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研究成果の概要（和文）：生きた細胞を化学的外部刺激することで放出・吸収される細胞外の特定イオン濃度変化を追
跡するために，可塑化ポリ塩化ビニル（PVC）膜を用いたCCD型イオンイメージセンサ（ミクロなイオン顕微鏡）を開発
した。開発したミクロなイオン顕微鏡は，細胞観察に特別な影響を与えること無く，実際に生きた細胞のイオン濃度観
察に適用できた。また，安全性の高い非侵襲イオン計測法にするために，可塑化PVC膜イオンセンシング膜の細胞培養
に与える阻害効果について調べた。

研究成果の概要（英文）：We developed several new CCD-type ion image sensors using plasticized poly(vinyl c
hloride) membrane (Ion Microscopes), in order to monitor extracellular concentration of analyte ions relea
sed from cells or adsorbed into cells by stimulation of chemicals. The ion microscope developed could be a
pplied to micro observation of living cells actually. In addition, we examined inhibiting effect of plasti
cized poly(vinyl chloride) membranes during the cultivation of cells, and we obtained some guidelines of p
reparing safety and non-invasive membrane. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

安全環境計測法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 細胞や細胞株を安全な方法で管理育成す
ることは，医学および生化学の分野で要求さ
れている。そのため、生きた細胞や細胞株の
状態を知る生体物質やイオンの非侵襲計測
が望まれている。しかし，光学顕微鏡による
形態観測はできても，細胞が吸収・放出する
分子やイオンなどの生体重要物質を非侵襲
で培養環境に影響を与えずに計測すること
は難しい。生体中の分子やイオンを動的に計
測する蛍光プローブ法では，プローブ分子が
引き起こす化学反応が生きた細胞に与える
影響は問題である。また，質量分析やクロマ
ト法を用いたマイクロダイアリシス分析で
は，細胞培養環境から一部成分を搾取するこ
とが必要で，生存環境を必然的に変化させて
しまう。特に，今後の再生医学において細胞
を取り出して培養増殖させて自己に再移植
させる場合には，安全な非侵襲型による生体
重要物質の計測が必要とされている。 
 申請者らは，電荷結合素子（CCD）の技術
を利用した新規なセンサに着目し，CCD 型
カリウムイオンイメージセンサの開発に成
功した。CCD 型イオンセンサは，膜電位変
化に依存した電荷蓄積層の電荷量を計測し，
電荷転送機構により従来の電界効果トラジ
スタ型イオンセンサ(ISFET)よりイメージン
グ化に適した特性を持っている。また，サブ
ミクロオーダーの分解能での 1024 画素のカ
リウムイオン像を 0.2 秒毎に取得できるため，
Light-Addressable Potentiometric Sensor 
(LAPS)のような走査型半導体イメージセン
サと比べても画像取得速度が速く，動画計測
が可能である（図１）。可塑化ポリ塩化ビニ
ル(PVC)膜 CCD 型イオンセンサを用いて，
ナトリウムイオン濃度 10-2Ｍの濃い溶液中に
10-4Ｍの薄い溶液をすばやく添加したときの
動画計測を行った。添加直後に局所的な薄い
濃度への変化を捉え，次の瞬間に，混合によ
って濃い濃度に変化していく現象を捉えら
れた。これは，濃度変化に対する追随性が優
れていることばかりでなく，通常のイオンセ
ンサでは捉え難い微小な濃度変化をも捉え
ることができることを示唆している。例えば，
溶液全体での濃度変化が小さくても，瞬時で
も局所で濃度変化が起これば，その事象を追
跡できることを示している。 
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図１ 高濃度の塩化ナトリウム溶液（10-2 Ｍ）に低濃度

の塩化ナトリウム溶液（10-4 Ｍ）を迅速に変えたときの

ナトリウムイオンのイメージ画像の変化 
  そこで、本研究では申請者らの開発した可
塑化PVC膜CCD型イオンイメージセンサを
用いて，実際の生きた細胞の周りのイオン濃
度の計測に応用することは，同種の半導体イ
メージセンサが安全性に優れた細胞計測法
になるかを検証する意味を持っている。 

