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 細胞内塩化物イオンを測定したい

I はじめに

　細胞膜を介する塩化物イオンの輸送は、細胞の生理機能に関

係し、生物学的に重要な研究課題である。従来、細胞内の塩化

物イオン濃度の測定には同位体をトレーサーとする方法や、イ

オン選択性電極を用いる方法等
1,2)

が知られているが、応答速

度や使いやすさに問題があった。

　これらの問題を解決するため、SPQ 3-7)
や MQAE 6-9)

のような蛍光試薬を用いる方法が開発され、さまざまな細胞中

の塩化物イオン濃度の測定に利用されている。SPQ や MQAE
は塩化物イオン濃度の増加とともに蛍光強度が減少する。蛍

光強度と塩化物イオン濃度との関係は Stern-Volmer 則に従い、

次式により示される。

F0/F=1 ＋ Kq[Cl-]　
F0 : 試薬の蛍光強度　

F : Cl- 存在下の蛍光強度　

Kq : 消光係数 (mol-1)
　塩化物イオンによる SPQ や MQAE の蛍光強度の減少速度は

1 msec 以下であり、十分な応答速度である。また、塩化物イ

オンのない場合の蛍光強度は SPQ と MQAE はほぼ同じである

が、MQAEの消光係数はSPQの約1.5倍である
7) (図1)。従って、

塩化物イオンの濃度変化に対する感度は MQAE の方が優れて

いる。SPQ や MQAE の蛍光強度は、塩化物イオンだけでなく

Br-, I- や SCN-
イオンにより大きく減少する

7)
。また、クエン酸

のような有機酸によってもやや減少するが、生体内のアニオン

(NO3
-, SO4

2-, HCO3
- や PO4

3-) による影響はない
7)(表 1)。

　SPQ や MQAE は高い水溶性と膜透過性を持っているが、こ

れらの蛍光試薬を細胞内に導入する際には、細胞の種類によっ

て導入方法を工夫する必要がある。一般に、神経細胞の場合に

は、これらの蛍光試薬を含む緩衝液中で培養するだけで細胞内

に蛍光試薬が導入できる。一方、腎細胞の場合には導入が難し

く
7,10,11)

、界面活性剤や低張液ショックを用いたり、マイクロ

インジェクションにより導入する必要がある
12)
。ここでは、ラッ

ト培養海馬神経細胞への導入及び細胞内塩化物イオン濃度の

測定例について述べる
8)
。

II 試　薬

　●分別用培地 -1
　　DME 基礎培地 (pH7.4 ± 0.05)
   10 mmol TES(Code: GB18)
   10 mmol HEPES(Code: GB10)
   2 mmol L- グルタミン

   100 μg/ml  ストレプトマイシン

   100 IU/ml  ペニシリン G
   10% ウマ血清

   10%  ウシ胎児血清

 ●増殖用培地　

  DME 基礎培地 (pH7.4 ± 0.05)
   10 mmol  TES
   10 mmol HEPES
   2 mmol L- グルタミン

   100 μg/ml  ストレプトマイシン

   100 IU/ml  ペニシリン G
   10%  ウマ血清

 ●分別用培地 -2
  DME 基礎培地 (pH7.4 ± 0.05)
   10 mmol  TES
   10 mmol  HEPES
   2 mmol  L- グルタミン

   20 μmol  L-arabinoside
   100 μg/ml  ストレプトマイシン

   100 IU/ml  ペニシリン G
   10%  ウマ血清

 ●蛍光試薬導入用緩衝液

  Krebs-HEPES 緩衝液 (pH7.3 ± 0.05)
   20 mmol  HEPES
   128 mmol  NaCl
   2.5 mmol  KCl
   2.7 mmol  CaCl2
   1 mmol  MgSO4

   16 mmol  グルコース

   5 mmol  MQAE (Code: M024)

　 ●検量線作成用緩衝液
 4)
　

  Krebs-HEPES 緩衝液 (pH7.3±0.05)
   20 mmol  HEPES
   0 mmol  Na+

   135 mmol  K+

   1～135 mmol  Cl-

   135～1 mmol  NO3
-

   5 μmol  nigericin
   10 μmol  valinomycin
   10 μmol  トリブチルすず

※ 塩化物イオン濃度と硝酸イオン濃度の和を 135 mmol/l と
なるように調製する。また、ナトリウム塩は用いない。

表 1 MQAE の蛍光強度に対する陰イオンの影響

 励起波長 蛍光波長 消光係数 (M-1) 
 (nm) (nm) Cl- Br- I- SCN- citrate

MQAE 355 458 200 293 456 410 41

図 1 Stern-Volmer Plot
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 ●洗浄・測定用緩衝液

  Krebs-HEPES 緩衝液 (pH7.3±0.05)
   20 mmol  HEPES
   128 mmol  NaCl
   2.5 mmol  KCl
   2.7 mmol  CaCl2
   1 mmol  MgSO4

   16 mmol  グルコース

III 方法

1. 細胞内塩化物イオン濃度の蛍光測定法
1) ラット海馬神経細胞の取得

13)

Wistar ラットの 18 日齢の胚から Banker と Cowan の報文

に記載の方法により取得する。

2) 細胞培養

ポリ -L- リジンをコートしたカバーグラス上に細胞を播種

し、培養ディッシュのなかで分別用培地 -1 中で、4 日間培

養する (37℃、5％ 炭酸ガス)。
3) 細胞培養

増殖用培地中で 7～14 日間培養する。(37℃、5％炭酸ガス)。
培養開始 4 日目に分別用培地 -2 に変更し、24 時間培養する。

(37℃、5%炭酸ガス)。次に、増殖用培地中で培養を継続する。

4) 洗浄用緩衝液で 3 回洗浄する。

5) 蛍光試薬の細胞内への導入

蛍光試薬導入用緩衝液中で 37℃、1 時間培養する。

6) 洗浄用緩衝液で 5 回以上洗浄する。

7) 蛍光測定

32℃の測定用培地にて蛍光顕微鏡 ( 励起波長 360 nm、蛍光

波長 510 nm) により蛍光測定を行う。

8) 蛍光測定／刺激物質

例：終濃度 0.3 mmol/l ethacrynic acid 添加。

32℃の測定用培地中にて蛍光顕微鏡 ( 励起波長 360 
nm、蛍光波長 510 nm) により蛍光測定を行う。

2. 検量線の作成と細胞内の塩化物イオンの濃度の定量
1) 1．の 1)～7) までと同様の処理を行う。

2) 蛍光測定

種々の塩化物イオンを含む検量線作成用培地を調製し、1．
の 6) で洗浄した細胞に添加する。32℃にて蛍光顕微鏡 ( 励
起波長 360 nm、蛍光波長 510 nm) で蛍光測定を行う。

3) 検量線 ( 図 2)
1．の 7) の蛍光強度に対する種々の塩化物イオンを含む検

量線作成用培地
※
中の蛍光強度の比と塩化物イオン濃度を

プロットする。この検量線から 32℃における細胞内の塩化

物イオン濃度を求める。

※ 検量線作成用緩衝液中の nigericin、valinomycin により細

胞内へ強制的に CI イオンを取り込ませる。
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図 2　 Cl- 濃度による MQAE の蛍光強度の変化
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