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研究成果の概要（和文）：

単一細胞のがん化を診断する技術は、究極のがん早期発見技術と言っても過言ではない。
本研究では、低侵襲かつ精密な力学計測が可能な原子間力顕微鏡(AFM)技術を用いて、単
一細胞の力学特性から、正常細胞とがん細胞とを区別する手法を開発することを目的とし
た。(1) AFM 細胞診断装置の開発、および(2)正常とがん細胞の力学特性を統計解析する技
術の開発を行うことを目指した。23 年度は、正立型光学顕微鏡を用いた細胞計測に特化し
た新しい AFM 装置の試作を行った。24 年度は、様々ながん細胞に適用できる汎用の細胞
マイクロパターン基板の開発を行った。本計測により、細胞弾性率、細胞流動性、および
ニュートン粘性係数の細胞数分布を独立に評価できることが可能になった。また、正常細
胞とがん細胞の細胞レオロジー変数の細胞数標準偏差は大きく異なり、周波数依存性をも
つことが分かった 。AFM 装置の自動化のための FPGA プログラム開発を行った。イオン
コンダクタンス顕微鏡による細胞表面の動的計測に成功した。

研究成果の概要（英文）：
Detecting cancer cells in their early stages is one of the most important techniques for 
diagnosing whether cells are normal or cancer. The atomic force microscopy (AFM) is a 
promising tool for measuring mechanical properties of cells at nano-scale. The goal of this 
project is to develop the cancer diagnostic tool, which is based on the measurements of cell 
mechanics using AFM. Micro-fabrication techniques were also employed to arrange and 
culture the cells on micro-patterned substrates. Two main studies in this project were (1) 
the development of an AFM apparatus and (2) the development of measuring and 
analyzing the statistical features of normal and cancer cells. We found that those 
micro-patterned substrates were useful for several types of normal and cancer cells. 
Moreover, the AFM measurements showed that the rheological properties of normal and 
cancer cells were largely different, i.e., the magnitude of cell modulus was lower and the 
number distribution of the modulus was sharper in the cancer cells. Interestingly, those 
exhibited a clear frequency-dependent. To control automatically the AFM system, the 
program based on FPGA was developed. We found that scanning ion conductance 
microscopy was useful for measuring the dynamic properties of cell membranes.  
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１．研究開始当初の背景
細胞の力学特性は、細胞運動や細胞分裂等の
様々な細胞機能と密接に関係している。近年、
原子間力顕微鏡（AFM）を用いた細胞力学測
定によって、正常細胞とがん細胞とを識別で
きることが指摘され（Cross et al. Nature 
Nanotech.(2007) ）、細胞力学が、がん細胞診
断の重要なマーカーであると考えられるよ
うになった。しかし、過去の AFM による細
胞測定は、細胞の弾性のみに着目されており、
測定される細胞数も 10 個程度と少数であっ
た。最近、申請代表者等は、生細胞を配列・
培養する技術を開発し、AFM を用いて従来よ
りも多数の細胞の粘弾性（レオロジー）を精
密に計測することに成功した（S. Hiratsuka et 
al., Ultramicroscopy(2009)）。そして、本手法を
拡張することにより、正常細胞とがん細胞の
細胞レオロジー計測に基づく細胞診断装置
を開発できるという着想に至った。

細胞のレオロジーは、アクチン繊維等の細
胞骨格構造と密接に関係していると考えら
れている。本研究によって、細胞骨格構造が
細胞のがん化とどのよう関係しているかを、
力学測定の立場から議論することが可能に
あると考えられる。また、単一細胞レベルの
がん化のダイナミクスや速度論といった、従
来の細胞生物学的な細胞研究では決して得
られない細胞疾患の物理的描像が得られる。

２．研究の目的
単一細胞のがん化を診断する技術は、究極

のがん早期発見技術と言っても過言ではな
い。原子間力顕微鏡（AFM）は、低侵襲、か
つ精密に細胞力学を計測することが可能で
ある。本研究では、本計測法を発展させるこ
とにより、がん細胞の基礎研究分野や臨床試
験に適した AFM 細胞診断装置を試作する。
そして、正常とがん細胞の力学特性を統計
解析する技術の開発を行うことを目的とす
る。

３．研究の方法
AFM 細胞診断装置の開発として、細胞力学計
測に特化した AFM 装置の試作を行う。カン
チレバー用の光てこ光学系には、正立型光学
顕微鏡の光軸を用いた。対物レンズによりカ
ンチレバーにレーザー光を照射し、その反射
光を同じ対物レンズで受光することにより、
簡便かつ汎用性の高い AFM システムを開発
する。また、種々の細胞サンプルの測定を可
能にするために、広範囲・高精度で走査が可
能な、スキャナーシステムの設計と作製を行
う。次に、正常とがん細胞の力学特性を統計
解析する技術の開発を行う。細胞アレイの設
計と作製、および細胞サンプルの調製の要素
技術を開発し、光学顕微鏡と一体化した AFM

細胞診断装置を構築する。開発した AFM 装
置を用いて、｢正常細胞と異常細胞の細胞診
断計測｣および｢AFM 細胞診断装置の改良｣を
行う。モデル細胞系および生体内細胞系の正
常細胞とがん細胞を用いた細胞レオロジー
測定を行う。AFM 操作の煩雑さの根源である
種々の操作と細胞力学診断の統計解析分析
法を自動化し、容易に利用可能な細胞力学診
断装置を開発する。

４．研究成果
正立型光学顕微鏡（ニコン社製）をベースと
して、細胞力学計測に特化した AFM 装置を
試作した。蛍光顕微鏡用の光路を用いて、カ
ンチレバー背面へのレーザー集光、およびレ
ーザー反射光の取得を行った。また、対物レ
ンズには、パッチクランプ測定等に用いられ
る水浸対物レンズを用いることにより、気液
界面のノイズの影響を軽減した。また、対物
レンズの倍率は 10-20 倍が最も SN が良いこ
とが分かった。この倍率で、一般的なサイズ
から微小形状のカンチレバーに対応するこ
とが可能である。この AFM 光学系に走査部
を装着した。走査部と AFM カンチレバー変
位部との制御を行うソフトウェア
（LabVIEW）を開発した。以上は、平成２３
年度に行った。

平成 24 年度の技術開発において、様々な
がん細胞に適用できる汎用の細胞マイクロ
パターン基板の開発を行った。マイクロコン
タクトプリント法を用いて、金基板上に接着
タンパク質を塗布し、パターン化する作製方
法と、金蒸着膜自体を加工し、パターン化す
る方法を用いた。幾つかの種類のがん細胞を
用いて、安定に接着させ、培養できることが
分かった。規則的に配置した正常細胞とがん
細胞を用いて、それらの細胞レオロジー計測
を行った結果、細胞弾性率、細胞流動性、お
よびニュートン粘性係数を独立に評価する
こが初めて可能になった。また、正常細胞と
がん細胞において、細胞レオロジー変数の細
胞数標準偏差が異なり、周波数依存性を有す
ることが分かった。AFM 装置・細胞計測の自
動化を行うために FPGA によるプログラム開
発を行った。また、正常細胞とがん細胞とで
は、その運動性が大きく異なることから、細
胞膜表面のダイナミクスに関する知見を探
索した。その過程において、イオンコンダク
タンス顕微鏡を用いた細胞膜揺らぎ計測法
に関する予備実験を行い、その有効性を示し
た。
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