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研究成果の概要（和文）：　本研究では、培養細胞の高解像度２次元ＳＰＲイメージング観察、および交流電場下での
配向状態の顕微鏡観察法（電界配向法）により、リアルタイムに個々の細胞の活性化状態や生死状態を判別する新規な
バイオセンシング法を確立できた。
　開発した細胞応答観察法は、一切プローブ分子を要することなく、生理活性物質や薬物、毒物の簡便で、検出能の高
いバイオセンシングを実現できた。今後もそのメリットを活かせる細胞を用いた薬物作用スクリーニングが重要な医薬
品開発分野や、細胞の識別や分化判定が重要な細胞組織工学などの分野への応用を継続研究する計画である。

研究成果の概要（英文）： In this research, novel cell-based biosensing system with a high resolution of tw
o dimensional surface plasmon resonance (2D-SPR) imager was developed. Response of some neural or endocrin
e cells which were adhered on an Au chip to agonist stimulation was successfully observed by the reflectio
n intensity change in the individual cell regions with the 2D-SPR imager at real-time. It was further demo
nstrated that the cell response in 2D-SPR imaging to agonist stimulation might be based on intracellular r
ecruitment of signal transduction proteins such as PKC to cell membrane. 
Furthermore, we have found that the electro-orientation of cells such as cylinder-like cells such as fissi
on yeast under high frequency AC electric field clearly depended on the cell viability. 
These results suggested future wide applications of label-free cell-based biosensing with 2D-SPR imaging m
ethod or electro-orientation observation method to drug screening, cell state evaluation, cell recognition
 and so on.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景  
培養動物細胞の生理活性物質や薬物に対す

る応答観測は、その細胞における情報変換メ
カニズムの解明はもちろん、細胞を用いた生
理活性物質や薬物の作用評価やスクリーニン
グに極めて有効である。従来、こうした動物
細胞の生化学的刺激応答の観測には、Fura2 
などの蛍光指示薬をプローブに用いて細胞内
Ca2+濃度の変化や細胞膜電位変化を可視化・
定量する方法や、刺激に応じて細胞から培養
液中に放出された情報伝達物質をHPLC 等で
検出・定量する方法などが良く用いられてい
るが、操作が煩雑で、時間がかかるなど、よ
り迅速で簡便な観測・観察法が求められてい
る。このような中、研究代表者の篠原は、神
経系の株化細胞から放出される情報物質を酵
素反応により発光反応に導き、リアルタイム
にしかも高感度に検出する酵素発光法を開発
し、細胞集団の薬物刺激応答を迅速簡便に観
測評価することを可能にしてきた。 
また、近年のＥＳ細胞やiＰＳ細胞の研究

進展により、再生医療の急速な進展が期待さ
れているが、こうした多能性万能細胞を、期
待するそれぞれの標的細胞に分化させるた
めの生体因子や化学物質、環境条件の検討は、
まだまだこれからである。この細胞の分化状
態を調べるにも従来のような免疫染色法や
ｍＲＮＡの分析では、細胞が生きたまま行う
ことは難しい。そこで、分化に伴う薬物刺激
応答性の変化を、プローブ試薬を用いること
なく、単一細胞レベルで迅速簡便に観測する
ことができれば、その観察した細胞の分化度
を生きたまま容易に評価できることになり、
その後その細胞をそのまま利用することも
可能となると期待できる。 
一方、最近、これまで抗原-抗体反応やＤＮ

Ａのハイブリダイゼーションの検出に用いら
れてきた表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）測定
法を用いて、金チップ表面に接着固定した肥
満細胞（アレルゲン応答に関与する免疫系細
胞）を抗体感作後アレルゲン刺激した際の細
胞応答をＳＰＲシグナルの変化として観測で
きることが明らかとなり、細胞膜の内側で起
こる動的反応を観測できる見込が出てきた。
しかしこれまでのＳＰＲ測定装置は、数多く
の細胞の応答シグナルを合わせたものを時間
的に観測することはできても、個々の細胞の
応答を別々に観測することはできなかった。
またすでに市販の一般的な2 次元ＳＰＲイメ
ージング装置を用いても、解像度不足から10
～20μm の個々の細胞領域のＳＰＲシグナル
観測は不可能である。 
こうした中、申請者らは、拡大レンズを装

着して改良された高解像度の２次元ＳＰＲイ
メージング装置を用いれば、金チップ表面上
に接着した種々の動物細胞の刺激応答を一個
一個別々にしかも同時にＳＰＲイメージング
できるものと発想し、まず金チップ上で培養
した肥満細胞のアレルゲン刺激に伴う脱顆粒
応答をリアルタイムにＳＰＲイメージングで

きるかどうか実験したところ、世界で初めて、
個々の肥満細胞のアレルゲン応答をＳＰＲイ
メージング化することに成功し、国際学会で
発表するまでに至った。 
さらに最近、電極基板上での動物細胞の接

