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１-１ はじめに 

生命現象を微視的にみると、その本質は膨大な数からなる生体分子間の相互

作用に起因する現象であるということができる。例えば、遺伝子発現の調節は

遺伝子そのものと調節因子との分子間相互作用によって営まれており、これが、

生体内でのタンパク質合成を制御している。また、生体内でのエネルギー生成

に関与している解糖系は生化学的に見ると連続的な酵素反応であり、これも基

質分子と酵素との分子間の反応である。 

生体分子間の相互作用は生体内でのさまざまな情報伝達も担っており、生体

分子の放出挙動などを捉えることは「生命情報」を捉えることであるというこ

とができる。生命情報の獲得は我々の生活に大きく寄与する可能性を秘めてい

る。例えば、疾患の原因や悪化に関する生命情報の獲得は医療・創薬など人々

の健康の向上へ直結する。 

本研究では化学物質、わけても創薬における薬剤候補物質の「質」を測るこ

とを目的として、定質分析の考え方を基に、中枢系のバイオアッセイモデルで

あるシナプスモデル細胞の構築を行い、その細胞の中枢医薬 HTA システムへの

応用を検討した。 

 本章では、薬剤開発の現状と創薬におけるハイスループット技術の必要性に

ついて論じ、本論文の位置づけを明らかにする。 

まず次項で本研究のコンセプトである定質分析について詳しく述べる。 
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１-２ 定質分析という考え方 

薬剤の作用を分子レベルで見ると、それは薬剤と作用点との相互作用によっ

て引き起こされる生体反応であると考えることができる。この薬剤の作用によ

る生体反応を情報として外部に出力することができれば創薬における薬剤評価

において大きなアドバンテージとなりえる。このような背景から本研究では物

理的、化学的刺激が生体に与える影響の「質」を評価するという考え方である

定質分析に着目した。定質分析とは、外部刺激が対象物に対して影響を与える

場合、対象物は何らかの変化を示す。その対象物の変化を応答信号として捉え

ることで、外部刺激がどのような影響を与ええるのかを評価することができる

というものである１－３）。培養細胞、組織を生体モデルとして利用することで、

この定質分析の概念に基づいた薬剤評価への応用が可能である。図１-１のよう

に生体モデルが発信する分子信号を応答挙動としてモニタリングすることで、

生体影響の質に関する情報を獲得することができる。そこで本論文では、定質

分析の考え方に基づく分析技術として培養細胞が薬剤への応答として発信する

分子的信号を詳細にセンシングすることで、生体へ与える薬剤の効果の「質」

を評価する細胞バイオセンシングに関する研究を行った。 
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図１-１ 定質分析の概念図 
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１-３ 創薬におけるハイスループット技術の必要性 

薬剤開発の過程は大まかに、作用機序および毒性を評価する前臨床試験と、

薬物動態や治療効果を評価する臨床試験に分けることができる（図１-２）。前臨

床試験は、①標的分子の選定、分子デザイン、②候補物質（リード化合物）の

発見、③前臨床試験などからなる。最初の方向付けである医薬ターゲットの選

定は、疾病の分子メカニズムなどから、何を阻害するか、あるいは活性化する

かなど、生体内のどの分子、どの反応に関わる化合物を見出すかという戦略立

案であるということができる。現在ではゲノム創薬や分子シュミレーションマ

ッチングなどコンピュータデータベースに基づく方法も行われている４）。リード

化合物は「薬理活性のプロファイルが明らかであり、これを化学的に修飾する

ことで活性の向上、毒性の減弱が期待できる新規化合物」と定義されており（日

本製薬工業協会 http//www.jpma.or.jp/）、リード化合物の発見こそが、製品の成

功を最も左右するプロセスとなるが、同時に確実な道筋が無いプロセスでもあ

る。 

薬剤の作用点は多くの場合、酵素や受容体といったタンパク質であり、薬剤

はそれらのタンパク質との相互作用によりその機能を制御することで効果を示

す。細胞は図１-３のようになっており、薬剤の作用点は以下のように分類でき

る。 

 

① 受容体：ホルモンや神経伝達物質などが作用する 

② 酵素：生体での様々な反応を触媒するタンパク質で細胞の内部に存在する場

合が多い。 

③ 膜輸送タンパク質：細胞膜の内外で物質の輸送・運搬をしているタンパク質

で、細胞膜表層に存在する。イオンチャネルもここに含まれる 

④ 核内受容体：細胞核にあって、遺伝子の転写調節などを担っている。 
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リード化合物として選定を行うには実際の効果、すなわち生化学的な評価が

必要である。レセプターとの結合実験５）や、試験管内反応の阻害・活性化試験６）、

あるいは培養細胞、組織の増殖試験７）などが多く行われている。これらは求め

るターゲットのバイオアッセイモデル化実験ということができ、一次スクリー

ニングとして位置づけられる。バイオアッセイモデルを構築できない、あるい

は充分な結果が得られない場合には一次スクリーニング段階から動物実験に依

存することになる。しかし、動物実験によるスクリーニングは多くの手間と費

用を要し、一次スクリーニングとしては適さない場合が多い。また、欧州の多

くの国では、動物実験を規制する法律が制定されており、EU では化粧品検査に

おいて、2009 年までに一部を除く動物実験を全廃することが決定されている８）。

このようなことから動物実験からヒト細胞、組織を用いたアッセイへのシフト

が叫ばれている９－１３）。こうした動物実験反対運動は世界中で展開しており、実

験動物を用いた薬剤評価は今後ますます困難になると思われる。加えて、新薬

の候補となる物質はコンビナトリアルケミストリーの導入により、さらに増大

していくものと思わる。 

このような背景から世界中の製薬企業ではリード化合物を見出すための分析

やスクリーニングの手法として High throughput analysis (HTA)や High throughput 

screening (HTS)が実施されている１４)。図１-４に米国における HTA/HTS の開発

費用を薬剤の作用点ごとに分類した１５）。これを見ると酵素および GPCR をター

ゲットとした薬剤の HTA/HTS への投資額が大きいことが見られる。また、開発

費は 2000 億円と多額の費用を要しており、HTA/HTS がリード化合物を見出すた

めの重要な手法であることがわかる。 
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図１-２ 薬剤開発の流れ 
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図１-３ 薬剤の作用点 
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図１-４ HTA/HTS の研究費 
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１-４ バイオアッセイ 

医薬品等の開発における安全性試験や効果を評価するために動物実験や細胞

アッセイをはじめとするバイオアッセイが行われている。そのバイオアッセイ

の中でも動物実験は重要な位置を占めているが、コスト・分析時間などの負担

が非常に大きい。また、EU では 2009 年から 2013 年の間に動物実験により安全

性評価を行った原料を含む化粧品の販売が禁止されることが決定しており、倫

理的観点からも動物実験の全面的廃止という考え方が世界的に広がりつつある。

そのような時代の趨勢の中で、生体への影響を評価する技術は in vivo から in 

vitro へシフトしつつあるといえる。培養細胞・培養組織を用いて in vitro で生体

影響の評価を行う細胞バイオアッセイに寄せられる期待は大きい１６）。 

 近年の細胞・組織工学は急速に発展しており、微生物からヒト細胞を含む哺

乳類細胞まで種々の動物細胞の培養は非常に容易になってきている。培養細胞

を用いた人工組織モデルの構築に関する研究も活発に進められている１７，１８）。

また、培養細胞を生体モデルとしておこなう生体への影響の評価をハイスルー

プット化するために、培養細胞をアレイ上に集積する細胞アレイ化技術なども

報告されつつある１９，２０）。 

 一方で、培養細胞が外部刺激に対して発信する様々な分子的シグナルをモニ

タリングする計測技術に関する研究も活発に行われている。外部刺激に対して

培養細胞が示す代謝、遺伝子発現、形態、バイアビリティの変化やシグナル分

子の分泌・漏洩などは、外部刺激の生体影響を評価する上で重要な分子的信号

として捕らえることができる。現在、生命情報を担う生体分子を in vivo で計測

する場合、蛍光標識を用いて対象分子を可視化する蛍光プローブ法が汎用され

る２１）。例えば、蛍光タンパク質である GFP などを遺伝子工学的に標識し、その

動態をイメージングする研究が活発に行われている２２）。また近年、分子間の相

互作用を解析する方法として FRET という現象を利用した研究が多数報告され



 14 

ている２３－２４）。さらに核酸に分類される DNA や RNA は遺伝情報をつかさどる

重要な分子であるが、特に RNA が種々の生体機能を担うことが明らかになり、

細胞内での RNA 挙動を計測する研究も報告されつつある２５）。これらの蛍光プ

ローブ法が生命情報の獲得に大きく寄与していることは想像に難くない。 
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１-５ イオンチャネル創薬の現状 

