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３ 研究のねらい： 

本提案研究は、半導体産業で培われた 10nm から 100μm に亘る高精度微細加工技術を応

用して作製されるバイオチップ（マイクロエレクトロニクス、マイクロマグネティクス等とマイクロ流

体デバイス、マイクロアレイチップの複合集積デバイス）を中核とし、更に光学顕微鏡、走査型プ

ローブ顕微鏡等を利用した顕微画像計測技術を組み合わせて個々の細胞の直接的な操作・分

析を可能にする従来に無い新しい細胞分析システムならびに分析手法の開発を目指した。即ち、

近年進捗が著しいバイオイメージング技術の利点を最大限に活かしつつ、さらにイメージングの

みでは達成できないバイオ研究の手段をバイオチップ技術により提供することで、将来のバイオ

基礎研究、医療、創薬産業において有要な単一細胞レベルでの生命活動を精密に計測するた

めの新規なプラットフォームの構築に繋げることが目的である。 

 

４ 研究成果： 

（１）マイクロ流体デバイスのための微細加工技術の開発 

細胞を扱うデバイスには 10μm～100μｍレベルの微細加工が要求される。また、基板材料も

半導体デバイスのようなシリコンウエファに留まらず、透明なガラスやプラスチックがしばしば用い

られる。そのため、シリコン半導体デバイスの微細加工技術を基盤としつつも、異種材料への展

開や加工速度の劇的な高速化を図った。ガラス加工技術、プラスチック製流体デバイス製造に関

するプラズマ応用技術、高気圧微小プラズマによる超高速シリコンエッチング技術を研究し、ここ

で構築した独自のデバイス加工技術を応用して種々のデバイスの試作開発を行った。 

 

（２）微細加工チップを用いた細胞の機能評価、分取システムの開発 

 多数の細胞試料の中から必要な細胞だけをマイルドに分取するセルソート技術はこれからの細

胞研究において必要不可欠な技術である。本研究では光学顕微鏡上による細胞の画像情報に

基づき、ソーティングを行うためのセルソーターの開発を行った。シリカガラス製のマイクロ流体デ

バイスに微小電極を集積化し、交流電界を利用した誘電泳動方式ならびに直流電界を利用した

電気泳動方式により複数の流路への細胞の振り分けを可能にするセルソータチップの試作開発

と赤血球細胞を用いたデバイス動作の確認・評価を行い、それぞれの方式の動作特性をスケーリ

ングの観点から考察した。交流電界による誘電泳動方式は電気的に中性な粒子にも適用可能と
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いう利点を持つが、細胞のサイズの2乗に反比

例する電圧の印加が必要で、一方の直流電界

による電気泳動方式では細胞のサイズではな

く、細胞のζ電位により動作条件が決まる。誘

電泳動方式で動作電圧の高電圧化を避けるた

めにはソーティング対象のサイズに合わせてデ

バイス全体を縮小するという方針も可能である。

そこで、更に、流路寸法をサブμｍ領域に縮小

したナノ流体デバイス技術への拡張による

分離対象物の更なる微小化についても検討

した。高抵抗 Si 薄膜をガラス基板で挟む構造の流体デバイスを提案し、イオン注入による自己整

合電極形成技術と陽極接合によるデバイス封止技術の併用により、電極をナノフルイディクスに

精度良く集積できるようになった(Fig. 1)。当該技術を用いた細胞小器官分取デバイス作製プロセ

スを提案した。 

Si
Silica Glass

0.6 μm

1 µm

 Ion Implantation Conditions
Dopant: B11+ 

 Ion Energy: 100 keV 
Dose: 5E15dose/cm2

 Annealing Conditions
 Temperature: 1000 ¼C

N2: H2  =10 : 1
Time: 5min

Electrode

Fig. 1 ナノフルイディクスに電極を自己整合プロ

セスで付与したナノソーターデバイス.  

  上述のセルソーターシステムは、顕微画像から細胞選択の基準となる情報を抽出することを前

提に開発したが、個々の細胞の状態の判定に利用できる物性値は画像情報に限られるものでは

ない。細胞の表面電位(ゼータ電位)を計測する細胞電気泳動法は、ゼータ電位が細胞膜表面の

タンパクや糖タンパク等の状態を反映する特性値であることや、非侵襲的に測定できることから、

細胞の種類や状態の判別に有用であると考えられる。そこで、我々はマイクロキャピラリー電気泳

動(µCE)チップと高速度カメラを搭載した顕微光学系、実時間粒子画像処理ソフトウェアから構成

される高効率細胞表面電荷評価システムを開発した。この技術は上述のセルソータチップの細胞

評価判定基準として組み込むことも可能である。μCE チップ流路内壁への細胞の非特異吸着の

問題、ならびに、壁と細胞間の相互作用が泳動挙動に及ぼす影響を検討するためにチップ流路

内壁に複数の異なる材料で被覆を施し、異なる環境 pH における細胞電気泳動度の値を比較、評

価した。内壁被覆材料の違いは流露内壁のゼータ電位の変化をもたらすために、電気浸透流

（EOF）の挙動、ひいては細胞の泳動挙動に著しい変化をもたらすが、最終的に得られる正味の

電気泳動度の値には何らの影響も及ぼさないことが判明し(Fig. 2)、チップを用いた細胞電気泳動

度測定の広範な pＨ条件域における高い信頼性が示された。さらに、当該システムを用いて HL60

の細胞周期同調剤への応答を評価し、細胞周期に伴う細胞の状態変化を追跡可能なことを示し

た(Fig. 3)。 
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）磁気ビーズ操作機能を有するマイクロ流体デ
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Fig. 3 HL60のζ電位の細胞周期に伴う変化

の概要. 

