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研究要旨 

カルシウムイメージングとは、細胞内カルシウムの流動を測定し、活動中

の細胞内のカルシウムシグナリングを直接観察する手法である。カルシウム

シグナリングは、神経伝達物質やホルモンなどの分泌、筋肉の収縮など生命

や健康の維持に関与している。つまり、カルシウムイメージングを行うこと

で、細胞が健康な状態かを判断することが可能となる。一方、カルシウムイ

メージングは、特殊な機器と豊富な経験が必要な実験系である。特に、細胞

ごとに実験条件の検討が必須であり、試薬の負荷時間やバッファー類の塩濃

度などを最適化する必要がある。 
昨年度は、実験系の基礎構築として単独培養でのカルシウムイメージング

を行った。本年度は、ニューロンとミクログリアの共培養系を用いて実験系

の構築を行い、共培養系による影響を確認した。 
単独培養と共培養を比較すると、基底状態の細胞内カルシウム濃度に有意

な差は認めなかったが、興味深いことに ATP 刺激によるカルシウム濃度の上

昇幅に有意な差がみられた。 
このことは、単独培養と共培養系では細胞レベルでの反応が異なっている

ことを示唆しており、共培養系が評価系に重要であることを示唆している。 
 

 
Ａ．研究目的 
カルシウムイメージングとは、細胞内カルシウ

ムの流動を測定し、活動中の細胞内のカルシウム

シグナリングを直接観察する手法である。カルシ

ウムシグナリングは、神経伝達物質やホルモンな

どの分泌、筋肉の収縮など生命や健康の維持に関

与している。つまり、カルシウムイメージングを

行うことで、細胞が健康な状態かを判断すること

が可能となる。 
従来は、ニューロンのカルシウムイメージング

が生理学的実験手法の代表例として広く研究され

てきたが、近年、ミクログリアのカルシウイメー

ジングも重要な研究手法の 1 つとされている（工

藤佳久、歯薬療法、2017）。 
その一方で、カルシウムイメージングは、高感

度の検出器、蛍光顕微鏡、灌流装置、高性能ワー

クステーション、暗室、2 波長切り替え式フィル

ターなどの特殊な機器が必要で、手技的にも経験

が必要な実験系である。特に、細胞ごとに実験条

件の検討が必須であり、試薬の負荷時間やバッフ

ァー類の塩濃度などを最適化する必要がある。 
昨年度は、実験系の基礎構築として単独培養で

のカルシウムイメージングを行った。本年度は、

ニューロンとミクログリアの共培養系を用いて実

験系の構築を行い、共培養系による影響を確認し

た。 
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B. 研究方法 
 カルシウムイメージングは、Fura-2AM 試薬を

用いて、２波長励起蛍光顕微鏡を用いて測定を行

った。 
生体（脳）ではニューロン単独ではなく、グリ

ア細胞であるミクログリアが存在している。本研

究はヒトでの神経毒性評価系の構築が最終目標で

あるため、ただ、単純にニューロンとミクログリ

アを１：１で混合するのではなく、より生体を模

倣する実験系を用いた。文献検索の結果、ヒトの

ニューロンとミクログリアの細胞数の比率が５：

１であることが報告（Sandra E.Dos Santos, et al., 
J. Neurosci.）されており、本実験の参考にした。

本研究での共培養系とは、Neuro2A 細胞と BV2
細胞を細胞数比＝５：１で混合し、培養したもの

としている（図 1）。 

 
図 1）本研究で用いた共培養系 

 
 
ミクログリアおよびニューロンをガラスボトム

ディッシュに播種し、翌日、Fura-2AM 試薬を

5μM で 30 分間の染色を行った。その後、顕微鏡

にセットし、バッファーの灌流を行った。カルシ

ウムイメージングは、Ratio Imaging による細胞

内カルシウム濃度測定を行った。 

また、外部刺激としてニューロトランスミッタ

ーの 1 つである ATP（アデノシン三リン酸）を用

いて細胞内カルシウム濃度の上昇幅（Amplitude）
も測定した。 
  
（倫理面への配慮） 
本研究は、マウスの株化細胞を用いているため、

倫理面において特筆すべき事項は存在しない。 
 
 
 
C. 研究結果と考察 
まず、共培養条件下でのカルシウムイメージン

グの実験条件を検討した。昨年度確立したバッフ

ァー濃度や染色条件を用いたところ、図 2 に示す

ように、ミクログリアとニューロンの共培養系に

おいてもカルシウムイメージングが実施可能であ

ることを確認した。 
 

 
図 2）共培養下でのカルシウムイメージング 

 
 
 
次に、単独培養と共培養系での基底状態（Basal）

の細胞内カルシウム濃度を比較した。その結果、

ミクログリア単独（82.7±2.5 nM, n=212）とニュ

ーロンとの共培養系（85.9±3.9 nM, n=144）で細

胞内カルシウム濃度に有意な差は見られなかった

（図 3）。 
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図 3）ミクログリア単独およびニューロンとの共

培養系での基底状態の細胞内カルシウム濃度 
 
 
 しかしながら、興味深いことに、ATP による外

部刺激を加えた際の細胞内カルシウム濃度の上昇

幅（Amplitude）に違いが見られた。ミクログリ

ア単独では、上昇幅が 84.6±11.1 nM（n = 209）
出会ったのに対し、ニューロンとの共培養系では

上昇幅が 55.5±6.3 nM（n = 141）と有意（p = 
0.011）に低い値であった（図 4）。 
 

 
図 4）ミクログリア単独およびニューロンとの共

培養系での ATP 刺激による細胞内カルシウム濃

度の上昇幅 
 
 

 現時点で、ATP 外部刺激時の共培養における細

胞内カルシウム濃度の上昇幅が抑制されているメ

カニズムについては不明であるが、ニューロンと

の相互作用によってこの現象が引き起こされてい

る可能性が高い。この事実は、単独培養と共培養

系では細胞応答が異なる可能性を示唆しており、

ニューロンおよびミクログリアの共培養系が毒性

評価を含む in vitro 評価系として重要であること

を意味している。 
 
 

E. 結論 
本年度は、ニューロンおよびミクログリアを用

いた共培養系でのカルシウムイメージング実験系

の構築に成功した。また、共培養下では、ニュー

ロトランスミッターに対して単独培養時と異なる

細胞応答が見られた。この事実は、毒性評価を含

む食品安全の in vitro 評価系として共培養系が重

要であることを示唆している。 
 
 
 
F. 健康危険情報 
 なし 
 
 
G. 研究発表 
なし 

 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 
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