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研究成果の概要（和文）：研究では，フォトファブリケーションを基盤とする微細加工技術を駆

使し，局所限定空間を有するマイクロ流体チップを製作し，その内部で細胞や機能性マイクロ

ツールを操作し，チップ内の環境制御で生じる細胞変化を計測可能な，単一細胞レベルの操作・

観察・計測システムに関する研究を推進した．本システムを用いて，高浸透圧ストレスによる

細胞の体積変化の計測により，従来誰も調べることができなかった生体膜輸送体の機能の定量

評価を実現した． 

 

研究成果の概要（英文）：We promoted the research on basic technologies for on-chip single 

cell analysis to measure the cell variations induced by control of the environmental 

conditions and physical stimulus using functional microtool. We fabricated the 

microfluidic chip having local cell cage by micro-processing based on photofabrication. 

Functional microtools such as tethered shape tool, flexible tool and sensing tool, were 

also fabricated. We succeeded in quantitative evaluation of biomembrane transporter by 

measuring the volume variation of the cell induced by osmotic stimulus on this system. 
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１．研究開始当初の背景 

微生物は常に環境の変化にさらされてお

り，それらに対する適応機構が生存のために

は非常に重要である．例えば外界の浸透圧が

下がると細胞内に水が流入する．水が流入し

続けると最後には細胞が破裂し，その生物は

死に至ってしまう．そこで，細胞の膨張によ

る細胞膜の張力の増加で機械刺激受容性チ

ャネル(mechanosensitive channel, MscL)が
開口し，イオン等を流出させることにより細

胞内の浸透圧も下げて，それ以上の水の流入

を防ぐ適応機構が備わっている．このように

MscL は細胞の浸透圧調節および生体膜の

テンションの調節に必須の生体膜輸送系と

考えられている． 
従来 MscL の機能解析はパッチクランプ

法で陰圧を与えながら測定しイオン排出を

測定する実験が行われている．しかし実際に

細胞の容量変化を示す実験は行われておら

ず，細胞の容量変化への MscL の影響を考察

させるデータも示されていない．つまり

MscL の機能は，生化学的実験を用いた間接
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的な結果に基づく推定の域を脱していない．

研究分担者の魚住が行っている水輸送の通

路となる水チャネル(AqpZ)の研究において

も，細胞収縮の測定法として細胞へのフリー

ラジカルの取り込み実験を行っているが，直

接的なデータではないため結果に疑問が残

っており，更なる調査が必要である． 
細胞の容量変化の測定を難しくする要因

として，(1)細胞の外部環境を経時的に変化さ

せるには集菌や菌の洗浄などが必要であり，

特定の観察対象を長時間観察することは難

しい (2)外界の変化を起こすタイミング調整

は困難であることがあげられる．これらの要

因を解決するには従来の計測技術では不十

分であり，機械システム学的アプローチの導

入が必要であった． 
機械システム学の観点からでは，近年の細

胞の構成要素並びに細胞集団を扱うバイオ

産業が発展する中で，細胞の機能にはまだ不

明な部分が多い．バイオチップを作製し，内

部の層流を利用して細胞周りの電気化学的

勾配やイオン濃度勾配などの環境情報を変

化させる研究報告があるが，特定の細胞や選

ばれた細胞集団に対する調査は困難である．

バイオチップを用いた細胞実験に微小操作

が加わることで，細胞を極めて高い選択性を

もって高精度に位置決めし，細胞周りの実験

条件を柔軟に変更できるようになり，細胞シ

ステムの仕組みをより詳細に調査できる．工

学的に新しい操作手法とバイオチップの高

機能化を複合的に組み合わせることで，目的

達成に適した計測システムが実現できる． 
 
 
２．研究の目的 

本研究では，光合成微生物であるラン藻の

浸透圧変化による細胞の容量変化や剛性変

化を，実際に細胞の外部環境をさまざまに変

化させながら，単一細胞レベルでリアルタイ

ムに観測するシステムの構築を目的とする．

このシステムを用いて，これまでの疑問点や

矛盾点を解消し細胞の機能としくみに関す

るまったく新しい知見を得て，生物科学の発

展に寄与することを目的とする． 
本研究では我々のこれまでの成果を更に

発展させ，環境制御が可能な局所限定空間を

有するマイクロ流体チップや細胞計測のた

め機能性マイクロツールをフォトファブリ

ケーションに代表される MEMS 技術により

製作し，オンチップ細胞評価システムを構築

する．本システムを単一細胞の局所環境計測

に応用し，特に実現が困難とされる細胞の局

所情報（pＨ，温度，剛性，粘度など）をリ

アルタイムに計測することを目的とする． 
 
 

