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研究成果の概要（和文）：大きさ約2umのラン藻を対象として，細胞の局所環境制御とマルチパラメータ計測を高速か
つ連続に行うため，細胞の粘弾性計測および酸素消費活性計測を行った．細胞の粘弾性計測では，マイクロ流体チップ
内にロボットを組込み，光ピンセットのシステム上で用いることで単一のラン藻の搬送・計測が可能なシステムを構築
した．構築したシステムを用いて，ラン藻に高浸透圧ストレスを加えることで浸透圧刺激の影響の調査を行った．また
，酸素消費活性計測では，蛍光色素を用いた酸素センサーをマイクロ流体チップのマイクロチャンバー底面に対してス
トライプ状に配置することで酸素濃度分布を計測し，限定空間での酸素計測の基本原理確認を行った．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is measurement of the multi-parameters of a single 
cyanobacteria, whose size is approximately 2 um in diameter, with high-throughput under local 
microfluidic environment control. Here, we constructed the systems for mechanical characterization and 
measurement of oxygen consumption of the cell. As for the cellular mechanical characterization, we 
constructed the system which enables us to transport the target cell using optical tweezers, and to 
measure its mechanical properties using the microfluidic chip which has on-chip robots. Using the 
constructed system, we investigated the effect of osmotic pressure stimulation to cyanobacteria and its 
mechanical properties. As for the measurement of oxygen consumption, florescent dye is utilized as 
sensors whose florescent intensity changes with respect to oxygen concentration. We fabricated a stripe 
oxygen sensor into the microchamber, and successfully measured the oxygen concentration distribution of 
confined space.

研究分野：ナノマイクロメカトロニクス，ロボティクス

キーワード： マイクロ・ナノデバイス　超精密計測　バイオ関連機器　光ピンセット　ナノバイオ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 本研究は機械工学と生物科学の共同研究
プロジェクトであり，工学的に新規な計測シ
ステムを構築し，細胞の環境適応機構を調査
し，これまで示されてきた疑問を解決する革
新的な研究である．本研究ではマイクロ流体
チップ内部でロボットによる相互作用を実
現し，単一細胞レベルで能動的に細胞の応答
を計測する．このようなまったく新しいシス
テムを提供する工学的アプローチを基盤と
し，生物科学において新しい知見を提供する
ための分子生物学的アプローチを複合的に
用いることを特色としている． 
 まず，生物科学における学術的背景を述べ
る．微生物は，昼夜の強光と暗所，それに伴
う寒暖，さらに乾燥や湿潤環境など，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．外界の浸透圧が下がると細胞に水が流入
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を下げて，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．これまで，
MscL の機能解析はパッチクランプ法でイ
オン排出を測定する実験が行われていた．し
かしながら，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
いなかった．つまり MscL の機能は，生化学
的実験を用いた間接的な結果に基づく推定
の域を脱していなかった．このため，研究代
表者の新井と研究分担者の魚住は，基盤研究
A（平成 20 年度～平成 22 年度）において，
細胞への浸透圧刺激に対する胞の容量変化
を調べてきた．これまでに MscL や水輸送の
通路となる水チャネル(AqpZ)を対象として，
これらを欠損した遺伝子不活化株を遺伝子
操作によって作成し，これらを正常株（細胞）
と一細胞レベルで比較できる実験系を構築
した．これは浸透圧刺激をマイクロ流体チッ
プ内で制御し，一細胞レベルで体積変化を調
べることを可能とするものである．遺伝子不
活化株の体積変化を動的に調べることで特
定の遺伝子の役割を世界で初めて明らかに
した画期的な成果である．本研究はこれをさ
らに発展させ，光合成細胞であるラン藻の外
部環境を能動的に調整し，浸透圧変化に伴う
粘弾性変化を単一細胞レベルで観測する．こ
れにより，細胞の浸透圧調整機構の仕組みに
関する新しい知見を得て，生物科学の発展に
寄与することを目的とする．このラン藻は光
合成を行い，二酸化炭素を固定する環境にや
さしい微生物である．魚住らはラン藻が光合
成によって細胞の表面にバイオフィルムを

