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【基本構想】 

 膜タンパク質は細胞膜中に存在し、細胞の内外への物質輸送・排出、シグナル伝達・変換などにおいて

重要な役割を果たしており、１兆ドル余り(2011年)の医薬品の世界市場において、薬剤の標的の半数以上

がこれら膜タンパク質や膜表在性物質だと言われている。リガンド同定済みの Gタンパク質共役型受容体

(GPCR)に関するだけでも約 600億ドル(2009年)に上り、リガンド未同定の GPCRをはじめ、イオンチャ

ネルやトランスポータなどの膜タンパク質の機能や特性を一つ一つ解明することが、基礎研究のみならず

創薬・医療分野における重要な課題である。しかし細胞膜中に存在する膜タンパク質は単離が困難なた

め、機能解析は難しいとされてきた。 

 創造展開プロジェクト(2009-2012年度)では、細胞膜のモデルとなる脂質二重膜をマイクロチップ上に

人工的に再構成した後、精製された膜タンパク質を導入することで、その膜タンパク質の特性を低ノイズ

で解析する戦略にもとづいて研究を行い、膜タンパク質を再構成するための２つの人工細胞膜システムを

確立した。(1)電気的計測技術に適する平面膜システムでは、ヒト由来イオンチャネルの並列同時シグナル

計測に適する自動化・集積化チップ、小型化チップをそれぞれ研究・開発した。(2)光学的計測技術に適す

るリポソーム膜システムでは、細胞サイズリポソームの形成手法を確立し、トランスポータの輸送現象や

GPCRの基質結合を蛍光により観測することに成功している。 

 2013年度に実用化実証事業に移行後は、地域イノベーション戦略支援プログラムの支援も受けなが

ら、創造展開プロジェクトで得られた研究成果を展開し、標的膜タンパク質の生体外での創薬解析支援シ

ステムを確立すべく研究開発を行ってきた。具体的には、効率的膜システム要素技術の開発として、人工

細胞膜の集積化や薬剤スクリーニングに適したデバイスとするためのシステム全体の基盤研究開発を実施

し、膜タンパク質の調製・導入法の開発として、イオンチャネルや GPCR、トランスポータなどを人工細

胞膜に効率的・体系的に導入できる手法の研究開発を実施している。最終的に、大学・研究機関などで使

用できるシステムや製薬企業から薬剤候補化合物の評価を受託できる評価法の開発を目標とした。2021

年度、このイオンチャネルの機能評価技術を基盤とするベンチャーの起業に至った。一方で、NEDO事業

(2015-2019年度)および地域イノベーション・エコシステム形成プログラム(2018-2022年度)では、膜タン

パク質の機能利用による人工細胞膜センサに関わる研究開発を行っている。膜タンパク質である嗅覚受容

体に代表されるように、生体のもつセンサは優れた感度・特異性をもつことが知られており、膜タンパク

質をセンサ素子として活用するための研究開発を実施している。JST-CREST事業（2020年度開始）、科研

費研究（2021年度開始）において、細胞をセンサ素子として用いる研究開発も企業と共同で進めてい

る。周辺技術も含め、小型・高性能な次世代センサの実用化技術の開発を目標としている。 

1. 2024年度の研究目的

実用化実証事業 12年目となる 2024年度は、イオンチャ

ネル機能評価システムについて、設立した KISTEC発ベ

ンチャーの継続的な研究開発支援として、タンパク質作

製技術の改良を目標とした。一方で、センサ開発に関し

ては、標的物質に応答する細胞をセンサ素子とするバイ

オハイブリッドセンサについて、東大・住友化学と共同

でセンサアレイを開発し、複数の疾患マーカに対する応

答性評価を目標とした。 

(1) イオンチャネル機能評価システムの開発

従来、膜タンパク質の機能解析は、培養細胞を用いた電

気生理学的手法（パッチクランプ法）や蛍光イメージン

グ法によって行なわれるのが一般的である。しかしなが

らこれらの手法では、培養中の汚染対策や個体差の均一

化処理が煩雑であるほか、標的以外の雑多なタンパク質

からの影響が避けられず、一つの標的タンパク質に限定

して機能を探ることは難しかった。 

我々の目指す人工細胞膜プラットフォームは、細胞膜の

モデルとなる脂質二重膜を簡便に再現良く形成し、その

膜に再構成する標的膜タンパク質の活性を保持したまま

機能解析を可能とするシステムである。実用化実証事業

においては、これらの人工細胞膜デバイスを膜タンパク

質の機能解析や創薬スクリーニングといった場面におい



て実用的なプラットフォームとして拡張していくための

要素技術、あるいは量産化に必要となる技術の実現を目

標として研究開発を行ってきた。 

2024年度はわれわれの技術を元にした KISTEC発ベンチ

ャーである「株式会社MAQsys」の研究開発支援を継続

した。特にイオンチャネル機能評価システムの計測効率

の向上に関して、イオンチャネル材料調製技術の改良を

目標とした。 

 

(2) バイオハイブリッドセンサの開発 

膜タンパク質は、匂いや味などの化学量センサとしての

役割を生体内で担っており、その感度や特異性は人工的

なセンサに比べ非常に高いことが知られている。こうし

た膜タンパク質の機能を活用することができれば、小型

で高性能の化学量センサを実現できると考えられる。 

イオンチャネル機能評価システムの開発成果により、マ

イクロチップ上での脂質二重膜を再現良く形成し、そこ

に再構成したイオンチャネルの機能を活用できるように

なった。NEDO事業（2015-2019年度）では、昆虫嗅覚

受容体を脂質二重膜に組み込んだ人工細胞膜センサのプ

ラットフォーム技術を確立し、地域イノベーション・エ

コシステム形成プログラムでも、この人工細胞膜センサ

の要素技術の研究を行ってきた。その成果のデモンスト

レーションとして、ヒトの呼気中に混合したごく微量の

疾患マーカの検出を実証し、新聞・TV等で取り上げられ

るなど注目された。2020年度より、JST-CRESTおよび科

研費の支援を受け、生体機能と機械を融合したバイオハ

イブリッドセンサの学術基盤および概念実証を目的とす

る研究を進めている。 

2024年度は、複数種類の標的物質（疾患マーカ）に応答

可能な細胞センサを実現するためのアレイ化技術と、そ

の計測装置の開発を目標とした。 

 

