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研究成果の概要（和文）：大きな液滴の分取を従来とは桁違いに高速にできる技術を開発した。本技術では、液
滴に加える力のタイミングと位置を巧みに制御することにより、壊れやすい大きな液滴を、優しくかつ高速に操
作することを可能とし、従来比20倍の高速分取を実現した。さらに、本技術が得意とする100pL以上の大きさの
液滴内において、藻類細胞が自由に運動できること、その藻類細胞や白血病細胞の生存率が上がること、ハイブ
リドーマ細胞の抗体産生量が上がることを示した。さらに本技術を用いて、母集団の約2%程度しか存在しない増
殖スピードの遅い微生物を単離する原理実証を行い、本技術の有用性や汎用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：I have developed a high-speed large droplet manipulation method that is an 
order of magnitude faster than conventional methods. Specifically, by precisely controlling the 
timing and position of the force applied to droplets, the developed method enables gentle and fast 
manipulation of fragile, large droplets, resulting in a 20-fold increase in the manipulation speed 
compared to conventional methods. Furthermore, I have demonstrated that microalgal cells can move 
freely in droplets larger than 100 pL, which is an advantage of our method. The survival rate of 
their microalgal cells and leukemia cells is increased as well as the antibody production of 
hybridoma cells. Furthermore, I have used it to isolate microorganisms with a slow growth rate, 
which only exist in about 2% of the population, confirming its usefulness and versatility.

研究分野： Microfluidics

キーワード： Droplet microfluidics　Single-cell analysis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
液滴分取スピードの高速化により、これまで見つけられなかったような希少な細胞を発見・単離できる可能性が
大幅に向上する。これにより、微生物学、免疫学、遺伝学などの基礎科学における新たな発見や、精密医療、ウ
イルス検査、創薬、バイオ燃料開発、スマートセル産業などにおける効率化技術の開発といった、さまざまな応
用展開が期待される。

※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 

近年、Droplet Microfluidics と呼ばれるナノリットルサイズ(直径約 100 μm)の微小液滴を用い
たマイクロ流体技術が 1 細胞解析技術として着目されている[1]。単一細胞を微小液滴の中で培
養すると、その分泌物も同一の液滴内に留まるので、1 細胞レベルの解析が可能になる。例えば、
特別な抗体を分泌する希少細胞を見つけ出し、その細胞を分取して培養・拡大することができれ
ば、創薬に繋がる。しかしながら現在は、微小液滴を高速分取するデバイスが無いために、希少
細胞を現実的な時間内に探し出して単離することができない。具体的には、0.01 nL 程度の液滴
であれば 1 秒に数千個の分取が可能である一方で、1 nL 程度の液滴では 1 秒にたった数個の分
取しか達成されていない。0.01 nL の液滴は細胞にとってあまりにも狭い空間であり、栄養不足
などが原因ですぐに死んでしまう。液滴が大きくなるにつれて分取速度が低下することは、液滴
の物理的な安定性に起因している[2]。すなわち、大きな液滴は小さな液滴に比べて、表面エネル
ギーが相対的に小さいために分裂しやすい。そのため、小さな力しか印加できず、分取速度が制
限される。この液滴の大きさと分取速度のトレードオフを工学的に打ち破る方法があるか？と
いうことが本提案の学術的問いとなる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記トレードオフを打ち破り、高速液滴分取装置を実現することを目的とする。
具体的には、細胞培養可能な大きさを持つ液滴の高速分取デバイスを実現する。液滴の大きさは、
最低でも 0.1 nL以上とする。これは細胞培養時の細胞密度に換算すると、107 cells/mL となり、
細胞が増殖する限界密度に近い値またはそれ以上の値である。理想的には 1 nL の液滴の大きさ
の高速分取を実証することを目標とする。 

 

３．研究の方法 

目的を達成するために、従来の単一電極ではなく、電極アレイ構造を用いる。電極への印加電
圧が作り出す電場の空間的傾きにより、液滴は電極に引寄せられる。従来の単一電極では、高速
に流れてくる液滴に「短い時間、強い力」を加えることにより、液滴の高速分取を実現しようと
してきた。しかしながらこの方法では、液滴がすぐに壊れてしまう。一方で電極アレイ構造では、
流れている液滴を追いかけるようにして、「長い時間、弱い力」を加える続けることで、液滴を
壊すことなく高速に分取できる。この技術は、抗体産生能を有する細胞の分取だけでなく、特定
の薬剤に耐性のある細胞を分取したり、バイオ燃料への応用が期待される藻類を分取したり、
様々な応用が考えられ、1細胞解析技術の発展に貢献できる。 

 

