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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，生体組織アレイを再構築する3次元光造形シングルセルスポッタを
開発することであった．高い効率で細胞のプリンティングを実現することを目指した．セルスポッタにおける主
要な構造を形成することに成功した．すなわちSU-8の縦穴とPDMSの空圧膜からなる可変開口が構築された．また
単一細胞のみが流れでトラップされるように流路を設計した．2段のSU-8とPDMS流路を組み立てることで構造を
構築した．今回の基礎作成技術は，基板上に単一細胞をパターニングすることを可能にする．さらに細胞液滴を
形成するために，光硬化性樹脂の液滴をマイクロ流路で形成して，その特性を評価した．

研究成果の概要（英文）：Our objective is to assemble a 3D tissue with a single cell spotter. This 
study aims to achieve high throughput single cell printing. We made the essential part of a cell 
spotter. Adjustable openings were composed of SU-8 vertical openings and PDMS pneumatic valves. We 
fabricated a nozzle structure and designed flow channels to trap single cells on the openings by 
calculating flow ratio through microchannels. The structure was assembled from a two-step SU-8 
structure and PDMS channel. These fundamental fabrication technologies enable the patterning of 
single cells on a substrate. Photocurable resin droplets were generated in a microchannel and its 
properties were characterized. 

研究分野： バイオマイクロシステム

キーワード： 細胞3Dプリンタ　単一細胞　ノズルアレイ　微小液滴生成　多点光照射　光硬化性樹脂
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生体を構成する最小の機能素子である細胞

の機能理解は，この上位階層である組織，器
官の働きを解き明かして，医学・薬学を発展
させる．多細胞生物の組織は，何種類かの決
まった細胞が一定のパターンで集合した 3 次
元構造を持つ．同じ形態を持つ細胞でも周囲
細胞との相互作用で変化し，種々の機能が影
響を受ける． 

このため生体外にて組織の構造を正確に再
現し，細胞機能を調べることが細胞機能を解
明する鍵となる．ここで 3 次元生体組織を単
一細胞レベルで再構築するためには，単一細
胞を緻密に 3 次元的に組み上げる技術とシス
テムが必要となる． 

 

２．研究の目的 
生体外の 3 次元生体組織(生体システム)ア

レイの再構築を目的として，生分解性・光硬
化性モノマーで被覆した単一細胞(直径約 10 

μm)を利用し，3 次元光造形を行う単一細胞プ
リンタの開発（Fig. 1）を進めた．本研究で実
績のある細胞操作・加工技術に加え，流体力・
圧力・光を駆使し，複数種の単一細胞を 3 次
元的に組み上げる光造形システムの構築を目
指した． 

 

 
Fig. 1 Working principle of massively parallel 

single cell printer. Step A: Single cells are ordered 

and encapsulated. Step B: The coated single cells 

are trapped on an adjustable opening. Step C: The 

ejected cells are immobilized after the exposure of 

UV light. 

 

３．研究の方法 
３．１．光硬化性樹脂液滴の生成評価 
細胞アセンブリの実現には，細胞を光硬化

性樹脂で被覆すること，迅速に液滴を生成す
ることが求められる．ここでは光硬化性樹脂
液滴の生成を評価した． 

液滴生成で使用する流体デバイスは，
PDMS で作製する．まず，Si 基板にフォトレ
ジスト SU-8 をフォトリソグラフィによりパ
ターニングして，流路型を作る． PDMS を流
し込み，流路型を転写する． ガラス基板に
PDMS をスピンコートしたものに，永久接合
して流体デバイスを完成させる． 

光硬化性樹脂には PBS（リン酸緩衝生理食
塩水）に希釈した 5 w/v%のpoly（ethylene glycol）
diacrylate（PEG-DA）を利用した．これを分散

相として使用した．連続相には，フッ素系不
活性液体であるフロリナート FC-40（3M）を
用いた．液滴生成の撮影には倒立顕微鏡
（Eclipse Ti，Nikon），高速カメラ（VW-600M 

(10,000 fps)，Keyence）を使用した．連続相の
流量は 40 µL/min と固定し，分散相の流量条
件を変更した．分散相の流量変化に対する液
滴生成周波数および出口幅に対する液滴径の
変化を評価した．  

 

３．２．ノズルアレイ構造作製技術の確立 
ノズルアレイは，観察に適した透明材料で

あり，生体適合性をもつ PDMS および SU-8 を
使用した．Fig.2(b)に示す流路断面図となるよ
うにデバイスを形成する．デバイスは 3 層で
構成され，1)空圧制御層，2)PDMS バルブ，3)

細胞捕獲用流路層に分かれている．作製プロ
セスを Fig.3 に示す． 

 

Fig. 2 Schematic of a channel for cell trapping. 4 x 

4 openings are placed in the middle of the channel. 

