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研究成果の概要（和文）：創薬において、新規薬剤候補の心臓へ与える影響を評価するためには、心筋細胞を利
用して拍動パターンの解析が必須となっている。本研究では、生細胞を対象に、非接触かつ多機能な観察が可能
である走査型電気化学顕微鏡(SECM)を利用して、心筋細胞の動きやエネルギー代謝を一細胞レベルで解析可能な
システムを開発した。特に、SECMのプローブであるマイクロ電極先端に、DNA足場として二種類の酵素を固定化
することで局所におけるグルコース濃度測定を実現し、細胞レベルでのグルコース消費評価の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Analysis of cardiac action potential is currently used to evaluate the 
pharmacological and toxicological properties of drugs. In this study, we developed a SECM system for
 analyzing contraction kinetics and energy metabolisms in cardiomyocytes. To analyze a glucose 
consumption in living cells, multiple enzymes were immobilized on a microelectrode surface by 
attachment at the termini of various double strands DNA. The enzyme immobilized microelectrode could
 be used for imaging glucose distributed in a local area.

研究分野： 生物電気化学
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１．研究開始当初の背景 
心臓は規則的に収縮し全身に血液を循環

することで生命を維持している。そのため、
心臓に対する生理活性物質の薬理作用や毒
性の評価は極めて重要である。特に、薬剤の
副作用として、主薬効に関係無く心臓の活動
電位持続時間の延長(QT 延長) を引き起こす
ことがあり、心臓の拍動に薬剤が与える影響
を評価する安全性試験は創薬に欠かせない
ものとなっている。心臓に対する毒性や薬理
作用は、心筋細胞もしくはイオンチャネルを
発現させたモデル細胞を対象に、アレイ電極
基板やパッチクランプを用いて電位変化を
記録して評価することが多い。特に、生体よ
り取り出された初代心筋細胞は、生体臓器に
近い機能を持つことから極めて有効である。
しかしながら、心筋細胞以外の細胞を完全に
取り除くことは難しく、定量的な評価ができ
ない場合があった。また、細胞活性など拍動
パターン以外を同時に解析することも難し
かった。 
走査型電気化学顕微鏡（SECM）はマイク

ロ電極をプローブとして、局所領域における
電気化学反応を検出・誘起することが可能な
システムであり、細胞近傍の酸素濃度の検出
をはじめ、細胞形状、膜透過性などの解析に
活用した報告もなされている。さらに、プロ
ーブと細胞が数m 離れていても測定可能で
あるため、細胞に障害を与えることなく観察
できる。ところが、プローブの位置や温度に
よる誤差などを補正する技術が必要とされ、
従来の SECM も他の細胞評価法と同じく連
続して細胞を観察することは困難な場合が
あった。我々はこの問題点を解決するために、
独自の自動化測定技術と、温度制御技術を開
発し、一細胞を長時間連続して測定可能なシ
ステムを開発してきた。一方、電極表面に酵
素を固定化することで、グルコースなどを測
定可能なセンサーが開発されている。これを
マイクロ電極に応用することで、細胞が消費
する生理活性物質などの定量が期待できる
が、マイクロ電極は電極表面積が極めて小さ
いことから酵素の固定化が難しく、電流応答
も小さいことから酵素固定化マイクロ電極
はほとんど開発されてこなかった。 

 
２．研究の目的 
初代心筋細胞中において、細胞を選択して

評価できれば、夾雑細胞(心筋繊維芽細胞な
ど)の影響を低減し、データの再現性の向上が
期待できる。また、電気化学測定を利用する
ことで同じサンプルを対象に拍動パターン
だけではなく、酸素消費などの解析も期待で
きる。そこで、本研究では、心筋細胞の細胞
動態を観察することを目的に、これまで開発
してきた SECM システムとその周辺技術に
改良を加えた新規な細胞評価技術と、その解
析システムを開発する(図 1)。特に、細胞活
性をより詳細に解析するために、酵素をマイ
クロ電極先端に選択的に固定化し、細胞レベ

ルでグルコースなどの生理活性物質の消費
や産生を評価可能な技術の構築を目指す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
心筋細胞の細胞動態を電気化学的に測定す
るために、培養環境をSECM観察下で再現し、
さらに心筋細胞に適した新たな細胞評価技
術を確立する。初めに、一定間隔で拍動する
心筋細胞の動きを対象とした評価系を開発
する。ここでは、心筋細胞の直上に接触する
ことなく高精度に電極を配置し、微小電流を
高速サンプリングすることで拍動に伴う細
胞形状変化を解析する。続いて、細胞レベル
でグルコースなどの生理活性物質の消費や
産生を評価するために、特定分子を定量可能
なマイクロ電極を開発する。ここでは、マイ
クロ電極先端に選択的に複数の酵素を固定
化して、電流応答で評価する。 
 
