
１． は じ め に

転写レベルでのマイクロアレイ技術に代表されるよう

に，探索子の高密度化による材料のハイスループット解析

が一般的に行われるようになって久しい．一方，細胞内の

分子反応の設計図であるゲノム情報に対し，実際の反応の

主役であるタンパク質分子を多数のサンプルを対象に，し

かも定量的に測定する技術は，その材料の取り扱いの難し

さや既存の装置の試料互換性に問題があり開発が遅れてい

た．我々と米国オーションバイオシステムズ社のグループ

では，通常の探索子を多くプリントするフォーマットとは

逆に，解析対象のサンプルを大量にプリントすることを目

的とした超高密度逆相タンパク質ライセートマイクロアレ

イシステムを開発した１～２）．この技術は，多数のサンプル

について実験間の誤差による影響を最小限に抑え一度に処

理することが可能であるため，時間軸や刺激の強さなどに

よって変化する細胞内のタンパク質レベルでの変化を定量

的に捉えることに威力を発揮する．本稿では，細胞刺激と

しての培養がん細胞への抗がん剤の添加をモデルとした，

同技術を用いた実験系について紹介する．

２． 細胞増殖抑制試験

細胞増殖抑制試験とは細胞を試験管内で培養し，それに

濃度希釈系列を用いた薬剤などの刺激を添加することで，

その刺激に応じた細胞増殖の度合いを判定する試験であ

る．がん領域では，（抗がん剤としての）候補化合物の殺

細胞効果のスクリーニングや，生体材料を用いた抗がん剤

の感受性試験などに広く用いられている３，４）．培養細胞を用

いるという点で，生体内で起こりえる反応を全て反映して

いるものではないが，定量性があり比較的簡便に行えるこ

とから，細胞生物学的，薬理学的情報の獲得には有用な技

術である．

細胞増殖抑制の程度の判定は SDI（Succinic dehydroge-

nase inhibition）法，CCK-８（Cell Counting Kit）法，ATP

法などに基づいて間接的に細胞の酵素活性を測定している

ものである．薬剤の感受性に関連した分子レベルでの変化

を詳細に追跡するには，再現性の高い細胞レベルでの実験

系が必要である．細胞増殖抑制試験は，細胞生物学的な判

定によりその有用性が認識されてきたが，その再現性の高

さと増殖抑制という明瞭な表現型の提示が可能であること

から，その間に起こっている対応した細胞周期関連タンパ

クの変化やアポトーシスを誘導するシグナル伝達といった

分子反応を解析することにおいても非常に適したモデル系

であるといえる．本技術の詳細については他稿に譲るが，

細胞生物学的実験系から得られる（薬剤の効果が有りと判

定される）増殖抑制という表現型を分子レベルでの事象と

比較するためのセット技術として，本稿での RPA（Reverse-

phase Protein Lysate Microarray）はこの実験系との比較を

基にしたものを述べる．

３． 高密度逆相タンパク質ライセートアレイ

RPAは２００１年に Paweletzらにより，同一がん組織の組

織学的進展度に応じた微量サンプルからのタンパク質定量

を可能にする技術として報告された５）．原理はドット方式

のウェスタンブロットであり，グラススライド上のニトロ

セルロース膜にサンプルをブロットすることで，電気泳動

による分子量での展開を行わずに数百から数万のオーダー

で一度に解析できる．従って，大量サンプルのスクリーニ

ングや抗体の特異性が確定された検出系では既存のほとん

どの技術を凌ぐスループットが実現されている．

RPAにプリントされるサンプルとしては細胞溶解液（ラ

イセート）が主なものであるが，これは非常に粘張度が高

く通常の液体処理の装置では回路の目詰まりなどにより対

応できないことが多い．また，サンプルバッファーは揮発

性のものを含まない，温度の変化にも沈殿を生じないなど

の注意が必要である．これらの問題に対応するために，
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我々は Pink bufferという二次元電気泳動用のバッファー

