
ホルモンや神経伝達物質といった分泌物の分泌

量は従来，細胞集団レベルで定量されていた．こ

の分泌量を特異的に単一細胞レベルで定量する技

術が開発されたことによって，全く異なる新しい

情報を得ることが可能になっている．これらの技

術を解説するとともに，単一細胞レベルでの定量

によってどのような情報が得られるのか，さらに

その技術の適用の限界や将来の発展の可能性につ

いて述べる．

単一細胞レベルでの分泌量の定量方法として現

在用いられているものに，細胞膜電気容量法cell

membrane capacitance method，キナクリン蛍

光法quinacrine fluorescence method，逆転溶血

斑法reverse hemolytic plaque assay（RHPA），

細胞ブロット法cell immunoblot assay（CIBA）

がある．後二者は抗体を利用した，特異性の高い

定量方法であり，これらの方法を使うことによっ

て表1に示すように，ホルモン，サイトカイン，

神経ペプチド，成長因子，血清蛋白といった多彩

な蛋白・ペプチド分子だけでなく，cyclic AMP

といった分子までも測定されている．

細胞膜電気容量法は，細胞が分泌物を分泌する

時の，細胞膜と分泌顆粒の融合によって生じる細

胞表面積の増加に基づく［1］．細胞膜の電気容量

は細胞膜表面積に依存するので，この細胞表面積

の増加を電気容量の増加としてパッチクランプ法

によって検出する．この方法を用いて，肥満細胞，

好中球，膵腺房細胞，膵β細胞，副腎クロム親和

性細胞，プロラクチン分泌細胞等からの分泌物の

定量が行われてきた．この方法ではパッチ用ピペ

ットを通じて同時にセカンドメッセンジャーや調

節蛋白を細胞内に投与することも可能である．一

方，キナクリン蛍光法は，酸性細胞内小器官，主

に分泌顆粒に集積される塩基性色素キナクリンの

蛍光が分泌活動の増加とともに減少することに基

づく［2］．このキナクリン蛍光法は細胞膜電気容

量法と組み合わせて同時に行うことも可能であ

り，事実，細胞に負荷されたキナクリンの蛍光の

減少率が細胞膜電気容量の増加と相関することが

確認されている［3］．さらにパッチクランプによ

る細胞膜電気容量の測定と比較して，キナクリン

蛍光の減少率の測定は技術的には遥かに容易であ

るのが利点として挙げられる．このキナクリン蛍

光法は肥満細胞，膵β細胞，プロラクチン分泌細

胞等に適用されている．細胞膜電気容量法とキナ

クリン蛍光法の両者は分泌活動の変化を秒単位の

リアルタイムで測定できること，肥満細胞やクロ

ム親和性細胞から分泌される非蛋白性分泌物を定

量できることがRHPAやCIBAにはない長所と

して挙げられる．しかし，これらの方法の指標は

分泌物特異的ではないため，異なる複数の分泌細

胞によって構成される細胞集団において分泌量を

定量するためには，あらかじめ何らかの方法で分

泌細胞を同定する必要がある．

RHPAは，抗原抗体反応による，補体を介す

る赤血球の溶血に基づく［4］．その操作は以下の

通りである．

①単一分散細胞とprotein A結合赤血球の混合懸

濁液を小チャンバーに入れて1時間程度インキ

ュベーションすることによって1層の細胞層を
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形成する．

②これらの細胞を，分泌蛋白分子に対する抗体お

よび分泌刺激を含む培養液でインキュベーショ

ンする．この間，分泌物が，protein Aを介し

て赤血球上に結合した抗体と反応する．

③次に補体を含む培養液とともにインキュベーシ

ョンすることによって，分泌細胞周囲の，抗原

抗体反応物が結合した赤血球が溶血を起こし，

分泌細胞を中心に溶血斑が形成される．

このRHPAでは，顕微鏡下に溶血斑の面積を

測定することによって分泌量を推定し，同時に全

細胞中の溶血斑形成細胞の割合も求める．例えば

促進性分泌刺激が働いた場合，溶血斑の平均面積

あるいは溶血斑形成細胞の割合，あるいはこの両

者が増加する．このRHPAの長所としては，分

泌細胞の割合を容易に知ることができることであ

る．特に蛋白分子を産生はするが分泌はしていな

いようなsilent cellが多い場合や，下垂体前葉の

ように5種類のホルモン分泌細胞が混在するよう

な場合には分泌細胞の割合は重要な情報となる．

さらに，RHPAに使われた細胞はまだ生きてい

るので，RHPA実験終了後，RHPAによって同

定された細胞から電気活動を記録することが可能

である［5］．一方，RHPAを行うためには通常，

数十倍から200倍程度の低希釈の抗血清を使用す

る．我々の経験ではこの抗血清量は後述する
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表１．　RHPAおよびCIBAによって単一細胞レベルでの分泌量が定量
されている分泌物

