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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新しい細胞イメージング法を確立することを目的として、oxonol系色素のス
クリーニングを行った。孵卵8－9日の鶏胚脳幹から分離細胞を作成し、外液 high K+ solutionに対する脱分極応答を
蛍光変化として測定した。スクリーニングを行った全ての色素において明瞭な光学的シグナルが測定され、本研究の結
果から、oxonol系色素は細胞レベルでの光学イメージングに有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the suitability of voltage-sensitive oxonol dyes for optical imaging 
at the single-cell level. We screened four oxonol dyes in dissociated cells from 8-9 day-old embryonic 
chick brainstems. Voltage-related fluorescent changes in response to the perfusion of a high-K+ solution 
were measured using a cooled CCD camera. Clear optical responses were detected with every dye, suggesting 
the potential utility of the oxonol dye in optical imaging of voltage changes at the single-cell level.

研究分野： 生理学
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１．研究開始当初の背景 
	 高等動物の中枢神経機能は、ニューロン間
の機能的連絡のシステム化、すなわち回路網
の問題と認識されるようになってきている。
この機能的システムとしての中枢神経系を
解析する際、これまでは微小電極を用いた電
気生理学的測定法が主流であった。しかし、
電気生理学的測定法では、多数のニューロン
により構成される神経回路網の活動状態を
ダイナミックにとらえるのには限界があっ
た。 
	 このような状況下で、電気生理学的測定法
の適用限界を打ち破る測定方法として、ニュ
ーロン電位活動の光学的測定法が開発され、
神経活動のイメージング法として広く用い
られている（文献 1）。この方法は、膜電位感
受性色素で細胞を染色し、膜電位の変化に応
じてその色素が示す吸光や蛍光の変化を光
学的に計測するものである。  
	 膜電位感受性色素には、fast-response dye
と slow-response dyeとがある（文献 1）。神
経活動の光学的測定では、fast-response dye
が用いられ、活動電位やシナプス後電位など
の速い時間経過の電位変化が測定されてい
る。しかし、この色素を用いた測定では、光
学的変化が非常に小さいために、single cell
レベルでの応答を加算なしに検出するのは
ほ と ん ど 不 可 能 で あ っ た 。 一 方
slow-response dyeとしては、diS-C3(5)など
のシアニン系色素が知られているが、
diS-C3(5)は、応答時間が秒のオーダーと遅く、
また色素縣濁液中で測定が行われるため、活
動電位のような速い電位活動の測定には不
向きである。 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では、diS-C3(5)と化学構造が類似し
ている DiBAC4(3)、DiBAC4(5)といった
oxonol 系色素に着目し、fast-response dye
と slow-response dyeのそれぞれの欠点を克
服し、かつ利点を併せ持った新しい細胞イメ
ージング法を開発することを目的とする。 
	 
３．研究の方法	 
(1) 動物の取り扱い 
本研究の実施においては、関東学院大学生

物研究倫理委員会の承認を得、「動物実験の
飼育及び保管等に関する基準」（総理府告示
第6号、1980年）を遵守した。ニワトリ（White 
Leghorn）の受精卵は、白石動物（埼玉）お
よび日本生物材料センター（東京）より入手
した。 
 
(2) 色素 
実 験 に 用 い た 色 素 は 、 oxonol 系 の

DiBAC4(3) [Bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) 
trimethine oxonol] 、 DiBAC4(5) 
[Bis-(1,3-dibutylbarbituric acid) 
pentamethine oxonol] 、 DiSBAC2(3) 
[Bis-(1,3-diethylthiobarbituric acid) 

trimethine oxonol] 、 DiSBAC2(5) 
[Bis-(1,3-diethylthiobarbituric acid) 
pentamethine oxonol]である。色素の構造式
を図 1に示す。 

DiBAC4(3)はMolecular Probes (Eugene, 
OR, USA)、その他の色素は AnaSpec Inc. 
(Fremont, CA, USA)より入手した。 

 

	 	 	 	 図 1	 oxonol系色素の構造式 
	 
(3) 色素の最適励起波長・蛍光波長の同定 
蛍 光 分 光 光 度 計 （ Fluorescence 

Spectrophotometer 650-10s, Hitachi, Tokyo）
を用いた波長スキャンによって、最適励起波
長、蛍光波長の同定を行った。まず励起光の
波長を固定し、蛍光波長を変化させて、蛍光
スペクトルを測定した。次に、蛍光波長を固
定し、励起波長を変化させて、励起スペクト
ルを測定した。データは、Lab chart （ver.7）
を用いてデジタル化し、コンピュータに記録
した。 



 
(4) 分離細胞 
色素の膜電位感受性、signal-to-noise ratio

（S/N）を検討するために、鶏胚神経系の分
離細胞を用いた。この標本系は次の点でメリ
ットがある。１）材料が安価で入手が容易で
ある、２）単一細胞でのイメージングが行え、
かつ長期培養系ではないので取り扱いが容
易である、３）グリア細胞系が未分化で、ニ
ューロンとグリアの応答を区別できる。 
受精卵を 38 ℃、湿度 60 ％の孵卵器にい

