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細胞の生死判定は、死細胞のみが試薬（色素）によって染色される原理を用いた色素排除法により行われます(図１)。
一般に使われる合成色素に代わり、天然食用色素のベニコウジ色素とムラサキイモ色素を単細胞緑藻ユーグレナ・
グラシリス（ミドリムシ）に適用した結果、従来の侵襲的な合成色素に比べ、同程度の高感度で短時間な染色と、より高い
耐薬品性が確認されました(図2)。長期モニタリングの結果、生育抑制や死細胞の増加が起こらないことも確認できました
（ムラサキイモ色素は要グルコース添加）。

研究の概要

： 特願2018-241789 「細胞の生死判定方法及び細胞の生死判別用キット」
： K. Yamashita, et al. “Noninvasive and safe cell viability assay for Euglena gracilis using natural food pigment,” PeerJ, vol. 7, p. e6636, Apr. 2019. 
： 薬学部樋上賀一教授・田川亮真助教との学内共同研究（天然食用色素を用いた乳がん細胞の生死判定法）に基づく成果。
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研究の目的
非侵襲な生死判定法は、再生医療、遺伝子工学、単一細胞分析、微生物培養など細胞への負荷が懸念される研究、
産業分野で必要とされています。安価かつ取扱いが容易で、ヒトや環境にやさしい判定法は、食品分野や一般家庭の
衛生管理のような、高い安全性が求められる環境でも利用が期待されます。

・非侵襲な生死判定法 ： 生育抑制や死細胞の増加なし
・低コスト ： 合成色素トリパンブルーの1/10 価格（1円/1mL）
・高感度検出 ： 合成色素トリパンブルー、メチレンブルーと同等
　　　　　　  （明視野顕微鏡判別可能：倍率100倍） 　
・短時間検出 ： 3分以内
・耐薬品性 ： 0.2％塩化ベンザルコニウム溶液中で従来色素よりも安定した染着性
・長期の生死判定モニタリング ： 3日間
・高汎用性 ： ユーグレナ、ヒト乳がん細胞、原生動物ゾウリムシ
                 単細胞緑藻クラミドモナスで確認
・選択的染色 ： ベニコウジ色素はタンパク質への染着性が特に高く、含有率の高い
                    細胞を選択的に染色可能

従来・競合との比較

・色素排除法に基づく生死判定試験全般
・非侵襲な生死判定 ： 再生医療、遺伝子工学など
・長期の生死判定 ： 密閉、嫌気環境での培養
・微生物検出 ： 衛生管理（高い安全性を要する食品加工現場、食堂、一般家庭など）
・細胞標識 ： セルカウンター

想定される用途

・生物種ごとの最適条件の探索 ： 色素濃度、pH調整、添加剤
・単離した各色素ごとの染着性評価

実用化に向けた課題

・生死判定試薬として天然食用色素を使用（ベニコウジ色素、ムラサキイモ色素）
・安全で安価（生育抑制なし、トリパンブルーの1/10 価格）
・長期の生死判定可能、耐薬品性、高汎用性（ユーグレナ、ヒト乳がん細胞、ゾウリムシ、ヒト赤血球で確認）
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図1　色素排除法の概念図(ユーグレナ)

図2　ユーグレナ生育曲線（グルコース添加）


