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概 要― 酸素消費量や細胞外酸化のような代謝
パラメータのモニタリングは薬物に対する細胞

の活動や反応の第一線の情報を提供する。この目

的のために、マルチパラメータを使ったセンサー

チップによる生体電子工学検査システムが開発

されている。細胞はセンサーチップ上で直接培養

され、チップにはpHとpO2測定のためのセンサー

や、さらに細胞のインピーダンス変化を検出する

ために二つのIDESセンサーが組み込まれている。

流体システムが新鮮な細胞培養基を供給し、更に

試験薬物を追加したり除いたりすることが可能

である。センサーはリアルタイムで出力し、デー

タは酸素消費や細胞外酸化の割合に変換される。 
個々の細胞培養が数時間から数週間に渡って連

続的にモニターできる。実験のために、人のMCF-7

細胞株に濃度の違うシスプラチン（5µM と10µM）

が供給され３日間モニターされた。 
比較のために、２４時間ごとに標準培養のWST検

査とセルカウントが行われた。センサーチップで

は１５時間後に薬物の最初の介在効果が検出さ

れた。一連のエンドポイント測定によるWST分析

やCASYセルカウントとは大いに異なり、センサー

チップはオンライン、リアルタイムで薬物介在効

果検出を可能にする。 
 
 
キーワード―  センサーチップ（sensor chips）、
リアルタイムモニタリング（real time 

monitoring）、シスプラチン（cisplatin）、MCF-7  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

I. 緒言 
 
細胞分析の一連の検査は、新薬の研究開発にと

って避けられない手順である。セルカウント、DNA

合成やあるいは細胞全体の要素の染色など異な

る細胞パラメータに基づいたさまざまな試験分

析が、現在薬効のスクリーニングのために使われ

ている。このような標準的な方法の欠点は、各々

細胞活力の障害や細胞死が必要条件であること

にある。従って、薬効の追跡や反応分析には、分

析する時間毎に必要となる多数の同様の培養が

必要となる。 
一連のエンドポイント測定を用いた分析とは

異なり、センサーチップはオンラインでリアルタ

イムに薬効検出が可能である[1]。細胞はエネル

ギー代謝を調節することで細胞のシグナル伝達

ネットワークでの調節に対応する[2]ので、導入

された生命電子工学検査システムは代謝活動の

電荷の分析や、個々の細胞培養の形態分析を利用

する。 
 
 

 
II. 実験材料および方法 

 
A. 細胞チップシステム 
 
IMOLA (Intelligent MObile LAb) は、バイオ
チップを用いた測定用に作られた統合生命維持

システム付きの携帯装置である（図１）。 細胞
はセラミック基盤のマルチパラメータセンサー

チップ(Biochip-C)上で直接培養され、そのチッ
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プがIMOLAに装着され、灌流システムに接続され

る。本実験では、非常に豊富なデータを受取るた

めに６台のIMOLAが並列に使われた。ラップトッ

プPCやPCでIMOLAソフトを使い、無線で測定の設

定構成をすることができるし、収集データを保存

する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1: IMOLAモジュールと供給・排出用培地ビン 

 
チップの細胞培養箇所は直径６mmで複数のセ

ンサーを含んでいる（図２）。細胞はセンサー上

で直接成長する。測定中、培養体積の高さはスペ

ーサーリングで0.2mmに調整され、その結果総体

積7 µℓに固定される。この小さな容積内の多数の

細胞が、細胞代謝率の速くて感度のよい記録を可

能にする[3]。流体システムが灌流ポンプに接続

され、一時または連続モードで培養体の溶剤を交

換する。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図  2：pH, pO2、インピーダンス測定センサー付きの

Biochip-C 
 
 

