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研究成果の概要（和文）： 
将来の医療・医薬分野の発展には，生体組織の構築・機能発現の最も基本的な単位となる細胞

の機能を明らかにすることが極めて重要な課題となっている．このためには，単一細胞の挙動

解析や細胞間のネットワーク機能解析を実現するための高精度な細胞操作技術の確立が必要と

なる．本研究では，細胞を所望の 3 次元空間へ超並列・超高速に配列制御（セルパターニング）

するための“超並列オンチップ細胞操作システム”の開発を行った． 
 
研究成果の概要（英文）： 
A good understanding of extensive cellular knowledge is a prerequisite to enabling 
innovative technological advances in the field of highly-advanced medical treatment and 
drug discovery, because biological cells are the structural and functional units of all known 
living organisms. Cell patterning that enables in vitro patterned cell culture is one of the 
key technologies for addressing fundamental issues related to single cell analysis and 
cellular network analysis. Therefore, this research focused on the development of a novel 
cell patterning technique based on a micromanipulator array integrated with microvalves 
capable of massively parallel trapping and manipulation of single living cells. 
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１．研究開始当初の背景 
人が健康で安心して暮らせる社会こそが人
類共通の願いであり，特に，他国に先駆けて
少子高齢化社会が到来する我が国において

は，“健康寿命の延伸”と“生活の質（Quality 
of Life，QOL）の向上”が極めて重要な課題
となっている．このためには，疾患の早期診
断と適切な治療法の提供，将来の疾患リスク
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を予測した予防医療への転換，画期的な新薬
および診断技術の開発などが必要不可欠と
なる．このような“健康・安心な理想社会”
の実現には，生体組織の構築・機能発現の最
も基本的な単位となる“細胞の機能”を明ら
かにするための技術開発を行い，将来の医療
分野・医薬分野の発展に寄与することが極め
て重要な課題となっている． 
 
２．研究の目的 
本研究では，マイクロチップ上での高精度な
細胞操作ならびに高度な細胞ネットワーク
機能解析を実現するために，細胞を所望の 3
次元空間へ超並列・超高速に配列制御（セル
パターニング）するための“超並列オンチッ
プ細胞操作システム”の開発を行うことを目
的とした． 
 
３．研究の方法 
本研究では，半導体製造技術を応用した
MEMS（Microelectromechanical system）
技術によって，①高精度かつ超並列に細胞を
操作するための“細胞操作用マイクロマニピ
ュレータアレイ”の開発，②細胞を高効率に
捕獲・配列するための細胞操作実験，さらに， 
③セルパターニングに適した“マイクロ細胞
培養チップ”の開発と“細胞ネットワーク機
能解析”に関する基礎研究を行い，提案する
“超並列オンチップ細胞操作システム”の有
効性を検討した． 
 
４．研究成果 
(1) MEMS 技術をベースとして，細胞操作
用マイクロマニピュレータアレイとして利
用するための吸盤型マイクロニードルアレ
イの作製プロセスを開発した．シリコン（Si）
の深堀エッチング（DRIE）の際に，ノッチ
ング現象を積極的に利用することで，中空構
造を有する SiO2 製マイクロニードルの先端
部に吸盤形状をもつ特殊な微小構造体を一
体形成する技術を確立した．図 1 にその一例
を示す．先端部分は傘のように開いたユニー
クな形状となっている．図の例では，傘の直
径が 16μm，先端部の内径が 4μm（肉厚 1μm），
根元部分の外径が 12μm となっており，長さ
70μm の構造体がピッチ 20μm でアレイ状に
均一に形成されていおり，わずか 1cm 角の領
域に 25 万個のニードルが一括形成プロセス
によって作製されている．考案した MEMS
技術によれば，吸盤型マイクロニードルの寸
法（傘の直径，内径，外径，肉厚，長さ）や
ピッチは，作製条件を変更することで任意に
制御可能である．また，個々のニードルは中
空構造であるため，外部にシリンジポンプ
（または真空ポンプ）を接続することで，細
胞（通常，直径 10～20μm 程度）を吸引・捕
獲することが可能となる．  
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図 1 吸盤型マイクロニードルアレイ 

