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研究成果の概要（和文）：切断や組立といった機械加工に相似した操作を、細胞１個と分子１個に対して実現す
ることが本研究の狙いである。それにより細胞・分子を分解して解析し生命現象の理解に繋げること、細胞を改
変・組み立てることで医薬品開発や再生医療において有用なバイオサンプルを創出する。そのために、酵素・抗
体反応をピンポイントに生じさせる光駆動ナノ工具を開発し、加工対象の細胞・分子を配置固定可能なマイクロ
流体ワークテーブル上で１個の細胞・１個の分子に対して機械加工するための要素技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to realize mechanical processes, such as 
cutting and assembling, on individual cells and molecules. This will enable us to disassemble and 
analyze cells and molecules, leading to a better understanding of biological phenomena. In addition,
 we can reassemble cells to develop biosamples that are beneficial for drug development and 
regenerative medicine. To achieve this, we have developed an optically-driven nano-tool that allows 
for precise induction of enzyme and antibody reactions. Additionally, we have developed technologies
 for working on a single cell or molecule using a microfluidic worktable. This allows us to position
 and secure the cell or molecule being processed.

研究分野： ナノマイクロ工学

キーワード： ナノ加工　1細胞解析　1分子計測　生体分子加工　マイクロ流体デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果として開発した要素技術を統合することで、将来「１個の細胞・１個の生体分子を望み通りに捕捉
し、解析する」「１個の細胞に物質を導入し性質を改変する」、「細胞を１個１個望み通りに組み立て、臓器を
作製する」「１個の生体分子を望み通りに切断する」、といった機械加工に相似した操作を細胞と分子に対して
1個の解像度で実現することに近づくことが期待される。それにより、1細胞・1分子解析への応用や、有用な細
胞サンプルの調製に繋がる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、１細胞毎の差異ががん化に重要な役割を果たしていることが分かってきており、解析に

必要な細胞加工のためのツールが求められている。さらに１分子レベルでの DNA 解析が生物学
に革新をもたらしつつあり、１分子を扱うための前処理技術が必要とされている。また、医薬品
の評価や移植のために生体外で疑似臓器構造を作製する技術が望まれている。現在、これらの解
析やサンプル調製に至る大部分の過程が、バルク集団に対する化学反応として行われているた
めに、熱拡散に依存した偶然に頼らざるを得ず、細胞や生体分子に対して１個１個の解像度で処
理を行うことは難しい。 
それに対して本課題では機械工学的なアプローチを、細胞と生体分子にまで拡張することで、

個々の細胞や分子を望み通りに加工する技術の開発に取り組んできた。細胞と生体分子を機械
加工することにより、従来のバルク溶液操作では困難であった I) 対象を分解して解析できるよ
うにすること、II) 改変したり組み立てることで新たなサンプルを生み出すことが可能になると
期待される。つまり、生命現象の謎を解明すること、有用なバイオサンプルを生み出すことにつ
ながる。本研究では「１個の細胞・１個の生体分子を望み通りに捕捉し、解析する」、「１個の細
胞に物質を導入し性質を改変する」、「細胞を１個１個望み通りに組み立て、臓器を作製する」「１
個の生体分子を望み通りに切断・接合する」、これらの機械加工に相似した操作を細胞と分子に
対して実現することを目指し、それぞれに必要となる要素技術の開発に取り組んだ。 
 
 
 
２．研究の目的 
 細胞や生体分子を処理するときに一般的に用いられる、酵素が触媒する化学反応や、抗体によ
る結合は、ナノ領域の視点で見れば分子の切断や接合など機械加工と相似した処理を行なって
いる。しかし、現在は処理時にバルク溶液内で反応させるため、ターゲットとなる配列や分子種
に特異性はあるものの、同じターゲットを持つ細胞や分子集団に対しては、非特異的かつランダ
ムなタイミングで確率的に生じている。それに対し、本研究で実現する技術は狙った対象の狙っ
た箇所に細胞が生きている状態で反応を生じさせるものであり、バイオ分野に新たな機械加工
の方法論を提供する。 
本研究は、細胞・生体分子解析と有用サンプル調製における基礎操作ツールとして、細胞１個・

