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　最近，　最近，マイクロ電極を探針とした走査型電気化学マイクロ電極を探針とした走査型電気化学

顕微鏡顕微鏡(Scanning Electrochemical Microscopy, SECM)(Scanning Electrochemical Microscopy, SECM)

が開発されが開発され１）１），，局所領域の電気化学センシングなど局所領域の電気化学センシングなど

種々の系で用いられるようになっている。種々の系で用いられるようになっている。SECMSECM のの

空間分解能は探針であるマイクロ電極径に依存する空間分解能は探針であるマイクロ電極径に依存する

ため，ため，STMSTMややAFMAFMのような原子，のような原子，分子レベルの解像分子レベルの解像

度は期待できない。度は期待できない。しかし，しかし，SECMSECM を用いると，を用いると，固固

体試料表面のみならず局所空間で化学反応を評価体試料表面のみならず局所空間で化学反応を評価・・

画像化でき，画像化でき，また局所領域にコントロールされた化また局所領域にコントロールされた化

学反応を誘起することが可能である。学反応を誘起することが可能である。

本稿では，本稿では，SECMSECM を用いた局所生体関連反応の探索を用いた局所生体関連反応の探索

と応用に関して，と応用に関して，我々の研究を中心に紹介する。我々の研究を中心に紹介する。

１．１．SECMSECMの動作原理の動作原理

　図１に　図１にSECMSECMの基本原理の概略を示した。の基本原理の概略を示した。探針で探針で

あるマイクロ電極が基板から十分離れている場合にあるマイクロ電極が基板から十分離れている場合に

は，は，電極表面上に半球状の定常拡散層が形成される電極表面上に半球状の定常拡散層が形成される

ために，ために，( 1 )( 1 )式で示されるように溶存する電極活性式で示されるように溶存する電極活性

種の濃度に比例した定常電流応答が得られる。種の濃度に比例した定常電流応答が得られる。

ii
T, ooT, oo

= 4nFDaC= 4nFDaC (1)(1)

n, n, 反応電子数反応電子数; F, ; F, ファラデー定数ファラデー定数; D, ; D, 拡散係数拡散係数;;

a, a, 電極半径電極半径; C, ; C, 濃度濃度
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要旨  ＊このドキュメントは、ビー・エー・エス（株）主催によるＥＣセミナーの抄録です。要旨

走査型電気化学顕微鏡走査型電気化学顕微鏡(SECM)(SECM)を用いた局所生体関連反応のセンシングと応用に重点を置き，を用いた局所生体関連反応のセンシングと応用に重点を置き，以下の以下の

項目に関して概説した．項目に関して概説した．

１．１．SECMSECMの原理．の原理．２．２．SECMSECMを用いた局所酵素反応の評価．を用いた局所酵素反応の評価．３．３．SECMSECMを利用した酵素パターンのを利用した酵素パターンの

作製．作製．４．４．SECM/ELISASECM/ELISAシステムによる生体タンパク質の極微量システムによる生体タンパク質の極微量・・多項目センシング．多項目センシング．５．５．SECMSECMをを

用いた生体膜の機能評価．用いた生体膜の機能評価．６．６．単一細胞の機能評価．単一細胞の機能評価．

探針を絶縁基板に近接させると，探針を絶縁基板に近接させると，拡散による物質供拡散による物質供

給が基板により妨げられるため応答電流値は減少す給が基板により妨げられるため応答電流値は減少す

る。る。しかし，しかし，試料基板が導体であれば，試料基板が導体であれば，探針である探針である

マイクロ電極上で生成した電気化学的活性種が再生マイクロ電極上で生成した電気化学的活性種が再生

されるため，されるため，酸化還元電流が増加する。酸化還元電流が増加する。また，また，基板基板

表面に酸化還元触媒が固定されている場合にも，表面に酸化還元触媒が固定されている場合にも，応応

答電流の増加が観測される。答電流の増加が観測される。この応答変化を定量的この応答変化を定量的

に解析することにより，に解析することにより，基板表面で進行する化学反基板表面で進行する化学反

応を評価できる。応を評価できる。

  　　

２．２．SECMSECM を用いた局所酵素反応の評価を用いた局所酵素反応の評価

　　SECMSECM のプローブであるマイクロ電極上を酸化還のプローブであるマイクロ電極上を酸化還

元酵素などの触媒が固定された表面に探針を近接さ元酵素などの触媒が固定された表面に探針を近接さ

せると，せると，酸化還元電流応答は増加する。酸化還元電流応答は増加する。この現象をこの現象を

Fig. 1. Principle of SECMFig. 1. Principle of SECM
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解析することにより，解析することにより，基板表面で進行する酵素反応基板表面で進行する酵素反応