２．研究の目的 
本申請研究の目的は，申請者らがこれまで研
究開発してきた CCD 型イオンイメージセン
サを，生物現象におけるイオン濃度の増減現
象の観察に展開することにある。すなわち，
ミクロな領域のイオン濃度変化を測定でき
る申請者らの方法が，外部刺激で変化する細
胞外のイオン濃度変化を追跡することにお
いてどれくらい威力を発揮する測定技術に
なりえるかについて，以下の(1)～(3)の実験で
検証した。 
(1)先ず，イメージセンサが微量領域のイオ
ンの動画測定に確実に適用できることを明
らかにするために，ナトリウムイオンイメー
ジセンサを用いて直径１mm 以下のイオン交
換樹脂１粒のイオン交換挙動を研究した。 
(2)数日間培養した PC12 細胞を培地ごとカ
ルシウムイオンイメージセンサ上に移し，ア
スコルビン酸刺激に対する細胞のカルシウ
ム吸収挙動を観察した。 
(3)ラットの腹腔から取り出した肥満細胞を
有機アミン類に応答するイオンイメージセ
ンサ上に移して，Compound48/80 に対する
細胞のヒスタミン類放出挙動を観察した。 
また，安全性の高い非侵襲イオン計測法を

目指して，CCD 型イオンイメージセンサに
適用可能なイオンセンシング膜について，そ
のイオン応答性の評価，培養細胞に与える影
響，その安全性について，(4)の実験で調べた。 
(4)カルシウムイオンイメージセンサにおけ
る２種類の可塑化 PVC 膜を作製し，それぞ
れの膜の電気化学特性とHeLa細胞培養に与
える影響を調査し，安心安全なイオンイメー
ジ測定法における指針を得た。 
３．研究の方法 
(1)ナトリウムイオンイメージセンサを用い
たイオン交換樹脂一粒のイオン交換挙動の
観察 ①ナトリウムイオンに応答するイメ
ージセンサ(32x32=1024 ピクセル)を作製し，
ナトリウムイオンに対する応答特性，および
カルシウムイオンやバリウムイオンに対す
る応答特性を混合溶液法により調べた。 
②陽イオン交換樹脂をナトリウムイオン型
に調製し，イオン交換樹脂１粒と NaCl の水
溶液をイメージセンサに設置した。（図２） 

図２ イオン交換樹脂の設置と観察 

その後，10 倍濃度の CaCl2(または BaCl2)を添



加したことによるナトリウムイオンの濃度
変化を動画計測した。 
(2)カルシウムイオンイメージセンサを用い
た培養ゲル中の PC12 細胞の刺激による細胞
外カルシウムイオン濃度変化の観察 
①カルシウムイオンに応答するイメージセ
ンサ(32x32=1024 ピクセル)を作製し，その応
答特性を評価した。 
②PC12 細胞をコラーゲンシート上で，数日間
培養した。培養後に図３のようにコラーゲン
シートの一部を切り取り，培養液とともにカ

ルシウムイオ
ンイメージセ
ンサ上に移し，
アセチルコリ
ン添加による
カルシウムイ
オン吸収を調
べた。 

図３ コラーゲンシート上の PC12 の観察のモデル 

(3)有機アミンイオンイメージセンサを用い
たラット肥満細胞の刺激によるヒスタミン
類放出の観察 
①ヒスタミン類に応答するイオンイメージ
センサ(128x128=16384 ピクセル)を作製し，
その応答特性を評価した。 
②生後7週間目のラットの腹腔から肥満細胞
を取り出し，遠心分離法により肥満細胞を精
製する操作を行った。その後，少量の肥満細
胞溶液を有機アミンイオンイメージセンサ
上に移し，微量のCompound48/80を添加して，
ヒスタミン類の放出挙動を観察した。図４は
センシングピクセルと肥満細胞の関係を模
式的に表している。 

図４ 肥満細胞とセンシングピクセルサイズの関係 

(4)2 種類のカルシウムイオンイメージセン
サ用可塑化 PVC 膜の HeLa 細胞培養に与える
影響 
①2 種類のカルシウムイオンイメージセンサ
用のセンシング膜を作製し，カルシウムイオ
ンに対する応答特性を評価した。 
②同様のセンシング膜をガラス管内に作製
し，水をそのガラス管に加えて，6 時間その
ままにして長時間接した溶液を調製した。そ
の溶液中に溶け出した可塑剤の量をガスク
ロマトグラフィーで測定した。 
③先の長時間接した溶液の一部を用いて混
合培養溶液を調製した。この混合培養液を用
いて，HeLa 細胞を 5％の二酸化炭素雰囲気下
37℃のインキュベーター中で培養した。培養
した細胞は，所定の時間に取り出し，その状
態を倒立光学顕微鏡で観察した。 
 

