルは、Ｘｃａｌｉｂｕｒソフトウェア（バージョン４．１，Ｔｈｅｒｍ
ｏ）を用いて処理され、測定された変化状態の分布は、ＰｒｏＭａｓｓソフトウェア（バ
ージョン２．５ＳＲ－１、Ｎｏｖａｔｉａ，Ｍｏｎｍｏｕｔｈ　Ｊｕｎｃｔｉｏｎ，ＮＪ
）を用いて解析された。ＥＳＩ－ＭＳ分析前に、オリゴヌクレオチドは以前に記載の通り
に調製された。オリゴヌクレオチド及びタンパク質試料についての全てのＭＳデータは、
０．１％の正確な値の範囲内にあることが見出された。
【０２９２】
　高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）。ＨＰＬＣは、アジレント１１００シリーズ
のＨＰＬＣシステム（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＵＳＡ）で行われた
。全てのＨＰＬＣ実験についての試料分析は、インラインのダイオードアレイ検出器（Ｄ
ＡＤ）で達成された。オリゴヌクレオチドの分析用及び調製用の逆相ＨＰＬＣは、Ｃ１８
静止期、及びＭｅＣＮ／１００ｍＭ酢酸トリエチルアンモニウム（ＴＡＡ，ｐＨ＝７．０
）を用いて達成された。
【０２９３】
　ゲル分析。タンパク質分析について、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）は、Ｌａｅｍｍｌｉのプロトコールに従って、Ｂｉｏ－
Ｒａｄ（Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）のＭｉｎｉ－Ｐｒｏｔｅａｎ装置で実施された。全て
のタンパク質の電気泳動試料は、１，４－ジチオトレイトール（ＤＴＴ）の存在下で１０
分間１００℃にて加熱され、いずれのジスルフィド結合の還元が確認された。５分間、３
０Ｖで７０～９０分にて１２０Ｖでゲルを泳動し、バンドの良好な分離を可能にした。市
販のマーカー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）は、見掛けの分子量の帰属のために各ゲルの少なくとも
１つのレーンに適用された。タンパク質バンドの視覚は、クーマシーブリリアントブルー
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いた染色によって達成された。蛍光タンパク質コンジュゲートに
ついて、視覚化はＵＶバックライトで達成された。ゲルイメージ化は、ＥｐｉＣｈｅｍ３
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ダークルームシステム（ＵＶＰ，ＵＳＡ）にて行われた。
【０２９４】
　動的光散乱。Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ　Ｎａｎ
ｏ　ＺＳ　ｕｓａｇｅ　ｃｏｕｒｔｅｓｙ　ｏｆ　Ｊｅａｎ　Ｆｒｅｃｈｅｔを用いて、
ＤＬＳ測定値を得た。データプロット及び標準偏差は、３点想定の平均から計算され、各
々は各４５秒の１５ランからなっている。測定データは強度プロットを示し、小さい径よ
りも多い１０６の因子によって大きな径を計測する。試料は、１０ｍＭ（ｐＨ７．０）リ
ン酸緩衝液に採取された。
【０２９５】
　透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）。ＴＥＭ画像は、１００ｋＶ加速電圧を有するＦＥＩ　Ｔ
ｅｃｎａｉ　１２透過型電子顕微鏡を用いて、ＵＣＢｅｒｋｅｌｅｙ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ
　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　Ｌａｂで得られた。ＴＥＭグリッドは、Ｃｒｅｓｓｉｎｇｔｏ
ｎ　１０８　Ａｕｔｏ　Ｓｐｕｔｔｅｒ　Ｃｏａｔｅｒにおいて、アルゴンプラズマ（０
．１ｍｂａｒで３０秒間、４０ｍＡ）でカーボン被覆されたフォームバー指示された銅メ
ッシュグリッドをチャージすることによって調製された。タンパク質試料は、５μＬの試
料をこれらのグリッド上でピペッティングし、３分間、平衡にすることによってＴＥＭ分
析のために調製された。次に、試料は、フィルターペーパーで水分を吸い上げ、ｄｄＨ２
Ｏでリンスした。次に、グリッドは、負の染色として、９０秒間、酢酸ウラニルの１％（
ｗ／ｖ）水溶液５μＬに曝露された。過剰染色を除去後、グリッドを空気中で乾燥させた
。
【０２９６】