の組成に近いものを用いている（表１）．尿素による加熱

を必要としないタンパク質変性を行い，低揮発性の還元剤

（DTT）を用いていることは長時間大気圧に暴露されるマ

イクロアレイのプリントにおいて有利である．また，SDS

ではなく CHAPSを界面活性剤として用いていることでラ

イセートの凍結融解にも沈殿を生じずに対応できる．液体

の時間当たりの蒸発は，温度・湿度が一定なら概ね体積に

対する大気圧への接触面積によって決まる．従って，使用

するバッファー，ウェルの形状の特性を理解し，プリント

時の温度・湿度をよくコントロールしておくことが重要で

ある６）．我々の検討では，V底３８４ウェルプレートに２０µl

の Pink bufferで作製されたライセートを，室温で８０％以

上の湿度に放置した場合，約２時間で１０％以内の体積ロ

スに抑えることができた（実際には１時間以内にプリント

を終了するように設定している）．このようにプリントサ

ンプルに対する品質管理には十分な根拠を持っていること

が重要である．

米国オーションバイオシステムズ社と我々のグループが

共同で開発した Aushon２４７０マイクロアレイヤー（図１）を

用いれば，RPA作製に必要な各検体の量は１種類のアレ

イあたり３８０pl程度であるため，数十 µlのサンプルをマ

イクロプレート中に準備することで理論的には数万スライ

ドの作成が可能である．マイクロプレート内の各ウェルに

は，アレイヤーによるプリントの前に，予め１０段階にわ

たる２倍の希釈系列を準備しておき，シグナルの読み取り

表１ 細胞ライセート作成用のバッファーの組成

Laemmli Pink

変性剤 熱／SDS ９M urea
界面活性剤 ２％ SDS ４％ CHAPS
還元剤 ５％ BME ６５mM DTT

プロテアーゼ・ホスファターゼ阻害剤 使用 不使用
その他 ０．０６M Tris HCl１０％ glycerol bromphenol blue ２％ Pharmalyte pH８-１０．５bromphenol blue

SDS, sodium dodecyl sulfate; BME, beta mercaptoethanol; CHAPS, ３-［（３-cholamidopropyl）dimethylammonio］-１-propanesulfonate; DTT,
dithiothreitol.

図１ オーションバイオシステムズ社製マイクロアレイヤーと RPA
（左図）オーションバイオシステムズ社製マイクロアレイヤー．大きさは９４×８９×１８５cm．前面およ
び側面のドアを開けて最大３０枚の３８４穴マイクロプレート，１００枚のスライドを搭載することがで
きる．（右上図）作成されたテスト用 RPA．同一サンプル（HCT１１６大腸がん細胞株ライセート）を
３２ピンのヘッドを使い１５回繰り返してプリントした．（右図下）単独のピンでプリントされた
「フィールド」．２倍希釈系列でプリントされた列が１６ある．
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を semi-log scaleとなるようにしておく．従って，１枚の

