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研究成果の概要（和文）： 

細胞を用いた薬剤効果評価法として，触診による細胞粘弾性力分離計測技術を確立した．本手
法は，光圧力を用いてマイクロプローブを振動操作し，細胞に対して触診する．本手法では，
微弱な光圧力をバネ力として用い，表面効果である粘性抵抗が支配的に働く．これらの２つの
作用により粘性力を顕在化することで，細胞の粘性力と弾性力の分離計測が可能である．細胞
触診による粘弾性力分離計測モデルを構築し，より高精度な計測を行うための粒子直径計測手
法を確立した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
We research the separation measurement technology of viscous force and elastic force for 
evaluate the effects of medicine to single living cells. This method palpates the cell 
surface with vibrated micro-sphere by light pressure. Because this method used light 
pressure which is low as elastic force and the surface effect is the dominant factor of 
dynamics of micro objects, rather than the volume effect, we think that viscous force 
which is very little force is obtained, and separation viscous force and elastic force. 
We constructed the model of separative cell-palpation method, and the measurement of the 
particle diameter to secure the high accuracy. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞を用いた薬剤効果評価法として，触診
による細胞粘弾性力分離計測技術の確立を
目指している．本手法は，光圧力を用いてマ
イクロプローブを振動操作し，細胞に対して
触診する．従来のカンチレバーを用いた手法
では，バネ力である弾性力が極めて大きく，
微弱な粘性力を計測することが困難である．
しかし本手法では，微弱な光圧力をバネ力と
して用いることでバネ定数を 2桁ほど小さく
することが出来る．さらに，マイクロプロー
ブは，表面効果である粘性抵抗が支配的に働
くことが知られており，これらの２つの作用
により粘性力を顕在化することで，細胞の粘
性力と弾性力の分離計測が可能である．  
 
２．研究の目的 

細胞を用いた薬剤効果評価法として，触診
による細胞粘弾性力分離計測技術の確立を
目指している． 
 近年，細胞の硬さ変化から薬剤効果の検証
が行われている．硬さ計測には，原子間力顕
微鏡 AFM (Atomic Force Microscope) のカン
チレバーを用いた触診による粘弾性力計測
手法が用いられる．しかし，粘性力に対する
感度が低く，粘性力と弾性力の分離計測が困
難であり，多方向からの計測が難しいことや，
約 10μmの細胞への位置決め操作も課題であ
る． 

そこで，光圧力を用いてマイクロプローブ
を振動操作し，細胞触診する細胞粘弾性力分
離計測技術を提案する．カンチレバーでは，
バネ力である弾性力が極めて大きく，微弱な
粘性力の計測することができない．しかし本
手法では，微弱な光圧力をバネ力として用い
ることでバネ定数を 2桁ほど小さくなる．さ
らに，マイクロプローブは極めて小さく，表
面効果である粘性抵抗が支配的に働くこと
が知られており，これらの作用により粘性力
を顕在化することで，細胞の粘性力と弾性力
の分離計測が可能であると考える． 

まず，プローブと溶液，プローブと細胞間
の流体特性を考慮したバネ質量ダッシュポ
ットモデルを構築し，解析的に細胞の粘性力
と弾性力の分離計測が可能であることを示
す．ここで，細胞の硬さを計測する為には，
プローブと溶液の相互作用，特に粘性係数を
事前に明確にする必要がある．そこで次に，
構築した力学モデルに基づいた粘性係数計
測技術を提案し，プローブと溶液の相互作用
である粘性係数を計測した結果について示
す．また，粘性計測技術は，他分野において
も応用展開可能である．現在は MEMS（Micro 

Electro Mechanical System）分野における
μ-TAS（Total Analysis Systems）の設計指
標や構造粘性などの流体特性計測への適用
も検討している． 
 

