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1-1. はじめに 

 我々人類を含む哺乳類の体は様々な組織器官により構成され、それを構成す

る最小の生命機能単位は細胞である。近年、この細胞を機能性材料として利用

することにより、細胞治療 1 や再生医療 2, 3、環境分析における毒性評価 4, 5 等、

様々な分野への応用が期待されている。 

 本研究室では細胞を高度な分子認識素子として利用した細胞バイオセンサの

構築を推進している 6-8。細胞は、細胞外からの刺激に対し特定の細胞応答を示

す。この細胞応答を指標とすることにより、細胞外刺激が生体に与える影響・

効果を分析することができる。そのため、この細胞を分子認識素子として利用

することにより、医薬開発や環境分析への応用が期待されている 9, 10。細胞バイ

オセンサにおいて、その目的に応じて適切な解析モデル細胞を構築することが

重要である。 

 本章では、医薬開発における細胞バイオセンサの有用性とその課題について

論じ、本論文の位置づけを明らかにする。 

 

1-2. 医薬開発の流れとハイスループット分析法（HTA） 

図 1-1 に医薬開発の大まかな流れを示す。医薬開発は主に創薬研究と開発研究

とに大きく分けられる 11。開発研究では、開発候補物質の前臨床試験や実際に人

体での作用や安全性を評価する臨床試験を行う。その後、厚生省に申請を行い、

承認されたものが新薬となる。この開発物質を生み出すのが創薬研究である。

創薬研究は様々な医薬候補物質の中から活性のある物質（リード化合物）を得

ることから始まる 12。そこで得られたリード化合物を様々な構造に修飾した誘導

体作成する。この誘導体をスクリーニングし、活性が高く毒性が尐ない物質が

開発候補物質として開発研究へと回される。 
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リード化合物の獲得方法は大きく二つに分けられる。一つ目は、新しく発見

された、又はつくり出された化合物の有効性を幅広く調べる方法である。この

方法は様々な試験を行うことで何らかの病気に対して効果のある物質を探索す

る方法であり、ランダムスクリーニング法と呼ばれている。この方法により生

体への作用メカニズムは分からないが、病気や疾患に何らかの効果のある物質

を獲得することができる。ここで得られた物質はヒット化合物と呼ばれ、その

後に更に詳細な生体への効果や安全性が確認された後にリード化合物として同

定される。二つ目は、一定の目標を設定し、その作用をもつ化合物を探す方法

である。この方法はターゲット・オリエンテッド・スクリーニング法と呼ばれ

る。近年、分子生物学の発展により、病気や疾患の原因となる生体内の部位や

生体物質が次々と明らかになってきている。この様な生体内の部位や生体物質

を標的（分子ターゲット）として、作用する物質を設計する方法である。これ

らのいずれの方法でもリード化合物を同定するには、生体への実際の作用を評

価する必要があり、分子生物学的な評価が求められる。まず試験管レベルでの

反応実験 13, 14 や細胞・組織レベルでの評価 15が行われ（1 次スクリーニング）、

その後活性がある化合物については動物個体レベルでの評価 16（2 次スクリーニ

ング）が行われる。 

以上の流れを踏まえると、医薬開発の初期の段階でいかに優れたリード化合

物を獲得できるかが、製品の成功を最も左右する。しかしながら、医薬候補の

中からリード化合物を発見できる確立は 0.005%以下とも言われており、リード

化合物の発見は非常に困難な作業であるといえる。そのため、膨大な医薬候補

物質の中からリード化合物を高効率に見出すためのハイスループット分析法

（HTA）の需要は高い。 
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図１－１ 医薬開発の流れ 
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1-3. 細胞バイオセンシング 

 本研究室ではこのような背景を基に、薬剤 HTA への応用を目指したバイオセ

ンサ開発の構築を推進している。バイオセンサは抗体や酵素・細胞等の生体材

料が高度な分子特異性を利用し、in situ で薬剤や化学物質を分析・定量が可能で

あり、非常に優れた分析ツールである 17, 18。特に生命体の最小単位である細胞を

分子認識素子として利用した細胞バイオセンサは、薬剤や化学物質などの細胞

外刺激が生体に与える影響を解析することが可能である。この手法は連続的な

モニタリングが可能であり、またハイスループットな分析法であるため、HTA

化が可能な技術として期待されている 9。 

 このような細胞バイオセンサを用いて、外部刺激が生体に与える影響を解析

するためには、適切な解析細胞モデルを選択または設計構築する必要がある。

また、細胞から放出される様々な分子応答の中から適切に特定の信号を検出す

る必要があり、適切な検出系の構築も重要となる (図 1-2)。更に細胞は接着する

基板や状態によって、その機能が変化する 19。また細胞からの信号を高感度に検

出するためには、細胞と検出系との距離や接着は非常に重要である。そのため、

細胞-センサ間の制御も細胞バイオセンサ構築において重要な要素となる。この

ように細胞バイオセンサ構築においては (1) 解析モデル細胞の構築 (2) 検出系

の構築 (3)細胞―検出系間の制御のそれぞれのアプローチが必要となる。本研究

では特に解析モデル系における課題に着目し、神経医薬 HTA のための解析モデ

ル細胞の設計構築を行った。 
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図 1-2 細胞バイオセンシング 
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1-4. センサ素子材料としての細胞 

 医薬探索において薬剤解析を行うためには、操作が容易であり、再現性やシ

グナル／ノイズ（S/N）比の高い測定が可能な細胞バイオセンサの構築が求めら

れる。そのため、細胞をセンサ材料として利用するためには、大きく以下の 3

点が求められる。一点目に扱いが容易なことである。培養が煩雑であったり、

機能や活性維持が難しかったりする細胞では HTA のための解析モデルとして適

さない場合が多い。そのため、扱いが容易で安定な培養な細胞の構築すること

が重要となる。2 点目に細胞間の応答の差異を少なくすることである。細胞は第

2 章で説明するように同じ遺伝背景・環境であっても本質的に細胞内の生体分子

の量にゆらぎを持っている。それに起因して細胞の応答は確率的変動を示す。

そのため、再現性の高い測定を行うためには、細胞間の応答をいかに低減でき

るかは重要な課題となる。3 点目に細胞の応答を大きくすることである。細胞の

応答は微弱であることが多く、その検出が難しい。そのため、S/N 比に優れた細

胞バイオセンサを構築するためには、細胞の応答を増幅する事が重要となる。  

近年、様々な遺伝子工学・細胞工学的技術が発展してきており、これらの技術

を駆使し、目的に併せ、上記の条件を満たした細胞を戦略的に設計構築してい

くことが、細胞バイオセンサを構築していくうえで重要となる。 

 

1-5．中枢神経医薬 HTA における解析モデルの現状 

 本研究では近年需要や開発熱が高まっている中枢神経医薬に着目した。近年、

うつ病 20 や認知症 21、てんかん 22 といった中枢神経系疾患の病気が社会問題に

なっており、中枢神経医薬の開発意欲は非常に高い。2005 年における中枢神経

医薬の市場は 415 億ドルで、中心神経医薬は創薬現場において重要なターゲッ

トとなっている。中枢神経における興奮伝達を担うのが細胞膜上にあるレセプ
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ターである 23。図 1-3 に中枢神経における興奮伝達の仕組みを示す。興奮伝達を

