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§１．研究実施の概要 

 

本研究では大きく分けて次の 2つのステージで研究開発を行う。まず第 1のステージとして、バ

イオテクノロジーとの融合によるイオンイメージセンサの医療・生化学分析システムへの展開である。

第 2 のステージとして細胞、神経細胞、人工細胞（脂質二重膜）などの自己組織化を利用し、それ

らと2次元イオンイメージセンサとナノチャネルを信号入出力デバイスとした、電子細胞集積デバイ

スに関する開拓研究を行う。これまでに神経細胞の情報伝達関連物質であるK+イオン、アセチル

コリンを測定対象にリアルタイムに非標識でイメージングできるイメージセンサ実現を行い、本年度

は細胞からのこれらの物質の放出現象をとらえることができるセンサの感度向上、および応答時間

の高速化に成功した。また、センサアレイ構造を利用してアセチルコリンやK+イオン，Ca2+イオン

などの生体物質の検出をイメージセンサで実現できることを実証した。さらに、各単一細胞からの

情報伝達関連物質の挙動を観察できるように、バイオイメージセンサの微細化、および高画素化

を目指して、センサエリアを微細化することに伴う雑音特性を明らかにし、微細化に起因する雑音

を解決する手段を見いだした。同時に微細化したセンサアレイを作るための各種パラメータ抽出を

行うための TEG (Test Element Group)の作製を行い平成 22年度は 128×128画素，256×

256画素イメージセンサの設計・試作を行った。 
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§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

・イオンイメージセンサの高解像度及び高感度化 

本年度は高解像度化に向けての設計・試作をおこなった． 本イメージセンサは Conventional

な CMOSプロセスでは製作できないため，A社の 0.35 ミクロンプロセスラインを利用して，新たな

イオンイメージセンサプロセスフローの立ち上げと，設計パラメータ（スパイスパラメータ）の抽出を

おこなった．パラメータの抽出のために 2 回のロット（1st，2nd）を流した．そのパラメータ抽出後，

128×128画素および 256×256画素イオンイメージセンサを設計しその試作を行うための 3rdロ

ットを流した． これまでの 32×32画素のものとは違い，画素数が高くなることによる読み出し時間

の遅延を防ぐために読み出し手法の変更，チップ内でのパルスの発生も行えるようにした． また，

本イメージセンサの特徴である累積動作を単層 poly-Si プロセスで実現するための新しい手法

（Q-Trap）を提案し，チップ内に組み入れた． 各ピクセルピッチは約 20 ミクロンピッチとなりこれま

でのデバイスの 6分の１程度（面積比 32 分の１）まで縮小化でき，細胞１個と同程度の大きさにす

ることができた．図 1に設計をおこなったデバイスのレイアウトを示す． 

 次に細胞からのイオン，生化学物質検出の高感度化，低雑音化をすすめた．昨年度までに K+

イオン，アセチルコリンのイメージングを実現できたが，実際に細胞とのやりとりをとらえるためには

その高感度化，低雑音化， さらには高いイオンなどの選択性が必要となる．また，細胞からのイ

オンなどの放出を捕まえるためにはイオン選択膜を均一性よくイメージセンサ上に固定化の必要

があった．アセチルコリンの検出のための酵素固定化法としてのポリイオン複合膜の形成法を改

善し，1mM 以下の最低検出感度で画像化できることに成功した（1）．改善した雑音特性を図 2 に

示す． PVC を利用したイオン選択膜により，これまでの K+イオンに加え， Ca2+イオン，Na+イ

オンの検出ができるイメージセンサを実現し，同様な手法でグルタミン酸もイメージングできた．最

低検出感度として 1microM程度， 各種イオン選択度として 2－3桁を確保でき，細胞からのイオ

ン放出を捕まえるだけの高感度化が実現できた(2)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            図 1                                図 2 
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・生体物質エミッションデバイスの製作 

 昨年度にナノチャネルに電極を配置することで，イオン伝導を制御できる可能性を示した．しかし

ながら，デバイスの歩留まりが悪く，アレイ化を行うことができなかったことから，製作プロセスを変

更した． これまでバルクマイクロマシーン技術により生体物質を基板背面から入れることを考えて

いた．しかし，基板裏面側からのエッチングプロセスがナノチャネル形成に悪影響を与えることが

判明したため，本年度はサーフェイスマイクロマシン技術により表面側から導入する手法に変更し

た．H22.12 時点では設計にミスがあったため未だ実現に至っていないが，本手法によりアレイ状

の生体物質エミッションデバイスが実現できる見通しが立った． 

 