2. 2024年度の研究成果 

(1) イオンチャネル機能評価システムの開発 

JST大学発新産業創出プログラム（START、2018-2021年

度）等の公的研究費による支援と、東レエンジニアリン

グ社の技術協力を得て、2021年 8月、KISTEC発ベンチ

ャーとして「株式会社MAQsys」を設立した。同社は形

質膜や細胞内小器官のイオンチャネルを標的とした薬剤

候補化合物の評価を通して、新たな創薬市場の創出を目

指している。2024年度は、MAQsys社が事業開始に向け

て行う研究開発に関して、イオンチャネル材料調製技術

の改良に関する研究支援を行い、計測精度および計測効

率の更なる向上に取り組んだ。 

イオンチャネル材料調製技術については、イオンチャネ

ル材料の発現・調製技術および脂質二重膜への導入技術

の改良を進めている。薬剤標的となるイオンチャネルご

とに、複数の発現・調製方法および条件を検討した。ま

た、イオンチャネルを担持するための脂質媒体について

も、一般的なプロテオリポソームに加えて、異なる媒体

への担持を検討し、脂質二重膜との融合効率の評価など

を行っている。これらの研究は、企業および大学・研究

機関との連携により行っている。 

計測チップに関しては、イオンチャネルの脂質二重膜へ

の再構成を促進するため、前年度よりセパレータの孔形

状を一般的な円形からさまざまな非円形状へと変更する

検討を継続して行っている。各孔形状における定量評価

を実施し、イオンチャネルが脂質二重膜に効率的に再構

成される形状について明らかになりつつある。 

成果展開として、協力研究員による萌芽研究を実施して

いる。また国内外の研究機関との共同研究も行ってい

る。2024年度は、原始的細胞膜組成における膜の物理化

学的性質を明らかにした米国 Iona大学との共同研究成果

が Langmuir誌に掲載された。 

 

(2) バイオハイブリッドセンサの開発 

生体機能と機械を融合したバイオハイブリッドセンサに

関しては、科研費研究（2021-2025年度）による学術基盤

確立、JST-CREST事業（情報担体；2020-2025年度）に

よる実用性実証をそれぞれ目的として、研究および開発

を進めている。細胞上に発現させた受容体をセンサ素子

とする細胞センサに関して、東京大学、住友化学と共同

で実施している。KISTECでは、センサ細胞が標的物質

に応答して発する微小シグナルをデバイスで検出するた

めの計測基盤について研究を行い、概念実証のための計

測システムを製作・開発することを目標としている。 

2024年度は、複数の標的物質に対する細胞センサの応答

特性を評価するための、細胞センサのアレイ化技術の開

発とその計測装置の試作を行った。 

まずセンサ細胞のアレイ化技術について、異種センサ細

胞を簡便・迅速にアレイ化する研究を前年度に引き続き

行った。鉤爪を配列したデバイスにおいて、鉤爪内に細

胞を含む溶液をピペットで滴下してゲル化することで、

細胞アレイを作製できる。このデバイスおよび手法を用

いて多種類のセンサ細胞からなるアレイを作製し、さま

ざまな標的物質に対する応答性を観測することに成功し

た。 

一方で、規則性をもって配列することなく異なるセンサ

細胞を判別する技術についても研究を行った。すなわ

ち、特徴的な形状のハイドロゲル内にセンサ細胞を包埋

することで、位置情報に頼ることなく、撮影画像から機

械学習により自動で形状判別を行い、センサ細胞を特定

することに成功した。本技術により乱雑な状態のセンサ

細胞の応答性を評価できる。 

こうした細胞センサを搭載し蛍光計測が可能な小型計測

装置についても東大と共同で開発した（HardwareX誌掲

載）。さらにこの小型装置をベースとして高感度化した計

測器についても試作を行っている。 

 

(3) 共同研究による成果 

JST-CREST事業（ゲノム合成：2018-2023年度、東大白

髭教授代表、機能的人工染色体の設計と利用のための革

新的研究）の成果発表を行った。同研究では、カエル卵



抽出液中で細胞核様構造が形成される機能を利用し、細

胞核封入リポソームを再現性良く作製する技術を構築し

た。核様構造において機能的な核膜が形成されているこ

と、核膜孔複合体構造が存在することを実験的に確認し

た（東大大杉研・理研と共同研究成果、Small誌掲載）。 

また、人工細胞研究のためのリポソーム作製技術とし

て、遠心機に取り付けてリポソームを作製するデバイス

の研究を前年度から継続して実施した。 

 

上記のそれぞれの研究成果は、業績一覧に示す通り、国

際会議・国内学会での発表、学術論文、記者発表などと

して積極的に公開している。また、コア技術・要素技術

として重要な成果については特許出願も行っている。 
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１．はじめに 

 