RHPA

prolactin下垂体前葉細胞

growth hormone

adrenocorticotropin

luteinizing hormone

thyroid-stimulating hormone

angiotensinogen

epidermal growth factor

insulin膵β細胞
relaxin黄体細胞

parathyroid hormone上皮小体細胞

chromogranin-A

casein乳腺細胞

transferrinSeltori 細胞

albumin肝細胞

CIBA

prolactin下垂体前葉細胞

growth hormone

follicle-stimulating hormone

substance P

calcitonin

vasoactive intestinal peptide

melanocyte-stimulating hormone下垂体中葉細胞

parathyroid hormone-related protein上皮小体細胞

bone Gla-protein骨芽細胞

type I collagen

alkaline phosphatase

cyclic AMP

interleukin-2リンパ球

interleukin-1 α白血病細胞



CIBAに用いる抗血清量の数百倍に相当するもの

であり，このように多量の抗血清を使用するため

には抗血清を自作する必要がある．第2のRHPA

の問題としては，分泌量を同じ細胞から繰り返し

定量することが困難であることが挙げられる．

Frawleyら［6］は，RHPAを同じ細胞に対して

2回連続して適用し，成長ホルモンおよびプロラ

クチンの両者を分泌する細胞（somatomam-

motroph）を同定することに成功しているが，こ

のホルモン分泌の繰り返し測定も定性的なものに

留まっている．

CIBAは1987年KendallとHymer［7］によっ

て開発された測定方法であり，その特徴は，高い

蛋白結合能力を持ち，機械的に強固で，細胞に対

して毒性を持たない，polyvinylidene difluoride

製転写膜を使うことである．分散細胞をこの転写

膜の上に蒔くと，分泌された蛋白分子が転写膜に

吸着され，この吸着された分泌物を免疫染色によ

って高感度に検出する（図1）．転写膜上に現わ

れた顕微鏡的染色産物であるblotは画像解析シ

ステムを用いて解析し，そのblotの面積と平均

濃淡レベルから単一細胞からの分泌物の量を定量

する．この定量性と，少量の抗血清しか必要とし

ないことがCIBAがRHPAより優る点としてあ

げることができる．一方，CIBAの短所としては，

（1）蛋白結合性転写膜を使用しているために蛋白

性の分泌刺激因子が吸着されること，（2）単一細

胞にまで分散を心がけても一部複数個の細胞によ

る細胞塊の混入が避けられず，この細胞塊の同定

が困難であること，（3）全細胞中の分泌細胞の割

合が容易に知ることができないことが挙げられ

る．我々はこの方法をいろいろな実験目的に応じ

て改良したものを使用している［8］．具体的方法

は引用文献［9］に詳細に述べられている．

chamber CIBA

KendallとHymerによって開発されたCIBAで

は，湿潤化していない転写膜に細胞懸濁液をただ
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図1．CIBAの原理．転写膜上にある分泌細胞から分泌された蛋白性ホルモンは転写膜に結合する．転写膜
にはまだ蛋白結合部位が残っているので，これをBSAでブロックしてから，免疫細胞化学法によって転
写膜結合ホルモンを染色する．文献8より引用．



