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研究成果の概要（和文）：　化学受容体を発現させた細胞と半導体作製技術の融合による化学センサチップの開発を目
的として、アフリカツメガエルの卵母細胞を利用し、細胞膜電位計測のための電極付流路を作製した。複数の細胞が微
小な流路内で流れによってアレイ化されると同時に各細胞への電極の自動挿入が可能なデバイスを構築し、化学受容体
発現細胞を用いて化学物質の検出に成功した。また、様々な嗅覚受容体の活用を見込み、溶液への匂い物質の可溶化促
進を目的として、気液混合のために流路に多孔質材料を充填した流体デバイスの作製・応用も検討した。複数の細胞の
アレイ化が可能な流体デバイスと細胞膜電位計測用電極が融合したシステムが構築できた。

研究成果の概要（英文）： With the aim of developing a microfabricated chemical sensor chip combined with 
African clawed frog (Xenopus laevis) oocytes expressing chemical receptors by genetic engineering, I made 
a compact fluidic device integrated with microelectrodes that could measure the cells’ responses to 
chemical stimuli. Plural Xenopus oocytes could be trapped one-by-one in the fluidic device along with the 
flow at the same time as the electrodes’ automatic connection to each oocyte. The cell-based chemical 
sensor chip successfully detected a target chemical substance. Furthermore, for odorant detection using 
Xenopus oocytes expressing olfactory receptors, I additionally attempted to construct an odorant 
solubilization system based on a microfluidic device for gas-liquid mixing. The fluidic channel was 
filled with porous material such as filter papers. In this project, I succeeded in development of a 
Xenopus oocyte array fluidic device with microelectrodes for electrophysiological measurement.

研究分野： BioMEMS
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１．研究開始当初の背景 
水晶振動子や金属酸化物半導体、表面プラ
ズモン共鳴などの応用に基づいた化学セン
サに比べて、微細な系での化学物質に対する
特異性は生体の分子認識能力が優れている。
そのため、無機材料と生体材料を融合した化
学センシング技術の研究や開発が盛んであ
った。そこで、申請者は細胞膜にある化学受
容体に着目し、嗅覚受容体を発現させたアフ
リカツメガエルの卵母細胞と電位計測可能
な微小流路を組み合わせた匂いセンサを
2010 年に報告している。 
化学受容体の発現系に用いられるアフリ
カツメガエルの卵母細胞は直径が約 1 mm と
大きく、電極挿入が容易であり、受容体やイ
オンチャネルの研究材料として用いられて
きた。そのため、複数のアフリカツメガエル
の卵母細胞を並べて多点計測する装置が既
に開発及び市販されていた。それらは従来の
二電極膜電位固定法による測定セットアッ
プを単純に並列化したシステムや滴定プレ
ートを併用した自動分注型装置によるもの
でどちらも大掛かりな装置であった。これら
の測定装置は検査・研究機関の実験室など限
定された場所での使用を想定して作製され
たものである。一方でそのような受容体発現
細胞を化学検出素子と考え、持ち運び可能な
小型の化学センサとした報告例は無かった。 
 
２．研究の目的 
化学受容体を後天的に発現させた細胞と
半導体作製技術を融合した化学センサチッ
プの開発が目的である。宿主細胞には様々な
化学受容体の発現系が構築されているアフ
リカツメガエルの卵母細胞を用いることで
将来的には匂い分子を含む様々な化学物質
のセンシングへの応用を期待している。 
本研究では小型の系で複数の細胞の膜電
位計測を実現するためにMEMS（Micro Electro 
Mechanical Systems）技術を用いて二電極膜
電位固定法に基づいた細胞利用型化学セン
サチップの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)流体シミュレーションとデバイス作製を
以下の手順で行った。複数の粒子や細胞のト
ラップを可能とする蛇行した流路を用いた
細胞のアレイ化技術が報告されている。これ
らの流路形状を参考にアフリカツメガエル
の卵母細胞をアレイ化するための流路を図 1
のようにデザインした。先行研究を参考に流
路の幅と深さは全て 1.5 mm とし、細胞のト
ラップ領域には流路の中央部分に二本のカ
ンチレバー状の電極が位置する構造とした。
電極の先端幅は 10 µm、厚みは約 50 µm とし
た。先行研究の結果から、電極先端間の距離
は 570 µm、二電極の成す角度は流れの向きに
対して左右に 30°開いた位置関係に設定し
た。流体力学解析ソフトウェアを用いてデザ
インした流路における流体挙動を検証した。

