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研究成果の概要（和文）：本研究では、少数細胞からの解析技術が確立しつつある背景をふまえ、高精度な位置
情報に基づいて細胞1つ1つを操作・計測・分離する技術の確立を目指した。そこで、2 本の微小な針を箸のよう
に器用に扱い細胞の操作が可能な2本指マイクロハンドと局所化学環境の精密制御を可能とする高機能なナノピ
ペットと組み合わせることにより、1細胞-少数細胞「その場」直接操作・計測・分離システムを開発した。さら
に、本システムを用いて細菌べん毛モータや動物細胞を対象とした実証実験を行い、要求精度を満たすシステム
であることを確認し、生命現象の未解決問題に資する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In recent years, techniques for analysis from minority cells have been 
established. In this study, we aimed to establish a technique to manipulate, measure, and separate 
individual cells based on high-precision positional information for the purpose of application to 
analysis from minority cells. Therefore, we developed an in-situ direct manipulation, measurement, 
and separation system for single and minority cells by combining a two-fingered microhand that can 
handle two end-effectors dexterously and a highly functional nanopipette that can precisely control 
the local chemical environment. In addition, we have conducted experiments using this system on 
bacterial flagellar motors and animal cells, and confirmed that the system satisfies the required 
accuracy and contributes to solving unsolved problems of biological phenomena.