４．研究成果 
(1)ナトリウムイオンイメージセンサを用い
たイオン交換樹脂一粒のイオン交換挙動の
観察 
①ナトリウムイオンに対して応答する最適
膜を調製して，イメージセンサを作製した。
作製したナトリウムイオンイメージセンサ
は，10-5 M から 10-1M の濃度に対して
30mV/decade の応答を持ち，カルシウムイオ
ンとバリウムイオンに対する選択係数は，そ
れぞれ，10-2.8と 10-3.2であり，ナトリウムイ
オンに選択的に応答することが分かった。 
②このイメージセンサを用いてイオン交換
を行ったときの動画計測における画像を図
５に示す。カルシウムイオン添加により， 

図５ Ca2+添加によるの Na+-Ca2+イオン交換挙動 

ナトリウムイオンとのイオン交換がゆっく
り起こり，イオン交換樹脂１粒のシルエット
が徐々に現れた。一方，バリウムイオンを添
加した場合には，イオン交換速度がカルシウ
ムイオンの場合よりも２倍速く起こること
が分かった。これを，ネルンスト-プランク
の式を用いて解析すると，バリウムイオンの
イオン交換樹脂での選択係数が，カルシウム
イオンの 2倍であること一致した。これによ
り，作製したナトリウムイオンイメージセン
サが微少なイオン交換反応の濃度変化を確
実に捉えていることが分かった。 
(2)カルシウムイオンイメージセンサを用い
た培養ゲル中の PC12 細胞の刺激による細胞
外カルシウムイオン濃度変化の観察の成果 
①カルシウムイオンに対して応答する最適
膜を調製して，イメージセンサを作製した。
作製したカルシウムイオンイメージセンサ
は，10-4 M から 10-1 M の濃度に対してネルン
スト電位に近い応答を持ち，カリウムイオン，
ナトリウムイオン，マグネシウムイオンに対
する選択係数は，それぞれ，10-2.7, 10-2.9, 
10-3.4であり，カルシウムイオンに選択的に応
答することが分かった。 
②PC12 細胞を培養液とともにカルシウムイ
オンイメージセンサ上に移し，アセチルコリ
ン添加によるカルシウムイオン吸収を調べ
た動画画像の結果を図６に示す。 

図６ PC12 細胞動画画像とその電位-時間応答曲線 



PC12 細胞がある部分にアセチルコリンが加
わると，カルシウムイオン濃度が一時的に低
下し，徐々にカルシウムイオン濃度が回復し
ていることが分かる。PC12 細胞がない部分で
はこのような変化は起こらない。すなわち，
PC12 細胞がアセチルコリンで刺激されると
細胞外カルシウムイオンを細胞内に取り込
むため，カルシウムイオンが一時的に低下す
ることが示唆された。これは，PC12 細胞が生
きたままその変化を捉えられたことを示す。 
(3)有機アミンイメージセンサを用いたラッ
ト肥満細胞の刺激によるヒスタミン類放出
の観察の成果 
①ヒスタミンに対して応答する最適膜を調
製して，イメージセンサを作製した。作製し
た有機アミンイメージセンサは，カリウムイ
オン，ナトリウムイオン，マグネシウムイオ
ン，カルシウムイオンが共存する溶液中で
10-5 M から 10-2 M のヒスタミンに対して選択
的に応答することが分かった。 
②少量の肥満細胞溶液を有機アミンイメー
ジセンサ上に移し，微量の Compound48/80 を
添加して，ヒスタミン類の放出挙動を観察し
た動画画像の一部を図７に示す。 

図 7 肥満細胞から放出される有機アミン(ヒスタミン) 