現在開発されている薬剤を作用点ごとにまとめたものが図１-５である２６）。こ

れより受容体をターゲットとしている薬剤は全体の 45％と最も多く、続いて酵

素が約 3 割で、全体の 7 割超を占めていることがわかる。イオンチャネルを含

む膜輸送タンパク質に作用する薬剤は全体の 5％である。しかしながら、薬剤市

場を見るとイオンチャネル薬に対する需要は大きいことがわかる。図１-６は

2000年における薬剤売り上げ上位 20品を作用点ごとに分類したものである２７）。

これによるとイオンチャネル薬は 22％を占めており、イオンチャネル薬の薬剤

開発は消極的でありながらも需要は大きいということが考えられる。これらの

ことからイオンチャネル薬の開発は非常に手間のかかるプロセスであり新薬が

創出されにくいのではないかと考えられる。 

イオンチャネルの中でもイオンチャネル型レセプターは中枢系において薬剤

開発のターゲット分子となっている。ヒトゲノム解読の結果からイオンチャネ

ル型レセプターを含むイオンチャネルの遺伝子数は 300～400 種あると想定され

ており、レセプターやイオンチャネルタンパク質は新薬開発におけるリード化

合物探索の標的としてその重要性が増してきている。 

中枢医薬のスクリーニングに関する研究は、中枢系のバイオアッセイモデル

化が困難であるため、主に膜画分として精製したイオンチャネル型レセプター

と候補物質との結合を評価するというコンセプトで行われてきた。しかしなが

らこれの結果から得られる情報はアフィニティの有無に関する情報であり、薬

剤の作用に関する情報は得られない。そのため、薬剤に対する細胞応答を捉え

るには一次スクリーニングの段階から動物実験に依存することになる。しかし

前述したように、動物実験は一次スクリーニングとしては適さない場合が多い。

このようなことから、動物実験に依らない中枢系バイオアッセイモデルの重要

性は益々大きくなることが明らかである。近年では細胞培養技術や蛍光プロー
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ブおよび顕微鏡技術の発達により、レセプター研究として培養細胞を用いて分

化後のシナプス機能を評価できうる方法はいくつか提示されてきている。しか

し中枢系医薬の評価に関する high throughput 化はあまり進んでいないのが現状

である。 

 

そこで本研究ではシナプス機能のバイオアッセイモデル細胞としてシナプス

モデル細胞を構築し、その機能評価と HTA システムへの応用を企図した。シナ

プス間情報伝達に関与するイオンチャネル型受容体の中でもイオンチャネル型

グルタミン酸レセプターに着目した。グルタミン酸レセプターはイオンチャネ

ル型と代謝共役型に分類され、記憶と学習、及び細胞死などに関与しているこ

とが報告されている。イオンチャネル型グルタミン酸レセプターは内因性アゴ

ニストにより NMDA 型レセプター、AMPA 型レセプターおよびカイニン酸型レ

セプターの 3 種に分類される。この中でも神経伝達の最初期における膜電位の

変化に関与している AMPA 型レセプターをモデルケースとして用いることにし

た。 



 17 

 

 

 

 

 

図１-５ 現在開発されている薬剤の作用点２６） 
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図１-６ 2000 年における売り上げ上位 20 品目中の作用点２７） 
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１-６ まとめ 

これまでに述べてきたことから、イオンチャネル薬は需要が大きいにも関わ

らず、そのバイオアッセイモデル化が困難であるために HTA 化が進んでおらず

新薬の創出が難しいという問題があることが明らかとなった。 

そこで本論文では中枢系のバイオアッセイモデルとしてシナプスモデル細胞

を構築し、その中枢医薬 HTA システムへの応用を目的とする。 

 

本論文は本章を入れて５章より構成される。 

 

第 2 章では、イオンチャネル型レセプター遺伝子を構築し、それを細胞に導

入することによりイオンチャネル型レセプターを細胞表層に提示させることが

できることを示す。また、イオンチャネル型レセプター提示細胞がシナプス機

能のモデルとして利用できることを示す。 

第 3 章では、第２章で構築した細胞をシナプスモデル細胞として用いた薬剤

評価 HTA システムの検討を行った。 

第 4 章では、薬剤評価に用いる細胞の活性に着目し、細胞活性を評価するた

めのデバイス構築とその評価を行った。 

第 5 章では、以上の研究成果を総括し、今後の展望について述べる。 
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第 2 章                  

シナプスモデル細胞の構築と機能評価 
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２-１ はじめに 

本研究の目的は、中枢系のバイオアッセイモデルとしてシナプスモデル細胞

を構築し、それを利用した中枢医薬 HTA システムを開発することである。 

本研究は、これまでのチャネルゲートレセプターの研究とは異なり、細胞外

電位測定法を用いることで、レセプター機能と同時に、それに起因する細胞単

体の応答を high-through-put に検出するというものである。現在までのレセプタ

ー研究は、薬剤との結合を分子的に解析する方法であり、結合後に細胞で起こ

る応答反応までを評価することができない。薬剤評価に従来の電気生理学的手

法を応用すれば、薬剤の結合後に細胞で起こる応答反応までを評価することは

可能である。しかし、実験の再現性、準備・解析が煩雑であり、high-through-put

が求められる薬剤スクリーニングには適さない。薬剤候補となる化学物質がさ

らに増大していくと思われる今後、簡便かつ迅速にチャネルゲートレセプター

の評価を行うことのできるシステムの開発が必要である。 

次項では本研究でモデルケースとして用いたグルタミン酸レセプターについ

て詳しく述べる。 
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２-２ 神経系医薬ターゲットとしての AMPA 受容体 

グルタミン酸レセプターは中枢神経系に多く局在し、神経伝達以外にもシナ

プス可塑性１）や記憶・学習２）、神経回路形成３）、などの脳の高次機能に関わる重

要な分子である４）。チャネルゲートレセプターであるイオンチャネル型（iGluR）

と G タンパク質共役型レセプターである代謝調節型（mGluR）の 2 種類に分類

される５）。神経伝達初期の膜電位の発生に関わっているのは iGluR である。iGluR

には、グルタミン酸以外にも選択的なアゴニストとして NMDA、AMPA、カイ

ニン酸が知られており、それぞれ NMDA レセプター、AMPA レセプター、カイ

ニン酸レセプターに分類される（図２-１）。また、アンタゴニストとしては CNQX

などの化学物質や既知の薬剤としてバルビツール酸などが上げられる。６,７） 

iGluR のうち、AMPA レセプターは 4 回膜貫通型のタンパク質で８）（図２-２）、

神経の速い伝達を担っており、グルタミン酸の結合によって細胞内にナトリウ

ムおよびカルシウムイオンを流入させる９，１０）。 

本研究では、神経伝達において主要な興奮性神経伝達を担っている AMPA 型

グルタミン酸レセプターの D サブタイプを導入した細胞を構築し、薬剤評価へ

の応用を検討した。 

iGluR については基本的な構造と機能がほぼ解明されており１１）、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。既知薬剤がいくつか決定されている点は、薬剤評価に

おいて重要な指標となり創薬の立場から見ても大きなアドバンテージが大きい。 

本章では、クローニングしたイオンチャネル型グルタミン酸レセプター遺伝

子（iGluR）をアフリカミドリザル腎臓由来の COS7 細胞に導入し、GluR を細胞

表層に提示した GluR 提示細胞の構築を行った。 
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図２-１ グルタミン酸レセプターの分類 
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図２-２ AMPA レセプターの構造 
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２-３ 機能評価 

