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研究成果の概要（和文）：マイクロ・ナノ電極プローブに機能性分子やイオン電流計測機能を付

加した多機能ナノ電気化学顕微鏡を開発し，単一細胞レベルでの多項目定量解析手法を確立し

た．すなわち，①フィードバックを用いたナノ電極－サンプル間のナノメートル距離制御シス

テムを確立し，②多機能マイクロ・ナノ電極を開発することにより，③細胞表面のイオンチャ

ネルやタンパク質受容体の機能を高速かつ高解像度にイメージングすることに成功した．さら

に，④細胞機能とイオンチャンネル活性の同時計測や⑤受容体発現量-病態の系統的解析に成功

し，新規細胞診断システム構築のための基礎技術を確立した． 
 
研究成果の概要（英文）：The multifunctional micro/nano scanning electrochemical imaging 
system (NanoSECM) was developed and utilized for the single-cell diagnostics. We 
fabricated multifunctional micro/nano-structured probe electrodes and developed a novel 
feedback control between the electrode and sample surfaces at nanometer levels. By using 
NanoSECM with these new technologies, we successfully attained the fast and high 
resolution and simultaneous imaging of live cells to disclose the cell functions． 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ナノ・マイクロ科学，マイクロ・ナノデバイス 
キーワード：マイクロ化学システム，単一細胞計測 
 
１．研究開始当初の背景 
 電気化学顕微鏡（SECM）は化学的な情報

の可視化，局所における反応の誘起等，他の

プローブ顕微鏡と相補的で興味深い多彩な

応用が可能なシステムである．これまで，単

一細胞を対象に細胞の形状計測，酸素濃度分

布による呼吸活性の評価および薬物，毒物の

代謝機構の解明等が行われてきた．しかし，
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その解像度が 1ミクロン程度と他のプローブ

