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研究成果の概要（和文）：　本研究では、まず第1に、細胞内情報伝達反応の新規な可視化法を開発することを目的と
した。表面プラズモン共鳴イメージング法を用いることにより、細胞膜受容体へのアゴニスト刺激によって細胞内のPK
Cが細胞膜へトランスロケーションする情報伝達過程をモニタリングできることを明らかにできた。
　次いで、既知及び新規の可視化法を用いて、電気刺激による細胞内情報伝達反応の変化を観察し、その制御を実現す
ることを第2の目的とした。印加電圧と時間幅を変えられるナノ秒パルス発生装置を自作し、Ca2+感受性蛍光タンパク
質を発現した神経モデル細胞を用い、細胞内のCa2+濃度変化を誘起できるパルス条件を検討することができた。

研究成果の概要（英文）： In this research project, the 1st purpose was set at development of a novel 
visualization method for intracellular signal transduction. It was found that surface plasmon resonance 
imaging technique was applicable to visualize translocation of protein kinase C (PKC) from cytosol region 
to membrane region upon agonist stimulation for several membrane receptors.
 The 2nd purpose of this research was to clarify the condition of electrical control of cellular 
functions with conventional and new visualization method for intracellular signal transduction. We have 
prepared the nanosecond electric pulse generator by ourselves to apply the electric stimulation to the 
Yellow Cameleon gene-expressed neural model cell. We could consider the suitable conditions to induce the 
intracellular Ca2+ concentration change.

研究分野： 細胞機能工学

キーワード： 細胞内情報伝達　イメージング　2次元SPR　電気刺激制御　ナノ秒パルス　細胞内Ca2+濃度　Yellow Ca
meleon　トランスロケーション
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１．研究開始当初の背景 
細胞への電気効果の研究とその応用例