生体分子１分子をターゲットにしたマイクロ・ナノメートル領域の微細機械加工技術の実現を
目標とする。そのためこれまでに開発してきた光駆動ナノ構造体による生体分子１分子の物理
操作技術をベースに、ナノ構造体表面に様々な化学反応を触媒する酵素と抗体を固定すること
で、加工用の光操作型「ナノ工具」を実現する。また、加工対象の細胞・生体分子を配置・搬送
するためのマイクロ流体ワークテーブルを実現する。本課題においては、この提案原理を実証す
ることを目的とし、細胞への物質導入・分子抽出を可能にする細胞穿刺加工、１細胞レベルでデ
ザインされた疑似臓器の形成に向けた細胞逐次組み立て加工に取り組むこととした。 
 
 
 
３．研究の方法 
 本研究は、細胞・分子機械加工を達成するため、２つの構成要素からなるプラットフォームを
実現する。一つは A)光操作型ナノ工具であり、もう一つは加工する場である加工テーブルに相
当する B)マイクロ流体ワークテーブルである。 
半導体微細加工技術によってナノメートルサイズの微小構造体を作製し、表面に様々な酵素・

抗体を固定することで「ナノ工具」を実現する。このナノ工具は光操作するためのハンドル部と、
加工するための反応部から成る。集光レーザーによりハンドル部をトラップ（光ピンセット）す
ることで、溶液中で位置や姿勢を自在に操作できる。反応部に接触した生体分子はその位置でピ
ンポイントに酵素が触媒する化学反応により加工される。もしくは、抗体により構造体に固定化
される。形状は加工目的に応じて任意に作製することができ、対象となる細胞のサイズや形状に
合わせてデザインすることができる。 
マイクロ流体ワークテーブルは、顕微鏡ステージに設置され、加工に必要な工具と細胞を収容

し、細胞を所定の位置に搬送・配置する機能を持つ。さらに工具となる酵素や抗体が機能するた
めの温度・溶液環境を与える。工具は加工エリアに隣接した工具ストックチャンバーに流体操作
によって収容し、その後、生細胞を導入し、微小なトラップ構造を用いて細胞毎に所定の位置に
配置する。加工時は、ストックチャンバーからナノ工具を光操作でロードし、加工対象サンプル
に接触させ、反応させる。加工されたサンプルはテーブル出口から光・流体操作により回収する。
２つの構成要素について、具体的な研究開発課題を以下に示す。 

 
 



A) 光操作型ナノ工具 
酵素や抗体の担体となるナノ構造体は電子線描画装置によるナノ加工と UV リソグラフィによ

るマイクロ加工を組み合わせて作製する。構造体への酵素・抗体固定化にはこれまでに開発した
クロスリンク処理を組み合わせた手法を利用した。レーザー操作は、蛍光顕微鏡に導入した 2 軸
光ピンセットによって行った。 
本課題では、２種類の加工法を計画している。一つは、ナノ工具に 200 nm 幅程度のナノニー

ドルを作製し、１細胞に穿刺する加工技術であり、これにより細胞内の生体分子へアクセスする
ことが可能となり、ニードル部の酵素や抗体の特異的反応により細胞解析・改変に利用できる。
もう一つは、反応部に抗体を固定することで、接着により細胞を逐次捕捉し、細胞を任意の配置
でクラスター状に組み立てる加工である。これにより臓器モデルとなる細胞塊を形成すること
で、 薬剤開発への応用が期待できる。 
ナノニードルについては、加工条件を検討し、技術の確立に取り組んだ。ピンポイントな酵素

反応の実証には、DNA 切断酵素を固定したナノ工具を用いた DNA 切断実験による実証に取り
組んだ。また、細胞への穿刺に向けて、様々な駆動条件で操作を行うとともに、ナノ工具のさら
なる機能化を目的として、金属電極のパターニングついて検討を期間内に開始した。 

 
B) マイクロ流体ワークテーブル 
細胞を加工するための実験場をマイクロ流体デバイスで作製することで、加工細胞の位置決

めと細胞周囲の薬液置換を可能にする。本デバイスはマイクロ流路の中に、ナノ工具を収容する
工具ストックチャンバー、細胞配置アレイ構造と加工エリア、溶液導入ポートを有している。本
デバイスは、高精度マイクロポンプ・バルブに接続され、内部の溶液種・流量を制御する。また、
光学顕微鏡ステージに設置することで、リアルタイムイメージングと光操作に必要な集光レー
ザーの導入を可能にしている。したがって、オペレーターが顕微鏡像を見ながらその場でリアル
タイムに加工を実施できる。 
マイクロ流体デバイスの作製は一般的な PDMS デバイスの加工法を使用し、細胞や DNA サ