３．研究の方法 
細胞とプローブ，培養液とプローブの 2つ

の相互作用を考慮した細胞触診のためのバ
ネ質量ダッシュポットモデルを構築した．図
１に細胞触診技術のイメージ図を示す．図２
に細胞触診モデルを示す．ここで，光圧力に
よる求心力を強制変位として与えたバネと
し，培養液による粘性抵抗をダッシュポット
とした．さらに細胞パラメータでは，細胞骨
格に起因する弾性力をバネとして，細胞内液
や細胞膜近傍の成分による粘性抵抗をダッ
シュポットとして置いた．これまでに，触診
モデル上部のプローブと溶液の相互作用部
について検証し，粘性係数計測手法として報
告してきた．そして，式(B)よりプローブと
溶液の相互作用である粘性係数を計測可能
であることを示してきた．ここで，μは溶液
の粘性係数，k は光圧力による求心力，a は
励起振幅，X は振動振幅，D は粒子径，ωは
角振動数である．そして，溶液による粘性項
c は，細胞触診時に必要となるパラメータで
あり，式(A)により表される． 
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次に，細胞に対して触診した際のプローブ

の運動方程式を式(1)に示す．ここで，プロ
ーブとして微小粒子を用いた．これにより，
細胞によるバネ定数 k2と粘性項 c2を以下の
式(2)，(3)として表すことが出来る． 
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…(1) 
ここで，x2 は粒子振幅，X2 は細胞の応答

振幅，k2 は細胞の弾性係数，c2 は細胞の粘
性係数である．さらに，c は培養液により粒
子に作用する粘性項である．この式(1)より
細胞のバネ係数 k2 と粘性係数 c2 は，計測さ
れた細胞の応答振幅 X2.，応答周波数Ω，事
前に計測したプローブと培養液の相互作用
から式(2)，(3) にそれぞれ分離することが
出来る． 
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図１ 細胞触診による薬剤効果解析のイメ
ージ図 
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図２ 細胞触診における粒子振動イメージ
と力学モデル 

 
 
４．研究成果 
４．１ 粘性係数計測実験と温度変化による

影響 
粒子振幅をより高精度に計測する為に，光

源に Ar レーザを用いた反射型暗視野光学系
とし，粒子のレンズ効果により生じる輝点像
を観察する．これにより，図３に示すように
粒子を輝点像として可視化できる．さらに，
数値計算により輝度重心位置を導くことで，
より高精度な計測を可能とした． 

図４上部に粘性係数計測実験を行った結
果を示す．試料には，質量パーセント濃度を
0％から 50％まで 5％ずつ変化させたグリセ
リン水溶液を用いた．そして，粒子には，直
径 10μm のホウ珪酸ガラス球を用いた．ここ
で，横軸は質量パーセント濃度，縦軸は粘性
係数である．計測結果から，大きなばらつき
が確認出来る．ここで，一般的に粘性係数は，
温度の影響を強く受けるパラメータである

ことから，これらのばらつきを温度の幅に換
算すると，約 5℃から 25℃の範囲に含まれて
いることとなる． 

可視化

光学倍率 : (20倍) (1 倍)00

10μm 2μm

 

図３ 粒子の明視野観察像と計測用暗視野観
察像 
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図４ 温度影響除去による粘性係数計測精度
の向上 

 
そこで，これらばらつきの要因を温度であ

ると仮定し，恒温装置を用いて温度制御を行
うことにした．使用する恒温装置の温度制御
精度は±0.1℃である．温度制御を行い，再
度粘性係数計測を行った結果を図４下部に
示す．本グラフにおいて，提案手法による計
測値をデータ点付実線で示す．そして，25℃
における理論値を点線，従来計測装置による
計測値を実線で示す．これより，提案手法に
よる計測精度が理論値に対して 10％以下で
計測できた．これは，従来手法と同等の計測
精度である． 
 
４．２ レンズ効果の非線形利用した粒子径

計測原理 



現在，我々は粒子径計測手法として図５に
示すような 2 種類の方式を考えている．1 つ
は反射型方式であり，もう一つは透過型の方
式である．それぞれについて説明する． 
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（１） 反射型計測方式 
図５に示す反射型計測手法について述べ

る．本方式は，粒子径を高精度に計測するこ
とができ，さらに細胞触診と同時計測が可能
である．しかし，カバーガラスからの反射光
に比べ，粒子からの反射光量が微弱なため粒
子のみを観察することが困難であり，ハイス
ピード，かつ高感度な受光器が必要となる．
試料面に低 N.A.で集光することで，光束の焦
点深度内で粒子を照明する．この時，粒子表
面からの反射光は，粒子の曲率に応じた方向
θに生じ，対物レンズの後側焦点面であるフ
ーリエ変換面上に光強度分布を形成する．こ
の光強度分布は，粒子の振動に伴って非線形
に変化し，PSD (Position Sensing Diode)を
用いて輝度重心を計測することで粒子径を
算出出来る．特に，粒子の照明位置が中心よ
り離れるほど大きく変化し，より高精度に粒
子径を導くことが出来ると言える． 

