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研究成果の概要（和文）：現在，生物を直接利用することにより，安心・安全・高感度に環境物質を解析し，同時に生
物への影響を解析するバイオセンシング技術が注目を集めている．本研究では，これまで構築してきたナノマニピュレ
ーションシステムを応用し，新たな各種ナノツールを用いて，単一細胞レベルの局所操作及び計測技術を開拓した．ま
た，マイクロ流体チップによりモデル生物を選択的に解析することで，重金属のバイオインジケータデバイスとして新
たな応用を開拓した．

研究成果の概要（英文）：Currently, the bio-sensing technologies have been received much attention for smar
t, safe, and high-sensitive analysis of environmental materials using living organism directly with some e
ffects on ecosystem. In this research, we applied our nanomanipulation technique to realize single cell le
vel local analysis using various nano-tools. We proposed a bio-indicator device for heavy metal inside som
e solution by controlling a micro-fluidic chip to use a model organism.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

現在，生物を直接利用することにより，安
心・安全・高感度に環境物質を解析し，同時
に生物への影響を解析するバイオセンシン
グ技術が注目を集めている．本技術により，
クロマトグラフィ，フローサイトメトリ，電
気泳動など，多大な時間と煩雑な作業に対す
る労力及び多大なコストが不要となること
が期待されている． 

本研究では，これまで構築してきたナノマ
ニピュレーションシステムを応用し，各種ナ
ノツールを用いて，単一細胞レベルの局所操
作，計測技術を新たに開拓した．また，マイ
クロ流体チップを用いてモデル生物を利用
したバイオセンシング技術として，重金属溶
液に対するバイオインジケータデバイスを
構築した． 

 

２．研究の目的 

我々はこれまで，単一細胞を高精度・高感
度に解析する新たな技術として，局所環境を
計測可能なマイクロ・ナノスケールの微細な
ツールを提案し，マイクロ・ナノマニピュレ
ーションシステムに応用してきた．本技術に
基づいて，各種マイクロ・ナノツールを利用
した単一細胞レベルのナノサージェリシス
テムを提案してきた（図 1）． 

具体的には，環境制御型電子顕微鏡
（ Environmental-Scanning Electron 

Microscope: E-SEM）内でのナノバイオマニ
ピュレーションシステムを構築した（図 2）．
本システムは，含水状態において細胞をナノ
スケールの高分解能で観察することができ
るため，我々のナノマニピュレータによりナ
ノスケールの高精度な操作を実現すること
が出来る．これにより，ナノプローブを用い

た単一細胞の局所硬さ計測による細胞活性
評価，ナノフォークを用いた単一細胞・基板
間の付着力評価，デュアル・ナノプローブを
用いた細胞内部の電位計測による生死判別
評価などの様々な新たなナノバイオ応用技
術を構築してきた． 

そこで，本研究では，本システムを発展さ
せ，細胞の診断，切除・取り出し，挿入，注
入，埋め込みを実現するナノサージェリツー
ルを利用したナノサージェリシステムを構
築する．また，生物を用いたバイオセンシン
グ技術を実現するために，モデル生物である
線虫をマイクロチップ内で局所的に環境制
御下することで重金属といった環境物質の
検出のためのバイオインジケータデバイス
を提案し，基礎的な新たな知見を得ることを
目的とした． 

 

３．研究の方法 

本研究では，これまで構築してきた環境制
御型電子顕微鏡に光学顕微鏡を組み込んだ
ハイブリッド顕微鏡を新たに提案した．図 3

及び図 4 に本研究で構築したハイブリッド顕
微鏡システムを示す．環境制御型電子顕微鏡
の電子銃に直行する方向に，光学顕微鏡を設
置した．これにより，電子顕微鏡では得るこ
とが出来ない，試料の高さ方向の情報を得る
ことができる．本構造を実現するために，電
子顕微鏡の試料室のポートから，光学顕微鏡
用のカバー及びケーブルを通すための筐体
を取り付けた．また，筐体の一部にガラス窓
を設け，これを通して，光学顕微鏡により試
料を観察することができる．また，光学フィ
ルタを設置することで，明視野像に加えて，
蛍光像を撮影することが可能である． 
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図 1 ナノツールを利用したナノサージェリシ

ステムの構築 

 

図 2 環境制御型電子顕微鏡(E-SEM)内でのナ

ノマニピュレーションシステム 

 

OM

Nanomanipulator

E-SEM

Unit1 : 4DOFs

(X-Y-Z-g)

Unit2 : 4DOFs

(X-Y-Z-g)

Unit3 : 5DOFs

(X-Y-Z-b-g)

 
図 3  ハイブリッド顕微鏡内でのナノマニピ

ュレーションシステム 
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図 4  ハイブリッド顕微鏡システム 

 



 

４．研究成果 
本研究の主な成果として，代表的な結果に

ついて述べる． 

 

4-1 ハイブリッド顕微鏡下でのナノマニピ
ュレーションシステムとモデル生物へのナ
ノインジェクション応用 

 図 5 に本研究で構築した，ハイブリッド顕
微鏡内でのナノマニピュレーションシステ
ムを示す．合計で７自由度，３ユニットにて
構成することで，多自由度・多ユニットによ
る自在なナノマニピュレーションを実現し
た． 

 本システムを用いてモデル生物である線
虫へのナノインジェクションを行った．図 6

にハイブリッド顕微鏡内ナノマニピュレー
タによるナノインジェクション実験結果を
示す．ナノプローグは，シリコン材料を集束
イオンビーム加工(Focused Ion Beam: FIB)に
より加工した．ナノプローブの先端部は，対
象物に挿入しやすいように，鋭利な形状とし
た．また，ナノプローブの一部に，ネックと
なる幅が小さい部分を設けることで，対象物
に挿入後，ネック部で切断し，ナノプローブ
を対象物内に挿入する状態を保つことでき
る．この際，ナノプローブをインジェクショ

