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第 1章 序論 

 本章では、本研究の目的と背景、走査型電気化学顕微鏡の原理や利用法について述べる。 

 

 

 

 

1.1 はじめに 

 

 現代の生物学および生命科学は、過去の様々の出来事により大きく変化しながら形成さ

れてきた。17 世紀の顕微鏡の発明により、動植物が同じ構成単位である『細胞』から成ることが

解明された。19 世紀には進化論が提唱され、また 19 世紀後半には遺伝の法則が発見されて遺伝

子の存在が証明された。1953 年には DNA の構造が明らかにされ、分子生物学は爆発的な発展を

遂げた。また技術発展により医療が大幅に進歩し、遺伝情報を利用して創薬研究や遺伝子組み換

えなど産業につなげることも可能となった。近年では、京都大学の山中伸弥教授らが、特定の遺

伝子を利用することで、再生医療や創薬開発を大きく進展させうる可能性を持つ iPS 細胞の作製

に成功した。現在では、様々な細胞を遺伝子レベルから人工的に分化させて作製することが可能

となった。しなしながら、世界中の研究者が iPS 細胞（などの幹細胞）の分化制御を試みている

にもかかわらず、その成功率は決して高くない。生物ではほぼ完璧に近い精度で、受精卵から成

体構築までの分化制御をしていることを考慮すれば、我々が知り得ている生命現象はほんの一握

りに過ぎず、生体機能の完全な理解には到底到達できていないことが容易に想像できる。 

 近年、電子顕微鏡や光学顕微鏡・遺伝子発現解析法など様々な分析技術の発達により、

一様に見える細胞群でもその性質や役割が異なり、細胞間ネットワークが組織形成に不可欠であ

ることがわかってきた。さらに、このような細胞機能を作り出すには、遺伝子や蛋白質などの多

数の生体分子の相互作用とそれを制御する機構が必要だと分かってきた。周辺環境や状態に応じ

た生体機能の変化メカニズムを詳細に解明するためには、生体分子の解析および細胞レベルでの

解析の両方が必要である。例えば分子標的治療薬の開発では、がん細胞と正常細胞の違いをゲノ

ムレベル・分子レベルで解明し、がん細胞の増殖や転移に関わる分子を特定するだけでなく、さ

らにその分子が細胞機能にどのように影響し、そしてその影響が生体組織に対してどのような効

果を及ぼすか調べる必要がある。 

 SPM の一種である走査型電気化学顕微鏡（SECM）は、単一細胞レベルでの測定に適し

ており、生体関連分子の定量的・経時的な測定が可能である。本研究では SECM を用いて細胞内
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や細胞表面に局在するタンパク質の測定を行った。本章では、SECM の原理や生体試料測定への

応用、本研究の目的について概説する。 

 

 

1.2 走査型電気化学顕微鏡（SECM, Scanning Electrochemical 

Microscopy） 

 

 走査型プローブ顕微鏡（SPM）とは、先端を尖らせた探針（プローブ）を走査し、物質

の表面状態を観察する顕微鏡を指す。代表的なものとして、走査型トンネル電流顕微鏡（STM）

や原子間力顕微鏡（AFM）が知られており、原子レベルもしくはそれ以下のレベルで表面の凹凸

状態を観察することができる。最初の SPM は、1982 年ゲルト・ビーニッヒらによって開発され

た STM である[1]。その後、1986 年に同じビーニッヒによって AFM が開発された他、様々な SPM

が現在までに開発されている。 

 走査型電気化学顕微鏡（SECM）は、このような SPM の一種であり、プローブとして

微小電極（数 nm から数十 µm 程度）を利用し、それによる溶液中での電気化学測定を基本原理

とする。微小電極による測定が 1980 年頃から行われるようになり、SPM の発展に伴い、SPM の

技術を踏襲し、プローブとして微小電極を利用する SECM がバードらによって 1989 年に報告さ

れた[2, 3]。SECM では、試料表面での電気化学反応種を微小電極により検出することができる。

SECM の利点を、SPM の側面と、電気化学測定の側面に分けると以下のようになる。1 つ目は、

SPM の基本属性である高い空間分解能を有すことであり、他の電気化学測定に比べ、空間分布の

取得や局所測定が可能である。2 つ目の利点は、微小電極の利用に伴い、マクロ電極にはない特

殊な電気化学特性を利用できる点である（後述）。SECM を用いることで、ガラス・金属・ポリ

マー・生体試料などの表面や、水銀・油などの液界面で起きる電気化学反応を検出でき、それら

の特性を評価可能である。様々な生体反応解析をはじめ、表面加工、腐食研究など、幅広い分野

にも利用されている[3]。 

 従来の SECM では、マイクロスケールの微小電極を用いてファラデー電流を計測する

（ファラデー電流とは、電極表面での酸化還元反応に起因する電流のこと）ため、解像度は STM

や AFM と比較して劣るが、細胞レベルでの活性や機能評価に対し、リアルタイムな測定が可能

であるため大きな威力を発揮できる。さらに近年では、ナノ電極を用いた高解像な測定が可能と

なっており、また、多機能化も多く行われている。本項では、SECM について、その構成・原理・

特徴を説明し、生体試料を中心に様々な利用法を紹介していく。 

 

 

1.2.1 SECMの基本構成 
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 SECM は、SPM 機器を基本としプローブ

として微小電極を用いため、微小電極の駆動系と電

気化学計測系から構成されている。SECM は様々な

研究者によって自家製されていることも多いためそ

の詳細は異なることがあるが、簡単な例を Figure 

1.1 に示す。微小電極駆動にはピエゾ素子やステッ

ピングモーターを用いる。微小電極自体を駆動する

場合と、サンプルを乗せたステージを駆動させる場

合がある。電気化学測定にはポテンシオスタットあ

るいはカレントアンプリファイヤーを用い、微小電

極により検出した電流は増幅・変換され電圧シグナ

ルとして PC に送られる。またこれら機器制御プログラムは、LabView や Visual Basic 等のソフ

トウェアを用いて作成できる。電気化学セルはファラデーゲージ内に用意され、微小電極、補助

電極、参照電極を含む。微小電極を用いるため、補助電極を利用しない二電極式を適用すること

もできる。また、試料の振動の影響を排除した高精度な測定のためには、除振を必要とする。 

 

 

1.2.2 微小電極による測定 

 

 SECM では微小電極による電気化学測定を基本

とする。微小電極とは、一般に電極の特性長さが拡散層

の厚さと同等か、もしくはそれよりも小さい電極を指す。

微小電極を利用することにより、以下のような利点を得

られる[4,5]。 

① 定常または準定常電流が得られるため反応を解析し

やすい 

② 充電電流の寄与が小さく測定精度が高い 

③ 定常の条件下で反応速度が測定できる 

④ 高速な化学反応を測定できる 

⑤ 溶液抵抗の高い電解液中での測定が可能である 

⑥ 局所的な測定が可能である 

 バルク溶液中にて、ディスク型微小電極を電気化学反応種が十分に酸化還元される電位

に保持すると、拡散律速となり定常電流（itip,∞）（Figure 1.2、式 1）が得られる[4-7]。 

𝐼𝑡𝑖𝑝,∞ = 4𝑛𝐹𝐷𝐶𝑎  （式 1） 

(n: 反応電子数 [-], F: ファラデー定数=96500 [C/mol], D: 拡散係数 [cm2/s], C: 電気化学反応種

濃度 [mol/cm3], a: 電極半径 [cm]) 

Figure 1.2  Cyclic voltammogram 

(CV) of microelectrode[8]. Pt 

microelectrode (radius = 10 μm), 1 mM 

FcCH2OH in PBS. Scan rate is 20 mV s-1. 

Figure 1.1 SECM system 
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 この性質は、微小電極での特殊な拡散形態によるものである。電極での電子移動反応が

十分に速い場合、電気化学反応種の拡散が反応速度を決める（拡散律速）。マクロ電極の場合、拡

散層は電極に平行して形成され、従って物質は電極表面から垂直に線形拡散（1 次元拡散）する

（Figure 1.3 A）。一方で、電極を点とみなせる微小電極では、Figure 1.3 B に示すように球状拡

散（3 次元拡散）となる。球状拡散による電流は直ちに定常となるため、解析が容易となるだけ

でなく、溶液中で電極を走査しても定常状態での測定が可能となる。また、球状拡散では、マク

ロ電極との幾何的な面積比から計算される値より大きなファラデー電流が与えられる。しかし、

電流測定の際にノイズとなりうる充電電流は、電極面積に比例するため電極を小さくすれば小さ

くなる。つまり、微小電極では、ファラデー電流の充電電流に対する割合が大きくなり、結果的

に S/N 比の高い測定が可能となる。また、電流値は絶縁部分の厚さによっても多少変化し、絶縁

部分の半径を rgとし、RG=rg/a を用いて議論される。例えば RG が 2 であるとき、式(1)の係数部

分である『4』は『4.43』

となる。RG が 10 以上の

時、式(1)をそのまま利用

可能である。解析や作製

が容易であり、もっとも

感度が高いために、ディ

スク型電極が多く利用さ

れるが、コーン型や半球

状の電極でも、似たよう

な式で電流値を表すこと

ができる。電極が小さく

なれば、それだけ分析の

局所性も向上する。また、

微小電極を用いれば、高

抵抗溶液における測定や

高速な化学反応を追える

ようになる。 

 

 

1.2.3 フィードバック効果 

 

 電極が試料表面から十分に遠い場合、微小電極では式 1 に示した通り定常電流を示す。

この状態では、電気化学反応種は球状拡散により電極へと供給される（Figure 1.4 A）。しかし、

ガラスやプラスチックなどの絶縁性の試料に電極が近づくと（Figure 1.4 C）、電気化学反応種の

拡散が絶縁部分によって阻害されるため、バルクに比べ電流値は減少する。電極が絶縁部分に近

づけば近づくほど、電流値は減少することになる。この現象をネガティブフィードバックと呼ぶ。 

Figure 1.3 Diffusion layer of macroelectrode (A: liner diffusion) and 

microelectrode (B: hemispherical diffusion) [5]. 
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 一方で、金属などの導電性物質に電極を近づけ

ていくと（Figure 1.4 B）、基板による拡散阻害はあるも

のの、導電性物質上でレドックス種の再生が行われるた

め電流値が増加していく（レドックスサイクリング）。こ

の現象をポジティブフィードバックという。なお、さら

に近づけると、電子のトンネル効果により電流値は増大

する。また、電極を基板に向かって走査（z 方向）し、

距離に対して電流値をプロットしたものをアプローチカ

ーブと呼ぶ。 

 

 

1.2.4 Generation-Collectionモード 

 

GC モードでは、試料表面で生成される電気化学反応種

を微小電極により検出する（Figure 1.5）。電気化学反応

種の濃度プロファイルのイメージングや、試料から放出

される電気化学反応種の定量評価等に利用される。バル

ク溶液中に存在せず、試料にみから放出される物質を検

出する場合、バックグラウンドを低減できるために高感

度な分析が可能である。そのため、生体試料分析システ

ムとして有用であり、様々な細胞の機能や活性評価に用

いられている。典型的なGCモード SECMの応用として、

基板上に固定化されたグルコースオキシダーゼ等の酵素

活性評価や細胞活性評価が挙げられる（後述）。 

 

 

1.2.5 プローブ走査法 

 

 SECM イメージングにおける電極走査法は、微

小電極の絶対的な高さを一定に保持し走査する“高さ一定（constant height）モード”（Figure 1.6A）

と、電極と試料表面間の距離を一定に保持し走査する距離一定 （constant distance）モード

（Figure 1.6B）に大別される。 

 高さ一定モードでは、微小電極を物理的に精密に配置し XY 方向に走査するため、特殊

な電極やフィードバック制御を行う必要がなく比較的単純な方法である。そのため、SECM イメ

ージングにはこのモードがよく採用されている。高さ一定モード SECM において、ネガティブ

FB モードを利用すると、基板表面上のわずかな凹凸により電極－試料問距離が変化するため、観

測される電流に変化が生じ形状イメージを得ることができる。しかし、電極先端をイメージング

Figure 1.5 GC mode 

Figure 1.4  Basic principle of 

SECM[3]. 

A: hemispherical diffusion  

B: positive feedback 

C: negative feedback 
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範囲内における最高点以上の位置に設置しなければならないため、電極直径以上の凹凸情報を正

確にイメージングできない。また、イメージング範囲が広い場合には、試料のわずかな傾斜によ

り、電極－試料問距離に勾配ができるため、イメージに電流勾配が生じてしまう。 

 一方、距離一定モードでは、微小電極が基板に接近した際に働く相互作用をフィードバ

ックシグナルとして利用し、電極－試料間距離を一定に保ちながら微小電極を走査する。微小電

極の Z 位置を制御しているピエゾ素子の伸縮情報を取得することにより、試料の形状情報を取得

可能となる。さらに、微小電極により電流情報を取得することにより、表面の物理的形状および

電気化学活性を同時に検出できる。距離一定モードを用いると、電極先端－試料表面距離を数十

ナノメートル程度まで接近させることが可能であり、さらに、電気化学反応種の拡散距離を常時

一定に保持できるため、極めて解像度およびコントラストの高いイメージングが可能となる。 

 ネガティブ FB モードを応用すると電流一定モードの距離制御システムを構築できる。

電極に流れる電流量をフィードバックシグナルとして利用し、電流が一定に保持されるように電

極の Z 位置を制御する。この手法を用いると、溶液中において非接触で高解像度な微小表面の形

状測定が可能であり[9, 10]、一般的に使用される微小電極を用いて距離制御が可能である。しか

し、この測定モードでは、電極反応に関与する電気化学反応種の濃度が一定であることが条件と

なる。また、電気化学シグナルを形状測定に利用するために、電気化学反応種の定量を同時に行

うことは困難である。様々なフィードバックシグナルを利用し、他の測定機器と複合化した距離

制御システムによる電極の距離制御方法が報告されており、次項で紹介する。 

 

 

1.2.6 距離制御を可能とする SECM 

 

 電極－試料間距離を一定に保ったまま操作を行う距離一定モードを行うために、様々な

フィードバックシグナルが利用されており、原子間力[11~15]、インピーダンス[9, 16-20]、シア

フォース[21-30]、イオン電流[31-33]によって距離制御が可能な SECM が報告されている。 

 電気化学シグナルを用いた距離制御法として、ネガティブフィードバック、インピーダ

ンスおよびイオン電流を用いたものがある。ネガティブフィードバック効果を利用した距離制御

法については前項で紹介した。交流インピーダンスを利用した方法では、電極を基板に接近させ

た際に生じる電気化学インピーダンスの変化をフィードバックシグナルとしており、基本的に電

流一定モードと同じ利点と欠点を有している。イオン電流を利用した方法では、走査型イオンコ

Figure 1.6 (A) constant height mode, (B) constant distance mode. 図 左）従来のSECM 右）距離制御を用いたSECM

A B 
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ンダクタンス顕微鏡（SICM）の原理を用いる[34, 35]。SICM では、プローブとして先端に 50～

150 nm ほどの開口の形成されたピペットを利用する。ピペット内に電解質と Ag/AgCl 線を挿入

し、外部溶液中と電極との間に電圧を印加することにより、生じるイオン電流を測定する。プロ

ーブが試料に接近すると、（ネガティブフィードバック効果と同様に）イオンの拡散阻害によりイ

オン電流が減少するため、フィードバックシグナルとして利用することでプローブの距離制御が

可能となる。SECM に用いる電極を加工することで、この SICM の機能を SECM へと複合化さ

せることができ、距離制御可能な SECM となる。これまでにリング電極[32]やダブルバレル電極

[33]が開発されている。 

 力学的相互作用を利用した距離制御では、AFM のカンチレバーを搭載した光てこ方式と、

シアフォース（せん断応力）制御方式がある。シアフォース制御方式では、光学システムと音叉

型水晶振動子を用いた検出法がある。これらは力学的相互作用を距離制御に利用するため、形状

測定を行いながら電気化学反応種の定量を行うことができる。 

 距離制御可能な SECM を利用する際の課題は、システムの構築と電極の作製である。他

の測定方法を複合化するために、複雑なシステムを構築する必要がある。また、特殊な形状や複

数の機能を有す微小電極が必要であり、そのような電極の作製や微細化は容易ではない。より簡

便で再現性の高い電極作製方法の開発が必要である。 

 

