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研究成果の概要（和文）：本課題では，光により機能制御可能な光機能制御ゲルマイクロツール

を用いたオンチップ微細作業に関する研究を行った．主な成果としては，（1）細胞へのゲルツ

ールの選択的固定方法として，フォトクロミック材料のスピロピランをゲルツールに導入し，

紫外・可視光照射による可逆的な細胞付着制御，（2）細胞内の環境計測を目的とした，ロイコ

クリスタルバイオレットの紫外・可視光照射による可逆的な pH 制御による選択的 pH 応答性リ

ポフェクションによるゲルセンサの細胞導入，が挙げられる． 

 

研究成果の概要（英文）：We studied on optically-controlled gel-microtool fot on-chip 

micromanipulation. We achieved (1) Bidirectional cell adhesion control of the 

gel-microtool induced by UV/VIS illumination using Spiropyran, (2) Intracellular 

measurement using the gel-microsensor injected using the optically-controlled 

lipofection by optical pH regulation using Leuco crystal violet. 
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１．研究開始当初の背景 

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，細胞そのものの機

能にはまだ不明な部分が多い．細胞を“シス

テム”として理解するには細胞内の状態計測

だけでなく細胞が存在する環境等からの外

部刺激に対する応答や環境との相互作用も

計測する必要がある．従来は細胞集団を用い

た解析が主であったがそれから得られる

個々の情報は平均されたものであり，近年で

は細胞 1個体単位でのモニタリング及び遺伝

子発現等の細胞の状態変化を追うことで未

知の細胞機能の解明を実現しようとする試

みが盛んに行われている． 

細胞 1 個単位での計測においては，細胞自

体の精密な操作及び細胞とその近傍の環境，

特に細胞表面での細胞と環境との相互作用

の計測が重要となる．しかし溶液中の細胞の

表面近傍へマイクロマニピュレータや計測

プローブを配置することは操作者に熟練を

要するだけでなく細胞への損傷や細胞表面

近傍の環境を乱す原因となりうる．細胞近傍

の環境変動を抑制しながら操作及び計測を

行うためには，外乱の影響を低減可能なマイ

クロチップ等の微小閉空間が有効であり，微

小閉空間での細胞操作及び局所環境計測・制

御手法が必要となる． 

マイクロチップ内で細胞を選択的に操作

する手法としては，誘電泳動等の電気的な力，

磁場，光ピンセット等が主に用いられてきた．
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誘電泳動は細胞のシーケンシャルな操作に

用いられてきたが，この手法は細胞を 3 次元

的にランダムに操作するのには適さない．磁

性ビーズで目的の細胞を修飾して操作する

手法も行われているが，細胞へ付着した磁性

ビーズの残留による影響が懸念される．光ピ

ンセットは細胞 1 個単位で選択的かつ 3 次元

的に操作可能であるが，レーザの直接照射に

よる操作では，細胞の光損傷や点での操作に

よる操作性に課題があった．マイクロチップ

内の計測においては，温度や pH に対して依

存性を有する蛍光色素の蛍光強度プロファ

イル等を用いた手法が多く用いられてきた．

蛍光色素の退色や蛍光色素の細胞染色に起

因する細胞への影響等の問題がある．また環

境感受性を有する蛍光色素や指示薬等を表

面に修飾したマイクロビーズを用いた計測

手法も提案されている．この手法は光ピンセ

ット等の非接触操作手法により細胞への試

薬染色が無く 3次元空間の計測が可能である

が，常にビーズを操作し続ける必要があり長

時間計測や複数個所の対象の同時計測には

適さない．その他に集積化した温度センサや

pH センサを用いる手法があるが，ディポス

ポーザブル化が困難であるといった課題が

存在した． 

 

 