滴下していたので，懸濁液が球状化し，細胞が実

際に転写膜上に付着するまでの時間に細胞間に大

きな変動があった．この欠点を改善したのが，湿

潤化転写膜上に大小3枚のカバーガラスを使って

作成したインキュベーションチャンバーを使う

chamber CIBAである（図2）［10］．この方法に

よって単一細胞からの分泌量を正確に定量するこ

とができる．以下に，下垂体前葉細胞からのプロ

ラクチン分泌を測定する方法を示す．

【細胞分散】完全に単一細胞にまで分散すること

が必要であるが，逆に完全な分散を行うとしばし

ば細胞が障害を受けることがあるので，細胞分散

方法の選択には注意を要する．下垂体前葉の場合，

トリプシンとEDTAを併用する，Hopkins と

Farquhar［11］の方法が適している．この方法

は非常に高濃度のトリプシンを短時間作用させる

こと，分散直前まで組織片の形を保ちながら，遠

心を行わずに素早く溶液を交換することが特徴で

ある．

①摘出ラット下垂体前葉組織をかみそりの刃で細

切する．

②組織片を0.5％ trypsin（250U/ml protein，

Worthington Biochemical）in DMEM contain-

ing 0.3％BSAで37度20分間インキュベーショ

ン．

③0.004％DNaseで1分間インキュベーション．

④0.1％trypsin inhibitorで10分間インキュベー

ション．

⑤2 mM EDTA in Ca2+- and Mg2+-free Hanks’bal-

anced salt solution containing 0.3％BSAで5分

間インキュベーション．

⑥1 mM EDTAで20分間インキュベーション．

⑦先端を丸くしたパスツールピペットで単一細胞

になるまで，約10分間分散．

【インキュベーションチャンバー作製】

①5.2× 2.2cmの大きさに切断したpolyvinyli-

dene difluoride転写膜（Immobilon, Millipore）

をメタノールに20秒間浸けて湿潤化した後，

20 mM HEPES含有Earle’s balanced salt solu-

tionで60分間洗う．

②この転写膜を撥水面（グリッドが見られる面）

を上にしてスライドガラスの上に置く．これが

チャンバーの床になる．

③小カバーガラス（18×24mm，厚さ0.14mm）

2枚を約20mm離して転写膜の上に置く．

④大カバーガラス（60×24mm）を小カバーガ

ラスの上に置く．これがチャンバーの天井にな

る．この結果，面積約360mm2，高さ0.15mm，

容積約54μlのインキュベーションチャンバー

が作成される．

【インキュベーション】

①6×105 cells/mlの細胞懸濁液を100μl，毛細

管現象を利用してインキュベーションチャンバ

ーに流し込む．

②乾燥を防ぐために水を張ったプラスチックボッ

クスの中にこのチャンバーをいれ，さらにこの

ボックスをCO2インキュベーターに入れて適当

時間インキュベーションする．

③定量用スタンダードとして，1枚の転写膜上に

各種濃度のプロラクチン標準液（0-500 pg in

50 nl TBS containing 0.8％Tween-20）を1μl

マイクロシリンジ（MS-01, Itoh Manufactory）

とプラスチック毛細管（203G, Drummond Sci-

entific）を使ってスポットし，細胞と同様にイ

ンキュベートする．

④インキュベーション後，大型シャーレに満たし

たPBS液中でスライドガラスを軽く揺りなが
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図2．chamber CIBAに使われるインキュベーション
チャンバー．床は転写膜，天井は大型カバーガラ
スによってチャンバーが構成される．文献10より
引用．



らカバーガラスを除去する．

⑤転写膜を10％BSA in PBSに浸けた後，チャン

バーの床に相当する転写膜の部分をハサミで切

り取り，転写膜の4辺に小さな切り込みを入れ

て番号をふる．

【免疫染色】ビオチン化2次抗体とstreptavidin-

alkaline phosphatase conjugateの組み合わせに

よって高感度にプロラクチンを検出する．免疫染

色のバックグランドを抑えるために，抗体は

10％normal donkey serum in solution containing

500 mM NaCl，50 mM Tris，0.5％Tween-20，

1％BSA，and 0.05％NaN3（Solution A）で希釈

する．反応は全ての転写膜を一つのシャーレに入

れて，室温でshakingしながら行う．各反応後は，

TBS containing 0.1％Tween-20で20分間洗う．

分泌量が多い場合や分解されにくい物質の場合

は，①から④までの蛋白固定操作は省略すること

ができる．

①転写膜を10％BSA in PBSで20分間インキュ

ベーション．

②0.1 M phosphate bufferで3分間，3回洗う．

③4％paraformaldehyde in 0.1 M phosphate

bufferで10分間転写膜を固定する．

④TBSで10分間，3回洗う．

⑤10％BSA in TBSで2時間，転写膜の蛋白未結

合部位をブロッキングする．

⑥Solution Aで30分間インキュベーション．

⑦rabbit anti-rat prolactin（NIDDK IC-4, 1 :

