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研究成果の概要（和文）：本研究は，モデル生物である線虫の生体組織内部の局所領域に対して，ナノマニピュレーシ
ョンに基づいて局所的にインジェクションするためのナノインジェクションシステムを構築した．まず，光学顕微鏡下
でのマイクロマニピュレーションを応用し，マイクロチャネルに閉じ込めた線虫に対して高精度な局所インジェクショ
ンを行った．また，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応用することで，ナノスケールの高精
度な局所インジェクションを実現した．

研究成果の概要（英文）：The local injection system was constructed for a model organism Nematoda. The 
local injection was demonstrated by fixing C. elegans inside a micro-channel. The nanoinjection was 
demonstrated for C. elegans by the nanomanipulation system inside an environmental scanning electron 
microscope.

研究分野： マイクロ・ナノシステム工学

キーワード： ナノインジェクション　線形動物　局所操作　環境制御型電子顕微鏡　ナノマニピュレーション
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１．研究開始当初の背景 
モデル生物は，生物が進化の過程で保存し

ている基本的な性質（代謝や発生等）のヒト
との相同性に基づいて，ヒトの生命機能を解
明に用いられている．特に，線形動物である
線虫は，細胞数が約 1000 個であるため，相
互的な細胞応答の解析が容易であり，世代交
代が 3 日程度と短く，扱いが容易であること
などから広く用いられている． 
一方で，我々はこれまで環境制御型電子顕

微鏡内ナノマニピュレーションシステムを
構築し，細胞を含水状態で高分解能観察し，
各種ナノツールを応用することで細胞や生
体試料の局所的な計測・操作について取り組
んできた． 
 
２．研究の目的 
本研究ではモデル生物である線形動物の

生体組織内部の局所領域に対して，ナノマニ
ピュレーション技術を応用し，局所的にナノ
インジェクションするためのナノインジェ
クションシステムを構築する．まず，光学顕
微鏡下でのマイクロマニピュレーションを
応用し，マイクロチャネルに閉じ込めた線虫
に対して高精度な局所インジェクションを
行う．また，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応用すること
で，ナノスケールの高精度な局所インジェク
ションを実現する． 
これにより，例えば，線虫の神経軸索の再

生速度や方向制御など，モデル生物として用
いることで，生命現象の解明や薬剤に対する
応答や解析に応用することができる． 

 
３．研究の方法 
本研究で提案した主な研究方法について

述べる． 
1) マイクロチャネルを利用した線虫への局
所インジェクション 
光学顕微鏡下でのマイクロマニピュレー

ションを用いて，薬剤を包埋したマイクロゲ
ルビーズをインジェクションする技術を構
築した．特に神経軸索の周囲の局所領域に対
してインジェクションを行い，共焦点顕微鏡
を用いて 3 次元的な解析を行った．また，光
学顕微鏡下でのマイクロマニピュレーショ
ンを利用して，高精度かつ効率的にインジェ
クションを行うために，線虫をマイクロチャ
ネルに閉じ込め，インジェクションを行う手
法を提案した． 
2) 環境制御型電子顕微鏡内ナノマニピュレ
ーションシステムに基づいたナノインジェ
クション 
通常の電子顕微鏡は，試料室が真空環境と

なるため，含水性の試料の観察に適していな
い．そこで我々は，含水試料を観察可能な環
境制御型走査電子顕微鏡 (Environmental 
-SEM :E-SEM)内に構築したナノマニピュレー
ションシステムを用いた．吸引型インジェク
ションツールを用いて，薬剤を包埋したゲル

ビーズをインジェクションツール先端部に
ピックアップして，線虫内部にインジェクシ
ョンした． 
 
４．研究成果 
本研究で提案した主な研究成果について

述べる． 
1) マイクロチャネルを利用した線虫への局
所インジェクション 
光学顕微鏡下でのマイクロマニピュレー

ションを用いた線虫へのインジェクション
実験について述べる．図 1 に示すような圧電
素子によるインジェクターを用いた．本イン
ジェクターは，3 軸マイクロマニピュレータ
に組み込んだ．インジェクターを圧電素子で
駆動することにより，インジェクション方向
へのゲルビーズの挿入を行うことが可能と
なった．これにより，3 軸マイクロマニピュ
レータのみでは，インジェクション時に線虫
の表皮が裂かれていたが，インジェクション
方向にツールを挿入することが出来たため，
線虫へのダメージが低減された．また，積層

 
図 1 マイクロマニピュレーションによる線

虫へのインジェクション実験 

25µm

ゲルビ－ズ

線虫

 
図 2 インジェクション後の線虫の蛍光顕微

鏡像 
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図 3 線虫へのインジェクション後の共焦点

画像 (a)線虫上面から 10 µm (b)線虫上面か

ら 20 µm (c)線虫上面から 30 µm 
 



圧電素子を利用し，インジェクションに十分
な駆動範囲と位置決め精度を実現した． 
本システムを用いて，線虫へのインジェク

ション実験を行った．基板上にアガロース塗
布し線虫の動きを停止し固定した．また，生
体適合性の油を滴下することで，線虫が乾燥
することを防いだ．薬剤として，例えば蛍光
物質などを含むゲルビーズを作製するため
に，塩析法を用いた．ピペット型ツールに負
圧により吸引することでゲルビーズをピッ
クアップし，インジェクターを用いて線虫に
インジェクションを行った． 
インジェクションしたゲルビーズは，図 2