・細胞レベルでの生体活動解明，医療分野への応用検討 

 イオン・生体物質検出のイメージセンサ

技術が整ったことから，細胞からのイオン・

生体物質の放出・吸収のリアルタイム画像

化に向けた検討を行った．本年度はそれ

らのセンサの上に直接細胞培養するところ

は，種々の困難が予備実験で明らかにな

ったことから，コラーゲンシート上に神経細

胞を培養し，そのコラーゲンシートをセンサ

上に正着させ，細胞からのイオン・生体物

質の可視化の可能性を探った．                       図 3 

 本年度 2 種類の細胞をコラーゲンシート上で培養する技術を整えた．1 つは PC-12 細胞へ

NGF を添加し神経細胞様になったもの，もう一つはラットの海馬の初代細胞を初代培養したもの

である．タイプ 1 のコラーゲンシート上に培養することができた．コラーゲンシート上に培養した

PC-12 細胞を Ca2+イオンイメージセンサ上に乗せて，アセチルコリン刺激を行ったところ図 3 に

示すように培地内の Ca2+イオンは刺激直後に低下して，次第に増えていくイメージを撮影できた．

細胞を培養していないコラーゲン膜ではこのような現象が確認できないことから，培地内のCa2+イ

オンを細胞がイオンチャネルを介して吸収したものと考える．つぎにアセチルコリンイメージセンサ

上に初代細胞を初代培養したコラーゲンシートをのせて，K+イオン刺激を行ったところ，アセチル

コリン放出が確認でき，さらに K+イオン刺激を行っていない場所においても，アセチルコリン放出

が見えたことから，細胞間

での伝達が捕まえ得たものと

考えている．その画像を図 4に

示す． 

 

 

 図 4 
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・宇理須チームとの共同研究 

イオンチャンネル電流計測用の小型増幅器回路を本学と協力して設計し、製作した。単一チャン

ネルで HEK293に ChR2を発現し、レーザー励起での信号検出に成功した。 

 

・イオンイメージセンサへの神経細胞の初代培養系及び自己組織化の確立 

Si3N4 のセンサ応答部を持つ H+イオンイメージセン

サ（IIS）および神経伝達物質分解酵素膜上へ神経

細胞をはじめ癌細胞や破骨細胞の培養と静着化を

実施した。神経細胞はラット脳より単離し、アセチルコ

リン水解酵素コート膜上へ静着させることまでには至

ったが、偏在性があり、特にセンサ領域へ配置するこ

とが困難であった。一方で、ヒト脳由来の癌化グリア

（U251）細胞はセンサ表面の洗浄とコート方法の改

良により、センシング部を含む全面において静着させ

ることができた（図５）。U251 細胞は２～７日間安定

状態を維持できたため、神経細胞を重層・共培養す

ることで均一化の実現を試行中である。 

 

・イオンイメージセンサ上へ初代培養した神経細胞の機能評価系の確立 

グリア細胞（U25１細胞）を IIS上で２～７日間

培養した後で、細胞の形態や機能を倒立式

共焦点蛍光顕微鏡で観察し、細胞内カルシウ

ムイオン濃度の変化（Ca 応答）を機能指標と

して測定したところ、ATP やヒスタミン刺激に

よる陽性応答をセンサおよび配線領域で検出

できた（図６）。IIS上へ培養した細胞からの生

理活性物質放出の検出は現在試行中である。 

細胞外に放出された生理活

性物質を IISで直接検出する

ために、モルモット胃から胃腺

組織を単離して腺ならびに周

辺のｐH 変化を測定した。胃

腺を静置してからヒスタミン刺

激を行ったところ、腺部外にお

けるｐH 低下（⊿pH は最大で

1）が検出できた（図７）。ｐH低

図６ IIS上に培養したU251細胞の Ca応答 

左：静止時、右：刺激後。 

pH5 

pH 8 

116sec 240sec t=0 

A 

図７ 2次元 pH イメージと IIS上に静置した胃組織写真（右） 

(A)胃腺開口部をセンサ側に配置、(B) 胃腺を横向きに配置。 

B 

図５ IISならびにU251細胞の蛍光画像 

   □はセンシング部領域例 

ガラス上 細胞有  

IIS上 コート無 IIS上 コート有 

IIS上 細胞無 
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下は開口側のほうが顕著であったことから、酸放出の直接検出に成功したと考えられた。 
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