 

1.2.7 SECMアプリケーションについて[3] 

 

 SECM のアプリケーションは多岐にわたる。SECM は様々な生体測定に有用であり、多

種の化学種を高解像にモニタリングできるため、生細胞イメージングをはじめ、酵素関連の研究、

光合成や呼吸による酸素発生と消費、脂質二重膜での物質移動に関する研究、神経伝達物質の測

定などにも利用されている。また、薄膜や触媒、電極材料などでの物質移動解析や表面反応解析

にも利用される。電極を利用し局所領域での化学反応を誘起することが可能であるため、エッチ

ングや堆積、ポリマー合成などの表面加工にも利用されている。また、微小電極の評価にも利用

される。光学的観察や電子顕微鏡観察では、正確な電極形状や、面積の評価などが難しいことが

ある。特に、ナノメートルサイズの電極や、特殊な形状の電極では、評価により困難を伴う。ボ

ルタモグラムやアプローチカーブを用いることでこれらを評価可能である。さらに、微小電極で

は、拡散による物質移動速度が速いため、高速反応を解析可能である。 

 もっとも基本的な利用法が SECM イメージングである。電極を走査することにより、2

次元もしくは 3 次元の電流応答イメージングが可能であり、サンプルの形状測定や、化学反応の

マッピングを行うことができ、とりわけ生体試料の測定に利用されている。 

 現在では、ナノ電極と距離制御可能 SECM の開発が精力的に進められており、生体関連

試料から触媒・電極材料などに至るまでの電気化学反応および界面現象に関わる様々な分野にお

いて、さらなる精細測定が行われている。また、電極やシステムの開発・改良と同時並行で、適

切な活用例の探索も必要である。 



8 
 

 生体試料分析においては、他の分析技術にはない局所的・定量的・低侵襲・連続的に測

定可能な SECM の性質により、生体反応をサブミクロンオーダーかつリアルタイムで定量分析で

きるため、生命現象解明への研究に対する多大な貢献が期待できる。また、触媒および電極材料

表面の微細構造の局所評価においても SECM に関連する技術が利用されており、ナノメートルオ

ーダーでの機能解析に利用可能である。SECM をはじめ、電気化学測定による多項目の物質の同

時測定には困難を伴うことが多いが、他の分析技術との複合化やもしくは併用することによって

その弱点を補うことができる。 

 

 

1.3 SECM による生体試料測定 

 

1.3.1 酵素活性測定 

 

 SECM によって測定可能な生体試料として最も重要なものの 1 つが酵素である。SECM

は、局所領域に存在する酵素活性評価に極めて有効なツールである。様々な酵素の活性が SECM

により測定されており（表 2、3）[3]、代表的なものとして、グルコースオキシダーゼ（GOx）、

ジアフォラーゼ（Dp）、アルカリホスファターゼ（ALP）などが挙げられる。酵素活性測定の原

理を Figure 1.7 に示した。 

 

 最も単純な方法が、酵素の基質や生成物を GC モードにより測定する方法（Figure 1.7 A）

である。例えば、GOxがグルコースを酸化する際、溶液中の酸素を消費し過酸化水素が生成する。

電極上で、過酸化水素[52]を検出することで酵素の検出が可能である。ALP の検出には基質とし

て p-アミノフェニルホスフェイト（PAPP）等が用いられる。PAPP は ALP により加水分解され、

p-アミノフェノール（PAP）となる。生成物である PAP を電極上で酸化検出することにより、ALP

を検出できる[56]。生成物を電極上で基質へと再生できる場合、レドックスサイクリングが誘起

可能であり、ポジティブ FB モードによる測定が可能となる（Figure 1.7 B）。 

Figure 1.7 Detection principles of enzymes by GC mode (A) or FB mode (B). 

A B 
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 次に、フェロセン誘導体などの電子伝達メディエーターを利用した方法がある[45-47]。

GOx の場合について説明する。フェロセン誘導体（Fc）を用いた GC モードと FB モードによる

GOx 検出方法を Figure 1.8 にそれぞれ示した。グルコースが酸化される際、酸素の代わりに Fc

が還元されることを利用する。GC モードでは Fc+を溶液中に多量に存在させておく。GOx によ

り Fc+が還元され Fc が生成するため、電極上で Fc を酸化・検出すると、酵素近傍では Fc による

酸化電流が大きくなる（Figure 1.8 A）。FB モードでは Fc を溶液中に存在させておく。電極上で

は常に Fc を酸化・検出する。GOx 近傍でのみ酸化された Fc が再生されため、再度電極上での酸

化・検出が可能となり、このようなレドックスサイクリングにより電流応答が増幅する（Figure 

1.8 B）。GC モードでは、バルク溶液中には還元型の Fc が存在しないため、バックグラウンド電

流を低く抑えることができるが、GOx により生成した還元型 Fc が拡散するため解像度は高くな

い。一方で FB モードでは、酵素近傍でのみ応答増幅が起こるために高解像な測定が可能だが、

酵素活性が低い場合などの測定は難しくなる。このような酵素活性測定法は、後述する膜たんぱ

く質測定や ELISA、レポーター遺伝子アッセイにも利用されている。 

 NADH の酸化酵素であるジアフォラーゼの酵素活性が、ポジティブ FB モードを用いて

イメージングされている[49]。適切な電子伝達還元型メディエーターおよび NADH 存在下におい

て、電極上でメディエーターを酸化すると、ジアフォラーゼにより NADHが酸化されるとともに

酸化型メディエーターが還元される。ジアフォラーゼにより生成された還元型メディエーターは

再度電極により酸化されるため、電極－酵素間においてメディエーターのレドックスサイクリン

グが生じ、電流応答は増幅される。また、ポジティブ FB モードによって、同一基板上にパター

ンされた西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP）[50]の評価も行われている。 

 β－ガラクトシダーゼ（β－Gal）やアルカリホスファターゼ（ALP）の活性評価は、GC

モードにより可能である。β－Gal の基質である PAPGは、基板表面に固定された β－Gal により

加水分解され、PAP が生成される。電極上で PAP を酸化検出することにより β－Gal の活性評価

ができる。GC モードでは、メディエーターのレドックスサイクリングによる電流増幅が系内に

存在しないが、検出する電気化学反応種が元から存在しないために、バックグランド電流を小さ

くすることができる。 

Figure 1.8 GOx detection methods by GC mode (A) and FB mode (B) [3]. 
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 Wittstok らは、2 種類の酵素が固定化されたマイクロビーズを混合して固定化し、FB

モードと GC モードを融合させた高感度測定システムを報告している（Figure 1.9）[59, 60]。β

－ガラクトシダーゼおよびグルコースデヒドロゲナーゼ（GDH）利用している。両酵素が固定化

された基板を、グルコースを含む溶液中に浸漬し PAPG を添加する。p-アミノフェニル－β－D－

ガラクトピラノシド（PAPG）は β－Gal により加水分解され PAP が生成する。PAP は電極上で

酸化され p-キノンイミン（PQI）となる（Figure 1.9 A）。PQI は GDHにより還元されことで PAP

に再生され、PAP を再度電極上で酸化・検出することできる（Figure 1.9 B）。このようなレドッ

クスサイクリングにより、GC モードのみの場合に比べて 1.8 倍の応答増幅が観測されている。 

 抗原抗体反応と酵素を利用した生体試料測定が行われている[79-82]。細胞膜を透過可能

なメディエーターを利用することで、細胞内の酵素活性評価も行われている[61]。また、胚性幹

細胞に過剰発現する ALP を利用した、分化状態評価も行われている[53]。特定の糖鎖に特異的に

結合可能なレクチンによる糖鎖検出も行われている[83]。レポーター遺伝子を用いて β-GAL や

ALP を発現させ、酵素反応を検出することにより遺伝子発現を分析可能である[84-86]。 

 

表 2 Measurements of enzymatic activities by FB mode. 

酵素名 基質 メディエーター 参考文献 

グルコースオキシダーゼ グルコース 

・FcCOOH 

・(CH3)2NCH2Fc 

・K4[Fe(CN)6] 

・hydroquinone 

・[Os fpy(bpy)2 Cl]Cl 

45-47 

45 

45,48 

48 

46 

Figure 1.9 Detection by GC mode (A) or both GC mode and FB mode. 
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NADPH－シトクロム C レダクターゼ NADH TMPD 48 

ジアフォラーゼ NADH FcCH2OH 49 

西洋ワサビペルオキシダーゼ H2O2 (FcCH2OH)+ 50 

硝酸還元酵素 NO3- MV2+ 51 

Fc: ferrocene 

fpy: formylpyridine, bpy: bipyridine 

TMPD: N,N,N’,N’,-tetramethyl-p-phenylenediamine 

MV2+: methylviologen 

表 3  Measurements of enzymatic activities by GC mode. 

酵素名 電極上での検出物質 参考文献 

グルコースオキシダーゼ H2O2 18,52 

ウレアーゼ H+ 

NH4+ 

54 

L 
アルカリホスファターゼ PAPP 56 

NAD+依存性アルコールデヒドロゲナーゼ H+ 57 

NADPH 依存性オキシダーゼ O2
･- 58 

PAPP: p-aminophenyl phosphate 

 

 

1.3.2 呼吸活性と光合成活性の測定 

 

 細胞の呼吸活性が、細胞の代謝活性の指標となりうるため、生細胞周辺における酸素濃

度測定が今まで盛んに行われてきている。単一細胞レベルでの酸素消費量測定が 1998 年に既に

報告されており、SECM による光合成の定量的解析とイメージングも行われている[62 63]。光照

射化において単一植物細胞から生成される酸素を微小電極で還元し、電極を走査すると光合成活

性をイメージとしてとらえることが可能となる。光照射がない場合は、呼吸により酸素が消費さ

れるため細胞近傍において酸素還元電流が減少する。単一細胞近傍の局所酸素濃度プロファイル

を評価することにより、単一細胞の呼吸による酸素消費速度および光合成による酸素生成速度を

定量的に調査できる（Figure 1.11）。また SECM を用いる細胞活性評価には、非侵襲性に大きな

Figure 1.10 A: O2 consumption by respiration, B: O2 generation by photosynthesis 

A B 
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利点がある。蛍光プローブ法と比較して細胞に与える影響は極めて少ないため測定後の細胞を利

用可能である。 

 酸素還元電流を指標に SECM を用いたがん細胞や哺乳動物細胞の呼吸活性イメージン

グが行われている[64, 65]。薬剤に曝された細胞の呼吸活性を調査することにより、薬剤の作動メ

カニズムに関する情報を得ることができる。SECM による細胞活性評価法は、胚の品質評価シス

テムへも応用されている[66, 67]。発生効率の向上を目指して高効率・迅速な高品質胚の測定が行

われており、畜産業界における育種改良の促進およびヒトの不妊治療への応用が期待されている。 

 SECMを用いて光合成および呼吸電子伝達鎖から電子受容体への電子移動にいて研究さ

れている。細胞膜透過性の高い疎水性メディエーターであるベンゾキノンは、光合成および呼吸

電子伝達鎖から電子を受容しヒドロキノンへと変換されることが分かった。Mirkin らのグループ

は、個々の細胞の電子移動活性を調査し、正常細胞と悪性細胞の判別に応用している[68]。細胞

培養液中に TMPDを添加し、細胞近傍に近接させた微小電極を用いて TMPD2+に酸化した。電極

表面で生成された TMPD2+は細胞膜を透過し呼吸電子伝達鎖から電子を受容して TMPD+へと還

元される。この還元された TMPD+を電極で検出することにより個々の細胞の電子移動活性を評

価している。悪性細胞は、正常細胞と比較して電子移動活性が高く、疎水性メディエーターの再

生反応が速いため酸化電流の増加量が大きい。また、細胞内シトクロム C の電子移動活性の評価

がフェロセンメタノールをメディエーターに用いて行われている[69]。 

 Schuhmann らは、シアフォースを利用した距離制御可能な SECM を用い、単一細胞の酸素消

費量の精密評価を行っている[70]。酸素は膜透過性が高く、細胞周辺で酸素が大幅に消費されて

濃度が大きく減少すれば、濃度勾配に従って細胞内の酸素が吸い出されることになる。酸素検出

の際に電極でも酸素を消費するため、電極での酸素消費が細胞による消費に比べて同等か大きい

場合、細胞内酸素を吸い出してしまい、本来の酸素消費量を精密に測定できない。電極での酸素

消費を減らす方法は 3 つ考えられ、①電極に印加する電圧を小さくする、②電極サイズを小さく

する、③電圧印加時間を短くすることである。Schuhmann らは、電圧印加をパルス状にして精

密評価に成功した。 

 

 

1.3.3 膜透過性評価 

 

 電極での電子移動反応が十分に速い場合、拡散律速となり電気化学反応種の拡散による

物質移動が反応速度を決める。言い換えれば、電極反応が、電極付近での局所的な物質移動に強

く依存することを表しており、SECM を用いることで、局所的な物質移動を測定することができ

る。本項では生体試料に関わる研究を中心に簡単に述べる。 
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 メディエーターの脂質二重膜透過

性が SECM を用いて測定されている[71]。

Ru(NH3)63+とフェロセンカルボン酸を含む

溶液を用いて、それぞれの還元電流と酸化電

流の測定を行うと、脂質二重膜に電極が近づ

くにつれて Ru(NH3)63+の還元電流値が減少

する（Figure 1.12）。Ru(NH3)63+は膜透過性

が低く、脂質二重膜による拡散阻害が起こる

ため、ネガティブフィードバック効果が表れ

る。一方フェロセンカルボン酸の酸化電流は、

pH が高いときは同様の傾向がみられるが、

pH を低くすると電極を膜に近づけてもほと

んど変化しなくなる。これは、pH によって

フェロセンカルボン酸の膜透過性が変化す

ることを意味する。また藻類のプロトプラス

トを用いて、様々な種類のメディエーターの生体膜透過性も評価されている [72]。さらに

Amemiya らは、カエル卵母細胞の核膜孔における物質透過性を、距離制御 SECM による精密測

定とシミュレーションを用いることで評価し、核膜孔における物質輸送メカニズムの研究に貢献

している[73, 74]。 

 

 

1.3.4 神経伝達物質測定  

 

 SECM は、神経細胞を用いて神経伝達機能の研究に利用されている[9, 22, 75-78]。カー

ボンファイバー製の微小電極を用いた、単一神経細胞からの神経伝達物質の、高解像測定が行わ

れている。エキソサイトーシスにより個々の神経細胞から放出されるドーパミン、アドレナリン

およびノルアドレナリン等のカテコールアミン類の神経伝達物質は、電気化学的に活性であり、

細胞表面近傍に設置された微小電極を用いてアンペロメトリーおよび高速掃引サイクリックボル

タンメトリー（FSCV）によりリアルタイムで計測できる[9, 22]。小胞から放出される神経伝達物

質の量は極めて少なく、細胞外に放出されると、拡散あるいは再び細胞に取り込まれる。この測

定には高感度で高い時間分解能を有する計測が必要である。アンペロメトリーはミリ秒レベルの

高い時間分解能があるが、検出されている物質の同定に制限がある。一方、FSCV は検出された

分子の同定が可能だが、時間分解能においてアンペロメトリーに劣る。近年では、距離一定モー

ド SECM を利用して電極を細胞の極近傍に設置し高感度化を達成している[9, 22, 76, 77]。しか

し、電気化学的に直接検出が可能な神経伝達物質の種類には制限があり、グルタミン酸やアセチ

ルコリン等の検出には酵素修飾マイクロ電極を用いる必要がある。 

 