行うニューロンはシナプスを介して情報伝達を行う。情報を与える側をプレシ

ナプス・情報を受け取る側をポストシナプスという。活動電位がプレシナプス

末端に伝わると、神経伝達物質をシナプス間隙に放出する。この神経伝達物質

を後シナプスにあるレセプターが結合することにより細胞内へのイオン流入が

引き起こされる。それにより細胞膜が脱分極され、活動電位が発生することに

より、次のニューロンへと情報が伝わっていく。シナプス膜状にあるレセプタ

ーは主にイオンチャネル型レセプターと G タンパク型レセプターに大別される。

これらのレセプターが活性化または不活性化することにより、神経伝達は調節

される。近年、脳神経科学の発達により、中枢神経系疾患の原因が、このシナ

プスにおける情報伝達の異常であることが明らかになりつつある。神経伝達に

おいてポストシナプス膜状の様々なレセプターは重要や役割を果たしている。

そのためこのポストシナプス膜状のレセプターを分子ターゲットとして、神経

医薬開発は行われている。 

 中枢神経医薬は開発意欲が高いにも関わらず、中枢神経医薬評価の HTA 化は

進んでいない。その大きな要因は、適切なアッセイモデルの構築が難しいとい

う点にある。レセプターのほとんどは膜貫通型であり、細胞膜上で構造が保持

されることによって機能を有する。また、いくつかのレセプターは複数のサブ

ユニットが会合すること機能構造を形成している。そのため、レセプターを単

離・精製してきたとしても、機能を維持できていない場合が多い。また、機能

を維持できたとしても、評価できるのはレセプターとリガンドとの結合のみで

あり、薬剤の実際の作用を評価することができない。そのため、レセプターの

評価には native 細胞である神経細胞を用いたアッセイが採用されてきた 24。神経

細胞を用いた評価を行うためには分化誘導を行う必要がある。神経細胞は分化
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誘導後、樹状突起を介して他の細胞とシナプスを形成する。しかしながら分化

した神経細胞は不安定であり、その機能維持が難しい。また、樹状突起数や伝

達物質放出量等、複数の要因が細胞応答に影響を与えるため、再現性という点

でも課題がある。このような問題により、神経細胞を用いた HTA 化は難しい。 
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図 1-3 神経伝達の仕組み 
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1-6. ポスト-シナプスモデル細胞 

 本研究では中枢神経医薬 HTA における解析モデルとして、ポストシナプス

膜上のレセプター機能を培養が容易な異種細胞に発現させたポスト-シナプスモ

デル細胞の構築を企画した（図 1-4）。中枢神経医薬が作用する分子ターゲット

の一つはポストシナプス膜上のレセプターである。モデル細胞を用いることで

中枢神経医薬のターゲットとなるレセプターへの薬剤の作用を解析することが

でき、中枢神経医薬におけるリード化合物探索において有効になると考えた。

モデル細胞はレセプター機能研究に従来用いられてきた神経細胞と比べて培養

が容易であり、かつ分化誘導や形成したシナプスの維持などの測定上の不安定

要因が少ない。またレセプター機能のみに着目しているため、細胞応答に関わ

る因子を特定しやすく、細胞応答制御が容易であると考えられる。そのため、

中枢神経医薬 HTA のための解析モデルとして優れた特性が期待される。 

本研究ではモデルケースとしてグルタミン酸レセプター（GluR）に着目した。

GluR 中枢神経において、興奮性神経伝達を司る 25 のみならず、記憶・学習 26 な

どの高次脳機能、てんかん 22 や神経細胞死を伴う脳神経疾患に深く関わると考

えられている。そのため中枢神経医薬開発における重要な分子ターゲットとな

っている。 

GluR はイオンチャネルを形成して速いシナプス伝達を担うイオンチャネル型

レセプターと G タンパク質と共役してシグナル伝達を行う代謝調節型受容体の

二つに大別される。イオンチャネル型レセプターはさらに アゴニストに対する

受容体親和性の違いから、N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）レセプター、

α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソキサゾール（AMPA）レセプターおよび

カイニン酸レセプターの 3 つのサブタイプに分類されている 27（図 1-5）。この

中で特に AMPA レセプターは神経伝達における活動電位の発生に重要な役割を
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担っており、中枢神経伝達の中心的な役割を果たしているといえる。 

AMPA レセプターは 4 回膜貫通型のタンパク質であり、４つのサブユニット

が集まってレセプターとしての機能を有する（図 1-6）｡生体内では同種のサブ

ユニットから構成されるホモメリック受容体と異種のサブユニットから構成さ

れるヘテロメリック受容体の両方の存在が確認されている 28。このレセプターは

主に Na イオン、K イオンを流入するが、いくつかのサブユニットでは Ca イオ

ンの流入を引き起こすことが知られている。現在既知のものではアゴニストで

はグルタミン酸や AMPA、アンタゴニストでは CNQX、NBQX、DNQX などが

知られている 29。 

GluR については基本的な構造と機能がほぼ解明されており 30、前述したよう

にリガンドのグルタミン酸以外にもGluRに結合するアゴニストとアンタゴニス

トが発見されている。このように基本的な構造や機能が解明されている点は、

レセプター発現細胞を用いた測定法における再現性や S/N 比の向上に向けた細

胞設計を議論するモデルケースとして、アドバンテージが大きい。そこで本研

究では AMPA 型 GluR のサブユニットの一種である GluR-D を発現したモデル細

胞構築を行った。 
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図 1-4 シナプスモデル細胞 
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図 1-5 GluR の分類 
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図 1-6 AMPA レセプターの構造 

（a）3 次構造 （ｂ）4 次構造 

  

（a） 

（b） 
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1-7. 本研究の目的と意義 

本章では医薬開発における HTA の重要性と細胞バイオセンサにおける課題に

ついて述べた。細胞バイオセンサ構築において、その目的に応じて適切な解析

モデル系を戦略的に構築することが重要である。本研究室では解析モデル系の

構築が難しい中枢神経医薬 HTA に着目し、ポスト-シナプス機能を模倣した「ポ

スト-シナプスモデル細胞」の提唱と構築を推進している。本論文ではモデル細

胞を細胞バイオセンサ素子として利用するための課題に着目し、再現性や S/N

比に優れた細胞バイオセンサ構築に必要な分子機能の解明と戦略的構築を行う

ことである。更にケモメトリクス手法を利用した薬剤解析手法を組み合わせ、

モデル細胞の薬剤解析への応用の検討を行う。 

本論文は本章を入れて 6 章で構成される。 

第 2 章では再現性に優れた細胞バイオセンサ構築を目指し、GFP 共発現モデ

ル細胞を用いた細胞応答安定化の検討を行った。 

第 3 章ではモデル細胞の培養系の検討を行い、安定培養が可能な細胞構築戦

略について述べる。 

第 4 章では S/N に優れた細胞バイオセンサ構築を目指し、モデル細胞応答の

増幅の検討を行った。 

第 5 章ではケモメトリクス手法を組み合わせた薬剤解析手法の構築を行い、

中枢神経薬剤の作用解析への応用について検討する。 

最後に、第 6 章では、以上を総括し、今後の展望を述べる。
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第 2章 

 

細胞応答安定化のための GFP共発現 

ポスト-シナプスモデル細胞の構築 
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2-1. 緒言 

 本研究の目的は、神経医薬探索 HTA のためのモデル解析系として、本研究室

で提唱する「ポスト-シナプスモデル細胞」をバイオセンサ素子として利用する

ため必要な分子機能を戦略的に構築することである。細胞バイオセンサを薬剤

解析に応用するためには、再現性やシグナル／ノイズ（S/N）比に優れた細胞バ

イオセンサ構築を行うことが重要であり、その目的に応じた細胞設計は極めて

重要である。本章では細胞バイオセンサにおける再現性向上を目指し、細胞応

答の安定化に向けた検討を目的とした。細胞はその応答に確率的な変動を示す

ため、細胞バイオセンサにおける再現性に大きな影響を与える。そのため、こ

のような細胞応答の確率的変動を考慮した細胞を設計構築する必要がある。 

 次項では細胞応答の確率的な変動の大きな要因であると考えられている細胞

のゆらぎについて述べる。 

 

2-2. 細胞のゆらぎと細胞応答 

 細胞は同一の細胞であっても、本質的に mRNA 量やタンパク発現量にゆら

ぎを持っていることが報告されている 1-3。それに伴い、細胞は同じ遺伝背景・

環境であっても細胞機能や性質、つまり表現型が大きく異なることが報告され

ている 4, 5。近年では分化した哺乳類細胞においても、多様な表現型を示すこと

が明らかとなっている 6-8。このような細胞のゆらぎは生体の機能維持 9, 10 や細胞

分化 11, 12 など、生体にとって大きな意味を持っていると考えられている。しか

しながら、このような細胞のゆらぎに起因して、細胞の応答は確率的な変動を

示すため、細胞バイオセンサにおける再現性に影響を与える 8。そのため、細胞

を分子認識素子として利用するためには、このような細胞のゆらぎを考慮した

細胞設計を行うことが重要である。 
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2-3. モデル細胞における細胞応答の確率的変動 

 モデル細胞において、細胞応答には（1）細胞膜上のレセプターの数（2）個々

のレセプターからのイオン流入の２つが大きく関与していると考えられる。2-2.