顕微鏡に比べてはるかに低いこと，電気化学

測定の精度は高いが多項目の測定には困難

が伴うことが指摘されてきた． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，マイクロ・ナノ電極をプ

ローブとした電気化学顕微鏡システムに，機

能性分子による電極表面修飾，近接場光計測

およびイオン電流計測を付加した多機能

NanoSECM を開発するとともに，この新シ

ステムを用い単一細胞レベルで多項目を定

量的に解析する手法を確立することである．

特に，細胞の形状，機能・活性，細胞膜表面

の受容体の発現量と表現型（フェノタイプ）

およびイオンチャンネルを介して流入出す

る各種イオンを単一細胞レベルで同時に検

出できるシステムの開発に主眼をおいた．ま

た，獲得した成果を系統的に解析し，心疾患

の早期発見と治療に適用できる細胞診断シ

ステムへの展開を，本研究終了後に継続する

応用研究と位置付け最終目的に設定した． 

このシステムを用いて，細胞活性，イオン調

節機能との連関を重点的に解析し，新規な細

胞診断という学術領域を創生することを本

研究の最終的な目標とした． 
 
３．研究の方法 
次の 6 つのサブテーマを設定し，研究を遂行

した． 
1）シアフォースフィードバックを用いたナ

ノ電極－サンプル間距離制御システムの確

立（東北大：末永，珠玖，兵庫県立大：水谷，

防衛大：山田） 
2）機能性修飾ナノ電極による細胞の機能評

価システムの確立（兵庫県立大：水谷） 
3）SECM を用いた膜受容体の可視化による

発現量および表現型（フェノタイプ）の解析

（東北大：末永，柳澤，兵庫県立大：安川） 
4）電流/近接場光計測型多機能 NanoSECM
による細胞活性と受容体の同時検出システ

ムの開発（東北大：珠玖，産総研：水谷） 
5）多機能 NanoSECM システムを利用した

細胞機能とイオンチャネル活性の同時計測

（東北大：珠玖，兵庫県立大：安川） 
6）受容体発現量－病態の系統的解析（東北

大：末永，柳澤，兵庫県立大：安川） 
 当初の研究計画では，イオンチャンネルを

多く発現する培養細胞（神経細胞など）を対

象とし，生細胞機能の画像化に着手する予定

で準備を進めていた．しかし、研究の過程で，

医薬品開発等に繋げるためには上皮成長因

子 受 容 体 （ Epidermal Growth Factor 
Receptor; EGFR）など，疾患に関わるタン

パク質受容体の機能評価が重要であること

が新たに明らかとなった．また，当初の研究

計画では，電極-サンプル間の距離制御システ

ムとして，シアフォースによるフィードバッ

ク系を構築する予定だった．しかし，シアフ

ォースだけでなくイオンコンダクタンスに

よるフィードバック制御を行うことにより，

より精密な制御が可能になることが判明し

た．そこで，当初の予定になかった受容体の

評価手法の開発およびイオンコンダクタン

スによるフィードバック制御に関する研究

も行うこととした．  
 
４．研究成果 

（１）フィードバックを用いたナノ電極－サ

ンプル間のナノメートル距離制御システム

の確立 

①電極走査法の改良 

●スタンディングアプローチモードを採用

し，細胞など起伏の激しいサンプルに対して

も正確なフィードバック制御が可能となり，

安定してピンポイント計測およびバイオイ

メージングができるようになった． 

②探針-試料間距離制御フィードバックシス

テムの開発  

探針-試料間距離をシアフォース，及びイオ

ンコンダクタンスにより Z方向を 10 nm 程度

の精度で制御し，単一生細胞へのアプローチ

と電気化学・光・形状シグナルの取得を検討

した． 

【シアフォース】 

●形状イメージの解像度は，神経細胞軸策

（幅数µm）の明瞭な形状イメージが得られる

レベルに達した． 

●アルゴリズム改変により距離制御を高速

化し，100 x 100 µm2

の範囲のイメージング

に要する時間を，従来の 1 時間以上から 30

分に短縮した． 

【イオンコンダクタンス】 

●形状イメージの解像度は，キャピラリ径の

最適化により，10 nm 以程度の分解能で，細

胞膜表面の形状起伏やタンパク質固定化表

面の形状をイメージングが可能なレベルに

達した． 

 

●シアフォースフィードバック距離制御の

高速化アルゴリズムを元に，距離制御を高速

化した．100 x 100 µm2

の範囲のイメージン

図1．走査型イオンコンダクタンス顕微鏡
で計測した腎臓上皮細胞膜表面の微絨毛

構造の形状イメージ．

図1．走査型イオンコンダクタンス顕微鏡
で計測した腎臓上皮細胞膜表面の微絨毛

構造の形状イメージ．



 

 

グに要する時間わずか 7分半に短縮した．こ

れにより，腎臓上皮細胞膜表面における微絨

毛構造（幅数百 nm の繊維状構造）の経時変

化の追跡に成功した（図 1）．  

 

（２）多機能マイクロ・ナノ電極の開発 

①酵素修飾ナノ電極 

●煩雑な操作を要する従来のナノディスク

電極作製法を簡便化し，白金線を挿入した石

英管を最尖化するというわずか 1段階操作に

より電極径数十～数百 nmの Pt ナノディスク

電極を作製可能とした（図 2(A)）．下記リン

グ電極の作製法と組み合わせによりリング

／ディスクナノ電極の作製が可能になると

期待できる．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

●電極表面への機能性分子の固定化膜とし

てアダマンタン自己組織化単分子膜形成試

薬を合成し，金電極上への単分子膜形成を確

認した．この自己組織化膜によりナノメート

ルレベルの微小電極表面への種々機能性分

子の簡便な固定化が実現される． 

●グルコース酸化酵素活性を数十 µU/L のレ

ベルまで測定可能な Os(II)錯体修飾過酸化

水素電極の作製に成功した． 

●細胞の呼吸活性計測を目的とした酸素検

出型酵素センサを開発した．酵素固体化条件

の制御によりセンサ感度，定量範囲を簡便に

調節可能とした．  

 

②光ファイバ／ナノリング電極，及びナノピ

ペット／ナノリング電極 

●細尖化光ファイバ外壁への貴金属（金，白

金）のスパッタ蒸着，及び絶縁用電着塗料の

被覆により，先端径 500 nm 以下の複合プロ

ーブ電極の作製に成功した． 

光ファイバ／ナノリング電極：ファイバ開口

径 75 nm，リング電極外径 110 nm（図 2(B)）． 

ナノピペット／ナノリング電極：ピペット開

口径 200 nm，リング電極外径 600 nm． 

 

③イオン選択性ナノ電極 

●先端径サブミクロンの Kイオン選択性電極

を作製した．シアフォース距離制御システム

に搭載し，厚さ 1 µm，直径 10 µm 程度のナフ

ィオンスポットの形状，K イオン濃度の同時

計測に成功した． 

 

④mRNA 回収プローブ電極 

●リング電極を用いた単一細胞の電場破砕

と mRNA 回収を実現した（図 3）．real-time PCR

による mRNA の定量と組み合わせ，癌化の指

標となる細胞極性と EGFR mRNA コピー数の

相関性を明らかにした． 

 

●２つのピペット開口を有するシータ型先

端の微小流体プローブを作製し，1 本のプロ

ーブで単一細胞への薬剤投与による細胞破

砕と mRNA の回収を実現した． 

 

⑤細胞培養液中での計測が可能な電極の開

発 

細胞培養液中での計測で問題となる電極の

汚染，劣化解決のため，以下の電極を開発し

た． 

 

