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研究成果の概要（和文）：赤血球を水に懸濁すると、細胞膜に穴が開き、ヘモグロビンなどの内

容物が放出される（溶血）。この穴のサイズや細胞当たりの数、穴の修復過程についてはまだ良

く分かっていない。溶血した赤血球（ゴースト）懸濁液の誘電率を広い周波数領域に渡って測定

すると、未損傷の赤血球では観測されない、誘電緩和過程（-緩和）が低周波側で見つかってい

る。しかし、電極分極現象のため低周波測定が困難となるため、-緩和についての追試報告はほ

とんどなく、詳細な性質やメカニズムは不明のままである。この研究では、電極分極の影響が少

ない電極配置を考案して、ゴーストの-緩和を詳しく調べた。測定された-緩和の性質は、穴が

一つ開いた球形細胞モデルによる数値計算結果と良く合い、穴が-緩和を引き起こしていること

が明確になった。また、穴のサイズを-緩和から見積もった。 

 

研究成果の概要（英文）：A suspension of erythrocyte ghosts obtained by hypotonic hemolysis 

shows dielectric dispersion termed α-dispersion below 10 kHz. The exact nature of the 

α-dispersion, however, has not been studied because of difficulty in low-frequency 

measurement due to electrode polarization, and therefore its origin has not been clearly 

understood. In this study, a new electrode configuration was designed to extend the 

available frequency region to a lower frequency side, making it possible to investigate 

the α-dispersion in detail. The occurrence of the α-dispersion correlated strongly with 

the presence of holes in the ghost membranes and its properties were exactly interpreted 

by the numerical simulation with the spherical membrane model with a hole. The numerical 

simulation provided a liner relation between the characteristic frequency of the 

α-dispersion and the hole radius, and thereby the hole radius being determined 

straightforwardly. 
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１．研究開始当初の背景 

生物細胞は常に外部の環境からスト

レスを受けている。このため、しばしば

細胞膜が損傷する。細胞膜の損傷は細胞

にとって致命的であり、これによって細

胞内環境が著しく乱されると、細胞死と

なる。そのため、再生が難しい細胞では

細胞膜の修復は重要である。しかし、細

胞膜の修復機構についてはまだ良く分か

っていない。膜修復過程を探るためには、

膜損傷をリアルタイムで定量的に評価す

ることが不可欠である。 

この研究では、誘電分光法を応用して、

膜の損傷や修復をモニターする方法を開

発する。誘電分光法は、交流電場を用い

て、誘電率の周波数依存性（誘電スペク

トル）を測定する方法。ここで提案する

方法のアイデアは、溶血赤血球の誘電分

散の研究がもとになっている。赤血球を

真水に入れて溶血させると、低周波側に

－分散と呼ばれる誘電分散が現れること

が報告されている。しかし、この－分散

についての追試報告は無く、分散を引き

起こす分極機構は長い間不明のままであ

った。最近、申請者はこの誘電分散が膜

に開いた一個の穴に因ることをモデル計

算によって明らかにした。また、低周波

の誘電分散から穴の径を見積もることが

可能であることを示した。 

誘電分光法は、系を乱さないような小

さな外部電場を用いるため、非侵襲測定

である。微小電極法のように電極を刺入

して測定する必要がないことは、新たな

損傷を回避する上で、細胞にとって望ま

しい。これらのことから、誘電分光法は

膜の損傷や修復を調べる有力な方法にな

ると考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、誘電分光法による細胞膜

損傷と修復のモニターと解析法の確立を

目指し、その基礎となる研究を実験と計

算の両面から行う。動物の赤血球を低浸

透圧処理したときに細胞膜にできる穴の

サイズや寿命を制御する条件を検討して、

穴のサイズと誘電緩和の関係を詳細に調

べる。また、有限要素法を用いたモデル

計算を行い、測定結果との比較を行う。 

 

３．研究の方法 

ウマの赤血球を 150 mM NaCl を含む 5 mM リ

ン酸緩衝液(pH 8.0)で洗った後、10-20 倍量

の0.01 mM MgSO4を含む5 mM リン酸緩衝液(pH 

8.0)中で溶血させる。溶血した赤血球は 0.1 

mM EDTA を含む 5 mM リン酸緩衝液(pH 7.2)