で述べたように細胞はタンパク発現量にゆらぎを持っている。そのため、モデ

ル細胞において、細胞ごとの細胞膜上のレセプター量に大きな差異があること

が考えられる。再現性の高い細胞バイオセンサ構築のためには、この細胞間の

レセプター量の差異を考慮する必要がある。そこで本章では GFP を共発現した

モデル細胞の構築を企画した。GFP 蛍光を指標とし、レセプター発現量を見積

もることができれば、細胞応答の変動を補正し得ると考えた。本章では GFP 共

発現モデル細胞の構築を行い、細胞応答の安定化に向けた検討を行う。 

 

2-4. 実験方法 

2-4-1. 細胞培養 

ポスト-シナプスモデル細胞における宿主細胞として培養が容易で、分析用途

に適しているアフリカミドリザル腎臓由来の COS7 細胞を用いた。COS７細胞は

理研セルバンクから購入した。Dalbbecco’s Modified Eagle’sMedium; DMEM

（Invitrogen）に 10％FBS（大日本住友製薬）と 50U/ml ペニシリン/ストレプト

マイシン（Invitrogen）を添加した培地を用いて、37℃で培養し、数日ごとに培

地を交換した。細胞の継代には、0.05%トリプシン/EDTA 溶液（KURABO）を

用い、800rpm で 5 分間遠心後、細胞数 5×10
5 個になるように 75ml のカルチャ

ーフラスコ（BDFalcon）に播種した。細胞の保存は 10％DMSO（Wako）を含む

培地で 1×10
6
cells/ml の細胞懸濁液を作成し、-80℃のディープフリーザで凍結

保存した。凍結の際には、BICELL（日本フリーザ）を用いて温度を徐々に-80℃
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まで低下させた。解凍の際には、37℃の恒温槽で急速解凍し、800rpm で遠心後、

75ml のカルチャーフラスコに播種した。 

 

2-4-2. 導入遺伝子 

GluR （Δ22-402）遺伝子 13 はフィンランド、ヘルシンキ大学の Kari Keinanen 教

授より提供いただいた。Flag を N 端に付加した GluR（Δ22-402）遺伝子を制限

酵素を用いて pIRES-GFP ベクター（Clontech）にクローニングした(図 2-1)。GluR

の下流にリボソーム結合サイト（IRES）を介して GFP が導入される設計となる

ため、GluR と GFP が同一プロモーター支配により等価で発現する仕組みになっ

ている 14, 15。そのため、GFP 蛍光量より、目的遺伝子の発現量を見積もること

ができる。 
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図 2-1 GluR-ires-GFP ベクター 
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2-4-3. GluR 遺伝子導入の COS７細胞への導入 

GluR（Δ22-402）遺伝子をクローニングした ires-GluR/GFP 遺伝子を X-fect
TM

（Clontech）を用いて COS7 細胞に導入した。遺伝子導入前日に、COS7 細胞を

70%コンフルエントになるように 6 穴プレート（BDFalcon）に播種した。翌日

エタノール沈殿により精製した 4μg の DNA を X-fect Reaction Buffer に溶解し

DNA solutionを作製した。次に X-fect Polymer をX-fect Reaction Buffer に溶解し、

X-fect Polymer solution を作製した。作製した DNA solution と X-fect Reaction 

Buffer を混合し、室温で 10 分間静置した。その後、1ml の DMEM(FBS・ペニシ

リン/ストレプトマイシン)に培地交換した細胞に混合した溶液を加え、37℃ CO2 

インキュベータ内で 培養した。4 時間後 DMEM(10%FBS・50U/ml ペニシリン/

ストレプトマイシン)培地に交換し、再び CO2 インキュベータ内で 培養した。 

 

2-4-4. 免疫染色法による GluR の細胞表層提示解析 

COS7 細胞表層への GluR の提示を細胞免疫染色法で確認した。一次抗体には

Anti FLAG Rabbit IgG（Affinity Bio Regents）、二次抗体には Rhodamine 標識され

た Anti Rabbit IgG（Affinity Bio Regents）を用いた。測定前日に 37℃、5%CO2

インキュベータ内で 0.01% フィブロネクチン/PBS溶液中に浸漬したスライドガ

ラスに細胞を播種した。CO2 インキュベータ内 37℃で一晩培養後、Hank's 

Balanced Salt Solution (HBSS) により培地成分を洗浄した。その後、3％ホルムア

ルデヒド溶液を用い、室温で 10 分間処理することにより細胞の固定を行った。

その後ブロッキング剤として Super Block（Bio Rad）を用い、ブロッキング処理

を 30 分間行った。HBSS で 3 回洗浄した後、一次抗体反応を 1 時間行い、HBSS

で 3 回洗浄し、二次抗体反応 1 時間行った。その後、再び HBSS で洗浄し、落

射型蛍光顕微鏡（Nikon）による観察を行った。 
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2-4-5 ナトリウムイオン蛍光指示薬によるイオン流入測定 

 イオン流入測定にはナトリウムイオン蛍光指示薬である SBFI/AM（invitrogen）

を使用した。測定前日にガラスボトムディッシュ（IWAKI）に細胞を播種した。

細胞接着を確認し、5uM の SBFI/AM を加えた HBSS を細胞に負荷し、37℃で

インキュベートすることで細胞内へ SBFI を導入した。3 時間培養後、HBSS に

置換し、測定を行った。 

 SBFI を 340nm と 380nm の励起光で励起した際の 510nm の蛍光を測定し、

そのときの蛍光強度の比である 340/380 をモニタリングした。測定開始 120 秒

後に薬剤を滴下し、その後の細胞内のナトリウムイオン濃度変化を計測した。 

 

 

2-5. GluR および GFP の発現確認 

 落射型蛍光顕微鏡を用いて GluR および GFP の発現確認を行った（図 2-2）。

GFP の発現は GFP 蛍光により、GluR の発現は免疫染色法により観察した。ネガ

ティブコントロールである Native Cos7 細胞では蛍光が観察されない一方で、遺

伝子を導入したポスト-シナプスモデル細胞ではGFPおよび免疫染色法での蛍光

が観察された。この結果より、GFP と GluR が共発現されていることが確認され

た。また、免疫染色法では細胞膜の透過処理を行っていないため、抗体は細胞

膜上の GluR の Flag-tag のみに結合する。そのため、GluR が細胞膜上に提示さ

れていることも確認された。 
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図 2-2 GFP および GluR の発現確認 
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2-6. GluR 発現量と細胞表層提示量の関係の解析 

 免疫染色法を用いて GluR の発現量と細胞表層提示量の関係の解析を行った

（図 2-3）。前述の通り、ires の機能により、GluR と GFP 発現量は相関する。そ

のため、GluR 発現量は GFP 蛍光量を指標とした。また、免疫染色法では GluR

の細胞表層提示量は免疫染色法での蛍光強度を指標とした。発現量が増加する

に伴い、提示量が増加し、発現量が一定以上になると提示量は飽和し、一定と

なることが明らかとなった。この結果より、細胞膜上に提示できる GluR の数に

は制限があるということが示唆された。 
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図 2-3 発現量と提示量の関係の解析 
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2-7. イオン蛍光プローブによる GluR 機能解析 