生命が非生物的な前駆体から地球上に出現するに至っ

た過程、すなわち生命の起源においては、自己と非自己を

区別する隔壁となる構造（コンパートメント）の発達が重

要であったと考えられている[1]。こうした原始細胞（プロ

トセル）がどのようなものであったかを探求する人工細胞

研究では、閉じた小胞状の構造体（ベシクル）がプロトセ

ルモデルとして広く用いられている[2]。このプロトセルモ

デルの隔壁（膜）を構成する分子としては、進化した細胞

生命における膜構成成分にも類似しながら、前生物的地球

の地殻にも存在可能なさまざまな分子が提案されている。

中でも、リン脂質をはじめとした両親媒性分子が用いられ

ることが多い。 

一方、原始の細胞においても、成長や分裂に加え、膜を

通じた栄養素の取り込みと老廃物の排出は不可欠な要素

であったと考えられている。タンパク質が進化する以前の

時代では、プロトセル内外への栄養素や老廃物などの必須

分子の輸送は、膜を通じた受動的な拡散によってなされて

いたと提唱されている[3,4]。しかしながら、原始的な生命

活動を可能にするには、熱力学的に不利な非平衡状態を形

成する必要がある。すなわち、膜を介した必須分子の濃度

勾配を維持できるよう、透過性の制御が膜には求められる

ことになる[5]。このような膜透過性を調節することができ

るプロトセル膜の構成分子の候補として、長鎖アルキルカ

ルボン酸が上げられている[6]。その中で、脂肪酸（FA）は

狭い pH 範囲において二重膜様に自己集合し、ベシクルを

形成することが知られている[7]。また、脂肪酸は比較的単

純な構造をもち、リン脂質との類似性も高いことからも、

プロトセルモデルの膜構成分子の候補として研究が行わ

れている。近年では、脂肪酸と混合することでベシクルの

安定性を高める成分、例えばアルコールやアミンなどの研

究についても進められている[8,9]。特に、モノグリセリド

（MG、グリセロールのモノアシル脂肪酸エステル）の添

加はカチオンに対する安定性を向上させ、ベシクル形成の

可能性を高めることが分かってきており、脂肪酸とともに

プロトセル膜成分の候補として研究が行われてきている

[10,11]。 

しかしながら、脂肪酸とモノグリセリドを混合して構成

される二重膜に対して、その電気生理学的性質に関する理

解は十分とはいえない。そこでわれわれは、脂肪酸（FA）

とモノグリセリド（MG）の一種であるモノオレインを混

合して形成される二重膜の電気生理学的特性に及ぼすそ

の組成の影響を明らかにするための研究を米国 Iona 大学

と共同で行った。本稿では、この成果について誌上発表を

行ったのでその内容を報告する[12]。 

 

２．実験方法 

 

モノオレインと脂肪酸からなる二重膜の電気生理学的

性質を評価するため、液滴接触法により形成した平面二重

膜（Droplet Interface Bilayer: DIB）を用いた[13]。液滴接触

法は簡便・再現良く二重膜を形成することが可能であり、

イオンチャネルタンパク質や二重膜自身の電気生理学的

評価で用いられている。 

本研究では、脂肪酸（FA）の鎖長および含有比率がモノ

オレイン-脂肪酸混合二重膜の電気的特性に与える影響を

明らかにすることを目的とした。FA の比率を段階的に増

加させることで、膜のイオン透過性に与える影響を観測し

た。 

 

２．１ 液滴接触法デバイスの作製 

図 1 に液滴接触法デバイスの模式図を示す。デバイスは

アクリル製のベース部品、微小孔をもつセパレータ、銀/塩

化銀電極とコネクタからなる。ベース部品は、コンピュー

タ制御加工装置を用いて厚さ 4 mmのアクリル板を加工す

ることで作製した。一対のウェルとウェル底面に電極を包

埋するための貫通孔を設けている。ウェル間に、微小孔を

もつセパレータ（厚さ 75 μm）を挿入して接着剤で固定し

ている。孔径は、600 μmまたは 400 μmとした。電極表面

は、銀/塩化銀ペーストを塗布している。ウェル側面部分は

二重膜を顕微鏡観察するために研磨処理を施した。 

 

２．２ 二重膜の電気生理学的評価方法 

評価システムの概要を図 1b に示す。液滴接触法デバイ

スは、パッチクランプアンプに接続して電気生理学的計測

を行った。計測時には電磁ノイズを低減するため、チップ

全体をアルミホイル製のカップで覆い、ファラデーケージ

として機能させた。アンプおよびファラデーケージは接地

して使用した。二重膜形成を観察するため、デジタルマク

ロスコープを水平に設置している。形成された二重膜領域

は、透過光を用いると観察・撮影できる。撮影画像から二

重膜とその周縁部（annulus）との境界である Plateau-Gibbs

境界を明瞭化し、二重膜の面積を算出した。 



平面型二重膜は、ヘキサデカン中に分散させたモノオレ

イン（MO）/脂肪酸（FA）混合液（5 mg/mL）と 0.01 M KCl

水溶液（pH8.5）を順次ウェルに滴下して形成した（図 1c）。

この操作で油中水滴がウェル内に形成され、水-油界面に

おいてMOおよび FA分子からなる単分子膜が自発的に形

成される。セパレータの微小孔において単分子膜同士が接

触して二重膜を形成する[13]。 

膜静電容量は、矩形電圧刺激に対する電流応答から算出

できる。詳細は文献 12 を参照されたい。二重膜の厚さ（膜

厚）は、算出した膜静電容量と膜面積、膜の誘電率（2.1 と

仮定した）から求めることができる。一方、膜抵抗は、印

加電圧に対するイオン電流値の関係から求めた。 

 

３．結果と考察 

 

３．１ モノオレイン-脂肪酸混合二重膜の形成 

モノオレイン（MO）と脂肪酸（FA）のさまざまな組成

における二重膜形成を Plateau-Gibbs 境界の顕微鏡観察に

より確認した。MO は炭素鎖長が 18 であり、一般的なリ

ン脂質と同程度であることから、モノグリセリドの代表と

して選定した。対となる FA として、炭素鎖長が 18、16、

14 であるオレイン酸（OA）、パルミトレイン酸（PA）、お

よびミリストレイン酸（MA）の 3 種を選んだ。MO と FA

のモル比は、100–0、50–50、30–70、15–85、0–100 を検討

した。 

MO および MO-FA 混合物から形成された代表的な二重

膜の顕微鏡像を図 2に示す。Plateau-Gibbs境界が確認でき、

MO および MO-FA 混合物がヘキサデカン溶媒中で二重膜

を形成できることが示された。一方で、FA 比率の増加に

伴い二重膜形成が困難になる傾向があった。特に、MA の

みを用いた場合には、本研究の条件下では二重膜が形成で

きなかった。また、FA 比率の増加に伴い、形成された二

重膜は不安定であった。このことから、脂肪酸（FA）のみ

の二重膜形成、すなわち FA 単分子膜同士の接触による平

面二重膜の構築は困難で、仮に形成された場合でも、二重

膜は不安定な状態と考えられる。 

 