の速度論的評価が可能であるの速度論的評価が可能である２）２）。。

　図２は，　図２は，フォトリソグラフィーによりフォトリソグラフィーにより l ine-and-line-and-

spacespace（幅（幅 10 10 μμmm，，間隔間隔 10 10 μμmm））でジアフォラーでジアフォラー

ゼをパターンニングしたガラス基板のゼをパターンニングしたガラス基板のSECMSECM像であ像であ

る。る。ここでは，ここでは，基板を電子移動媒体基板を電子移動媒体（メディエータ）（メディエータ）

としてとして 1.0 mM1.0 mM フェロセニルメタノールフェロセニルメタノール(FMA)(FMA)が溶が溶

解した溶液に浸漬し，解した溶液に浸漬し，電極電位電極電位 0.40 V vs Ag/AgCl0.40 V vs Ag/AgCl

ででFMAFMAの酸化電流をモニターすることによりの酸化電流をモニターすることによりSECMSECM

像を得ている。像を得ている。ジアフォラーゼの基質であるジアフォラーゼの基質である NADHNADH

が溶液に存在しない場合には，が溶液に存在しない場合には，SECMSECM 像には何らパ像には何らパ

ターンが認められない。ターンが認められない。NADHNADH 添加後ではジアフォ添加後ではジアフォ

ラーゼが固定化されている部分では，ラーゼが固定化されている部分では，NADHNADH が触媒が触媒

酸化されるために，酸化されるために，FMAFMAの酸化電流が増加し，の酸化電流が増加し，SECMSECM

像にはジアフォラーゼのパターンが観測された。像にはジアフォラーゼのパターンが観測された。一一

方，方，メディエータにメディエータにCo(phen)Co(phen)
33

2+2+ を用いた場合には，を用いた場合には，

明確なパターンは得られなかった。明確なパターンは得られなかった。この現象は，この現象は，ジジ

アフォラーゼとメディアフォラーゼとメディエータ間の反応速度の差異を反エータ間の反応速度の差異を反

映してると考えられる映してると考えられる２）２）。。

３．３．SECMSECM を利用した酵素パターンの作製を利用した酵素パターンの作製

　　SECMSECM のプローブであるマイクロ電極上で進行すのプローブであるマイクロ電極上で進行す

る極微化学反応を利用すると局所的な反応場を構築る極微化学反応を利用すると局所的な反応場を構築

し，し，表面改質をおこなうことが可能である。表面改質をおこなうことが可能である。SECMSECM

によるマイクロファブリケーションでは，によるマイクロファブリケーションでは，探針であ探針であ

るマイクロ電極の酸化還元電位を制御することによるマイクロ電極の酸化還元電位を制御することによ

り，り，様々な化学反応系が設計可能あるという特長が様々な化学反応系が設計可能あるという特長が

ある。ある。そこで，そこで，プローブ上で生成した反応活性種プローブ上で生成した反応活性種

（（HOBrHOBrおよびおよびHOHO ラジカル）ラジカル）の局所化学反応を利用の局所化学反応を利用

した酵素のパターニングに関して検討した。した酵素のパターニングに関して検討した。

　　HOBrHOBr は非常に強力な酸化剤，は非常に強力な酸化剤，臭素化剤でもあ臭素化剤でもあ

り，り，

酵素分子を不活性化する。酵素分子を不活性化する。HOBrHOBrはは25mM KBr/0.1 M25mM KBr/0.1 M

KCl KCl 水溶液中で水溶液中でBrBr--を電気化学的に酸化することによを電気化学的に酸化することによ

り発生させることができる。り発生させることができる。そこで，そこで，ジアフォラ－ジアフォラ－

ゼを全面に単分子固定したガラス基板を溶液中に浸ゼを全面に単分子固定したガラス基板を溶液中に浸

漬し，漬し，マイクロ電極マイクロ電極（半径（半径：：7.5 7.5 μμmm ののPt diskPt disk，，基基

板板 -- プローブ距離プローブ距離：：7 7 μμmm））にに 1.7 V vs. Ag/AgCl 1.7 V vs. Ag/AgCl のの

酸化電位を印加しることにより，酸化電位を印加しることにより，HOBrHOBr を局所的にを局所的に

発生させた。発生させた。生成した生成したHOBrHOBrは基板表面に拡散し，は基板表面に拡散し，近近

傍の酵素を不活性化する。傍の酵素を不活性化する。その後，その後，基板を基板を 0.5 mM 0.5 mM