60,000）in Solution Aで一晩インキュベーショ

ン．

⑧biotinylated anti-rabbit IgG（Amersham, 1 :

500）in Solution Aで40分間インキュベーショ

ン．

⑨streptavidin-alkaline phosphatase conjugate

（Amersham, 1 : 3,000）in Solution Aで40分間

インキュベーション．

⑩酵 素 基 質 で あ る nitro-blue tetrazolium

（0.4 mg/ml, BRL），5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate（0.2 mg/ml, BRL）in diethanolamine

buffer containing 5 mM MgCl2 and 0.24 mg/ml

levamisolで3-5分間インキュベーション．

⑪転写膜を蒸留水で水洗後，乾燥．

【画像解析】顕微鏡の光源の明るさは不安定であ

るので，多数の染色転写膜の画像を入力する際に

は，時々補正用転写膜の画像の濃淡レベルが一定

になるように光源を調節する必要がある．我々が

CIBAを始めた1990年頃はカラービデオカメラ

（KY-M280, Victor）と画像処理システムSPICCA

（Olympus-Avionics）を使用していたが，現在は

CCDデジタルカメラ（DP50, Olympus）と

Adobe-PhotoshopやNIH Imazingの廉価な機器

によって画像解析が可能である．画像処理の手順

を以下に示す．

①白黒入力画像の濃淡を反転する．光源の強さは

背景画像の濃淡レベルが25-35になるようにす

る．

②顕微鏡およびカメラの光学系のムラによる入力

画像の明暗変化をシェーディング補正する．実

際には無染色の転写膜の画像を入力し，染色転

写膜の画像からこれを減算する．

③各濃度のプロラクチン標準液をスポットした転

写膜の画像を，①，②の操作の後，濃淡レベル

を測定する．通常，15.6-500 pg/50 nlのスタン

ダードが約75-225の濃淡レベルを示す．これ

を基にスタンダード曲線を作成する．

④計測対象のブロット画像の濃淡レベルを，③で

作成したスタンダード曲線のプロラクチン濃度

に基づいた濃淡レベルに変換する．

⑤計測対象のブロット周辺のバックグランドの平

均濃淡レベルを測定し，この平均濃淡レベルに

一定値（22-30）を加算した濃淡レベルを閾値

とする．この閾値を使ってブロットの2値化像

を作成する．

⑥この2値化像を使って，ブロットの面積を求め

る．

⑦ブロットの平均濃淡レベルから閾値を減算した

ものにブロット面積を乗算して，プロラクチン

分泌量を求める．

この方法でラット下垂体前葉のプロラクチン分

泌細胞からのプロラクチン分泌を定量すると，プ

ロラクチン分泌細胞の大部分は 0 . 4 - 0 . 9

pg/cell.hourのプロラクチンを分泌するが，最小
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分泌細胞では0.03 pg，最大分泌細胞では1.9 pg

