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研究成果の概要（和文）：電気化学顕微鏡を用いて，拍動する筋管細胞の酸素消費速度を測定することができ
た．電極を筋管細胞近傍で走査し，酸素の還元電流分布を得た．理論曲線とのフィッティングから単一筋管細胞
の酸素消費速度を評価できた．ニードル型のマイクロ電極を用いた個々の細胞の操作技術を開発し，細胞パター
ンの作製に応用展開した．電極と細胞間にポーラス薄膜を設置し，正の誘電移動により細胞を薄膜下面に誘導し
てパターン配列体を作製した．局所的に異なる酵素を固定化したデュアルマイクロ酵素センサの作製した．これ
らの電極を用いると，それぞれ選択的にグルコースおよび乳酸に応答した．パターン化細胞の酸素およびグルコ
ース消費量計測を行った．

研究成果の概要（英文）：The consumption rate of oxygen for myotubes can be detected by using the 
electrochemical microscopy. The distribution of oxygen reduction currents was obtained by scanning 
the microelectrodes along the z direction. The consumption rate of oxygen for single myotubes was 
estimated by the fitting to the theoretical curves. We have developed manipulation techniques to 
capture and retrieve single cells based on the dielectrophoresis with needle type of microelectrodes
 and applied them to form the cellular patterns on the bottom surface of porous membranes. Dual 
microsensors that two different types of enzymes were immobilized on two microelectrodes in the 
single needle, respectively were developed. The currents obtained with the electrodes for glucose 
and lactate increased selectively by adding each corresponded substrate. 

研究分野： 電気分析化学

キーワード： 電気化学顕微鏡　単一細胞　酸素消費　酵素センサ　グルコース

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
まず，個々の筋管細胞の拍動時の酸素消費速度を決定できる．これを指標とし，筋細胞の運動と呼吸代謝活性の
連関調査，インシュリン応答性等の筋細胞の機能評価を可能とするところに大きな意義がある．この培養系は，
電気パルス刺激により細胞の拍動リズムを制御できるところに大きな優位性を有する．培養細胞を用いる薬剤ス
クリーニングや化学物質の毒性試験は，動物実験の代替技術として期待されており，代謝活性を指標とした2 型
糖尿病の治療薬（糖尿病治療薬，代謝能改善薬等）のハイスループット探索ツールとして発展する可能性を秘め
ている．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

マウス筋芽細胞株 C2C12 は培養過程における相互融合により多核の筋管へと分化し，さらに，
その筋管細胞は電気パルス印加により収縮と弛緩を繰り返す拍動能力を獲得する．この筋管細
胞は，拍動に伴い，エネルギー代謝の亢進，グルコース取り込みの亢進およびインスリン反応
性糖輸送担体（GLUT4）のトランスロケーション（膜移行）の改善が示され，極めて生体に類
似した骨格筋のモデル培養細胞として確立された．これまで，運動や薬剤投与による筋代謝能
を評価するためには，トレッドミルで無理矢理走らせたり，長時間泳がせたりした小動物から
採取した筋組織が用いられてきたが，高スループットスクリーニングや倫理面において問題が
あった．よって，培養系で電気パルス印加により「筋肉（筋細胞）の運動（拍動）を制御」で
きることは，筋肉の生理，病理，機能を解明する上で極めて貴重である． 

これまで，「マイクロ電極をプローブとして利用した電気化学顕微鏡（SECM）による細胞解
析｣に関する研究を遂行してきた．SECM を用いると単一細胞の呼吸による酸素消費速度を定量
することが可能である．これは，単一細胞レベルでの細胞の代謝活性を指標とした電気化学的
細胞センサの先駆けに位置づけられている．さらに，誘電泳動により高度に配列化した細胞を
対象とした抗がん剤スクリーニング，レポーター遺伝子アッセイへと応用展開している．現在
は，収縮および弛緩を繰り返して拍動する筋細胞（C2C12 筋管細胞）の呼吸による代謝活性測
定に着手し，電気パルス印加に伴う筋管細胞の拍動により筋管細胞近傍の酸素濃度計測を行っ
ている．プローブを z 方向に走査することにより，細胞上方の酸素濃度分布を取得することが
でき，そこから，拍動時における単一筋管細胞の酸素消費速度を定量することが可能となる． 
 