３．２ モノオレイン-脂肪酸混合二重膜の膜容量 

MO と FA の混合比率を変化させた各条件において二重

膜が形成されていることを検証するため、膜静電容量を計

測し、そこから膜厚を算出した。図 3a, 3b に、MO と FA

のモル比に対する膜容量および膜厚の変化を示す。膜容量

は 0.5～1.0 μF/cm²の範囲にあり、これは先行研究で報告さ

れているリン脂質二重膜やモノグリセリド膜における値

と一致している。また、MO のみからなる二重膜の膜厚も、

炭素鎖長 18 のリン脂質膜と整合する値を示した。これら

の結果と Plateau-Gibbs 境界の観察結果も踏まえると、MO-

FA 混合物は平面二重膜を形成し得る。 

MO-OA 混合二重膜に関しては、モル比の変化による膜

容量および膜厚に有意な変化は見られなかった。一方で、

MO-MA 混合二重膜については、MA 比率の増加に伴って

膜容量が大きくなり、すなわち膜厚が薄くなる傾向を示し

た。 

 
図 1 (a) 液滴接触法デバイスの模式図。(b) 膜評価システムの概

要。(c) 液滴接触法における二重膜形成の模式図。Reproduced 

from ref. [12]. 

 
図 2 MO-FA混合二重膜の顕微鏡画像。(a) 100% MO、(b) 15-85 

MO-OA、(c) 15-85 MO-PA、(d) 15-85 MO-MA。スケールバー: 300 

μm。Reproduced from ref. [12]. 



 

３．３ モノオレイン-脂肪酸混合二重膜の膜抵抗 

MO-FA 混合二重膜におけるイオン透過性を評価するた

め、膜抵抗を測定した（図 3c, 3d）。MO 二重膜の膜抵抗は

約 2 MΩ·cm²であり、先行研究と一致している。この値は、

一般的なリン脂質二重膜と比較して 1 桁低く、MO 二重膜

のイオン透過性が相対的に高いことを示している。さらに、

FA 比率が増加するとともに膜抵抗は低下し、OA および

PA 二重膜では 0.1 MΩ·cm²未満となった。MO-MA 二重膜

ではさらに低い膜抵抗が観測された。MO-FA 二重膜がリ

ン脂質二重膜と比べて高いイオン透過性を示すことが明

らかとなった。 

 

MO二重膜がリン脂質二重膜と比較して 1桁低い膜抵抗

（すなわち高い透過性）を示す理由は、炭化水素鎖長や膜

厚によるものではなく、二重膜のパッキング状態の違いに

起因すると考えられる。ホスファチジルコリンなどのリン

脂質は、2 本の炭化水素鎖と親水性頭部のバランスにより

円筒型構造をとり、曲率の小さい平面二重膜の形成に適す

る。一方 MO は、炭化水素鎖 9 位のシス型二重結合により

立体障害を引き起こしやすい。また、くさび型（逆円錐形）

の分子構造であるため平面二重膜を形成しにくい。二重膜

内で炭化水素鎖間の疎水相互作用の低下を引き起こす可

能性があるこの構造的特性が、イオンや水分子の透過性を

高めていると考えられる。 

上記の傾向は MO-FA 混合二重膜においても同様と考え

られる。本研究で用いた FAは、炭化水素鎖長は異なるが

全てシス型二重結合をもつ。MO-FA 二重膜内で欠陥が生

じると考えられる。MO-OA 膜では、OA 比率の増加と共

に膜抵抗が低下している。膜厚には大きな変化がないにも

かかわらず透過性が上昇していることから、OA の分子構

造が透過性に影響を及ぼしたと考えられる。仮説として、

イオン透過に対する FA 分子のフリップ-フロップ運動の

寄与が挙げられる。先行研究で、OA 分子のフリップ-フロ

ップが数分程度の時間定数であることが報告されており、

リン脂質よりも非常に速い。陽イオンと結合した OA 分子

が膜を横断（フリップ-フロップ）する過程でイオンが輸送

される。さらに、MO-MA 膜では、MO-OA および MO-PA

膜に比べて透過性が一層高くなった。これは、MA の炭化

水素鎖が短いことによる膜厚の減少による考えられる。 

 

４． まとめ 

本研究では、液滴接触法デバイスを用いてモノオレイン

と脂肪酸からなる二重膜の電気生理学的特性を明らかに

した。モノオレイン二重膜のイオン透過性は、同程度の鎖

長を有するリン脂質二重膜と比較して高く、分子構造によ

る二重膜内の欠陥が主因と考えられる。混合二重膜におい

て脂肪酸の比率を増加させると、膜厚に明確な変化なくイ

 
図 3 MO-FA 混合二重膜の電気生理学的性質。(a) 二重膜の膜静電容量。(b) 膜容量から算出した膜厚。(c, d) 膜抵抗とその拡大図。

100% MO (◇); MO-OA (×); MO-PA (○); MO-MA (△)。N ≥ 4。Reproduced from ref. [12]. 