SBFI を用いて、モデル細胞のイオン流入の解析を行った。SBFI はナトリウムイ

オンと結合し、蛍光量が変化する試薬である。これを細胞内に取り込むことで、

細胞内のナトリウムイオン濃度変化を評価することができる。そのため、この

SBFI を用いることで、GluR への薬剤作用に伴うイオン流入によって生じる細胞

内イオン濃度変化を測定することで、レセプター機能の評価が可能であると考

えた。モデル細胞におけるイオン流入挙動を図に示す。Glu 適用後、Native Cos7

細胞では細胞内ナトリウム濃度に変化がない一方で、モデル細胞ではアゴニス

トである Glu 適用後、大きな Na イオン濃度上昇が観察された(図 2-4)。これは適

用した Glu がモデル細胞膜上の GluR に作用し、Na
+流入を引き起こしたためで

あると考えられる。この結果より、構築した GFP 共発現モデル細胞は Glu と結

合しイオン流入を引き起こすというGluR本来の機能を保持していることが示さ

れた。 
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図 2-4 イオン蛍光プローブを用いたイオン流入挙動解析 
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2-8. GluR 発現量と細胞応答の関係 

 この蛍光指示薬を用いて GluR 発現量とモデル細胞における細胞応答（イオン

流入）量の関係を解析した(図 2-5)。2-6 と同様に GluR 発現量は GFP 蛍光量を指

標とした。GluR 発現量と GluR 提示量の関係の解析と同様に、発現量が増加す

るに伴い、イオン流入量は増加し、発現量が一定以上になるとイオン流入量は

飽和し、一定となることが示された。モデル細胞におけるイオン流入量に本質

的に影響するのは細胞膜上の GluR である。そのため、一定以上の発現量では細

胞膜上のレセプター量は飽和し一定となったため、イオン流入量は一定となっ

たと考察した。また、発現量の高い細胞群では発現量の際に関わらず、イオン

流入量は比較的安定であるということが明らかとなった。タンパク発現量のゆ

らぎ 6 やサイレンシング 16 など、様々な要因により、同一の遺伝背景・環境であ

っても、細胞応答は大きく異なることが報告されている。しかしながら、ires を

利用し、GFP 蛍光量の高い細胞のみを用いることで、細胞間の応答の差異を低

減でき、定量的な解析が可能になることが示唆された。 
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図 2-5 GluR 発現量とイオン流入量の関係の解析 
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2-9． GFP 共発現モデル細胞の薬剤解析への適用性の評価 

GFP 蛍光量の高い細胞を用いて、イオン流入量のグルタミン酸濃度依存性を

解析した(図 2-6)。グルタミン酸濃度に伴い、イオン流入量が増加することが示

された。またモデル細胞において、グルタミン酸の EC50 が 0.1-1mM の間にあ

ることが示された。電気生理学的測定などによって明らかにされている GluR に

対するグルタミン酸の EC50 は約 500μM であること 13, 17 から、モデル細胞の

グルタミン酸に対する応答は GluR のグルタミン酸に対する薬理学的特性との

一致がすることが示唆された。 
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図 2-6 イオン流入量のグルタミン酸濃度依存性 
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2-10. 結言 

本章では細胞バイオセンサにおける再現性の向上を目指し、モデル細胞応答

の安定化のための検討を行った。GFP 共発現細胞を用いて、GluR 発現量と提示

量の関係の解析を行い、GluR 発現量が高い細胞群では提示量は一定となるとい

うことが明らかとなった。また GluR 発現量高い細胞群ではイオン流入量は飽和

し、比較的安定することが示された。つまり、GFP 蛍光を指標とし、GFP 蛍光

量が高い細胞を用いることで、細胞間の応答の差異を低減できることが示され

た。近年、モデル細胞のようにレセプター提示細胞を用いた細胞バイオセンサ

は数多く報告されている。しかしながら、細胞は本質的にタンパク発現量にゆ

らぎを持っているため、細胞間のレセプター量の差異が細胞バイオセンサにお

ける再現性に大きな影響が与える。しかしながら、蛍光タンパクを利用し、レ

セプター発現量の高い細胞のみを用いることで、細胞の応答は安定化し、再現

性の高い細胞バイオセンサ構築が可能になることが示唆された。 
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第 3章 

 

培養系の最適化による細胞毒性の 

低減と細胞応答の向上 
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3-1. 緒言 

 細胞は培地成分 1 や培養温度 2、pH
3、接着因子 3 など様々な培養環境因子によ

って機能が大きく異なる。そのため、細胞バイオセンサ構築において、用いる

細胞の種類やその用途によって、培養環境を最適化することが重要である。モ

デル細胞の培養培地には細胞増殖の必須成分であるグルタミン酸が含まれてい

る。このグルタミン酸が培養中にモデル細胞膜上の GluR に作用し、膜電位や細

胞内イオン濃度異常を引き起こすことが懸念される。このようなグルタミン酸

毒性がGluRをターゲットとした細胞バイオアッセイ系の確立を阻害している要

因であると考えられる。本章ではアンタゴニストの保護作用に着目した。近年、

神経伝達物質の異常な放出が神経細胞死を引き起こし、脳虚血 4 やアルツハイマ

ー5 等、様々な神経疾患の原因となっていることが明らかとなっている。そのた

め、アンタゴニストの神経保護作用に研究が盛んに進められている 6-8。神経伝

達物質を受容するレセプターをアンタゴニストでブロックすることにより、異

常なレセプターの活性化を阻害でき、神経疾患治療に有効となることが期待さ

れている。このアンタゴニストの保護作用に着目し、GluR のアンタゴニストを

培地に添加することによって、グルタミン酸毒性を阻害でき、安定な培養が可

能になるのではないかと考えた。本章では GluR の強力なアンタゴニストである

NBQX を添加培養することによる安定培養の確立を試みた。 

 

3-2. NBQX 添加培養 

 GluR のアンタゴニストとして DNQX,NBQX,CNQX 等が報告されている 9。こ

の中でも特に NBQX はアンタゴニスト活性が高いことで知られている。NBQX

の構造を図 3-1 に示す。GluR のリガンド結合ポケットの Arg485 と NBQX の２

つのカルボニル基が水素結合し、競合的なリガンド結合阻害を引き起こす 10。そ
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のため、NBQX を培地成分に添加することにより、培地中のグルタミン酸の GluR

への作用を競合的に阻害できる。そのため、グルタミン酸毒性を低減でき、安

定な培養が可能になると考えた。 
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図 3-1 NBQX の構造 
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3-3 実験方法 

3-3-1 ポスト-シナプスモデル細胞の構築および培養 

 ires-GluR/GFP 遺伝子の Cos7 細胞への導入は 2-4-3 と同様の方法で行った。遺

伝子導入 4 時間後、DMEM(10%FBS・50U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン・

100μM NBQX)培地に交換し、CO2 インキュベータ内で培養した。 

 

3-3-2 GluR 機能解析 

 GluR の細胞表層提示は 2-4-4 と同様の方法で観察した。また GluR からのイオ

ン流入は Ca
+蛍光プローブである Fura-2/AM(invitrogen)を用いて観察した。測定

前日にガラスボトムディッシュ（IWAKI）に細胞を播種した。細胞接着を確認

し、5uM の Fura-2/AM を加えた HBSS を細胞に負荷し、37℃でインキュベー

トすることで細胞内へ Fura-2 を導入した。3 時間培養後、HBSS に置換し、測

定を行った。 

 Fura-2 を 340nm と 380nm の励起光で励起した際の 510nm の蛍光を測定し、

そのときの蛍光強度の比である 340/380 をモニタリングした。測定開始 120 秒

後に薬剤を滴下し、その後の細胞内のカルシウムイオン濃度変化を計測した。 

 