Figure 1.11  Relationship between CVs and 

membrane-electrode distances. [71] 

1: bulk, 2: 51 μm, 3: 27 μm, A: pH 5.89, B: pH 7.30 

A B 
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1.3.5 形状測定 

 

 細胞内あるいは細胞間の化学反応に関与する分子の中で、電気化学的に検出が可能な分

子には限りがある。そこで細胞のイメージングには、外部溶液中に介在させたメディエーターを

用いる。もしくは、原子間力やシアフォースなどの他のフィードバックシグナルを用いた距離制

御により形状測定が可能となる。 

 高さ一定モードによる形状測定では、ネガティブフィードバック効果を利用して行われ

る。細胞膜透過性の低いメディエーターを用いると、細胞の高さに対応してネガティブフィード

バック効果により電流応答が増減するため形状イメージング可能である。親水性メディエーター

である Ru(NH3)63+を用いて PC12 細胞の形状イメージングが行われた[78]。 

 距離一定モードによる形状測定も行われている。Wipf らは、電流をフィードバックシグ

ナルとして利用して距離を一定に保つ SECM および、インピーダンスをフィードバックシグナル

として利用して距離を一定に保つ SECM により、PC12 細胞の高解像度イメージングを達成して

いる[9]。Takahashi らは、シアフォースやイオン電流を利用したフィードバック制御による距離

一定モードを用いて、PC12 細胞のイメージングを行っている[21, 33]。また Takahashi らは、ネ

ガティブフィードバック効果を利用した形状測定と電気化学反応種の定量測定を、電圧をスイッ

チングし別々に測定することで可能とした[77]。 

 

 

1.3.6 その他 生細胞イメージング、代謝物測定、分子輸送、パターニング 

 

 その他にも、様々な利用がされている。膜透過性を有すメディエーターの代謝[87, 88]

や、活性酸素種（ROS）と活性窒素種（RNS）の単一細胞レベルでの同時測定[89-91]が報告され

ている。合成多孔質膜や生体膜など、様々な膜での分子輸送の評価にも利用されている[92-101]。

単一微細孔を透過する化学分子の絶対的な量を直接的に検出可能であり、またフィックの法則か

ら分子の流束を計算し、サブミクロンオーダーでイメージングすることができる。微小電極を用

いて局所的に反応を誘起させることにより、表面上に微小なパターンを作製することも可能であ

る。様々な物質上への、銀、金、銅、パラジウム[102-104, 111, 114-116]、有機物[110, 115, 121, 122]、

生体試料[49, 52, 123]、導電性ポリマー[46, 106-108]、蛍光分子[109]などのパターニングが報告

されている。銀・金・銅などのエッチング[103-105] や、半導体表面の高解像エッチング[117-119]、

無機結晶の生成と溶解を利用したパターニングも行われている[116, 118, 120]。固液界面における

反応プロセスの解析にも SECM は有用であり、水和した金属酸化物の吸脱着[124]、イオン結晶

の溶解[120, 125~130]、腐食現象[113, 131-139]などの、物質の相移動現象に関わる研究に利用さ

れている。鉄鉱の(100)面への Ag イオンの吸着など、不可逆的な吸着の研究にも利用されている

[140]。 
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1.4 本研究の目的 

 

 本章で述べたように、非常に多岐にわたる範囲に走査型電気化学顕微鏡（SECM）が用

いられてきた。特に生体試料分析においては、他の分析技術にはない単一細胞レベル・低侵襲・

定量的・経時的に測定可能な SECM の性質により、生体反応をサブミクロンオーダーかつリアル

タイムで定量分析できるため、生命現象解明への研究に対する多大な貢献が期待できる。本研究

では、SECM により細胞内および細胞膜タンパク質の単一細胞レベル・経時的な定量評価を目指

した。 

 

第 3 章 二種のメディエーターを用いた単一細胞内酵素活性モニタリング 

 細胞の代謝活性の指標と成り得る細胞内酵素活性を、単一細胞レベル・定量的・経時的

に評価することを目的とした。細胞膜透過性を有すメディエーターと、膜透過性を持たないメデ

ィエーターを利用し、細胞内酵素活性を評価した。得られた電流値から、細胞内での代謝によっ

て細胞外へと放出されるメディエーター量を定量的に算出した。またメディエーターによる細胞

への影響を調査し、最適濃度条件を採用することで長時間測定を可能とした。 

 

第 4 章 SECM による単一 ES細胞の分化状態評価 

 ES 細胞の分化状態評価は細胞溶解や固定化が必要であり、評価後も細胞を利用可能な低

侵襲な分化評価法が求められている。ES細胞の低侵襲な分化状態評価を目的とし、ES細胞で過

剰発現し分化とともに発現量が減少する酵素の活性を SECM により単一細胞レベルで評価した。 

 

第 5 章 SECM による単一細胞レベル膜タンパク質検出 

 SECM による細胞の膜タンパク質の定量評価法の確立を目的とした。癌の増殖と関連の

深い上皮成長因子レセプター(EGFR)を酵素修飾することで、定量的測定を行った。染色時の抗体

濃度の最適化や、EGFR 発現量の違いを電流値から評価した。 

 

第 6 章 膜タンパク質内在化のリアルタイムモニタリング 

 膜タンパク質内在化の単一細胞レベル・定量的・経時的評価を目的とし、5 章で確立し

た手法により EGFR 内在化の測定を行った。 
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第 2章 実験 

  

 

 

 

2.1 はじめに 

 

 本章では、本研究で使用した電極の作製方法、電気化学測定装置、細胞とその操作方

法など、全ての章で共通した実験操作ついて述べる。各章でのみ行う実験方法は適時記載する。 

 

 

2.2 電極の作製 

 

 以下に、本研究で使用したマイクロ電極と参照電極の作製法について述べる。 

 

2.2.1 マイクロ電極の作製 

 

 本研究では、直径 20 m のディスク型 Ptマイクロ電極（RG = 2）を作製し、実験に用いた。

また 6 章ではカーボンファイバーによる電極作製した。以下に Pt ディスク型マイクロ電極の作

製方法を示す（Figure 2.1）。 

 

① 外径 1.65 mm，内径 1.1 mm の低融点ガラス管（PG10165-4，World Precision Instrument）

の先端部を、キャピラリープラー（PE-21，Narishige）で細尖化する。 

② Pt 線（直径 20 m，田中貴金属）を長さ約 10 mm に切り出し、長さ約 10 cm の Cu リー

ド線にスポット溶接機（ME-35A，Miyachi）で溶接する。 

③ ガラスキャピラリー内に Pt 線を注意深く挿入し、キャピラリー先端に Pt 線が到達してい

ることを光学顕微鏡あるいは目視により確認する。 

④ キャピラリー後部のガラス管開口部分に銅リード線を熱収縮チューブにより固定する。 

⑤ マイクロフォージ（MF-77，Narishige）を用いて、キャピラリー先端部を螺旋状電熱線の

中心部に挿入し、Pt とキャピラリーの隙間の熱封止を行う． 
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⑥ キャピラリー先端部をダイヤモンドグラインダー（EG-6，number 5000，Narishige）で

削り、Pt 線断面を露出させる。（ガラスの削りカスが電極先端に付着している場合は，0.01 

M の NaOH水溶液中にゆっくり浸し、ガラス削りカスを溶かす。その後，純水中で十分洗

浄し乾燥させる。） 

 

 微小電極では、レドックス種の電子移動が速く、酸化還元反応に十分な電位を印加し

た場合、レドックス種の拡散による供給が律速段階となる。この時の定常電流値 ibulkは以下の

式で表すことができる。 

𝐼𝑡𝑖𝑝,∞ = 4𝑛𝐹𝐷𝐶𝑎 （式 1） 

ここで ibulk は定常電流値[A]、n は反応電子数、F はファラデー定数[C/mol]、D はレドックス

種の拡散係数[cm2/sec]、C はレドックス種の濃度[mol/cm3]、a は電極半径[cm]である。 

 作製した電極の電気化学的評価は FcCH2OH や K4Fe(CN)6溶液中で行った。その結果

の例を Figure 2.2 に示す。電流電圧曲線はマイクロ電極特有のシグモイド型となった。本研究

で作製した Pt電極は RGがおおよそ 2 であった。そこで上式の係数を『4.43』とし、観測され

た定常電流値を代入し電極半径を算出したところ、電極半径は約 10 m と算出できた。なお、

Fe(CN)64-の拡散定数は 6.5 × 10-6 [cm2 s-1]とした。 

 

① ②，③ ④ ⑤ ⑥① ②，③ ④ ⑤ ⑥

Figure 2.1 Fabrication procedure of Pt disk-type microelectrode. 
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2.2.2 参照電極の作製 

 

 本研究では、Ag/AgCl 参照電極を作製し実験に用いた。以下に作製方法を示す。 

 

① 直径 300 mのAg線を長さ約 30 mm、直径 300 mmのPt線を長さ約 10 mm切り出した。 

② 外径 3 mm、内径 2 mm のガラス管を長さ約 10 cm に切断し、切り出した Pt 線を挿入し

た状態でバーナーにより熱封止した。 

③ 熱封止したガラス管を飽和 KCl 溶液で満たし、ガラス管内に KCl、AgCl 粉末を順に入れ

先端に蓄積させた。 

④ 切り出した Ag 線の半分程度を 0.1 M HCl もしくは KCl 溶液中に入れ、アノード分極させ

て AgCl を析出させた（Ag/AgCl 線）。 

⑤ Ag/AgCl 線の AgCl 部分をガラス管に入れ、外れないようにパラフィルムで固定した。 

⑥ 作製した Ag/AgCl 参照電極は、先端を飽和 KCl 溶液に浸した状態で保管した。 
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Figure 2.2 Cyclic voltammograms by a fabricated Pt disk-type microelectrode 

(radius = 10 µm). Measurement solution contains 4 mM Fe(CN)6
4-. The scan rate 

was 20 mV vs. Ag/AgCl. 
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2.3 走査型電気化学顕微鏡（SECM）の基本構成 

 

 本研究では、Figure 2.3 に示すような SECM システムを用いて電気化学測定を行った。電

気化学測定は 2 極式で行い、作用電極（WE）には既述の手順で作製した Pt マイクロ電極を、

参照電極（RE）には既述の手順で作製した Ag/AgCl 電極を用いた。測定の際は、まず PC から

DA ボードを通し、作用極であるマイクロ電極と参照極に電圧を印加する。マイクロ電極から

検出した酸化還元電流は電流増幅器（Current amplifier、 427 current amplifier、 KEITHLEY） 

により増幅し、AD ボードを通して PC に出力した。ノイズ軽減のため、SECM システムはフ

ァラデーケージ（Faraday cage、 HOKUTO DENKO）内に設置した。xyzステージの調節は

ステージコントローラーで行った。測定条件の詳細は、各章にて解説する。 

 

 

 

 

 

 

2.4 細胞操作 

 

 細胞操作には無菌条件が不可欠なため、使用する器具はすべて滅菌し、細胞の操作はクリー

ンベンチ（MCV-B131F、三洋電機）内で作業を行った。以下に、使用した細胞とその操作の詳

細を示す。 

Figure 2.3 Schematic diagram of SECM system 
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2.4.1 使用した細胞 

 

 本研究では、4 種類の細胞を使用した。 

 

① HeLa 細胞：ヒト子宮頸癌細胞、東北大学加齢研究所付属医用細胞資源センター提供 

② マウス胚性幹細胞（ES 細胞）：系列: Strain 129/ SVEV、DS Pharma Biomedical Co., Ltd

から購入 

③ A431 細胞：ヒト扁平上皮癌細胞、東北大学加齢研究所付属医用細胞資源センター提供 

④ MCF-7 細胞：ヒト乳癌細胞、東北大学加齢研究所付属医用細胞資源センター提供 

 

 

2.4.2 試薬・器具 

 

① 培地：RPMI-1640（Gibco） 

 500 mL の RPMI-1640 に 50 mL の非働化した牛胎児血清 （FBS、Gibco）および 5 mL の

ペニシリン/ストレプトマイシン （5000 U mL-1、5000 g mL-1；和光純薬）を加えて使用した。

非働化は、牛胎児血清を 37°C で解凍後、56°C、30 min 湯煎して行った。調整した RPMI-1640

培地は冷蔵庫にて 4°C で保存した。 

② 0.25％トリプシン-EDTA 溶液（Gibco） 

クリーンベンチ内で、アンプルチューブに 1.0 mL ずつ小分けにし、冷凍庫で保存した． 

③ PBS（-） 

 洗浄、滅菌した瓶に 8.00 g L-1 NaCl、0.20 g L-1 KCl、1.54 g L-1 NaHPO4・12H2O、0.02 g L-1 

KH2PO4を混合し、オートクレーブ （KT-2346、アンプ）にて 121°C、20 min 滅菌した。な

お（-）とは Ca2+、Mg2+が含まれないことを意味する。 

④ 滅菌済みのプラスチックピペット （5、10、50 mL、Falcon） 

⑤ 滅菌済みの細胞培養用プラスチックフラスコ （25、250 mL、Falcon） 

⑥ 滅菌済みの細胞培養用プラスチックシャーレ （3.0 mL、Falcon） 

⑦ コニカルチューブ （15、50 mL、IWAKI） 

⑧ C-Chip （DHC-B02、Digital Bio） 

 細胞数のカウントに使用した。 

⑨ 70%消毒用エチルアルコール 

 霧吹きを用いてクリーンベンチ内に入れる器具類に吹きつけ消毒した。 

⑩ 70%消毒用エチルアルコールで湿らせたカット綿 

 クリーンベンチ内の除菌、殺菌清掃に用いた。 

⑪ 倒立型顕微鏡 （TE300、Nikon） 



26 
 

⑫ 廃液瓶 

 ガラス製ビーカーなどを洗浄後、乾燥器にて 85°C で乾燥させた． 

 

 

2.4.3 細胞の培養 

 

 細胞培養用フラスコを用い、37°C、5% CO2のインキュベータ（APM-30D、アステッ

ク）内で培養を行った。HeLa 細胞、A431 細胞、MCF-7 細胞は、RPMI-1640 中で培養した。

ES 細胞培養には、ゼラチンコートした培養容器が必要であり、以下に作製方法を述べる。ゼラ

チンコートは培養における細胞の接着面となる。 

 

① Utlrapure water with 0.1 % Gelatin (Millipore, Cat. ES-006-B)を 25 cm2フラスコに 2 mL

入れ、全体になじませてクリーンベンチ内で 4 時間静置した。 

② ゼラチン溶液を捨て、2 mL の PBS(-)を入れて洗浄し、PBS を捨ててさらにクリーンベン

チ内で乾燥させた。 

③ 乾燥したゼラチンコートフラスコは、チャック付の袋に乾燥剤 （フラスコ内結露防止） と

共に入れ、冷蔵庫内（4°C）で保存した。 

  

 ES 細胞は 1000 U mL-1 of mouse leukemia inhibitory factor (mLIF) と 1 mM 

β-mercaptoethanol を含む Stem Medium （DS Pharma Biomedical. Co., Ltd., Tokyo, Japan）

中で培養した。神経系へと分化誘導は、1 µM ATRA を含み、mLIF を含まない培地中で ES 細

胞を培養することで行った[1, 2]。 

 

 

2.4.4 細胞の継代 

 

 HeLa 細胞、A431 細胞、MCF-7 細胞は以下の手順で継代を行った。継代は細胞密度

がフラスコの 80%程度となったところで行った。 

 