細胞活力はO2の呼吸測定（ミトコンドリア活

力）と細胞外酸化で決まる。pH値の測定のために

金属酸化物センサーが使われた。溶解酸素の変化

は3つの電流測定溶解酸素センサー電極により測

定される[4]。 細胞培養の接着力における細胞の

増殖と変化は、10 kHz、100mVの交流信号を使う

櫛形電極構造センサー(IDES) [5]で決められる。

Pt1000センサーはチップの温度を出力できる。 
 
 
B. 細胞と媒体 
 
人の粘着性乳がん株MCF-7が用いられた。実験

のために、細胞はトリプシン処理がされ、チップ

上、5% FCSと3.7 g/ℓ NaHCO3を含んだ300µℓDMEM

（ダルベッコ改変イーグル培地）中で1チップ当

り3×104個の細胞に培養された。それから細胞は

標準環境（37℃, 10% CO2）で測定を開始するま

で培養された。 

測定中、改変培養基（5% FCSのDMEMと50 µg/m

ℓのゲンタマイシン、NaHCO3は含まない）がpH測

定の感受性を確保するために使われた。化学薬品

はSigmaから購入した。 
 
 
C. 薬物 
 
シスプラチンは、様々なタイプの癌治療に使わ

れるアルキル化剤のような化学療法薬剤である。 

白金錯体はDNAの架橋結合を引き起こし、有糸分

裂による細胞分裂を阻害し、DNA修復メカニズム

をブロックし、その結果細胞静止（増殖抑制）作

用をもたらす。 実験のために、0.1から10µMまで

の濃度が使用された。 
 
 
D. 実験 
 
 MCF-7 細胞はバイオチップ上で直接300µℓ培養

液の中で3×104個の細胞に培養された。バイオチ

ップはシャーレー内に置かれて、80％のサブコン

フルーエンスに達するまで標準環境下で3日間培

養された。 

4日目にチップがIMOLAでの測定用に用意され

た。チップ上の最初の細胞増殖（成長）は反射光
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顕微鏡を使って制御された。 

スペーサーリングと灌流液ヘッドがチップに追

加され、セルチャンバーの培養基の容積は7µℓま

でに減る。チップがIMOLAに装着され液体灌流シ

ステムにつながれ、測定が開始された。18時間後

から24時間後に2つの濃度の異なる(5と10 µMの)

シスプラチンが添加された。 

 
 
E. WST検査と細胞数  
 
WST検査はWST-1の、比色分析によって区分され

るホルマザンへの還元に基づいている。 

ホルマザン染料の量はマルチウェルプレートリ

ーダー内で450 nmの吸光度を測定することで計

量される。セルカウントはWST検査後にCASYセル

カウンターで行われた。 

細胞は4つの24穴-ウェルプレート上、ウェル当

り500µℓの培地で0.5×104細胞まで培養された。 

3日間の培養期間の後、0.1から10 µM濃度のシス

プラチンが添加された。コントロールとして3個

のウェルが投薬しないで残された。 
 
 
 

III. 結果 
 

A. センサーチップによる測定 
 
 センサーチップ上で成長するMCF-7細胞の細胞

呼吸と細胞外酸化が3日間モニターされた。 

18時間後、各々0、5、10 µM濃度のシスプラチン

を含んだ新鮮な溶剤の供給ボトルがIMOLAモジュ

ールに加えられた。 

図３は各々異なる濃度の薬剤を添加された3つの

MCF-7培養の細胞外酸化率を示している。 

 
図 ３：センサーチップ上のMCF-7培養の酸化率。薬物

添加のない培養(1)、5µMシスプラチン(2)、10 µM

シスプラチン(3)の各信号。 
 
 
 シスプラチンを添加しないコントロール培養

は測定の終了まで酸化の増加を示している。 

薬物添加の二つの培養は15時間の遅延後に用量

依存性の一定の酸化率減少を示している。 

 

B. WST検査と細胞数 
 
3日間の培養後、0、5、10 µM濃度のシスプラチ

ンが24穴-ウェルプレートに添加された。最初の

WST検査とセルカウントは培養の値を入手するた

めの薬剤添加の日の薬剤添加前に行われた。その

後、WST検査とセルカウントは24時間毎に行われ

た。図４と図５は両方の検査結果を示している。

センサーチップの結果との比較のために、5 と10 

µMのデータが示されている。 

WST検査は薬物添加なしのコントロールウェル

と5 µMのシスプラチン添加のウェルにおいて細

胞活性の一定の増加を見せており、5 µMのシスプ

ラチンの方の増加は幾分少ない。10 µMのシスプ

ラチンを供給されたウェルの細胞活性の増加は

２日後に成長が止まっている。 
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図 4：WST検査で測定された細胞活性。薬物添加のない

ウェル(1)、5µMシスプラチンのウェル(2)、10 µM

シスプラチンのウェル(3)のデータ。  
 
 CASYセルカウントは投薬のないウェルで細胞

数の一定の増加を生じ、一方薬物添加の二つのウ

ェルでは細胞増殖の減少効果を示している。 

5 µMのシスプラチン添加のウェル内で細胞数の

停滞があり、10 µMのシスプラチン添加のウェル

内では僅かな減少がある。 
 

 
 