3-3-3 細胞増殖および細胞死数の解析 

 5×10
5 個の細胞を 24Well プレートに播種し、培養した。細胞死数の解析には

トリパンブルーを用いた。死細胞は生細胞に比べ、細胞膜の透過性が高いため、

トリパンブルーが細胞内に取り込まれる 11。そのため、死細胞のみを青く染める

ため、細胞死数の割合を解析することができる。0.05%トリプシン/EDTA 溶液を

用いて細胞を剥がし、800rpm で 5 分間遠心後、1ml の PBS に懸濁した。作製

した細胞懸濁液と 0.4%トリパンブルー溶液 1ml を混合し、ヘモサイトメーター
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を用いて、細胞数およびトリパンブルーpositive 細胞数を計測した。 

 

3-4 NBQX 添加培養による細胞毒性の低減 

通常の DMEM 培地および 100μMNBQX を添加した培地で培養した Native 

Cos7 細胞の細胞増殖曲線を図 3-2 に示す。NBQX 添加培養した場合としていな

い場合での細胞増殖曲線はほぼ一致することが示された。そのため NBQX 添加

培養は Cos7 細胞の細胞増殖能に影響を与えないことが示された。次に構築した

ポスト-シナプスモデル細胞の細胞増殖を解析した（図 3-3）。NBQX 添加培養し

たモデル細胞は、添加培養していない場合に比べ、細胞増殖能が大きく向上す

ることが示された。13 日を境に細胞数が減少したが、これは細胞が密になり、

アポトーシスを引き起こしたものと考察した。また、この時の細胞死数の割合

をトリパンブルーによって解析した。NBQX 添加培養したモデル細胞では、細

胞死数の割合が減少することが示された。これらの結果より、NBQX 添加培養

により、細胞死を減少でき、安定にモデル細胞を培養し得ることが明らかとな

った。Native Cos7 細胞では、NBQX 添加培養は細胞増殖能に影響を与えないた

め、NBQX がモデル細胞の GluR に作用したため、安定な培養が可能になったと

考えられる。つまり、NBQX がモデル細胞膜上の GluR に結合し、グルタミン酸

毒性を低減し、安定な培養が可能になったと考察した。 
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図 3-2 Cos7 細胞の細胞増殖曲線 
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図 3-3 ポスト-シナプスモデル細胞の細胞増殖 
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表 3-1 トリパンブルーによる細胞死数の解析 
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3-5 NBQX 添加培養の GFP 発現に対する影響 

 各濃度 NBQX を添加した培地で培養し、GFP 蛍光を示した細胞数の割合を解

析した（図 3-4）。第 2 章で述べたように ires を介して GFP と GluR を共発現し

ているため、GFP 陽性細胞数は GluR を発現した細胞の数を示している。NBQX

濃度が増加するに伴い、GFP 陽性細胞の割合が増加することが示された。現状

のモデル細胞では一過性発現系であるため、細胞群の中には遺伝子が導入され

ず、GluR を発現しない細胞が含まれる。NBQX を添加していない培地で培養し

た場合、培地中のグルタミン酸がモデル細胞膜上の GluR に作用し、GluR を発

現した細胞における細胞死を引き起こす。NBQX 濃度が増加するに伴い、グル

タミン酸毒性を低減でき、GluR を発現した細胞死を抑制でき、GFP 陽性細胞の

割合が向上したと考察した。この結果より、NBQX 添加培養により GluR 発現細

胞の細胞毒性を抑制でき、GluR 発現細胞をより多く獲得できることが示された。 
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図 3-4 GFP 陽性細胞の割合の解析 
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3-6 NBQX 添加培養時の GluR 機能の解析 

3-6-1 NBQX 添加培養時の細胞表層提示量の解析 

 NBQX 添加培養が GluR 機能に与える影響の解析を試みた。まず免疫染色法を

利用して細胞表層提示量の解析を行った（図 3-5）。第 2 章で GluR 発現量が提示

量に影響することが明らかとなっている。そのため、GFP 蛍光が高い細胞

（RFU>30）の細胞を用いて解析を行った。NBQX 添加培養した細胞における免

疫染色の蛍光強度は、通常培地で培養した場合の蛍光強度と有意な差がないこ

とが明らかとなった。この結果より、NBQX 添加培養は細胞表層提示に影響を

与えないことが示された。 
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図 3-5 NBQX 添加培養時における GluR の細胞表層提示量の解析 
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3-6-2  NBQX 添加培養時のイオン流入特性解析 

 イオン蛍光プローブを用いて NBQX 添加培養時のイオン流入特性解析を行っ

た。イオン流入測定を行う前に HBSS で培地をしっかり洗浄後、イオン流入測

定を行った。グルタミン酸および NBQX 適用時のイオン流入挙動を図 3-6 に示

す。グルタミン酸を適用した場合、大きなイオン流入が観察された。これは測

定前に HBSS で洗浄を行ったため、培養中に結合した NBQX が GluR から解離

し、その後に適用したグルタミン酸が GluR に作用することが可能となり、イオ

ン流入を引き起こしたと考えられる。またHBSSで洗浄後、10分間 100μMNBQX

（in HBSS）で処理し、その後グルタミン酸を適用した場合、NBQX 処理を行っ

ていない細胞に比べ、イオン流入が大きく減少した。そのため、NBQX 添加培

養した細胞でも、アンタゴニストの解析が可能であることが明らかとなった。

これらの結果より、NBQX 添加培養した場合でも、培地をしっかりと洗浄する

ことにより、GluR から NBQX が解離し、その後アゴニストやアンタゴニストの

解析が可能になることが示された。 

 次に NBQX 添加培養した場合のイオン流入量の解析を行った。NBQX 濃度が

増加するに伴い、イオン流入量が増加することが示された（図 3-7）。また NBQX

添加培養した場合のグルタミン酸濃度依存の解析を行った（図 3-8[a]）。全ての

グルタミン酸濃度において、NBQX 添加培養した場合イオン流入量が増加する

ことが明らかとなった。また、NBQX 添加培養した場合としていない場合のそ

れぞれの 2mMGlu 適用した場合のイオン流入量を 100 とした場合のそれぞれの

イオン流入量を解析した(図 3-8[b])。NBQX 添加培養した細胞と通常培地で培養

した細胞における Glu Dose Curve はほぼ一致することが示された。この結果よ

り、NBQX は GluR の結合特性に影響を与えないことが示唆された。モデル細胞

におけるイオン流入量には、活性したレセプターの数と個々のレセプターから
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のイオン流入量が関与していると考えられる。NBQX 添加培養は細胞表層提示

量や GluR の結合特性に影響がないため、NBQX 添加培養によるイオン流入増幅

には個々のレセプターからのイオン流入量の増加が関与していると考えられる。

NBQX 添加培養により、膜電位を正常に保つことができ、イオン流入が増加し

たのではないかと考えられる。 
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図 3-6 NBQX 添加培養した細胞におけるイオン流入挙動 
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図 3-7 NBQX 添加培養時のイオン流入量 
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[a] 

 

 

[b] 

 

図 3-8 イオン流入量のグルタミン酸濃度依存 

[a]各濃度 Glu 適用時のイオン流入量  

  ［b］2mMGlu 適用時を 100 とした場合の 

 各濃度 Glu 適用時のイオン流入の割合 
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3-7 結言 