図６ レンズ効果の非線形利用した粒子径
計測原理（透過型計測法式） 

 
４．３ 細胞粘弾性力分離計測光学系の概要 
本光学系は，プローブ振動操作のための光

ピンセット光学系，振幅変化計測光学系，細
胞観察のための位相差顕微鏡より構成して
いる．プローブの振動操作は，光源にグリー
ンレーザ(メーカー：COHERENT 社，型番：
Verdi-V2，波長：532nm)を用い，ガルバノス
キャナ(メーカー：TEM，再現性：8μrad.)に
より偏向させる．偏向した光束は，対物レン
ズ(メーカー：OLYMPUS，型番：M Plan Apo 100x 
oil，N.A.：1.4)に入射後，粒子に対して集
光照明する．このとき合焦面内に点在する粒
子は集光位置に引き寄せられ捕捉され，偏向
に伴い変位する．そこで，最大操作周波数は
2kHz，操作レンジは－20μm～20μm である． 
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図５ レンズ効果の非線形利用した粒子径
計測原理（反射型計測法式） 振動計測光学系は，粒径サイズと振幅を計

測する光学系であり，透過型計測手法を基に
構築した．光源にヘリウムネオンレーザを用
い，プローブに対して集光照明する．この時，
粒子にはヘリウムネオンレーザによる求心
力も作用することになる．ここで，レーザ光
を減光することにより，粒子に作用するばね
力を振動振幅値に影響の無い程度まで小さ
くしている．そして，レンズ効果により形成
された集光位置の輝度重心を PSDにより計測
することで振幅やプローブ径などの計測を
可能とする．将来的には，反射型方式による
計測を目指していく．  

 
（２） 透過型計測方式 

透過型計測方式について述べる．図６に原
理図を示す．本方式は，反射方式に比べて計
測光量が大きいため，一般的な受光器での計
測が可能である．しかし，粒子の変位に伴っ
た計測光の変化量が小さく，振幅計測のため
には計測精度，計測レンジが低い欠点がある．
透過型も同様に粒子に対して集光照明し，
PSD を用いて輝度重心を計測する．この時，
粒子を透過した光束はレンズ効果により曲
率に応じた位置に集光することとなる．そし
て，粒子の変位に伴って非線形に変化する集
光位置を計測する．計測データを図６下部に
示す．図中(a),(b),(c) が，粒子が照明され
ている領域となる．ここで，粒子径依存領域
における粒子操作量と計測値から粒子径を
算出する事出来る．しかし，図中(a),(c)に
示すように，照明していない領域がある場合，
輝度重心が光量の大きい方へ引きずられる
ために計測値として用いることが難しいと
言える． 

 
４．４ 細胞触診実験 
以上の要素技術を用いて，現在，細胞触診

実験を進めている．図７に細胞触診の位相差
顕微鏡画像を示す．ここで，プローブ球とし
て直径 5μm のホウ珪酸ガラス球を，試料に
は，付着細胞である RASM 細胞（ラット血管
平滑筋細胞）を用いた．細胞に触診する前後
で振動振幅変化が生じていることを目視で
確認することが出来た．今後，提案する計測



手法により粒子径を計測し，細胞粘弾性力を
評価する予定である． 

10μm
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細胞核

 

図７ 細胞触診時の位相差顕微鏡画像 
 
４．５ まとめ 

我々は，薬剤効果解析を目指した細胞粘弾
性力分離計測技術の研究を行っている．ここ
で，プローブに作用するバネ力として微弱な
光圧力を用いることで，従来のカンチレバー
に比べ弾性係数が極めて小さく出来る．さら
に，マイクロな領域では，体積効果である慣
性力よりも表面効果である粘性力が支配的
に働くことが知られている．これらの２つの
作用により，微弱な細胞の粘性係数を顕在化
することができ，弾性力との分離計測が可能
となる．そこで，細胞触診による粘弾性力分
離計測モデルについて述べ，より高精度な計
測を行うための標準粒子の直径計測手法に
ついても示した．現在，細胞触診実験を進め
ており，今後，提案手法により細胞粘弾性力
を評価し創薬への効果を検証する． 
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