(a) Top and (b) cross-sectional views. 

 

  
Fig. 3 Fabrication process of a nozzle array. First, 

pneumatic channel layer and PDMS valve layer are 

bonded. Second, the two layers are bonded with 

cell channel layer. Lastly, the structure is released 

by dissolving a dextran film. 

 

 犠牲層として Dextran をコーティングした
Si 基板に SU-8 をパターニングする．続いて
アミノ基で修飾した PDMS バルブと SU-8 を
接合する．N2 プラズマ処理で PDMS にアミノ
基を修飾したあと，PDMS と SU-8 を接合し
た．犠牲層である Dextran の溶解には 50℃の
水を用いた．ピンセットで剥離を促して Si 基
板からデバイスを分離した． 

 

３．３．空圧印加実験 
細胞捕獲時の PDMS バルブ操作は，空圧に

て行う．空圧印加で駆動し，また耐久性があ
るかを確認した．2000，2500，3000 rpm でス
ピンコートした PDMS バルブ（主剤と硬化剤
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を 10:1 の重量比で混合）を有する各デバイス
を用意した．190 kPa まで空圧印加を行った．
実験には，コンプレッサと空圧制御装置を使
用した．  

 
４．研究成果 
４．１．光硬化性樹脂液滴の生成評価 
分散相流量 12 µL/min，出口幅 40 µm のとき

の液滴生成の顕微鏡像を Fig. 4 に示す．中央
の流路から，光硬化性樹脂の液滴が生成され
る．それぞれの液滴生成の間隔は，0.85±0.05 

ms（n=10）であった．液滴生成が確認された
のは，分散相の流量が 2 µL/min から 14 µL/min

の範囲であった． 

 

 

Fig. 4 Microscope images of the droplet generation 

of a photocurable gel solution. Exit width：40 µm 

 

 

Fig. 5 Evaluation of droplet generation. 

(a)Generation frequency. (b) Droplet diameter. 

 

分散相の流量と液滴生成周波数の関係を
Fig. 5(a)に示す．分散相の流量増加に比例し，
液滴生成周波数が増加した．最大は，分散相
流量 14 µL/min 時で 1381±134 Hz（n=10）であ
った．また，Fig. 5(b)に分散相流量 2 µL/min 時
の出口幅と液滴径の関係を示す．出口幅が小
さいほど液滴径は小さくなる傾向がある．出
口幅 40 µm の場合，37.9±1.54 µm（n=5）であ
った． 

 

４．２．ノズルアレイ構造作製技術の確立 
作製した 10/10 パターンで基板からの分離

に成功した．Fig.6 左は，N2 プラズマによる接
合方法で作製したデバイスを底部から倒立顕
微鏡（ECLIPSE Ti，Nikon）で観察した像であ
る．SU-8 層と PDMS 層のアライメントのズレ
は 5 µm 以内に収まった．精度は動作に十分で
あった．流路型となる SU-8 モールドの観察か
ら，空圧制御層の流路高さは 50.1±1.7 µm（n=3）
であった．細胞捕獲用流路層の開口径は
39.0±1.4 µm（n=16）であった． 

また．Fig.7 に示すセットアップで，水中に
て細胞捕獲用流路のインレットから空気を導
入した．16/16 の開口から気泡が発生し，貫通

していることを確認した． 

 

４．３．空圧印加実験 
Fig.8 は PDMS のスピンコート回転数に対

する膜厚を示す．これが，PDMS バルブの膜
厚となる．膜厚 3 条件の各デバイスにおいて
190 kPa までの空圧印加を問題なく達成した．
デバイスの損傷は見られなかった． 

Fig.6 は PDMS バルブ膜厚が 17.3 µm（3000 

rpm）のデバイスである．空圧印加前後を比較
した顕微鏡像である．PDMS 層である空圧流
路が変形し，拡大している．30 秒間程度の印
加に問題なく耐えた． 

今回の場合では 180 kPa の空圧印加により
最大 20 µm の変形が起こる計算(3)となる．可
変開口にて細胞捕獲が可能であると考えられ
る．今後は，空圧印加状態での細胞捕獲につ
いて評価を検討している． 

 

Fig. 6 Microscopic images of the device before and 

after the application of air pressure. 

 

 

Fig. 7 Schematic evaluation setup of the openings 

of a nozzle array. 

 

 
Fig. 8 PDMS film thickness versus spin coating 

rpm. 
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