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研究成果の概要（和文）：生細胞の界面で生じる膜輸送のメカニズムの解明は、生物学的な知見にとどまらず、ドラッ
クデリバリーや遺伝子導入の高効率化への付与が期待できる。本研究では、ダイナミックに起こる膜輸送を、ナノ電極
（半径10-100 nm）をセンサーとして、電流値の変化として捉えた。電気化学測定は、化学物質の拡散現象を定量的に
捉えるため、固液界面の物質輸送の評価に大変有効であり、ナノ電極と電極の細胞表面でのポジショニングシステムの
開発より、細胞膜界面の輸送過程の定量評価およびタイムラプスイメージングを行った。

研究成果の概要（英文）：Chemical transport on the cell membrane is important issue for developement of dru
g delivery system and improvement of gene transfection. In this study, the dynamic cell surface fluctuatio
n was detected or visualised by using nano electrode. The electrochemical measurement is effective for eva
luation of mass transfer on liquid/solid interface. I developed fabrication method of nanoelectrode and na
nopositioning system for quantitative analysis and time-lapse imaging of mass transfer on cell membrane.
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１．研究開始当初の背景 
マイクロ電極を用いて検出物質（神経伝達

物質、一酸化窒素、酸素など）の濃度を電流
値として捉える走査型電気化学顕微鏡
（SECM）は、固液界面での物質移動の評価
に有効であり、解像度の向上により、細胞膜
表面で生じる細胞膜のダイナミクスをリア
ルタイムで捉える可能性を有する。しかし、
細胞上の微小器官をイメージング、あるいは
評価した報告はなく、その応用範囲も頭打ち
となってきている。これは、ナノ電極を作成
可能な研究者が限られており、また、センサ
ーであるナノ電極を細胞表面にナノメート
ルスケールで近接させることが困難なため
である。申請者らは、走査型イオンコンダク
タンス顕微鏡（SICM）のフィードバック制
御を、世界に先駆けて SECM に応用し、生
細胞の化学物質の透過性に関して、サブマイ
クロスケールのイメージングに成功した。さ
らに、焼成カーボンを利用した新規複合型ナ
ノプローブの作成法を確立した。このプロー
ブは、集光イオンビームを用いた加工が不要
であり、わずか 3 分ほどで半径 100 nm 以下
の電極を作成可能である。このナノ電気化学
顕微鏡（NanoSECM）は、電気化学測定、
形状測定さらにプローブを利用した局所的
な薬剤投与が可能であり、細胞膜表面で起こ
る現象の評価を行った。 

 
２．研究の目的 
生細胞の界面で生じる膜輸送のメカニズ

ムの解明は、生物学的な知見にとどまらず、
ドラックデリバリーや遺伝子導入の高効率
化への付与が期待できる。本研究では、ダイ
ナミックに起こる膜輸送を、ナノ電極（半径
10-100 nm）をセンサーとして、電流値の変
化として捉える。電気化学測定は、化学物質
の拡散現象を定量的に捉えるため、固液界面
の物質輸送の評価に大変有効である。ナノ電
極と電極の細胞表面でのポジショニングシ
ステムの開発より、細胞膜界面の輸送過程の
定量評価およびタイムラプスイメージング
を行った。 
 
３．研究の方法 
ダイナミックな膜輸送に関して、溶液中を
拡散する物質を電流値として捉える SECM
とナノメートルスケールの形状変化を測定
可能な走査型イオンコンダクタンス顕微鏡
（SICM）を用いて、詳細な輸送のメカニズ
ムの解明を行う。具体的には、これまで
SECM による膜タンパク質の発現量のモニ
タリングでは、pH が非常に高いため、長期
的な計測が困難であった。そこで、pH7.4 で
も計測可能な酵素とその標識を検討した。膜
タンパクの発現状態の評価法の検討を行っ
た。さらに、SICM の弱点である測定時間の
短縮のため、測定を行う前に荒くプリスキャ
ンを行い、サンプル表面の高さ情報をあらか

じめ把握することで、測定時間を劇的に減少
させた。 
 
４．研究成果 
これまで SECM による膜タンパク質の定量
評価として、細胞内へ取り込まれにくい 528
抗体を利用して癌の増殖と密接なかかわり
のある上皮成長因子受容体（EGFR）に酵素
を標識してきたが、エンドサイトーシスによ
る膜表面の EGFR の変化を捉えるため、細胞
内へ取り込まれやすい 225 抗体を利用する。
また、これまでアルカリフォスファターゼ
（ALP）を標識に用いたが、ALP の検出に利
用する電気化学メディエータは細胞膜を透
過するため、エンドサイトーシスをモニタリ
ングする際の標識酵素として適切でない。そ
こでグルコースオキシダーゼ（GOx）を標識
抗体に用いる。GOx が生成する H2O2を検出
し、エンドサイトーシスに伴う EGFR の減少
をモニタリングした。その結果、pH7.4 かつ
メディエータを使用せずに膜タンパク質を
電気化学的に計測可能となった。 
また、SICM に関して、解像度の向上と高

速化を試みた。高解像度化に関しては、CO2

レーザープラーによるナノピペットの作製
条件の検討により、ピペット径の微細化を行
い、光学顕微鏡では可視化が困難な直径 120 
nm のクラスリンピットの可視化に成功した。
さらに、高速イメージングに関しては、ピエ
ゾステージやプログラムの改良を行うこと
で 128×128 の測定点のイメージングに関し
て、約 10 分で測定が可能となった。 
本システムは、細胞上での局所的な化学物

質の検出に大変有効であることがわかり、
PC12 から放出される神経伝達物質の局所検
出にも成功した。 
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