に示すように蛍光顕微鏡により，線虫体内に
インジェクションされたことを確認した．た
だし，蛍光顕微鏡像のみでは，２次元情報で
あるため，線虫の体内にゲルビーズが入って
いるとは言い切れない．そこで，図 3 に示す
ように，インジェクション後の線虫の共焦点
像を取得した．共焦点像は 1 µmごとに 49枚，
線虫上部から基板方向に撮影した．線虫上部
から 20 µm の共焦点像より，蛍光ゲルビーズ

が最も明るい蛍光を示した．したがって，蛍
光ゲルビーズが線虫体内にあることが確認
できた．また，基板から蛍光ゲルビーズと蛍
光ゲルビーズに最も近い神経軸索の高さは
それぞれ約 15 µm，12 µm であった．したが
って，深さ方向には，約 3 µm の距離にイン
ジェクションしたことを示した． 
本手法では，基板上に固定した線虫に対し

て，斜め方向からインジェクションツールを
挿入した．したがって，位置決め中は，ター
ゲットとなる線虫の高さとインジェクショ
ンツール先端の高さにずれが生じる．この焦
点面の違いにより，観察が困難になる問題が
あった．したがって，線虫のターゲット面と
インジェクションツール先端が同じ焦点面
にあることが望まれる． 
そこで線虫をマイクロチャネルにより固

定し，インジェクションするシステムを提案
した．この構成を図 4 に示す．マイクロチャ
ネルの流路幅は，線虫の幅よりやや広い 100 
µm とした．また，線虫の固定は，マイクロ
チャネルの弾性変形を利用して，圧縮力をか
けてマイクロチャネルの流路幅を狭めるこ
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図 7 ナノマニピュレータによるピペット型

ツールを用いた線虫へのマイクロ・ナノゲル

ビーズのインジェクション実験 

100 µm

100 µm

50 µm

50 µm

(a) (b)

(c) (d)

マイクロ
ビーズ

ピペット型
ツール

線虫

 
図 8 環境制御型電子顕微鏡内ナノマニピュ

レータによる線虫へのインジェクション実

験 
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図 9 インジェクション前後のピペット型ツ

ール (a)インジェクション前 (b)インジェ

クション後 
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図 4 マイクロチャネル内での線虫へのイン

ジェクションシステム 
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図 5 電気走性を利用したマイクロチャネル

内での線虫のインジェクションポートへの

位置決め実験(スケールバー：200 µm) 
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図 6 位置決めした線虫へのインジェクショ

ンツールの操作 (a)位置決め後 (b)インジ

ェクションツールの操作 
 



とで固定する手法を提案した． 
 ここで，線虫をインジェクション位置に位
置決めするために，チャネル内の流体の吸引
に加えて，線虫の電気走性を利用した．この
電気走性を利用したインジェクションポー
トへのチャネル内での線虫の位置決め実験
の結果を図 5 に示す．また，位置決めを行っ
た線虫に対して，インジェクションポートか
らインジェクションツールを線虫に対して
操作している結果を図 6 に示す．以上のよう
に，本研究では，提案したマイクロチャネル
を利用して，線虫への局所インジェクション
を達成した． 
2) 環境制御型電子顕微鏡内ナノマニピュレ
ーションシステムに基づいたナノインジェ
クション 
本研究では吸引型マイクロ・ナノインジェ

クションツールにより，インジェクションす
るマイクロ・ナノゲルビーズを吸い取ること
で，ツール先端部に組み立てた．これにより，
液中からゲルビーズを引き上げる際に吸引
力によりゲルビーズの脱着を低減した．また，
任意のサイズのビーズを選別し組み立てた．
さらに，マイクロ・ナノインジェクションツ
ール先端部は，FIB（Focused Ion Beam，集
束イオンビーム）加工により，先端径をそろ
えると共に，窪みの形状などに加工すること
で，液中から取り出した際に，脱着しにくい
構造を提案した． 
この吸引型インジェクションツールを用

いたゲルビーズのインジェクションの概念
図を図 7 に示す．吸引型インジェクションツ
ールを環境制御型電子顕微鏡内ナノマニピ
ュレータで操作し，線虫内部へ挿入後，マイ
クロゲルビーズのみを線虫内部へインジェ
クションした．本システムによるインジェク
ション実験の結果を図 8 に示す．吸引型イン
ジェクションツールの先端部にマイクロゲ
ルビーズをピックアップし固定した．また，
図 9にインジェクション前後の吸引型インジ
ェクションツールの先端部の画像を示す．以
上の結果から，線虫体内にゲルビーズがイン
ジェクションされたことが確認できた．以上
のように，本研究では，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に基
づいたナノインジェクションを達成した． 
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