オン透過性が上昇した。この透過性上昇は、脂肪酸の迅速

なフリップ-フロップ運動に起因する可能性がある。加え

て、モノオレインと脂肪酸との炭化水素鎖長の不一致は、

膜構造を不安定化させ、イオン透過性をさらに増加させる

可能性が示された。 

本研究結果は、プロトセルモデルにおいて膜組成の変化

がイオン透過性を調節し得ることを示唆している。初期の

原始細胞における膜透過現象は、タンパク質を介さない構

造欠陥や一過性の膜孔形成といった物理化学的な機構に

依存していたと考えられる。本研究の成果は、一本鎖の両

親媒性分子のみで構成された原始的な膜において、フリッ

プ-フロップが直接的または間接的にイオン輸送を担って

いた可能性を示している。 
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１．はじめに 

 

１．１ 匂い物質を利用した疾患の検出 

がんや糖尿病などの生活習慣病は、早期発見と予防が重

要とされており、そのための新たなバイオマーカーの探索

が進められている [1]。近年、尿や呼気に含まれる匂い物

質 (揮発性有機化合物：VOCs) は、これらの疾患に伴って

組成や濃度が変化することが報告されており、非侵襲的に

採取可能なバイオマーカーとして注目されている [2]。こ

れらの匂い物質は、従来の血液検査や画像診断に比べて簡

便かつ患者の負担が少ない点で優れており、早期診断やス

クリーニング手法としての応用が期待され、匂い物質を用

いた疾患検出技術に関する研究が活発に進められている。

しかし、尿や呼気中に含まれる匂い物質は多種多様かつ微

量であり、さらに検体には様々な夾雑成分が含まれている

ため、これらを高感度かつ高選択的に識別・検出すること

は容易ではない。この課題を解決するため、生物がもつ嗅

覚システムを模倣したセンサ技術、特に嗅覚受容体を利用

したバイオハイブリッドセンサの開発が注目されている 

[3]。 

 

１．２ 昆虫嗅覚受容体による匂い物質の感知 

生物は、嗅覚器官の感覚細胞に存在する嗅覚受容体を介

して、空気中に存在する匂い物質を認識する。嗅覚受容体

は、細胞膜上に存在する膜タンパク質であり、匂い分子の

三次元構造を識別して結合することで、細胞内のシグナル

伝達を開始する。この受容体とリガンド間の相互作用に基

づく匂い識別は、匂い物質の化学構造を鋭敏に識別する能

力を備えている。 

昆虫における嗅覚受容体 (olfactory receptor: OR) は、共

受容体 (olfactory receptor co-receptor: Orco) と複合体を形

成し、リガンド依存性の陽イオンチャネルとして機能する

ことが知られている [4] 。この OR/Orco 複合体は、匂い

分子が結合することで陽イオンチャネルが開き、ナトリウ

ムイオン (Na⁺) やカルシウムイオン (Ca²⁺) などの陽イオ

ンが細胞内に流入する。このイオン流入による脱分極が神

経信号を生み出し、最終的に脳で「匂い」として認識され

る。蚊などの昆虫では 80 種類以上の OR が同定されてお

り、それぞれが異なる匂い物質に高い選択的で応答する 

[5]。このことから、昆虫の嗅覚系は、匂い分子の識別にお

いて高度な多様性と選択性を備えていることがわかる。 

この嗅覚機構を人工的に再構成することで、匂い物質を

分子レベルで選択的に検出できるセンサが実現可能とな

る。このようなセンサは、酸化物半導体型などの人工セン

サと比較して高い感度と選択性を有し、微量かつ多成分の

匂い物質の識別において有効であると考えられている。現

在、昆虫由来の OR および Orco を人工的に発現させた培

養細胞 (センサ細胞) を利用した匂いセンサの開発が進め

られている。 

 

１．３ センサ細胞を利用した匂い物質センサ 

センサ細胞は、細胞内で嗅覚受容体および Ca²⁺感受性蛍

光タンパク質 (GCaMP) を発現しており、嗅覚受容体を介

して匂い物質を認識すると、細胞内の Ca²⁺濃度が上昇する。

それに応じて GCaMP が蛍光を発するため、匂い物質の存

在を蛍光シグナルとして可視化することができる。我々は

これまでに、センサ細胞をハイドロゲルに封入し、簡便な

ピペッティング操作でアレイ化できるマイクロウェルデ

バイスを開発し、その有用性を報告してきた。このマイク

ロウェルデバイスを用いることで、多種類のセンサ細胞を

空間的に配置し、異なる匂い物質に対する応答を同時に計

測することが可能となる。これにより、疾患特異的な匂い

プロファイルを識別するマルチセンサアレイとしての応

用が期待される。 

一方で、従来の手法では、匂い物質を含む液体検体をセ

ンサ細胞に直接接触させていた。しかし、この方法では、

検体中の夾雑成分がセンサ細胞の応答や蛍光測定を阻害

する可能性がある。実際、我々の検討では、同じ濃度の匂

い物質を添加した場合でも、バッファー中ではセンサ細胞

が明瞭な応答を示したのに対し、人工尿中では応答が著し

く低下することが確認されており、この影響は無視できな

い (図 1、後述)。 

本研究では、この問題を解決するため、匂い物質を揮発

性有機溶媒（ヘキサン）で抽出・分離し、その後センサデ

バイス内の密閉された微小空間において揮発させる気相

検出法を開発した。匂い物質を抽出し、揮発した標的分子



を気相でセンサ細胞に曝露することにより、検体中の妨害

成分を回避することが可能となる。このアプローチにより、

センサ細胞が有する匂い物質への選択的応答性を最大限

に活用することができ、より高精度な検出が実現すると考

えられる。本手法は、匂い物質の組成が複雑かつ微量であ

る尿などの生体検体に対して有効であり、センサ細胞の選

択性と気相曝露の利点を活かした匂いセンシング技術と

して、疾患診断への応用が期待される。 

 

２．実験方法 

 

２．１ デバイスの作製 

本研究で用いたデバイスの設計は、CAM ソフトウェア 

(Alphacam) を用いて行った。デバイスの作製には NC 加工

機を利用し、厚さ 4 mm のアクリル板を切削して行った。 

 

２．２ センサ細胞の培養 

センサ細胞には、昆虫嗅覚受容体  (OR)、共受容体 

(Orco)、Ca²⁺感受性蛍光タンパク質 (GCaMP) を発現させ

た昆虫培養細胞 (ExpiSf9) を用いた。センサ細胞の培養に

は ExpiSf CD 培地を使用し、三角フラスコを用いて、振と

う培養 (27℃、125 rpm) で行った。 

 

