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研究成果の概要（和文）：細胞に伸展刺激を与えると共に細胞の牽引力を測定できるマイクロデバイスの実現性
を明らかにするため、ビーズなどのマイクロマーカーを配列したシリコーンチャンバーを備えた細胞伸展デバイ
スの製作プロセスを考案し、試作のための加工プロセスの開発を行った。ビーズ配列プロセスにおいては、基板
とビーズの表面処理法の妥当性を確認し、ある程度のビーズ配列に成功したが、ビーズの凝集を確実に解消する
プロセスの確立が必要であることが分かった。また、配列したビーズを包埋したシリコーンチャンバー製作プロ
セスを開発し、ビーズを包埋したシリコーンチャンバーの製作が可能であることも確認した。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the feasibility of the micro device which can give a 
cell extension stimulation and can measure the traction force of the cell, the fabrication process 
of the cell extension device having the silicone chamber embedding arranged beads as a micro marker 
was devised, and the fabrication processes were developed for trial manufacture. In the beads 
arrangement process, the validity of the surface treatment methods of beads and substrate are 
identified, and it succeeded in some beads arrangement. However, it was seen that the establishment 
of the process to surely break off the cohesion of beads was necessary. In addition, the fabrication
 process of silicone chamber that embedded the arranged beads was developed, and it was confirmed 
that the fabrication of the silicone chamber that embedded beads was possible.

研究分野：微小機械学
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１．研究開始当初の背景 
(1)細胞は周囲の変形や力学的刺激を、接着斑
を通して感知し、それに対応して様々な応答
をしていると考えられている。周囲の環境に
対する細胞応答の解明は、純粋に生物学的な
細胞機能の理解という視点からだけではな
く、医学的には再生医療における細胞から組
織・臓器を再構築するための手法の開発、工
学的には生体を真似たバイオミメティック
な機械、あるいは細胞そのものを用いたバイ
オセンサや細胞と機械を協働させたシステ
ムの実現などの視点からも切望されている
課題である。 
 
(2)これまで変形可能なフィルム上に、さらに
変形が容易なシリコーンゴム製の微小柱の
２次元配列上で細胞を培養し、微小柱の傾き
から接着斑に発生する細胞の牽引力を測定
する試みが盛んに行われている。しかし、人
為的に限定された接着場所にしか接着でき
ないため、自然な状態において細胞が持って
いる本来の応答を測定できない問題がある。 
 
(3)本研究代表者らは、伸展刺激を受ける細胞
のリアルタイムその場観察を可能とする細
胞伸展マイクロデバイスを開発し、このデバ
イスを用いて伸展変形を受ける単一細胞の
変形挙動を詳細に観察できることを示した。
しかし、細胞が応答した時の牽引力を測定す
ることは出来なかった。国内外の研究では、
リアルタイムで単一細胞に力学的刺激を与
えながら連続観察できるデバイスは本申請
者らが開発したデバイスのみであるので、こ
のデバイスを基にした新たな測定用デバイ
スを開発することが力学的刺激と力学的応
答（牽引力）をリアルタイムで同時に測定す
る手法を実現する唯一の可能性であるため、
本研究課題を計画した。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究課題の最終目標は、細胞の焦点接着
斑を介した周囲の力学場の感知・応答特性の
評価、さらには細胞と細胞外システム間にお
ける双方向の力学的情報伝達を実現するマ
イクロインターフェースデバイスを提供す
ることであり、本研究では細胞の力学的な応
答等を計測できる新規なマイクロインター
フェースデバイス（以下マイクロデバイス）
を提案・設計し、微細加工技術の開発、試作
評価により、提案するマイクロデバイスの実
現可能性、有用性および実用化に向けた今後
の課題を明らかにすることを目的とした。マ
イクロデバイスは以下の特徴を有する。 
(1)細胞の自然な接着状態における焦点接着
斑に発生する細胞の牽引力をリアルタイム
で測定可能 
(2)(1)と同時に接着斑間に力学的刺激＝相対
変位(接着している足場の変形、ひずみに相
当)を付与可能 
(3)培養中の単一細胞を光学顕微鏡下におい

てリアルタイムで連続観察評価可能 
 
３．研究の方法 
(1)マイクロデバイスの構造設計とプロセス
設計	
 
	
 マイクロデバイスの基本的な設計方針を
決定し、マイクロデバイス全体の全体設計と
微細加工プロセスの設計を行う。構造設計に
は FEM 解析なども用いる。適切なデバイス構
造と微細加工プロセスを選定すると共に、新
たに開発すべき微細加工プロセスなどの課
題を明らかにする。	
 
	
 
(2)微小マーカーの創成・配列固定を行う微
細加工プロセスの開発	
 
	
 微小マーカーにはパターニングした厚膜
レジスト、マイクロビーズなどを用いる。マ
イクロビーズの配列には、フォトリソグラフ
ィによる活性分子のパターニングとそれと
反応する微粒子によるセルフアライメント、
セルフボンディング（化学結合）を利用する。	
 