着性や増殖挙動、また薬物刺激に対する応答
を、細胞集団が接する電極界面のインピーダ
ンス測定により検討する研究が進み、やはり
プローブ試薬の要らない細胞応答観察法とし
て注目され、測定装置も市販されるまでにな
っていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の背景を基に、第 1の目
的として、高解像度の２次元ＳＰＲイメージ
ング法を用いて、一切蛍光色素や蛍光タンパ
ク質などのプローブ分子を用いることなく、
様々な生理活性物質や薬物の投与刺激に対
する株化動物細胞内で起こる動的反応を単
一細胞レベルでリアルタイム観察すること
のできる新規な細胞応答観察法を開拓し、薬
物の識別、定量、さらには異種細胞の選別、
細胞の分化評価などに応用できるバイオセ
ンシング法に発展させることを目指した。 
 また、第２の目的として、生細胞と死細胞
の細胞内誘電率の変化に着目し、培養細胞の
交流電場下での配向状態を顕微鏡観察する
という大変簡単な方法（電界配向法）で、染
色試薬を一切用いることなくリアルタイム
に生細胞と死細胞を１個１個判別し、生存率
を解析できることを明らかにし、さらに薬剤
の細胞への毒性作用を評価するのに応用で
きることを示すことを目的とした。 

このような一切プローブ分子を要しない
細胞の薬物刺激応答のリアルタイム観察法
や細胞のリアルタイム生死判定法の開発は、
今後の薬物作用スクリーニングが重要な医
薬品開発分野や、細胞の分化判定が重要な
細胞組織工学などの分野に大きく寄与する
ものと期待できる。 

 
３．研究の方法 
生理活性物質や薬物による刺激によって

引き起こされる細胞内反応を考慮し、神経系
や内分泌系の細胞を選んだ。図１に示す高解
像度の２次元ＳＰＲ装置を用いて、もともと
細胞を活性化することが知られている生理
活性物質や薬物を投与した際の株化動物細
胞の応答を観察し、従来の知見と合わせて、
一体どのような細胞内の動的反応を観測す
ることができるのかを検討した。 
次いで、一個一個の細胞応答のマルチ同時

観測・解析に基づく細胞膜受容体に作用する
アゴニスト（活性化剤）やアンタゴニスト（阻
害剤）のセンシングを試みた。また、選択的
薬物応答を利用する標的細胞の選別も試み
た。さらには、細胞分化に伴う受容体の発現
に着目して、分化マーカーとなる受容体に対
するアゴニスト刺激時のSPR応答から分化評
価の可能性も検討した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ２次元 SPR装置による細胞応答観察系 
 
第２の目的に対しては、交流電界下で、分

裂酵母の生細胞と死細胞が印加周波数に依
存して異なる配向方向を示すことを観察で
きるよう、透明電極をごく薄いスペーサーを
挟んで並行に配置し、その間に細胞懸濁液を
入れて交流印加下で顕微鏡観察するシステ
ム（図２）を開発した。さらに、抗菌薬など
の分裂酵母細胞への殺菌作用をリアルタイ
ムに評価できるか検討した 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 交流印加下の細胞の電界配向観察系 
 
４．研究成果 
３年度に渡り、掲げた目的に対応して、十

分な研究成果を上げることができた。 
 

【平成23年度】 
① 免疫系細胞株の薬物刺激応答の２次元Ｓ
ＰＲイメージング観察を実現した。 
免疫系細胞株として、ラットの肥満細胞モ

デルであるRBL-2H３細胞を用い、IgE刺激や、
IgE感作後の抗原刺激を行い、その細胞応答を
２次元SPRイメージャーで観察した。その結果、
細胞領域の反射強度がigEや抗原の濃度に依
存して増加し、従来法よりも迅速、簡便でし
かも検出限界も勝る抗体や抗原のセンシング
が可能であることを示せた。また、内分泌系
細胞株として、ラットの副腎髄質由来褐色腫
瘍細胞であるPC12細胞を用い、そのK＋刺激応
答を２次元SPR観察の反射光強度の増加とし
て、しかも個々の細胞ごとに観察できること
を示し、応答強度や細胞の応答率から、刺激
薬物のセンシングが可能であることを明らか
にできた。 
② ２次元SPRイメージングで可視化される

細胞内反応へのPKCの関与を明らかにした。 
薬物刺激によって細胞内で引き起こされる

PKC（プロテインキナーゼC)の細胞膜近傍への
トランスロケーションに着目し、RBL-2H3細胞、
PC12細胞いずれもPKCを直接活性化するホル
ボールエステルでの刺激を試みた。その結果、
確かにほとんどの細胞領域で予期した反射光
強度のゆっくりとした上昇が観察された。ま
た、PKC阻害剤であるスタウロスポリンで前処
理をしておくと、ホルボールエステル刺激に
よる細胞領域の反射光強度の増加が大きく抑
制されることも明らかにできた。2次元SPRは
金チップ上に接着した細胞内でのPKCの細胞
質から底面の細胞膜近傍へのトランスロケー
ションを観ている可能性が大きく支持された。 
③ インピーダンス測定により非染色で細胞
生存率の簡便評価が可能であることを示した。 
酵母をモデル真核細胞として用い、平板電