① インキュベーター内から細胞培養用フラスコを取り出し、クリーンベンチに移す．また、

新しい培地とトリプシンをあらかじめ 37℃に暖めておく。 

② フラスコ内の培地を取り除き、PBS（-）溶液で細胞を 2 回洗浄する。 

③ フラスコに 0.25%トリプシン-EDTA 溶液を 1 mL 滴下し、37°C、5%CO2で数分インキュ

ベートし、光学顕微鏡で細胞の剥離を確認する。 

④ フラスコに新しい培地を加えることでトリプシンの作用を停止させる。 

⑤ フラスコ内の細胞懸濁液をピペッティングし、細胞を分散させる。 

⑥ 細胞懸濁液をコニカルチューブに移し、遠心分離機（CT15D、日立製作所）を用いて 1500 
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rpm、5 min で細胞を遠心分離する。 

⑦ コニカルチューブの上清を取り除き、新しい培地を加えてピペッティングし、細胞をよく

分散させる。 

⑧ 必要に応じて C-Chip を用いて細胞数を計測する。 

⑨ 新しい細胞培養用フラスコに新しい培地を入れ、さらに細胞懸濁液を適量滴下する。 

⑩ フラスコをインキュベーター内に入れ、37°C、5%CO2で培養する。 

 

ES 細胞の継代を以下に述べる。 

 

① 培地をウォーターバス（37°C）で温め、遠心機を 4°C に冷やしておいた。 

② 培地を除去し PBS(-)を 5 mL 添加して細胞層の洗浄を行った。 

③ PBS(-)を取り除いた後、Accutase Solution (Millipore, Cat. R-SCR005)を 5 mL 添加して 5min

インキュベーターに入れ、細胞を剥離した。 

④ 接着している細胞を完全に剥がすため、フラスコ底面を洗うようにして 10 回懸濁した. (反

応停止操作不要) 

⑤ 液全量（5 mL）を 15 mL の遠沈管に移し、ピペッティングを 10 回行いシングルセル状態

にした。 

⑥ 4 °C、100×gで 3 min 遠心分離を行った。 

⑦ 上清を除去した後未分化維持培地を 5 mL 添加し、ピペッティングによりペレット状態の細

胞を均一な細胞懸濁液にした。 

⑧ C-Chip を用いて細胞数カウントを行い、懸濁液濃度を求めた。 

⑨ 1.0×106 cells / 5 ml でゼラチンコート済の 25 cm2フラスコに播いた。 

⑩ 温度 37℃、気相条件 5% CO2、95% Air のインキュベーター内で培養を行った。 

 

ES 細胞は代謝活性が高いため培地交換は毎日行った。  

 

 

2.4.5 細胞の凍結保存 

 

① 細胞の継代と同様の手順で細胞を剥離し、遠心分離を行い、細胞を回収する。 

② 上清液を除去後、細胞濃度が 1.0×106 cells mL-1程度になるように市販の凍結保存用培地

を加える。 

③ 調整した細胞懸濁液をアンプルチューブに分注し、-80°C の超低温槽に半日入れ徐々に凍

結させる。 

④ 十分に凍結したらチューブを液体窒素中に移して保存する。 
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2.4.6 細胞の融解 

 

① コニカルチューブ 2 本に培地を適量入れ、ウォーターバスで 37°C に温める。また、細胞

培養用フラスコに培地を適量入れ、インキュベーター内で 37℃に温める。 

② 液体窒素中から凍結した細胞の入っているアンプルチューブを取り出し、ウォーターバス

で溶かす（少し溶ければ充分）。 

③ 融解した細胞懸濁液と溶けきれていない氷塊をすべて温めた培地の入ったコニカルチュー

ブに入れ、完全に溶かす。 

④ 1500 rpm、5 min で細胞を遠心分離する。 

⑤ 上清を取り除き、新しい培地を加えピペッティングし、細胞を分散させる。 

⑥ 温めておいた細胞培養用フラスコに細胞懸濁液を全量加え、インキュベーター内に入れ、

37°C、5%CO2で培養する。 

⑦ 翌日、培地を交換し、育成状況を確認し生育が確認できれば培養を続ける。 

 

 

2.5 細胞のパターニング 

 

 パターニング技術は、タンパク質や細胞を基板上に任意に配列するために用いられ、

微細加工技術の発展に伴い、マイクロスケールのパターン形成が可能となっている。細胞パタ

ーニング技術の一つとして、貫通した穴を有する薄膜（ステンシル）を用いたマイクロステン

シル法がある。ステンシルで基板を被覆することで、穴以外の領域への物質の接触が物理的に

阻害される。本研究では、生体親和性が高く、細胞培養ディッシュに密着する素材である

polydimethylsiloxane （PDMS）を用いてステンシルを作製した。PDMSステンシルにより被

覆したディッシュ上で細胞を培養すると、作製した穴と同じ形状を有する細胞パターンが基板

上に形成される。この PDMS ステンシルは、ピンセット等で容易に掴んで細胞培養基板に貼り

付けることができ、細胞が接着した後、細胞に損傷を与えることなく剥がすことができる。ま

た、細胞種を問わず用いることができる。Figure 2.5 に本研究で用いた細胞パターン作製法を

示す。 

 

① ガラス基板（S1225 水切放、 MATSUNAMI）を 2 等分に切り、3、3、4、4、5、5、6、

6、6-Nonafluorohexyltrichorosilane （信越化学）20 l と共にポンプで真空引きすること

によって、ガラス基板をシラン化する。 

② シラン化したガラス基板上に PDMS (シルポット 184W/C 、 東レダウコーニング)を適量

垂らして 1000 rpm で 30 秒間スピンコートし、その後 80 °C 、1 時間程度で硬化するこ

とによって、膜厚約 100 mの PDMS薄膜を作製する。 

③ 作製した PDMS薄膜に CO2レーザーを照射することで円状の穴を作製する。 

④ PDMSステンシルの表面をプラズマアッシャーで 1分処理し、親水化する。 
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⑤ PDMSステンシルを 70%消毒用エタノール中に数分置いた後、クリーンベンチ内で乾燥させる。 

⑥ 細胞培養ディッシュに PDMS ステンシルを貼り付ける。 

⑦ 1。0×106 cells mL-1 の濃度に調整した 100 L の細胞懸濁液をステンシル上にのみ滴下し、

37°C、5% CO2で 2 時間程度培養する。 

⑧ 細胞が接着しているのを確認後、上澄みを取り除き、PDMS製の枠を貼り付ける。 

⑨ 枠の中に新たな培地を加え、37°C、5% CO2で 1日間培養する。 

⑩ 細胞が 80-90%コンフルエント状態になっているのを確認後、PDMSステンシルを剥がし、細胞パ

ターンを作製する。 

 

 

直径 300 m および 100 m の穴を有すステンシルを用いて実際に作製した細胞パターンの

光学画像をFigutr 2.6示した（HeLa細胞）。細胞パターンの作製に成功したことが確認できた。 
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第 3章 二種のメディエーターを用いた単一細胞内酵

素活性モニタリング 

 本章では、単一細胞内酵素活性の経時測定について述べる。メナジオンとフェリシア

ン化カリウム（K3Fe(CN)6）の 2 種のメディエーターを組み合わせることで、電気化学的に細

胞内の酵素活性を評価した。SECM を用いることで、単一細胞レベル・低侵襲・定量的な測定

を行った。 

 

 

 

 

3.1 はじめに 

 

 細胞内酵素活性は、細胞の代謝や機能の指標の１つとなりうるため、低侵襲・連続的・

定量的・単一細胞レベルでの測定が求められている。電気化学的手法では、電子伝達を仲介す

るメディエーターを利用することで、酸化還元酵素の低侵襲・定量的な評価が可能である。疎

水性メディエーターは細胞膜を透過することができ、細胞内酵素活性の測定に有効である[1, 2]。

SECM は、単一細胞もしくはそれ以下のサイズでの測定に適しており[3, 4]、細胞内・細胞膜表

面の酵素活性[5-12]の評価に利用されてきた。 

 メナジオン（2-methyl-1,4-naphthoquinone、別名ビタミン K3、Figure 3.1）は、細

胞膜透過性を有すキノン類のメディエーターであり、細胞内酵素活性の測定に利用できる[5-7, 

13, 14]。しかし、メナジオンは過酸化水素（H2O2）やスパーオキサイドアニオン（O2
･）など

の活性酸素種（ROS）の発生源となり、細胞に対して毒性を示すことも報告されている。細胞

内におけるメナジオン解毒は、NAD(P)H:quinone oxidoreductase（NQO）およびグルタチオ

ン（GSH）抱合反応により行われる[15]。 

 NQO は、キノン類の解毒を担う酵素である。NQO以外の他の還元酵素によりメナジ

オンが一電子還元を受けると、セミキノンラジカルが生成し、ROS の発生原因となる。一方、

NQO は、キノン類を二電子還元し、ROSの発生を防ぐ（Figure 3.1）。ROSは、脂質化酸化反

応や酵素不活性化、DNA の損傷を招き、細胞毒性を示す。また、セミキノンラジカルそのもの

が、DNA を含む生体高分子と反応し、発がん性を示す[16]。がん組織で NQO 活性が上昇して

いるという報告も多くあり、がん診断の１つの指標として利用できる可能性がある。NQO 活性
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を特異的に変動させる基質の研究が進歩すれば、

がん治療への応用も期待できる。 

 もう 1つの解毒経路にグルタチオン抱合

反応がある。GSH はメナジオンと抱合反応を起

こし、細胞内から排出される。GSH は、生体内

の主な抗酸化物質であり、ROS と反応し無毒化す

ることができる。Bard らは、酵母および Hep G2

細胞（ヒト肝がん由来細胞株）からのメナジオン

－GSH 複合体の放出量を算出している[5, 6]。 

 メナジオンとフェリシアン化カリウム

（K3Fe(CN)6）を、利用したダブルメディエータ

ーシステムが、細胞内 NQO 活性由来の電流増幅

に利用されている（Figure 3.2）[13, 14, 17]。Pt

電極上でのメナジオンの電極反応は遅いが、十分

に電極反応の速い K3Fe(CN)6を利用することで、

この制約に打ち勝ち、結果的に電流値が増幅され

る。また、電極上で消費された Fe(CN)64-は、細

胞から放出されたメナジオン還元体によって直

ちに還元（再生）されるため、電極－細胞間でのレドックスサイクリングが起き、電流値が増

幅される。Nagamine らは、ダブルメディエーターシステムと SECM を利用し、酵母菌の NQO

活性を評価した[7]。彼らは、電流応答が最大となるようにメナジオン濃度を最適化したが、こ

の濃度では、メナジオン毒性のために長時間測定には適さなかった。 

 本研究では、SECM とダブルメディエーターシステムを用いて、NQO 活性の単一細

胞レベル・定量的・経時的モニタリングを行った。各メナジオン濃度での毒性評価と SECM 測

定結果から、経時測定に適したメナジオン濃度、K3Fe(CN)6 濃度を決定した。球面拡散理論か

ら単一細胞のメナジオン還元体放出量を算出し、経時評価した。メナジオン曝露による細胞内

の活性酸素種（ROS）とグルタチオン（GSH）の変化量も評価した． 

 

 

3.2 実験 

 

3.2.1 試薬 

 

 本章では以下の試薬を使用した。 

D-グルコース、KCl、NaCl、Na2HPO4･12H2O、フェリシアン化カリウム K3Fe(CN)6、

2-methyl-1,4-naphthoquinon （ メ ナ ジ オ ン ）、 MgCl2 ・ 6H2O （ 和 光 純 薬 ）、

Figure 3.1 Schematic illustration of the 

reduction of quinone species within the cells. 

NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO) can 

reduce quinone species by two-electron 

reduction without the generation of reactive 

oxygen species (ROS) and semiquinone 

radicals which lead to cytotoxicity. 
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N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulfonic acid（HEPES）（同仁化学）、Cell Counting 

Kit-8（同仁化学）、OxiSelectTM ROS Assay Kit（CELL BIOLABS, INC.）、GSH-GloTM 

Glutathione Assay（Promega）、HEPES buffer（150 mM NaCl，4.2 mM KCl，2.7 mM MgCl2，

1.0 mM Na2HPO4，11.2 mM D-glucose，10 mM HEPES） 

 

 

3.2.2 SECM測定原理 

 

 ダブルメディエーターシステムによる

NQO 測定原理を Figure 3.2 に示した。十分な疎

水性を有すメナジオンは、輸送タンパク質など必

要とせずに受動的な拡散によって細胞膜を透過

することができる[2, 5, 18]。細胞内に取り込まれ

たメナジオンは、NQO によって還元される。メ

ナジオン還元体は細胞外で Fe(CN)64-を還元し、

Fe(CN)63-が生成する。Fe(CN)63-/4-は、親水性メ

ディエーターであり細胞透過性は持たない。

Fe(CN)64-を電極上で検出することで NQO 活性

を間接的に測定可能である。細胞外で再生された

メナジオンは再度 NQOと反応する。 

 SECM 測定には、直径 20 µm の Ptディ

スク型マイクロ電極を用いた。電極に 0.5 V vs. 

Ag/AgCl を印加した。0.5 V vs. Ag/AgCl は

Fe(CN)64-を充分に酸化する電位である。二次元

走査もしくは、細胞直上を通過するように 1-line 

scan を行った。1-line scan とは、一次元方向に

電極を走査する測定法である。 

 

 

3.2.3 NQO活性評価方法と NQO活性モニタリング 

 

 SECM 測定により得られる電流応答から、球面拡散理論による濃度プロファイル解析

法を述べる[19]。本研究では、単一細胞からのメナジオン還元体放出量を算出し NQO 活性とし

た。 

 メナジオン還元体の放出が定常状態だと仮定すると、Fick の第一法則より flux は以下

のように表せる。 

Figure 3.2  Principle of electrochemical 

detection of NAD(P)H:quinone 

oxidoreductase (NQO) activity in a HeLa 

cell. Fe(CN)6
3- and menadione were added 

in the measurement solution. 
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 （式 3-1） 

D はレドックス種の拡散係数、C はレドックス種

の濃度、L は細胞－電極距離である。細胞を半球

と仮定した場合（Figure 3.3）、細胞からのレドッ

クス種放出量 Fcellは次のように表せる。 

（式 3-2） 

rsは細胞半径、flux L=rsは細胞表面でのレドックス

種の流束を表している。Fe(CN)63-が十分に存在す

る場合、細胞から放出された全てのメナジオン還

元体が、細胞外にて直ちに Fe(CN)63-と反応すると

仮定でき、生成した Fe(CN)64-の放出量をメナジオ

ン還元体から見積もることができる。また、メナ

ジオンと Fe(CN)63-の濃度が、NQO のミカエリス定数よりも十分に大きい場合、NQO の酵素

反応が律速段階となり電流値を決定する。微小電極の定常電流の式（1 章）から Fe(CN)64-濃度

C を算出できるため、電流値と距離のデータ（1-line scan）から放出量 Fcellを算出することが

できる。1-line scan 結果よりメナジオン還元体の放出量を算出した。具体的な方法を以下に示

す。 

 

①電極走査速度 10 µm/sec、走査範囲 500 µm で、細胞上を 1-line scan 測定（細胞上を x=0

とする） 

②1-line scan の最初と最後（細胞から離れた位置）の電流値を利用し、バックグランド電流を

差し引く 

③横軸を rs/L、縦軸を補正した電流値に再プロットする 

④最小二乗法により線形近似直線を計算し、直線の傾きと式（1-1、3-1、3-2）から放出量 Fcell

を算出する 

 

 

3.2.4 毒性評価 

 

 Cell Counting Kit-8（同仁化学）を用いてメディエーターの毒性試験を行った。細胞

の操作はクリーンベンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は、SECM イメージングの際にかかる