３．研究の方法 

本研究では，フォトファブリケーションを

基盤とする微細加工技術を駆使して，マイク

ロ流路と流体制御機能を有するマイクロ流

体チップと，機能性マイクロツールを製作し，

チップ内部の環境制御で生じる細胞の変化

を計測可能な，単一細胞レベルの操作・観

察・計測システムを構築する．環境変化に伴

う細胞の容積，剛性等を動的に計測し，分子

生物学的手法に基づいて生体膜輸送体の特

性，機能と仕組みを解明する．本研究では，

高浸透圧適応機構を有するラン藻の一種の

synechocystis sp. PCC6803 を用いる．本研

究は，下記の 3 つの班で分担し研究を進める．  

 

(1) 環境計測（丸山） 

①単一細胞評価のための局所限定空間の形

成と環境制御 

② 単一細胞評価のための局所環境計測 

(2) 細胞操作（新井） 

①テザードマイクロツールの加工とオンチ

ップ化 

②テザードマイクロツールのレーザ駆動制

御 

③テザードマイクロツールの機能化と局所

計測 

(3) 細胞計測・評価（魚住） 

①浸透圧変化による細胞の容量変化の計測

と評価 

②浸透圧変化による細胞の剛性変化の計測

と評価 

 

 

４．研究成果 

(1)(1)(1)(1) 単一細胞評価のための局所限定空間の単一細胞評価のための局所限定空間の単一細胞評価のための局所限定空間の単一細胞評価のための局所限定空間の

形成内部への単一細胞の形成内部への単一細胞の形成内部への単一細胞の形成内部への単一細胞の導入導入導入導入・環境制御・環境制御・環境制御・環境制御    

単一細胞評価を目的として，図 1 に示すよ

うな内部に局所限定空間を有し pH，電解質濃

度等を制御可能なマイクロ流体チップを設

計し作製した．流路中の任意の細胞を図 2 に

示すように光ピンセットを用いて細胞 1個単

位で限定空間に搬送し保持する．この限定空

間はポリビニルアルコールを主成分とする

感光性樹脂 Bio-Surfine AWP でできており，

液透過性を有するため，限定空間内部の溶液

を，外部の溶液に流れの影響を受けずに拡散

現象で置換できる（図 2(c)，(d)参照）． 

 

(a)               (b) 

図 1 局所限定空間を有するマイクロ流体チ

ップの概念図(a)上面図(b)マイクロ流体路

中の局所限定空間  



 

 

  

(a)               (b) 

   

(c)               (d) 

図 2 局所限定空間への細胞搬送と内部の環

境制御 (a)限定空間への細胞搬送 (b)拡散

による溶液置換を用いた環境制御 (c)-(d)

限定空間内外の溶液置換時の流速分布解析 

 

図 2のマイクロ流体チップの作製プロセス

を示す．流路部は，ネガ型フォトレジスト

SU-8 で作製したパターンをモールドとし，ポ

リジメチルシロキサン（PDMS）で転写して作

製した．局所限定空間は，ガラス基板上に AWP

のフォトファブリケーションにより作製し，

流路部を接合することでマイクロ流体チッ

プとした．  

  

(a)                (b) 

 

(c) 

図 2 局所限定空間を有するマイクロ流体チ

ップの作製プロセス(a)局所限空間部の作製

プロセス(b)流路部の作製プロセス(c)マイ

クロ流路内に作製した局所限定空間 

図 3に示すように，光ピンセットによる単

一細胞操作により，選択したラン藻のみを限

定空間内に搬送し，観察エリアに保持するこ

とで成功した． 

 

(a)           (b)           (c) 

  

(d)              (e) 

図 3 光ピンセット操作によるラン藻の局所

限定空間への搬送 (a)-(d)光ピンセットに

よるラン藻の搬送 (e)局所限定空間最奥部

に保持されたラン藻 

 

(2)(2)(2)(2) ラン藻のラン藻のラン藻のラン藻の高浸透圧適応機構におけるイ高浸透圧適応機構におけるイ高浸透圧適応機構におけるイ高浸透圧適応機構におけるイ