２．研究の目的 

本研究ではこれまでに申請者が提案して

きたゲルマイクロツールを発展させ，細胞へ

の接着や水素イオン及び水酸化物イオンの

放出による pH 制御等の機能を光により制御

可能なゲルマイクロツールを実現すること

を目的とする．またこれまでに実現してきた

環境計測機能と併用可能なように設計する

ことで，例えば細胞周辺の局所的な pH のフ

ィードバック制御系の構築を目指す． 

申請者はこれまで主に液中の細胞の特性

調査のための単一細胞を対象としたオンチ

ップ細胞計測に関する研究を行ってきた．単

一細胞の操作のためにレーザマニピュレー

タ（光ピンセット）を主に用い，レーザ操作

時の安定性や安全性の向上，及び細胞操作や

環境計測等に適した機能の付与を目的とし

てマイクロツールと呼ぶ微小構造物に関す

る研究を行ってきた．マイクロチップ内への

任意の場所へのマイクロツールの供給方法

を 2002 年から，目的に応じた形状・機能を

もつマイクロツールのその場光造形による

製作を 2004 年から，2005 年から凝集したハ

イドロゲルをマイクロツールとして用いた

ゲルマイクロツールの操作・固定及び環境計

測に関して研究を行ってきた．ハイドロゲル

を利用したオンチップ微細作業に関するノ

ウハウは蓄積できており，さらに光による機

能制御機構を追加することでさらなる機能

向上を目指す． 

 

 

３．研究の方法 

オンチップ細胞計測の高度化のため，ゲル

マイクロツールの細胞への接着や水素イオ

ン及び水酸化物イオンの放出による pH 制御

等の機能の付与及びその光制御の実現を目

的として以下の項目に関して研究を行う． 

 

(1) ゲルマイクロツールへのフォトクロミ

ック材料の導入による機能付与と機能

の光制御 

親水性及び疎水性の光硬化性樹脂を電解

質溶液により凝集して作製するゲルマイク

ロツールの内部にフォトクロミック材料環

境依存性を有する高分子を導入し，光照射に

より制御可能な細胞付着性，局所粘性制御，

pH コントロール等の機能をマイクロツール

に付与し，光制御による機能発現の評価を行

う．機能を付与したゲルマイクロツールを光

ピンセットで操作し，マイクロチップ内での

局所光照射による細胞付着制御，局所粘性制

御を用いた細胞搬送，及び細胞近傍の局所 pH

制御を実現する． 

 

(2) 光機能制御ゲルマイクロツールの構造

制御及び計測機能との融合 

光機能制御ゲルマイクロツールをフォト

リソグラフィや光造形等の加工技術を用い

て，作業目的に適した形状を有するゲルマイ

クロツールを作製する（図 2 参照）．また環

境応答性の蛍光試薬や指示薬を内部に導入

して，光照射に伴う環境変化と同時に計測を

行うことで局所環境のフィードバック制御

系の構築を行う． 

 

 

４．研究成果 

(1)(1)(1)(1) フォトクロミック材料とフォトクロミック材料とフォトクロミック材料とフォトクロミック材料と UV/VISUV/VISUV/VISUV/VIS 照射に照射に照射に照射に

よるゲルマイクロツールの付着制御よるゲルマイクロツールの付着制御よるゲルマイクロツールの付着制御よるゲルマイクロツールの付着制御    

機能性ゲルマイクロツールは親水性光硬化

性樹脂製を電解質溶液中で凝集させて生成

したビーズ内へのフォトクロミック材料や

環境感受性を有する指示薬を導入すること

で作製する(図 1参照)．この樹脂は生体適合

性があり，近紫外光により重合する．  

 

図 1 ゲルマイクロツールの光学顕微鏡像 

 このゲルマイクロツールは一定以上の濃

度の電解質溶液中において，接触した物体に

対して非特異的に接着する．また一定の濃度



 

 

以上の電解質溶液中において，紫外光を照射

したときのみ接触した物体と付着する．この

性質を利用して，図 2に示すような細胞やガ

ラス基板等への選択的付着を実現できる． 

 

 

(a) 

Electrolyte 

Concentration               wt% 

Adhesion to 

glass 

Adhesion to 

gel-tool 

Adhesion to 

yeast cell 

sodium chloride 22.5 12.7 12.7 

phosphate      

dipotassium salt 
5.0 5.0 8.0 

 

(b) 

Electrolyte 

Concentration               wt% 

Adhesion to 

glass 

Adhesion to 

gel-tool 

Adhesion to 

yeast cell 

sodium chloride 12.7 12.7 10.0 

phosphate      

dipotassium salt 
1.7 1.7 3.4 

 

(c) 

図 2 電解質濃度制御と紫外光照射によるゲ

ルマイクロツールの付着制御 (a)概念図 

(b)非特異的付着を生じる下限の電解質濃度 

(c)紫外光照射により付着を生じる下限の電

解質濃度 

 