	
 
(3)極薄シリコーンゴムの微細加工プロセス
の開発	
 
	
 固定された微小マーカー上への極薄シリ
コーンゴムフィルムの形成プロセス、および
シリコーンゴム微細パターンの加工プロセ
スの開発を行う。極薄フィルムの製作には、
キャスティング法の適用を検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)マイクロデバイスの構造設計とプロセス
設計	
 
	
 設計するマイクロデバイスのイメージ図
を下図に示す。	
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 細胞伸展マイクロデバイスにさらに新規
な微小マーカー付きシリコーンゴムフィル
ムを組み込んだものである。浮動状態にある
極薄シリコーンゴムフィルム（厚さ 1〜5μm）
構造体中に、光学的な微小マーカー（屈折率
の異なる、あるいは蛍光を発するビーズなど、
直径１〜5μm）を規則正しく密な間隔で配置
したものである。下図にマーカー配列用のパ
ターンの一部を示す。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
マーカー同士は 5μm間隔で配列されており、
１つのマーカーの大きさは 2μm程度とした。
１つのシリコーンチャンバーにつき、61 行×
221 列=13481 個の微小マーカーを内包させる。	
 
	
 基本的な製作プロセスとして、マーカーの
配列、マーカーを埋め込んだシリコーンチャ
ンバーの製作、そして細胞伸展デバイスの構
造体の製作の順で製作していくこととした。	
 
	
 
(2)微小マーカーの創成・配列固定を行う微
細加工プロセスの開発	
 
①フォトレジストを微小マーカーに用いた
場合	
 
	
 厚膜レジストである SU-8 を微小マーカー
に用いた。SU-8 は紫外線を吸収し、蛍光を発
するためマーカー材料として利用できる。
SU-8 の露光には上記の微小マーカー配列用
パターンを用い、レジスト厚さは 5μm とし
た、従って直径 2μm、高さ 5μm の円柱列が
形成されることになる。下図に製作した SU-8
製マーカーの走査型電子顕微鏡写真を示す。	
 

	
 
	
 このマーカーをシリコーンチャンバー内
に包埋することはできたが、蛍光顕微鏡観察
を行ったところ、蛍光強度が低く、鮮明なマ
ーカー像を得る事が出来なかった。したがっ
て、SU-8 レジストはマーカー材料としては不
十分であることが分かった。	
 

②マイクロビーズを微小マーカーに用いた
場合	
 
	
 下図にマイクロビーズを配列させるプロ
セスの概念図を示す。	
 

	
 ガラス基板上のフォトレジストに前述の
パターンを形成する。円の開口部の底のガラ
ス面にカップリング剤Ａを結合させ、一方の
マイクロビーズにはカップリング剤Ｂを結
合させ、両カップリング剤を化学的に結合さ
せることにより、前述の配列用パターンの円
形部にマイクロビーズを固定する。	
 
	
 配列実験はホウケイ酸ガラスビーズ（直径
2μm）と蛍光シリカビーズ（直径 1.5μm）を
用いて行った。ビーズ同士の凝縮により均一
にまんべんなく配列させることは出来なか
ったが、所定の位置にビーズを配列させるこ
との出来ることが分かった。下図に配列した
蛍光シリカビーズの蛍光顕微鏡観察像を示
す。	
 

赤枠で囲っているビーズが所定の位置への
配列が確認できたビーズである。蛍光強度は
十分で、微小マーカーとして使用できること
が確認できた。	
 
	
 ホウケイ酸ガラスビーズに関しても、同様
の配列実験結果が得られた。	
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 (3)極薄シリコーンゴムの微細加工プロセ
スの開発	
 
	
 レジストでシリコーンチャンバー形状の
モールド枠を作り、そこにシリコーン液をキ
ャスティングすることにより、シリコーンチ
ャンバーを製作した。下図にホウケイ酸ガラ
スビーズを包埋したシリコーンチャンバー
の光学顕微鏡写真を示す。	
 

	
 
	
 配列したガラスビーズがそのままの状態
でシリコーンチャンバーに包埋出来たこと
がわかる。シリコーンチャンバーの厚さ測定
の結果、厚さは 4μm であり、高解像の光学
顕微鏡観察の行える薄膜が得られた。	
 
	
 
(4)まとめ	
 
	
 一部であるがビーズを所定の位置に配列
させることが出来たので、製作プロセスの基
本的な考え方は正しいことが確認できた。し
かし、実験技術上の問題として、ビーズの凝
集を十分に改善させる必要がある。物理的に
凝集を壊す方法が有効であることが推測さ
れたので、今後は凝集の破壊方法を改善する
ことにより、このデバイスを完成させること
が可能と考えられる。	
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