FMA, 5.0 mM NADH/ 0.1 M KCl FMA, 5.0 mM NADH/ 0.1 M KCl 溶液に移し，溶液に移し，SECMSECM測測

定を行った。定を行った。

　図　図 33 に得られたに得られたSECMSECM 像を一例を示した。像を一例を示した。円形に円形に

メディエ－ション電流が小さいメディエ－ション電流が小さい（固定化されたジア（固定化されたジア

フォラ－ゼの活性が低い）フォラ－ゼの活性が低い）領域が観測された。領域が観測された。不活不活

性化のためのチップを基板上で走査すると，性化のためのチップを基板上で走査すると，任意の任意の

形状で酵素が固定化された基板を得ることが可能で形状で酵素が固定化された基板を得ることが可能で

あるある３）３）。。

　また，　また，HOHO ラジカルは以下に示す反応で発生させラジカルは以下に示す反応で発生させ

た。た。

FeFe3+3+　　++　　ee　→　　→　FeFe2+2+

FeFe2+2+　　+ H+ H
22
OO

22
　→　　→　 Fe Fe3+3+　　++　　HOHO--　　++　　HOHO．．

この場合には，この場合には，(3-(3- アミノプロピルアミノプロピル))トリエトキシシトリエトキシシ

ラン，ラン，N-N-スクシンイミジルスクシンイミジル 6- 6-マレイミドカプロレーマレイミドカプロレー

トト(EMCS)(EMCS)，，あるいはスルホスクシンイミジルピリあるいはスルホスクシンイミジルピリ

ジルジチオプロピオンアミドヘキサノエートジルジチオプロピオンアミドヘキサノエート(Sulfo-(Sulfo-

LC-SPDP)LC-SPDP)により活性化した基板を使用した。により活性化した基板を使用した。活性活性

化処理したガラス基板を，化処理したガラス基板を，FeClFeCl
33
/2.0 M H/2.0 M H

22
OO

22
/0.05 M/0.05 M

HH
22
SOSO

44
溶液に浸漬し，溶液に浸漬し，半径半径1.21.2μμmmののPtPtマイクロディマイクロディ

スク電極を用い，スク電極を用い，電極電極 -- 基板間の距離を基板間の距離を 5 5 μμmm 以下以下

に近接させ，に近接させ，電極電位電極電位 0.0 V vs. Ag/AgCl 0.0 V vs. Ag/AgCl，，走査速度走査速度

1515μμm/s m/s でで3030μμmm間隔に電極を走査した。間隔に電極を走査した。その後，その後，

よく洗浄した後，よく洗浄した後，ジアフォラーゼ溶液で処理するこジアフォラーゼ溶液で処理するこ

とにより，とにより，酵素パターン化基板を得た。酵素パターン化基板を得た。次いで，次いで，ここ

の基板を，の基板を，0.5 mM FMA/ 5.0 mM NADH/0.1 M KCl 0.5 mM FMA/ 5.0 mM NADH/0.1 M KCl 溶液溶液

に移し，に移し，電極電位電極電位 0.4 V vs. Ag/AgCl0.4 V vs. Ag/AgCl において，において，FMAFMA

Fig. 3. An SECM image of a diaphorase immobilized sub-Fig. 3. An SECM image of a diaphorase immobilized sub-

strate with a deactivated circle created by electrogeneratedstrate with a deactivated circle created by electrogenerated

HOBr..HOBr..

Fig. 2.  An SECM image of a line-and-space pattern ofFig. 2.  An SECM image of a line-and-space pattern of

diaphorase at a glass substrate. Line width, 10 diaphorase at a glass substrate. Line width, 10 μμ m.  Spacem.  Space

width, 10 width, 10 μμ m.  Tip radius, 0.75 m.  Tip radius, 0.75 μμ m. m.
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の酸化電流および固定化ジアフォラーゼを介する触の酸化電流および固定化ジアフォラーゼを介する触

