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研究成果の概要（和文）：ヒト応答予測の向上を目指し、酸素非依存性の電気化学バイオセンサでのモニタリン
グを利用することで、細胞応答を非侵襲で評価するためのシステム開発を検討した。肝細胞については、電気化
学グルコースセンサに好気的培養手法を組み合わせることで、生体内の門脈近傍の肝組織と同質の糖代謝･糖新
生の現象を電流応答で記述できた。この他にも、アレルギー研究で広く利用される好塩基球様細胞株RBL-2H3が
免疫刺激によって遊離するヒスタミンの電気化学モニタリングにも成功している。この手法は、細胞アッセイの
予測精度向上に繋がるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：We investigated towards the development of label-free cell-based bioassay 
systems with oxygen-independent electrochemical biosensors.  Based on the electrochemical responses 
obtained here, hepatocytes cultured under an aerobic culture method showed physiologically relevant 
behaviors of glucose metabolism and gluconeogenesis in the periportal region of liver tissues.  In 
addition, released histamine from a basophilic leukemia cell line, RBL-2H3, was successfully 
monitored after immunostimulation.  The present systems will enable to improve the prediction of 
human responses.

研究分野： 生物工学

キーワード： 電気化学センサ　細胞アッセイ　カーボンナノ材料　生体模倣システム

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物実験に代わる薬剤や化学物質の有害性や安全性の評価として、ヒト培養細胞を利用したアッセイ法の利用が
期待されている。最近の細胞培養手法の高度化により、薬剤に対して生体と同質の応答が得られるようになりつ
つあるものの、依然として予測精度は低い。この問題解決の1つとして本研究では、好気的な細胞環境条件に加
えて、従来の終点計測ではなく、連続計測を組み合わせることで、予測精度の向上を図った。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体内環境の恒常性維持など複雑で巧妙な生命システムは、細胞内・細胞間・臓器間で

の情報伝達、物質交換、エネルギー変換によって支えられているものの、その仕組みは現
在も不明確である。動物実験などのインビボ系では通常、多種多様な細胞や臓器が関与す
るため、得られる応答が複雑になる。一方で培養細胞を用いたインビトロ系では、特定の
臓器モデルを選択できるため、得られる応答を簡素化できる。このことから、応答の解明・
理解が容易になる。しかしながら従来のプラスチック製培養皿で細胞を取り扱うインビト
ロ系では一般的に、生理学性が低い問題がある。このことから近年、細胞組織の生理学性
を高める新たな培養手法の研究が盛んである。血流を模倣してせん断応力を細胞に負荷で
きる、マイクロ流体デバイスを基盤とする培養手法や、従来の培養基材では嫌気的環境で
あるものの、細胞接着基板に酸素透過性材料を用いることで、細胞への直接的な酸素供給
を改善させた、好気的培養手法などが提案されている。実際に我々は、肝細胞などの酸素
消費量が高い細胞について、好気的細胞培養手法を利用することで、肝細胞のエネルギー
代謝や薬物代謝などの生理機能が向上することを明らかにしてきている。 
一方で、細胞応答の評価には大きく２種類があり、１つ目は、蛍光色素などによる標識

化法や染色法による画像解析、２つ目は、定期的または終点で回収した培養液の機器分析
である。前者の場合、連続的に計測することは原理的には可能であるものの、細胞侵襲性
の問題があるため、正確な応答を計測できているのか疑問が残る。後者では、離散的な応
答であるため、ダイナミックな細胞応答の理解が困難となる場合が多い。 
このように、培養手法は著しく改善しているにも関わらず、細胞応答評価法は依然とし

て、従来の手法に頼っているのが実状である。 
 
 
２．研究の目的 
上記のことを踏まえ本研究では、改善された細胞手法に、非侵襲的細胞応答モニタリング
手法を組み合わせることで、生理学的機能を向上させた細胞応答評価系に関する基礎的知
見を得るための方法論構築を目指した。本研究では、培養細胞に薬剤などの刺激を与え、
そのときに細胞が消費したり分泌したりする化学種を、好気的培養環境下で電気化学的手
法を用いてオンサイトで連続計測できることを最終目標とした。このとき、インスリンま
たはグルカゴンなどの生体内の血糖維持機構に関与するホルモンでラット初代肝細胞を
刺激したときの糖代謝および糖新生の現象を代表例として用いた。 
これを実現させるために、我々がこれまで検討してきている酸素透過性材料を用いた好