極間でのインピーダンス測定により、培養液
に懸濁した細胞のキャパシタンスを測定した
ところ、細胞生存率との相関が明らかとなり、
非染色で細胞の生死評価に応用できる可能性
が示せた。 
 

【平成 24 年度】 
① 内分泌系動物細胞株で、ラット副腎髄質
褐色腫瘍細胞由来のPC12細胞を用いて、その
細胞膜上のニコチン性アセチルコリン受容体
あるいはムスカリン性アセチルコリン受容体
に対するアゴニストで刺激した際の細胞応答
を２次元SPRで個々の細胞ごとに観察できる
ことを示した。図3に観測例を示すが、その応
答強度の変化や細胞の応答率から、蛍光試薬
などのプローブを一切用いることなく、それ
らの薬物の迅速で簡便な検出、定量が可能で
あることを明らかにした。また受容体アンタ
ゴニストの存在下では、アゴニスト刺激によ
るSPR応答の抑制が観察され、アゴニストの作
用評価への応用も可能であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3 薬物刺激時の細胞のSPR応答の観測例：
nACh受容体アゴニストであるDMPPで刺激した
際の2次元SPRイメージング観察した個々の
PC12細胞の反射光強度（SPR応答）の変化 
 
② また、上記の２次元SPRイメージングで可
視化される薬物刺激に伴う細胞内反応として 
プロテインキナーゼC（PKC）の細胞膜近傍へ
のトランスロケーションに着目し、PKC阻害剤
共存下では、薬物刺激応答が抑制される結果



から、SPR応答観察原理としてやはりPKCを始
めとする情報伝達タンパク質のトランスロケ
ーションの関与が極めて高いことを明らかで
きた。 
③ 平板電極間に長短比の大きな(楕円状の)
分裂酵母の懸濁液を入れ、交流電界を印加し
た場合、高周波(5MHz以上)では生細胞は電界
に平行に配向するが、死細胞は平行な配向を
取れないことから、これも全く新規なプロー
ブ分子を要しないシンプルな培養細胞の生死
判定法となることを発明した(特許出願)。   
また、抗真菌薬を投与後の細胞の生死判定

を電界配向状態より簡便にモニターできるこ
とを示すことができ、その細胞生存率と細胞
の配向率との相関から、培養細胞系での非標
識での薬物作用評価法として応用できること
を明らかにした。 
④ さらに、デジタルホログラフィック顕微
鏡を用いる動物細胞の精密な形態観察、特に
細胞高さの簡便精密観測により受容体アゴニ
ストの検出や定量に応用できる可能性示した。
この方法も全く新しい、しかもプローブ試薬
を必要としない簡便な薬物作用評価法として
期待できる。 
 
【平成25年度】 
① 神経系細胞株としてラットグリオーマ
由来の C6 細胞を用い、また、神経内分泌系
の株化細胞として、ラット下垂体腫瘍由来の
GH3 細胞を用いて、その細胞膜受容体に対す
るアゴニスト刺激した際の細胞内反応を2次
元 SPR イメージング観測した。グルタミン酸
受容体に対するアゴニストのセンシング、ま
た、甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（TRH）
のセンシングを 2次元 SPR応答の観察から実
現できた。またこれらの SPR 応答にも、PKC
のトランスロケーションの関与が示された。 
② また、GH3 細胞と異種細胞を混合した共
培養系で、TRH 刺激時の細胞応答を SPR 観察
することにより、GH3 細胞を選択的に識別で
きることを示せた。 
③ さらに、NGF 添加に伴う PC12 細胞の末梢
神経様細胞への分化の進行をムスカリン刺
激時のSPR応答の増加から評価できる可能性
を示し、非侵襲の新しい分化評価法として応
用できる可能性を示せた。 
④ 分裂酵母以外にも長短比の大きな乳酸
菌などの微生物細胞について、高周波域での
電界配向観察により、生死判定を実現できる
ことが示せた。蛍光試薬等を一切用いないで、
簡便、迅速に生細胞を選別してそのまま利用
できる道を開けたと考えている。 
  
 以上の研究成果より、研究課題名の通り、
プローブ分子を一切用いることなく、リアル
タイムに細胞内タンパク質移動や細胞配向
を観察する方法を開発することができ、生理
活性物質や薬物、毒物の簡便で、検出能の高
いバイオセンシングを実現できた。今後、そ
のメリットを活かした新規な細胞の生死判

定法、活性評価法、細胞選別法、分化評価法
などとして一層発展を図る計画である。 
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