媒酸化電流をモニターし，媒酸化電流をモニターし，SECMSECM 像を得た。像を得た。

　図４にジアフォラーゼをパターニングした基板　図４にジアフォラーゼをパターニングした基板

（アミノ基で活性化）（アミノ基で活性化）ののSECMSECM 像を示した。像を示した。3030 μμmm

間隔に線幅間隔に線幅 10 10 μμ mm のジアフォラーゼ濃度の低い領のジアフォラーゼ濃度の低い領

域が観測された。域が観測された。HOHO ラジカルは非常に反応性が高ラジカルは非常に反応性が高

く，く，基板表面のアルキルアミノ基を破壊したためこ基板表面のアルキルアミノ基を破壊したためこ

の領域ではジアフォラーゼが固定化が起こらなかっの領域ではジアフォラーゼが固定化が起こらなかっ

たものと考えられる。たものと考えられる。

  　　また，また，SECMSECMの駆動系に生体試料が充填されたの駆動系に生体試料が充填された

キャピラリーを用いたパターンニングに関しても検キャピラリーを用いたパターンニングに関しても検

討した。討した。  この場合も．この場合も．ガラス基板を，ガラス基板を，(3-(3-アミノプロアミノプロ

ピルピル))トリエトキシシラン，トリエトキシシラン，  グルタルアルデヒド溶グルタルアルデヒド溶

液の順に浸漬し，液の順に浸漬し，表面を活性化した。表面を活性化した。次いで，次いで，  ジアジア

フォラーゼ溶液を充填したガラスキャピラリーでガフォラーゼ溶液を充填したガラスキャピラリーでガ

ラス基板上を走査することにより，ラス基板上を走査することにより，ジアフォラーゼジアフォラーゼ

マイクロパターンを作製した。マイクロパターンを作製した。得られた基板を得られた基板を

SECMSECM で観測したところ，で観測したところ，ジアフォラーゼ固定化ラジアフォラーゼ固定化ラ

インが明瞭に観察された。インが明瞭に観察された。

４．４．SECM/ELISASECM/ELISA システムによる生体タンパク質のシステムによる生体タンパク質の

極微量極微量・・多項目センシング多項目センシング

　上記の局所酵素反応検出系を，　上記の局所酵素反応検出系を，抗原抗原・・抗体反応と抗体反応と

組み合わせた組み合わせた SECM-ELISA SECM-ELISA システムへと展開した。システムへと展開した。

測定原理を図５に示す。測定原理を図５に示す。本測定では，本測定では，ペルオキシペルオキシ

ダーゼダーゼ(HRP)(HRP)を標識した抗体を利用し，を標識した抗体を利用し，サンドイッサンドイッ

チ法で抗原の検出を行ったチ法で抗原の検出を行った４）４）。。HRPHRPははHH
22
00

22
によるメによるメ

ディエーター分子ディエーター分子（（ FMA FMA））の酸化を触媒する。の酸化を触媒する。従っ従っ

て，て，酵素反応により生成した酵素反応により生成した FMAFMA++ をマイクロ電極をマイクロ電極

で検出することにより，で検出することにより，局所領域の局所領域のHRPHRPつまりつまりCEACEA

分子を捉えることができる。分子を捉えることができる。

　図６に，　図６に，CEACEA 抗原をサンドイッチ法によりスポッ抗原をサンドイッチ法によりスポッ

ト固定した基板のト固定した基板のSECMSECM像を示した。像を示した。測定では，測定では，ププ

ローブ電極－基板間の距離をローブ電極－基板間の距離を1010μμmmに保ち，に保ち，基板上基板上

をを14.614.6μμm/sm/sで走査した。で走査した。表面に固定された表面に固定されたHRPHRPのの

触媒作用により生成した触媒作用により生成した FMA+FMA+ の還元電流ピークの還元電流ピーク

（白色の部分）（白色の部分）がが 100100 μμmm 間隔で観測され，間隔で観測され，CEACEA 抗抗

原の所在を原の所在をSECMSECMの電気化学応答として検出可能での電気化学応答として検出可能で

あることが示された。あることが示された。この還元電流のピークは，この還元電流のピークは，固固

定された定されたCEACEA 抗原量に依存し，抗原量に依存し，101044 分子／スポット分子／スポット

でもでもCEACEA 抗原を検出できることが明らかとなった。抗原を検出できることが明らかとなった。

　また，　また，多項目分析に関する検討も行った。多項目分析に関する検討も行った。５）５）フォフォ

トファブリケーションによって凸凹部を作製した基トファブリケーションによって凸凹部を作製した基

板の凸部分に，板の凸部分に，異なる抗体をマイクロキャピラリペ異なる抗体をマイクロキャピラリペ

ンを用いてスポットした。ンを用いてスポットした。基板をよく洗浄した後，基板をよく洗浄した後，

抗原を含む試料溶液，抗原を含む試料溶液，次いでペルオキシターゼ次いでペルオキシターゼ

(HRP) (HRP) 標識抗体混合溶液に浸漬し，標識抗体混合溶液に浸漬し，その後よく洗浄その後よく洗浄

し測定に供した。し測定に供した。図７に，図７に，1.0 mM FMA1.0 mM FMA 溶液中での溶液中での

基板の基板のSECMSECM像の一例を示した。像の一例を示した。この場合には，この場合には，２２

個の凸部がある基個の凸部がある基

Fig. 4.  An SECM image of a line-and-space pattern ofFig. 4.  An SECM image of a line-and-space pattern of