２．３ センサ細胞アレイの作製 

センサ細胞アレイは、センサ細胞をハイドロゲルに封入

し、ピペッティングでデバイス上に分注することで作製し

た。まず、培養したセンサ細胞を遠心 (300×g、5 分間) し、

得られた沈殿を回収した。回収したセンサ細胞は、ゲル化

前のハイドロゲル (TrueGel3D) に懸濁し、ピペッティン

グによって 1.1 μL ずつデバイス上に分注した。分注後のデ

バイスは、27℃で 25 分間静置することにより、ハイドロ

ゲルを完全にゲル化させた。その後、アレイ化されたセン

サ細胞を含むチャンバーに、保存溶液 (HBSS (ハンクス平

衡塩溶液) / 20 mM PIPES, pH 6.2 / 0.1% BSA) を満たし、使

用するまで 4℃で保存した。 

 

２．４ センサ細胞アレイの蛍光応答の測定 

センサ細胞アレイの蛍光応答の測定は、8 ビット CMOS

カメラ、青色励起光 (485 nm)、緑色蛍光フィルタ (530 nm) 

を備えた蛍光イメージャーを用いて室温で行った。4℃で

保存してあったセンサ細胞アレイは、27℃で 10 分間イン

キュベート後に測定に用いた。蛍光応答の測定は、タイム

ラプスイメージングによって行い、約 500 秒間に渡って記

録した。標的匂い物質は DMSO に溶解後、目的の濃度と

なるようにバッファー溶液 (HBSS / 20 mM PIPES, pH 6.2) 

または人工尿で希釈し、センサ細胞アレイが配置されたチ

ャンバーに添加した。 

記録した蛍光応答画像の解析は、画像解析ソフトウェア

(ImageJ) を用いて行った。センサ細胞アレイの各マイクロ

ウェルに、円形の関心領域 (ROI) を設定し、各時点にお

ける平均蛍光輝度を定量した。数値化した蛍光輝度の変化

は、センサ細胞の応答前の蛍光輝度 (F0) と応答後の蛍光

輝度 (F) から、正規化した蛍光輝度変化 (ΔF/F0) を算出

し、グラフを作成した。 

 

２．５ 標的匂い物質のヘキサン抽出 

バッファー溶液または人工尿に添加した標的匂い物質

の抽出は以下の手順で行った。標的匂い物質は DMSO に

溶解したのち、所定の濃度に希釈した。まず、調製した検

体試料 1 mL に対し、ヘキサン 0.1 mL を加え、ボルテック

スで激しく混合した。続いて、遠心 (21,6000×g、5 分間) に

よって、ヘキサン層 (上層) と水層 (下層) に分離し、上

層のヘキサン抽出液を回収した。抽出液は、使用するまで

-80℃で保存した。 

 

２．６ センサ細胞アレイによる気相検出 

ヘキサン抽出液に含まれる標的匂い物質の検出は、セン

サ細胞アレイを用いて以下のように行った。まず、作製済

みのセンサ細胞アレイのチャンバーから保存溶液の 90%

を除去し、アレイと同サイズの小型容器の上に設置した 

図 1 センサ細胞アレイに対して、標的匂い物質 (アセトフェノン、100 μM) を含むバッファー溶液または人工尿を直接添加した際

の正規化蛍光応答の比較。(A) 時間変化。(B) 最大値の比較。 



(図 2A)。このとき、センサ細胞がアレイ化された面を小型

容器のサンプルチャンバーに向くように配置した。また、

容器との間にわずかな隙間を設けて、サンプルチャンバー

内へピペッティング操作が可能な状態とした。次に、アレ

イと小型容器を蛍光イメージャー内に設置し、サンプルチ

ャンバーにヘキサン抽出液 3μL を滴下した。滴下後すぐに

アレイと容器の位置を一致させ、チャンバーを密閉した。

これにより、気化した標的匂い物質が微小空間内でセンサ

細胞に曝露され、応答が誘導される。蛍光応答の測定と解

析は、上述の方法に準じて行った。 

 

３．結果と考察 

 