れ、孵卵８～９日目に取り出した。鶏胚脳幹
組織片（三叉神経節 ～obex のレベル）を、
CMF Hanks 液中にて細切し、 trypsin
（0.25 ％） と DNAse（0.2 %）存在下で
37 ℃、20 minインキュベートした。パスツ
ールピペットとマイクロピペットによる 
gentle cell dissociation を行った後、遠心分
離（1000 rpm, 5 min）と、 Hanks液あるい
は Ringer 液による洗浄を 3 クール行った。
poly- D -リジンでコートしたカバーガラス上
に細胞懸濁液を滴下し、38℃で 1時間おいた
後、測定用チェンバーにセットした（図２）。
チェンバーを倒立型顕微鏡（Axiovert 135TV, 
Zeiss, Germany）のステージ上にのせ、
Ringer液で灌流を行った（1 ml/min, 室温）。 

Ringer液の組成は、NaCl 138 mM、KCl 
5.4 mM、CaCl2 1.8 mM、MgCl2 0.5 mM、
glucose 10 mM、Tris-HCl buffer（pH7.26
～7.28） 10 mM である。Ringer 液は、O2
で飽和させて実験に用いた。 
	 

	 
図 2	 孵卵 9日の鶏胚脳幹から作成した分離
細胞。対物レンズ 40 倍、明視野で撮影した
もの。 
	 
	 
(5)	 光学イメージング 
光源には Xenon lump（75 W）を用い、対

物レンズ×40倍で拡大した細胞群から、落射
蛍光を cooled CCDカメラ（EM CCD, Ixon 
+DU897E, Andor Technology, Tokyo）（空冷

－80 ℃）で測定した。 
色素の膜電位感受性は、灌流液を normal 

solution （[K＋]0=5.4 mM）から high K＋ 
solution （[K＋]0=50 mM）に変化させた時に、
細胞脱分極にともなって変化する蛍光シグ
ナルの強度として測定した。 

 
４．研究成果	 
(1) 各色素の最適励起波長および蛍光波長の
同定 
	 まず初めに、4種類の oxonol系色素につい
て、励起波長と蛍光波長の波長スキャンを行
い、それぞれのピーク波長を同定した。図 3
は、DiSBAC2(3)について行った波長スキャ
ンの結果を示したものである。励起スペクト
ルと蛍光スペクトルを重ね合わせて表示し
た。このグラフにおいて、励起波長のピーク
は 534 nm、蛍光波長のピークは 556 nmの
ところに認められた。ほかの色素についても
同様の測定を行い、励起波長と蛍光波長のピ
ークを同定した。結果を表 1に示す。 

	 	   
	 	 	 	 	  

	 

図 3	  DiSBAC2(3)の励起波長スキャン・ 
	 	 	 	 	 蛍光波長スキャンのグラフ。励起波長の 
	 	 	 	 	 ピークは 534 nm、蛍光波長のピークは 
	 	 	 	 	 556 nmに認められた。 
 
 

 
表 1	 色素の最適励起波長・蛍光波長 

 
 
 
 
 (2) 光学的イメージング 

色素名 励起波長の

ピーク(Ex) 
蛍光波長の

ピーク(Em) 

DiBAC4(3) 490 nm 520 nm 

DiBAC4(5) 586 nm 610 nm 

DiSBAC2(3) 534 nm 556 nm 

DiSBAC2(5) 628 nm 648 nm 



次に、分離細胞を用いて、色素の膜電位感
受性について検討を行った。図４は、
DiSBAC2(3)で染色した分離細胞の蛍光画像
である。上図は、[K+]0（細胞外カリウム濃度）
＝5.4 mM の Ringer 液灌流下でのコントロ
ール画像、下図は、[K+]0＝50 mMの high K+

液を流した時の蛍光画像である。細胞膜電位
は、Nernstの式に従い[K+]0/[K+]iに比例する
ので、灌流液中のカリウム濃度すなわち[K+]0
を高くすることにより、細胞に脱分極を引き
起こすことができる。high K+液を流す前と
流した後、つまり、静止電位の状態であるコ
ントロールと、脱分極をさせた時の蛍光を比
較すると、脱分極させた時に蛍光が著明に増
大した。 
 

	 	 図４	 色素で染色した細胞の蛍光画像 
上はコントロール（ [K+]0＝5.4 mM の
Ringer 液）、下は high K+液（ [K+]0＝
50 mM）を流した後の蛍光画像である。
high K+液中では、蛍光が強くなってい
ることがわかる。 
 

膜電位感受性色素において、膜電位変化に
比例するのは、色素が示す吸光あるいは蛍光
の fractional change(⊿A/A,⊿F/F)である（文
献 1）。High K+液に対する蛍光強度変化を定
量的に比較するために、蛍光強度の変化分を
背景光強度で normalizeし、カラーイメージ
で表示した（図５）。赤い部分が、high K+液
に対してより大きな応答を示した細胞であ
る。このように、個々の細胞における脱分極
応答をイメージ画像としてとらえ、かつ定量
的に比較解析することが可能であることが
示された。 

DiSBAC2(3)以外の 3 種の色素についても
同様の測定を行い、図４～図５と同様の結果
を得ることが出来た。しかしながら、high K+

液に対する蛍光強度の変化には色素によっ
て大小があり、現在定量的な比較解析をすす
めている。 
 

 
図５	 high K+液に対する応答の fractional 
change。蛍光強度の変化分(⊿F)を背景光強
度(F)で normalizeし、カラーイメージで示し
たもの。 
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