の分泌量を示し，約60倍もの細胞間の分泌量の

違いが見られる．プロラクチンはホルモンとして

分泌されているため比較的分泌量が多いが，下垂

体で産生されている神経ペプチドsubstance Pは

分泌量も非常に少ない．このようなペプチドの分

泌もchamber CIBAで測定が可能であり，sub-

stance Pの平均分泌量は約30 fg/cell であった

［10］．この下垂体前葉におけるsubstance Pの含

量やmRNAは甲状腺摘出によって増加すること

が知られているが，甲状腺摘出によって sub-

stance Pの分泌量も増加すること，この sub-

stance P分泌の増加は細胞当りのsubstance P分

泌の増加によるものではなく，むしろsubstance

P 分泌細胞の数の増加によることが chamber

CIBAを使った実験によって明らかになった．

sequential CIBA

chamber CIBAを使うことによって単一細胞か

らの分泌量を定量することが可能になるが，同じ

細胞の分泌量を繰り返し測定することはできな

い．この目的のために考案されたのがsequential

CIBAである［12］．sequential CIBAでは分散後，

細胞をプラスチック製カバーガラスに約1週間程

培養し，カバーガラスにしっかりと付着した細胞

を準備する．この後，これらの細胞を転写膜上に

重ねた状態でインキュベートし，1回目のインキ

ュベーション終了後，新たな転写膜の上で2回目

のインキュベーションを行う（図3）．インキュ

ベーション時に使う培養液中のBSA濃度は重要

で，薄すぎると細胞がカバーガラスから剥離し，

濃すぎると分泌蛋白の転写膜への結合効率が低下

することになる．この方法を使うことによって，

例えば分泌刺激を加える前後の分泌量を定量する

ことが可能となり，ある細胞の分泌刺激に対する

反応性を決定できる（図4）．以下にsequential

CIBAの方法に関してchamber CIBAと異なる点

を述べる．

①分散した下垂体細胞を5×103 cells/mlの濃度

で2 ml，collagen-coated plastic coverslip

（10×22mm, Celltight C1, Sumitomo Bakelite

Medical）を入れた35mmディッシュに蒔き，

8-9日間DMEM containing HEPES and 10％

fetal bovine serumで培養する．

②1.8×3cmの転写膜に20μlのDMEM contain-

ing HEPES and 0.04％BSAを滴下し，さらに

細胞を培養したcoverslipを細胞が転写膜の撥

水面と接するように静かに置き，適当時間イン

キュベーションする．

③インキュベーション後，大型シャーレに満たし

たPBS液中でcoverslipを軽く揺りながら転写

膜から剥離する．

④②と③の操作を繰り返す．

⑤免疫染色後，2回のインキュベーションで得ら

れた転写膜上の，同じ細胞に由来するブロット

は，転写膜上の位置，ブロット分布パターンを

比較することによって，またGiemsa染色した

coverslipを転写膜に重ねることによって同定

する．

我々はこの方法を使って視床下部由来の抑制性

分泌刺激であるドーパミンに対するプロラクチン
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図3．sequential CIBAの概略．2回のインキュベー
ションで得られた転写膜A，Bを免疫染色，画像解
析に用いる．文献8より引用．



分泌細胞の分泌反応性を調べた［12］．その結果，

プロラクチン分泌細胞のドーパミンに対する反応

性に関して細胞間で数百倍の違いが存在するこ

と，約6％のプロラクチン分泌細胞はドーパミン

に全く反応しないことがわかった．このような分

泌刺激に対する反応性のheterogeneityは，同じ

く視床下部由来のthyrotropin-releasing hormone

（TRH）に対する反応性にも認められる［13］．

TRHの最大刺激濃度においてもTRHに全く反応

しないプロラクチン分泌細胞が約半数存在し，基

礎分泌レベルが低い細胞集団と比較して，基礎分

泌レベルが高い細胞集団にこのTRH無反応性プ

ロラクチン分泌細胞が多く含まれていた（図5）．

sandwich CIBA

複数の分泌物を共分泌する細胞（multiple se-

cretor）が存在することが知られている．事実，

下垂体前葉では成長ホルモンとプロラクチンを共

分泌する somatomammotroph が sequential

RHPAによって証明されている．このような

multiple secretorの証明は，上述したsequential

CIBAにおいて同じ細胞から得られた2枚の転写

膜を異なる抗体で免疫染色することによっても可

能であるが，我々は，このmutiple secretorを容

易に，同時に検出することが出来るCIBAを考案

した（sandwich CIBA，図 6）［14］．以下に

sandwich CIBAの方法に関してchamber CIBA

と異なる点を述べる．

①下層用の40×28mmと上層用の30×18mmの

2種類の大きさの転写膜を用意する．2枚の転
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図4．単一細胞レベルでのプロラクチン分泌に対する
TRHの効果．左側の3枚の転写膜は基礎分泌を，
右側の3枚の転写膜は0（上段），3×10－ 10（中段），
10 － 7M（下段）のTRHによる分泌を示す．3×
10 － 10および10 － 7MのTRHによって，それぞれ1
および4個の細胞からのプロラクチン分泌が増加す
る．文献13より引用．

図5．プロラクチン分泌細胞のTRHに対する反応性．
プロラクチン分泌細胞を基礎分泌量が少ない細胞
群，中程度の細胞群，多い細胞群に分類した場合
のTRHに対する反応性を示す．少量分泌細胞群は
相対的分泌量（基礎分泌量を100％としたときの
TRHによる分泌量）だけでなく（上段），絶対的
分泌量においてもTRHに著明に反応しているが
（下段），多量分泌細胞群はTRHに対してまったく
反応していない．文献13より引用．