イオン応答性蛍光色素である Quin4 がカルシウムイオンの蛍光指示薬として

Tsien, R. Y. らによってはじめて開発された１２）。その後、様々な改良がなされ、

Fura-2１３）や Fluo-3１４）などが開発された。現在では、カルシウムイオン以外に

もナトリウムイオン１５，１６）、カリウムイオン１７）、塩化物イオン１８）など様々な

生体内イオンの挙動をモニタリングするための蛍光色素が市販されている。 

そこで本項では、前項で構築したシナプスモデル細胞の機能評価を行うため

にイオン感受性蛍光指示薬を用いた評価を企図した。iGluR はグルタミン酸の結

合により細胞内へのナトリウムイオンの流入を引き起こすことが知られている

ため、本研究ではナトリウムイオンの蛍光色素である SBFI（Invitrogen, Molecular 

Probes）を用いて、グルタミン酸刺激による細胞内のナトリウムイオン濃度変化

を計測することにした。 

SBFI は、その構造上にあるクラウンエーテルにより Na と結合する１５）。この

とき、外部からの励起光により蛍光現象を起こす（励起光 350-380nm に対し、

510nm にピークを持つ蛍光）。使用には細胞に浸透する SBFI/AM を用い、細胞

内へしみこませる。SBFI/AM は、SBFI のカルボキシル基をエステル化したもの

で、細胞膜を容易に透過するので、小さな細胞でも膜を傷つけることなく取り

込ませることができる。 
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２-４ 実験 

２-３-１ COS7 細胞の培養 

COS7 細胞は理研セルバンクから購入し、Dalbbecco’s Modified Eagle’s 

Medium; 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）を含む培地を用いて、27℃で培養し、

数日ごとに培地を交換した。 

細胞は、0.05%トリプシン/EDTA 溶液（ニチレイバイオサイエンス）で細胞

を剥離させた後、800rpm で 5 分間遠心し、培地を吸引した後、細胞数 5×105

個になるように新しい培地を加え懸濁し、75ml のカルチャーフラスコ（BD 

Falcon）で培養した。 

細胞の保存は 10％DMSO（Wako）を含む培地で 1×106cells/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℃まで低下させた。解凍の際には、

37℃の恒温槽で急速解凍し、培地で洗浄することで DMSO の除去を行い、75ml

のカルチャーフラスコに播種した。 

 

２-３-２ iGluR 遺伝子のベクターへの組み込み 

 クローニングした iGluR遺伝子１９－２１）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。この iGluR 遺伝子を制限酵素 NdeI と BamHI

で処理し、pIRES-GFP ベクター（Clontech）に導入した（図２-３）。このベクタ

ーは目的遺伝子と GFP を internal ribosome entry site （IRES）により繋いでおり、

両者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２２）。こ

のため、iGluR の発現確認は細胞内の GFP 蛍光を観察することにより簡易的に

行うことにした。 
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図２-３ 構築したベクター 
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図２-４ IRES を利用した共発現系 
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２-３-３ iGluR 遺伝子の COS7 細胞への導入 

iGluR 遺伝子の導入はリポフェクション法により COS7 細胞へ導入した。遺伝

子導入の前日に 6-well プレートに播種した。細胞がコンフルエントに達したの

を確認して遺伝子導入を行った。1ug の DNA を 100ul の血清なし DMEM 培地に

溶解した。次に 10ul のリポフェクトアミン（Invitrogen）を 100ul の血清なし

DMEM 培地に溶解した。溶解した DNA とリポフェクトアミンを混合し、室温

に静置した。40 分後、0.8ml の血清なし DMEM 培地を加え、全体を 1ml とした

後、細胞に負荷した。細胞は 37℃で 24 時間培養した。その後、培地をジェネテ

ィシン（G418, Invitrogen）血清入り DMEM 培地に変更し、薬剤による細胞のセ

レクションを行った。 

 

２-３-４ iGluR の発現確認と表層提示確認 

（i）GFP 蛍光を指標にした iGluR の発現確認 

 iGluR の発現確認は遺伝子工学的に共発現させた GFP の蛍光を観察すること

によって簡易的に行った。培養中の細胞から培地成分を除去し、HBSS 中での観

察を行った。観察した B 励起フィルター（NIKON）を用いた。 

 

（ii）細胞免疫染色法による iGluR の細胞表層提示確認 

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。 

 前日に細胞をカバーグラスに播種し 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、-20℃で 5 分間処理す

ることにより細胞の固定を行った。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
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体反応を 30 分、洗浄、二次抗体反応 30 分、洗浄の順に行った。その後、蛍光

顕微鏡（Nikon）による観察を行った。 

 

２-３-５ ナトリウムイオンの流入イメージングによる機能評価 

構築したシナプスモデル細胞をガラスボトムディッシュに播種した。細胞の

接着を確認して、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、細胞を洗浄し、

HBSS に置換したあと測定を行った。 

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。 
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２-５ GluR 発現と表層提示の確認 

前述したように GluR の発現量は遺伝子的に共発現させた GFP の蛍光量に相

関する。この知見より GFP の蛍光を確認することで GluR の簡易的な発現確認

を行った。図２-５に GFP 蛍光による発現確認と免疫染色による表層提示の確認

結果を示している。GFP 蛍光は細胞ごとに異なる強度を示すことが見て取れる。

これは細胞内での GluR の発現量も細胞ごとに異なっていることを意味する。

GFP は導入した遺伝子のコピー数によって蛍光の強度が大きく変化することが

報告されている２３）。このことから細胞ごとのばらつきは導入遺伝子のコピー数

に依存していると考えられる。しかしながら、このばらつきは GFP の蛍光強度

で補正することによって解決できると考えられる。 
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図２-５ iGluR の発現と提示の確認 
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２-６ 蛍光性イオン指示薬を用いたシナプスモデル細胞の機能評価 

リガンドであるグルタミン酸を適用した際のシナプスモデル細胞の応答を図２-

６に示す。ネガティブコントロールである COS7 細胞では細胞内ナトリウムイ

オン濃度に変化が見られなかったのに対し、iGluR 提示細胞では経時的な細胞内

ナトリウムイオン濃度の上昇が見られた。これはグルタミン酸が iGluR にリガ

ンドすることにより、iGluR が開口し、細胞内へのナトリウムイオンの選択的な

流入が見られたものと考察した。次に細胞内ナトリウムイオン濃度変化のグル

タミン酸濃度依存性を図２-７に示す。グルタミン酸濃度に従って細胞応答が大

きくなるという結果が見て取れる。さらにこの iGluR 提示細胞を用いた場合、

グルタミン酸の EC50 が 0.1-1mM の間にあることが確認できる。電気生理学的

測定などによって明らかにされている iGluRに対するグルタミン酸のEC50は約

500µM であることから、iGluR 提示細胞のグルタミン酸に対する応答は iGluR の

グルタミン酸に対する薬理学的特性との一致が示唆される。 
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図２-６ グルタミン酸適用による細胞内 Na 濃度の経時変化 
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図２-７ 細胞応答のグルタミン酸濃度依存性 
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２-７ まとめ 

本章では、ラット小脳より単離した iGluR を培養容易な異種細胞である COS7

細胞表層に提示させた細胞を構築し、機能を保持しているかどうかの評価を行

った。COS7 細胞へ導入した iGluR は細胞膜表層に提示されることが示された。

また、共発現させた GFP の蛍光から簡易的な発現確認も可能であることが示唆

された。さらにリガンドであるグルタミン酸の適用により iGluR 提示細胞は細

胞内へのナトリウムイオンの流入が認められた。その応答は iGluR に対するグ

ルタミン酸の薬理学的特性とも一致していることが示唆された。これらのこと

から異種細胞表層に提示された iGluR は機能を保持したまま細胞表層に提示さ

れており、iGluR 本来の機能であるグルタミン酸の受容による細胞内へのナトリ

ウムイオンの流入という機能を示すと結論した。次章ではこの iGluR 提示細胞

を“シナプスモデル”細胞としてシナプス機能のバイオアッセイを行う。 
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第 3 章                  