流体は水とし、卵母細胞の直径を 1.3 mm と
仮定した。 
上記シミュレーション結果をもとに、アク
リル樹脂を切削加工して流路を作製した。二
枚のアクリル基板に流路を形成する溝と電
極基板を設置する溝を設けた。シリコン基板
を両面エッチングにて電極となる二本のカ
ンチレバー状の構造を形成し、表面の酸化膜
上に領域選択的に Ti と Ag を連続堆積した
（図 1 右上挿入図）。電極間の短絡を防ぐた
めにパリレンで全体を被覆した後に電極先
端および増幅器との接続部分のパリレンを
除去した。作製した電極基板を二枚のアクリ
ル製流路に組み込み、マグネットで固定した。 
 

図 1 設計した電極組込み流体デバイス 

6 mm×12 mm×0.35 mm の電極チップを二枚の加工済みア

クリル基板で挟み込んで流路を形成する。 
 
(2) 作製した流体デバイスを用いて細胞が
アレイ化されることを検証し、前述した流体
シミュレーション結果との整合性を確認し
た。シリンジポンプを用いた送液によって細
胞をデバイス内へ送り込んだ。 
 
(3) 嗅覚受容体のモデルとして卵母細胞の
内因性の K+チャネルを利用し、化学刺激に対
する応答試験を行った。電極に挿入された卵
母細胞に対し、3 M の KCl 溶液 20 µLを加え、
二電極膜電位固定法用の増幅器を用いて細
胞の応答を計測した。固定電位は-80 mV とし
た。細胞外液を接地する電極は独立して銀/
塩化銀ワイヤを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 図 2に Inletから流入する流体の流速が
20 mL/min の際の流速分布のシミュレーショ
ン結果を示す。図 2左は卵母細胞が未到達の
状況を示しており、流れてきた卵母細胞は流
速の速いトラップ流路に向かって進み、電極
にてトラップされると考えられる。図 2右は
卵母細胞がトラップされた後を想定した結
果を示している。この場合、バイパス流路方
向の流れが強まったため、後続の卵母細胞は
バイパス流路を通り、下流の次のユニットに
向かうことが示唆された。以上のシミュレー
ション結果から、流体デバイスの各ユニット
のトラップ領域に卵母細胞が順次アレイ化
されると考えられる。 



 
図 2 流体シミュレーション結果 

左：細胞トラップ前、右：細胞トラップ後 
 
図 3に作製した電極組込み流体デバイスを示
す。このデバイスでは、4 個の卵母細胞がア
レイ化可能である。2 本の電極は二電極膜電
位固定法において、一方は膜電位を測定し、
他方は膜電位の変化を補正する電流を与え
る働きをする。 

図 3 完成デバイスと電極の顕微鏡観察像 

左上：全体像、右上：細胞トラップ流路 1ユニット、左

下：二電極拡大写真、右下：電極の電子顕微鏡観察像 
 
(2) 図 4は電極がアフリカツメガエルの卵母
細胞に刺入した際の顕微鏡写真である。作製
した電極が卵母細胞の衝突の衝撃にも耐久
性があり、問題無く刺入できることが判明し
た。 図 5 に細胞トラップ領域の連続写真を
示す。流体の流れは写真の左から右方向であ
る。順番に卵母細胞がアレイ化され，連結し
た4つのユニット全てにおいてトラップに成
功した。これらの結果は流体シミュレーショ
ンの結果と一致する。これにより、さらに多
数の卵母細胞のアレイ化ができる可能性を
見出した。以上から、作製したデバイスはア
フリカツメガエル卵母細胞への電極挿入と
同時にアレイ化が可能な流体デバイスとし
て機能することが実証できた。 

図 4 流路内で電極が刺入した卵母細胞の拡大写真 

図 5 アフリカツメガエル卵母細胞アレイの連続写真 

矢印で示すように左から順に4個の細胞が上流からトラ

ップされている。 

 
(3) KCl 溶液を加えた結果、細胞外液の K+濃
度が上昇したことにより、アフリカツメガエ
ル卵母細胞の内因性K+チャネルが応答したと
みられる電流値の変化が確認できた（図 6参
照：矢印のタイミングで KCl 溶液を添加）。
また、加えた KCl 溶液濃度が大きい程、変化
する電流値が大きいという結果が得られた。
以上の結果から、作製した電極組込みデバイ
スはアフリカツメガエル卵母細胞に対して
電気生理学的測定が可能であり、化学センサ
としての応用可能性を確認できた。 

図 6 KCl 溶液に対する卵母細胞の応答シグナル 
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