diaphorase created by electrogenerated HOdiaphorase created by electrogenerated HO....

Fig. 6.  An SECM Image of CEA-anti CEA spots at a glassFig. 6.  An SECM Image of CEA-anti CEA spots at a glass

substrate.  CEA molecules in a spot, left 1x10substrate.  CEA molecules in a spot, left 1x1055, right 1x10, right 1x1044..

Fig. 5.  SECM/ELISA system for trace analysis of antigen.Fig. 5.  SECM/ELISA system for trace analysis of antigen.
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板を使用し，板を使用し，また抗原としてまた抗原としてhuman chorionic gona-human chorionic gona-

dotropin (hCG)dotropin (hCG)とと human placetal lactogen (hPL)human placetal lactogen (hPL)をを

用いた。用いた。探針電位を探針電位を 400 mV vs Ag/AgCl  400 mV vs Ag/AgCl に設定したに設定した

場合には，場合には，基板表面の凹凸に起因する基板表面の凹凸に起因するFMAFMAの酸化電の酸化電

流の二次元流の二次元

プロファイルが得られた。プロファイルが得られた。図８図８BB およびおよびCC は，は，それそれ

ぞれ，ぞれ，hCGhCG およびおよび hPLhPL 試料溶液で処理した基板の試料溶液で処理した基板の

SECMSECM像である。像である。この場合，この場合，測定溶液に測定溶液に 0.5 mM H 0.5 mM H
22
OO

22

を添加し，を添加し，電位は電位は 50 mV vs Ag / AgCl 50 mV vs Ag / AgCl に保持した。に保持した。

それぞれ，それぞれ，対応する抗体が固定化された凸部のみで対応する抗体が固定化された凸部のみで

顕著な還元電流の増加が観察された。顕著な還元電流の増加が観察された。

これは，これは，この領域で抗原この領域で抗原 -HRP-HRP 標識抗体複合体が標識抗体複合体が

生成し，生成し，HRPHRP ががHH
22
OO

22
によるによるFMAFMAの酸化を触媒するの酸化を触媒する

ことによりことにより F M AF M A ++ が生成したことを示している。が生成したことを示している。

従って，従って，FMAFMA++ の還元電流を画像化することにより，の還元電流を画像化することにより，

抗原の所在を特定し，抗原の所在を特定し，さらに定量することができさらに定量することができ

る。る。異なる抗体が固定された凸部を多くすることに異なる抗体が固定された凸部を多くすることに

よって，よって，極微少極微少

量の試料中量の試料中（数（数  μμ ll））の数種の抗原を迅速に定量すの数種の抗原を迅速に定量す

ることも可能である。ることも可能である。

５．５．SECMSECM を用いた生体膜の機能評価を用いた生体膜の機能評価

細胞膜を含む生体膜は，細胞膜を含む生体膜は，エネルギー変換や情報伝エネルギー変換や情報伝

達などの生命活動維持のため様々な生体反応の場と達などの生命活動維持のため様々な生体反応の場と

なっている。なっている。それゆえ，それゆえ，膜の機能と生体反応を理解膜の機能と生体反応を理解

することは極めて重要である。することは極めて重要である。生体膜やそのモデル生体膜やそのモデル

である人工脂質二分子膜である人工脂質二分子膜(BLM)(BLM)の機能評価にはの機能評価にはSECMSECM

やそのファミリーである走査型イオンコンダクタンやそのファミリーである走査型イオンコンダクタン

ス顕微鏡ス顕微鏡(SICM)(SICM)を用いた計測は極めて有効である。を用いた計測は極めて有効である。

　生体膜は選択的な物質透過膜としても機能も有し　生体膜は選択的な物質透過膜としても機能も有し