時間と同等の 30 min とした。以下に測定方法を示す。 

① 100 nM~1 mM のメナジオン、20 µM～200 mM の K3Fe(CN)6 を含む測定溶液

𝑓𝑙𝑢𝑥 = −𝐷
𝜕𝐶

𝜕𝐿
 

𝐹𝑐𝑒𝑙𝑙 = 2𝜋𝑟s
2 × 𝑓𝑙𝑢𝑥𝐿=𝑟𝑠  

Figure 3.3 Schematic illustration of the 

SECM measurement with a disk-type 

microelectrode. Where rs is radius of a cell, 

x is lateral electrode-cell distance, d: is 

electrode-substrate distance, L = (x2 + d2)0.5. 
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（HEPES buffer）を作製する。 

② 約 1×105 cells/mLのHeLa細胞懸濁液を作製し、96well細胞培養用プレート（Falcon）

に 100 µL（細胞 1×104 cells）添加する。 

③ 37℃，5%CO2のインキュベータ内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 

④ 細胞をHEPES bufferで 3回洗浄し、測定溶液（各濃度のメナジオンおよびK3Fe(CN)6

含有 HEPES buffer）に 30 min 曝露する。 

⑤ 曝露の後、新しい培地で 3 回洗浄する。 

⑥ 各 well に WST-8（Cell Counting Kit-8 に含まれる試薬）を 10 µL ずつ添加し、37℃、

5%CO2のインキュベータ内で 2 hr 呈色する。 

⑦ 96well プレートをインキュベータから取り出し、マイクロプレートリーダー（モデル

680、日本・バイオ・ラッド・ラボラトリーズ）を用いて 450 nm の吸光度を測定する。 

 

 各濃度のメナジオンを曝露した細胞の吸光度を As、メナジオンを含まない溶液に暴露

した細胞の吸光度を Ac、培地のみ（細胞を含まない）の吸光度を Ab とし、以下の式で細胞生

存率を算出した。 

（式 3-3） 

 水溶性テトラゾリウム塩である WST-8 は、細胞内で脱水素酵素により WST-8 ホルマ

ザンに還元される。還元された WST-8 ホルマザンは 460 nm 付近に極大吸収を持つ（橙色）。

細胞内脱水素酵素活性に応じて生産されるホルマザン色素の量は、生細胞数に比例するため、

450 nm の吸光度を測定することで生細胞数を概算することができる。 

 

 

3.2.5 細胞内 ROS量アッセイ 

 

 OxiSelectTM ROS Assay Kit（Cell Biolabs, CA）を用いて細胞内 ROS量をフローサ

イトメーターにより測定した。フローサイトメトリーとは、微細な粒子を流体中に分散させ、

その流体を細く流して、個々の粒子を光学的に分析する手法である。細胞の操作はクリーンベ

ンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は SECM イメージングの際にかかる時間と同等の 30 min

とした。細胞内に散在した DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin diacetate）は、細胞

内エステラーゼにより脱アセチル化され非蛍光型の DCFH（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescin）

になる。 DCFH は ROS により速やかに酸化され、強く蛍光する DCF （ 2’, 

7’-Dichlorodihydrofluorescein）に変化する。DCF の蛍光強度（励起光 480 nm，蛍光 530 nm）

は細胞質ゾルの ROS量に比例するため、蛍光強度から細胞内 ROSレベルを算出することがで

きる。以下に実験方法を示す。 

① 0, 1, 100 µMメナジオン、200 µM K3Fe(CN)6を含む測定溶液（HEPES buffer、pH 7.0）

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 =
𝐴𝑠 − 𝐴𝑏

𝐴𝑐 − 𝐴𝑏
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を作製する。 

② 100000 cells/mL 程度の HeLa 細胞懸濁液を細胞培養用ディッシュに滴下する。 

③ 37℃、5%CO2のインキュベータ内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 

④ DCFH-DA を添加し 37℃、5%CO2 のインキュベータ内で 1 hr 培養し、細胞内に

DCFH-DA を取り込ませる。 

⑤ 細胞を 30 min メナジオン含有溶液に曝露する。 

⑥ 継代時と同様にトリプシンにより細胞懸濁液（50,000~200,000 cells/mL）を作製する。 

⑦ フローサイトメーター（MoFloTM XDR, Beckman Coulter、USA）により、530 nm

の蛍光検出を行う（励起光 488 nm）。約 1×104 cells のサンプルを解析する。 

 

 

3.2.6 細胞内 GSH量アッセイ 

 

 GSH-GloTM Glutathione Assay（Promega, madison, USA）を用いて細胞内 GSH 量

の測定を行った。細胞の操作はクリーンベンチ内で行い、測定溶液の曝露時間は SECM イメー

ジングの際にかかる時間と同等の 30 min とした。ルシフェリン誘導体（Luc-NT）は、グルタ

チオン（GSH）とグルタチオン S 転移酵素（GST）によってルシフェリンへと変換される。ル

シフェリンはルシフェラーゼにより酸化されると発光する。このとき、発光強度はサンプル中

の GSH 量に比例するため、発光強度から GSHの量を算出することができる。 

細胞内 GSH 量の測定方法を以下に述べる。 

① 0~100 µM メナジオン、200 µM K3Fe(CN)6を含む測定溶液（HEPES buffer）を作製

する。 

② 約 1×105 cells/mLのHeLa細胞懸濁液を作製し、96well細胞培養用プレート（Falcon）

に 100 µL（細胞 1×104 cells）添加する。 

③ 37℃，5%CO2のインキュベーター内で 6 hr 培養し、細胞を接着させる。 

④ 細胞をHEPES bufferで 3回洗浄し、測定溶液（各濃度のメナジオンおよびK3Fe(CN)6

含有 HEPES buffer）に 30 min 曝露する。 

⑤ 曝露の後、新しい培地で 3 回洗浄する。 

⑥ 96well プレートに測定用試薬（Luc-NT、GST）を添加し、37℃、5%CO2のインキュ

ベーター内で 30 min 反応させる。 

⑩ 96well プレートをインキュベーターから取り出し、発光検出用試薬を添加し、37℃、

5%CO2のインキュベーター内で 15 min 反応させる。 

⑪ 96well プレートをインキュベーターから取り出し、ICCD カメラ（PI-MAX 512RB, 

Princeton Instruments, USA）を用いて発光を撮影し、強度を解析する。 

 測定の際に、検量線作製用として各種濃度の GSH を添加したサンプルを用意し、こ

れらの発光強度から検量線を作製した。検量線から、各細胞サンプルの発光強度を GSH 濃度

へと換算した。  
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3.3 結果と考察 

 

3.3.1 メディエーター毒性評価 

 

 長時間 NQO 活性を測定する上で、

メナジオンの毒性による細胞死を防ぐこと

が必要である。最初に、メナジオンおよび

K3Fe(CN)6 の毒性について検討した。

K3Fe(CN)6濃度を 200 µM に固定し、各メ

ナジオン濃度で 30min暴露した際の細胞生

存率を Figure 3.4 (A)に示す。メナジオン濃

度が 20 µM を超えると細胞生存率が大幅に

低下した。この結果は、過去に Bard らのグ

ループによって報告された Hep-G2 細胞に

おける毒性試験の結果と一致している[5]。

次に、メナジオン濃度を 10 or 100 µM に固

定し、各 K3Fe(CN)6濃度での細胞生存率を

Figure 3.4 (B)に示す。K3Fe(CN)6 20 mM

以下では細胞生存率は大きくは変化せず、

10 µM メナジオンでは毒性は低かった。し

かし、K3Fe(CN)6の濃度が 20 mM を超える

と細胞生存率は著しく低下した。 

 メナジオン曝露に伴う細胞毒性が

どのように解毒されるかを調べた。各メナ

ジオン濃度を暴露した際の細胞内のROS量

と GSH 量を Figure 3.5 に示した。100 µM

メナジオン暴露では細胞内ROS量が増大し

た。この濃度では、NQOによるメナジオン

解毒が間に合わず、NQO以外の還元酵素に

よってメナジオンが一電子還元され、ROS

が大量に発生していることが示唆された。

また細胞内 GSH 量も大きく減少しており、

GSH による ROS 解毒も不十分であるため

に、結果的に細胞生存率が低下したと考え

た。1 µM メナジオン暴露でも ROSが発生

しているが、細胞生存率には影響しなかっ

Figure 3.4 Viability assay results for HeLa cells 

normalized to the cells exposed with HEPES-based 

saline solution without menadione and 

ferricyanide. The absorbance at 450 nm was 

measured for HeLa cells after exposure for 30 min 

to different concentrations of menadione and 

ferricyanide. (A) Black circle: 200 μM Fe(CN)6
3-, (B) 

Black circle: 10 μM menadione, Void circle: 100 μM 

menadione. The values represent several 

independent measurements for different 

menadione concentrations. Within each 

concentration, measurements for three or more 

replicates were performed.  
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た。40 µM 以下のメナジオン濃度では、細胞内 GSH 量は減少していなかったことから、GSH

による解毒機構が十分に機能しているためだと考えた。また、1 µM では ROS 量の分布が大き

な広がりを持つことがわかるが、これは各細胞での解毒能力の個体差に起因すると思われ、単

一細胞解析ならではの結果である。 

 これらのことから、細胞毒性を考慮するとメナジオン濃度は 10 µM 以下、K3Fe(CN)6

濃度は 20 mM 以下が望ましいと判断した。 

 

 

  

Figure 3.5  (A) Menadione increased intracellular ROS level. HeLa cells were pre-incubated with 

DCFH-DA for 60 min and then treated with 0, 1 or 100 μM menadione with 200 μM ferricyanide. The 

fluorescence of DCF was measured with a flow cytometer using excitation and emission wavelengths 

of 480 nm and 530 nm, respectively. (B) Menadione decreased intracellular GSH level. HeLa cells 

were pre-incubated with ruciferin derivative and then treated with 0, 4, 10, 40 or 100 μM menadione 

with 200 μM ferricyanide. The luminescence of luciferin was measured by ICCD camera and then 

GSH concentration was calculated from a standard curve. 
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3.3.2 ダブルメディエーターシステムによる NQO活性測定 

  

 多細胞パターンおよび単一細胞の NQO 活性を測定した。細胞パターンのサイズは直

径約 300 µm のものを使用した。10 µM メナジオン、200 µM K3Fe(CN)6 を含む測定溶液

（HEPES buffer）を用いて SECM 測定を行った結果を Figure 3.6 に示す。 細胞パターンの

形状に対応して細胞付近でのみ電流応答が増加し、ダブルメディエーターシステムにより細胞

内酵素活性である NQO の測定に成功した。また、単一細胞レベルでの NQO 活性測定にも成

功した（Figure 3.6 (A)）。光学画像に比べ、SECM 像が大きくなったのは、Fe(CN)64-が拡散し

たためである。細胞パターンでの測定では応答の増加を期待できるが、細胞数の明確な規定が

煩雑であり、解析も難しくなる。そこで今後は全て単一細胞サンプルで測定を行った。また、

Fe(CN)63-濃度が高いと電流応答を得るのが難しかったため、K3Fe(CN)6濃度の最適化を行った。 

 

 

  

Figure 3.6   SECM images (left) and 

optical images (right) of patterned HeLa 

cells (A) or a single HeLa cell (B) based 

on the oxidation current for ferrocyanide. 

Measurements were performed in 

HEPES-based saline solution (pH 7.0) 

containing 10 μM menadione and 200 μM 

ferricyanide. The electrode was 

positioned 20 μm above the substrate. (A) 

The scan rate was 50 μm s-1, the scan 

range was 800 × 800 μm2 and the step 

size was 20 μm. (B) The scan rate was 20 

μm s-1, the scan range was 600 × 600 μm2 

and the step size was 20 μm. Scale bar: 

100 μm. SECM images are displayed 

with interpolation and without correction 

of baseline shift of current response. 
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3.3.3 フェリシアン化カリウム（K3Fe(CN)6）濃度による電流応答への影響 

 

 NQO 活性としてメナジオン還元体の放出量を算出する際に、K3Fe(CN)6濃度は極力高

いことが理想的である（3.2.3 項）。各 K3Fe(CN)6濃度における電流応答を比較し、濃度最適化

を行った。K3Fe(CN)6の濃度を変化させて SECM 測定した結果を Figure 3.7 に示す。メナジ

オン濃度は細胞毒性の少ない 10 µM とした。 2 mM 以上の K3Fe(CN)6では応答が不明瞭とな

ったが、200 µM K3Fe(CN)6において電流応答が明瞭となった。また、全ての K3Fe(CN)6濃度

において、時間経過とともに電流値が減少し続けた。これは、電極表面の汚れなどによるもの

と考えられる。高濃度 K3Fe(CN)6では、バックグラウンド電流が大きく、低濃度では小さかっ

た。測定中における電流値減少はバックグラウンド電流の大きさに依存し、高濃度 K3Fe(CN)6

では、細胞からの応答が埋もれ不明瞭となった。以降は 200 µM K3Fe(CN)6で測定を行った。 

 

Figure 3.7   SECM images (left) 

and optical images (right) of a single 

HeLa cells. Measurements were 

performed in HEPES-based saline 

solution containing 10 μM menadione 

and ferricyanide (200 μM (A), 2 mM (B) 

or 20 mM (C)). The measurements were 

started at 30 min after addition of 

measurements solution and finished 

within 10 min. The electrode was 

positioned 20 μm above the substrate, 

and the scan rate was 50 μm s-1. The 

scan range was 500 × 500 μm2 and the 

step size was 10 μm. Scale bar: 100 μm. 

SECM images are displayed without 

correction of baseline shift of current 

response 
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3.3.4 高濃度メナジオン曝露における電流応答 

 

 100 µM メナジオンによる NQO活性測定結果を、Figure 3.8 に示す。メナジオン曝露

30 min 後に測定を行った。K3Fe(CN)6の濃度にかかわらず、細胞上で電流が減少した。細胞生

存率評価（3.3.1）から、100 µM メナジオンへの 30 min 暴露では細胞が死滅していることが予

想され、細胞上での電流値減少は、細胞形状を反映したネガティブフィードバック効果である

（1.3 項）。 

 

 

3.3.5 単一細胞からのメナジオン還元体放出量の算出 

 

 3.2.3 項の手法により、単一細胞からのメナジオン還元体放出量を算出した。単一細胞

上での 1-line scan 結果を Figure 3.9 (A-C)に示す。バックグラウンド電流を差し引いた後

（Figure 3.9 (A)）、横軸を再プロットした（Figure 3.9 (B)）。細胞半径 rsを 10 µm、電極半径

a を 10 µm、Fe(CN)63-の拡散係数 Dを 6.8×10-6 cm2 s-1とし、式（1、3-1、3-2）と近似直線

の傾きからメナジオン還元体放出量を算出したところ、7.79×10-17 mol s-1 per cell と算出でき

た。また、10 µM メナジオン 30 min 暴露時点における放出量の平均は、7.15 ± 3.54 × 10-17 mol 

s-1 per cell (N = 18)となった。18 サンプルのヒストグラムを Figure 3.1 に示す。この値は、

Nagamine らによって報告されている単一酵母菌からの放出量（3.07 × 10-19 mol s-1 per cell）

よりも大きい[7]。この差異は、動物細胞（ヒト子宮頸がん由来）である HeLa 細胞が、酵母菌

Figure 3.8  SECM image of a single HeLa cell based on the oxidation 

current for ferrocyanide in a measurement solution containing 100 μM 

menadione and ferricyanide (200 μM (A) or 20 mM (B)). The measurements 

were started at 30 min after addition of measurements solution and 

finished within 10 min. The electrode was positioned 20 μm above the 

substrate, and the scan rate was 50 μm s-1. The scan range was 500 × 500 

μm2 and the step size was 10 μm. Scale bar: 100 μm. SECM images are 

displayed without correction of baseline shift of current response. 
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より大きいことに起因すると主に考えられ。しかし、本研究とはメディエーター濃度が異なる

ことを留意する必要がある。また、ヒストグラムを見てもわかるように、放出量に大きなばら

つきがあった。これは単一細胞間の個体差であり、単一細胞解析ならではの結果である。 

 

 

  