２．研究の目的 

本研究では，マイクロ電極を探針とした電気化学顕微鏡（SECM）を用い，単一細胞レベル
で非侵襲的に「筋細胞の運動」と「エネルギー代謝（呼吸による酸素消費），グルコース取り込
み」の連関を調査することを目的とする． 

また，単一筋管細胞近傍の酸素濃度とグルコース濃度を同時計測可能なプローブ（ニードル
型酵素修飾マイクロ電極）を作製するために，誘電泳動法または泳動電着法を利用した手法を
開発する．この手法を用い，1 本のニードルの中に 2 本の作用極を有するデュアルマイクロ電
極の片側の電極表面のみ酵素修飾を可能とする．このプローブの電気化学的な評価を行い，細
胞近傍の酸素濃度およびグルコース濃度を同時に計測することを目的とする． 

培養皿状にランダムに分化誘導された筋管細胞では，近接する細胞の酸素消費およびグルコ
ース取り込みが対象細胞に影響を及ぼす．よって，分化して融合する細胞数を規定して単一筋
管細胞アレイを作製し，その酸素消費およびグルコース取り込みを調査する必要がある．単一
筋管細胞アレイを迅速に作製するために，サイズを規定した PDMS 製ステンシルシートの中に
誘電泳動を用いて細胞を誘導する． 
 
３．研究の方法 
(1) 筋管細胞近傍の酸素還元電流応答をモニタリングし，
筋管細胞の酸素消費量計測を行った．2 本の Au ワイヤー
（直径 1 mm，長さ 40 mm）を 40 mm 離して培養液内に
設置し，矩形波直流パルス電圧（28 V, 1 Hz, 2 ms）を印加
して拍動を誘発した．拍動する筋管細胞の 10 µm 上方に
Pt マイクロ電極 (10 µm) を設置し，電極電位を−0.4 V vs. 
Ag/AgCl に設定して酸素還元電流の経時変化を計測した
（Fig. 1）．さらに，電極を細胞近傍から z 軸方向に移
動させ（10 µm/s）の酸素還元電流を測定し酸素濃度の
マッピングを行った． 
 
(2) ニードル型のマイクロ電極を用いて個々の細胞の操作および多孔質膜上への細胞パターン
の作製を行った．先端に微小孔（深さ 10 µm）を有するマイクロ電極（直径 10 µm）を xyz マ
ニピュレータに設置し，マウスミエローマ細胞
近傍に設置した．ミエローマ細胞は，グラウン
ドに接続した ITO電極上にランダムに配置した．
マイクロ電極にp-DEPの作用する周波数領域で
ある 10 MHz の交流電圧を印加し細胞を電極先
端に捕捉した．xyz マニピュレータによりマイ
クロ電極を目的位置に移動させ，n-DEP の作用
する周波数領域である 1.0 kHz を印加して捕捉
した細胞を排出した．また，電極と細胞間にポ
ーラス薄膜を設置し，p-DEP により薄膜下面に
誘導した．マイクロ電極を水平方向に移動させ，
細胞の配列体を作製した（Fig. 2）． 
 
(3) グルコースと乳酸を同時に計測可能なデュ
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Fig. 1 Measurement of the reduction 
current by SECM. 

Fig. 2 Structure of the DEP device consisting 
of a chamber with a microhole array, an ITO 
electrode and a needle-type Pt microdisk 
electrode. 
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アルマイクロ酵素センサの開発を行った．θ 型ガラスキャピラリーに白金ワイヤを挿入，封入
してデュアルマイクロ電極を作製した．先端の白金を電気化学エッチングして電極先端に細孔
を形成した．作製した細孔内に，泳動電着法または誘電泳動法を用いてグルコース酸化酵素
（GOx）を固定化した粒子（直径 200 nm）を誘導し固定化した．ITO 電極を底面としたチャン
バー内に，GOx 修飾微粒子の懸濁液を添加し，ITO 電極表面上から 10 µm の位置にマイクロ電
極を設置した．ITO 電極を接地し，マイクロ電極に+1.5 V の直流電圧を 20 分間印加して GOx
修飾微粒子を細孔内に集積化した．デュアルマイクロ電極のもう片方の白金先端に，同様の方
法を用いて乳酸酸化酵素（LOx）を修飾した微粒子を導入し，異なる酵素で修飾された微粒子
を固定化したデュアルマイクロ酵素電極を作製した．異なる濃度のグルコースと乳酸を添加し
た際の酸化電流の両電極の時間変化を同時にリアルタイムで評価した． 
 