４．研究成果 

（１）液滴分取デバイスの作製 

 電極アレイ構造を持つ液滴分取デバイスを、上記の方法に従って設計し、ソフトリソグラフィ
技術を用いて作製した。作製したデバイスの概念図を図 1 に示す。作製したデバイスは 10本の
駆動電極からなる電極アレイを有しており、液滴に徐々に力を加えることにより高速に液滴を
分取できるようになっている。さらに、マイクロ流路に傾斜をつけることにより、流体力学的力
も利用して液滴分取速度の向上も図った。この時、液滴がマイクロ流路内を流れるのに従って駆
動電極をオンオフする必要があるが、その精密制御を、Field-Programmable Gate Array (FPGA)を
用いて行っている。このことにより、高速に流れてくる液滴を瞬時に判別し、時空間的に複雑な
制御が必要になる電極アレイ制御をリアルタイムに行うことができる。 

 液滴分取における分取対象の液滴か否かの判断は、液滴内部に封入されている細胞の持つ（ま
たは細胞から分泌される）化学物質の蛍光情報を、励起レーザー光により励起して高感度光検出
器により検出することにより行っている。本研究においては、励起レーザーとして 480 nm のレ
ーザーと 532 nmのレーザーを切り替えて使用できるような光学セットアップを作製した。 

 

 

 
図 1 液滴分取セットアップ。励起レーザーと高感度光検出器（PMT: Photomultiplier tube）によ
り構成された光学系により、液滴内の蛍光情報を取得し、電気的な情報へと変換して FPGAに送
られる。FPGA において目的液滴か否かが判定し、電極アレイを制御して液滴を分取する。 



（２）液滴分取の様子 

 作製したデバイスを用いて、液滴分
取実験を行った様子をハイスピードカ
メラで撮影し、連続写真として図 2 に
示す。ここでは、1nL の大きな液滴を使
用した。ストレート構造を有するマイ
クロ流路を用いた液滴分取の様子と、
傾斜構造を有するマイクロ流路を用い
た液滴分取の様子をそれぞれ示してい
る。ストレート構造を有するマイクロ
流路を用いた場合（図 2a）、液滴に電極
からの力が加わっていない場合は流路
中心をまっすぐに流れていくが、赤矢
印で示している目的となる液滴が流れ
てきた場合、液滴が各電極で徐々に上
方に引き寄せられ、Collectionポートに
入っていく様子が分かる。このことに
より、従来よりも高速で液滴を分取す
ることに成功した。一方で、傾斜構造を
有するマイクロ流路を用いた場合（図
2b）、液滴に電極からの力が加わってい
ない場合でも流路下方に引き寄せられ
ていることが分かる。この流体力学的
力を組み合わせることにより、さらな
る液滴分取速度の高速化に成功した。 

 

（３）従来法との比較 

 試作したデバイスを用いて得られた
液滴分取スループットは、図 3 に示す
ように、従来の限界を大きく上回り、同
一の体積を持つ液滴で評価すると、約
20 倍のスループット向上に成功した。
より詳細には、次のように説明される。
図 3 において灰色で示したデータは従
来法による他のグループが取得した液
滴分取速度をプロットしたものであ
る。これらのデータから、液滴体積と分
取速度の間に明らかなトレードオフが
あることが見て取れる。液滴体積と分
取速度の積を性能評価指標の一つと考
えて対数グラフ上に直線を引くと、従
来法はその積が 20,000 となるあたりに
プロットされることが分かる。その一
方で、赤色で示した我々のデータは、上
記性能評価指数で示すと 400,000 以上
となり、従来比 20倍以上となっている
ことが分かる。 

 

（４）増殖の遅い酵母細胞の分取実験 

 試作したデバイスの有用性を示すために、増殖の遅い酵母細胞と速い酵母細胞を 1:49 の割合
で混ぜた溶液から増殖尾遅い酵母細胞を単離する実験を行った。具体的には、1 nL の大きさの
液滴に単一酵母細胞を封入して、培養して、分取する実験を行った。その結果、図 4 に示すよう
に約 46 倍の濃縮に成功し、本研究の有用性を示すことに成功した。 
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図 2 ハイスピードカメラで観察した液滴分取動作。
(a) ストレートマイクロ流路を用いた場合。(b) 傾
斜マイクロ流路を用いた場合。スケールバーは 20 

µm。 

 
図 3 液滴体積と液滴分取速度の関係。従来研究のデ
ータ [3-9]と本研究で得られたデータをプロットし
た。このグラフは研究代表者らの論文の図を基に改
変した [10]。 

 
図 4 増殖の遅い酵母細胞の分取。(a)分取された
増殖の遅い酵母細胞。(b)分取された増殖の速い
酵母細胞。(c)分取性能の定量評価。約 46 倍の濃
縮に成功。このグラフは研究代表者らの論文の図を
基に改変した [10]。 
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