 
(2) 細胞を模擬したポリマー微粒子（平均粒
径 10µm）の捕獲実験を行い，作製した吸盤
型マイクロニードルアレイ（5353 アレイ）
を用いることで，約 93%（標準偏差 6.4%）
の高い確率で微粒子の捕獲が可能であるこ
とを実証した（図 2）．また，ポリマー微粒子
の捕獲過程の動的観察から，捕獲される微粒
子の軌跡は数値流体解析（CFD）によって求
められた流線とよい一致を示すことがわか
った．さらに，吸盤型マイクロニードルアレ
イを用いた HeLa 細胞（ヒト子宮頸癌由来の
細胞）の捕獲・脱離実験を行い，単一細胞レ
ベルの生細胞の捕獲と脱離が可能であるこ
とを実証した． 
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図 2 微粒子および細胞の捕獲実験 

 
(3) 吸盤型マイクロニードルアレイ（44 ア
レイ）を用いた生細胞の捕獲・脱離過程の動
的観察を行った．図 3 に作製した実験装置の
概略図を示す．細胞操作に用いたマイクロ細
胞培養チップは，スライドガラス上にシリコ
ーン樹脂（PDMS）を用いて作製し，細胞を
捕獲するための領域（細胞保存チャンバー）
と細胞のパターン培養を行うための領域（細
胞培養チャンバー）に区分されている．両チ
ャンバーの容量はいずれも約 2.6mL とした．
さらに，細胞培養チャンバー内には，フォト
リソグラフィによって SU-8（厚膜ネガ型フ
ォトレジスト）製のピラー構造（直径 7µm，
高さ 24µm，ピッチ 23µm）を形成したカバ
ーガラスを配置した．また，吸盤型マイクロ
ニードルアレイは，流路を形成したアクリル
製冶具に PDMS を介してエポキシ系接着剤
によって固定した．さらに，アクリル製冶具
にテフロンチューブを介してマイクロシリ
ンジポンプを接続することで，細胞の捕獲
（吸引）と脱離（吐出）を行った．HeLa 細
胞の捕獲・脱離過程の観察結果（図 4）から，
吸引流量の増加は，細胞の捕獲速度（単位時
間当たりに捕獲される細胞の個数）ならびに
捕獲率（ニードル本数に対する捕獲細胞数の



 

 

比）の向上と同時に，ニードル内部に細胞が
侵入する不具合を生じる要因ともなった．細
胞の吸引力は細胞－ニードル間距離に反比
例し，細胞の捕獲効率を向上させるためには，
ニードル先端から距離 100µm 以内の空間に
細胞の存在確率を高めることで対処できる
ことがわかった（図 5）．また，吸盤型マイク
ロニードルアレイによって捕獲した細胞を
SU-8 ピラー構造上（細胞培養チャンバー）
に脱離することで，ピラー間に細胞の配置が
可能であることを実証した． 

 
図 3 細胞の捕獲・脱離実験装置 

 

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

0 50 100 150 200

・
ﾗ・
E・
・゚
l・
・
・
ﾂ

吸引時間 s

500µL/min
250µL/min

0.35cells/s

0.14cells/s

捕獲されたHeLa細胞 脱離したHeLa細胞

44ニードルアレイ SU-8ピラー構造

HeLa細胞

10µm50µm

 
図 4 HeLa 細胞の捕獲・脱離実験結果 
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   細胞吸引の様子      移動距離と時間の関係 

図 5 吸盤型マイクロニードルの細胞吸引過程 
 
(4) セルパターニングを行うためには，細胞
の捕獲（吸引）の有無を制御するバルブを
個々のニードルに一体形成する技術の確立
が必要となる．そこで，酸化チタン（TiO2）
の光誘起超親水化現象を利用してマイクロ
流路表面の濡れ性（親水性・疎水性）を変化
させ，表面張力に依存するラプラス圧の差に
よって流体の流れを制御する“光駆動型表
面機能制御マイクロバルブ”の動作原理を

実験的に検証した．先ず，種々の TiO2膜の形
成方法（ナノ粒子スピン塗布法，ゾル－ゲル
法，陽極酸化法）を検討した結果，陽極酸化
法で形成した TiO2 膜が最も良好な光誘起超
親水化現象を示すことがわかった（図 6）．ま
た，陽極酸化時の電流波形から Ti膜の陽極酸
化終点が判定できることがわかった．さらに，
TiO2膜表面の疎水化方法を検討した結果，ヘ
キサメチルジシラザン（HMDS）で処理した
場合に接触角 65º程度の疎水化が可能であり，
かつ紫外線照射（波長 365nm）によって超親
水表面に回復することがわかった．そこで，
PDMS 製のマイクロ流路（幅 15µm，高さ
9µm）と TiO2膜を形成した Si 基板とを組み
合わせたマイクロバルブを試作した．その結
果，紫外線照射（波長 365nm，2mW/cm2，
10min）によってバルブの OPEN 動作が行え
ることを実証した（図 7）．しかし，紫外線照
射条件や PDMS 組成などの最適化を試みた
が，本方法によるバルブの CLOSE 動作は困
難であることがわかった． 

X線回折結果

20 30 40 50 60
2 deg.