この付着制御手法を用いて，図 3 に示すよ

うな細胞高速搬送，及び図 4 に示すような pH

指示薬を導入してセンサ化したゲルツール

に細胞を固定して細胞周辺の局所 pH 計測を

行った．細胞搬送に関しては，ゲルマイクロ

ツールを用いて細胞を押して搬送する場合

は最高搬送速度が 18μm/s であったものが，

細胞をゲルツールに付着させて引っ張って

搬送することで搬送速度は 100μm/s 以上に

改善することに成功した．計測に関しては，

細胞を付着させたゲルマイクロツールをガ

ラス基板に固定することで対象とする細胞

近傍の pHを長時間計測できるようになった．

また細胞の位置を保持したまま溶液を置換

できるため，培養中における細胞近傍の pH

をモニタリングしながた細胞の様子を観察

するといった実現されていなかった技術を

実現した．しかしながら，本手法は不可逆な

固定であり，付着したゲルツールからの細胞

の離脱はできなかった． 

 

  

(a)                   (b) 

  

(c)                   (d) 

図 3 電解質濃度制御と紫外光照射によるゲ

ルマイクロツールを用いた細胞の高速搬送 

(a)-(b)ツールによる押しての細胞搬送 (c)

細胞のツールへの付着 (d)引っ張っての細

胞の高速搬送 

 

        

(a)                   (b) 

     

(c)                   (d) 

図 4 pH計測機能付きゲルマイクロツールへ

固定した細胞近傍の局所 pH計測(a)ツールへ

の 細 胞 固 定 (pH8.5) (b)pH7.8 (c)pH7.1 

(c)pH6.3 

 

 可逆的な細胞付着制御を実現するため，ゲ

ルマイクロツールにフォトクロミック材料

のスピロピランを導入し，図 1示すように UV

照射による細胞付着性の誘起と，可視光照射

による細胞付着性の消失を可逆的に制御す

る手法を開発した．スピロピランは図 1(b)

に示すように紫外光照射により分子構造の

一部が開環し正と負のチャージを生じる．こ

のチャージが細胞行面のアミノ基やカルボ

キシル基とイオン結合することで付着がお

こなわれる．可視光を照射するち開環部が閉



 

 

環しチャージが消失し細胞は剥離する． 

 

 

(a) 

 
(b) 

図5 フォトクロミック材料とUV/VIS照射に

よるゲルマイクロツールの可逆的付着制御 

(a)概念図 (b)スピロピランの光照射による

構造変化 

 

 この性質を利用し，図 6に示すように細胞

の可逆的な付着制御に成功した．この可逆的

な細胞付着は図 2(c)で示した電解質濃度以

下の環境で利用可能であり，環境の電解質濃

度を調整することで不可逆・可逆の付着を制

御できることを確認した． 

     

(a)                   (b)    

     

(c)                     (d) 

図 6 スピロピランと光制御によるゲルマイ

クロツールを用いた細胞の可逆付着制御

(a)-(c) 紫外照射による細胞固定(d)可視光

照射による細胞剥離 

 

(2)(2)(2)(2) フォトクロミック材料とフォトクロミック材料とフォトクロミック材料とフォトクロミック材料と UV/VISUV/VISUV/VISUV/VIS 照射に照射に照射に照射に