図 1 に、標的匂い物質であるアセトフェノンを終濃度

100 μM となるように添加したバッファー溶液および人工

尿に対するセンサ細胞アレイの蛍光応答の結果を示す。図

1A では、両検体における正規化蛍光応答の時間経過を示

しており、グラフの曲線は 9個のマイクロウェルの平均値

を示している。バッファーに対しては、その添加から約

450 秒間にわたり、センサ細胞の蛍光応答が持続的に増加

した。一方、人工尿では、添加後 150 秒程度まではバッフ

ァーと同様の応答増加が観察されたが、それ以降は応答が

次第に低下した。図 1B には、図 1A における蛍光応答の

最大値を示しており、棒グラフは 9 個のマイクロウェルの

平均値および標準偏差を示す。これらの結果は、人工尿中

に存在する夾雑成分がセンサ細胞の応答を阻害している

ことを示している。 

図 2 には、人工尿中のアセトフェノンを揮発性有機溶媒

であるヘキサンを用いて抽出し、得られた抽出液をデバイ

ス内の微小空間で揮発させ、センサ細胞アレイに気相で曝

露させた結果を示す。図 2Aは、本研究で開発したセンサ

細胞アレイに対する気相曝露法の概略図である。センサ細

胞アレイは保存溶液を除去したのち、センサ細胞が配置さ

れた面を下向きにしてサンプルチャンバー上に設置し、ヘ

キサン抽出液の添加後すぐに密封することで、微小空間を

形成し、揮発した標的匂い物質を曝露する構成とした。 

図 2B は、アセトフェノンを含むバッファーおよび人工

尿のヘキサン抽出液に対するセンサ細胞の蛍光応答の時

間経過を示している。両検体とも、添加後から約 450 秒間

にわたり蛍光応答の増加が観察され、人工尿を直接添加し

た際に見られた蛍光応答の抑制は確認されなかった。図

2C には、図 2B の蛍光応答の最大値を示す。アセトフェノ

ンを含むバッファーおよび人工尿のヘキサン抽出液に対

して、センサ細胞アレイはほぼ同等の応答を示しており、

ヘキサン抽出によって人工尿中の夾雑成分の影響を効果

的に除去できることが示された。 

本研究では、尿中の匂い物質をセンサ細胞アレイで検出

するにあたり、検体に含まれる夾雑成分による応答阻害を

回避する方法として、揮発性有機溶媒による標的匂い物質

の抽出と、それに続く気相での検出を組み合わせた手法を

開発した。その結果、人工尿中に添加した標的匂い物質を、

バッファー中と同等に検出できることが確認された。今後

は、本手法を実際のヒト尿検体に適用し、健常者と疾患罹

患患者との間で匂い物質の検出パターンに差違があるか

を検討する予定である。本研究で開発した手法は、センサ

細胞アレイを用いた疾患診断技術への応用に向けた有望

な基盤技術になると期待される。 
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１．はじめに 

 

１．１ 細胞匂いセンサ 

 匂いの検出は、労働環境における安全管理、食品の品質

保証、環境モニタリング、さらには医療診断や健康管理に

至るまで、さまざまな分野で重要な役割を果たしている。

従来の匂い検出手法には、訓練を受けた人間や動物による

嗅覚検出［1,2］、ガスセンサ［3］、およびガスクロマトグ

ラフィー–質量分析(GC-MS)［4］による化学物質の定量分

析などがある。これらは高感度な検出が可能である一方で、

大型装置を必要とするケースが多く、携帯性や現場での即

時運用に制約がある。 

 こうした課題の克服に向け、近年ではバイオハイブリッ

ド型匂いセンサ［5–9］が有望な代替手段として注目され

ている。特に、嗅覚受容体(OR)および共受容体(Orco)を発

現させた細胞をセンサ素子として用い、カルシウム感受性

蛍光インジケータ(例：GCaMP［9-11］)と組み合わせるこ

とで、選択性と感度に優れ、かつポータブルな匂い検出系

の構築が期待されている。実際、先行研究では、単一種の

OR を発現させたセンサ細胞を用いて、個別の匂い物質を

検出するバイオセンサの有効性がすでに示されている

［5,8,9,12,13］。 

 

１．２ 匂いの「嗅ぎ分け」に向けた取り組み 

 匂い検出においては、単一の化学物質だけでなく、匂い

を構成する多様な成分を識別する能力(＝嗅ぎ分け)が求

められる。これを細胞匂いセンサで実現するためには、異

なる OR を発現させた複数種類のセンサ細胞を同時に用

い、それぞれの細胞の応答パターンを解析する必要がある。

このためには、複数のセンサ細胞を同一の観察系内で扱い、

それぞれの応答性を区別・解析する手法の構築が不可欠で

ある。先行研究ではその一例として、異なるセンサ細胞を

基板上に平面的にパターニングし、位置情報に基づいて

個々の応答を識別する方法が提案されている[14,15]。しか

しながら、この細胞パターニング手法は、取り扱う細胞の

種類が増加するにつれて操作の複雑性が増し、自動化技術

なしでは実験的な再現性や効率性の確保が難しいという

課題がある。 

 

１．３ センサ細胞を用いた匂い検出の仕組み 

 匂いセンサ細胞では、細胞膜上に発現した OR が匂い分

子と結合すると、OR と Orco が形成するカルシウムイオ

ンチャネルが開口し、細胞外からカルシウムイオンが細胞

内へ受動的に流入する。このカルシウム流入により、あら

かじめ導入されているカルシウム感受性インジケータが

蛍光を発する。この応答は個々の細胞ごとに独立して起こ

るため、理論的には単一細胞ごとに匂い物質を検出可能で

ある。しかし実際には、細胞の状態や発現量のばらつきな

どの影響により、一細胞レベルでの定量的な再現性には限

界がある。そのため、複数細胞の応答を集団として平均化

することで、より安定かつ再現性の高い検出を目指すアプ

ローチが取られている。この平均化手法には、①基板上に

パターニングされた細胞集団によるもの、②多数の細胞

を包埋したハイドロゲル粒子単位で応答を平均化する方

法が存在する。 

 

１．４ 異なるハイドロゲル粒子の識別方法 

 センサ細胞をハイドロゲル粒子に包埋する場合、異なる

細胞種を含む粒子を確実に識別・区別する技術が必要とな

る。従来のアプローチとしては、粒子を基板上に整列・固

定し、位置情報に基づいて識別する方法が報告されている

[5]。一方、より柔軟な応用に向けて、ハイドロゲル粒子そ

のものに識別可能な情報をエンコードする技術、いわゆる

「ハイドロゲル・エンコーディング技術」も数多く開発さ

れている[16,17]。具体的には、粒子の形状、表面への微細

な刻印パターン、あるいは種類ごとに異なる蛍光染色を施

すなどの方法がある。これらはいずれもセンサ細胞包埋粒

子の識別に利用可能であるが、実装の難易度や識別精度、

使用環境への適応性など、それぞれに特有の利点と制約が

あるため、目的に応じた選択が求められる。 

 

１．５ 粒子の「形」によるセンサ識別の新戦略 

 本研究では、異なる匂いセンサ細胞をそれぞれ異なる形

状のハイドロゲル粒子に成形し、それらの形状情報を深層

学習を用いて解析・識別することで、多種類のセンサ応答

を同時にかつ自動的に判別する新たな方法を提案する。ま

ず、異なるセンサ細胞をそれぞれ別個の形状を持つハイド

ロゲル粒子に包埋する。次に、それらの粒子画像をもとに

畳み込みニューラルネットワーク(CNN)を訓練し、粒子の

形状分類器を構築する。続いて、これらの異なる形状粒子

を混合したサンプルに匂い物質を添加し、時間経過に伴う

蛍光応答を撮像する。得られた時系列画像データを、前述

の形状識別スキームにより解析し、各粒子の形状を特定す

る。さらに、それぞれの粒子に対する蛍光変化を自動的に



抽出・解析することで、複数の匂いセンサ細胞による同時

応答の定量評価を可能とする。 

 