オンチャネルの機能の定量評価オンチャネルの機能の定量評価オンチャネルの機能の定量評価オンチャネルの機能の定量評価    

ラン藻 synechocystis sp. PCC6803 のイオ

ンチャネルの高浸透圧適応機構における働

きを評価した．高浸透圧適応機構は 2相性で，

主に働くイオンチャネルはKtr系とKdp 系の

カリウム輸送体であることが分かっている． 

野生株，Ktr 破壊株，Kdp 破壊株，Ktr / Kdp

破壊株の 4種のラン藻の高浸透圧ストレス時

の体積変化を直接観察することで，チャネル

の働きを評価した．限定空間へラン藻を導入

後，チップ内の溶液を培地のBG11から3mol/l

の Sorbitol 溶液に置換することで，ラン藻

は高浸透圧ストレスを受け収縮し，高浸透圧

機構により体積が回復する． 

実験結果は図 4 に示すように，Kdp 破壊株

で第 1層の回復が見られたが野生株より弱く，

Ktr 破壊株では第 1 層の回復がみられなかっ

た．以上の結果より，高浸透圧適応機構の第

1 層の回復には Ktr が関わっていることを実

験的に評価できた． 

生体輸送膜の機能を単一細胞の直接観察

で定量評価した例はこれまでになく，本シス

テムの新手法を広く適用することでバイオ

分野の革新に貢献するものと考える． 



 

 

 

(a) 

 

(b) 

図 4 synechocystis sp. PCC6803 の高浸透

圧適応機構におけるイオンチャネルの定量

評価 (a)高浸透圧ストレス時のラン藻の観

察画像 (b)ラン藻の体積の時間変化 

 

(3)(3)(3)(3) 細胞計測のための機能性マイクロツー細胞計測のための機能性マイクロツー細胞計測のための機能性マイクロツー細胞計測のための機能性マイクロツー

ルの作製と細胞計測への検討ルの作製と細胞計測への検討ルの作製と細胞計測への検討ルの作製と細胞計測への検討    

 細胞周辺の環境制御による細胞変化に加

えて，細胞自体への力学的刺激による剛性計

測や，細胞近傍の pH，温度，酸素濃度等の生

理環境計測も重要である．そこで，図 5 に示

すようなマイクロビーズを組立て計測に適

した形状のテザード状のマイクロツールお

よび細胞近傍の環境計測が可能なツールを

作製した． 

 

図 5 マイクロビーズの組立によるテザード

状ツールを用いた細胞剛性計測の概念図 

 

 大量のテザード状ツールを作製するため

に，本研究は図 6に示す移流集積法と表面張

力を用いた自己組織的な組立法を考案した．

ビーズを含んだ溶液をツール形状にパター

ンを作製した基板に滴下し，重力によるビー

ズの沈降と溶液の蒸発による界面の移動に

より，パターン内にビーズを集積する 

 

 

図 6 移流集積法と自己集積化を用いたマイ

クロツール組立プロセス 

 

 基板へのパターンの加工は，図 7に示すよ

うにフォトファブリケーションと反応性イ

オンエッチング（DRIE）を用いたプロセスで

作製し，基板上に 3 万個程度のパターンを作

製した．この基板を用い，図 8に示すように

テザード状ツールの大量生産に成功した． 

 

 
 

  

 
 

 
(a) 

  

(b)                 (c) 

図 7 モールドの作製 (a) モールドの作製

プロセス (b)モールドの写真 (c)拡大図 

  

(a)                   (b) 

  

(c)                   (d) 

図 8  マイクロツールの組立プロセス 

(a)-(c) ビーズのモールドへの導入 (d)溶

液蒸発時の表面張力によるビーズの凝集 

5 µm 



 

 

 基板上のパターンを制御することで，図 9

に示すようにさまざまな形状を作製でき，目

的に応じたテザードツールを作製できる． 

  

(a)                   (b) 

図 9 モールドの作製 (a) モールドの作製

プロセス (b)モールドの写真 (c)拡大図 

 

 テザード状ツールの作製方法としては，ハ

イドロゲルで構築したビーズの組立による，

図 10 に示すような柔軟なテザードツールの

作製にも成功している．このゲルビーズは環

境応答性の指示薬を内部に導入することで

細胞近傍の pH, 温度, 酸素計測が可能であ

り，スピロピランを導入することで光制御に

よる細胞付着制御も実現している． 

  

(a)                  (b) 

  
(c)                  (d) 

図 10 ハイドロゲルビーズの組立による柔

軟テザード状ツールの作製 (a)土台となる

ゲルの基板への固定 (b)-(C)ゲルビーズの

組立 (ｄ)テザードツールの操作 

 

以上のよう計測に，計測内容に適した物理

的，化学的性質のツールを作製する技術を確

立しており，限定空間内での単一細胞レベル

での評価実験に適用を進めていく． 
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