形成し，形状が変化する知見を世界で初めて
見出し，これに関わる遺伝子も特定している．
しかしながら，糖の形成度合いを低侵襲で精
度よく定量化する評価方法は確立されてい
ない．そこで，我々はこの糖形成の度合いを
粘弾性で評価する構想を提案する．オンチッ
プで環境を制御し，単一のラン藻の粘弾性を
測ることで，糖を形成する遺伝子や環境条件
との関係を調べて評価する．新しい計測指標
の知見が得られれば，将来，地球温暖化にか
かわる環境問題にも大きく貢献できる． 
 次に機械システム学における学術的背景
を述べる．近年，マイクロ流体チップ内部の
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，特定の細胞のマルチ
パラメータを連続して計測できていない．一
方，代表者の新井は Lab-on-a-chip 技術とロ
ボット技術（超精密位置決め，計測技術）を
組み合わせて On-chip Robotics を世界に先
駆けて提唱し，これまで多くの実績をあげて
きた．これはマイクロ流体チップの内部に小
型化したロボットを組み込み，非接触操作に
より力学的相互作用を能動的に引き起こす
ことを可能とするものである．例えば，磁気
駆動方式によれば，ロボットの重量は約 5 mg 
に軽量化できる．また，数百 mT の小型永久
磁石により数 mN の力を発生できる．これは
高速化と低コスト化を意味しており，この分
野で技術革新を引き起こしている．また，フ
ロー系で，外乱を排除した精密流体制御が可
能で，Re 数が低いことを利用した精密環境
制御が可能となる．しかしながら，現状では
オンチップでの細胞計測技術は十分ではな
く，重点的な研究が必要である．このため，
(1)微細加工，(2)駆動，(3)計測，(4)システム
制御の観点から体系的に研究を進める．これ
を基盤としてラン藻の浸透圧調整機構の仕
組みを解明するとともに，糖を形成する遺伝
子や環境条件との関係を調べる． 
 
２．研究の目的 
 生物は環境変化や時間経過に従う代謝の
変化に従って，細胞の強度が変化するといわ
れている．しかし，2 m 程度の小さな細胞
の計測は極めて困難である．本研究は，マイ
クロ流体チップ内にマイクロ・ナノロボット
を組み込み，光合成細胞であるラン藻のマル
チパラメータ（機械的特性：弾性・粘性，大
きさ，電気・化学特性）を，オンチップで高
速かつ連続的に計測するシステムを構築し，
(1)微細加工，(2)駆動，(3)計測，(4)システム
制御の観点から体系的に研究を進め，オンチ
ップロボティクスの基盤技術を確立する．こ
のシステムを利用し，ラン藻の浸透圧変化に
よる応答を，単一細胞レベルで直接観測し，
機械刺激受容性チャネルの仕組みを解明す
る．また，ラン藻の粘弾性を測り，糖を形成
する遺伝子や環境条件との関係を調べて評
価する． 



３．研究の方法 
（１）機械的特徴量計測 
 図 1(a)は提案する機械的特徴量計測システ
ムのコンセプト図である．システムは光ピン
セットと，オンチッププローブと力センサを
有するロボット統合型マイクロ流体チップ
（ロボチップ）の 2 要素からなる．まず図 1(b)
に示すように，光ピンセットを用いて，細胞
を補足し，オンチッププローブと力センサ間
へと搬送した後，オンチッププローブを駆動
することで，ラン藻を力センサへと押し付け
変形させる．この時のラン藻の変形量とラン
藻の反力を，顕微鏡に取り付けた CCD カメ
ラを用いて計測することで，ラン藻の機械的
特徴量を計測する． 
 光ピンセットには，図 2 に示すような従来
我々の研究グループにて開発したホログラ
フィック光ピンセットシステム（HOT シス
テム）を用いる．HOT システムではレーザ
を位相変調器 SLM に反射させ光に位相情報
を加えることで，マルチビーム化している．
さらに GPU を用いることで 250 Hz の高速
処理を行い，リアルタイムな高速細胞操作が
可能である． 
 また，オンチッププローブの駆動は，従来
我々の研究グループにて提案している高精
度・高出力操作が可能な，直接外部駆動方式
を用いる(図 3)．オンチッププローブおよび
力センサの厚さは，計測対象のラン藻の大き
さのオーダーである必要がある．一方，オン
チッププローブ駆動のためにチップ外部の
アクチュエータと接触する部分は，強度及び
操 
作性の理由から数百ミクロンオーダー程度
の厚さが必要となる．そこで，ロボチップ内
のデバイスは SOI ウエハを用いて作製する．
SOI ウエハは，薄い単結晶シリコンのデバイ
ス層，厚い単結晶シリコンの基板層，またそ
れら 2 層の間にある中間酸化膜の 3 層からな
る．オンチッププローブと力センサはデバイ
ス層に，オンチッププローブ駆動のためのマ
ニピュレータと接触する構造体は基板層に
作製する．このときオンチッププローブとマ
ニピュレータとの接触する構造体は中間酸
化膜を介しつながっているため，マニピュレ
ータにより直接オンチッププローブを駆動
することができる． 
 力計測に関しては，オンチッププローブの
作製工程において同時に作製可能な梁構造
の弾性変形を利用する．外力が印加された際
の梁の変形は，顕微鏡に取り付けた CCD に
よって計測するため，力センサの計測分解能
は位置計測の分解能に依存する．そこで，モ
アレ干渉縞を用いて細胞の力計測を行うこ
とで，高精度に変位計測を行い，ラン藻の機
械的特徴量計測を行う．  
 
