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研究成果の概要（和文）：イオンコンダクタンス顕微鏡（SICM）は、細胞膜の形状を精密に計測できる強力な装置であ
る。本研究では、SICMを用いて細胞膜表面揺らぎの定量計測法を開発した。マイクロパターン基板技術により細胞骨格
構造を制御した接着細胞を用いて細胞膜揺らぎ量と細胞骨格構造との関係を調べた。これは、金薄膜基板のガラス表面
上に細胞をパターニングすることで実現した。実験の結果、細胞パターニングと細胞膜揺らぎの空間特性との間には顕
著な相関が見られないことが分かった。また、イオン電流曲線のリアルタイムサンプリングを実現し、走査速度とイオ
ン電流曲線との関係を実験的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Scanning ion-conductance microscopy (SICM) is a powerful tool for imaging 
topography of cell surfaces without their deformation at a high spatial resolution. The aim of this study 
is to develop SICM that enables us to quantify membrane fluctuations of adherent cells. Using 
micro-patterned substrates that enable to control cytoskeletal structures of cells, we investigated how 
the fluctuation of apical cell membrane is associated with the cytoskeletal structures. The 
micro-patterned substrate was fabricated on transparent glass substrate, so that the substrate allows us 
to obtain fluorescent image of intracellular structures. The results show no clear relationship between 
the cell membrane fluctuation and the actin filamentous structures of micro-patterned cells. Moreover, we 
investigated the scan speed dependence of ion-distance curves.

研究分野：細胞生物物理
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１．研究開始当初の背景 
細胞は、大別して、細胞内部とそれを覆う
細胞膜からなる。そして、これらの力学特
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と考えられてい
る。申請者等は、微細加工基板を用いた新
規な原子間力顕微鏡（AFM）技術を開発し、
細胞内部の力伝播、細胞内部の粘弾性の統
計解析の直接計測に初めて成功した。一方
で、真核細胞の細胞膜のナノ力学物性の研
究は、計測方法の欠如により極めて少ない。
最近、申請者等は、イオンコンダクタンス
顕 微 鏡 （ Scanning Ion Conductance 
Microscopy: SICM）を用いた細胞膜揺らぎ
の直接計測法を開発し、真核細胞の膜揺ら
ぎの空間分布の計測に成功した（論文投稿
中）。そして、本技術と微細加工基板技術を
融合させることにより、より細胞膜揺らぎ
の高精度・高分解能イメージングが可能に
なるという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）イオンコンダクタンス顕
微鏡（SICM）を用いた細胞膜揺らぎイメー
ジング法を開発し、（２）マイクロパターン
基板技術により細胞骨格構造を制御した接
着細胞を用いて、細胞膜揺らぎ量と細胞骨
格構造との関係を解明することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
SICM による細胞膜揺らぎイメージング法
を開発する。要素技術として、１）FPGA
を用いた高速イオン電流マッピング法の開
発、２）マイクロコンタクトプリント法に
よる細胞形状・構造制御法の制御法の開発、
３）単一細胞・複数細胞のパターン化とそ
の特性評価を行い４）SICM法を確立した。 
 
４．研究成果 
過去の研究において、市販の SICMを用い
た。市販 SICMはイメージングに特化して
いるため、細胞膜揺らぎ量等の物性計測に
は適さない。そこで、細胞物性計測に適し
たイオン電流曲線を精密計測可能な SICM
を自作した（図１）。本体は、ファラデーケ
ージに入っており、粗動と微動走査機構を
もつ。精密 XY ステージ上にサンプルを装着
し、プローブを上下させることにより、イオ
ン電流を測定することができる。本装置を既
存の倒立型光学顕微鏡に装着し、測定対象
となる細胞を光学顕微鏡観察できる。 
 粗動・微動走査および信号検出は、全て、
FPGAシステムを用いて行った。また、広
帯域の精密電流電圧変換装置を用いて、数
kHz 程度で pA から fA の微弱なイオン電
流測定を行うことができる。これにより、
イオン電流曲線のリアルタイムサンプリン
グが実現し、走査速度とイオン電流曲線と
の関係を調べることが可能になった。 

 

 
 
図１ 自作したイオンコンダクタンス顕微
鏡の概念図。 
 
イオン電流曲線は、半定量的に次の式によ
りフィットすることができる：I(z)=Isat(1+
ξ/z)-1。ここで、zは探針表面間距離。Isat
は、遠方における電流値である。ξはイオ
ン電流曲線の特性を表す変数である。 
 図２は、ξの走査速度依存性を示す。溶
液はリン酸緩衝液であり、基板は PDMS 基板
である。図２に示すように、走査速度の増
加に対して、ξが単調に増加することが分
かった。このことは、イオン曲線が走査速
度に依存することを示唆している。 

 
図 2 走査速度に対する ξの値 
 
 図３はサンプルとピペットを十分に離し
た場合の速度依存性の結果を示している。
青色はピペットから十分に離れた位置、赤
色はサンプル表面近傍での、走査速度を変
化させた場合のアプローチと退避によるイ
オン電流曲線の差 Δ を示している。Δ
はアプローチと退避のそれぞれの位置での
差の平均値である。図３から、ピペットが
サンプルから十分に離れた場所におけるイ
オンカーブにおいても速度の増加に伴い、
アプローチ時にイオン電流値が初期値より
小さくなり、退避時に大きくなる傾向があ
ることが分かる。 
 本実験から、ナノピペット先端へのイオ
ン電流の流入および流出がピペットと溶媒
との相対運動に強く依存することが分かっ
た。 
 



 

図 3 アプローチと退避によるイオン電流曲
線の差 Δ の走査速度依存性。（青）ピペット
から十分に離れた位置。（赤）サンプル表面
近傍。走査速度を変化させた場合の Δ を示
している。Δ はアプローチと退避のそれぞ
れの位置での差の平均値である。 
 
 次に、マイクロパターン基板技術により
細胞骨格構造を制御した接着細胞を用いて
細胞膜揺らぎ量と細胞骨格構造との関係を
調べた。1辺 30μmの正方形のパターンを
作成した。図４に示すように、これは、金
薄膜基板のガラス表面上に細胞をパターニ
ングすることで実現した。 
 

 
図４ 正方向のマイクロパターン上に播種
したマウス線維芽細胞：（左）免疫染色像、
（右）SICMの測定場所。 
 
 測定場所として、パターンの中心
（center），辺（edge）、および角（corner）
を選択した。そして、SICM を用いて、そ
れらの位置における、細胞膜揺らぎ量を測
定した。実験結果を図５に示す。ここには、
6 つの異なる細胞の測定結果を示している。
ほとんどに細胞に対して、細胞パターニン
グと細胞膜揺らぎの空間特性との間には顕
著な相関が見られないことが分かった。 
 
 
図５ マイクロパターン上に播種したマウ
ス線維芽細胞の細胞膜揺らぎ量の位置依存

性。 
 
 上述の結果は、細胞接着による生じる細胞
骨格構造変化が細胞上部の細胞膜のダイナ
ミクスに直接影響を及ぼさないことを示唆
する。 
 以上にように、SICM を用いて、細胞膜揺ら
ぎ量を単一細胞レベルで測定した。細胞間接
着がない単一細胞では、細胞膜の揺らぎは空
間的に均質であることが分かった。 
 
 

図６ 細胞下部の接着形態は細胞上部の細
胞膜揺らぎに影響しない。 
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