Figure 3.9  (A) Current profile versus lateral position from the center of the cell sample (x) observed various 

electrode-substrate distances (d). The scan rate was 10 μm s-1. The scan range was 500 μm. The baseline shift of 

current response was subtracted by current response at the start and last points of the one-line scan where the 

microelectrode located away from the cell samples. (B) Current versus rs/L plot rearranged from panel B. Where L 

= (x2 + d2)0.5. Fcell in Fig. 6 of manuscript was calculated by Eq. (1) and ΔC value obtained from the intersection of 

Panel B and Eq. (2). The black lines in the plots were drawn by the least squares method. (D) Histogram of the 

menadiol (reduced form of menadione) generation rates from single HeLa cells. The menadiol generation rates 

from individual HeLa cells, Fcell, were calculated from one-line scan SECM. The scan rate was 20 μm s-1. The scan 

range was 600 μm. 
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3.3.6 NQO活性モニタリング 

 

 単一細胞の NQO 活性モニタリングを行った。30 min においてメナジオンを添加し、

数分毎に 1-line scan 測定を行い、メナジオン還元体放出量を経時測定した結果を Figure 3.11

に示す。メナジオンの添加に伴い電流応答が観測できた。10 µM メナジオンでは、120 min に

わたり、放出量はほぼ一定となった。一方、100 µM メナジオンでは、メナジオン添加後 30 min

以内に電流応答が急速に減少した。これは、メナジオン毒性による細胞へのダメージに起因し

ている。長時間 NQO 活性を測定するためには、細胞へのダメージを少なくし、適切なメナジ

オン濃度で測定する必要があった。 

 

 

 

3.3.7 SECM-IT（SECM-iduced transffer）の影響 

 

 膜透過性を有すレドックス種を用いて細胞近傍で測定を行う場合、電極によって誘起

される流束の影響を考慮する必要がある。Figure 3.11 (A)の 60 min における応答電流値は

0.377 pA であり、Ftip = Itip/nF [20]より、電極上での Fe(CN)64-消費量は 3.91 × 10-18 mol s-1 と

算出できた。この値は、単一細胞由来の Fe(CN)64の 1/10 以下であるが、電極によって誘起さ

れる拡散状態の変化が、放出量に影響している可能性がある。そのため、電極－基板距離を変

化させて、各距離での放出量を算出し、電極で消費される Fe(CN)64の影響を評価した（Figure 

3.12）。距離を変えても、メナジオン放出量はほとんど変化せず（距離 d=15 におけるわずかな

放出量減少は、ネガティブフィードバック効果によるものだと考えられる）、各距離（d=15, 20, 

30, 50 µm）における電流値は、球面拡散理論とよく一致した（Figure 3.13）。このことから、

電極での Fe(CN)64-の消費量は、メナジオン放出量の計測にほとんど影響しないことがわかった。

本実験では、高さ一定モード（constant-height mode、1.3.4 項）で SECM 測定を行っており、

Figure 3.11 Time course of the menadiol generation rate from a single HeLa cell at 10 μM (A) or 

100 μM (B) of menadione. Menadione was added at 30 min. The generation rates were calculated from 

modified current of one-line scan SECM by using Eq. (1). The scan rate was 10 μm s-1. The scan range 

was 500 μm. 
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電流応答には電極－細胞間距離に伴うフィードバック効果を含む。本実験では細胞を半球面と

仮定したが、実際には複雑な形状をしており、より正確な測定のためには、距離制御可能な

SECM による精密形状測定も必要である。 

 

 

  

Figure 3.12 The menadiol generation rates 

from a single HeLa cell at different 

electrode-substrate distances (d) were calculated 

from modified current (Figure 3.13) of one-line 

scan SECM. Measurements at each distance were 

performed three times in the same sample. One 

measurement was completed within 1 minute, 

and all measurements (12 times) were completed 

within 60 minutes. The menadiol generation rate 

at 20 μm was maintained virtually constant. 

Figure 3.13  Modified current versus rs/L plot rearranged from one-line scan results with 

various electrode-substrate distances (d). Where L = (x2 + d2)0.5. In one-line scan, the scan 

rate was 10 μm s-1 and the scan range was 500 μm. The baseline shift of current response 

was subtracted by current response at the start and last points of the one-line scan where 

the microelectrode located away from the cell samples. The black lines in the plots were 

drawn by the least squares method. 
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3.4 まとめ 

 

 本章ではメナジオンとK3Fe(CN)6の 2種のメディエーターを利用したダブルメディエ

ーターシステムにより、SECM を用いて単一 HeLa 細胞の NQO活性測定を行った。メナジオ

ン毒性を抑え、明瞭な電流応答を得るために、メディエーター濃度最適化を行った。細胞生存

率評価、細胞内の ROS・GSH 量評価、および SECM 測定結果から、10 µM メナジオン、200 

µM K3Fe(CN)6が NQO活性経時測定に最適だと判明した。細胞近傍でのみ NQO活性に由来す

る Fe(CN)64-酸化電流応答を得ることができ、単一 HeLa 細胞からのメナジオン還元体放出量は

7.15 ± 3.54 × 10-17 mol s-1 per cell と算出できた。また NQO 活性の経時測定に成功した。メナ

ジオン添加直後から電流応答を観測でき、10 µM メナジオンでは 120 min に渡って放出量はほ

ぼ一定となった。一方 100 µM メナジオンでは、細胞毒性により 30 min 以内に急激に応答が減

少した。メナジオンの膜透過性による、電流値への影響は小さいことがわかった。以上の結果

から、単一細胞レベル・定量的な細胞内酵素活性測定に、SECM 利用が有効であることが示唆

された。 

 本章の内容の一部は、「Electrochemical monitoring of intracellular enzyme activity 

of single living mammalian cells by using a double-mediator system」という題目で、

Analytica Chimica Acta の学術論文として受理され掲載されている。（Anal. Chim. Acta, 842 

(2014) 20-26.） 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267014008046 
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第 4章 SECMによる単一 ES細胞の分化状態評価 

 本章では、単一細胞の分化状態評価法について述べる。SECM を用いて、胚性幹細胞（ES

細胞）で過剰発現する酵素活性を評価し、細胞分化状態を低侵襲・定量的に評価した。 

 

 

 

 

4.1 はじめに 

 

 胚盤胞の内部細胞塊から得ら

れる胚性幹細胞（ES 細胞）は、分化多

能性と無限増殖能を有す（Figure 4.1）

[1, 2]。適切な分化制御が可能となれば、

再生医療、病因研究や薬剤スクリーニ

ングへの利用が期待できる[3]。ES 細胞

をはじめとする幹細胞は、様々な化学

的・物理的・生理学的な要因により分

化誘導される[4-9]。分化誘導や分化制

御メカニズムの解明には、分化状態評

価法が不可欠であるが、従来の方法で

は長時間測定や細胞再利用が困難であ

り、低侵襲な分化状態モニタリング技

術が求められている。分化状態評価に

は、細胞表面マーカー（SSEA 類・CD

類）、転写因子（Oct3/4・Sox2・Nanog）、

細胞内マーカー、酵素・ペプチド・レ

クチンなどが利用される[10]。ES 細胞

マーカーの蛍光検出法は高感度だが、

蛍光プローブのラベリング（免疫染色

など）や遺伝子導入が必要であり、細

胞本来の状態でない可能性がある。ま

Figure 4. 1 Schematic illustration of the property 

of ES cells (adapted from M. Meregalli et al., 'Stem 

Cell Therapy for Neuromuscular Diseases', Stem Cells 

in Clinic and Research, InTech). ES cells have the 

capacity to differentiate into a wide range of cell types. 
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た、長時間測定においては蛍光プローブの退色や光毒性が懸念される。転写因子等の遺伝子発

現解析では、様々な遺伝子を一度に定量できるが、細胞溶解が必要であり持続的測定は不可能

である。マーカーとなる酵素、アルカリホスファターゼ（ALP）を利用した比色分析法では、

細胞固定化や長い検出時間が必要である。一方で、ALP の電気化学的測定では、定量的かつ持

続的に非侵襲的な測定が可能である[11, 12, 19-21]。当研究室では、局所レドックスサイクリン

グと電気化学チップデバイスを利用した方法 [11, 12, 19]や、円錐型ウェルと SECM を利用し

た方法[18, 20]、large scale integration（LSI）計測システムによる電気化学測定[21]により、

ES 細胞胚葉体の分化評価を行ってきた。しかし、胚葉体は数百以上の細胞から成る集合体であ

り、単一細胞レベルでの評価は行われていなかった。 

本章では、ES 細胞に過剰発現するアルカリホスファターゼ（ALP）を利用し、SECM

を用いた低侵襲・単一細胞レベルでの分化状態評価方法について検討した。また、キャピラリ

ーサクション法[13-15]を用いて SECM 測定後の細胞を回収し、ES細胞の未分化マーカーであ

る Oct3/4 の遺伝子発現解析結果と比較した。 

 

 

4.2 実験 

 

4.2.1 試薬 

 

 本章では以下の試薬を使用した。遺伝子発現解析に利用した試薬は 4.2.6 項にて別途

記述した。 

p-Aminophenylphosphate monosodium salt （PAPP）（LKT Laboratories Inc., St. Paul, 

U.S.A.）、all-trans-retinoic acid （ATRA）（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）、

D- グルコース、 KCl 、 NaCl 、 Na2HPO4 ･ 12H2O 、 MgCl2 ・ 6H2O （和光純薬）、

N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-ethanesulfonic acid （ HEPES ）（ 同 仁 化 学 ）、

N-Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonic acid （CHES）（同仁化学）、Cell Counting Kit-8（同仁

化学）、Double Staining Kit（Wako）、HEPES buffer（150 mM NaCl、4.2 mM KCl、2.7 mM 

MgCl2、1.0 mM Na2HPO4、11.2 mM D-glucose、10 mM HEPES） 

溶液調整には Milli-Q （Millipore, Billerica, USA）を利用した。 

 

 

4.2.2 ES細胞の培養と分化条件 

 

マウス ES細胞株（strain 129/SV, passage 11）は DS Pharma Biomedical. Co., Ltd. 

から購入した。ES細胞は 1000 U/mL of mouse leukemia inhibitory factor (mLIF) と 1 mM 

β-mercaptoethanol を含む Stem Medium （DS Pharma Biomedical. Co., Ltd., Tokyo, Japan）
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中で培養した。1 µM ATRA を含み、mLIF を含まない培地中で ES 細胞を培養することで、神

経系へと分化誘導した[6, 16]。 

 

4.2.3 分化状態評価原理 

 

 Figure 4.2 に ALP 活性測定を利

用した分化状態評価原理を示す。

p-Aminophenylphosphate（PAPP）は、

ALP により p-aminophenol（PAP）に分解

される。電極上でPAPを検出する（0.3 V vs. 

Ag/AgCl）ことで ALP 活性を評価した。

ES 細胞では ALP が過剰発現しているが、

神経系へと分化誘導された細胞では ALP

発現量が低下するため、電流応答の減少が

期待できる。SECM 測定には、直径 20 µm

の Pt ディスク型マイクロ電極を用いた。

電極に 0.3 V vs. Ag/AgCl を印加し、電極

を二次元走査もしくは、細胞直上を通過す

るように一次元走査（1-line scan）した。

0.3 V vs. Ag/AgCl は PAP を充分に酸化す

る電位である。 

 

 

4.2.4 毒性評価 

 Double Staining Kit（Wako）を用いて、測定溶液の毒性試験を行った。Calcein-AM 

/PIの二重染色によって細胞生死判別を行う。Calcein-AM は、フルオレセイン骨格のフェノー

ル性水酸基がアセトキシメチル基やアセチル基で保護されることにより脂溶性が増加し、細胞

膜を容易に透過することができる。エステル保護基により蛍光が抑制されているが、生細胞内

のエステラーゼにより加水分解を受けると、フルオレセイン本来の緑色蛍光を示す（励起490 

nm、蛍光515 nm）。また加水分解を受けると脂溶性が減少し、細胞内からの溶出が抑えられ

る。Propidium Iodide （PI）は生細胞膜を透過できないが、死細胞では膜透過可能となり、

DNA の二重らせん構造にインターカレートして赤色蛍光を発する（励起530 nm、蛍光580 nm）。

結果的に、生細胞は黄緑色、死細胞は赤色の蛍光を示す。細胞の操作はクリーンベンチ内で行

い、測定溶液の曝露時間はSECMイメージングの際にかかる時間と同等の30 minとした。以下

に具体的な方法を示す。 

① PBS 1 mLに対し、Calcein-AM 溶液を2 L、PI溶液を3 Lの割合で混合し染色液を調

整した 

Figure 4. 2  Schematic diagrams of ALP 

detection of a single cell by using SECM showing 

distinct differences in ALP activity between an ES 

cell and a differentiated ES cell. 4.4 mM PAPP was 

added in the measurement solution. 
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② 細胞をPBSで3回洗浄し、測定溶液（4.7 mM PAPP含有HEPES buffer、pH 9.5）に30 min

暴露した 

③ PBSで3回洗浄後、染色液を添加し、遮光した状態で15分インキュベートした。 

④ 位相差蛍光顕微鏡を用いて形状観察した。励起には水銀ランプを用いて、Calcein-AMの

蛍光観察にはNIBAフィルタ（Ex:470-490 nm、Em:510-550 nm）、PIの蛍光観察には

WIGフィルタ（Ex:520-550 nm、Em:580 nm以上）を使用した。 

 

 

4.2.5 キャピラリーサクション 

 

 キャピラリーサクション法により単一細胞を回収した。ガラスキャピラリーチューブ

（O.D.: 1.0 mm; I.D.: 0.58 mm; Harvard Apparatus）を CO2 レーザープラー（model P-2000, 

Sutter Instrument, CA, USA）により先端径は 3-10 µm となるように細尖化した。ガラスキャ

ピラリーへの細胞質ゾルや核酸の吸着を低減するために、作製したキャピラリーを 2 hr 室温窒

素雰囲気化で、3,3,4,4,5,5,6,6,6-non-afluorohexyltrichlorosilane（Shinetsu Chem. Ind. Co., 

Ltd.）によりシラン化した。キャピラリーを 99.5%エタノールで洗浄し、乾燥させた後、クリ

ーンベンチ内で UV ライトを少なくとも 30 min 照射し滅菌した。キャピラリーの操作はマニ

ピュレーター（MNO-203; Narishige）により手動で行った。キャピラリーをシリコンチューブ

によりシリンジへと接続し、細胞へ接触させた後、シリンジを引いて細胞を回収した。全ての

操作は光学顕微鏡で観察しながら行い、SECM 測定後に数分以内に細胞を回収した。 

 

 

4.2.6 遺伝子発現解析 

 

 細胞サンプルからの cDNA 精製法、遺伝子発現解析法を概説する。Real-Time PCR で

は、PCR の 1 サイクルでターゲット遺伝子配列を 2 倍に増幅する原理に基づき、規定した量に

到達するまでの PCR サイクル数（Ct値）を比較する。PCR の増幅量をリアルタイムでモニタ

ーし解析する方法であり、電気泳動が不要で迅速性と定量性に優れている。 

 PCR 法では鋳型となる DNA にプライマーを結合させ、目的のプライマー配列に挟ま

れる DNA を、DNA ポリメラーゼによって増幅し特異的に検出する。RNA 検出の際には、逆

転写により cDNA に変換し PCR 法を行う。これを逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction、RT-PCR）と呼ぶ。リアルタイム PCR と逆転写ポ

リメラーゼ連鎖反応とを組み合わせて mRNA の定量を行う。 

 PCR 法では蛍光検出により DNA 量を測定する。蛍光検出法として、主にインターカ

レーション法、ハイブリダイゼーション法の 2 つが挙げられるが、本項で用いたインターカレ

ーション法について説明する。SYBR Green は、インターカレーション法において一般的に用

いられる蛍光プローブである。SYBR Green は二本鎖 DNA にインターカレートするため、
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SYBR Green の蛍光強度を測定することで増幅した DNA 量を定量できる。また、PCR 反応の

