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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞の基質側細胞膜と基質との間の距離の絶対値を測定できる方法の開
発を目指した。具体的には、干渉反射顕微鏡法(反射干渉顕微鏡法：RICM, reflection interference contrast 
microscopy)の改良を行う。これまでに三つの異なるレーザー波長を用いて球体ポリスチレンビーズの反射干渉
像を取得した。理論解析に改良を行い、様々な誤差要因をそれぞれ定量的に検証できるようにした。この3波長
RICM法では、三波長それぞれの強度の比について唯一解の得られる条件に基づき、ポリスチレンビーズの3次元
形状をナノメートル精度で評価できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We aimed at developing a method to measure the absolute value of the 
distance between the cell membrane and the underlying substrate. Specifically, we improve the 
analytical aspect of the reflection interference contrast microscopy, RICM, which is performed using
 three different wavelengths.  We demonstrate that our methodology is applicable to the absolute 
three-dimensional measurement on polystyrene microbeads, which was determined from the only one 
solution obtained from the theoretical analysis. We are now working on applying this new technology 
to our original target, namely living cells, and in parallel with that we have summarized the 
current data on the microbead measurement to write a draft for publications.

研究分野：生体工学

キーワード： 干渉反射顕微鏡法　共焦点顕微鏡法　細胞工学　細胞膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞の形態はその複雑な機能と密接な関係をしており、細胞機能のさらなる理解のために細胞形態の計測を高い
精度で実施することは重要な研究課題です。しばしば研究対象とされる培養細胞において、細胞上側の細胞膜形
状は原子間力顕微鏡を用いてナノメートル精度で計測できるのに対して、下側のそれは現状では正確な計測が困
難です。本研究では3波長のレーザー光を用いた干渉反射顕微鏡法により、独自の理論解析と併せて、細胞下側
の細胞膜の形状を計測する方法の開発に取り組みました。細胞と同程度の大きさをもつポリスチレンビーズに対
して実証実験を行い、期待通りの精度で計測できることを確認した。細胞測定への有効性の検証も進めている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞の形態はその複雑な機能と密接な関係をしており、細胞機能のさらなる理解のために細胞
形態の計測を高い精度で実施することは重要な研究課題である。しばしば研究対象とされる培
養細胞において、細胞上側の細胞膜形状は原子間力顕微鏡を用いてナノメートル精度で計測で
きるのに対して、下側のそれは現状では正確な計測が困難である。本研究では 3 波長のレーザ
ー光を用いた干渉反射顕微鏡法により、独自の理論解析と併せて、細胞下側の細胞膜の形状を計
測する方法の開発に取り組む。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞の「基質側細胞膜と基質との間の距離の絶対値」を測定できる方法の開発を目
指す。従来の干渉反射顕微鏡法では原理的に細胞膜・基質間絶対距離を決定することができなか
った。そこで干渉反射顕微鏡法に新しい原理を導入して、細胞膜・基質間絶対距離を計測できる
方法へと発展させる。ここで開発する方法を用いて細胞-基質間の動的相互作用に関する細胞生
物学的研究分野の開拓へとつなげ、その意義を広く生命科学領域全般に対して示す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞-基質間動的相互作用の絶対計測法として、干渉反射顕微鏡法(反射干渉顕微鏡
法：RICM, reflection interference contrast microscopy)の改良を行う。三つの異なるレーザー
波長を用いて球体ポリスチレンビーズの反射干渉像を取得する。光学に基づく理論解析に大幅
な改良を行い、様々な誤差要因をそれぞれ定量的に検証できるようにする。この 3 波長 RICM
法では、三波長それぞれの強度の比について唯一解の得られる条件に基づき、ポリスチレンビー
ズ（本方法の妥当性を検証するためのマイクロメートルサイズの人工微小物体）の絶対位置の評
価を行うものであるが、その 3 次元形状をナノメートル精度で評価できることを確認する。ま
た、ピエゾアクチュエーター駆動ステージを導入し、ステージ面のフィードバック制御も駆使し
て精度の向上につなげる。すなわち、光学理論に実用的な補正も加えることで誤差を最小化する
ことに取り組む。 
 
４．研究成果 
干渉反射顕微鏡法(反射干渉顕微鏡法：RICM, reflection interference contrast microscopy)
の改良を行った。これまでに三つの異なるレーザー波長を用いて球体ポリスチレンビーズの反
射干渉像を取得した。理論解析に改良を行い、様々な誤差要因をそれぞれ定量的に検証できるよ
うにした（図 1）。この 3波長 RICM 法では、三波長それぞれの強度の比について唯一解の得られ
る条件に基づき、ポリスチレンビーズの 3 次元形状をナノメートル精度で評価できることを確
認した。ただし、測定対象の一定の高さ以上の部分においては誤差の多くなることが確認された
（図 2）。現在はさらに個々の誤差発生要因を特定し、その定量的検証と条件出し実験を並行し
て行っている（図 3）。さらに生きた細胞の底面についても測定を行い、形状の概形を把握でき
ることに取り組んでいる（図 4）。 
 

 

図 1 当該 3波長 RICM が絶対高さを十分に決定できることを確認した。 
 



 
図 2 高さ再構築の結果、外れ値が存在することが確認された。 

 

 
図 3 反射面の傾きと誤差の関係 
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図 3 下側細胞膜の底面形状 
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