グラススライド上に２０，０００のスポットがある場合は，前

述の希釈系列を用いたフォーマットでは２，０００サンプルを

解析できることになる．これにより，プリントされたサン

プル中の総タンパク質濃度とシグナルとの関係から，最も

線型性の高い部分をデータ抽出レンジとした極めて定量性

に優れた解析が可能となる６，７）．

細胞の増殖の程度に対応した分子反応をモニタリングす

るために，我々は細胞増殖アッセイで０％，５０％，１００％

の増殖抑制効果が得られた細胞，薬剤の種類，薬剤の濃度

の組み合わせ条件を T-２５フラスコで再現し，薬剤に暴露

された細胞をペレットとして回収後，Pink bufferを用いて

ライセートを調整している．我々の経験では，T-２５フラ

スコで大腸がん細胞株 HCT１１６を培養した場合，８０％ con-

fluent（約２．０―３．０×１０６細胞数）であれば，２０―３０µl程度

のライセートが得られる．この程度のライセート量でも，

通常我々が解析対象としている２０―４０種類の特異的一次抗

体による染色に十分な RPAを作成できる１，８）．

同程度の細胞増殖抑制が見られても，細胞・薬剤の種

類，薬剤の濃度によって反応しているタンパク質または細

胞シグナルは異なっていると考えられる．しかしながら，

これらの仮説を検証するには膨大な数のサンプルが必要と

なり，解析法もそれらを一度に処理できるものである必要

がある９）．上記の様々な組み合わせを用いた細胞ペレット

の回収を時系列で行うと，サンプルの数は直ちに数百から

数千となる．回収は手作業で行うので，膨大な労力を要す

るが，様々な要因によって変化する細胞シグナルを詳細に

モニタリングすることが可能となる．

４． 抗体によるタンパク質の定量

RPAは電気泳動でのサンプルの分子量による展開を行

わないドットブロット方式のウェスタンブロットであるた

め，特異性の高い抗体を用いることが肝要である．一つの

ドットから得られるシグナルは，ウェスタンブロットなど

では展開しうる分画にある全てのバンドの総和である．も

し非特異的なバンドを含んでいれば，ドットから得られる

図２A
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シグナルは目的とする特異的なバンドの挙動を覆い隠して

しまっている可能性がある．我々はこれらの RPAデータ

の品質管理にかかわる問題を整理するため，抗体の特異性

に関するデータベースを構築した（図２）．これらのデー

タベースは，RPAで対象となるサンプルに対するそれぞ

れの抗体の特異性すなわちウェスタンブロット上でバンド

が１本になるかに着目し，結果を‘single band at expected

range’から‘no band’などを含んだ五つに分け，relational da-

tabaseの形式で整理している．これらに加えて市販されて

いる抗体に付随する情報も入力してあり，RPA以外のア

プリケーションにも有用である．ここで重要なのは，抗体

の特異性は抗体のみによってではなく，抗体とサンプルの

組み合わせで決まるということである．ウェスタンブロッ

トでその抗体特異性が確認されていないサンプルは，RPA

を使用した際の解釈に注意を要する．我々が既に発表して

いる二つのデータベースは，抗体のスクリーニングを行う

際に，�６０種類のがん細胞株の混合ライセート１０），およ

び�１種類のがん細胞株の様々な刺激を加えたのち採取し

たライセート１１），を使用している．�のような，細胞が静

的状態にある時のライセートはそれぞれのタンパク質の

ベースラインを知るのに適しており，構造タンパク質など

による細胞の分類には向いている．一方，細胞シグナルに

関与するリン酸化などは常に活性化されているもの以外

は，それらがどのように誘導されるかが重要であるため，

刺激を加えた後に採取されたライセートを用いないと陰性

の割合が多くなってしまう．RPAによる細胞シグナルの

実験的検証では，上記�をどのように効率よく行うかが，

研究全体の鍵を握っている．

大量のサンプルがプリントされたスライドは，尿素など

の残留バッファー成分を取り除くため，界面活性剤入りの

トリス緩衝液で洗浄され，その後カゼインなどを主成分と

するブロッキングバッファー中でインキュベートされる．

その後，特異的一次抗体，TSA（Tyramide Signal Amplifica-

tion）法を用いた DAB（３，３′-diaminobenzidine）による発

色を行い，市販の光学フラットベッドスキャナーでその度

合いをデジタル化する．一連のプロトコルや画像の取り込

図２B
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みに必要なソフトウェアは我々のウェブサイトから無料で