0

 Fig. 2 赤血球のζ電位のpＨによる変化. 

流路内壁の被覆法を変更に依らず

電気泳動チップにより算出される細

胞ζ電位は広いpH領域においてよ

く一致する. 

 

 

 

 

（３

バイス、マイクロリアクターアレイチップの開発 

微細パターン化磁性材料を集積化したマイクロ流体デバイスとそのアフィニティアッセイへの応

用 

細胞や蛋白質、核酸の分離、精製を高効率化するために、超常磁性微粒子を高分子ポリマーで

被覆した磁気ビーズの表面を抗体等で修飾し、目的の細胞や生体分子を固定化し、磁石で操作

する磁気ビーズ法が用いられている。この磁気ビーズは担体として利用すると、通常は物理的操

作が困難な生体分子の操作も可能になる。そこで、微細パターン化したパーマロイ薄膜をマイクロ

流体デバイス上に集積化した磁気ビーズ操作デバイスを開発・試作し、ビオチンで表面修飾した

磁気ビーズをモデル系として用いて、生体分子の特異的アフィニティを利用した生体物質の検出、

収集デバイスの実証動作を行った（Fig. 4、Fig. 5）。電磁石によりデバイス外部から導入した磁力

線がパターン化した磁性薄膜により局所的に集中し、磁場の不均一性によりマイクロ流体デバイ

ス上で磁気ビーズの固定、開放の制御を可能にした。このデバイスの試作開発のためにはパー

マロイ薄膜の水素と一酸化炭素のプラズマケミストリーを用いた微細加工技術を独自に開発して

用いた。また、パーマロイで試作したデバイスでは僅かな残留磁化がビーズの操作にわずかに影

響したため、発展的に、ナノ磁性微粒子を分散したポリマー薄膜をパターニングして集積化するデ

バイス要素技術も提案した。また、派生の成果として、マイクロリアクターに磁性薄膜を付与する

技術により、膨大量の磁気ビーズをセルフアセンブルで配置するマイクロリアクターアレイチップ

技術も開発した。 

 

 

 

 

 

 816



 

 

４）マイクロ流体デバイス上へのマイクロピペット集積化技術 

る細胞の直接的計測、操作（細胞

で

Fig. 4 モデル系としてビオチン修飾磁気ビ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 パーマロイ微細パターン間で

ーズを用いたストレプトアビディンの

アフィニティアッセイ. 

固 定 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ

（上）、ビーズ上に結合したス

トレプトアビディンの蛍光検

出(下). 
 

 

（

 マイクロファブリケーション技術で形成される微細構造体によ

内外への物質抽出、注入、細胞内あるいは細胞膜の電位計測など）の概念を実装化するために、

自己支持型シリカ製マイクロニードルのマイクロ流体デバイスへの集積化(Fig. 6)、ならびに、シリ

カ製プレーナー型マイクロピペットデバイス(Fig. 7)について研究した。前者を作製するために開発

された製造プロセスは、ピペットを自立構造にするための犠牲層となるアモルファスシリコン層を

利用してほう珪酸ガラス基板に陽極接合する点に特徴がある。流路、マイクロニードルはいずれ

も可視光域で透明で、顕微鏡下での細胞観察、レーザーピンセットとの併用に適している。マイク

ロ流路により細胞を自動的にマイクロピペット先端位置に輸送できること、約 1～2μm 径のシリカ

ガラス製マイクロニードルが細胞膜を容易に貫通することが確認された。後者については、厚さ

150μm の溶融石英ガラスに両面からそれぞれ径が 100μm、2μm の孔をアライメントして ICP

エッチング加工し、電流を流す貫通孔を形成し、ポリマー製マイクロ流体デバイスに組み込ん 用

いた。プレーナー型マイクロピペットデバイスの電気的な特性評価の結果、試作チップは現在、通

常用いられているガラス管を引き伸ばして作製するマイクロ電極と同程度の良好な性能であるこ

とを確認した。我々の試作したこれらのデバイスは、必要に応じて更なる微細化や電極数、形状

等のデザインが可能であり、今後、電気生理研究における細胞局所性向上や多点計測等への進

歩が期待できる。 
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（５）チップ上で培養･凍結した細胞の原子間力顕微鏡による計測技術の開発 