(1) 心筋細胞の拍動パターンの解析 
SECM のプローブであるマイクロ電極の電

流値は対象との距離に依存する。特に、親水
性の電気化学活性種(Med)を添加した溶液中
では、細胞形状の変化を測定可能である。
SECM を利用して、心筋細胞の薬剤添加時の応
答を測定するために、心筋細胞の自律拍動を
維持しつつ、Med 存在下で電気化学測定可能
な培地を開発する。さらに、顕微鏡のステー
ジ上で培養条件を維持するために、温度など
を高精度に制御する機構を SECM システムに
導入する。 
心筋細胞の収縮・弛緩はイオンチャネルの

開閉が引き起こしている。従って収縮強度や
収縮や弛緩時の速度を解析することで、イオ
ンチャネルと薬剤との相互作用を見積もり、
毒性や薬理作用などを評価できる。ここでは、
電流応答として得られた拍動パターンから、
ピークを検出して拍動周期を解析し、さらに
波形を平均化する解析ソフトウェアを開発
する。この結果を利用して、収縮・弛緩速度
と形状変化量（収縮強度）を計算する。 
 
 



(2) 酵素固定化マイクロ電極の開発 
心筋細胞では低酸素状態や薬剤の作用に

よりTCA回路が阻害されると嫌気性解糖によ
り乳酸が生成して代謝性アシドーシスが誘
導される。しかしながら、一細胞レベルでグ
ルコースや乳酸などの代謝活性を測定する
ことは極めて困難である。細胞近傍のグルコ
ースなどの生理活性物質の濃度変化を測定
することは、代謝活性の評価につながる。そ
こで、グルコースを測定可能な酵素センサー
技術を応用して、マイクロ電極先端に DNA を
足場として酵素を固定化することで、局所に
おけるグルコースを測定可能なマイクロ電
極を開発する。 
 
４． 研究成果 
(1) 心筋細胞の拍動パターンの解析 
心筋細胞の動きと酸素消費を同一細胞で

評価可能なシステムを開発した。具体的には、
細胞と同程度のサイズ(10 μm)の針状の Pt
ディスク電極を作製し、細胞接着面と垂直方
向に電極を走査しながら電流を記録するア
プローチカーブ測定を利用して、細胞に触れ
ることなく細胞直上1－10 μmの位置に正確
に配置するシステムを構築した。また、培養
条件を含めて自律拍動するラット由来初代
心筋細胞を評価するために最適化した。さら
に、細胞近傍に配置した電極で観察される微
小電流を高速サンプリングすることで、細胞
の収縮、弛緩に伴う拍動パターンを電流応答
としてリアルタイム測定した。同じ電極を利
用して酸素の還元電流を測定することで、培
養心筋細胞の細胞群を対象とした酸素消費
速度を測定可能なシステムを開発した。 
拍動の動きと酸素消費の測定を連続して

行うことで、同一細胞群を対象として心筋細
胞の拍動に伴う動きと酸素消費の評価が可
能となった。開発したシステムを用いて、実
際に使われている薬剤を添加した時の細胞
動態を測定し、強心剤の薬理作用評価への応
用が可能であることを示した。 
 
(2) 酵素固定化マイクロ電極の開発 
細胞レベルでグルコースなどの生理活性

物質の消費や産生を評価するために、二種類
の酵素をマイクロ電極表面に選択的に固定
化した酵素固定化マイクロ電極を開発した。
これまでにも、電極表面に酵素を固定化する
ことで、グルコースや乳酸濃度を測定可能な
センサーが開発されているが、マイクロ電極
では電極表面積が極めて小さいことから酵
素の固定化が難しく、電流応答も小さいこと
から細胞近傍の生理活性物質の濃度変化を
リアルタイムで測定することは困難であっ
た。一方、二種類の酵素の連続反応を利用す
ると酵素センサーのシグナルが向上するこ
とが報告されていた。そこで、DNA を酵素固
定化の足場として利用することで、マイクロ
電極先端に二種類の酵素を、位置や距離を制
御して固定化し、連続反応を最適化する方法

を開発した(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
酵素の固定化にDNAを足場として利用する

ことで、酵素と電極表面との物理的接触を抑
制して固定化状態を改善した（図 3、足場有-
架橋無）。また、固定化状態を安定化するた
めに、足場となる DNA として架橋型 DNA（引
用文献①）を利用した。DNA 二本鎖と同じ配
列の架橋型DNAを足場として酵素を固定化し、
電流応答を比較すると、架橋型 DNA を足場と
して利用した電極で電流応答が増加した。こ
のことから、架橋型 DNA が熱などによる変性
を抑制して固定化状態を安定化しているこ
とが示された（図 3、架橋無-架橋有）。さら
に、足場となる DNA 配列を変えることで、二
種類の酵素の距離や電極との位置関係をナ
ノスケールで制御し、二種類の酵素の連続す
る反応を最適化できることを示した(図 3、酵
素配置を制御①-②)。最適な足場 DNA を利用
することでグルコース濃度の変化を電流応
答としてリアルタイムで測定可能な酵素マ
イクロ電極を構築できた。 
酵素固定化マイクロ電極と SECM を統合す

ることで、グルコースの局所濃度変化のイメ
ージングを実現し、細胞レベルでのグルコー
ス消費の評価の可能性を示した。 
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図2 架橋型DNAを利用したマイクロ電極
表面への酵素の配列固定
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