 本章では NBQX のレセプター保護作用に着目し、モデル細胞における安定培

養系の確立を試みた。NBQX 添加培養により、培地中のグルタミン酸の GluR へ

の作用に伴うグルタミン酸毒性を低減でき、安定に培養し得ることが示された。

また NBQX 添加培養により、膜電位を正常に保つことができ、細胞応答増幅で

きることが示唆された。更に NBQX 添加培養は GluR の薬剤の結合特性に影響

を与えないため、薬剤解析に適用できることが示された。G タンパク系を含む

GluR 発現細胞はグルタミン酸毒性の影響を受けるため、GluR をターゲットとし

た薬剤を解析するための測定法の構築が難しいという課題がある。本章で報告

した NBQX 添加培養のように、レセプター機能を抑制した培養方法を確立する

ことにより、グルタミン酸毒性を低減でき、GluR をターゲットとした測定法の

開発の発展が期待できる。 
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第 4章 

 

stargazin共発現したポスト-シナプスモデル 

細胞の構築と細胞応答増幅の検討 
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4-1. 緒言 

 細胞バイオセンサの薬剤作用を正確に解析するためには、センサの S/N 比の

向上が求められる。しかしながら、一般的に細胞の応答は微弱であり、その検

出が難しい。近年、様々な細胞バイオセンサが報告されている 1-3が、その多く

において、S/N 比に課題があることが多い。このような課題に対し、センサ側

を改良し、センサの感度向上に取り組む研究は数多く報告されている 4-6が、本

研究では細胞の応答自体を増幅することにより、細胞バイオセンサにおける S/N

比の向上に寄与できるのではないかと考えた（図 4-1）。 

 モデル細胞における細胞応答増幅には大きく（１）レセプター量を増加させ

る（２）個々のレセプターからのイオン流入量を増加させるという２つのアプ

ローチが考えられる。しかしながら第 2 章で一定以上の発現量になると細胞膜

上のレセプター数は飽和し、それに伴い細胞応答も飽和することが明らかとな

っている。そのため、単純にレセプター数を増加させても一定以上細胞応答を

増幅し得ないことが明らかとなった。そこで今回我々は、AMPA 型グルタミン

酸レセプター調節蛋白質（TARPs）の一種である stargazin7, 8 に着目した。

stargazin は GluR の脱感作や脱活性化を阻害することにより、GluR の活性時

間を増加し、個々のレセプターからのイオン流入を増加させる働きを保持して

いる。そこで本章では stargazin 共発現モデル細胞を構築し、モデル細胞におけ

る細胞応答の増幅を試みた。 
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図 4-1 細胞応答増幅による細胞バイオセンサの S/N 比の向上 
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薬剤適用薬剤適用 薬剤適用薬剤適用
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4-2. stargazin 

 近年、AMPA 受容体の補助サブユニットとして TARP（transmembrane 

AMPA receptor regulatory protein）とよばれる補助サブユニットが同定されて

きた 9。現在までに stargazin（γ-2）の他，γ-3，γ-4，γ-5，γ-7，γ-8 の 6

つのファミリーが同定されている。stargazin を含む TARP は 4 回膜貫通型の膜

タンパク質（図 4-2）で、AMPA 受容体の物理学的な特性を修飾することが報告

されている。グルタミン酸適用後、グルタミン酸との結合によりチャネルが開

いた後、グルタミン酸が結合部位から外れる（脱活性）および受容体の細胞内

への取り込みやリガンドへの親和性の低下等（脱感作）によりチャネルが閉じ、

受容体は不活性化する。stargazin を含む TARP は脱活性化および脱感作の過渡

特性を遅くすることにより、チャネルが開いている時間を長くする 10-13。その

ため、この stargazin を共発現することにより、モデル細胞膜上のレセプターか

らのイオン流入が増加し、細胞応答を増幅がし得ると考えた。 
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図 4-2 stargazin の構造  
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4-2. 実験方法 

4-2-1. モデル細胞の構築 

 pHluorin-GluR（Δ22-402）-stag 遺伝子はフィンランド、ヘルシンキ大学の

Kari Keinanen 教授より提供いただいた。2 つの遺伝子をそれぞれ、制限酵素

を用いて pcDNA3.0 ベクター（invitrogen）にクローニングした(図 4-3)。構築

した遺伝子はそれぞれ 2-4-3 と同様の方法で Cos7 細胞に導入した。遺伝子導入

4 時間後、DMEM(10%FBS・50U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン・100μ

M NBQX)培地に交換し、CO2 インキュベータ内で培養した。 
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図 4-3 pHluorin-GluR-stargazin ベクター 

promoter

pHluorin GluR

stargazin

(stag)
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4-2-2. 免疫染色法による細胞表層提示確認 

 免疫染色法により GluR および stargazin の細胞表層提示確認を行った。一次

抗体として、Anti GFP Rabbit IgG（Sigma）、および Anti stargazin Rabbit IgG

（Sigma）を用い、二次抗体には Rhodamine 標識された Anti Rabbit IgG

（Sigma）を用いた。測定前日に 37℃、5%CO2 インキュベータ内で 0.01% フ

ィブロネクチン/PBS 溶液中に浸漬したスライドガラスに細胞を播種した。CO2

インキュベータ内 37℃で一晩培養後、HBSS により培地成分を洗浄した。その

後、3％ホルムアルデヒド溶液を用い、室温で 10 分間処理することにより細胞

の固定を行った。その後ブロッキング剤として Super Block Blocking buffer

（Bio Rad）を用い、ブロッキング処理を 30 分間行った。HBSS で 3 回洗浄

した後、一次抗体反応を 1 時間行い、HBSS で 3 回洗浄し、二次抗体反応 1 時

間行った。その後、再び HBSS で洗浄し、落射型蛍光顕微鏡（Nikon）による

観察を行った。 

 

4-2-3. イオン流入測定 

 GluR からのイオン流入は Ca2+蛍光プローブである Fura-2/AM(invitrogen)

を用いて観察した。測定前日にガラスボトムディッシュ（IWAKI）に細胞を播

種した。細胞接着を確認し、5uM の Fura-2/AM を加えた HBSS を細胞に負

荷し、37℃でインキュベートすることで細胞内へ Fura-2/を導入した。3 時間培

養後、HBSS に置換し、測定を行った。 

 Fura-2 を 340nm と 380nm の励起光で励起した際の 510nm の蛍光を測定

し、そのときの蛍光強度の比である 340/380 をモニタリングした。測定開始 120 

秒後に薬剤を滴下し、その後の細胞内のカルシウムイオン濃度変化を計測した。 
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4-3. stargazin 共発現細胞の GluR 機能解析 

 GluR および stargazin の細胞表層提示は免疫染色法により確認を行った(図

4-4)。遺伝子導入確認は pH 感受性 GFP である pHluorin14の蛍光を指標とした。

GluR の細胞表層提示は上流に導入した pHluorin を認識する Anti GFP 抗体を

用いて観察した。免疫染色法により蛍光が観察されており、GluR および

stargazin が細胞膜上に提示されていることが確認された。 

 次に構築した stargazin 共発現細胞の GluR 機能を Ca2+蛍光プローブである

Fura-2 を用いて解析した。リガンドであるグルタミン酸適用後、大きなイオン

流入が観察されており、グルタミン酸と結合し、イオン流入を引き起こす GluR

本来の機能をきちんと保持していることが確認された（図 4-5）。 
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図 4-4 免疫染色法による GluR および stargazin の細胞表層提示確認 
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図 4-5 stargazin 共発現モデル細胞におけるイオン流入挙動 
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4-4. stargazing 共発現によるイオン流入の増幅 

 stargazin を共発現した場合と共発現させていない場合でのイオン流入量の

比較を行った。stargazin を共発現させた場合、共発現させていない場合に比べ、

イオン流入が大きく増大することが明らかとなった(図 4-6)。stargazin は GluR

の脱感作と脱活性化を阻害することで、GluR の活性時間を増大し、シングルチ

ャネルコンダクタンスを増大させる機能を保持していることが明らかとなって

いる。この結果より、stargazin を共発現させることで、モデル細胞応答を増幅

することが可能であることが示された。 
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図 4-6  stargazin 共発現の有無によるイオン流入量の比較 
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* ： P<0.01
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4-5. 結言 

 本章では S/N 比の高い細胞バイオセンサ構築を目指し、モデル細胞における

細胞応答増幅に必要な分子機能の検討を行った。近年、モデル細胞のようにレ

セプター強制発現細胞と測定系とを組み合わせた細胞バイオセンサが多数報告

されている。しかしながら、細胞の応答は微弱であり、S/N 比の低さが大きな

課題となっている。そのため、レセプター強制発現細胞における細胞応答を増

幅させることは重要な課題である。レセプター発現量を増加させるというアプ

ローチは、細胞膜上に提示できるレセプター量に制限があるため、一定以上の

細胞応答の増幅は見込めないことが第 2 章で明らかとなっている。本章では

GluR のシングルチャネルコンダクタンスを向上させる機能を持つ stargazin に

着目し、stargazin を共発現したモデル細胞の構築を行った。Stargazin を共発

現した細胞では、イオン流入量が大きく増大することが明らかとなった。その

ため、stargazin 共発現のように異種タンパク共発現によるアプローチによって、

細胞応答増幅が可能となり、モデル細胞を含むレセプター強制発現細胞を用い

たバイオセンサにおける S/N 比向上が可能になることが示唆された。 
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第 5章 