シナプスモデル細胞を用いた        

神経医薬 HTA システムの構築 
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３-１ はじめに 

チャネルゲートレセプターの評価を細胞を用いて行う場合、本来グルタミン

酸レセプターを持っている神経細胞を用いることが考えられる。神経細胞でシ

ナプスを形成させるには、神経芽細胞を培養後に神経成長因子（NGF）などに

より分化を促す必要がある。この分化した状態の神経細胞をパターニングしよ

うという研究が盛んに行われている１－５）。現在までに、神経細胞の神経伝達物

質に対する応答を検出するために、デバイスの形状、材質、電極の大きさなど

電極側を改良に基づいた研究が行われている６－１０)。しかしながら、分化した

神経細胞は増殖能を失っていることや、分化した状態での長期的な培養も困難

であることなどから、薬剤評価の HTA 化を目指す本研究には不向きであると

考えられる。そこで、本研究では将来の薬剤評価 HTA を見据え、電極側の改

変ではなく測定対象である細胞側の改変を試みた。 

まず、イオンチャネル型レセプター発現細胞の宿主を哺乳類細胞から昆虫細

胞へ変更することにした。昆虫細胞は真核細胞であるため、発現したタンパク

質は翻訳後の修飾を受け、哺乳類と同様の構造・機能を持ったタンパク質が得

られる。また哺乳類細胞と比べて、高密度浮遊懸濁培養による大量培養が可能、

CO2 インキュベータが不要であるなど培養が容易であり、また培養皿から剥

離させる際にプロテアーゼ処理を行う必要が無く、セルスクレーパーによって

容易に剥離させることが出来るため、HTA システムへ適用する際には大きな

メリットとなる。 

チャネルゲートレセプターを介した応答は、細胞表層に提示されているチャ

ネルゲートレセプターの数、膜電位、および細胞活性に依存すると考えられる。

細胞側を遺伝子工学的に改変することにより、チャネルゲートレセプターを多

発現させることが可能となり、細胞応答の増幅を図れるのではないかと考えた。

そこで本章では第 2 章で構築した CMV プロモーター発現系ではなく、昆虫細
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胞を宿主としたポリヘドリンプロモーター発現系を利用することによりグル

タミン酸レセプターのみを強制的に多発現させ細胞側の改変を試みた。ポリヘ

ドリンプロモーター発現系はバキュロウイルスベクターのプロモーターであ

る１１）。バキュロウイルスは昆虫に感染するウイルスでカイコ核多角体病ウイ

ルスなどがその代表である。このシステムを用いることで細胞の全タンパク質

の数十％にもおよぶ目的タンパク質を発現させることが可能である。 

  

 

本章では、GluR を提示する一過性発現系細胞（Sf9-GluR）を作成し、グル

タミン酸刺激による Sf9-GluR の細胞外電位応答を測定する。 

gluR 遺伝子を挿入したバキュロウイルスベクターを作成し、Sf9 細胞に導入

した後、細胞表層への GluR の提示を確認する。そして、アレイ型マイクロ電

極と細胞外電位測定法を用い、グルタミン酸刺激による細胞外電位の変化を測

定する。ここでは、GluR 提示細胞を用いることにより、細胞外電位の変化を

指標として、GluR の機能を測定できることを示す。 
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３-２ 実験 

３-２-１ Sf-9 細胞の培養 

Sf-9細胞は Invitorogen, GIBCOから購入し、Grace’s Insect Cell Culture Medium

（Invitrogen, GIBCO）に 10％FBS（ニチレイバイオサイエンス）と 50U/ml ペ

ニシリン、50U/ml ストレプトマイシン（Invitrogen, GIBCO）を含む培地を用

いて、27℃で培養し、数日ごとに培地を交換した。 

細胞の継代は、セルスクレーパー（BD Falcon）で細胞を剥離させた後、800rpm

で 5 分間遠心し、培地を吸引した後、細胞数 5×105 個になるように新しい培地

を加え懸濁し、75ml のカルチャーボトル（BD Falcon）で培養した。 

細胞の保存は 10％DMSOを含む培地で 1×106cells/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℃まで低下させた。回答の際には、37℃の恒

温槽で急速解凍し、培地で洗浄することで DMSO の除去を行った。 

 

３-２-２ 昆虫細胞を宿主としたシナプスモデル細胞の構築 

 インサート DNA である glia4 は Kari Keinanen 博士（フィンランド大学）の

ご好意により提供していただいた。glia4 を PCR によって増幅し、PCR 産物を

アガロースゲル電気泳動（ゲル濃度 0.8％）によって確認した。PCR の条件は

1st サイクルでの変性を 94℃で 2 分、2nd サイクルでの変性を 94℃で 15 秒、

アニーリングを 53℃で 30 秒、伸長を 68℃で 2 分を 30 回繰り返した。また、

ラストサイクルで伸長を 68℃で 3 分とした。pFastBac ベクター（Invitrogen）

の制限酵素処理を行うために、pFastBac を 10µl、10×H Buffer を 5µl、滅菌水を

14µl、BamHI を 0.5µl、NotI を 0.5µl をエッペンチューブに入れ、37℃で 60 分

間反応させた。その後、エタノール沈殿を行い 10µl の滅菌水に溶解した。イ

ンサートである gria4 の制限酵素処理も同様に、gria4 を 30µl、10×H Buffer を 5µl、
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滅菌水を 14µl、BamHI を 0.5µl、NotI を 0.5µl をエッペンチューブに入れ、37℃

で 60 分間反応させた。その後、エタノール沈殿を行い 10µl の滅菌水に溶解し

た。制限酵素処理したベクターDNA とインサート DNA を用いてライゲーシ

ョン反応を行った。0.5µl の pFastBac、4.5µl の gria4、5µl の Ligation High

（TOYOBO）をエッペンチューブに加え、16℃で 1 時間反応させた。ライゲ

ーション反応液 2µlを形質転換するために、50µlのコンピテントセルNova Blue

に加え、氷上で 40 分間放置した。その後、42℃で 90 秒間ヒートショックを行

い、氷上で 5 分間急冷した後、LB（Amp）プレートに播種し、37℃で 18 時間

培養した。単一コロニーを選び、1ml の LB 培地に植菌し、コロニーPCR 法に

よってインサートの有無を確認した 

 

３-２-３ 組み換えバクミドの構築 

得られた pFastBac ベクターから、DH10Bac competent cell（Invitorogen）に GluR

遺伝子をトランスポジションにより導入した。 

 100µl の DH10Bac competent cell を 1 エッペンチューブに移し、5µl の pFastBac

を加え、氷上で 30 分放置した。その後、42℃で 45 秒間ヒートショックを行い、

900µl の S.O.C 培地（Invitrogen）を加えた。これを 15ml チューブに移し、225rpm、

37℃で 4 時間培養した。その後、50µg/ml のカナマイシン、7µg/ml のゲンタマイ

シン、10µg/ml のテトラサイクリン、100µg/ml の X-gal、40µg/ml の IPTG を含む

LB プレートに播種し、37℃で 48 時間培養した。 

ブルーホワイトアッセイによってホワイトコロニーを選び、50µg/ml のカナマイ

シン、7µg/ml のゲンタマイシン、10µg/ml のテトラサイクリンを含む 1ml の LB

培地にて、48 時間培養し、ミニプレップ法により DNA を抽出・精製した。得ら

れた DNA をバクミド DNA とした。 
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３-２-４ Sf9 細胞への導入 

バクミド DNA の Sf-9 細胞への導入にはリポフェクション法を用いた。 

 1µg のバクミド DNA を 100µl の Grace’s Insect Cell Culture Medium に加えた。

同様に 6µl の Cellfectin Regent（Invitrogen）を 100µl の Grace’s Insect Cell Culture 

Medium に加えた。両者を緩やかに混合し、45 分間、室温にて放置した後、0.8ml

の Grace’s Insect Cell Culture Medium を加え、Sf-9 細胞にローディングし、27℃

で 5 時間培養した。その後、Sf-9 細胞を Grace’s Insect Cell Culture Medium で 2

回洗浄し、27℃で 72 時間培養した。72 時間後、細胞から DNA を抽出し、PCR

によって GluR の確認を行った。回収した培地をウイルス溶液として 4℃で遮光

保存した。 

ウイルス感染は 4ml の Grace’s Insect Cell Culture Medium と 1ml のウイルス溶液

を混合し、培養中の Sf-9 細胞の培地と交換することで行った。インフェクショ

ン 3 日後の細胞を感染細胞として実験に使用した 

 

