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研究成果の概要（和文）：生細胞内部でナノ構造・動態を計測できるナノ内視鏡技術を、原子間力顕微鏡（AFM)
を基盤として開発した。この技術では、ニードル探針を細胞内を含む3次元空間内で走査し、その間に探針に働
く力を記録することで細胞内構造を可視化する。さらに、細胞内に探針を挿入し、そこでAFM観察を行うこと
で、細胞内の局所構造やその動態を、ナノレベルの分解能で観察できる。また、これらの計測が、細胞に致死的
なダメ－ジを与えないことを蛍光アッセイにより確認した。この技術により、従来観察できなかった細胞内現象
を直接観ることが可能となり、細胞機能の発現機構に関する理解が進むものと期待される。

研究成果の概要（英文）：We have developed "nanoendoscopy" that allows to visualize nanodynamics 
inside living cells based on atomic force microscopy. This technology visualizes intracellular 
structures by scanning a needle tip in three-dimensional space, including inside the cell, and 
recording the forces acting on the tip during the scanning. Furthermore, by inserting the needle 
into the cell and performing AFM observation there, the local intracellular structure and its 
dynamics can be observed with nano-level resolution. In addition, it was confirmed by fluorescence 
assay that these measurements do not cause lethal damage to the cells. This technology enables 
direct observation of intracellular phenomena that could not be observed previously, and is expected
 to advance our understanding of the mechanisms underlying the expression of cellular functions.

研究分野： ナノ計測工学

キーワード： 原子間力顕微鏡（AFM）

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、従来技術では観られなかった生細胞内部のナノ現象が観察できるようになる。これによ
り、従来間接的な計測結果から予想されてきた細胞内現象の発現機構やそれが関係する疾患の機序を直接観て確
認できる。また、従来、細胞外での再構成系で多数のAFM計測が行われてきたが、それが本当に細胞内で生じて
いるのかは、しばしば疑問視されてきた。これらの現象を直接細胞内で観察できれば、過去に報告されてきた膨
大な量のAFM実験結果に関して、この疑問に対する解答を与えられる。こうして明らかになった細胞機能や疾患
機序の理解は、将来、創薬・医学の発展を通じて、人類の健康増進に寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
人体を構成する基本単位である細胞の内部では、タンパク質や、代謝物質、核酸などのナノスケ
ールの大きさを持つ生体分子が複雑に相互作用して、様々な細胞機能を発現している。したがっ
て、それらのナノスケールの構造や現象を観て、理解して、制御すること生命現象の理解や疾患
の予防、診断、治療のために極めて重要となる。しかし、現在の技術では、生きた細胞の内部に
あるナノスケールの構造やその動態を直接観ることは極めて限定的な条件でしか実現しておら
ず、その実現が強く求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生きた細胞の内部を直接観察
することのできるナノ内視鏡技術を、原子
間力顕微鏡（AFM）を基盤として開発す
る。 
 
３．研究の方法 
開発したナノ内視鏡技術の原理を図 1a に
示す。この方法では、通常の AFM 探針よ
りも細長いニードル状の探針を作製し、そ
れを細胞の内部を含む 3 次元（3D）空間
内で走査する。その間に、探針先端にかか
る力を記録して、3D 力分布像を得る。こ
こで、探針の走査中に、探針先端は細胞内
の様々な構造と相互作用するため、得られ
た 3D 力分布像のコントラストは、細胞内
構造を反映したものとなる。 
 
４．研究成果 
(1) 図 1b に示す通り、集束イオンビーム
（FIB）加工装置を用いて、AFM 探針を
切削することで、長さ 10 µm 以上、直径
200 nm 以下の細長い Si ニードル探針を
作製する技術を確立した。さらに、これを
用いて、上記の原理を基に、生きた HeLa
細胞の全体の内部構造を、3D 観察するこ
とに成功した（図 1c）。 
 
(2) 共焦点蛍光顕微鏡とこのナノ内視鏡
を組み合わせることで、これらの手法によ
る相関イメージングを実現した。図 2 に示
した例では、生きた線維芽細胞内部のアク
チン繊維の 3D 分布を両手法で観察した。
図 2a で、白黒で示した部分はアクチン繊
維の蛍光像である。一方、図 2b に示した
3D 像はナノ内視鏡観察像である。この像
のプロジェクションマップを図 2a に半透明の挿入図として示してあるが、蛍光像と良く一致し
ていることが分かる。このようにして、ナノ内視鏡で観察した構造が何に相当するのかを確認す
ることができる。 
 

(3) 細胞内に探針を挿入して、その状態で局所構造を 2D/3D-AFM 観察する方法を確立した。例

図 1: (a) ナノ内視鏡の原理．(b) ニードル探
針．(c) HeLa 細胞の 3Dナノ内視鏡観察像 1． 

図 2: 生きた繊維芽細胞内のアクチン繊維 1．
(a) 蛍光顕微鏡像．(b) ナノ内視鏡像． 

図 3:生きた繊維芽細胞の細胞膜内側の構造 1．(a) 計測原理．(b) 2Dナノ内視鏡像． 



えば、図 3 に示した例では、生きた繊維芽細胞の細胞膜の内側表面を、ナノ内視鏡により 2D 観
察した。測定された AFM 像には、ナノスケールのメッシュ構造が見られる。これは、細胞膜の
裏打ち構造にあたるアクチンメッシュが観察されているものと考えられる。この計測では、連続
して同じ場所を観察し、この構造の動的変化を可視化することにも成功した（図 3b）。これらの
像を精査すると、10 nm 程度の分解能が得られていることが分かる。これは、AFM にとっては
まだまだ改善の余地のある数字であるが、すでにこの段階においても、超解像蛍光顕微鏡の分解
能を上回っており、この手法でしか観察できない構造を観察することに成功したと言える。 
 
(4) Calcein-AM と Propidium Iodide (PI)を使った蛍光アッセイにより、2D/3D ナノ内視鏡観察
が細胞活性に与える影響を評価した。その結果、3D 観察については、核を含む細胞全体を観察
したとしても、細胞活性に変化はなく、細胞に致死的なダメージを与えないことが分かった。ま
た、細胞の局所を 2D 観察した場合には、走査範囲が 2 µm 以下であれば、細胞に致死的なダメ
ージを与えない事が分かった。これらの結果は、ナノ内視鏡観察が細胞活性に与える影響が比較
的軽微であることを示唆している。 
 
(5) 3D ナノ内視鏡観察では、ニードル探針で繰り返し細胞を貫く必要があるが、この時、貫通に
必要な力（Fp）やインデンテーションの距離（L I）は小さいほど細胞への侵襲性は少ないものと
思われる。我々は、様々な探針の直径や先端形状について、細胞膜貫通の成功率、Fp、L I を評
価した。その結果、探針の直径や先端径は小さいほど良く、最適な条件では 100%近い挿入成功
率が達成できることが分かった。また、カンチレバー振動の有無による違も調べたが、これは意
外にもこれらのパラメータに影響がほとんどないことも分かった 2。 
 
(6) 以上の通り、本研究では、ニードル探針を用いて生きた細胞の内部におけるナノ構造・動態
の計測を実現するナノ内視鏡技術を開発した。これにより、細胞全体、細胞核、アクチン繊維な
どが、細胞に致死的なダメ－ジを与えることなく観察できるようになった。今後は、この技術を
用いて様々な細胞内のオルガネラやタンパク質集合体の構造や動態を観察し細胞内現象のナノ
レベルでの理解に挑戦する。また、AFM の持つもう一つの特徴である、ナノ力学計測の可能性
も探っていく。 
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