ダウンロードできる（http:／／mttab.cancer.gov）．

５． 実験による細胞シグナル理論の検証

多数のサンプルを同時に計測できるという RPAの最大

の利点を現状で最もよく利用できるのは，細胞内タンパク

質シグナルの解析である．理論生物学の発展と情報知識

データベースの充実に伴い，シグナルを微分方程式群など

の理論式で表し，perturbationモデルとの比較でパラメー

タを決定する手法が用いられている．これらのモデルに対

応した実験系は，リン酸化を経時的定量的に追跡する必要

があり，また複雑なネットワークを構築している分子を解

釈するためにより多くのタンパク質の種類での観察が可能

である必要がある．また，細胞シグナルに重要な役割を果

たすタンパク質分子のリン酸化を簡便に測定するために抗

キナーゼ抗体・抗リン酸化抗体を用いた系が便利である．

抗体・ペプチドアレイや蛍光物質の減衰を利用した方法も

報告されているが１２～１４），RPAはそれらと比較しても細胞シ

グナル解析に必要なリン酸化に関する情報を効率よく解析

できる点で優れている．

既に時系列でのタンパク質発現量の変化を基にシグナル

を解析しようとする試みが報告されている．我々のグルー

プでは，p５３-Mdm２タンパク質のフィードバックループを

モデルとして理論式を実験で検証した８）．始めに３０Gyの γ
線照射に対する野生型 p５３の細胞株から得られた細胞刺

激に対する p５３およびMdm２タンパク質の時系列反応を

もとに微分方程式のパラメータを決定した．p５３遺伝子を

ノックアウトした細胞のMdm２タンパク質量の変動を p５３

遺伝子およびその産物に該当する項を消去した数式群から

得られる理論上のMdm２タンパク質量の変動と比較する

ことで，理論式の確からしさを検証することができた（図

３）．

６． がん治療への応用

長年にわたり用いられてきた抗がん剤に加え，分子標的

薬に注目が集まっている．どのような抗がん剤でも標的と

図２C
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なる特定の分子群があることは想定されるが，分子標的薬

は創薬の時点から標的分子への結合や活性の阻害を目的に

デザインされている点が従来の薬剤とは異なる．しかしな

がら，trastsumabなどの一部の例外を除いて，その標的分

子の状態によって投与を決定するという段階へは至ってい

ない．理由として，薬剤が標的分子に作用することで起こ

る副作用や細胞シグナルの阻害などは，標的分子以外の多

数の因子が関与しており，従来法では網羅できる範囲に著

しい制限があったため，分子状態と薬効との因果関係を明

確にできなかったということが挙げられる．従って，分子

標的薬もそれ以外の薬剤も効果予測や薬効機序の解明には

同様の課題を持っていると言える．

RPAを用いた実験系の利点は，時間や薬剤の濃度など

の因子を変化させた場合に起こりうる細胞内の反応を詳細

に観察できることである．我々のグループでは，このよう

なアプローチを確立するため，段階的に実験を進めてい

る．最初に，放射線，紫外線，汎用薬剤など既知の細胞障

害性の刺激を加え，予想される反応が RPAで観察される

ことの検証１），次に知識ベースのタンパク質ネットワーク

モデルを用いた薬剤反応予測の実験的検証８），複数の汎用

薬剤を用いた分子レベルの反応の違いの検証，さらに薬剤

抵抗性細胞集団による耐性獲得機序の解明などである．

これからの薬剤によるがん治療の要点として，投与前後

の効果予測・判定を分子レベルで行うことが挙げられる．

分子標的薬に限らず，どのような薬剤でも投与条件や対象

臓器により，反応が惹起される分子経路がある程度確定さ

れる必要がある．モデル細胞を用いて RPAで検討するこ

とで，高い精度の薬効予測・判定が可能になるものと思わ

図２D
図２ RPAでの定量解析に使用するための抗体スクリーニングデータベース「ASKMD」
（A）エントランスビューで目的とするタンパク質を入力，あるいはアルファベットごとにブラウジングする．（B）
スクリーニング済み抗体の集計画面．特異的な抗体の割合やサンプルごとのウェスタンブロットの結果が表され
る．（C）抗原に対応した抗体のリストを表示．p５３タンパク質には複数の抗リン酸化抗体がある．（D）各々の抗体
の詳細．ウェスタンブロットの結果は写真で表されている．
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