研究分野：マイクロ・ナノシステム工学

キーワード： ナノ・マイクロメカトロニクス　マイクロ・ナノデバイス　べん毛モータ　微生物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したシステムはこれまでにない高速な動作と精密な作業を実現している。これは、微小領域での計
測と制御に関わるマイクロロボティクスの基盤技術として価値があり、大きな意義を持つ。また、生体組織内の
少数細胞をその場で直接操作（刺激）・計測・分離することを可能とする本技術は、細胞解析の汎用的なツール
としての価値も高く、バイオ医療分野の発展に寄与する点においても意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
細胞の集団は一見すると同じ細胞の集まりに見えるが、実際には均一なものではなく、タンパ
ク質の発現や、代謝物の量など内部の状態は異なる。単細胞生物でさえも、同一環境下で個々の
細胞の内部状態はゆらぎを持っており、細胞は個性を持っているとも言える。このような、細胞
集団の平均値としてみると埋もれてしまう細胞の特性を明らかにするために、１細胞レベルで
このような生体が持つ情報を解析する研究が進められている。次世代シークエンサーを用いた
DNA 解析等ブレイクスルーとなる技術の革新によって、1細胞のゲノム、エピゲノム、トランス
クリプトーム、プロテオーム、メタボローム等の各種オミクスの網羅的な解析がすすめられ、１
細胞〜少数細胞からの解析技術が確立しつつある。このような背景の中、高精度な位置情報・形
態情報に基づいて細胞 1つ 1つを操作（刺激）・計測・分離する技術の確立、つまり、解析する
べき１細胞をいかに操り・単離するかも重要な課題となっていた。これらの課題を解決するため
には、ロボティクスに基づいた高度な統合システムと実証実験に基づくシステム改善が必要で
あり、新たなシステムの開発が期待されていた。 
一方、我々は二本指マイクロハンドの機能拡張に関連した研究を行ってきた。この 2本指マイ
クロハンドは、アクチュエータとして積層型圧電素子を搭載し、各モジュールをパラレルリンク
機構によって構築することで、1 µm を越えるエンドエフェクタ位置決め精度、微小対象物の把
持、回転、移動、解放といった箸で物体を扱うような柔軟な操作を実現している。さらに、この
2 本指マイクロハンドのエンドエフェクタに微小力センサを搭載することで細胞の剛性計測も
可能である。実際の計測においては、2本指マイクロハンドを用いて細胞の把持を行い、エンド
エフェクタを細胞に押し込んでいく過程での細胞からの反力を記録し、得られたフォースカー
ブを元に細胞の剛性を評価する。本システムを用いて細胞がウィルスに感染していく過程での
細胞の剛性変化の検出にも成功している。 
さらに、我々は電気浸透現象を利用したピペットからの溶液噴出(電気浸透流)を利用すること
で、マイクロ・ナノピペットから微小な容量の溶液を噴出させることに成功し、ピペットを用い
てべん毛モータ回転のエネルギー源供給を局所的に変化(化学的刺激を変化)させることで細菌
べん毛モータの回転速度を変えることに成功した。べん毛モータとは細菌が水中を遊泳する時に
使用するナノサイズモータであり、イオンを駆動力としている。この実験では、一方のピペット
から駆動源であるイオンを噴出し、もう一方のピペットからイオンを含まない溶液を噴出するこ
とで、局所の化学物質濃度の制御を実現している。この手法により、これまでに不可能であった
局所化学環境の動的な変化に対する応答特性の計測・操作が可能となりつつあった。 
そこで、高い位置決め精度による細胞操作・力刺激・計測が可能な 2本指マイクロハンドを基
盤として発展させ、局所化学環境精密制御を可能とするこれまでにない高機能なエンドエフェク
タと組み合わせることにより、生体の 1細胞〜少数細胞をその場で直接操作（刺激）・計測・分
離可能な自動化されたロボットシステムの構築を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、1細胞〜少数細胞からの解析技術が確立しつつある背景をふまえ、高精度な位置
情報に基づいて細胞 1つ 1つを操作・計測・分離する技術の確立を目指す。特に、2本のエンド
エフェクタを箸のように器用に扱い細胞の剛性計測も可能な特徴的な 2 本指マイクロハンドを
基盤とし、局所化学環境の精密制御を可能とする高機能なエンドエフェクタと組み合わせるこ
とにより、1細胞〜少数細胞「その場」直接操作・計測・分離システムを創出する。さらに、本
システムを用いて、細菌べん毛モータを対象とした実証実験を行い、要求精度を満たすシステム
を構築すると同時に、生命現象の未解決問題に資する。 
具体的には、局所化学環境精密制御を可能とするエンドエフェクタを 2 本指マイクロハンド
に統合し、生体の 1細胞〜少数細胞をその場で直接操作（刺激）・計測・分離可能な自動化され
たロボットシステムの構築を行う。予備実験で顕在化した問題点として以下が挙げられる。(i) 
マイクロハンド：１細胞の特定部位をターゲットとするためにはサブµmオーダの位置決めが必
要となる。(ii) 局所化学刺激：両ピペットから噴出しているため、化学物質が少量ずつ液中に
拡散してしまい、１細胞のみをターゲットとするためには効果範囲の微小化が必要となる。また、
単一の化学物質による刺激にしか対応出来ず、複数同時刺激には未対応である。(iii) 計測・制
御システム：噴出操作が手動のため刺激が低時間分解能であり、オフラインで計測を解析するた
めフィードバック制御を行うことが不可能である。これら問題点を解決するため、並列設置可能
かつ高精度・高速に作用可能な小型・高剛性を実現するマイクロハンドを設計・試作し，リアル
タイム計測に基づくフィードバック制御により、ミリ秒単位での対象物の変化に対応したミリ
秒単位での刺激の切り替えを実現した新規システムを構築する。化学物質の拡散は、噴出ピペッ
トに対応した吸引ピペットにより吸引を行わせることで抑え、並列化によりマルチチャンネル
化も行う。また、力学刺激・計測とも統合することでこれまでにない複合刺激・計測も実現する。
以上により、1細胞〜少数細胞「その場」直接操作（刺激）・計測・分離システムを創出する。さ
らに構築したシステムを用いて細菌べん毛モータを対象として実証実験を行い、要求精度を満
たすシステムを構築すると同時に、生命現象の未解決問題に資する。 



 
 