●ダイヤモンド，あるいはダイヤモンド・ラ

イク・カーボン電極を作製した．生態関連物

質の吸着，汚染による電流低下が低減され，

さらに高電位印加による電気化学的洗浄も

容易であることを明らかにした． 

●ポリエチレングリコール被服された酵素

修飾電極を作製し，細胞培養液中での長期間

連続測定を可能にした．  

 

（３）多機能ナノ電極による単一細胞機能の

高解像度イメージング 

①細胞機能の可視化に向けた膜受容体，及び

イオンチャネルに関する基礎的検討 

●膜受容体の発現制御に関わる未知のタン

パク質の同定，及び機能解明を実現した．  

●平滑筋においてカルシウムチャネル活性

を介した細胞収縮動作の制御を解明した． 

●平滑筋においてアドレナリンβ2 受容体刺

激を介したカリウムチャネル機能制御を解

明した． 

●細胞性免疫を担うマクロファージにおい

て，自己免疫疾患に関連のある Kv1.3 チャネ

ル発現量とマクロファージ活性化指標であ

る過酸化水素生成量の相関性をパッチクラ

ンプ法，及び微小電極法で明らかにした． 

図3．リング電極による単一細胞の電場破砕，
及びmRNA回収．

電場破砕 回収

50 µµµµm

図3．リング電極による単一細胞の電場破砕，
及びmRNA回収．

電場破砕 回収

50 µµµµm

電場破砕 回収

50 µµµµm

図 2． (A) Pt ナノディスク電極,(B) 光ファ

イバ／ナノリング電極先端の走査型電子顕

微鏡写真． 
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(B)(ＡＡＡＡ)
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②酵素活性の可視化 

●ナノピペット／ナノリング電極を用い，基

板上に物理吸着させた酵素パターン表面の

形状起伏と，形状に対応した酵素活性分布を，

100 nm 以下の分解能で，形状（イオンコンダ

クタンス）/電気化学の同時高解像度イメー

ジングすることに世界で初めて成功した（図

4）．この形状・電流計測の解像度は，酵素抗

体法により標識した膜タンパク質の細胞表

面分布の可視化を可能にすると期待できる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

③膜受容体の可視化 

●癌関連性の高い上皮成長因子受容体

（Epidermal growth factor receptor， EGFR）

の発現量に関し，蛍光標識抗体により得られ

た蛍光シグナルと酵素標識抗体で得られた

電流応答の相関を確認した．また，光ファイ

バ／リングナノ電極を用い，単一細胞の形状，

活性（蛍光シグナル），及び EGFR 認識抗体の

標識酵素活性（電流シグナル）の同時計測に

成功した（図 5）．また，FPGA ボード（100 万

ゲート, 1 MHz）を用いて３系同時イメージ

ングの高速化に成功した。 

 

④細胞機能の可視化 

●光ファイバ／ナノリング電極を用い，単一

細胞の形状(A)，細胞内タンパク質発現（蛍

光シグナル, (B)），及び膜受容体刺激に伴う

分泌型酵素発現（電流シグナル, (C)）の同

時イメージングに成功した． 

●ナノディスク電極を用い単一酵母におけ

る呼吸電子伝達鎖の酵素活性のイメージン

グに成功した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）多機能 NanoSECM システムを利用した

細胞機能およびイオンチャンネル活性の同

時計測 

①SICM の高速化とノイズ低減 

●パッチクランプ用のアンプをイオンコン

ダクタンス顕微鏡システムに統合し、SICM の

高速化とノイズ低減を実現した。 

②マクロファージ活性化に伴う形状変化と

膜容量変化の同時計測 

●マクロファージ活性化過程に伴う形状変

化を SICM で、膜容量変化をパッチクランプ

法で評価した。 

 

（５）受容体発現量-病態の系統的解析 

①受容体発現量-病態の系統的解析 

●EGFをトリガーとするEGFRのダウンレギュ

ーション過程を電気化学イメージングで追

跡した。酵素標識抗体を用いて、電流応答は

EGF 添加前後で有意に異なることが確認でき

た。 

②カリウムチャネル－病態の系統的解析 

●シアフォースフィードバック機構に基づ

きカリウムイオン透過性プローブを走査し、

生体試料表面のカリウムイオン分布のイメ

ージングに成功した。 

③損傷モデル系における 1細胞レベルでの遺

伝子発現の定量評価 

●リング電極-キャピラリ複合プローブによ

り mRNA を 1 細胞レベルで検出することに成

功した。ITO 電極上に作製した損傷モデル系

で、共存するサイトカインと上皮成長因子受

容体ファミリーおよびキナーゼ遺伝子の発

現量に違いがあること定量的に評価した。 
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