図 ５：CASYで測定した細胞数。薬物添加のないウェル

(1)、5µMシスプラチンのウェル(2)、10 µMシス

プラチンのウェル(3)の各データ 

 
二つの方法は24時間以降、薬物添加とコントロ

ール培養との間にはっきりとした違いを示して

いる。 
 
 

IV. 考察 
 

 今回の結果は標準の細胞分析とマルチパラメ

ータセンサーチップによる今までにない検査方

法を比較している。 CASYによるセルカウントは

生き残っている細胞数によって薬物効能を評価

しているが、一方WST検査はミトコンドリアの還

元酵素の活力を決定する細胞培養の活動を測定

している。提示されたセンサーチップは、細胞外

酸化と呼吸をオンラインでリアルタイムに測定

することで細胞エネルギー代謝の変化の測定が

できる。全ての検査方法は、MCF-7細胞が5µM ま

たは10 µM濃度のシスプラチンに反応することを

示した。 

CASYセルカウントの結果は、シスプラチンを添

加したウェル内の細胞増殖の用量依存性の減少

を示した。これは、シスプラチンが細胞分裂に破

壊的な効果を持っていることと一致する。10 µM

のシスプラチンのウェルは添加24時間後の細胞

数の一定減少さえ示している。 

CASY結果とは著しく異なって、WST検査は5µM

のシスプラチンでの細胞の減少効果を示唆して

いない。5µMシスプラチンのウェルのミトコンド

リアの還元酵素の活動はコントロール培養の活

動に近く、10 µMシスプラチンのウェルだけが薬

物添加後に活動増加を抑えられることを示す。こ

の効果はまだ説明できないが、活性／細胞の計算

は、シスプラチン濃度の増加により一つの細胞活

性の用量依存性減少を明らかにする（データは示

されていない）。 

 センサーチップによるリアルタイム測定は

MCF-7細胞の試験薬の用量依存性を説明する。 

15時間の遅延後、シスプラチンを与えられた細胞

培養は細胞外酸化率を減らし、一方コントロール

培養の酸化率は増加し続けた。これは既に文献に

見られる代謝速度論[6]に一致している。WST検査

データと比較して、5µMの培養とコントロール培

養の活動にははっきりとした違いがある。また、

IDESセンサーは細胞数の減少を示す表面被覆率

の減少を示している。 
 

 
V. 結論 

 
 シスプラチンによるMCF-7細胞の知られている

感受性と用量依存性効果は3つの検査方法全てで

示すことができただろう。24時間毎に行われた二

つの標準検査に比べて、マルチパラメトリックセ

ンサーチップはリアルタイムで個々の細胞培養
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をオンラインモニターできる。従って、化学療法

薬の最初の効果を15時間後にはすでに認識する

ことができた。 

センサーチップ検査システムは化学療法薬ス

クリーニングや環境モニタリングのような様々

な利用に適した道具である。将来の応用の大きな

目標の一つは個別化した癌治療である。個人毎の

癌生検材料を使った化学療法剤感受性予測分析

が不必要な化学療法治療を回避し、化学療法開始

に先立って、より効果的な選択を可能にすること

ができるだろう。 
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訳注 
FCS: Fetal Calf Serum ウシ胎仔血清 

 

WST-1 解析：テトラゾリウム塩 WST-1 を使用した

細胞増殖の解析法．WST-1 は生細胞においての

みホルマザンに分解される．ホルマザン色素量

を吸光度計によって測定することにより，生細

胞数を定量的に解析する． 

酵素反応や、NADH または NADPH との直接の作用によ

り、テトラゾリウム塩が還元を受けると対応するホル

マザン色素が生成する。酵素活性の検出に有用である

ことから、ホルマザン色素はしばしば細胞増殖能や毒

性のテストに使用される。 

 

 

翻訳に当って 

幾つかの用語はカタカナ表記でそのまま使っている。

これは用語としてそのまま通用していて適訳がないた

め。 

well ウェル：培養プレートの窪みが井戸のようになっ

ているから。穴 

cell count 細胞数のカウントはセルカウントとした。

confluence コンフルーエンス：培養細胞が接着面いっ

ぱいに広がる状態を指している。

formazan ホルマザン 

 

単位はカタカナ表記にせず、そのまま用いた。 

μM マイクロモル 

nm   ナノメートル 

mm ミリメートル 

μℓ  マイクロリットル 