Compound48/80 を添加後５秒から 9 秒まで著
しいヒスタミンの濃度が増加し，30 秒後には
ヒスタミン量は減少した。この結果は，これ
までの単一のイオンセンサでは，このような
刺激剤の少ない量での肥満細胞のヒスタミ
ンの放出を捉えられたことはなかった。また， 
刺激剤をさらに添加するとヒスタミンの放
出が起こることが観測され，生きたままで肥
満細胞が着実に捉えられていることが明ら
かとなった。 

 図 8 はア
ミンイメー
ジセンサ上
の肥満細胞
の光学顕微
鏡写真で，
１ピクセル
の上に１細
胞が入る大
きさになっ
ている。 

図８ イメージセンサ上の肥満細胞の顕微鏡写真 

図9に肥満細胞１個がヒスタミン放出をした
時の時間-有機アミン濃度曲線を示す。 

図9 68/37ピクセルとその周りのピクセルの時間-濃度

曲線（中心部 68/37 以外に肥満細胞が無い状態） 

このように顕微鏡ではなく，ヒスタミンの濃
度変化を捉えることで，肥満細胞１個のヒス
タミン放出をリアルタイムに捉えられたこ
とは，世界初である。一方で，イオンイメー
ジセンサが肥満細胞に与えるダメージが少
ないために観察できたことを暗示している。 
(4)2 種類のカルシウムイオンイメージセン
サ用可塑化 PVC 膜の HeLa 細胞培養に与える
影響の成果 
①Ca-HDOPP-DOPP 膜と Ca-K23E1-NPOE 膜の２
つの最適膜を調製して，電位応答特性を評価
した。図 10 に示すように Ca-K23E1-NPOE 膜
は 10-6 M 以下まで直線的な電位勾配を持つが，
Ca-HDOPP-DOPP 膜は 3x10-5 M までしか電位勾
配を持たなかった。 

図 10 Ca-HDOPP-DOPP膜(A)と Ca-K23E1-NPOE膜(B)の電

位応答特性 

この結果は，Ca-K23E1-NPOE 膜からイオノフ
ォアであるK23E1が漏れにくいため低濃度ま
で測定できるものと考えられた。 
②次に，ガスクロマトグラフィーを用いて，
それぞれの膜からの可塑剤の漏れを評価し
た。Ca-HDOPP-DOPP 膜は可塑剤の漏出が認め
られたが，Ca-K23E1-NPOE 膜は可塑剤の漏出
が認められなかった．ガスクロマトグラムを
図 11 と図 12に示す。 
 



図11  Ca-HDOPP-DOPP膜は可塑剤の漏出 A, ヘキサン

中 6 ppm の DOPP; B, ヘキサン中 0.6 ppm の DOPP; C,長

時間接した溶液に含まれていた DOPP 

図 12 Ca-K23E1-NPOE 膜からの可塑剤の漏出 A, ヘキ

サン中3.7 ppmのNPOE; B, ヘキサン中0.15 ppmのNPOE ; 

C, 長時間接した溶液に含まれていた NPOE（検出限界以

下のため検出できなかった） 

 

③可塑化PVC膜に長時間接した溶液を含む培
養溶液での HeLa 細胞の培養への影響を評価
した。Ca-HDOPP-DOPP膜およびCa-K23E1-NPOE
膜と接した溶液による培養では，いずれも細
胞を殺傷する毒性はなかった。しかし，培養
初期に細胞増殖を抑制することが観察され
た。その抑制効果は，Ca-HDOPP-DOPP 膜と接
した溶液の方がCa-K23E1-NPOE膜と接した溶
液よりも大きいことが分った。また，いずれ
も，2 回目に接した溶液を使った培養では，
初期の細胞増殖抑制が少なくなることが分
った。結論として，細胞のカルシウムイオン
をイメージングする可塑化 PVC 膜として，
Ca-K23E1-NPOE 膜は Ca-HDOPP-DOPP 膜より優
れていること，また，膜を使用する前に長時
間水に接した後で，可塑化 PVC 膜を使うこと
が有効であることが分った。 
 安心で安全なイオンイメージ測定を行う
センサ膜の条件として，電位応答が低濃度ま
で行えるかどうかや可塑剤の漏れがないか
は，重要な項目であることが明らかとなった。
一方で，コンディショニングのようなあらか
じめ水溶液で膜を暴露させることは，細胞観
察前にダメージを減らすのに有効であると
考えられた。 
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