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研究成果の概要（和文）：

水晶振動子センサー上で細胞培養を行い、抗がん剤のスクリーニング技術に応用するた
め、装置の製作と測定条件の検討を行った。装置の製作では、CO2インキュベーター内に
８チャンネルの水晶振動子センサーと小型カメラを組み合わせたシステムを完成させた。
条件検討では、センサー上の細胞接着表面処理法を決定し、評価のための細胞濃度、細胞
培養開始後の抗がん剤添加時期、評価の判断基準について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：
We have developed a monitoring system of cultured cells using quartz crystal sensors for

evaluating anti-cancer reagents and studied conditions for the evaluation. The development
system includes 8 channels of quartz crystal sensors and micro cameras for monitoring the cell
activity. We have decided the cell concentration applying for the evaluation and culturing time
before the anti-cancer reagent injection, and a surface preparation method for cell adhesion.
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１．研究開始当初の背景
癌は、三大疾病の中でも特に治療が難しく、

その克服のために、種々の抗ガン剤の開発が
進められている。抗ガン剤のスクリーニング
では、原則として実験動物が用いられるが、
現在では、培養細胞を用いるスクリーニング
法の有用性も認められるようになっている。

培養細胞を用いるスクリーニング法では、細
胞の増殖能力の消失や染色法による細胞の
生死を判断する方法がとられるが、判断を行
うまでには、数日間の培養が必要であり、判
定操作に時間がかかるなどの課題もある。
このようなことから、本研究では、水晶振動
子センサーを用いることで、培養細胞の状態
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をリアルタイムでモニタリングすることに
よって、細胞の活性変化を調べ、迅速、簡便
に抗ガン剤のスクリーニングが行えるシス
テムの開発を行う。 

水晶振動子センサーは、1959 年に重量変
化の測定が可能であることが示されたこと
をきっかけに、ガスセンサーとしての応用が
始まり、さらに、1982 年に溶液中での応用
も報告されるようになった。ここで、水晶振
動子の共振周波数が液体の粘性によって影
響を受けることが指摘され、1985 年に共振
周波数変化と粘性との関係式が明らかにさ
れた。我々は、1988 年に水晶振動子の共振
抵抗と表面の液体の粘性との間の関係式を
明らかにし、これと並行して、1987 年に水
晶振動子にプロテインＡを固定化したセン
サーによって、IgG のサブクラスの分析が可
能であることを示すなど、バイオセンサーと
しての応用研究も進め、この水晶振動子によ
る粘弾性変化測定が、生化学分析、高分子被
覆電極の電気化学計測、相転移測定などに利
用できることを明らかにしてきた。さらに、
共振抵抗の測定手法についても研究を進め
るとともに、共振周波数（F）と共振抵抗（R）
を 2次元プロットしたF-Rダイヤグラムを考
案し、重量変化と粘弾性変化の解析が行える
ことを示した。この研究成果を元に 1992 年
に Seiko EG&G 社より、世界で初めて水晶振
動子の共振周波数と共振抵抗を同時に測定
できる計測機器の製品化に成功している。

一方、水晶振動子センサーによる培養細胞
のモニタリングの研究も行われている。特に、
培養細胞が、基板上に接着する過程について
の研究が行われ、共振周波数変化の測定だけ
では、十分な判断ができないことが示唆され、
細胞接着による重量変化に対して、細胞の粘
弾性変化の評価の必要性が示唆されている。
また、細胞の培養密度などの条件が測定の再
現性において重要であることも指摘されて
おり、並行して細胞の観察を行うことも重要
である。こうした点をふまえ、我々は、水晶
振動子センサーの電極に ITO 透明電極を用
いることで、水晶振動子センサーの共振周波
数、共振抵抗測定と並行して細胞の形態観察
を可能とするシステムを構築した。このシス
テムを用いて、種々の薬物に対する細胞の変
化をモニタリングし、F-R ダイヤグラムを用
いることによって、細胞の変化の傾向を分析
できることを示した。また、同時に、細胞内
のアクチンフィラメントの観察によって、細
胞骨格が、細胞の粘弾性に関与していること
も確認している。これらのことから、培養細
胞の変化をモニタし検知することが可能で
あり、これによって、培養細胞に対する抗ガ
ン剤の作用を評価可能であると考えられる。

２．研究の目的
本研究では、水晶振動子センサーを用いて、

培養細胞の状態をリアルタイムでモニタリ
ングすることによって、細胞の活性変化を調
べ、迅速、簡便に抗ガン剤のスクリーニング
を行うための基盤技術の開発を行う。このた
め、ITO 透明電極を形成した水晶振動子セン
サー上で、細胞培養を行い、共振周波数、共
振抵抗測定と並行して細胞の形態観察を行
うシステムを構築し、共振周波数と共振抵抗
の測定結果から、細胞の状態変化の傾向を分
析する。迅速、確実なスクリーニング技術を
確立するため、評価条件、判定基準、再現性
向上技術について、明らかにすることを目指
す。 