気的細胞培養手法に、電気化学的バイオセンシング手法を組み合わせた。これまでに我々
は、高い導電性と広い比表面積をもつカーボンナノチューブや、電子局在性のグラフェン
エッジ領域を表面に露出したカーボンナノファイバーを電極材料として用い、酸化還元酵
素を含む化学種との電子移動が高効率で進行することを明らかにしている。具体的には、
これら電極表面に酵素ペルオキシダーゼを吸着させ、基質となる過酸化水素を直接電子移
動から検出できるなど、電気化学バイオセンサへの応用も検討してきていた。この知見を
利用して、電気化学ヒスタミンセンサや電気化学グルコースセンサを構築し、免疫刺激や
ホルモン刺激を与えたときに、肥満細胞株から遊離されるヒスタミンや、初代肝細胞が消
費・産生するグルコースを連続モニタリングするための知見を収集した。生理学的に妥当
性のある細胞応答を、オンサイトで細胞非侵襲的に高時間分解で評価できれば、インビト
ロ細胞アッセイによる予測精度向上につながると期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞応答を計測するためのセンサ開発を推進した。具体的には、カーボンナノチュー
ブまたはカーボンナノファイバーの電極表面に、酸素の影響を受けないグルコース脱水素
酵素やヒスタミン脱水素酵素をナフィオンで包括固定化することで、電気化学バイオセン
サを作製した。この理由として、グルコース酸化酵素などを使用する場合、細胞の呼吸代
謝によって培養液中の溶存酸素濃度が変化するため、得られる電流応答が酸素濃度によっ
て影響を大きく受けるからである。また、セルロース系透析膜を電極面に被覆するなどし
て、培養液成分の影響を取り除く検討をした。 
 
(2) 細胞が消費する物質の検出について、基礎的知見を収集した。ここでは、グルコース
を指標とした。従来の培養皿で肝ガン細胞株を培養し、細胞の表面近傍に作製したグルコ
ース検出用の電極を設置した。薬剤添加後の細胞のグルコース代謝応答変化の様子を、触
媒酸化電流応答から評価した。これにより、通常の培養条件下で細胞応答を計測できるこ
とを確認した。本研究期間中、生体低分子以外にも、生体高分子を網羅的に検出できるシ



ステムのニーズが高いことを知った。そこで並行して、液晶ディスプレイで用いられる薄
膜トランジスタ（TFT）技術により作製した TFT 電極アレイの表面に、生体高分子を認
識する素子として抗体を被覆し、細胞から分泌される生体高分子を、結合に基づく電極表
面の静電容量変化から検出できるも確認した。 
 
(3) 細胞から遊離される物質の検出について、基礎的知見を収集した。ここでは、ヒスタ
ミンを指標とした。従来の培養皿で肥満細胞株を培養し、細胞の表面近傍に作製したヒス
タミン検出用の電極を設置した。免疫刺激後に細胞から培養液中に遊離されるヒスタミン
の濃度変化を、触媒酸化電流応答から評価した。 
 
(4) 酸素透過性基板表面でラット初代肝細胞を培養し、作製した電気化学グルコースセン
サを細胞表面に設置した。好気的培養環境下にて、インスリンまたはグルカゴンを添加時
でのラット初代肝細胞による培養液中グルコースの消費量および産生量を計測した。得ら
れた結果を、これまでに報告されているインビボでの応答と比較した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 単層カーボンナノチューブ電極表面をナフトキノン類でコートし、グルコース脱水素
酵素をナフィオンで包括固定化することで、グルコースを計測するための電気化学グルコ
ースセンサを作製した。この電極は、グルコース脱水素酵素を経由して、グルコースの触
媒酸化電流応答を得られる。ナフトキノン類を単層カーボンナノチューブに物理吸着させ
ることで、グルコース脱水素酵素とカーボンナノチューブとの間の電子伝達体として機能
させた。単層カーボンナノチューブやナフトキノン類、グルコース脱水素酵素などの被覆
量を調節することで、おおよそ 40 mMまでのグルコース濃度を計測できた。生体内では
一般的に、約 3 mM 以下では低血糖状態、10 mM 以上では高血糖状態であるとのことか
ら、低血糖から高血糖までの培養液条件でも計測可能となった。 
 一方で、一般的に広く使用されているダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）中でも作
製した電極の応答を調べたところ、血清存在下では電流応答が著しく低下した。この原因
として血清中に含まれるタンパク類による電極表面の妨害が考えられた。そこで、透析膜
で電極表面を保護することで、タンパク類の電極表面の直接的な接触を防御した。これに
より、電流応答の低下を改善できた。また、少なくとも 24 時間連続して電流応答を計測
できることも確認した。 
 