写膜の間で細胞懸濁液が均一に展開するよう

に，使用直前にこれらの転写膜をEarle’s bal-

anced salt solution containing 0.0003％BSAに

5秒間浸す．

②下層用転写膜を撥水面を上にしてスライドガラ

スの上に置いた後，30μlの細胞懸濁液をこの

上に滴下する．次に上層用転写膜を撥水面を下

してこの懸濁液の上に数センチの高さから落と

して，細胞懸濁液を2枚の転写膜で挟む．

③インキュベーション後，2本の縫い針を接する

ように保持してスライドガラス上の転写膜を刺

すことによって，細胞の位置を同定するための

参照点として2個一組の小穴（直径45μm）を

36箇所に作る（図7）．

④上層転写膜と下層転写膜をPBS containing

10％BSA中で静かに離し，その後それぞれの

転写膜を異なる抗体で免疫染色する．

⑤染色した上層転写膜および下層転写膜の同じ参

照点の周辺のブロットを撮影する．一方の転写

膜の画像を左右逆転することによって，同じ細

胞からの分泌物のブロットは上層および下層転

写膜の画像において参照点を基準として同じ位

置に観察されることになる．

我々はこの方法を利用してsubstance Pを共分

泌する下垂体前葉内分泌細胞を調べた結果，sub-

stance Pを分泌する細胞は1種類ではなく，その

約3/4は成長ホルモン分泌細胞で，残りの1/4は

TSH分泌細胞であることことを明らかにした

（図8）［14］．

本稿で情報伝達物質の分泌の単一細胞レベルで

の解析方法を概説したが，産生の解析方法に関し

ては多くの手法が開発され，広く利用されている．

例えば，免疫組織化学法によって細胞内に貯蔵さ

れた分泌物が，あるいはin situ hybridization法

によってmRNAが解析されている．特にこの二
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図6．sandwich CIBAの概略．2枚の転写膜を同じ抗
体で免疫染色すると，ブロットは2枚の転写膜上に
鏡面像として位置する．これを撮影し，一方の転
写膜の画像を左右逆転すると（写真撮影の場合，
ネガフィルムを裏返しにして印画紙に焼く），全く
同じブロットの分布パターンが得られる．文献8よ
り引用．

図7．sandwich CIBAにおける参照点の作成方法．2
枚の転写膜に2本1組の針で36箇所に参照点を付
ける．例えば10番目の参照点は2枚の転写膜上に
鏡面像として位置する．文献14より引用．



つの方法は，本稿で述べた単一細胞レベルでの分

泌量の解析方法が細胞分散を必要としているのに

対して，組織切片標本において可能であるという

長所を持つ．また，電気生理学的実験に用いられ

た細胞を使って，その細胞が産生する物質を同定

するためにsingle cell PCR法が行われている．さ

らに，分泌物の遺伝子の転写活性をリアルタイム

に，しかも単一細胞レベルで定量する方法として，

luciferase reporter gene活性を超高感度顕微鏡で

モニターすることが報告されている［15］．この

ような単一細胞レベルでの分泌および産生の解析

が今後も大いに必要とされるであろうし，この要

求に応えるべく新しい方法が考案され，より簡便

に単一細胞レベルでの解析が可能になることが期

待される．例えば，現在，上述したluciferase re-

porter gene活性はluciferinを基質とした発光反

応を超高感度顕微鏡で観察することで検出してい

るが，luciferaseの代わりにsecreted alkaline

phosphataseをリポーターとして用いれば，分泌

されたalkaline phosphataseをCIBAで用いた転

写膜で捕捉した後，その酵素活性なり免疫活性を

測定することによって，高価な超高感度顕微鏡を

使用しなくても転写活性を単一細胞レベルで定量

することが可能になるであろう．我々の夢は，同

じような機能を持つ細胞として従来は十把一絡げ

にされていた細胞の集団の中で，それぞれの細胞

の個性を認識し，これら個性を持つ細胞と細胞の

間で交わされるcross-talkに耳を傾けることであ

る．それは単なる呟きではなく，大きなうねりを

招く叫びであるということを信じて．
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