３．研究の方法 
 
システム用件を満たす新型マイクロハンドの構築： 
(i)  並列設置可能かつ高精度・高速に作用可能な小型・高剛性マイクロハンドの試作 
微視的な環境下では僅かな振動や構造の緩みがマニピュレーションに大きな影響を与える。
そのため、制御周波数で共振しない構造とする必要がある。また、現行のハンドは単体で高い自
由度を得るためにサイズが大きくなっているため、設置自由度が低く、複数台設置することが困
難である。これらの問題を解決するため、高精度・高速に作用可能な小型・高剛性を実現するマ
イクロハンドを設計・試作する。ハンドの設計指針としては、自由度を減らすことで小型化を図
り、現行からサイズダウンを行い並列設置可能な大きさにする。また、ハンドをステンレスのフ
レームで覆い、駆動にピエゾアクチュエータを採用することで高い剛性を確保する。ピエゾアク
チュエータは、強い発生力、高速駆動だが、変位が極小（数µm）である点がマイクロハンドの駆
動に最適であり、これらをパラレルリンク型に配置することで高い位置決め精度を得る。 
(ii)  マイクロハンド支援用自動ステージの構築 
小型化のために減らした自由度はステージと組み合わせることで補償する。対象へのアプロ
ーチは mm オーダでの動作が可能な粗動ステージと µm オーダでの動作を行う微動ステージを組
み合わせることで達成する。また、マイクロハンドで対象を操作する際、マイクロハンドは作業
環境に固定されているため、アプローチする方向が制限されてしまう。そこで、方向の制限を解
消するために、対象物をその場で回転可能な自動回転ステージを構築する。 
 
「細胞解析用リアルタイム局所化学刺激システム」の構築: 
(iii)  電気制御型マイクロ・ナノピペットシステムの構築 
高時間分解能での噴出制御を実現するため、制御用 PC のプログラム上からマイクロ・ナノピ
ペットの操作を行う系を構築する。多チャンネル出力を持つ DA 変換ボードを用いて、ナノピペ
ットとチャンバー底面の ITO(透明電極）基盤との間に電圧を印可し、電気浸透流によるナノピ
ペット内の溶液の噴出を行う。噴出の確認実験には蛍光試薬を用い、蛍光顕微鏡で観察すること
で噴出を確認・評価する。 
(iv)  空気圧による吸引用ピペットを組み合わせた局所化学刺激システムの構築 
 局所刺激性を高める目的で、一方のピペットから電気浸透流で噴出させ、もう一方のピペット
から空気圧による吸入を行うシステムの構築を行う。局所刺激性の評価には蛍光試薬を用い、そ
の拡散の様子を蛍光顕微鏡で観察する。２本のピペット間の距離、噴出量、吸入量を変化させて
観察を行い、各パラメータと刺激範囲の変化との関係を明らかにする。 
(v)  噴出量定量化とフィードバックによる濃度制御 
 任意の濃度での噴出・制御を実現するため、高速で画像取得可能な蛍光観察用高速カメラと蛍
光顕微鏡を用いて噴出量の定量化を行う。噴出する蛍光強度を計測し，濃度既知の蛍光強度と比
較することで定量化を行う。次に、カメラによる蛍光強度計測に基づいてピペットの噴出量をコ
ントロールするフィードバック制御と組み合わせることで、任意の動的な濃度変化による刺激
を実現する。 
(vi)  マルチチャンネル局所化学刺激システムの構築 
 複数の化学物質による刺激を実現するため、ナノピペットの並列化を試みる。電気生理用の多
チャンネルキャピラリを用いてそれぞれのチャンネルを独立して制御することで隣接した複数
の噴出口からの異なる化学物質の噴出を試みる。 
(vii)  マルチチャンネル局所化学刺激システムの応用 
 対象を刺激する化学物質、剥離する化学物質、吸引用チャンネルを組み合わせることで刺激を
行った後に剥離し、吸引により回収が行えるかを確認する。具体的には、トリプシンを含む溶液
を局所に噴出・吸引することによって、生体組織の局所的な少数細胞の回収を行い評価する。 
 
「その場」計測・刺激・分離システムを用いたべん毛モータの解析: 
べん毛モータは天然の高効率ナノモータであり、生物模倣の観点からも興味深いが、その回転
機構は未だ不明である。動的な回転エネルギー入力の変化に対するべん毛モータの追従特性を
調べることで、べん毛モータのシステム同定を試みる。 
(viii)  高速カメラを用いたべん毛モータ回転観察実験 
べん毛モータは天然の高効率ナノモータであり、生物模倣の観点からも興味深いが、その回転
機構は未だ不明である。そこで、高速で画像取得可能なカメラを計測用カメラとして顕微鏡に設
置し高速回転するモータの回転速度の計測を行う。モータの回転計測にはテザードセル法と呼
ばれるべん毛を固定し、菌体の回転で回転速度を計測する方法を用い、対象物の輝度を高めるこ
とで、高速画像取得を実現する。回転速度は菌体の重心位置を追跡し、円軌道にフィッティング
することで算出するリアルタイムべん毛モータ回転観察用プログラムを作成し、これを用いて
計測する。 
(ix)  べん毛モータの解析・実証 
 上記の回転計測をピペット操作と統合し、回転計測情報を基にピペットの操作を出力する画