(2) 作製した電極を用いて、従来の培養皿に播種した株化細胞について、生理現象の１つ
であるグルコース消費を電流応答から明らかにした。ヒト肝ガン由来細胞株 Hep G2の近
傍に作製した電極を設置し、Hep G2 による糖代謝に基づくグルコース消費を DMEM 培
養液中で 24 時間計測した。時間の経過とともに糖代謝が進行し、グルコースの消費を電
流応答で示すことができ、また、抗がん剤シスプラチンを Hep G2に曝露すると、抗がん
剤によって Hep G2が損傷したために、糖代謝の進行が妨げられ、電流応答の減少が抑制
されることも確認できた。これにより、グルコース消費を指標として、薬物に対する影響
を評価できることを明らかにした。 
 細胞応答を評価するために、低分子以外にも高分子の検出系も検討した。肝細胞は、タ
ンパク類のアルブミンを産生することでも知られる。そこでオンサイト計測を考慮して、
酵素免疫分析法のようなサンドイッチ法ではなく、ラベルフリーでアルブミンを直接検出
する方法を検討した。具体的には、液晶ディプレイで用いられる透明な薄膜トランジスタ
（TFT）技術により作製した TFT 電極アレイ基板表面に抗アルブミンモノクローナル抗
体を固定化し、アルブミンとの結合に基づく電極表面の静電容量変化からセンシングへの
応用を試みた。その結果、0.3〜300 pMのアルブミンを検出できることが明らかになった。
各種認識素子をアレイ化することで、多成分同時計測への実現可能性を示した。 
 
 (3) 生理活性物質であるヒスタミンの検出系の検討も進めた。カーボンナノファイバー電
極表面に、ここでも酸素の影響を受けないヒスタミン脱水素酵素をナフィオンで包括固定
化することで、電気化学ヒスタミンセンサを作製した。本電極では、ヒスタミン脱水素酵
素によるヒスタミンの直接的な触媒酸化が可能であった。また、ヒスタミン脱水素酵素の
至適 pH 範囲はおおよそ 9.0〜11.5であるものの、細胞応答計測条件となる中性付近（pH 
7.4）でも、ヒスタミンの触媒酸化電流応答を計測できることを明らかにした。実際に、ア
レルギー研究で使用されるラット好塩基球様細胞株 RBL-2H3 を抗ジニトロフェニル IgE
抗体で感作し、抗原としてジニトロフェニル化ウシ血清アルブミンを作用させときに脱顆
粒により遊離されるヒスタミンを直接検出できた。またこの電流時間変化の結果から、ヒ
スタミンの遊離現象は、細胞からの脱顆粒速度に依存することも明らかになった。このよ
うに、細胞応答の現象を速度論的に評価できることを示した。 
 
 



 (4) 好気的環境培養手法を用いて生理学性を向上させたラット初代肝細胞について、高血
糖時でインスリンを添加したときの糖代謝、および無血糖時でグルカゴンとフルクトース
を添加したときの糖新生におけるグルコース濃度の経時変化を電流応答で記述すること
を試みた。約 30 mM グルコースを含む培養液にインスリンを添加すると、電流応答がわ
ずかに減少したことから、糖代謝速度がわずかに加速化されることが明らかになった。一
方で、グルコース非存在下でフルクトースとグルカゴンを投与すると、グルカゴンによる
ラット初代肝細胞内での糖新生機構の促進化に基づいて、フルクトースからグルコースを
産生する様子を電流時間変化で示すことができた。このとき、大幅な電流応答の向上を確
認できた。ここで得られた現象は、肝臓でも酸素濃度の高い門脈近傍と同様の現象傾向を
示していることが明らかになった。このようなインビトロでの肝細胞について、生理学的
に妥当な糖代謝・糖新生の現象を電流応答でモニタリングできた例は調べた限り無い。こ
のことは、電気化学グルコースセンサと好気的培養手法の組合せにより実現できたと言え
る。加えて、好気的培養手法が可能な膜型培養器を、電気化学センサを組み込んだデバイ
スに設置可能な一体型システムを作製し、電気化学特性についても調べた。 
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