　オリゴヌクレオチドにフェニルジアミンを添加するための実験の一般的手法。５’末端
に一級アミンを含むＤＮＡオリゴヌクレオチドを購入した。典型的な反応は以下の通りで
ある：３００μＭ濃度のＤＮＡは、ＤＭＦと５０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ８．０）の１
：１溶液中で、４－（４－ジエチルアミノ－フェニルカルバモイル）－酪酸スクシンイミ
ジルエステル（６０～１２０当量）と反応させる。反応混合物は、簡単にボルテックスし
、次に、室温にて２時間反応させた。ＲＰＨＰＬＣ又は市販のゲル濾過カラムを用いて、
市販のプロトコールに従って、ＤＮＡから低分子を精製することができる。精製後、ＤＮ
Ａを凍結乾燥させ、次に所望の緩衝液に再懸濁させる。２６０ｎｍの吸光度を測定するこ
とによって濃度を決定する。Ａ、Ｂ、及びＣの配列識別は以下の通りである：
Ａ：５’－ＴＣＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＣＴＡＧＧＧＡ－３’（配列番号７）
Ｂ：５’－ＡＴＣＴＡＡＣＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＧ
ＧＴＴＡＧＡ－３’（配列番号８）
Ｃ：５’－ＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＧＡＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＧ
ＴＡＴＧＡＡ－３’（配列番号９）。
【０２９７】
　ＭＳ２へのＤＮＡコンジュゲートのための一般的手法。エッペンドルフチューブは、Ｍ
Ｓ２－ｐａＦ１９又はＭＳ２－ｐａＦ１９－Ｎ８７Ｃ（２０μＭ）、フェニレンジアミン
被覆オリゴヌクレオチド（２００～４００μＭ）、及びＮａＩＯ４（５ｍＭ）で満たされ
る。反応は、１５０ｍＭのＮａＣｌを含む５０ｍＭのリン酸緩衝液（ｐＨ７．０）におい
て行われる。反応は、簡単にボルテックスし、室温にて１時間反応させる。１時間後、５
０μＬの反応物について、反応は、５００ｍＭのトリス（２－カルボキシエチル）ホスフ
ィン塩酸塩（ＴＣＥＰ）の５０μＬを添加することによってクエンチされる。精製につい
て、試料を最初に、ゲル濾過（ＮＡＰ－５）によって所望の緩衝液にバッファー交換する
。次に、過剰のＤＮＡは、１００ｋ分子量カットオフ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を用いて連
続遠心分離濾過によって除去される。
【０２９８】
　ＭＳ２変位体のクローニング及び発現。ｐＢＡＤ－ＭＳ２－ｐａＦ１９プラスミド生成
及び増殖は従来報告されている。本発明者らは、ｐ－アミノフェニルアラニン（ｐａＦ）
組み込みのために必要なｔＲＮＡ及びｔＲＮＡ－シンターゼをコードするプラスミドにつ
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いて、Ｐｅｔｅｒ　Ｓｃｈｕｌｔｚ　ｌａｂ（Ｓｃｒｉｐｐｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅ，ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ）を考慮したい。８７位は、以下のフォワード及
びリバースプライマーを用いてシステインに突然変位された：フォワード：５’－ＡＧＣ
ＣＧＣＡＴＧＧＣＧＴＴＣＧＴＡＣＴＴＡＴＧＴＡＴＧＧＡＡＣＴＡＡＣＣＡＴＴＣ－３
’（配列番号２５）、リバース：５’－ＧＡＡＴＧＧＴＴＡＧＴＴＣＣＡＴＡＣＡＴＡＡ
ＧＴＡＣＧＡＡＣＧＣＣＡＴＧＣＧＧＣＴ－３’（配列番号２６）。ＭＳ２－ｐａＦ１９
－Ｎ８７Ｃの増殖及び精製は、ＭＳ２－ｐａＦ１９と同じであったが、ＭＳ２－ｐａＦ１
９－Ｎ８７Ｃ（約１～１０ｍｇ／Ｌ、比較するとＭＳ２－ｐａＦ１９については約２０ｍ
ｇ／ｍＬである）については低収率で得られた。
【０２９９】
　ＭＳ２－ｐａＦ１９－Ｎ８７Ｃの二重表面修飾。ＭＳ２－ｐａＦ１９－Ｎ８７Ｃは最初
に、内部システインにおいて修飾される。システインアルキル化反応について、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８マレイミド（Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）（ＤＭＳＯ中の１９ｍＬ溶