としては、高電圧パルスの印加による細

胞融合と電気穿孔による遺伝子導入が良

く知られている。また、動物細胞に対し

て１kV/cm 以下の電圧を印加しても細胞

膜は破壊されないが、細胞内における ATP

合成や蛋白質の合成の促進、また骨細胞

の分裂促進、神経細胞の突起伸長などが

誘起されることが盛んに研究されてきた。

本申請の連携研究者である須加は、1～

10kV/cm の高電圧の印加によって生じる

細胞膜の部分的、一時的絶縁破壊現象を

利用して、微生物細胞への効率的な遺伝

子導入や細胞内蛋白質の放出に取り組ん

できた。申請代表者の篠原は、1988 年ご

ろより、電極基板上で動物株化細胞を培

養して、0.4～1.0V 程度の直流電場を印加

すると、培養動物細胞の形態変化、増殖

抑制や死滅誘導、さらには細胞における

蛋白質の生産能、外分泌能が変わること

などを明らかにしてきた。またその後、

東工大の小畠博士らにより 10Hz, 振幅

0.3V のサイン波の印加でグリア細胞から

のNGF分泌が促進されることが報じられ、

Ca2+イオンの細胞内流入によるプロテイ

ンキナーゼ C (PKC)の活性化の関わりが

示唆された。さらに最近では、南カリフ

ォルニア大の Craviso 教授らが、数十ｋ

V/cm の高電圧を電気穿孔の時よりもずっ

と短いナノ秒パルスで印加し、ウシ副腎

クロマフィン細胞の L-型 Ca2+チャネルを

開かせ、細胞内 Ca2+の上昇に伴うカテコ

ールアミン放出を誘起できる例を報告し

ている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、最近の GFP 技術を用いた細

胞内情報伝達の可視化や、申請者たちが世

界に先駆けて研究している2次元表面プラ

ズモン共鳴（SPR）イメージング装置を用

いた細胞内部におけるタンパク質トラン

スロケーションの可視化を駆使すること

により、細胞内の情報伝達をリアルタイム

モニタリングしながら、電気刺激が細胞に

与える効果を直接観察し、考察する事にし

た。そしてこの実験結果より、種々の細胞

内で起こる情報伝達過程を効果的に電気

制御し得る条件を明らかにすることを目

的とした。 

Ca2+感受性蛍光タンパク質を用いた蛍

光観察や高解像度 2 次元 SPR イメージン

グにより、細胞内の情報伝達を直接、長

時間安定に可視化観察しながら、電気刺

激がどのような過程に影響しているのか

を検討して、効果的な電気制御条件を明

らかにしようとする実験戦略は、国内外

を通して独創的と言える。 

 
３．研究の方法 

われわれは、細胞内情報伝達系として細

胞内 Ca2+濃度の変化とプロテインキナーゼ

C(PKC)の活性化に着目し、従来法より安定

に細胞内情報伝達過程を可視化できる方法

を用いて、電気刺激が及ぼす効果をその場

でリアルタイム評価することを思い立った。 

そこで、平成 26 年度はまず、われわれ

が世界に先導して研究を進めている 2 次元

表面プラズモン共鳴イメージングにより、

いくつかの培養動物細胞の細胞膜受容体を

アゴニスト刺激した際に生じる細胞質から

細胞膜近傍への PKC のトランスロケーショ

ン反応を細胞底部の屈折率変化として観察

できることをより多く実証する実験を行っ

た。用いた装置の外観を図 1に示す。 

 

 

 

 

 

 

 図 1 細胞内反応観察用 SPR イメージング装置 



また、近年、Ca2+流入を引き起こし、PKC

の活性化を誘導する電気刺激としてナノ秒

パルスが注目されていることから、印加電

圧、時間幅を調整できるナノ秒パルス発生

装置を自作し、Ca2+感受性蛍光タンパク質で

ある Yellow Cameleon の遺伝子を導入、発

現させた神経モデル細胞へのナノ秒電気パ

ルス刺激を行い、細胞内 Ca2+濃度変化を

FRET 顕微鏡観察した。 

平成 27 年度には、遺伝子導入により強

制発現した細胞膜受容体や細胞の分化に伴

い発現する受容体に対しても薬物刺激が信

号伝達経路の下流にある PKC のトランスロ

ケーションが観察できるかどうかの検討を

行った。 

さらにいくつかの印加電圧、時間幅でナ

ノ秒パルスを発生できるよう装置を改良し、

細胞内 Ca2+濃度を効果的に変化させ得るパ

ルス条件を検討した。用いた実験システム

を模式的に図 2に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
４．研究成果 

 平成 26 年度には、細胞内情報伝達反応の

新規な可視化法として、表面プラズモン共鳴

（SPR）イメージング法の応用を進めた。神

経系、免疫系、内分泌系始め、種々の動物組

織由来株化細胞を金薄膜でできたセンサチ

ップ上で培養し、細胞膜に発現している受容

体に対してアゴニストとなる薬物で刺激し

た際の細胞内情報伝達反応として、細胞質か

ら細胞膜近傍へのPKCのトランスロケーショ

ンが起こる系を屈折率変化として観察でき

ることを明らかにできた。また、Yellow 

Cameleon を発現した神経モデル細胞へのナ

ノ秒電気パルスの印加によって、細胞内 Ca2+

濃度変化を誘起できることを明らかにした。 

 平成 27 年度には、SPR イメージングシステ

ムをもちいて、幹細胞の神経細胞への分化に

伴う薬物刺激応答の変化を観察する事によ

り、分化判定を行えることを明らかにした。

その一例として、マウスの幹細胞モデルであ

るP19細胞をレチノイン酸処理と培養基板へ

の接着制御により未成熟ニューロンへと分

化した際の GABA 刺激時の SPR 応答を図 3 に

示す。未分化細胞では、GABA 刺激しても SPR

応答としての反射光強度はまったく変わら

ないが、未成熟ニューロンに分化した後では、

GABA 刺激により、個々の細胞領域で反射光強

度の上昇を示し、GABA 受容体が発現している

ことを示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

こうした成果は、今後の幹細胞の分化誘導

利用時に、非破壊で個々の細胞を分化判定で

きる極めて有用な技術と期待できる。 

また、強制的に細胞膜受容体を発現した細

胞での薬物刺激応答観察により、細胞膜受容

体間の相互作用解析にも成功した。 

図 3 個々の幹細胞の GABA 刺激応答の
SPR 観測によるニューロンへの分化判定 

図２ ナノ秒パルス印加下での細胞内
Ca2+モニタリングシステム 



さらに、ナノ秒パルスの電圧値と時間幅の

制御により、図 4に示すような細胞内への一

過性の Ca2+流入を誘起できる可能性を示すこ

とができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 しかし最終的に期待していたナノ秒パル

ス印加下でのSPRイメージング法による細胞

内情報伝達タンパク質の移動観察にまでは

時間が足りなかった点が残念だが、今後予期

した通りの成果が得られるものと考え、実験

を進めている。 

本研究で示されたように可視化される細

胞内情報伝達反応を指標として、その制御を

可能とする電気刺激条件を明らかにする戦

略は今後の新しい細胞機能制御法、治療法と

して発展が期待できよう。 
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