ており，ており，その機能を適切に評価することは，その機能を適切に評価することは，生命現生命現

象を理解する上で極めて重要である。象を理解する上で極めて重要である。被透過物質が被透過物質が

脂溶性である場合には，脂溶性である場合には，膜そのものの透過は極めて膜そのものの透過は極めて

速い。速い。しかし，しかし，膜の両側に溶液が撹拌されない領域膜の両側に溶液が撹拌されない領域

（つまり拡散層）（つまり拡散層）が存在し，が存在し，拡散層を通過するのに時拡散層を通過するのに時

間を要するため，間を要するため，真の膜透過係数を決定することは真の膜透過係数を決定することは

困難であった。困難であった。このような場合でも，このような場合でも，マイクロ電極マイクロ電極

を拡散層内に挿入し，を拡散層内に挿入し，膜の反対側から透過してきた膜の反対側から透過してきた

物質を電極反応により捉えることにより，物質を電極反応により捉えることにより，膜透過係膜透過係

数を決定することができる数を決定することができる６）６）。。

　また，　また，生きた単一細胞の細胞膜の各種レドックス生きた単一細胞の細胞膜の各種レドックス

種に対する透過性を評価できることも，種に対する透過性を評価できることも，マイクロ電マイクロ電

極を用いたセンシングシステムの大きな特長であ極を用いたセンシングシステムの大きな特長であ

る。る。我々は，我々は，SECMSECMの探針の探針（マイクロ電極）（マイクロ電極）--細胞間細胞間

距離を変え，距離を変え，レドックス電流を計測することによレドックス電流を計測することによ

り，り，生きた単一細胞の細胞膜の各種レドックス種に生きた単一細胞の細胞膜の各種レドックス種に

対する透過性を評価した。対する透過性を評価した。レドックス種が細胞膜をレドックス種が細胞膜を

透過し得ない場合には，透過し得ない場合には，マイクロ電極を細胞膜に近マイクロ電極を細胞膜に近

づけるとレドックス電流は大きく減少する。づけるとレドックス電流は大きく減少する。しかしか

し，し，レドックス種が細胞膜を透過し得る場合には，レドックス種が細胞膜を透過し得る場合には，

電流値はそれほど減少しない。電流値はそれほど減少しない。この挙動を定量的にこの挙動を定量的に

解析することにより，解析することにより，膜透過係数を決定できる膜透過係数を決定できる（図（図

８）。８）。その結果，その結果，Fe(CN)Fe(CN)
66

4-4-，，Fe(CN)Fe(CN)
66
3-3-の膜透過係数の膜透過係数(Pm)(Pm)

はは1010-4-4 cm/s cm/s以下，以下，Co(Phen)Co(Phen)
33

2+2+ではではPm=1x10Pm=1x10-3-3 cm/s cm/s，，

フェロセニルメタノールではフェロセニルメタノールでは Pm=5x10Pm=5x10-3 -3 cm/scm/s，，ヒドヒド

ロキノンやキノンはロキノンやキノンはPm>10Pm>10-2 -2 cm/cm/ss と非常に細胞膜をと非常に細胞膜を

透過しやすいことが明らかとなった。透過しやすいことが明らかとなった。

小さな無機イオン類もまた生命活動を維持するた小さな無機イオン類もまた生命活動を維持するた

めに必須であるが，めに必須であるが，無機イオンの膜透過は通常膜中無機イオンの膜透過は通常膜中

に存在するタンパク質であるイオンチャンネルを介に存在するタンパク質であるイオンチャンネルを介

して行われる。して行われる。膜局所領域におけるイオンチャンネ膜局所領域におけるイオンチャンネ

ルのイオン選択性もルのイオン選択性もSECMSECMにより評価することが可により評価することが可

能である。能である。SECMSECM の探針であるマイクロ電極を膜電の探針であるマイクロ電極を膜電

位依存性イオ位依存性イオ

Fig. 7.  SECM images of the substrates for dual immunoas-Fig. 7.  SECM images of the substrates for dual immunoas-

say.  Potential; A 0.40 V, B and C 0.05 V vs Ag/AgCl.  Samplesay.  Potential; A 0.40 V, B and C 0.05 V vs Ag/AgCl.  Sample

solution; B hCG, C hPL.solution; B hCG, C hPL.