ンプルとナノ工具を同時に導入し、光操作することで、顕微鏡下で観察しながら細胞組立実験お
よび DNA 切断実験を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
切断や組立といった機械加工に相似した操作を、細胞１個と分子１個に対して実現すること

が本研究の狙いである。それにより細胞・分子を分解して解析し生命現象の理解に繋げること、
細胞を改変・組み立てることで医薬品開発や再生医療において有用なバイオサンプルを創出す
る。そのために、酵素・抗体反応をピンポイントに生じさせる光駆動ナノ工具を開発し、加工対
象の細胞・分子を配置固定可能なマイクロ流体ワークテーブル上で１個の細胞・１個の分子に対
して機械加工を達成する。以下にそれぞれの研究成果を示す。 

 
A)光操作型ナノ工具 
半導体微細加工技術によってナノメートルサイズの微小構造体を作製し、表面に様々な酵素・

抗体を固定することで「ナノ工具」を開発した。期間中には、工具作製条件の検討を進め、200 
nm 幅のナノニードル形状を一度のリソグラフィプロセスで数万個程度安定に形成し、水溶液中
に回収する手法を開発した。さらに、加工条件の詳細を検討したナノ加工法について、加工限界
（最小サイズ、加工面積、加工形状）の把握と光操作特性の測定を行った。加工限界の把握につ
いては、途上であるが、数 10 nm 幅のサイズのパターンかつ、3 次元的な形状が形成できる見
込みが得られた。加工原理の検討を同時に行い、通常のフォトリソグラフィーと、近接場露光に
よるリソグラフィーが行われ、それによりナノメートルからマイクロメートルの 3 次元的な構
造が得られていることが示唆された。さらに検討を進めることにより本加工法による形状作製
の範囲が広がることが期待される。 
ナノ工具表面への酵素・抗体の固定化は、これまでに達成したクロスカップリング手法を使用

し、切断機構の異なる 2 種類の DNA 切断酵素、および、細胞膜に存在するタンパク質を抗原と
する抗体を複数種類固定し、DNA 切断実験および細胞組立実験に使用した。その結果、DNA 切
断酵素の違いが、DNA 切断確率と切断に至るまでに要する時間に違いを生むことが明らかにな
った（図１）。また、抗体による細胞捕捉については、抗原を有しない細胞種では捕捉されず、
抗原を発現している細胞種のみ捕捉されることが確認され、抗体固定化ナノ工具の特異性を確
認した。これらの結果から、固定する酵素種・抗体種の適切な選択が加工に重要な条件であるこ
とが確かめられた。 
ナノ工具の操作特性について、レーザーによる姿勢調節、操作速度、操作周波数について条件

把握を実施し、発生力、追従性などの操作に関わる複数の項目を評価した。ナノ工具単体では pN
オーダーの発生力であり、細胞穿刺は困難であることから、電気的な力を補助的に利用する手法
について考案し、検討を開始した。そのため、ナノ工具への電極パターンの形成手法の検討と電
界シミュレーションを実施した。 

 



 
B)マイクロ流体ワークテーブル 
マイクロ流体ワークテーブルは、顕微鏡ステージに設置され、加工に必要な工具と細胞を収容

し、細胞を所定の位置に搬送・配置する機能を持つ。工具は加工エリアに隣接した工具ストック
チャンバーに流体操作によって収容し、その後、生細胞を導入し、微小なトラップ構造を用いて
細胞毎に所定の位置に配置する。工具収容については確立し、ピンポイントな DNA 切断加工に
よって実証した。また、細胞組立技術の開発においても新たなマイクロ流体ワークテーブルを考
案し、数個の細胞の逐次組み立てまで実証した（図２）。その後、組み立て細胞の回収機能まで
統合したマイクロ流体デバイスの開発に取り組む計画であった。しかし、細胞の非特異吸着の課
題があったことから、まずは、組み立て細胞の培養を実証するため、キャピラリーを利用した簡
易な回収機構を開発することを優先した。キャピラリーで回収可能とするため、一部を大気に開
放した開放型のマイクロ流体デバイスの設計と製作を行い、細胞組立を実施した。その結果、細
胞とツール導入、細胞組立、組み立て細胞の培養操作の一連の工程を実現した。今後、本手法を
用いることで、様々な組立細胞集団からの細胞塊形成が可能となり、臓器空間構造の解析に利用
できるようになると期待される。 

 

  
図１．DNA 切断実験 

 
 

  
図２．細胞組立実験（細胞 3 個、4 個） 
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