 

主成分分析法（PCA)を用いた薬剤解析法の構築 
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5-1. 緒言 

 細胞バイオセンサにおいて、分子認識素子である細胞の状態やタンパク発現

のゆらぎ、薬剤を適用しても応答しない細胞（non-responding 細胞）の混在、測

定時のノイズなど様々な要因によって、薬剤の効果を正確に分析することは難

しい。モデル細胞における細胞応答（イオン流入）挙動を図 5-1 に示す。薬剤を

適用しても応答しない細胞やノイズを含む細胞、ベースラインが増加している

細胞などが混在することが見て取れる。そのため、薬剤作用や効果を定量的に

比較することが困難であった。第 4 章までは適切な細胞設計というアプローチ

によってこのような課題に取り組んできたが、本章ではデータ解析手法からの

アプローチを行った。そこで本研究では、経時変化などの多量な情報から得ら

れる波形データを解析する手法である主成分分析（PCA）や階層的クラスター

分析（HCA）などのケモメトリクス手法 1 に着目した。本章ではモデル細胞から

得られたイオン流入挙動とケモメトリクス手法とを組み合わせることにより、

薬剤作用・効果の詳細な解析を試みる。 
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図 5-1 モデル細胞におけるイオン流入挙動  

gluglu
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5-2. 主成分分析（PCA） 

モデル細胞に薬剤を適用した際、図 5-1 のようなイオン流入挙動を示す。この

イオン流入挙動の波形は各測定時間ごとイオン蛍光プローブの蛍光強度から成

り立っている。つまり各時間での蛍光強度の一つ一つが細胞の状態や薬剤の作

用・効果を表していると考えられる。このように各サンプルの特性を表す数値

を説明変数という。つまりイオン流挙動の波形は複数の説明変数から成る多変

量データ 2 であるといえる（表 5-1）。第 4 章までのイオン流入の定量化には、特

定の時間における説明変数（SBFI 蛍光強度）の値を平均化する方法を用いてい

たが、測定の際のノイズやベースラインの増加、蛍光強度増加の傾き等の情報

が含まれていないため、正確に細胞の状態や測定時のノイズを考慮した形で薬

剤の効果・作用を定量化しているとは言い難い。そのため、薬剤の効果・作用

を正確に解析するためには、イオン流入挙動全体を解析する必要がある。先に

述べたようにイオン流入挙動の波形は多変量のデータである。変数が 2 個であ

る場合、各説明変数を軸とし、プロットすることで、 2 次元でサンプル間の関

係性を表わすことが可能である。しかし多変量のデータの場合、多次元での比

較になるため、サンプル間の比較が困難である（図 5-2）。 このような多変量デ

ータを解析する手法として主成分分析（principal component analysis; PCA）法に

着目した。 PCA により多変量データを解析することで、この多次元のデータを

2 次元に圧縮することでき、サンプル間の比較が容易となる。この手法は、IR

や NMR を用いた波形による構造分析結果を解析することで、反応にもっとも関

与する反応構造の特定や、目的化合物の反応メカニズムを特定する方法として、

近年用いられている 3-6。 

PCA は、複数の変数間の相関（共分散）を少数の合成変数で説明することが可

能である。また PCA は、共分散行列の固有値問題の解として得ることができる
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（式(1)）。Figure5-3 に上記の概念図を示す。 

EPTX  ・・・・・・・・・・・・・・・・式(1) 

X は、サンプルの各説明変数の数値データを表わした行列である。これらをス

コア行列 T とローディング行列 P に分裂させることで得られる 7-10。スコアはサ

ンプル間の類似性に関する情報を含んでおり、ローディングはサンプル間の類

似性にどの説明変数が大きく影響しているかを表している。今回我々はこのス

コアに着目し、薬剤の効果・作用への応用を試みた。 
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表 5-1 イオン流入挙動におけるデータ 
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図 5-2 多変量データの相関比較図  
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図 5-3 PCA の概念図 
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5-3.  階層的クラスター分析（HCA） 

階層的クラスター分析では 5-2 で得られたスコア間の全ての距離を計算した後

に、各距離を比較する手法である 11-13。スコアの距離が比較的短い場合、それら

のサンプルが似ていることを示し、逆に、似ていないサンプルは、距離が比較

的長くなる。全てのサンプル間のスコアの距離が計算された後、最初に最も近

い 2 つのサンプルがリンクされまる。クラスターと他のクラスターがリンクさ

れると、新しい単一のクラスターが作成される。この新しいクラスターと他の

クラスターとの間の距離が計算されたあとで、一番小さいクラスターの間の距

離を再び見つけ出そうとし、他のリンクが作られる。この作業は全てのサンプ

ル(またはクラスター)がリンクされるまで続けられる。このようにして図 3-2 の

ような樹形図（デンドログラム）が作成される。クラスターをリンクしている

枝(Branch)の長さは、両者の類似性と関係している。枝が長いほど類似性が弱く

なり、反対に短いほど類似性が強くなり、クラスター間の距離が狭くなる。そ

のため、HCA を用いることでサンプル間の類似性を解析することが可能である。 
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図 5-4 HCA の概念図 
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5-4. 実験方法 

5-4-1. モデル細胞構築および培養 

 ires-GluR/GFP 遺伝子の Cos7 細胞への導入は 2-4-3 と同様の方法で行った。遺

伝子導入 4 時間後、DMEM(10%FBS・50U/ml ペニシリン/ストレプトマイシン・

100μM NBQX)培地に交換し、CO2 インキュベータ内で培養した。 

 

5-4-2. イオン流入測定 

 イオン流入測定にはナトリウムイオン蛍光指示薬である SBFI/AM（invitrogen）

を使用した。測定前日にガラスボトムディッシュ（IWAKI）に細胞を播種した。

細胞接着を確認し、5uM の SBFI/AM を加えた HBSS を細胞に負荷し、37℃で

インキュベートすることで細胞内へ SBFI を導入した。3 時間培養後、HBSS に

置換し、測定を行った。 

 SBFI を 340nm と 380nm の励起光で励起した際の 510nm の蛍光を測定し、

そのときの蛍光強度の比であるF340/F380 を8秒毎に計測した。測定開始120 秒

後に薬剤を滴下し、その後の細胞内のナトリウムイオン濃度変化を計測した。 

 

5-4-3. データ解析 

 説明変数として各時間での SBFI の蛍光強度（F340/F380）を用いた。R 言語に

より統計数値解析プログラミングを組み、PCA および HCA を行った。 

 

5-5. HCA による non-responding 細胞の同定 

 0mM および 2mM の Glu を適用し、得られたイオン流入挙動を HCA により解

析した（図 5-5）。HCA により大きく２つのクラスターに分類された。右側のク

ラスターには 2mM グルタミン酸適用サンプルのみが分類される一方、左側のク
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ラスターには 0mM および 2mM グルタミン酸が混在した。この結果は左側のク

ラスター内に分類された 2mM サンプルのイオン流入挙動は、グルタミン酸を適

用していない場合のイオン流入挙動と類似性があることを示している。細胞群

には、細胞状態や活性等により、薬剤を適用しても応答しない non-responding 細

胞が混在している。そのため、左側のクラスターに分類されたサンプルは

non-responding 細胞であると考察した。この結果より HCA 解析を応用すること

で nonresponding 細胞を同定し得ることが示唆された。 
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図 5-5 0mM および 2mM グルタミン酸適用時の HCA 解析 