よび内部の生体分

力顕微鏡の開発について述べる。Fig. 8 のように

倒

観

 自己評価： 

 チップ上で培養した細胞を瞬時に凍結させることにより、細胞膜の流動性お

子の分布を固定させ、細胞の発現状態を保持したままで原子間力顕微鏡を用いて微視的計測を

実現することが目的である。本目的を達成するためには、計測システムの開発に加え、チップ上

での低ダメージな細胞凍結、解凍プロトコル、チップ上での細胞の制御培養技術が必要であり、こ

れらの要素技術について並行して研究した。 

まず、凍結細胞計測のためのクライオ原子間

立型位相差顕微鏡ステージ上に雰囲気制御可能な AFM 観察チャンバーが搭載された計測シ

ステムを試作した。チャンバー内には液体窒素をフローして冷却可能なサンプルステージを設置

され、これはピエゾ素子にて X-Y 方向への移動が可能である。カンチレバーは PZT 薄膜による自

己検出型であり、狭隘な光学顕微鏡への組み込みを可能にし、外部検出器や複雑な光学的アラ

イメントも不要である。本装置を用いて氷表面を観察し、像取得動作を確認した。 

AFM 計測の信頼性や再現性を得るためには、

察の対象となる細胞試料の位置

や形状を人為的に制御することが

重要であると考え、チップ上での制

御培養技術を検討した。モールドに

充填した磁気ビーズを PDMS フィ

ルム上に転写して作製したビーズパ

ターン配列培養プレートを用いると、

細胞外マトリクスの物理的形状と化学

相乗的な効果のデザインが可能になる(Fig. 9)。こ

の技術を HeLa 細胞の培養に適用し、位置・サイズ、

形状制御、さらにはこれらに起因する増殖速度の

制御に応用可能であることを示した。 

 

 

的性質の

５

　　　

10μm

Self-standing microneedle 

 

D:15μm D:25μm

D:18μmD:10μm

D:15μm D:25μm

D:18μmD:10μm

Fig. 9 細胞形状のビーズ間距離Dによる変化. 

Fig. 8 凍結細胞観察用顕微鏡システム 

Fig. 6 μ流路に集積化したμニ
Fig. 7 プ

 

レーナーマイクロピペット集積化流体デバイス（左）と

その電流応答特性（bath mode と on-cell mode）（下）. 
ードルアレイ. 
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当該研究では、半導体産業で培われたナノ

に細胞の操作、計測に有用な新しい手段を提供する手段をデバイス、更にはデバ

イ

 

６ 研

新しい微細加工技術も工夫しながら、役に立ちそうな具体的なシステムを実現しており、

やゼータ電位の評価など数々の有用なツールを創出してきたことが高く評

価で

 

７ 主

【論文】 9 報 

. Nakano and T. Ichiki, "Measurement of the electrophoretic mobility of sheep 

ing microcapillary chips", Electrophoresis 26, (2005). 

-destructive on-chip cell 

orting system with real-time microscopic image processing", J. Nanobiotechnology, 2, 5-12 

, R. Taura, and Y. Horiike, “Localized and ultrahigh-rate etching of silicon wafers using 

マイクロファブリケーション技術をバイオ計測に

展開し、特

スを中核とした計測システムとして実装することを提唱した。具体的には、（A）光学計測と

デバイス技術により細胞を選別的により分ける技術（10μｍテクノロジー）、（B）微細加工構

造を利用して１細胞を局所的に計測する技術（μｍ－サブμｍテクノロジー）、（C）走査プロ

ーブ顕微鏡との組み合わせによる分子レベル計測（サブμｍ－nm テクノロジー）の大別して

３つのスケール領域において、成果を示すことを初期目標として掲げた。研究は、（A）から

（B）、更に（C）へと順に、次のステージへの基盤となる技術を構築しながらスケールダウンし

ていく形で進めた。また、これらのデバイス開発研究に伴う必要性に応じて適宜、独自のプロ

セス技術の開発を行った。（A）については微細加工チップを用いた細胞の機能評価、分取シ

ステム研究の成果として開発されたシステムが生物学的研究のツールとして利用できる状況

に至っており、当初の計画が十分に達成されたと考える。（B）についてはデバイス技術として

実装化され、今後、バイオ計測への応用研究へと展開が可能な状況であり、ほぼ達成された

と考える。（C）については独自に凍結細胞計測のための原子間力顕微鏡を開発し、観察用

試料作製技術の検討まで進んだが、細胞の凍結観察までは至っていない。本研究の期間内

では最終目標まで達していないが、この研究テーマを進める基盤技術は整ってきており、今

後も着実に進めていきたい。 

究総括の見解： 

細胞のソーティング

きる。ただしゼータ電位のモニタリングは実際に何を反映した電位を測定しているのかの

検討が必要であり、薬剤処理をしない条件、HL60 以外の細胞系でも再現可能かどうかにつ

いても検証が必要である。半導体の加工技術をバイオに応用しようという試みは多くあるが、

まだビジネスに結びつくものは無いので、新たなビジネス領域を拓けるように創出してきた技

術を１つでも実用化することを期待する。 
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