よるゲルマイクロツールを用いた局所よるゲルマイクロツールを用いた局所よるゲルマイクロツールを用いた局所よるゲルマイクロツールを用いた局所

pHpHpHpH 調整機構調整機構調整機構調整機構    

 機能性ゲルマイクロツールの細胞付着制

御により細胞周辺及び細胞表面の計測は実

現可能となったが，細胞内での微細作業を実

現するには，細胞内にゲルツールを導入する

必要がある．従来のエンドサイトーシスによ

るナノ物質の導入法を用いることも可能で

あるが，導入さえたツールがエンドソームに

包埋されるため細胞内部の環境を直接計測

することは困難である． 

そこで，細胞膜と同様の性質を有する脂質

二重膜のリポソームを用いたリポフェクシ

ョンによる導入でツールの細胞導入を行う

こととした．リポフェクションとしては pH

応答性リポフェクションを用いるため，図 7

に示すような選択的な導入にはリポソーム

内部の pH を任意の制御する必要がある．そ

のため，光により局所的な pH 制御が可能な

機能性ゲルツールを開発した． 

光 pH 制御のために，紫外光照射による構

造変化により水素イオンを放出し可視光照

射で元に戻るフォトクロミック材料のロイ

コクリスタルバイオレット（LCV）をゲルツ

ールに導入した．LCV を導入したゲルツール

をリポソームに内包することで，図 7（b）に

示すおうに紫外光照射量による pH 制御によ

る選択的細胞導入を行う． 

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

図 7 ロイコクリスタルバイオレット（LCV）

の光応答性構造変化をりようした光制御リ

ポフェクションによるゲルツールの選択的

細胞導入 (a) 概念図 (b) LCV の光構造変化

の模式図(c)光 pH制御によるリポソームの細

胞膜融合性制御の模式図 

pHの変化量とLCVの導入量の関係の解析を

行った．解析モデルを図 8に示す．直径 Dの

球形の空間に直径 dのゲルツールが一つ存在



 

 

している状況で解析を行った．空間内の pH

の最大変化量∆pHmax とゲルツールと LCV の

重量混合比 m
LCV

の関係は式(1)で表される．

pH
in

は初期 pH を，M
LCV

 [g]は LCV の分子量，

ρr [g/ml]は樹脂の密度を示す． 

 

(1) 

 

ここで，LCV の分子量は 373.53，樹脂の密度

は 1.11g/ml である．pHmax に至るまでの pH

制御は紫外光の入力量制御で行う． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 光 pH 制御によるリポソーム内の pH 変

化量の解析モデル図 

 

 ゲルツールは LCV を導入したゲルツールの

溶液を脂質を底面にコートしたビーカーに

導入し，55℃で 20 分間静置させることで生

成したリポソーム内部にツールを導入する

ことで作製した（図 9 参照）． 

 

(a)                   (b) 

 

(c)                   (d) 

図 9 pH制御ゲルツール導入リポソームの作

製プロセス (a)脂質膜の形成 (b)ゲルツー

ル溶液の導入 (c)55℃での加熱 (d)リポソ

ームの生成 

 

 図 10 に示すように，作製したリポソーム

内における光 pH 制御機能の確認を行った．

リポソーム内部には pH 指示薬のブロモクレ

ゾールグリーン（BCG）を導入してある．UV

を照射することでリポソーム内の BCGが青色

から黄色に変色し，可視光を照射すると青色

に戻ることを確認した．BCG は中性で青色，

酸性で黄色示すため，光によるリポソーム内

部の pH 制御に成功した．この手法を用い，

図 11 に示すように MDCK 細胞へのリポソーム

の選択的付着実験を行った．紫外光を照射す

る前は，リポソームを光ピンセットで搬送し

細胞へ押し当てても細胞へ付着しなかった

が，紫外光照射により 95%の確率で細胞へ付

着することを確認した．また細胞へ導入した

ゲルツールを細胞内で操作することに成功

し，細胞内計測の可能性を示した（図 12）． 
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Liposome
  

(a)                   (b) 

図 10 pH 制御ゲルツールによるリポソーム

内 pH 制御 (a)紫外光照射前（pH6.8） (b)紫

外光照射後（pH5.5） 
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(c)                     (d) 

図 11 光 pH 制御による選択的リポフェクシ

ョン (a)-(c)紫外光照射前の細胞へのリポ

ソームへの押し当て，(d) 紫外光照射後の細

胞への押し当てによる細胞膜への付着 

 
 
 
 
 
 
 

(a)                   (b)) 
 
 
 
 
 
 

(c)                     (d) 

図 12 細胞内へ導入したゲルツールの細胞

内操作 (a)明視野画像 (b)-(d)ゲルツール

の細胞内操作の蛍光画像  

以上のよう計測に，細胞操作や細胞計測等

のオンチップ微細作業に適した物理的，化学

的性質のツールを作製する技術を確立して

10 µm 

Nanotool Liposome 

MDCK cell 

MDCK cell 

10 µm 

Nanotool 

Nanotool Nanotool 

Nanotool 

in
pH

LCVr
r

LCV pHm
d

DM
LogpH −













+××






×−=∆ −− 11010 /
3

3

10max ρ



 

 

おり，マイクロ流体チップ内での単一細胞レ

ベルでの評価実験に適用を進める． 
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