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研究成果の概要： 化学物質の生体への毒性は今まで人間への被害報告で分かったものが多い

が、現在動物実験あるいは in-vitro 細胞培養実験で研究されるようになった。一方、ある化学

物質が細胞に対して強い毒性を示す場合、その化学物質の存在により生存細胞が死滅したりす

るので、細胞膜近傍を通すプローブ光の偏向信号が大きく変化する。本研究はこの発想に基づ

いて、プローブ光一本で化学物質の細胞への毒性を判定する方法を開発した。ヒト肝臓由来の

HepG2 細胞に対して 330～370nm の紫外線が強い殺傷力を持つことを明らかにした。また、

アルコール及び過酸化水素の毒性も検討した。 
 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度 2,400,000 720,000 3,120,000 

2008年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野： 複合化学 
科研費の分科・細目：分析化学 
キーワード：細胞、計測、化学物質の毒性、プローブ光、偏向 
 
 
１． 研究開始当初の背景  
(1) 現在、世界で使用されている人工化学物

質の総数だけでも、１０００万種類を超
えているといわれ、しかも、その数は年々
増加している。しかし、その殆どの化学
物質の生体への毒性は明らかにされてい
ない。化学物質の生体への毒性は今まで
人間への被害報告で分かったものが多い
が、現在動物実験あるいは in-vitro 細胞

培養実験で研究されるようになった。 
(2) 一方、細胞培養実験及び細胞増殖に対す

る阻害活性実験では、細胞の生死判別が
最も重要なことで、それにより、細胞の
生存率あるいは生細胞の密度が求められ、
更に化学物質の毒性も検討される。現在
細胞の生死判別は色素で染色に基づく分
染法や、蛍光標識に基づくフローサイト
メトリー等がある。これらの方法は細胞
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に染色剤で反応させたりするので、何な
かの影響あるいは損傷を細胞に与えてい
る。 

(3) 一方、一方、化学反応過程で生じた物質
変化及び反応熱が濃度勾配、温度勾配を
引き起こし、この濃度勾配及び温度勾配
がさらに屈折率勾配を誘起する。申請者
はその屈折率勾配をプローブ光の偏向で
測定，解析することにより、化学反応を
計測できると考え、化学反応の新規
in-situ 計測法を開発してきた。さらにこ
の手法を単一細胞・生体組織の計測に応
用し、プローブ光一本で細胞の生死判定、
物質輸送のモニタリングに応用できるこ
とを明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 
ある化学物質が細胞に対して強い毒性を

示す場合、その化学物質の存在により生存細
胞が死滅したり、細胞膜内外の物質輸送が著
しく変化したりするので、細胞膜近傍を通す
プローブ光の偏向信号が大きく変わるはず
である。従って、プローブ光の偏向信号をモ
ニタリング、解析することにより、化学物質
の細胞への毒性を迅速に判別できると考え
られる。本研究はこの発想に基づいて、単一
細胞の細胞膜近傍を通すプローブ光の偏向
を測定することにより、化学物質の細胞への
毒性を迅速的に判定しようとしている。 
 
３．研究の方法 
１）単一細胞のビーム偏向測定：ヒト肝臓細
胞 HepG2 を自作したビーム偏向測定系に設
置し、その偏向信号を測定した。 
２）細胞生死の従来判定実験：細胞をトリパ
ンブルーで染色し、生死率を判定した。 
３）細胞成分の同定定量を目指すキャピラリ
ー電気泳動分析も行った。 
４）人工肝臓にもしばしば用いられる HepG2 
細胞を培養液（10％FBS、DMEM）で培養
した。 
 
４．研究成果 
１）紫外線の細胞に対する殺傷力の検討： 
紫外可視光の HepG2 細胞への殺傷力を検討
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 光照射なしの時の細胞の偏向信号 
 

図１には光照射せずに、培養した直後の
HepG2 細胞の偏向信号を示した。明らかに
細胞によって偏向信号の時間変化が異なる。
これは個個の細胞の挙動が異なることを反
映していると考えられる。 
 図２には、370nm 以上の紫外－可視光を
10 分間照射した後の細胞の偏向信号である。
明らかに波長が 370nm 以上の光を照射して
も、細胞は時間とともに変化する偏向信号を
示し、生きていることを意味する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 波長が 370nm 以上の光を 10 分間照射
後の細胞の偏向信号 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 波長が 350nm 以上の光を 10 分間照射
後の細胞の偏向信号 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 波長が 330nm 以上の光を 10 分間照射
後の細胞の偏向信号 
 
 一方、図３に示すように、波長が 350nm の
光を１０分間照射すると、細胞の偏向信号の
変化が小さくなった。また、図４に示すよう
に、波長が 330nmの光を 10分間照射すると、
細胞の偏向信号が変化しなくなった。即ち、
細胞がすでに死滅したことを意味する。従っ
て、波長が 330～350nm の紫外線がこの細胞
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に対して強い殺傷力を持つことが分かった。 
 
２）紫外線の連続照射時の殺傷力： 
さらに、生きている細胞に紫外可視光を連

続照射しながら偏向信号の変化をモニタリ
ングできる測定系を作成した。高圧水銀ラン
プから 0.028W の紫外線を直径 5ｃｍの培養
皿に照射し、その中の HepG2 細胞は大体
6000～9000 秒後死滅したことを明らかにし
た。また、細胞死滅する前に大きな偏向信号
を示すことも分かった。 

 
３）過酸化水素の HepG2 細胞への毒性： 

培養液に過酸化水素の濃度が 10-4mol/L 程
度になると細胞の生存率が低くなることが
分かった。従来の培養実験で得た過酸化水素
の毒性に関する知見は偏向測定法とほぼ一
致した。 
 
 
４）グルコースの添加による細胞の偏向信号
の変化： 

HepG2 細胞培養液にグルコースを添加す
ると、偏向信号が大きくなり、細胞膜内外の
物質輸送がより大きくなっており、細胞の活
性が高くなっていることを示唆した。 

 
５）アルコールの肝臓細胞への毒性 
一方、培養液に３０％のアルコールを添加

すると HepG2 細胞が即死となり、10％のア
ルコールを添加しても細胞の生存率が大き
く減少したことがビーム偏向信号から分か
った。 

 
６）細胞膜輸送物質の同定と定量を目指すキ
ャピラリー電気泳動分析法の開発： 
細胞内蛋白質の定量を目指す等電点電気

泳動実験も行い、微量蛋白質を測定できるキ
ャピラリー電気泳動法も開発した。また、光
照射により発生した活性酸素の化学発光測
定法も検討した。 

 
以上の結果から、本法は化学物質の細胞へ

の毒性判定に利用できることを明らかにし
た。また、今後キャピラリー電気泳動分析と
結合することにより、毒性物質の細胞内への
輸送についても定量的に検討できると考え
られる。 
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