３．研究の方法
複数の水晶振動子センサーを同時に扱え

る多チャンネル型の装置を構築するため、最
大 8組の水晶振動子センサーの測定を可能と
するマルチプレクサユニットを導入し、CO2

インキュベーター内において、水晶振動子上
で細胞を培養するためのセルを製作し、顕微
観察用の小型カメラを組み込んだ。一方、水
晶振動子は、水晶板にスパッタリング装置に
よって ITO電極を形成し、熱処理を行った後、
使用した。

製作した実験装置を用いて、HepG2 細胞、
HeLa 細胞を用いて、水晶振動子センサー上で、
細胞培養を行い、抗ガン剤のシスプラチン、
5-FU（フルオロウラシル）を用いてセンサー
の応答を調べ、評価条件の検討を行った。

センサー上の細胞接着処理法の最適化の
ため、従来のコラーゲンコートに対して、ア
ミノシラン処理、グリシン修飾、オリゴペプ
チド修飾について、検討した。表面修飾にお
ける細胞接着力の評価を行うため、細胞を培
養したプレートを緩衝液中で回転させる装
置を製作し、回転部分の中心からの距離によ
って液体の流速が異なることを利用して細
胞の接着強度を評価した。この接着強度と同
時に、細胞接着における水晶振動子センサー
の共振周波数の変化量の大きさから評価を
行った。

４．研究成果
実験システムの構築では、測定の安定性を

向上させるため、測定セルの改良を行い、顕
微鏡観察を同時に行うためのビデオ信号と
照明電源の切り換え回路を製作し、PC から自
動的に動作させるためのプログラムを作成
し、顕微鏡用の照明も同期させることで、自
動的に連続測定が行えるようになった。さら
に、新規に対物レンズを設計し、最適な倍率
で細胞観察が行えるようにし、焦点調整機構
を容易に微調整できるように改良し、ほぼ完
成形が構築できた。実験装置の概略図を図 1



に示す。

測定例として、HeLa細胞を20時間培養し、
シスプラチン(0.1 mM)を加えた時の共振周波
数と共振抵抗の測定結果を図 2に示す。共振
周波数は、細胞播種時に一時的に低下(質量
負荷増加)した後、細胞接着過程で、やや上
昇し、続いて、細胞の成長によって、徐々に
低下する傾向が見られる。抗がん剤を加える
ことによって、共振周波数の減少が止まり、
上昇に転じており、共振抵抗の変化も逆転し
ていることがわかる。図 3は、抗がん剤添加
時と、9 時間後の画像を示したものである。9
時間後においては、細胞の脱離や収縮が起き
ていることがわかる。このように、抗がん剤
添加後の共振周波数の増加は、細胞の脱離に
よる重量変化を反映していることが示唆さ
れた。より低濃度の抗がん剤の添加では、共
振周波数の増加までには至らず、減少が停止
するのにとどまるという実験結果が得られ
ている。

さらに、共振周波数変化と細胞の変化との
対応関係を検討するため、経時的に、生死細

胞数の計測、細胞骨格変化の観察を別途行っ
た。これらの変化の様子を比較した結果、生
死細胞数の変化と共振周波数変化が対応し
ていることが示された。

また、細胞種の違いについて検討するため、
HepG2細胞とHeLa細胞を用いて実験を行った
が、細胞培養時では、細胞種の違いによる大
きな違いは見られなかった。抗がん剤添加後
では、変化に違いが見られ、抗がん剤の影響
の違いによるものと判断した。

水晶振動子センサー上の表面処理が、応答
性や再現性に影響すると考えられることか
ら、従来のコラーゲンコートに対して、アミ
ノ基、カルボキシル基で表面を修飾したセン
サーや、低温でコラーゲンモノマーを修飾し
たセンサーで実験を行い、細胞が接着するこ
とを確認するとともに、水晶振動子を用いた
実験によって、コラーゲンコートに比べて、
化学修飾処理の方が、より大きな応答が得ら
れることが確認できた。さらに、細胞接着強
度の検討結果では、コラーゲンモノマー修飾
法において良好な結果が得られた。

評価のための培養条件としては、細胞構築
後 20 時間程度経過して細胞が安定化した時
点での抗がん剤添加が最適であると判断し
た。また、細胞濃度については、濃度が高す
ぎると水晶振動子センサーの応答が細胞濃
度に比して、大きく変化しないことが確認さ
れ、HepG2 細胞では、60 cells/mm 程度が良
好であると判断した。判定基準については、
高濃度の抗がん剤添加では、急激な細胞死に
よる共振周波数の増加がみられ、低濃度の抗
がん剤添加においては、図２に示したように、
細胞増殖の抑制による共振周波数減少から
増加への変化や、減少の停止が見られること
から、増殖能の抑制が判定基準になると判断
した。

以上のように、多チャンネル型の水晶振動
子センサーを CO2 インキュベーター内に構築
し、センサー上で細胞を培養することで、抗
がん剤の評価を行える可能性と評価条件を
明らかにした。今後、さらに、データを蓄積
していくことで、実用的な技術へと応用可能
になっていくものと考えられる。
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