Fig. 8.  Characterization of membrane permeation by SECM.Fig. 8.  Characterization of membrane permeation by SECM.
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ンチャンネルが埋めこまれたンチャンネルが埋めこまれたBLMBLMに近接させ，に近接させ，膜電膜電

位を印加した際に，位を印加した際に，イオンチャンネルを通過したレイオンチャンネルを通過したレ

ドックスイオンをマイクロ電極でアンペロメトリッドックスイオンをマイクロ電極でアンペロメトリッ

クに計測することにより，クに計測することにより，イオン透過性を評価できイオン透過性を評価でき

る。る。抗生物質の一種であるアラメシチンが形成する抗生物質の一種であるアラメシチンが形成する

イオンチャンネルを介した各種酸化還元イオン種のイオンチャンネルを介した各種酸化還元イオン種の

移動過程に関して検討したところ，移動過程に関して検討したところ，アニオンに比べアニオンに比べ

カチオンはチンネルを通過しやすいことが明らかとカチオンはチンネルを通過しやすいことが明らかと

なったなった７）７）。。

SECMSECM は非レドックス種の膜透過現象の解析に用は非レドックス種の膜透過現象の解析に用

いることはできないが，いることはできないが，SECMSECM のファミリーであるのファミリーである

走査型イオンコンダクタンス顕微鏡走査型イオンコンダクタンス顕微鏡(Scanning, Ionic(Scanning, Ionic

Conductance Microscopy, SICM)Conductance Microscopy, SICM)を用いるとを用いると KK++ やや

NaNa++ チャンネル分布の観察できる。チャンネル分布の観察できる。SICMSICMでは，では，電解電解

質の充満したガラスキャピラリ電極を探針とし，質の充満したガラスキャピラリ電極を探針とし，イイ

オン電流を計測する。オン電流を計測する。このこのSICMSICM の探針であるガラの探針であるガラ

ス電極先端をアラメシチンを組み込んだ脂質二分子ス電極先端をアラメシチンを組み込んだ脂質二分子

膜に接触させた状態で走査することにより，膜に接触させた状態で走査することにより，イオンイオン

チャンネルの開閉に基づくイオン電流応答を画像化チャンネルの開閉に基づくイオン電流応答を画像化

した。した。応答は膜電位の極性および大きさに依存し，応答は膜電位の極性および大きさに依存し，

アラメシチンチャンネルは電位依存性であることをアラメシチンチャンネルは電位依存性であることを

示した。示した。この手法を用いることにより，この手法を用いることにより，脂質二分子脂質二分子

膜上のチャンネル分布を観察膜上のチャンネル分布を観察

できる。できる。

６．６．単一細胞の機能評価単一細胞の機能評価

　ディスクタイプのウルトラマイクロ電極を用いる　ディスクタイプのウルトラマイクロ電極を用いる

と，と，個々の細胞機能を評価することができる。個々の細胞機能を評価することができる。例え例え

ば，ば，電子移動メディエーター共存下で，電子移動メディエーター共存下で，細胞極近傍細胞極近傍

で酸化還元電流を計測すると，で酸化還元電流を計測すると，細胞内の呼吸や光合細胞内の呼吸や光合

成に関する情報を得ることが可能である成に関する情報を得ることが可能である（図９）。（図９）。

また，また，細胞内にウルトラマイクロ電極を挿入して細胞内にウルトラマイクロ電極を挿入して

酸素還元電流を計測することにより，酸素還元電流を計測することにより，細胞内酸素濃細胞内酸素濃

度を決定できる。度を決定できる。電極を植物細胞に挿入し，電極を植物細胞に挿入し，外部か外部か

ら光を照射した場合の酸素還元電流の変化を測定しら光を照射した場合の酸素還元電流の変化を測定し

たところ，たところ，光合成反応による酸素発生のため，光合成反応による酸素発生のため，光を光を

照射照射・・消光に応じ，消光に応じ，迅速でしかも特異な酸素還元電迅速でしかも特異な酸素還元電

流応答が得られた流応答が得られた８）８）。。強光照射直後の酸素還元電流強光照射直後の酸素還元電流

ピ－クから，ピ－クから，明反応に起因する酸素発生速度を計算明反応に起因する酸素発生速度を計算

することができる。することができる。例えば，例えば，25 klx25 klx を照射した場合を照射した場合

にはハネモプロトにはハネモプロト

プラストからプラストから5x105x10-13 -13 mol/s mol/s の速度で酸素が発生した。の速度で酸素が発生した。

一方，一方，定常酸素還元電流値から，定常酸素還元電流値から，暗反応律速の場合暗反応律速の場合