（２）細胞の酸素消費活性計測 
 図 4に細胞の酸素消費活性計測のコンセプ
ト図を示す．ラン藻は光合成によりエネルギ
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図 1 ラン藻の機械的特徴量計測システム
のコンセプト図．(a)オンチップ機械的特徴
量計測のコンセプト，および細胞の機械的
特徴量計測フロー：(b)光ピンセットによる
ラン藻の搬送，(c)オンチッププローブと力
センサによる細胞の機械的特徴量計測． 

図 2 ホログラフィック光ピンセットシス
テムの光学系． 

図 3 外部アクチュエータを用いたオンチ
ッププローブの駆動の概念図(断面図)． 

図 4 アレイ型蛍光酸素センサを用いた細
胞の酸素消費活性計測のコンセプト図． 

図 5 細胞周辺の酸素濃度の FEM 解析結
果．(a)厚み 200 m，(b) 厚み 500 m. 

(a) (b) 



を産生する際に酸素を消費するため，酸素消
費速度を計測することが，活性の高いラン藻
の識別にはが有効と考えられる，従来の酸素
電極プローブによる計測方法はスキャンが
必要なことから計測速度が遅く，誤操作によ
る衝突などでプローブが壊れやすいといっ
た欠点がある．そこで，我々は，微細加工技
術を用いて，酸素センサをアレイ化する方法
を提案した．細胞培養チップの底面に，スト
ライプ状にマイクロ流路を作製し，PDMS で
作 製 し た マ イ ク ロ 流 路 中 に 蛍 光 物 質
Ru(bpy)3Cl2 を含有させた光硬化性樹脂
PEG-DA を固定化することで酸素センサを
作製する．Ru(bpy)3Cl2 は酸素濃度に応じて
蛍光強度が変化するという特性があり，
PDMS は培養液と同等の酸素拡散係数を有
するため，細胞周辺の酸素濃度が計測できる．
つまり，蛍光強度をを時系列に取得すること
により，細胞の酸素消費活性が計測できる．
図 5 に PDMS の厚みを変化させた際の酸素
濃度分布の FEM 解析結果を示す．図の白色
から赤色になるにつれて，酸素濃度が高くな
っていることを示す．PDMS の厚さが 200 
m の場合，酸素の拡散がガラス基板によっ
て影響を受け，球面に拡散していないが，
PDMS が十分に厚い場合，酸素濃度分布は球
形上となり，ストライプ状に配置した酸素セ
ンサによって幾何学的に計測することが出
来る．我々が考案した方法は，非接触・非侵
襲で酸素活性を計測できるため，圧倒的な高
速性を有し，細胞へのダメージもない．また，
球面拡散により，測定対象物の大きさのばら
つきによる影響を受けず，計測精度が高いと
いう特徴をもつ．  
 