像フィードバック型の回転速度制御システムを構築する。構築したシステムの実証実験として、
Na+駆動型モータをもつ変異型大腸菌を使用し、外界の Na+濃度を操作することで指定した速度
でべん毛モータを回転させる回転制御実験を行う。このべん毛モータの回転制御実験において
は、ミリ秒単位でのフィードバックを実現し、高時間分解能での運動制御の実現を試みる。次に、
外界の Na+濃度を動的に変化させ、べん毛モータの追従特性を調べることで、べん毛モータのシ
ステム同定を試みる。 
 
 
４．研究成果 
 
システム用件を満たす新型マイクロハンドの構築： 
ステンレスのフレームで覆いフレームで剛性を強化し、駆動にピエゾアクチュエータを採用
した高精度・高速に駆動可能な小型かつ高剛性のマイクロハンドを試作し、その動作確認を行な
った。その結果、新たに設計したマイクロハンドはエンドエフェクタの動作を任意軌道で生成可
能かつ数百 Hz で高速動作できることが確認された。また、対象物をその場で回転可能な自動回
転ステージを構築し、対象物を任意の位置、向きで操作可能であることを確認した。さらに、高
速駆動可能な特徴を生かし、エンドエフェクタの振動を利用した対象物のリリース手法を提案
し、自動高速マニピュレーションを実現した。 
 
「細胞解析用リアルタイム局所化学刺激システム」の構築: 
空気圧による吸入と即応答性の高い電気浸透流による噴出を組み合わせ、局所性を高めたナ
ノピペットを用いた細胞解析用リアルタイム局所化学刺激システムの構築に取り組み、電気制
御型マイクロ・ナノピペットシステムを構築し、空気圧による吸引用ピペットを組み合わせた局
所化学刺激システムを構築した。構築したシステムは蛍光溶液の噴出により評価を行なった。高
感度カメラを用いて噴出する蛍光強度から噴出量を定量化し、フィードバックによる濃度制御
を行うことで、任意の濃度での噴出・制御を試み、実現可能であることを確認した。さらに、複
数の化学物質による刺激を実現するため、ナノピペットの並列化を試み、マルチチャンネル局所
化学刺激システムを構築した。具体的にはマルチバレル型のキャピラリーから作成したマルチ
チャンネルピペットを用い、マルチチャネル局所化学刺激システムを実現した。本システムによ
り、複数の化学物質を対象に噴出が可能となった。この構築したシステムの応用にも取り組み、
接着細胞（マウス線維芽細胞）の局所に対して細胞剥離に用いる酵素であるトリプシンを噴出し、
少数細胞の剥離、吸引による回収が可能であることを確認した。さらに、システムを拡張し、2
本指マイクロハンドに搭載することで、組織片などの 3次元的な細胞集団への刺激を可能とし、
その有用性を確認した。 
 
「その場」計測・刺激・分離システムを用いたべん毛モータの解析: 
天然の高効率ナノモータであるべん毛モータを対象として、構築したシステムを用いたべん
毛モータの回転速度制御実験を行った。回転計測と溶液を微少量噴出可能なピペット操作とを
統合し、回転計測情報を基にピペットの操作を出力するフィードバック型の回転速度制御シス
テムの構築を行い、システムが良好に動作することを確認した。具体的には、構築したシステム
の実証実験として、Na+駆動型モータをもつ変異型大腸菌を使用し、外界の Na+濃度を操作するこ
とで指定した速度でべん毛モータを回転させる回転制御実験に成功した。さらに、べん毛モータ
の動的環境変化に対する出力の変化の解析を行うため、局所化学刺激によって外界の Na+濃度を
変化させ、モータの特性の評価を行なった。その結果、今回の実験条件ではモータ応答性が非常
に速く、現行のモデルを裏付ける結果が得られた。 
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