２．実験方法 

 

２．１ センサ細胞調製とハイドロゲル粒子の形成 

 本研究では、ExpiSf9 細胞ベースの安定発現株を用い、

それぞれ AgOR1、AaOR4、AaOR15 を含む 3 種類のセン

サ細胞株を用意した。各株は Orco および GCaMP7 ととも

に共発現しており、匂い応答時にカルシウム流入に応じた

蛍光増加が観察可能である。 

 細胞を遠心回収後、2%低融点アガロース(または 3%ア

ルギン酸)と混合し、厚さ 0.5 mm のシリコンスペーサー間

に展開して平面ゲルを形成した。ゲル化後、生検トレパン

を用いて円形・三角形・四角形の 3 種類に打ち抜き、乾燥

防止のため HBSS 中に保存した。 

 

２．２ 粒子形状識別スキームの構築と適用 

 粒子画像は GCaMP 蛍光チャンネルにて取得し、セグメ

ンテーションを行った。粒子面積が 2,000〜3,400 ピクセル

の範囲内にある粒子を抽出し、ゼロパディングによって

128×128 ピクセルの画像に整形。形状ごとに約 2,600 枚ず

つの学習データを用意し、2 層の畳み込み・プーリング、

Flatten 層、全結合層、softmax確率出力からなる CNNを 5

モデル学習させた。 

 分類時には各モデルの softmax 確率を平均化し、最高値

が 0.5 を超えた場合は該当形状(円形(C)、三角形(T)、四角

形(S))を、超えない場合は「分類不能(U)」とした。 

 

２．３ 匂い物質添加実験と蛍光応答解析 

 3 種類のセンサ細胞内包粒子を混合し、フェノール、6-

methyl-5-hepten-2-one、アセトフェノン、DMSO(ネガコン)

の 4 条件で蛍光タイムラプス撮像(1 fps, 5 分間)を実施。粒

子ごとに形状分類を行ったのち、個々の粒子について蛍光

強度を時系列で抽出し、ΔF/F0を計算。粒子追跡には重心

距離に基づくアルゴリズムを用いた。 

 

３．結果と考察 

 

３．１ センサ細胞内包ハイドロゲル粒子の作製と

粒子形状識別スキームの構築 

 図 1A, B にセンサ細胞を内包したハイドロゲル粒子と、

それに用いた生検トレパンを示す。トレパンの形状に対応

した三種類(円形、三角形、四角形)の粒子が安定して得ら

れている。次に、取得した粒子の蛍光画像を用いて、形状

識別用 CNNモデルの訓練およびバリデーションを行った

(図 1C)。学習データの組合せを変えて 5 回独立に学習を

行い、5 つの分類器を構築した。全ての訓練において損失

関数と分類精度はそれぞれエポック 2〜6 で急速に収束し

(図 1D, F)、トレーニングセットでは 100%、バリデーショ

ンセットでも誤分類率 0.06%(1/1564)という高精度を達成

した(図 1F)。これらの結果は過学習が起きていないことを

示唆する。最終的に、5 つの分類器の softmax 確率を平均

し、閾値 0.5 で分類する形状識別スキームを確立した(図

1G)。 

 

３．２ 粒子形状による複数細胞センサの同時解析 

 構築した形状識別スキームを用いて、異なるセンサ細胞

をそれぞれ封入した三形状のハイドロゲル粒子を混合し、

各種匂い物質への応答を解析した。フェノール、6-methyl-

5-hepten-2-one、アセトフェノンに加え、ネガティブコント

ロールの条件を加えた計 4 条件で実験を行った。代表例と

して、アセトフェノンに対する応答画像を図 2B に示す。

95 個中 2 個の誤識別のみであり、４実験を合わせた混同

行列(図 2C)でも誤識別率は 1.6%(6/380)に留まり、高精度

な識別が達成されている。図 2D はアセトフェノン条件下

での各形状粒子における蛍光応答の経時変化を示してお

り、四角形粒子で強い応答が観察された。一方、円形およ

び三角形粒子でも比較的弱いが有意な応答が確認された。

これは、それぞれが発現する OR(AgOR1、AaOR4)にもア

セトフェノンに対する感受性がある可能性を示唆してい

図 1. センサ細胞内包ハイドロゲル粒子の作製、および形状識別
スキームの構築. (A)作製したセンサ細胞内包ハイドロゲル粒子. 

(B)先端を変形した生検トレパン. (C)CNN形状分類器のトレーニ
ング. (D)損失関数(カテゴリカル・クロスエントロピー). (E)分類
精度. (F)トレーニングおよびバリデーションの混同行列. (G)構築

した形状識別スキーム. 



る。以上より、形状エンコードと CNN識別を組み合わせ

ることで、複数種類の匂いセンサ細胞による同時解析が高

精度かつ自動的に実施可能であることが実証された。 
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図 2. 異なる OR を発現した 3 種類の匂いセンサ細胞を内包した
アガロース粒子を用いた匂い物質添加実験と、形状識別スキーム
による応答性解析.(A) 実験に使用した 3 種類のセンサ細胞

(AgOR1, AaOR4, AaOR15)と、それぞれの細胞を内包したハイド
ロゲル粒子の形状(円形、三角形、四角形)．(B) アセトフェノン
添加実験におけるハイドロゲル粒子の形状識別結果．(C) 4 種の

匂い物質(フェノール、6-methyl-5-hepten-2-one、アセトフェノン、
ネガコン)添加実験における形状識別の混同行列．(D) 形状識別
結果に基づく、アセトフェノン添加時の粒子ごとの蛍光応答

(ΔF/F0)の解析 
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