４．研究成果 
（１）ラン藻の機械的特徴量計測 
 図 6 に，構築したラン藻の機械的特徴量計
測システムと作製したロボチップの写真を
示す．図 7(a)に示すように，ロボチップは，
計測部としてオンチッププローブと力セン
サを有し，ピエゾアクチュエータを用いてロ
ボチップのシリコン構造体を押し込むこと
で，オンチッププローブを駆動する．光ピン
セットによりラン藻を計測部へと搬送した
(図 7(b))後，オンチッププローブにて変形さ
せ，その時の反力を計測した．図 7(c)，(d)
に示すように，モアレ干渉縞を用いることで，
オンチッププローブと力センサの変位を計
測した．図 7(c)，(d)において，赤枠内は元画
像中の格子パターンを垂直方向に平滑化し
た画像，青枠内は平滑画像と CCD カメラの
ピクセルから得られたモアレ干渉縞を示す．
プローブの駆動することで格子パターンの
移動し，モアレ干渉縞が移動する様子が確認
できる．モアレ干渉縞を用いることで，オン
チッププローブおよび力センサの変位を，約
2.8 nm の分解能で高精度に計測することに
成功した．図 8(a)に，チップ外部に配置した
ピエゾアクチュエータにより，オンチッププ

ローブを約 0.1 m ずつステップ状に駆動し
た際の，ラン藻の変形率と変形時の反力計測
の結果を示す．ラン藻の変形率ߝは，変形前
の直径ܦ଴と，変形量ߜを用いて，ε ൌ ߜ ⁄଴ܦ と
した．得られた結果から，細胞の変形をヘル

(b) 

(d) 

(a)

(c)

図 6 ラン藻の機械的特徴量計測システムと
ロボチップの例． 

図 7 ラン藻の機械的特徴量計測の例．(a)計
測部の光学顕微鏡写真，(b)光ピンセットを
用いた単一ラン藻の計測部への搬送の様子，
および，モアレ干渉縞を用いたラン藻の高分
解能機械的特徴量計測の例：(c)プローブ駆動
前，(d) プローブ駆動後． 

(b)

(a)

図 8 ラン藻の機械的特徴量計測の結果．(a)
ラン藻の変形量と反力の計測結果の例，(b)
浸透圧の異なる培養環境におけるラン藻の
硬さ計測の例． 



ツの接触モデルとして仮定した場合，ラン藻
の硬さとしてヤング率を計測することが出
来る．図 8 (b)に BG11 培養液と，BG11 培養
液に 1.5 M Sorbitol を加えた浸透圧の異なる
培養環境で 1 時間程度培養を行った際の，ラ
ン藻の硬さ計測を行った計測結果を示す．今
後は，これらの培養条件とラン藻の硬さの関
係を詳細に調査する予定である． 
 
（２）細胞の酸素消費活性計測 
 図 9(a)に作製した酸素消費計測チップを示
す．酸素消費計測チップは，マイクロチャン
バーを有し，細胞をマイクロチャンバー内に
導入することで，計測を行う．図 9(b)に酸素
消費計測チップの断面図を示すように，チャ
ンバーの底面には，アレイ上のストライプと
して高さ 5 m，幅 5 m のマイクロ流路を 5 
mピッチで作製し，ルテニウム錯体Tris(2,2’
-bipyridyl)dichloro-ruthenium(Ⅱ)hexahydrate の
蛍光強度の酸素濃度依存性を用いて計測さ
れる．ルテニウム錯体とPEG-DAの混合液（濃
度：3.5 mmol/l）を PDMS チップ中で重合す
ることで蛍光センサとする．図 10 にマウス
卵子を用いて，細胞の酸素消費活性計測の原
理検証実験を行った結果を示す．横軸は細胞
質中心からの距離，縦軸は酸素濃度を示す．
図計測は，マウス卵子導入後の蛍光強度とマ
ウス卵子導入前の蛍光強度の比から酸素濃
度変化の分布を算出した．実験はレーザ共焦
点顕微鏡を用い，顕微鏡用細胞チャンバによ
り 37℃（飽和酸素濃度 210 mol/l），CO2濃度
を 5%に保持した環境で行った．図 10 に示す
ように A, B, C, D の方向に対して酸素濃度分
布の計測に成功した．これにより，蛍光酸素
センサを用いた酸素消費速度の分布の一括
計測が可能であることがわかる．  
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