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研究成果の概要（和文）： 
本研究は，コンピュータモデルに従い細胞膜のダイナミクスやドメイン構造を電子的に任意

の状態に制御して，細胞膜の機能性を解析・理解することを目的としている．本研究では細胞
膜を電子線による電気化学的反応により直接加工し，細胞膜の生体分子システムをリアルタイ
ムに任意の状態に制御してその応答を解析することで，細胞膜の運動特性が細胞機能に与える
メカニズムを調査する研究を提案している． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our study reports a new method of in situ EB lithography in a non-vacuum liquid 

environment for a complete living cell; in the future, this research could lead to 
nano-surgery by molecular mechanics on a cell membrane. We expect this first 
demonstration of in situ nano processing and cellular nano stimulation can be utilized for 
real time analysis of changes in membrane protein dynamics. Our nano processing on a 
culturing living cell using an EB-induced reaction could directly manipulate the molecular 
physical dynamic function and chemical property of the environment. Moreover, 
theoretically, the EB had less than a nanometer scale wavelength, and the electron range 
in water was also 10s nm. Therefore this method can provide new approaches for in situ 
molecular level dynamics manipulation on membrane dynamics-related disorders, for 
example cancer metastasis, and repairing and regenerating neurons after injury; by 
combining it with single molecule imaging it can be used to understand how 
spatio-temporal dynamics affects their mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景 細胞を解析する方法論では 1 分子単位の機
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能計測技術の発達により分子システムの有
機的なつながりを解析することが可能とな
っている，１分子機能計測は，生体分子に蛍
光分子やビーズを標識して光学的に観察す
る方法である．このような 1 分子計測手法は
まさに今活動している細胞内で計測する方
法論であるので，細胞システムのダイナミッ
クな動作を可視化して取り扱うことができ
る． 
一方で分子システムを解析する際に観察

の対として刺激方法が重要な要素であるが，
タンパク質を１分子単位で任意の時刻，任意
の場所で刺激する方法がいまだ確立されて
いない．従来から用いられている受容器など
への刺激方法は，遺伝子工学的に光感受性タ
ンパク質を発現させ光刺激を行う，あるいは
多光子吸収したレーザ光の衝撃波効果で細
胞膜を破壊する方法，原子間力顕微鏡のカン
チレバーによる力学的刺激を与える方法な
どがとられていた．しかしながら可視域のレ
ーザ光や機械式のスキャナを用いるこれら
の手法はいずれも時間・空間的な解像度が分
子のレベルに達していないことが問題点と
して挙げられる．任意の時刻に，任意の場所
のタンパク質に対してダイナミックな刺激
を与えることができる方法が必要である，リ
アルタイムに分子を操作する手法があれば，
1 分子機能計測手法と融合させ，生物のダイ
ナミクスが分子解像度で解析が可能になる．
分子の化学的な素過程と生物の創発的な機
能のつながりを解析でき，疾患に対する薬効
や幹細胞から分化誘導されるメカニズムを
定量的に理解することが期待できる． 
 
２．研究の目的 
細胞の機能が 1分子計測により解析されて

いる一方で，細胞を生かしたまま 1 分子を加
工する方法はいまだ確立されていない．そこ
で本申請では，平成 22 年度までに研究代表
者が実証した電子線励起による培養液中で
のナノ造形および細胞加工の原理を応用し，
細胞を生かしたままで電子線を照射し分子
単位で加工・制御すること研究目的とする．
任意の時刻，任意の場所の細胞膜を刺激・操
作して細胞内のダイナミクスを解析するこ
とに挑戦する． 
 
３．研究の方法 

窒化シリコン（SiN）ナノ薄膜を透して電
子線を培養用液に照射することで，培養細胞
や細胞膜のナノ加工と観察をリアルタイム
に行うことができるシステムを構築した．水
溶液中での電子線の吸収エネルギの分布は
数 10 nm の領域に分布し，2.5 keV の低加速
電子においてはその範囲は細胞膜と同様の
スケールとなることがシミュレーションに
よって明らかとなった．本装置ではこの水溶 

図１．電子線描画装置の概略図．電子線光学
系と蛍光顕微鏡が対向しており，描画中の様
子をリアルタイムに観察できる． 
 
液中での電子線励起領域を可視化し，その反
応過程をリアルタイムに観察した． 
電子線を液中の細胞膜に送達するために

膜厚 100nm 以下の極薄膜で仕切られた真空・
培養チャンバを作製した． 
  

４．研究成果 
電子線を照射する細胞培養溶液中に導電

性候分子の前駆体 EDOT を溶解させておくこ
とで，励起エネルギにより EDOT を重合，堆
積させる様子をリアルタイムに計測するこ
とに成功した．高感度カメラによる電子線励
起領域の可視化と，堆積反応のリアルタイム
観察から，電子線が水中の化学反応に及ぼす
効果を明らかにすることができた．2.5-5 keV
の電子線照射による励起領域は 267-473 nm
の半値幅を持っていることが確認された．
（図 2）また，10 mM の EDOT 水溶液中では一
辺約 2 µm 矩形領域が約 10 s で造形できるこ
とがリアルタイム観察により確認された．
（図３）同様の手法は生きた細胞（C2C12，
Hep G2）に適用することで，生細胞膜上のナ
ノパターンを造形することが可能で，加工後
の細胞膜には損傷が無いことが確認されて
いる．（図 4）電子線描画後の細胞の分裂能は
損なわれずに C2C12 細胞は照射後 11 時間で
分裂している．これまでの基礎的な実験とし
て，実際に培養細胞に電子線を走査し，細胞
膜に「NANO」の文字を描画することに成功し
ている．この造形技術を応用して細胞へのリ
アルタイムに任意のパターンを呈示するナ
ノディスプレイを構築することで，実質的に
等価な細胞膜のダイナミクスをナノ空間に
実際にディスプレイして細胞のダイナミク
スの解析ができると考えている．  
 
 
 



 

 

図２．電子線照射による励起領域のプロファ
イル． 

図３．造形のリアルタイム観察．10 mM の EDOT
水溶液中で 2.5 keV の電子線を矩形にスキャ
ンした様子． 

 
図４．生きた細胞（緑色）に「NANO」の文字
を描画した．描画中に細胞膜非透過性の赤色
染色液を添加している．細胞膜に損傷がある

と核が赤色に染色される．ターゲットの細胞
（右上）は核が染色されていないので膜損傷
がないことがわかる 
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