３-２-５ GluR の発現と表層提示の確認 

GluR の発現はウエスタンブロッティングにより確認した。細胞懸濁液をエッ

ペンチューブに入れ、培地を除いた後、PBS で 2 回洗浄を行った。その後、

0.1%Tween を添加した PBS によって細胞を懸濁し、ボルテックスミキサーによ

って攪拌した。このようにして得られた細胞懸濁液を 12000rpm で 60 分間遠心

し、可溶化画分と膜画分に分離し、SDS-PAGE（ゲル濃度 12.5%）を行った。

SDS-PAGE 後のゲルから、タンパク質をセミウエット方式の電極で PVDF 膜に

20mA で 60 分間転写した。転写後、SuperBlock（PIRCE）でブロッキングを行い、

洗浄を 3 回行った。その後、一次抗体反応（Anti-FLAG rabbit IgG）、洗浄、二次

抗体反応（Anti-Rabbit IgG AP 標識）を行い、FastRed kit（フナコシ）でアルカリ

フォスファターゼを発色させ、GluR-GFP を検出した。 
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Sf-9 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 Anti Rabbit IgG FITC

標識（Affinity Bio Regents）を用いた。細胞をカバーグラスに乗せ、27℃で 1 時

間放置した後、した。その後、100％メタノールを用い、-20℃で 5 分間処理する

ことにより固定した。20 倍希釈した Super Block（Bio Rad）で 30 分間処理する

ことによりブロッキングを行った。再び PBS（-）で 3 回洗浄した後、一次抗体

反応を 30 分、洗浄、二次抗体反応 30 分、洗浄の順に行った。その後、蛍光顕

微鏡（Nikon）による観察を行った。 

 

３-２-６ ナトリウムイオン流入イメージング 

ナトリウムイオンの蛍光プローブである SBFI（Molecular Probes）は、その構

造上にあるカルボキシル基により Na と結合する。このとき、外部からの励起光

により蛍光現象を起こす（励起光 350-380nm に対し、510nm にピークを持つ蛍

光）。 

 使用には細胞に浸透する SBFI/AM を用い、細胞内へ導入する。SBFI/AM は、

SBFI のカルボキシル基をエステル化したもので、細胞膜を容易に透過するので、

小さな細胞でも膜を傷つけることなく取り込ませることができる。 

カバーグラス上に培養した細胞に 2µM SBFI/AM を加えた PBS をローディング

後、室温で 120 分間インキュベートし SBFI を導入した。PBS で洗浄後、その後

27℃で 60 分インキュベートした。蛍光顕微鏡で 340nm と 380nm で励起し 510nm

の蛍光を測定して 340/380 をモニタリングした。観察する際には、2％のゼラチ

ンを塗布したカバーグラスに細胞懸濁液を滴下し、細胞の固定を行った。 

 

３-２-７ 細胞外電位測定 

 本研究では、MED8System１２）（Panasonic）を用いて細胞外電位の変化を測定
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した。MED プローブは神経細胞ネットワークを多点同時に電気生理学的に測定

できる電位測定用プローブで、これまでに海馬１３）、扁桃体１４）、心筋１５）などに

ついての研究報告がなされている。MED プローブ基板の中央部には 64 個の微

小白金黒電極（50µm×50µm）が 8×8 のアレイ上に配置され、その外側に基準電

極が配置されている。この基準電極における電位を基準にして 64 個の微小電極

との間で、細胞周辺における電位変化の測定を行った。MED プローブ上の微小

電極は、電極表面に白金黒メッキが施され、電極表面を有効倍率 200 倍とイン

ピーダンスを下げることにより、安定した信号記録を実施できる。 

 MED プローブ上の微小電極からの信号測定はチャネルジャンクション機とシ

グナル増幅とノイズカット機器、PC 上の MED8Conductor ソフトを用いて行った。

また、測定細胞の選択は顕微鏡で細胞の状態を確認しながら行った。 

Sf9 細胞に GluR ウイルスベクターをインフェクションして 3 日間培養したも

のを Sf9-GluR 細胞として測定に使用した。まず、培地をすべて除去した後、PBS

に 5×105cells/ml の細胞濃度で懸濁した。次に、アレイ型微小電極上に 1.5ml 細

胞懸濁液を添加して数分間静置した。その後、カバーガラスかけることによっ

て細胞と電極の密着を図った。細胞の様子は顕微鏡で観察し、細胞が接してい

る電極を作用極、細胞が接していない電極を参照極として選択して、グルタミ

ン酸の添加に伴う細胞外電位の変化を測定した。測定データは PC 上の

MED8System ソフトにおいて「電位 vs 時間」の波形グラフとして表示される。 
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３-３ GluR 発現提示の確認と機能確認 

（i） GluR 発現の確認 

Sf9-GluR細胞におけるGluR発現の確認をウエスタンブロッティングによって行

った。図３-１（a）にその結果を示す。Sf9-GluR 細胞の可溶化画分にのみ

100-110kDa 付近に GluR と思われるバンドが検出された。この結果から、Sf9 細

胞をバキュロウイルスに感染させることにより、GluR を発現させることができ

ることが明らかとなった。 

 

（ii）  iGluR の細胞表層提示確認 

 Sf9-GluR細胞における細胞表層へのGluRの提示を免疫染色によって確認した。

図３-１（b）にその結果を示す。コントロールの Sf9 細胞は染色されておらず、

ほとんど蛍光を発していない。一方、Sf9-GluR 細胞は免疫染色によって細胞が

染色されて蛍光を発していることが確認できた。この結果から、Sf9 細胞に GluR

バキュロウイルスベクターが感染し、GluR を発現させ、それを細胞表層に提示

していることが示された。 

 

（iii）  細胞内へのナトリウムイオン流入の評価 

ナトリウムイオン蛍光プローブ SBFI を用いて、細胞内へのナトリウムイオンの

流入挙動を蛍光顕微鏡により測定した。 

GluR を導入した Sf9-GluR 細胞では、グルタミン酸の添加直後に、蛍光強度比が

上昇し、細胞内へのナトリウムイオンの流入がグルタミン酸の添加と同時に起

こるという結果が得られた（図３-２）。一方、GluR を導入していない Sf9 細胞

では、グルタミン酸を添加しても蛍光強度比に変化は見られず、細胞内へのナ

トリウムイオンの流入は起こらないことが明らかになった。しかし、細胞外電

位応答の強度と同様に Sf9-GluR 細胞の中でも、細胞内へのナトリウムイオンの
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流入量に大きなばらつきが見られた。これは、GluR の発現量と細胞表層への

GluR の提示量が細胞ごとに異なっていることに起因していると考察できる。こ

れらの結果から、GluR を導入した Sf9-GluR 細胞は、本来のチャネルゲートレセ

プター機能を保持したまま Sf9 細胞の細胞表層に提示されていることが明らか

となった。
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図３-１ Sf9 細胞での iGluR の発現確認 
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図３-２ ナトリウムイオン蛍光指示薬を用いた機能確認 

 

GluR(+) 

GluR(-) 
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３-４ 細胞外電位を指標としたレセプター機能評価 