0

100

200

300

・
ｭ・
x
c
p
s

・
ﾚ・
G・
p
d
e
g
.

80

60

40

20

0
0 1 2 3 4 5 6

照射時間 min

TiO2表面の水接触角の変化  
図 6 TiO2膜の結晶構造と光誘起超親水化現象 
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図 7 光駆動型表面機能制御マイクロバルブ 

 
(5) 吸盤型マイクロニードルアレイを用い
た細胞捕獲実験の結果から，吸引流量の増加
は細胞の捕獲効率の向上と同時に，ニードル
内部に細胞が侵入する要因ともなった．そこ
で，ニードル内部への細胞の侵入を抑制し，
単一細胞レベルのパターニングを行うため
に，外部の空圧制御によって開閉できる
PDMS メンブレン構造を利用した“空気圧
駆動型マイクロバルブアレイ”を作製し，吸
盤型マイクロニードルアレイと一体形成す
ることで，“細胞操作用マイクロマニピュレ
ータアレイ”を試作した（図 8）．空圧バルブ
の構造は，液体の吸引・吐出（細胞の捕獲・
脱離）を行うための主流路とバルブの開閉動
作のための空気圧を導入する制御用流路の 2
層構造となっている．制御用流路（青色部）



 

 

に空気圧を加えることで PDMS メンブレン
が変形し，主流路（赤色部）の流れを塞ぐ構
造となっている．主流路は，SU-8 でパター
ニングした構造体をモールド（型）とし，
PDMS（厚さ 46µm）をスピンコートによっ
て塗布することで作製した．流路の高さは
30µm，幅は 250µm とした．制御用流路につ
いても同様な方法で作製し，流路の高さ
30µm，幅 250µm とし，PDMS 厚さは約 5mm
とした．さらに，吸盤型マイクロニードルア
レイとマイクロバルブアレイを一体化（張り
合わせ）することで，細胞操作用マイクロマ
ニピュレータアレイを試作した．各々の層間
の接合は，PDMS 表面をコロナ放電によって
処理することで永久接着した．その結果，任
意のニードルでの吸引・吐出の ON/OFF 動
作が可能となった（図 9）．さらに，細胞の捕
獲・脱離実験を行い，その有効性を確認した． 
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図 8 細胞操作用マイクロマニピュレータアレイ 
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(6) 細胞ネットワーク機能解析に関する基
礎的検討を行った．Si 基板上に支柱構造体
（SU-8 ピラー）をアレイ化することによっ
て細胞を空間的に配置できる“マイクロ細
胞培養チップ”を用いて，細胞培養実験
（HeLa 細胞）を行った．その結果，単離さ
れた細胞と比較して複数の細胞が隣接して
存在する方が，細胞の伸展が促進されること

がわかった（図 10）．このように，円柱構造
体で空間を仕切ることで，細胞の基板への接
着・非接着を問わずにパターニングでき，か
つ培養時間の経過とともに細胞の移動が起
こらないようにすることができる．さらに，
円柱構造体に隙間を設けることで，細胞同士
の接着や細胞間の情報伝達機能が妨げられ
ないようになっている． 
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図 10 HeLa 細胞の培養実験（培養時間：24h） 

 
(7) 以上の結果から，本提案技術によって，
単一細胞レベルの分解能を有した超並列操
作による高精度なセルパターニングの実現
性を示すことができた．本研究で開発した細
胞操作システムは，①単一細胞の挙動解析
（増殖，分化，伸展，ストレス応答，バイア
ビリティなど），② 2 次元および 3 次元空間
に配置制御した細胞郡のコミュニティサイ
ズ（隣接する細胞数の違いによる影響も含
む）と細胞機能との相関関係，③異種細胞間
（例えば，平滑筋細胞と血管内皮細胞）の細
胞間相互作用など，高度な細胞ネットワーク
機能解析を実現するための強力なツールと
なり得る．さらに，④高精度な遺伝子導入に
よる高度な診断・治療，⑤再生医療における
培養細胞の品質保証（バリデーション）技術，
⑥3 次元細胞パターニングによる組織・器官
などの構築技術，⑦医薬品開発における細胞
を使った薬効のスクリーニング技術など，そ
の応用も多岐に渡り，将来のナノ医療，ナノ
バイオ，ゲノム創薬などの最先端分野の飛躍
的な発展の一助となることが期待できる． 
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