の酸素発生速度はの酸素発生速度は 1x10 1x10-13-13 mol/s  mol/s であることが示されであることが示され

た。た。この種のウルトラマイクロ電極を用いると，この種のウルトラマイクロ電極を用いると，迅迅

速に細胞内酸素濃度の変化を追跡でき，速に細胞内酸素濃度の変化を追跡でき，化学物質が化学物質が

光合成に与える影響に関しても機構の詳細に踏み込光合成に与える影響に関しても機構の詳細に踏み込

んだ議論が可能である。んだ議論が可能である。また，また，光照射に対する特徴光照射に対する特徴

的なレスポンスから，的なレスポンスから，明反応および暗反応それぞれ明反応および暗反応それぞれ

に対するに対する 5050％阻害濃度を，％阻害濃度を，単一細胞レベルで迅速に単一細胞レベルで迅速に

決定することができる。決定することができる。

光照射に伴う酸素発生パターンは，光照射に伴う酸素発生パターンは，細胞が置かれ細胞が置かれ

た外部環境に大きく影響される。た外部環境に大きく影響される。例えば，例えば，ハネモプハネモプ

ロトプラスト溶液に，ロトプラスト溶液に，光合成阻害剤である光合成阻害剤である 3-(3,4-3-(3,4-ジジ

クロロフェニルクロロフェニル)-1,1-)-1,1- ジメチル尿素ジメチル尿素 (DCMU)  (DCMU) を極微を極微

量量（（1 1 μμMM 程度）程度）加えると，加えると，酸素発生パターンは劇酸素発生パターンは劇

的に変化する。的に変化する。つまり，つまり，この細胞は外部溶液に加えこの細胞は外部溶液に加え

られた化学物質を察知し，られた化学物質を察知し，酸素発生量を減らすよう酸素発生量を減らすよう

に応答したことになるに応答したことになる９）９）。。細胞は極僅かな環境変化細胞は極僅かな環境変化

にもすばやく応答するので，にもすばやく応答するので，細胞応答を電気的なシ細胞応答を電気的なシ

グナルとして取り出すことにより，グナルとして取り出すことにより，新しいタイプの新しいタイプの

環境モニタリングシステムを構築できる。環境モニタリングシステムを構築できる。

前述したように，前述したように，キノンは極めて細胞膜を透過しキノンは極めて細胞膜を透過し

やすく，やすく，細胞内に進入したキノンは細胞内の光合成細胞内に進入したキノンは細胞内の光合成

系電子伝達鎖から電子を奪い取ることができる。系電子伝達鎖から電子を奪い取ることができる。そそ

こで，こで，細胞極近傍にマイクロ電極を設置し，細胞極近傍にマイクロ電極を設置し，溶液中溶液中

にキノンが存在する場合の，にキノンが存在する場合の，光照射，光照射，消光に伴う電消光に伴う電

流応答流応答(0.50 V vs. Ag/AgCl)(0.50 V vs. Ag/AgCl)を測定した。を測定した。酸化電流酸化電流

は光照射により増加し，は光照射により増加し，消光すると減少した。消光すると減少した。このこの

現象は，現象は，光照射により細胞内でキノンが還元されヒ光照射により細胞内でキノンが還元されヒ

ドロキノンが生成したことを示しており，ドロキノンが生成したことを示しており，キノンがキノンが

光合成電子伝達系の電子受容体として機能している光合成電子伝達系の電子受容体として機能している

ことがわかる。ことがわかる。この光応答は，この光応答は，キノン濃度がキノン濃度が0.5 mM0.5 mM

以上の場合にはほぼ一定となり，以上の場合にはほぼ一定となり，細胞近傍でのヒド細胞近傍でのヒド

ロキノン濃度はロキノン濃度は 0.038 mM 0.038 mMであった。であった。この結果からこの結果から

11 個のプロトプラストが放出個のプロトプラストが放出

するヒドロキノンはするヒドロキノンは3.03.0××1010-14-14 mol / sec mol / secと求められと求められ

た。た。この光応答は，この光応答は，光合成阻害剤である光合成阻害剤であるDCMUDCMUを添を添

加すると小さくなった。加すると小さくなった。

また，また，マイクロ電極上で誘起される局所誘電泳動マイクロ電極上で誘起される局所誘電泳動

現象を利用すると，現象を利用すると，細胞などの生体物質の捕捉やパ細胞などの生体物質の捕捉やパ

ターンニングなどの細胞操作を行うことも可能であターンニングなどの細胞操作を行うことも可能であ

るる１１ 00））。。組織化されたマイクロ電極システムを用いる組織化されたマイクロ電極システムを用いる

と，と，生体物質のより高度なセンシングシステムへと生体物質のより高度なセンシングシステムへと

展開できるものと考えている。展開できるものと考えている。
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