特異性は融解曲線分析により判別できる。SYBR Green の利用では蛍光プローブの設計が不要

であり、安価で簡便であるが、プライマー二量体のような非特異的な二本鎖 DNA を検出して

しまう可能性がある。融解曲線分析では反応液温度を徐々に上昇させ、SYBR Green の蛍光シ

グナルを検出する。通常、プライマー二量体がない場合、融解曲線のピークは１つであるが、

目的 DNA 以外の増幅やプライマー二量体形成が起こるとピークが 2 つ以上となる。 

 本章ではLightCycler 1.5により測定を行った。Total RNA精製にはRNeasy Micro Kit 

（QIAGEN）を用いた。キットに付属しているプロトコルに従い mRNA 抽出を行った。精製

した Total RNA は即座に次の逆転写反応により cDNA へと合成した。逆転写反応には、

Quantitect Reverse Transcription キット（QIAGEN）を使用し、反応プロトコルに基づいて

調製を行った。LightCycler 1.5（Roche）による Real-Time PCR は、LightCycler Software 

（Roche）で行った。LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I （Roche）による

インターカレータ法で行った。mRNA 量の相対定量はΔΔCt 法により行った（後述）。以下に

各手順を示す。 

 

■Total RNA 精製 

【事前準備】 

 99.5%エタノール（Wako）と、キット付属の RNase free water を用いて、70%エタ

ノールおよび 80%エタノールを調製した。1 mL の Buffer RLT （キット付属）あたり、10 L

の 2-Mercaptoethanol （Wako）を添加して Buffer RLT 調製した。11 mL の Buffer RPE （キ

ット付属）に、44 mL の 99.5%エタノールを添加して Buffer RPE を調製した。DNaseⅠ粉末

（キット付属） に、フタをしたままテルモシリンジで水 550 L（キット付属） を添加し静か

に転倒撹拌し DNaseⅠを調製した。 

 

【操作手順】 

① 細胞サンプルの入っている 1.5 mL チューブに 75 L の Buffer RLT を添加した後、1 min

ボルテックスして細胞を破砕した。この溶解液には、Guanidine Thiocyanate および

2-Mercaptoethanol が含まれており、RNase を不活性化する。 

② 75 L の 70%エタノールを添加し、ピペッティングにより混和した。この操作により、ス

ピンカラム内のシリカメンブレンに RNA が結合する条件が調整される。 

③ サンプル全量を 2 mL コレクションチューブの中にセットされている RNeasy MinElute 

Spin Column に添加した。チューブの蓋を静かに閉め、8000×gで 25 秒間遠心したのち、

ろ液を取り除いた。 

④ 350 L の Buffer RW1 をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取

り除いた。 

⑤ 10 L の DNAase Ⅰストック溶液と 70 L の Buffer RDDを混和し、スピンカラムに添加

し室温で 15 分静置した。ゲノム DNA が分解される。 
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⑥ 350 L の Buffer RW1 をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取

り除いた。 

⑦ 500 L の Buffer RPE をスピンカラムに加え、8000×g で 25 秒間遠心したのち、ろ液を取

り除いた。 

⑧ 再度 500 L の 80%エタノールをスピンカラムに加え、8000×g で 2 分間遠心したのち、ろ

液を取り除いた。 

⑨ スピンカラムの蓋を開け、最大速度で 6 分間遠心した。 

⑩ RNase free water 14 L をスピンカラム・メンブレンの中央に添加し、蓋をして最大速度

で 77 秒間遠心し、Total RNA を溶出させた。 

 

■逆転写 

【操作手順】 

① 精製したテンプレートRNAに2 L gDNA wipeout Bufferを加え、42°Cで2 minインキュベ

ートすることで、ゲノムDNAを除去した。 

② ゲノムDNA除去後、4L Quantiscript RT Buffer （緑色チューブ）、1l RT Primer Mix 

（紫色チューブ）、1 L Quantiscript Reverse Transcriptase （赤色チューブ）を氷上で

加え、混合した。 

③ 42°Cで30 min （逆転写反応）、95°Cで3 min （逆転写酵素の失活）、サーマルサイクラ

ーにて逆転写反応を行った。 

④ 作製したcDNA （total 20 L）は-30°Cで保存した。 

 

■Real-Time PCR 

用いたプライマーはTable 4.1に示した。glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase （Gapdh）

および POU domain transcription factor （Oct3/4）のプライマーは Nihon Gene Research 

Laboratories, Inc から購入した。Gapdh はハウスキーピング遺伝子、Oct3/4 は未分化マーカ

ーとして知られている。 

【操作手順】 

① 1 サンプルあたりの試薬量 Table 4.2 に示した。測定するサンプル数分の試薬を調製し

た。 

② 調製した試薬を 18 µL ずつ Real Time PCR 専用キャピラリーに添加した。 

③ cDNA サンプルをキャピラリーに 2 µL ずつ添加し、Light Cycler 専用の遠心分離機で

遠心分離した。遠心後、液量が等しいかどうか確認した。 

④ Light Cycler にキャピラリーをセットし、規定のプログラムで測定を行った。 

Table 4.1 

遺伝子 Fw プライマー配列 Rv プライマー配列 

Gapdh 5′-AAA TGG TGA AGG TCG GTG TG-3 5′-AGG TCA ATG AAG GGG TCG TT-3′ 

Oct3/4 5′-TGT GGA CCT CAG GTT GGA CT -3′ 5′-AGG TTC CCT CTG AGT TGC TT -3′ 
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本実験で用いた Real-Time PCR は大きく次の 4 つ

のステップからなる。 

①Denature 

 熱変性により、2 本鎖 DNA を 1 本鎖 DNA 化す

る。 

②PCR 

 PCR 反応に伴い、プライマー特異的に目的配列

の cDNA が増幅する。 

 その際に cDNA に結合する SYBR Green の蛍光強度をモニタリングする。 

③Melting 

 温度を上げ、PCR 生成物の解離に伴う蛍光強度減少をモニタリングする。 

 PCR 生成物の解離が起こる温度から、目的生成物が得られているか判断する。 

④Cooling 

 サンプルの冷却を行う。 

   

それぞれの条件を Table 4.3~4.6 に示す。 

Table 4.3 Denature 条件 

Cycles 1 

Segment Number 1 

Target Temperature [°C] 95 

Incubation Time [min] 10 

Temperature Transition Rate [°C /s] 20 

Secondary Target Temperature [°C] 0 

Step Size [°C] 0 

Step Delay [cycles] 0 

Acquisition Mode None 

 

Table 4.4  PCR 条件 

Cycles 45 

Segment Number 1 2 3 

Target Temperature [°C] 95 60 72 

Incubation Time [min] 10 10 13 

Temperature Transition Rate [°C /s] 20 20 20 

Secondary Target Temperature [°C] 0 0 0 

Step Size [°C] 0 0 0 

Table 4.2 

試薬 量 [µL] 

25 mM MgCl2 1.6 

10 μM forward (Fw) primer, 1.0 

10 μM reverse (Rv) primer 1.0 

SYBR Green 2.0 

Rnase free H2O 12.4 



57 
 

Step Delay [cycles] 0 0 0 

Acquisition Mode None   

 

Table 4.5 Melting 条件 

Cycles 1 

Segment Number 1 2 3 

Target Temperature [°C] 95 70 99 

Incubation Time [min] 0 15 0 

Temperature Transition Rate [°C /s] 20 20 0.1 

Secondary Target Temperature [°C] 0 0 0 

Step Size [°C] 0 0 0 

Step Delay [cycles] 0 0 0 

Acquisition Mode None None Cont. 

 

Table 4.6 Cooling 条件 

Cycles 1 

Segment Number 1 

Target Temperature [°C] 40 

Incubation Time [min] 30 

Temperature Transition Rate [°C /s] 20 

Secondary Target Temperature [°C] 0 

Step Size [°C] 0 

Step Delay [cycles] 0 

Acquisition Mode None 

 

 

■相対定量（ΔΔCt 法） 

本研究では、ΔΔCt法により複数遺伝子の発現量を相対定量した。基準サンプルとのサイク

ル数の比較を行う手法である。Ct 値とは、PCR 増幅産物がある一定量に達したときのサイク

ル数である。Reference 遺伝子（house keeping）と、Reference サンプル A における目的遺伝

子 X の Ct 値の差は、 

 ΔCt（A）= Ct 値（Target 遺伝子） – Ct 値（Reference 遺伝子） 

となる。さらに、Target サンプル B についてもΔCt（B）を算出し、サンプル A と B におけ

るΔCt 値の差は、 

 ΔΔCt＝ΔCt（B）－ΔCt（A）となる。 
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サンプル間で遺伝子発現を比較する際に、

Reference サンプル A を基準に Target サン

プル B の発現量を示すと、 

Y=2（−ΔΔCt） 

となり、Target 遺伝子 X は、A と比較して B

では Y 倍発現しているということになる。こ

の手法を用いて各種遺伝子の発現量を比較

した。 本章では、ハウスキーピング遺伝子

である Gapdh を Reference 遺伝子とし、

Target 遺伝子である Oct3/4 の相対定量を行

った。 

 

 

4.3 結果と考察 

 

4.3.1 測定溶液の毒性評価 

 

 ALP の至適 pH は高いため、高 pH

溶液での測定は細胞へのダメージが懸念さ

れる。そこで、ES細胞を培地（stem medium）

および測定溶液（4.7 mM PAPP含有HEPES 

buffer、pH 9.5）に室温で 30 min 暴露し、

生死判別染色した結果を Figure 4.3 に示す。

ほとんどの細胞の生存を確認できたため、30 

min 以内での SECM 測定では細胞への影響

は小さいと考えた。 

 

 

4.3.2 ES 細胞と分化細胞のイメー

ジング 

 

Figure 4. 3 Optical images (A, B) and cell 

viability assay of ES cells by using fluorescence 

detection (B, C, E, F). Calcein-AM: green: viable 

cell (B, E), PI: red: dead cell (C, F). ES cells were 

incubated in medium (A-C) or in measurement 

solution 30 min (D-F). Scale bar: 100 μm. 

Figure 4. 4  SECM images (left) and optical 

images (right) of ES cells (A) and differentiated 

ES cells cultured with RA for 4 days (B) and 13 

days (C). The electrode was set at 30 μm above the 

substrate, and the scan rate was 10 μm s-1. The 

scan range was 400 × 200 μm2, and the step size 

was 5 μm. Scale bar: 100 μm. 
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 Figure 4.4 に、ES 細胞と分化細胞の

光学画像および SECM イメージング結果を示

す。光学画像から、RTTA 分化誘導に伴い細胞

の形態が変化していることが観測できた。ES

細胞では約 60 pA の電流応答が得られ、ES 細

胞の ALP 活性測定に成功した。分化培養 4 日

目では、僅かに電流応答が観測できたが、13 日

目ではほとんど観測できなかった。これは、分

化進行に伴い ALP 発現量が減少したためであ

る。SECM によってノンラベルで分化進行状態

を評価可能であることが示唆された。分化細胞

では神経突起のような形態を観測できたが、細

胞形状による分化状態判断は難しかった。特に分化 4 日目の細胞では、電流応答を強く観測で

きる細胞も確認できた（Figure 4.5）。これは、分化進行における個体差が大きいことを示して

いる。また、pH 7.5 の測定溶液では電流応答は 10 分の 1 以下に減少した（Figure 4.6）。HEPES 

buffer は pH 9.5 に緩衝能をもたないため、緩衝域を pH 8.6-10.0 に持つ CHES buffer の利用

が考えられる。CHES buffer pH 9.5 でも HEPES buffer pH 9.5 と同等の結果が得られたが

（Figure 4.7）、細胞が途中で剥離するケースなどが見受けられた。これは CHES buffer の細

胞毒性によるものと考えられ[18]、本研究では HEPES buffer pH 9.5 を測定溶液として採用し

た。 

 

 

Figure 4. 5  SECM image (left) and optical 

image (right) of differentiated cells cultured 

with RA for 4 days. The measurements were 

performed in HEPES-based saline solution (pH 

9.5) containing 4.7 mM PAPP. The electrode 

was set at 20 μm above the substrate, and the 

scan rate was 50 μm s-1. The scan range was 

1000 × 1000 μm2, and the step size was 20 

μm. Scale bar: 100 μm. 

Figure 4. 6 SECM image (left) and optical 

image (right) of single ES cells. The 

measurements were performed in 

HEPES-based saline solution (pH 7.5) 

containing 4.7 mM PAPP. The electrode was set 

at 30 μm above the substrate, and the scan rate 

was 50 μm s-1. The scan range was 500 × 500 

μm2, and the step size was 20 μm. Scale bar: 

100 μm. 

Figure 4. 7  SECM image (left) and optical 

image (right) of single ES cells. The 

measurements were performed in CHES-based 

saline solution (pH 9.5) containing 4.7 mM 

PAPP. The electrode was set at 30 μm above the 
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4.3.4 単一細胞レベル統計解析 

 

 単一細胞レベルでの 1-line scan 測定を行い、測定直後の細胞をキャピラリーサクショ

ンにより回収し遺伝子発現解析を行った。個々の細胞から放出される PAP の拡散層が重ならな

いように、1000 cells/dish の濃度で細胞を播種した。単一細胞レベルでの 1-lien scan 結果を

Figure 4.8 に示す。ES 細胞と分化細胞（day13）で明確な電流応答の差を観測できた。キャピ

ラリーサクションは光学顕微鏡で観察しながら行い、細胞回収を確認した（Figure 4.9）。遺伝

子発現解析では、ES 細胞マーカーとして知られる Oct3/4 の発現量を測定した。SECM による

電流応答ΔI と遺伝子発現解析結果を比較した結果を Figure 4.10に示す。分化進行に伴い ALP

由来の電流応答が減少した（day0; 29.4 pA、day4; 6.53 pA、day13; 0.491pA）。分化培養 4 日

目での応答電流値ΔI は ES 細胞の 5 分の 1 程度となったが、これは ALP 比色分析による既往

の報告と一致していた[17]。また多細胞遺伝子解析結果とも一致していたが、SECM では分化

途中（day4）細胞での電流応答のばらつきが大きくなった。これは細胞間個体差を意味し、単

一細胞レベル測定では細胞不均一性評価が可能であることが示唆された。単一細胞遺伝子解析

では、検出限界を下回り分化過程評価が困難だった。遺伝子解析では細胞溶解を必要としたが、

SECM 測定では細胞が接着した状態で低侵襲に分化状態評価が可能だった。単一細胞レベル・

低侵襲な細胞状態評価に、SECM 利用が有効だと示唆された。 

 

 

Figure 4. 8 Optical images of a single ES 

cell (A) and differentiated ES cell (B). SECM 

one-line scan of single ES cell in Panel A (blue 

line) and differentiated ES cell in Panel B (red 

line). The electrode was set at 30 μm above the 

substrate, and the scan rate was 10 μm s-1. The 

scan range was 1,000 μm. Scale bar: 100 μm.  

Figure 4. 9  Optical images of a 

single ES cell before (A) and after (B) 

capillary suction.  Capillary is 

positioned left side of the cell. Arrow 

shows target cell. 
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4.4 まとめ 

 

SECM を用いた ALP 酵素活性測定により、単一 ES 細胞の分化状態を、non-label で

低侵襲・定量的に評価した。単一細胞近傍での電流応答が、ES 細胞に比べ、ATRA 添加培養し

た分化細胞では有意に減少し、また分化過程の細胞も判別可能だった。分化過程の細胞では、

個体差による電流値の大きなばらつきを観測できた。こられのことは、形態観察等では定量化

困難な分化状態評価を、SECM を用いることで、単一細胞レベル・低侵襲に定量評価できるこ

とを示唆している。他の分析方法を組み合わせる事により、分化誘導機構解明や分化制御研究、

細胞膜上に局在する酵素の挙動や消失過程の解明などへの貢献が期待できる。 

 本章の内容の一部は、「Evaluation of the differentiation status of single embryonic 

stem cells using scanning electrochemical microscopy 」という題目で、 Chemical 

communications の学術論文として受理され掲載されている。（Chem. Commun., 49 (2013) 

6498-6500.） 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267014008046 

  

Figure 4. 10 (A) ALP activities (ΔI) of single cells from SECM one-line scan. (B) Oct3/4 expression 

level of 5 × 105 cells. (C) Oct3/4 expression level in single cells suctioned after SECM measurements. 