 GluR 提示細胞を用いて、グルタミン酸刺激による細胞外電位の変化を測定し

た（図３-３）。測定を開始して、基準電位が安定していることを確認し、グルタ

ミン酸を添加して細胞外電位の変化を測定した。Sf9 細胞においてはグルタミン

酸によって刺激しても、細胞外電位の変化は一切起こらなかった。一方、Sf9-GluR

細胞では 2mM のグルタミン酸刺激において細胞外電位の変化が観察された（図

３-４）。 

 この結果は、リガンドであるグルタミン酸に特異的な反応であることを確か

めるために、Sf9-GluR 細胞を他のアミノ酸で刺激したときの細胞外電位の変化

を測定した。 

ここでは、アミノ酸の基本的な構造を持つグリシン、グルタミン酸と近似の構

造骨格を持つグルタミン、グルタミン酸と同じ酸性アミノ酸であるアスパラギ

ン酸の 3 種のアミノ酸を用いた（図３-５）。2mM のアスパラギン酸を滴下した

ときの細胞外電位の変化を図に示す（図３-６）。Sf9-GluR 細胞はアスパラギン

酸には応答を示さないことが示唆された。同様に 2mM のグルタミンを滴下した

ときにも細胞外電位に変化は見られなかった。これらのことから、細胞外電位

の変化を指標として、GluR の機能をモニタリングできることが示唆された。 

 細胞外電位変化の応答挙動はまず電位がマイナス側にシフトし、その後、プ

ラスにシフトした後、静止電位に戻るというものである。これはグルタミン酸

刺激により多くの GluR が開口し、それに伴い、ナトリウムイオンのみが選択的

に細胞内に流入した結果、細胞が接着した微小電極の界面における荷電の偏り

が大きな変化を引き起こしていると考察した（図３-７）。その後、バルクからの

ナトリウムイオンの拡散により、再び静止電位に戻ったと思われる。また、コ

ントロールの Sf9 細胞と Sf9-GluR 細胞の比較により、この細胞外電位の変化は

Sf9-GluR 細胞の GluR の機能を反映していると考えられる。 
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図３-３ 細胞外電位測定のイメージ図



 57 

 

 

図３-４ 細胞外電位測定の結果 

上:コントロール GluR(-)、下:iGluR 提示細胞 GluR(+) 
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図３-５ 本研究で使用したアミノ酸の側鎖 

 

H2
C C OH

O

H2
C

H2
C C OH

O

H2
C

H2
C C NH2

O

Glu 

Gln 

Asp 



 59 

 

 

 

図３-６ 他種アミノ酸適用による細胞外電位への影響 

上:アスパラギン酸、下:グルタミン  
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図３-７ 細胞外電位応答の考察 
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３-５ まとめ 

 本章では、従来の方法以上にチャネルゲートレセプターの測定を簡便かつ効

率よく行うためにチャネルゲートレセプター提示細胞を細胞外電位測定法に適

用し、細胞外電位の変化を指標としたチャネルゲート機能のモニタリングを行

った。 

クローニングした GluR をバキュロウイルスベクターによって、昆虫由来の

Sf9 細胞に導入し、細胞表層に GluR を多発現・提示させた細胞を作成した。そ

の細胞へのグルタミン酸刺激によって、細胞外電位が変化することが分かった。

この変化はグルタミン酸刺激にのみ現れ、その他のアミノ酸では現れないこと

を示した。また、細胞内へのナトリウムイオン流入を測定し、提示されたチャ

ネルゲートレセプターが本来の機能を保持していることを示した。 

これらのことから、培養容易な異種細胞に遺伝子工学的手法によりチャネルゲ

ートレセプターを導入することで、組み換え後の細胞をシナプスモデル細胞と

して扱えることが示唆された。また、このシナプスモデル細胞を細胞外電位測

定法と組み合わせることで、導入したチャネルゲートレセプターに対する薬剤

の結合解析と同時に、結合後の細胞への作用までを評価できるシステムへ応用

できることが強く示唆された。 
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第 4 章                  

細胞活性評価デバイスの構築 
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４-１ はじめに 

本研究はシナプスモデル細胞を構築し、それを利用して薬剤評価を行うとい

うものである。前章までにシナプスモデル細胞を構築し、その機能評価と微小

電極を用いた HTA システムの検討を行った。 

細胞応答を指標とした薬剤評価を行う場合、測定対象である細胞の状態すな

わち細胞活性が応答に大きく関与してくると考えられる。HTA 化を行うこと

により、細胞は通常とは全く異なった特殊な環境に晒されることになるため、

測定対象である細胞の活性を把握することは、細胞応答を指標とする薬剤評価

を行うにあたって必須であると考えられる。そこで、薬剤評価において測定対

象となる細胞の細胞活性を評価し、細胞応答を補償することで定量的な薬剤評

価ができるのではないかと考え、細胞活性評価システムを企図した。本研究で

は細胞活性の指標として細胞外 ATP に着目した。細胞外 ATP は後に記すよう

に細胞の状態と密接に関与している。 

本章ではイオン感受性電界効果トランジスタ（ISFET）を信号変換素子として

用いることによって、ATP の加水分解反応により生じる水素イオンおよびリン

酸イオンの電荷を検出する細胞活性センサの構築を行った。 
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４-２ 情報伝達分子としての ATP 

 ATP は生体内におけるエネルギー分子としてよく知られているが、一方で生

体内情報伝達分子としても機能していることが分かってきている。情報伝達分

子としての ATP は、図４-１に示すように細胞が物理的・化学的刺激を受けるこ

とによりミトコンドリアから放出され、マキシ ATP チャネルを通して細胞外へ

放出される１－８）。細胞外へ放出された ATP は ATP 受容体であるイオンチャネル

型の P2X レセプターと G-タンパク質共役型の P2Y へ受容される。ATP は細胞外

では速やかにアデノシンにまで分解される。これらの一連の情報伝達によって

血小板凝集９）、筋収縮弛緩１０）、血圧制御１１）などの生体応答を引き起こすこと

が報告されている。また、神経系における ATP のシグナル伝達への関与も報告

されている１２，１３）。このように ATP は重要な機能を持つために細胞からの ATP

の放出挙動を計測しようという研究が盛んに行われている。 



 67 

  

 

 

 

  

図４-１ ATP の機能 
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４-３ 従前の細胞放出 ATP 検出法 

細胞から放出された ATP を検出しようとする研究は盛んに行われている。以

下に研究例を示す（図４-２）。 

Hazama らは P2X 受容体を発現させた PC12 細胞をセンサ細胞として利用し、

マニピュレータによって測定細胞へ接近させ、P2X 発現細胞の応答を電気生理

学的に検出している１４）。また Schneider らは原子間力顕微鏡（AFM）のカンチ

レバーにルシフェラーゼを固定化しそれを測定細胞に接近させてルシフェリン-

ルシフェラーゼ発光分析を行っている１５）。さらに Nakamura らは細胞膜をビオ

チン化し、アビジン-ビオチン/ルシフェラーゼを細胞膜へ固定化を行い、ATP 放

出の検出に成功している１６）。 

 ルシフェリン-ルシフェラーゼ生物発光分析法は有益な ATP 検出法であるが、

本研究で目的としている細胞活性評価のように、ATP の放出挙動を連続的にモ

ニタリングしたいときには適用できない。細胞からの分子などの放出挙動をモ

ニタリングする方法としては電気化学測定に基づくバイオセンサが挙げられる。

しかしながら、ATP は電気化学的に測定することは極めて難しい１７，１８）。 

 そこでイオンを選択的に検出する素子としてイオン感受性電界効果トランジ

スタ（ISFET）を用いることにした。ISFET については次項で詳しく述べる。 
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図４-２ これまでの細胞外 ATP 検出法 

上:P2X レセプター発現細胞を用いた電気生理学的検出、中:AFM プローブにル

シフェラーゼを固定した発光分析、下:アビジン-ビオチンにより細胞膜にルシフ

ェラーゼを固定した発光分析 
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４-４ イオン感受性電界効果トランジスタ（ISFET） 