ンする物質で予めコーティングすることで，
対象物内へのインジェクションを達成する
ことができる．図６に示すように，本研究で
は，蛍光物質をコーティングしたナノプロー
ブを，線虫内部に挿入し，ナノプローブを切
断することで，線虫の局所に蛍光物質を導入
することが出来ることを確認した． 

 

4-2 ナノピッカーによる単一細胞間の付
着力計測 
 我々は，単一細胞レベルでの局所的な操
作・計測を行うための新たなナノツールと
して，ナノピッカーによる単一細胞間の付着
力計測を行った．本手法の実験模式図を図 7

に示す．重なり合った単一細胞間にナノピッ
カーをナノマニピュレーションにより挿入
し，そこから上方向に移動させることで，上
部の単一細胞を持ち上げる．この際に，上部
と下部の単一細胞間の付着力を，シリコンカ
ンチレバーの変形量から計測する手法であ
る． 

実際に作製したナノピッカーを図 8 に示す．
シリコンカンチレバー先端部に，FIB 加工に
より作製した．環境制御型電子顕微鏡内ナノ
マニピュレーションシステムを用いて，ナノ
ピッカーによる単一細胞間の付着力計測実
験の環境制御型電子顕微鏡像を図 9 示す．本

 
図 7  ナノピッカーを用いた単一細胞－細胞

間付着力計測実験 
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図 8  作製したナノピッカー 
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図 9  ナノピッカーを用いた単一細胞間の付

着力計測実験 
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図 5  ハイブリッド顕微鏡内ナノマニピュレ

ータ 
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図 6  ハイブリッド顕微鏡内ナノマニピュレ

ータによるナノインジェクション実験 

 

 



研究では，細胞としてイースト菌を用いた．
細胞のサイズは，直径が約 2~3 マイクロメー
トルである．図 10 にナノピッカーによる単
一細胞間の付着力の計測結果を示す．以上に
より，ナノピッカーを用いて，単一細胞間の
動的な付着力を計測することが出来た． 

 
4-3 マイクロ流体チップによる線虫を利
用したバイオインジケータデバイス 
 本研究では，モデル生物である線虫を利用
したバイオインジケータデバイスを提案し
た．線虫は，さまざまな環境要因に応じて，
代謝などの影響から，成長速度など様々な影
響を受けることが知られている．本研究では，
重金属を含む溶液中で線虫を培養し，重金属
による線虫の成長サイズを検出することで，
溶液中の重金属をインジケートするバイオ
インジケータを構築した． 
図 11 に提案したバイオインジケータのた

めのマイクロ流路内での単一線虫の静電容
量計測方法と実験の様子を示す．マイクロ流
路内に線虫を培養し，計測用チャネル内に閉
じ込めて静電容量変化を計測することで，選
択的に単一の線虫のサイズを検出するデバ
イスを作製した．図 11 では，テーパ形状を
有したマイクロ流路を用いることで，線虫を
マイクロ流路内部に固定する構造とした． 
多チャンネル型マイクロ流体チップによ

る複数溶液用バイオインジケータデバイス
を提案した．本多チャンネル型マイクロ流体
チップの構成を図 12(a)に示す．本研究では，
異なる３種類の溶液を同時に導入し，中央部
の計測部に対して，左右に設置したチャンバ
ー内部で線虫を培養することが可能なデバ
イスを設計した．それぞれのチャンバーに対

して計測用電極を設け，複数溶液中の線虫の
サイズを同時に計測することができる．また，
線虫をローディングするためのチャネルを
設計し，そのチャネルの形状により，チャン
バー内に導入した線虫をチャンバー内部に
とどめる設計とした．実際に作製した多チャ
ンネル型マイクロ流体チップの外観写真を
図 12(b)に示す． 

提案した多チャンネル型マイクロ流体チ
ップによる溶液として，①通常培地，②銅を
含む重金属溶液，③カドミウムを含む重金属
溶液を導入して線虫を培養し，培養時間に応
じて静電容量計測を行った．計測結果を図
12(c)に示す．線虫の代謝などの影響に応じて，
銅を含む重金属溶液よりもカドミウムを含
む重金属溶液で培養した線虫の方が，静電容
量変化の減少量が大きいことを確認した．し
たがって，培養する重金属溶液に応じて，線
虫の成長速度が低下し，線虫のサイズを静電
容量変化から検出するバイオインジケータ
デバイスの基礎特性が得られた． 

 
 
 

 
図 10  ナノピッカーによる単一細胞―細胞間

の付着力計測結果 
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図 11  バイオインジケータのためのマイクロ

流路内での単一線虫の静電容量計測実験 
 

(a) Outlet for C. elegans

Inlet for C. elegans

Chamber I

Chamber III

Chamber II Main channel

Pillar Array

Remove

redundant C. elegans

Introduce

C. elegans

Chamber inlet

Loading channel

Negative 

pressure

 

(b)  

(c)

0

3

6

9

12

15

42 h 48 h 54 h 66 h

C
ap

ac
it

an
ce

 c
h

an
g

e 
(p

F
)

Time (h)

∆ 6 h ∆ 6 h ∆ 12 h

K-medium

Cu-solution

Cd-solution

 

図 12  多チャンネル型マイクロ流体チップに

よる複数溶液用バイオインジケータデバイス, 

(a)マイクロ流体チップの構成，(b)マイクロ流

体チップの外観, (c)マイクロ流体チップによ

る複数溶媒中で培養した線虫の静電容量計測

結果 
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