ES cells were cultured with ATRA for differentiation. (A, C) Day 0 (ES cell): N = 12, Day 4: N = 8, day 

13: N = 13. (B) Day 0 (ES cell): N = 5, day 3: N = 4, day 12: N = 5. ND means not detected. Error bars 

= SD. *P < 0.05. **P < 0.01, ***P < 0.001.  
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第 5章 SECMによる単一細胞レベル膜タンパク質検

出 

 本章では、膜タンパク質である上皮成長因子受容体（EGFR）に酵素を修飾し、EGFR の定

量検出を行った。 

 

 

 

 

5.1 はじめに 

 

 上皮成長因子受容体（EGFR、Epidermal Growth Factor Receptor）は、最も盛んに

研究が行われてきたチロシンキナーゼ型受容体である。リガンド（特定の受容体に特異的に結

合する物質）の結合により活性化され、細胞内へと刺激が伝搬される（シグナル伝達）[1, 2]。

EGFR（別名：ErbB1 もしくは Her1）は、分子量 170 kDa の膜貫通型受容体タンパク質であ

る。EGFR、ErbB2（Her2）、ErbB3（Her3）、ErbB4（Her4）で構成される ErbB チロシン

キナーゼ受容体ファミリーに属し、細胞外領域、細胞膜貫通領域、細胞内領域の 3 つのドメイ

ンから構成される。細胞外領域にはリガンド結合部位（ligand-binding pocket）があり、上皮

成長因子（EGF、Epidermal Growth Factor）などが結合すると、EGFR が二量体を形成する。

そして、自己リン酸化により細胞内領域のチロシン残基がリン酸化され活性化すると、細胞内

タンパク質が次々活性化されシグナルが伝達していく[5]。EGFR によって活性化される情報伝

達経路には、Ras/Raf/MAPK 経路、ホスホリパーゼ C/プロテインキナーゼ C 経路、PI3K（フ

ォスフォイノシトール 3 キナーゼ）/Akt経路、Jak/STAT シグナル経路等[6, 7]があり、増殖・

転移・接着・分化・アポトーシスに関与する[8, 9]。また、多くの癌細胞で EGFR の過剰発現

や発現量の変化が見られ[10-14]、EGFR は抗癌剤のターゲットとしても多くの関心を集めてい

る[8]。 

 抗原抗体反応を利用した蛍光測定により、簡便に EGFR 検出が可能である[15]。全反

射蛍光顕微鏡による単一分子計測[16]や、FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）現象を利用した測

定[17, 18]などが EGF シグナル伝達の研究に利用されてきた。しかし、細胞が透明であるため

に、通常の蛍光測定では細胞表面に局在する EGFR のみの定量には適さない。細胞表面 EGFR

の測定には、放射性物質を用いた手法[19-24]やフローサイトメトリーを用いた手法[25-27]、ナ
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ノ粒子を利用した手法[28-33]などがある。放射性物質を用いた手法では、比較的正確に定量測

定が可能だが、単一細胞での測定やリアルタイムでの EGFR 挙動追跡が困難であり、また放射

性物質を取り扱うため危険である。1 章で述べたように、組織の機能を深く理解するためには、

単一細胞レベルでの機能解析や経時的測定が必須である。フローサイトメトリーによる EGFR

測定では、抗原抗体反応を利用して蛍光プローブを EGFR に標識する。その後、細胞を剥離し、

細胞懸濁液状態で個々の細胞を光学的に分析する。ハイスループットな単一細胞計測が可能で

あり、細胞の大きさや細胞内の複雑さも同時に分析できるが、細胞を懸濁化するため、接着性

細胞では本来の細胞の状態での測定とは言えず、細胞剥離操作による影響も懸念される。また、

放射性物質を用いた手法と同様に同一細胞における EGFR の経時測定が困難である。 

 SECM は単一細胞レベル・低侵襲・定量的・リアルタイムで電気化学活性分子を測定

可能である。当研究室では酵素を利用した EGFR 電気化学的検出法を既に報告した[42-44]。細

胞表面に発現している上皮成長因子受容体（EGFR）酵素を標識し、酵素を SECM で検出する

ことで、細胞表面に発現している EGFR の定量的評価を行った。しかしながら生細胞での測定

においては、測定溶液の pH の影響、基質やメディエーターによる細胞への影響や膜透過性の

影響、酵素標識方法や酵素/EGFR 複合体サイズの影響、内在性酵素の影響などが考えられた。

そこで本章では、これらの影響を考慮し、よりシンプルな系での測定を目指した。また 6 章で

は、本章で確立した方法で EGFR の挙動追跡を行った。生細胞の測定では、細胞の増殖状況な

どにあわせて実験を行うことや、形態を変化させないために迅速に測定するなどの必要があり

非効率的であると考えられる。そこで固定化した細胞を用いた。ヒト扁平上皮がん細胞株（A431

細胞）では EGFR を過剰発現していることが、ヒト乳がん細胞株（MCF-7 細胞）では EGFR

がほとんど発現していないことが知られ[34]、本章では上記細胞を用いて実験を行った。 

 

5.2 まとめ 

 

 本章では、GOx、ALP、カタラーゼを利用して、SECM による単一細胞レベル・低侵

襲・定量的な EGFR 測定を行った。GOx を利用した場合、メディエーターを介した EGFR 検

出は困難だったが、H2O2 の直接検出により測定可能だった。H2O2 検出では基質が酸素とグル

コースであるために、細胞への影響の低減が期待できる。ALP を利用した場合、基質である

PAPP を添加することで EGFR 検出が可能だった。ALP は GOxに比べて高いターンオーバー

数を有すため、Buffer を適切に選択すれば高い電流応答が得られた。また pH 7.4 での測定に

も成功した。GOxと ALP による単一細胞レベル EGFR 検出結果から、定量的に抗体最適濃度

を算出できた（1 µg mL-1）。カタラーゼを利用した場合、最も高い電流応答が期待できたが、

基質として高濃度 H2O2を利用する必要があり、生細胞への影響が懸念された。6 章では GOx

と ALP を利用して EGFR 挙動追跡を行う。 

 現在、5 章・6 章を含めて、「SECM による単一細胞レベルでの、膜タンパク質内在化

のリアルタイムモニタリング」に関する学術論文を執筆・投稿中である。 
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第 6章 膜タンパク質内在化のリアルタイムモニタリ

ング 

 本章では、5 章で確立した EGFR 測定法を利用し、EGFR 内在化の経時測定を行った。 

 

 

 

 

6.1 はじめに 

 

 エンドサイトーシス （Endocytosis、単に内在化（internalization）とも言う） とは、

細胞が細胞外の物質を取り込む機構の一つである。ガスや H2O は拡散により受動的に細胞膜を

透過可能だが、細胞膜透過性を持たない極性を持つ分子や大きな物質は、エンドサイトーシス

により細胞内へ輸送される。電子顕微鏡の登場により、ナノレベルでの形状（構造）情報が手

に入るようになり、細胞膜にサッカーボール状構造を有す陥没構造が発見された。その後、そ

の実態であるクラスリンが同定され[4]、エンドサイトーシスの分子レベルでの理解が急速に進

んだ。エンドサイトーシスの機能は、栄養成分の摂取・シグナル伝達・細胞形状変化などが知

られ、ウィルス感染ルートにも利用される。現在、内在化経路はクラスリンやダイナミンなど

の特定のタンパク質や脂質に依存するかどうかで分類されている[5]。現在までに知られている

内在化経路を Figure 6.1 に示す[3] 。内在化の初期段階に出芽構造を取ることが特徴であり、

細胞膜の屈曲に必要なタンパク質等が明らかになりつつある。ある分子は、特定経路からのみ

内在化することが知られているが、大半の分子では複数の経路を利用する。しかしながら、ど

のように経路が選択されているかはわかっていないが多い。 内在化経路の特定には、電子顕

微鏡や蛍光測定と、毒素・抗体・阻害剤・遺伝子変異サンプル・ノックアウトサンプルを併用

して行われてきた。電子顕微鏡による測定では、高解像形状測定が可能である。免疫電子顕微

鏡法により特定物質の検出もできる。しかし、3 次元観察が難しく、細胞を固定化するため経

時観察ができない。また、細胞固定化により本来の細胞状態でない観察をしている可能性があ

る。一方蛍光測定では、特定物質を三次元的に測定が可能だが、プローブ開発が必要であり、

分解能の限界（光の回折限界）や退色の問題がある。超解像顕微鏡の発達により解像度は大幅

に上昇しているが、1 つのイメージを取得するのに時間がかかり、生細胞での長時間経時測定

には適さない。また、生細胞の測定では、遺伝子導入や光毒性による影響も懸念される。 
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 Figure 6.2にEGFR内在化の模式図を

示す[2]。EGFR は通常、細胞膜上にモノマーで

存在する。EGF などのリガンドの結合により、

二量体化し、キナーゼの活性化と自己リン酸化

が起こる。活性化した EGFR は、細胞膜上のク

ラスリンコートピット（CCP）から内在化し、

初期エンドソーム（EE）に結合する。EGFR は

細胞表面へとリサイクルされるか、初期エンド

ソーム内の小胞（ILV）に取り込まれ、リソソ

ーム（Lys）に運搬されて分解される。EGFR

は通常クラスリンを介して内在化するが[5-9]、

高濃度の EGF では違った経路（カベオラ

caveolae-/caveolin1-dependent endocytosis）に

より内在化することが指摘されている[10-12]。

しかしながら、高濃度のEGFに暴露したとき、

カベオラの運動性がないという報告もあり[8] 、

まだ未解明なことも多い。また 225 抗体の内在

 Figure 6. 1 Internalization pathways[3]. 

Figure 6. 2 Schematic illustration of EGFR 

internalization by clathrin coated pits (CCP).  

EGFR is transported to early endosomes (EE), 

followed by recycling or degradation [2]. 
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化は、EGFR に比べて遅く、またキナーゼ活性も必要としないため、異なる内在化経路である

可能性が示唆されている[13-16]。225 抗体に二次抗体やサイズの異なる Au ナノ粒子を標識す

ると、内在化経路が変化することが報告されており、分子サイズによる内在化経路の変化や細

胞種による違いが指摘されている[17, 18]。また、Au ナノ粒子単体での内在化でも、粒子サイ

ズや形状、細胞種によって内在化経路が変化することが報告されている[19]。225 抗体に関し

ては、実際に抗がん剤として利用されているにも関わらず、内在化のメカニズムなどはわかっ

ていないことが多い現状である。 

 細胞種による差異や EGFR に結合する物質など、様々な条件での内在化メカニズムを

正確に比較するためには、内在化した EGFR の定量的評価が必要である。5 章で述べたように、

細胞が透明であるために、通常の蛍光測定では細胞表面に局在するEGFRの定量には適さない。

本章では、単一細胞レベル・低侵襲・定量的・リアルタイムな EGFR 定量測定が可能な SECM

を用いて、内在化に伴う細胞表面 EGFR 量変化をモニタリングした。 

 

 

6.2 まとめ 

 

 本章では、単一細胞レベル・低侵襲・定量的・リアルタイムな EGFR 定量測定が可能

な SECM を用いて、細胞表面 EGFR の内在化モニタリングを行った。蛍光測定結果から、EGF

による内在化は数分で起きるが、225 抗体による内在化は 60 min 程度で起きることを確認した。

GOx を用いた測定ではメディエーターを用いずに測定可能だが、Pt 電極では電流値減衰し

H2O2モニタリングが難しかった。また、酵素修飾電極（Os-HRP/CFE）により H2O2測定を試

みたが、感度が不足し EGFR 検出ができなかった。Pt 電極活性の回復や、HRP 修飾量を増加

させることでこれらの問題点を解決できる可能性がある。ALP を用いた測定では、生細胞にお

いて内在化に伴う 10～20%程度の電流応答減少を観察することができた。SECM による膜たん

ぱく質内在化の定量測定が可能であると示唆された。本手法と阻害剤などを組み合わせること

で、内在化経路の解明に貢献が期待できる。 

 現在、5 章・6 章を含めて、「SECM による単一細胞レベルでの、膜タンパク質内在化

のリアルタイムモニタリング」に関する学術論文を執筆・投稿中である。  
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第 7章 総括 

 

 

 

 

 走査型電気化学顕微鏡（SECM）は、他の分析技術にはない単一細胞レベル・低侵襲・

定量的・経時的に測定可能な性質を有し、特に生体試料分析においては、生体反応を単一細胞レ

ベル・リアルタイムで定量分析できるため、生命現象解明への貢献が期待できる。本論文では、

SECM により細胞内および細胞膜タンパク質の単一細胞レベル・経時的な定量評価を行った。第

3 章では細胞内酵素活性、第 4 章では細胞分解状態評価、第 5 章と第 6 章では細胞膜タンパク質

の検出と内在化モニタリングを行った。 

 

 

 

第 1 章 序章 

 本研究の中心となる SECM に関して、基本原理の概説と生体試料測定への応用例を記し、

本研究の目的について述べた。 

 

 

第 2 章 実験 

 本研究で使用した電極の作製方法、電気化学測定装置、細胞とその操作方法など、全

ての章で共通した実験操作ついて記載した。 

 

 

第 3 章 二種のメディエーターを用いた単一細胞内酵素活性モニタリング 

 細胞の代謝活性の指標と成り得る細胞内酵素活性を、細胞膜透過性を有すメディエータ

ーと、膜透過性を持たないメディエーターを利用し、単一細胞レベル・定量的・経時的に評価し

た。またメディエーターによる細胞への影響を調査し、最適濃度条件を採用することで長時間測

定を可能とした。細胞近傍でのみ NQO 活性に由来する電流応答を得ることができ、単一細胞か

らのメナジオン還元体放出量を算出できた。また NQO 活性の経時測定にも成功した。 
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第 4 章 SECM による単一 ES細胞の分化状態評価 

SECM を用いた酵素活性測定により、単一 ES 細胞の分化状態を、non-label で低侵襲・

定量的に評価した。ES細胞に過剰発現する酵素の基質を添加し、生成物を電極で検出した。単

一細胞近傍での電流応答が、ES 細胞に比べて分化細胞では有意に減少し、また分化過程の細胞

も判別可能だった。形態観察では定量化困難な分化状態評価を、SECM を用いることで、単一

細胞レベル・低侵襲に定量評価できた。 

 

 

第 5 章 SECM による単一細胞レベル膜タンパク質検出 

 SECM による単一細胞レベル・低侵襲・定量的な EGFR 測定を行った。酵素を修飾し、

酵素反応の基質や生成物を検出することで、EGFR の定量測定を行った。単一細胞レベル EGFR

検出結果から、定量的な抗体濃度の最適化を行った。3 種の酵素とメディエーターの利用につい

て検討し、メディエーターの膜透過性も検討した。 

 

 

第 6 章 膜タンパク質内在化のリアルタイムモニタリング 

 膜タンパク質内在化の単一細胞レベル・定量的・経時的評価を目的とし、5 章で確立し

た手法により EGFR 内在化の経時測定を行った。生細胞において内在化に伴う約 20%の電流応答

減少を観察することができた。本手法と阻害剤などを組み合わせることで、内在化経路の解明に

貢献が期待できる。 

 

 

第 7 章 総括 

 7 章では本研究を総括した。 
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