液１５μＬ）をＭＳ２－ｐａＦ１９－Ｎ８７Ｃ（１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）中
の１００μＭ溶液２８５μＬ）に添加する。反応は、簡単にボルテックスし、室温にて１
時間反応させる。過剰の低分子をゲル濾過（ＮＡＰ－５）によって除去し、残りのタンパ
ク質は遠心分離濾過を用いて濾過された。遠心分離フィルターは使用前に予めリンスされ
ることに気付くことは重要である。それは、本発明者らは、これは酸化カップリング工程
での問題を避けることを見出したからである。外部修飾は、上記されるように行われた。
【０３００】
　蛍光キャプシドのフローサイトメトリー。フローサイトメトリー分析は、ＦＡＣＳＣａ
ａｌｉｂｕｒフローサイトメーター（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵＳＡ）上で標準
の４８８Ａｒレーザーを用いて獲得された。データは、全ての実験について、少なくとも
１０，０００個の生細胞ついて獲得された。Ｊｕｒｋａｔ細胞（２５０μＬ中に１×１０
６細胞）は培地中の蛍光キャプシド（２μＭ）で処理され、氷上又は３８℃にて３０～６
０分間インキュベートされた。インキュベーション後、細胞は、１ｍＬの新鮮な培地で２
回洗浄され、次にフローサイトメーターで分析された。
【０３０１】
　共焦点顕微鏡。共焦点顕微鏡画像化は、６４×Ａｃｈｒｏｐｌａｎ　ＩＲ油浸対物レン
ズを用いて、Ｚｅｉｓｓ　ＬＳＭ５１０　ＭＥＴＡ／ＮＬＯ　Ａｘｉｏｉｍａｇｅｒ上で
行われた。Ｊｕｒｋａｔ細胞の二重標識は、修飾されてＭＳ２（２０μＭ）及びＤｉＩＬ
ＤＬ（１６μｇ／ｍＬ、Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）又はＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４－
トランスフェリン（２５μｇ／ｍＬ、Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ）と共に３０～６０分間、３
７℃にて細胞をインキュベートすることによって行われた。修飾されたＭＳ２（Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８で蛍光標識されている）は、４８８ｎｍで励起され、発光は４９
５～５３０ｎｍの間で回収された。ＤｉＩ－ＬＤＬ及びＡＦ５９４－トランスフェリンは
５４３ｎｍラインで励起され、発光は、それぞれ５９０～６２５ｎｍの間、及び５９０～
６５５ｎｍの間で回収された。
【０３０２】
　前述の発明は、理解の明確性のために説明及び例示によって幾分詳細に記載したが、当
業者は、添付の特許請求の範囲内である種の変更及び改変を行い得ることを承認するであ
ろう。さらに、本明細書に挙げられた各参考文献は、各参考文献が個別に参照によって援
用されているかのように、ある程度まで全体として参照により援用される。本出願と本明
細書に挙げられた参考文献との間に矛盾がある場合、本出願が優先されなければならない
。
配列
配列番号１
ＧＴＡ　ＡＣＧ　ＡＴＣ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　ＴＣＡ　ＣＴ
配列番号２
ＡＧＴ　ＧＡＣ　ＡＧＣ　ＴＧＧ　ＡＴＣ　ＧＴＴ　ＡＣ
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ＴＣＡ　ＴＡＣ　ＧＡＣ　ＴＣＡ　ＣＴＣ　ＴＡＧ　ＧＧ
配列番号４
ＣＣＣ　ＴＡＧ　ＡＧＴ　ＧＡＧ　ＴＣＧ　ＴＡＴ　ＧＡ
配列番号５
ＡＣＴ　ＧＡＣ　ＴＧＡ　ＣＴＧ　ＡＣＴ　ＧＡＣ　ＴＧ
配列番号６
ＣＡＧ　ＴＣＡ　ＧＴＣ　ＡＧＴ　ＣＡＧ　ＴＣＡ　ＧＴ
配列番号７
ＴＣＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＣＴＡＧＧＧＡ
配列番号８
ＡＴＣＴＡＡＣＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＧＧＴＴＡＧ
Ａ
配列番号９
ＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＧＡＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＧＡ
Ａ
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