で洗い、ヘモグロビンをほとんど含まないゴ

ーストを得る。ゴーストの調製と保存はすべ

て 0-4℃で行った。 

測定用のセルを

右に示す。一対の

電極(e)の間に、細

胞懸濁液の入った

試料室(s)とその

両側に媒質の入っ

た室(a)を配置してある。試料室と両側の室

を透析膜で仕切ることにより、細胞の流出を

防いでいる。透析膜はイオンが自由に透 

過できるので、測定に影響を与えない。電極

には白金黒電極を用いた。試料室のみを電極

で挟んだ従来のセルに比べ、(a)室を設けた



セルでは、電極面積を大きくすることができ

る。電極分極の時定数は、電極界面の電気容

量と試料の抵抗との積で決まるため、新しい

セルでは電極分極の影響がより低周波側に

移ることが期待できる。これによって、低周

波側のα-緩和の測定が可能になる。測定は、

インピーダンスアナライザー(HP-4192A)を

用いて、周波数範囲 10 Hz～10 MHz の間で行

った。 

穴の開いた細胞の懸濁液の誘電スペクト

ルの数値計算は COMSOL MultiPhysics（有限

要素法ソフト）を用いて行った。細胞モデル

を下図に示す。立方体中に、一つの穴をもつ

球形細胞を置き、上下の電極間に交流電場を

与えた時の立方体の等価複素誘電率を計算

する。穴の配置が(a)と(b)の場合について計

算し、ランダム配向として平均をとる。 

 

４．研究成果 

溶血していない球形赤血球懸濁液の誘電率

の測定値を周波数に対してプロットしたも

のを図１a に示す。従来の測定セルを用いた

場合に比べ、電極分極の影響が約一桁低周波

側に移動しているため、-緩和(特性周波数

~3 MHz)の低周波側kHz まで緩和が無いこと

は明らかである。このスペクトルは室温で安

定ある。一方、ゴースト懸濁液（低イオン強

度溶液に懸濁）のスペクトルは室温(25℃)で

不安定で、時間とともに大きく変化する(図

1b)。0℃に保っておいたサンプルを測定セル

に入れて、25℃で測定をすると、直後のスペ

クトルは二つの緩和を示し、10 kHz 付近に-

緩和が現れる。しかし、時間経過に伴って、

-緩和の強度（）は急速に減少し、また

高周波側に移動している。 

 

図１未損傷赤血球とゴーストの誘電スペクトル 

 

ゴーストを１％グルタールアルデヒド

（0-4 ℃）で固定すると、スペクトルは室温

で安定となり、-緩和が正確に観測できるよ

うになる。（グルタールアルデヒドは細胞の

誘電スペクトルにほとんど影響を与えな

い。） 

つぎに、媒質のイオン強度を上げて（15 mM 

NaCl）、異なる温度で一時間インキュベーシ

ョンしたのち、ゴーストを固定して、スペク

トルを測定した。この条件では穴のサイズは

温度と共に縮小することが知られている。こ

の結果、-緩和と-緩和の特性周波数比(fc2/ 

fc1)は温度と共に低周波側にシフトし、緩和

強度比(2/1)は温度に依らずに、１に近い

値を示した(図 2)。 



 

図２ 緩和強度比、特性周波数比 vs.ゴースト処理温度 

また、ゴーストを固定した後、媒質の導電

率を変えた場合、-緩和と-緩和の特性周波

数の比(fc2/fc1)は一定に保たれ、-緩和と-

緩和の緩和強度比(2/1)は、ほぼ１となっ

た（図 3）。 

 

図 3 緩和強度比、特性周波数比 vs. 媒質の導電率 

つぎに、１個の穴が開いた球形細胞モデル

で誘電スペクトルの数値計算を行った（図 4）。 

 

図４ 誘電スペクトルの数値計算 

計算結果をまとめると、（1）穴の半径が 200 

nm 以下では（図 4a）、-緩和と-緩和の緩

和強度比は１となる。穴が複数存在するとき

には、緩和強度比が１以下となる。また、-

緩和に対する-緩和の特性周波数比は穴の

半径に比例する。これらの関係は媒質の導電

率に依らない。（２）穴の半径が 500 nm 以上

では（図 4b）、-緩和に対する-緩和の緩和

強度比は穴の半径の増加に伴って減少し、-

緩和の特性周波数は高周波側に移動する。 

この誘電スペクトルの計算結果を踏まえ

て、測定結果を見ると、緩和強度比がほぼ１

であることから、各ゴーストに穴が一個存在

することが分かる。低イオン強度溶液中では、

特性周波数比が増加し、緩和強度比が減少す

ることから、穴は広がり 500 nm 以上になる

ことを示している。同様の条件で穴が光学顕

微鏡で観測できるような大きさになること

はすでに報告されている。イオン強度を上げ

た場合に、特性周波数比が減少することは、

穴のサイズが縮小していることを示してい

る。生理的な塩類溶液中では、穴の縮小、修

復が起こることはよく知られている。理論計

算により得た特性周波数比と穴の半径の関

係を用いて、測定結果から穴の半径を求める

ことができる。ゴースト調製（0.1 mM EDYA

を含む 5 mM リン酸緩衝液中、0-4 ℃）の直

後では、穴の半径は 30-50 nm と見積もられた。 

以上の結果は、誘電スペクトルスコピーを

用いて、細胞膜に開いた穴の数とサイズの見

積もりが可能であることを示している。誘電

スペクトロスコピーは簡便、高速、非侵襲測

定であることから、細胞膜損傷と修復のモニ

ターに適した方法である。 
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