（As）0mM サンプル（Fs）2mM サンプル 
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5-6. 各濃度グルタミン酸適用時の PCA による解析 

 各濃度グルタミン酸（0-2mM）適用時のイオン流入挙動を PCA による解析結

果を図 5-6 示す。5-5 と同じ方法により、non-responding 細胞を同定し、行列式

から取り除き、その後 PCA 解析を行った。0mM サンプルの PC 点は大きく右側

に分類される一方、1.5mM および 2mM の PC 点は大きく左側に分類されること

が示された。図 5-6(b)は 0-1mM サンプルのみを PCA 解析した結果を示している。

各グルタミン酸濃度に依存した PC 点が得られた。この結果より、PCA によりイ

オン流入挙動を解析することにより、薬剤活性を解析し得ることが示唆された。 
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図 5-6 各濃度グルタミン酸適用時の PCA 結果 

[a] 0-2mM グルタミン酸適用時の PCA 結果 

[b] 0-1mM グルタミン酸適用時の PCA 結果 

(As) 0mM (Bs)0.2mM (Cs) 0.5mM (Ds) 1mM (Es) 1.5mM (Fs) 2mM 
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5-7. PCA による薬剤活性解析 

 GluR の partial アゴニストであるカイニン酸および full アゴニストである

AMPA をそれぞれ 2mM 適用した場合のイオン流入挙動を PCA によって解析し

た結果を図 5-7 に示す。full agonist は生体内のアゴニスト（グルタミン酸）と同

じ効率でチャネルを活性化するリガンドであり、 partial agonist は飽和濃度を適

用しても生体内アゴニスト波の効率ではチャネルを活性しないリガンドである

14, 15。AMPA の PC 点は 2mM グルタミン酸とほぼ同じ領域に分類された一方、

カイニン酸は 0.5mM グルタミン酸と同じ領域に分類された。つまり、各アゴニ

ストの活性の強さに依存した PC 点が得られたことが示された。 

 次に GluR のアンタゴニストである NBQX および DNQX をそれぞれ 100μM

の濃度で 10 分間細胞に負荷し、その後 2mM グルタミン酸を適用した場合のイ

オン流入挙動を PCA により解析した結果を図 5-8 に示す。DNQX の PC 点は

0.5mM-1mM のグルタミン酸適用時の PC 点の領域に分類された一方、DNQX よ

りアンタゴニスト活性の強い NBQX を適用した場合の PC 点は 0.2mM グルタミ

ン酸の領域に分類された。この結果よりアンタゴニストにおいても同様に各薬

剤の強さに依存したＰＣ点が得られることが示された。つまりモデル細胞と

PCA によるデータ解析手法を組み合わせることにより、薬剤解析に応用し得る

ことが示された。 
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図 5-7 各アゴニスト適用時の PCA 解析結果 

(Gs) AMPA  (Hs)カイニン酸 
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図 5-8 各アンタゴニスト適用時の PCA による解析結果 

（Gs）DNQX (Ks) NBQX 
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5-7. 結言 

 本章ではケモメトリクス手法を駆使し、モデル細胞におけるイオン流入挙動

から薬剤作用・効果の解析を行った。HCA を利用することにより、

noon-responding 細胞を同定し得ることを示唆した。更に、PCA による解析によ

り、アゴニスト・アンタゴニストの薬剤活性を解析できることが示された。細

胞バイオセンサにおいて、測定時のノイズや個々の細胞の状態などの影響で、

外部刺激に対応した細胞応答を正確に評価することが困難である場合が多い。

本章で明らかにしたようにイオン流入波形の形状を比較することで、これまで

困難であると考えられていた、細胞応答の定量、再現性の向上、正確な応答評

価が可能であることが示された。そのためケモメトリクス手法を組み合わせる

ことにより、細胞バイオセンサの応答挙動から薬剤の活性の強さの各情報を獲

得できることが可能となり、高効率な薬剤解析への応用が期待できる。 
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創薬市場において High through-put なセンシング技術が求められている。特に

細胞センサ素子として利用した細胞バイオセンサは、High through-put な薬剤

スクリーニングに応用可能な技術として期待されている。しかしながら、細胞

の状態やタンパク発現量や細胞機能のゆらぎ、微弱な細胞応答など、様々な要

因によって、細胞バイオセンサを用いて薬剤作用を定量的に解析することが難

しい。細胞バイオセンサ構築において、その目的に応じて適切な解析モデル系

を戦略的に構築することが重要である。本研究室では解析モデル系の構築が難

しい中枢神経医薬 HTA に着目し、ポスト-シナプス機能を模倣した「ポスト-シ

ナプスモデル細胞」の提唱と構築を推進している。本論文の目的はモデル細胞

を細胞バイオセンサ素子として利用するための課題に着目し、細胞バイオセン

サ構築に必要な分子機能の解明と戦略的構築を行うことである。また同時にデ

ータ解析によるアプローチを組み合わせ、薬剤作用解析のためのシステム化を

試みた。 

 第 2 章では再現性の高い細胞バイオセンサ構築を目指し、モデル細胞の細胞

応答の安定化を試みた。GFP 共発現細胞を用いて、GluR 発現量と提示量の関

係の解析を行い、GluR 発現量が高い細胞群では提示量は一定となるということ

が明らかとなった。また GluR 発現量高い細胞群ではイオン流入量は飽和し、比

較的安定することが示された。つまり、GFP 蛍光を指標とし、GFP 蛍光量が高

い細胞を用いることで、細胞間の応答の差異を低減できることが示された。 

 第 3 章では NBQX のレセプター保護作用に着目し、モデル細胞における安定

培養系の確立を試みた。NBQX 添加培養により、培地中のグルタミン酸の GluR

への作用に伴うグルタミン酸毒性を低減でき、安定に培養し得ることが示され

た。また NBQX 添加培養により、膜電位を正常に保つことができ、細胞応答増

幅できることが示唆された。更に NBQX 添加培養は GluR の薬剤の結合特性に
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影響を与えないため、薬剤解析に適用できることが示された。 

 第 4 章では S/N 比の高い細胞バイオセンサ構築を目指し、モデル細胞におけ

る細胞応答増幅に必要な分子機能の検討を行った。GluR のシングルチャネルコ

ンダクタンスを向上させる機能を持つ stargazin に着目し、stargazin を共発現

したモデル細胞の構築を行った。Stargazin を共発現した細胞では、イオン流入

量が大きく増大することが明らかとなった。そのため、stargazin 共発現のよう

に個々のレセプターからのイオン流入量を増加させるというアプローチによっ

て、細胞応答増幅が可能となり、モデル細胞を細胞バイオセンサにおける S/N

比向上が可能になることが示唆された。 

 第 5 章ではケモメトリクス手法を利用してモデル細胞におけるイオン流入挙

動から薬剤作用・効果の解析を行った。HCA を利用することにより、

noon-responding 細胞を同定し得ることを示唆した。更に、PCA による解析に

より、アゴニスト・アンタゴニストの薬剤活性を解析できることが示された。

これらの結果より、ケモメトリクス手法を駆使し、イオン流入挙動の形状を比

較することで、これまで困難であると考えられていた、細胞応答の定量、再現

性の向上、正確な応答評価が可能でことが示された。そのため、ケモメトリク

ス手法を組み合わせることにより、細胞バイオセンサの応答挙動から薬剤の活

性の強さの各情報を獲得できることが可能となり、高効率な薬剤解析への応用

が期待できることが示された。 

 以上本論文では、細胞バイオセンサにおいて適切なモデル細胞系およびデー

タ解析手法を組み合わせることの重要性について明らかにした。細胞バイオセ

ンサは、医薬開発における新たなHTA手法として期待が大きい。しかしながら、

再現性や S/N 比等、様々な課題により、薬剤作用を定量的に解析することが難

しいという課題がある。今後、我々が提唱する適切なモデル細胞設計およびデ
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ータ解析の活用が広く浸透し、医薬品開発におけるリード化合物評価の HTA 化

に寄与することを期待する。 
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