ISFET は図４-３のような構造をしており、半導体表面の抵抗が表面に垂直な

電界によって変化するという半導体の電界効果を利用した素子である。その電

界は電気化学的な作用によって半導体表面の絶縁層－溶液界面に形成される電

気二重層に由来する（図４-４）。従って半導体表面の絶縁層に機能性を付与する

ことにより、いろいろなタイプの化学センサを実現できる。この半導体の電界

効果は絶縁ゲート FET の基本原理であるが、近年では、化学センサのみならず

他のセンサにも広く用いられている。例えば焦電効果や圧電効果を有する材料

を使用した研究がなされている。FET センサでは界面の電気二重層に由来する

電界を直接検出することになるため、電気二重層の平衡状態をほとんど乱すこ

となく、電気二重層はその発生源である表面官能基の密度が極めて小さな場合

でも、その変化を検出できるという特徴が生じる。 

FET センサとしては水素ガスなどを検出するためのガスセンサ、表面での抗

原抗体反応を検出するイムノセンサなどの研究が進められている。 

FET イオンセンサは 1970 年 Bergveld によって初めて提案された。これは参照

電極を用いない方式であったが、1974 年松尾らは参照電極を使用し、ゲート絶

縁膜に窒化シリコンを用いることによって安定な pH センサを実現した１９－２１)。 

ゲート絶縁膜表面に特定のイオンにのみ応答するイオン感応層を形成すると

イオン感応層と電解液との界面電位は溶液中の特定のイオンの活量によって決

まり、この界面電位の変化は電界効果による FET のドレイン電流変化として検

出できる。 
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図４-３ ISFET の構造 
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図４-４ 溶液-絶縁膜界面のモデル図 
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４-５ アピラーゼ膜を被覆した ISFET による ATP センサの構築 

４-５-１ アピラーゼ 

本研究では ATP 加水分解酵素であるアピラーゼ（E.C. 3.6.1.5.）を ISFET ゲート

上に被覆した ATP センサを構築し、ATP 標準溶液による測定を行った。 

アピラーゼによる ATP の加水分解反応を次式（1）および（2）に示す。 

 

ATP → ADP + HPO4
2- + H+    (1) 

ADP → AMP + HPO4
2- + H+    (2) 

 

アピラーゼは ATP を加水分解し、ADP とリン酸イオンを生成する。その後、

生成された ADP を基質として AMP とリン酸イオンを生成する。結果として、

アピラーゼによる加水分解反応によって 1 分子の ATP から 1 分子の AMP と 2

分子のリン酸イオンが生成される。このリン酸イオンの電離平衡は以下のよう

になっており pKa はそれぞれ 2.12, 7.21, 12.32 である。 

 

H3PO4 ⇔ H2PO4
- ⇔ HPO4

2- ⇔ PO4
3- 

 

これらのことから弱アルカリ性の溶液条件下でアピラーゼの加水分解反応に

よって生じたリン酸イオンから水素イオンが電離すると考えられる。アピラー

ゼを被覆した ISFET を構築することにより、ATP の加水分解反応による ISFET

の酸化物絶縁膜界面での pH 変化をゲート電圧変化として捉えられるのではな

いかと考えた。 

 

４-５-２ 実験 

(i) アピラーゼ被覆 ISFET の作成 
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ISFET（BAS）は酸化膜に酸化タンタルを用いているものを使用した２２）。ア

ピラーゼを ISFET のゲート上に固定化するためにアクリルアミドによる固定を

行った。固定化のための溶液組成は 10％アクリルアミド、1％過硫酸アンモニウ

ム、2％TEMED とし、この溶液にアピラーゼを混合した。この混合溶液を ISFET

ゲート上に滴下し、重合させることでアピラーゼ被覆 ISFET とした。  

(ii) 測定方法 

測定溶液は pH9.0 では Tris、pH8.0 では HEPES、pH7.0 および 7.5 では MOPS、

pH6.0 および pH6.5 では MES、pH5.0 では酢酸バッファーとし、濃度はそれぞれ

100uM とした。アピラーゼ被覆 ISFET と参照電極（Ag/AgCl）を電気化学分析

装置（HSV-100、北斗電工）に接続した。測定回路はソースフォロア回路（図４

-５）とした。ソース-ドレイン間電圧（Vds）を 5V としドレイン-ソース間電流

（Ids）が 100µA となるようにソース抵抗（Rs）10kΩを設置した。センサ応答は

ゲート電圧（Vgs、∆ Vgs = Rs ∆ Ids）として出力した。 

 

４-５-３ ATP 標準溶液によるアピラーゼ被覆 ISFET の応答 

ATP 標準溶液を適用した際のアピラーゼ被覆 ISFET の応答を図４-６に示す。ア

ピラーゼ被覆 ISFET は ATP 適用して約５分後にゲート電圧（Vgs）の上昇が見ら

れた。ATP 適用から応答が見られるまでの時間は ATP 濃度に依存して短くなる

ということが見られるため、これはアピラーゼ膜内への ATP の拡散を表してい

ると考えられる。このセンサの ATP 濃度依存性について示したのが図４-７であ

る。ここから見て取れるようにこのセンサの検出限界は 200µM であった。しか

しながら、この検出限界はアピラーゼ膜の厚さ、酵素活性および回路系の最適

化を行うことによって改善できると考えられる。 

 アピラーゼは前述のように ATP および ADP を基質とし、AMP とリン酸イオ

ンを生成する酵素である。そこで ATP、ADP および AMP に対するセンサ特性
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について調べた（図４-８）。ATP と ADP では応答が見られたが AMP では応答

が見られなかった。さらに ATP 適用時の応答は ADP 適用時の２倍の強度を示し

た。これは生成物として生じるリン酸イオンの数を反映していると考えられる。

このことから、このセンサはアピラーゼの酵素特性を示すことが確認できた。 
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図４-５ アピラーゼ被覆 ISFETの構造と回路図 
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図４-６ ATP 適用時のセンサ応答 

(a) アピラーゼ被覆 ISFET、(b) コントロール 
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図４-７ アピラーゼ被覆 ISFET の ATP 濃度依存性 
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図４-８ アピラーゼ被覆 ISFET の基質依存性 
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４-６ 人工酵素膜を被覆した ISFET による ATP センサの構築 

４-６-１ 人工酵素 

前項で示したアピラーゼ被覆 ISFET は ATP の加水分解によって生じるリン酸

イオンの電離を利用した原理となっていた。しかしながら、この方法では測定

溶液の pH が大きく影響を与えるということが明らかになった。 

ISFET は絶縁膜界面での pH 変化以外にも、絶縁膜上への分子修飾によって分

子認識能を付与し、分子どうしの相互作用に起因する電界の変化を検出するこ

とが可能である２５－３０）。そこで適切な表面修飾を施すことにより測定 pH に依存

しない ATP センサができるのではないかと考えた。 

本研究では当研究室で研究中である ATP 加水分解能を有する人工酵素に着目

した。この人工酵素はポリ-L-ヒスチジンとポリスチレンスルホン酸および銅イ

オンからなっている２９－３１）。この構造を利用することで ATP 加水分解によって

生じたリン酸イオンを人工酵素の構成している銅イオンに配位させ、ISFET ゲー

ト界面への電界を変化させることができるのではないかと考えた。 

 

４-６-２ 実験 

人工酵素の合成は池野らの方法に従った３１）。合成した人工酵素はアクリルアミ

ドによって包括することで膜化した。アクリルアミド溶液は 10％アクリルアミ

ド、1％過硫酸アンモニウム、2％TEMED とした。この溶液に人工酵素を混合し

100µm のスペーサーを利用してスラブに挟んだ状態で重合させた。ISFET 素子

（BAS）は酸化タンタルゲートのものを使用した。この膜を適切な大きさに切

り抜き ISFET のゲート上に貼り付けて乾燥させた。測定は pH6.0 の MES 溶液中

で行った。構築した人工酵素 ISFET と参照電極（Ag/AgCl）は電気化学分析装置

（HSV-100, 北斗電工）に接続した。測定回路はソースフォロア回路とした。ソ

ース-ドレイン間電圧（Vds）を 5V としドレイン-ソース間電流（Ids）が 100µA
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となるようにソース抵抗（Rs）10kΩを設置した。センサ応答はゲート電圧（Vgs、

∆Vgs = Rs ∆ Ids）として出力した。  

 