４．研究成果 
(1) パルス電圧を 2.5 時間印加すると筋
管細胞は拍動し，その拍動は 0.017 Hz (1 
min−1)−5.0 Hz の周波数領域において印
加パルス電圧と同期した．この筋管細胞
近傍にマイクロ電極を設置し，1.0 Hz の
パルス電圧を印加して拍動させると，酸
素還元電流は徐々に減少し 30 秒後にほ
ぼ定常に達した．拍動を停止すると電流
はほぼ初期レベルに戻った．この時の拍
動による電流減少量は約 60 pA であった．
なお，細胞非存在下では電流減少は観測
されなかった．これより，この電流減少
は筋管細胞の拍動により細胞の近傍の
酸素濃度が減少した，すなわち，細胞の
酸素消費量が増加したことを示している．一方，0.5 Hz のパルス電圧を印加すると，電流減少
量は約 30 pA に半減した．これは 1 回の拍動現象により消費する酸素量が一定であることを示
唆している．次に，電極を細胞近傍から z 軸方向に移動させると，拍動誘発させた筋管細胞近
傍における酸素還元電流の減少は，拍動誘発していない筋管細胞，筋芽細胞と比較して明らか
に大きく，酸素消費量が増加していた．z 方向の酸素濃度プロファイルから長さ 300 µm の筋管
細胞の酸素消費速度は，約 10 fmol/s と見積もられた（Fig. 3）． 
 
(2) 電極を対象細胞の 10 µm 右側に設置し交流
電圧（10 MHz , 10 Vpp）を印加すると，細胞は
電極先端に向かって移動し電極先端の微小孔内
に導入された．細胞は p-DEP により電場が相対
的に高い微小孔内に捕捉された．細胞が捕捉さ
れる際，最初はゆっくりと電極方向に移動する
が，細胞－電極間距離の減少とともにその移動速度は急激に増加する．細胞が電極に捕捉され
る直前は，600 µm s-1 に達した．電極に印加する電圧が増加するに応じて移動速度は増加し，捕
捉に必要とする時間が減少した．目的位置に細胞を移動させ，n-DEP の斥力を利用して微小孔
内の捕捉細胞を排出した．交流電圧（1.0 kHz , 2.0 Vpp）を印加すると，捕捉された細胞は徐々
に微小孔内から放出され，20 秒後に電極先端の ITO 表面へと移動した．これは，n-DEP による
斥力が細胞に作用したためである．印加電圧を増加させると，電圧印加とともに細胞は急激に
排出され，電極先端から 10 µm 以上離れた位置まで移動する．よって，n-DEP による細胞の排
出には，2.0 Vpp が適していた．この操作を繰り返すことにより，個々の細胞を目的位置に配置
してパターンを作製できた．この技術を応用すると，ポーラス薄膜の下面に細胞を誘導し細胞
配列体を作製した（Fig. 4）． 
 
(3) 作製した電極をグルコース溶液中に挿入しアンペロメトリーを
行った．電極電位を+ 0.7 V にステップすると，酸化電流が観測され
た．これは，グルコースの酸化に伴う酸素の還元反応で生成した過
酸化水素の電極での酸化に起因する．この酸化電流はグルコース濃
度の増加に伴い増加し，グルコース濃度 50 mM 以上で飽和した．作
製した GOx 修飾電極を用いると 5～50 mM の範囲でグルコース計測
が可能であった． 
 デュアルマイクロ電極の先端に，選択的に酵素修飾微粒子の固定
化を行った．作製した酵素電極をリン酸緩衝液中に挿入し，両電極
に+0.7 V の電圧を印加した．Fig. 5 に，両電極のアンペログラムを
示す．5 mM グルコースを添加すると W2 で酸化電流応答の急激な
増加が観測され，W1 ではほとんど応答しなかった．これは，W2
に固定化した GOx の酵素反応により過酸化水素が生成したためで
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ある．一方，5 mM 乳酸を添加すると W1 で急激な酸化電流の増加が観測され，W2 ではほとん
ど応答しなかった．よって，電極に固定化したそれぞれの酵素に対応する基質を同時にリアル
タイムで検出できる． 
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