４-６-３ 結果 

1mM の ATP を滴下したときの結果を図４-９に示す。人工酵素を被覆していな

い ISFET では Vgs に変化は見られないが、人工酵素を被覆した ISFET では Vgs

のマイナス側へのシフトが見られた。pH6.0 でのリン酸の電離状態は H2PO4
-であ

るため、アピラーゼ被覆 ISFET では応答しなかった。人工酵素では生成物であ

るリン酸イオンを何らかの相互作用により膜内に蓄積することができ、それに

起因する電界の変化を検出しているのではないかと考えた。図４-１０に ATP、

ADP、AMP それぞれに対する濃度依存性を示した。人工酵素被覆 ISFET は ATP

と ADP には濃度依存的な応答を示したが、AMP には全く応答しなかった。これ

は人工酵素の特性を反映している。さらにこの人工酵素はポリリン酸類も基質

として認識し、加水分解を触媒することが分かっている。図４-１０にはポリリ

ン酸類を適用したときの人工酵素被覆 ISFET の応答を示している。センサ応答

はリン酸残基の数に依存して大きくなることが示唆された。しかしながら P3 と

P4 には明確な差が見られなかった。これは分子の大きくなると人工酵素膜内で

の拡散が著しく低下し、それが触媒反応の律速になっているのではないかと考

えられる。
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図４-９ ATP 適用時の人工酵素被覆 ISFET の応答 

 

 

人工酵素(+) 

人工酵素(-) 
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図４-１０ 人工酵素被覆 ISFET の基質濃度依存性 

ATP 

ADP 

AMP 
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図４-１１ 人工酵素被覆 ISFET のポリリン酸に対する応答 

P2:ピロリン酸、P3:トリポリリン酸、P4:テトラポリリン酸 
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４-７ まとめ 

本章では、定量的な薬剤評価を目指すには、測定対象である細胞の活性を把

握することが不可欠であるとの認識の元に、ATP を指標とした細胞活性センサ

の構築を行った。本研究では分子トランスデューサ素子として ISFETに着目し、

ATP 加水分解反応との共役による ATP の検出を試みた。 

まず、ATP 加水分解酵素であるアピラーゼを ISFET に被覆し、ATP の加水分

解反応による生成物であるリン酸イオンの電離を利用した検出が可能であるこ

とを明らかにした。このような測定原理であるため、アピラーゼ被覆 ISFET は

測定溶液の pH に大きく影響を受けることも明らかになった。そこで、当研究室

で研究を推進してきた人工酵素を利用することで、生成物であるリン酸の荷電

そのものを検出するセンサの構築を行った。人工酵素被覆 ISFET ではアピラー

ゼ被覆 ISFET での応答と逆位相の応答が得られ、リン酸イオンの荷電を検出で

きることが示唆された。 

今回用いた人工酵素は遷移金属の種類や機能性高分子の分子設計により分子

濃縮、分子トランスデューサ機能、分子選択性といったセンサ機能を同時に付

与することができる可能性がある。このように用途に合わせたセンサ機能を分

子設計によりデザインできるため、生体分子の新しいセンサ材料として広範な

応用が期待できる。 
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第 5 章                  

結論 
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創薬の現場においてコンビナトリアルケミストリーなど合成の自動化プロセ

スが導入されたことにより、評価すべき薬剤候補は膨大な数にのぼるといわれ

ている。そのため、合成された薬剤候補物質の評価をハイスループットに行う

技術（HTA）の需要が大きくなってきている。このような背景から、本論文で

はこれまでの数多く報告されている測定デバイスの改良による HTA 化とは異な

り、外部刺激が与える影響の「質」を評価する定質分析の概念に基づいて、測

定対象である細胞そのものを改変することによる薬剤評価 HTA の構築を行った。

同時に薬剤評価に用いる細胞の活性変化が薬剤評価結果に少なからず影響を及

ぼすと考え、細胞活性をモニタリングするための細胞活性評価デバイスの構築

を行った。 

第１章では、創薬におけるイオンチャネル型レセプターの重要性と現状につ

いて記述し、本論文の位置づけを行った。 

第２章では、イオンチャネル型グルタミン酸レセプター（iGluR）を細胞表層

に提示した細胞を遺伝子工学的手法により構築し、その機能評価を行った。こ

の細胞はリガンドであるグルタミン酸の刺激に応答し、異種細胞表層において

も iGluR は機能を保持したまま細胞表層に提示されていることを明らかにした。

これらのことから、この iGluR 提示細胞を薬剤評価におけるシナプス機能のバ

イオアッセイモデルとして利用できることが示唆された。これまでに様々なシ

ナプス機能のバイオアッセイ手法が研究・開発されてきたが、多くは神経細胞

を用いたものであり、培養そのものが煩雑であるため HTA への適用は難しかっ

た。本研究で得られた、神経細胞から単離した iGluR が異種細胞表層でも機能

を保持しているという知見から、イオンチャネル型レセプター提示細胞をシナ

プス機能のバイオアッセイモデルとして用いることで HTA システムのへの適用

が期待される。 

第３章では、構築したシナプスモデル細胞を用いた HTA システムを構築する
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ことを目的として、細胞外電位測定法への適用を検討した。シナプスモデル細

胞はリガンド刺激により細胞内への特定イオンの流入を示すことから、微小電

極上にシナプスモデル細胞を配置し、測定を行うことで細胞-電極界面でのイオ

ンの偏りが生じると考えに基づき、細胞外電位法による薬剤評価系の検討を行

った。リガンドを適用することで細胞が近接した微小電極と参照電極との間の

電位差が発生し、シナプスモデル細胞と電極の間にはイオンの偏りが生じてい

ることが示唆された。これらのことからイオンチャネルのチャネルゲート機能

の評価を細胞外電位測定法により行えることが明らかになった。微小電極系は

様々な方法によるアレイ化、集積化されたデバイスが発表されており、このよ

うなデバイスとシナプスモデル細胞を組み合わせることで、多チャンネルでの

計測が可能である。 

以上のように、本論文では中枢系薬剤評価への適用を目的としたシナプス機

能のバイオアッセイモデルであるシナプスモデル細胞を構築（第２章）及びシ

ステム化に向けた要素技術（第３章）に関する研究を行った。本論文で示した

モデル細胞化という考え方とシステム化技術をうまく融合することで、より実

用性の高い細胞バイオセンシングシステムを構築できるであろう。 

一方で、細胞応答には細胞活性が深く関与していることが考えられるため、

細胞活性のパラメータを補償することで定量的な細胞応答検出が実現できる。

第４章では、薬剤評価における細胞活性の重要性について考察し、ATP を指標

とした細胞活性評価デバイスの構築を行った。センサ素子として ISFETを用い、

ATP 加水分解反応に基づく ISFET ゲート界面の荷電状態の変化を測定した。ATP

加水分解酵素であるアピラーゼを ISFET に被覆したセンサでは反応生成物であ

るリン酸の電離に起因すると思われる応答が検出された。このため、測定溶液

の pH に著しく影響を受けると考えられる。そこでリン酸イオンの荷電そのもの

を検出することを目的として、当研究室で研究を進めてきた人工酵素を被覆し
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た ISFET センサを作成した。このセンサはアピラーゼ被覆 ISFET とは逆の応答

位相を示し、リン酸イオンそのものを検出できていることが示唆された。これ

までの細胞から放出された ATP を検出する方法としてはルシフェラーゼを用い

た生物化学発光法が主なものであり、ATP 放出挙動を連続的にモニタリングす

ることは困難であった。本研究で示した ATP 測定法は細胞培養環境での測定が

可能であり、ATP 放出挙動をモニタリングする手法として期待できる。 

本論文では第２章から第４章まで論じた研究の成果、すなわちシナプスモデ

ル細胞の構築（第２章）、細胞外電位測定法によるシステム化技術（第３章）、

ATP を指標とした細胞活性センサの構築（第４章）の研究の成果をまとめたも

のである。細胞バイオセンシングは、動物細胞や微生物など生体モデルとして

用いる培養細胞が外部刺激によって発信する分子的信号の動態をセンシングす

ることで、生体影響の評価に関する生命情報を獲得する分析技術である。この

考え方に基づいて、適切なモデル細胞を構築し、それを HTA システムに組み込

むことで定量的な細胞応答の検出が可能であるということが示唆された。今後、

測定対象である細胞側の改変すなわち、適切な組織、疾患のモデル細胞を構築

することにより、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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