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研究成果の概要（和文）：本研究では，ネガ型フォトレジストとグレースケールリソグラフィを

用いた微細加工技術を開発した．そして，加工技術の応用例として厚み変化を有する微小振動

梁アレイを製作し，広帯域で機能する音響センサを提案した．また，本加工技術により製作で

きるポア構造を利用して電場集中を誘導し，低電圧の細胞の電気穿孔法を可能とし，高精度の

電流計測から局所電場計測を可能にした． 

 

研究成果の概要（英文）：We have developed a microfabrication technique for three dimensional 
structures using grayscale lithography and a negative photoresist. In this project, we demonstrated 
fabrication of micro beam array with non-uniform thicknesses for wide range frequency selectivity. We 
also applied the technique to develop a microdevice for low voltage electroporation using field focusing 
and demonstrated the measurement of local electric field exerted to the cells on the microdevice. 
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１．研究開始当初の背景 

 申請者らは,  まて  ゙ MEMS 技術を利導
した流体  ゙ イ゙スの開発を行ってきてい
る.その開発過程において，  技術にク レ゙
イスケールマスクおよ ネ゙ 型゙フォトレ
 ズトを導入する とにより，  の微小
 ア゚と  流路から成る  構造を   
  に製作て ぎる とを見出した．本  
構造は，流体計測に用いら る U字管と類似
した構造を有しており， の MEMS-Uを利
用する とて ，゙Stokes 近似を基礎とした新
しい極限流体計測原理の開発を目指した. 

 

２．研究の目  

 本申請て ば,マイクロ・ナノ U字管(以下，
MEMS-Uと記す)の創製と，  による超微

細流体計測技術を提案した．MEMS-U は 
 の微小 ア゚(縦穴)とそ らの  流路か
ら構成さ ており，当研究グループて ば世
界に先駆けてその大量生産ノウ ウを確立
した． の萌芽 基盤技術を発展させ，
MEMS-U のさらなる高精度・高集積化を実
現し，マイクロ・ナノスケール流動場て の゙
局所 な流 およ 電゙場の多点同時計測法
を考案した． 

 以下では，MEMS-U の製作技術の深化を
目 として実施した構造物の機械 ・電気 
 性について評価を行った 果について報
告する． 

 

 

３．研究の方法 
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(1)製作方法の検討 
 超微細 U 字管の製作技術て  ゙るネ  ゙
ィフ 型゙フォトレ ズトを用いたク レ゙イス
ケールリソク ラ゙フィの有効性について詳細
に検討を行った． 般にネガ ィブ型のフォ
トレジストは 透過性が高く，グレースケー
ルリソグラフィには適さない．そ で，  
 透過性の低い短波長の UV を積極 に利
用するため，中心波長 330 nm，幅 80 nmのバ
ン ド パ ス フ ィ ル タ (330WB80, OMEGA 

Optical)を UV  装置に導入した．  によ
り，レジスト表面から基板に向けて  量の
勾配を生じさせる様にした．ネガ ィブ型の
フォトレジストは  および熱処理により
現像液に して不溶性になる材料で り，本
方法を用いた  により表面付近のフォト
レジストを不溶性にする 方で，基板付近の
そ を溶解性のまま保持できる．  により，
フォトマスクを適切に設計する とで 度
の  によりフォトレジスト内部にマイク
ロ流路を製作する とが可能で る．また，
同時にマイクロ流路表面にポア（孔）を製作
する とも可能で り，本構造を利用した
様々な応用が期待さ る．  ではまず，本
方法で製作できる構造の機械  性を系統
 に調査するために，様々な厚みを有する両
持ち梁構造を製作した． 

 梁構造を製作するためのグレイスケール
マスクはガラス基板上に蒸着した非 様な
厚みを有する金属薄膜を利用して製作した．
  では，長さ 750 μmから 1500 μmおよび
幅 100 μm〜600 μmの範囲で変化する 64本の
梁を 1.5 mm×30 mmの領域に集積化した構
造を設計した．各梁に 応するグレースケー
ルパターンは異なる 透過性を有しており，
短い梁より長い梁に向けて 70 %〜13 %の範
囲で変化する．また，  のため全ての梁に
 応する 透過性が 16 % 定のグレイスケ
ールマスクも同時に製作した． 

 製作したグレイスケールマスクを用いて
デバイスの試作を行った．  では SU-8 

3050 (MicroChem)を用いた． スピンコートに
より リコン基板上に 500 rpm 5 s および 

800 rpm 30 sの条件で 200 μmの SU-8を製膜
した．その後 95 

o
Cで 60 min間熱処理を施し

た．  は前述のグレイスケールマスクを介
して 150 kJ/m

2の条件で行った．その後，65 
o
C 

1 minおよび 95 
o
C 10 minの条件で熱処理を

施し，50 min間 SU-8 developer (MicroChem)

で現像した． 

 製作した梁の機械  性について検討す
るため，共振周波数の計測を行った．  で
は，正弦波状の音波を印可し，そ に する
振動振幅の応答を計測した．計測には Laser 

Doppler 振動計を用いた．ただし，計測に先
立って，レーザ の反射率を高める とを目
 として梁表面には厚さ数 nmのAl薄膜を蒸

着した．Al薄膜の厚みは梁の厚みと  して
十分に薄く，そ が振動 性に及ぼす影響は
無視できる程度に小さいと考えら る． 

 
(2)ポア構造を利用した細胞の電気穿孔法と
電場計測法の開発 

 次に，開発した製作法に基つ き，細胞の
電気穿孔を目 としたマイクロ    イ
スの開発を行った．  では，マイクロ流路
とマイクロポア（孔）から成る構造を製作し
た．細胞を固定する とを目 として， 5 μm

から 10 μmの直径を有するマイクロポアを製
作した．マイクロポア用のパターンはグレイ
スケールパターン上に を透過しない円形
のパターンを設けたもので る．フォトリソ
グラフィの条件は基本 に前述と同様で 
る．製作したマイクロデバイスを用いた細胞
の培養系を構築し，マイクロポアを介して 
 ルス電圧を印可した際のイオン電流を計
測した．具体 には製作したマイクロデバイ
ス上面に細胞培養用の微小チャンバを設置
し，マイクロポア上面側と下面側の両者を培
養液で満たした．そして両者に電極を設置し，
電極間に電圧を印可した．  では，幅 1 ms

の双極性の矩形波を用い，１秒間に 1回ずつ
合計 60 回矩形波を与えた．矩形波はファン
ク ョン ンセサイザ（NF Corp）を用いて
発生させ，  をアンプ(NF Corp)で増幅させ
る とで 0.5~7 Vの信号を得た．また，電圧
印可に伴う pH 変化を抑えるために，双極性
の矩形波を用いた．電圧印可時には 10 の抵
抗をマイクロデバイスに して直列に接続
し，抵抗における電圧降下から，マイクロポ
アを通過する電流値の計測を行った． 

 実験に先立って，マイクロデバイス上には，
HeLa，NIH3T3  るいは Smooth muscle cell

を培養した．細胞は 10 % FBS および 1% 

penicillin-streptomycin (Wako) を 含 む
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma)を
用いて 5 % CO2環境下で培養した．電気穿孔
の可否については電気穿孔の直前に培養溶
液中に溶解させた 10 mMの YO-PRO-1 (Life 

Technologies Japan)の蛍 を用いて評価した．
YO-PRO-1 は細胞膜に して非透過性で る
が，電気穿孔により細胞膜の分子透過性が上
昇すると，YO-PRO-1 が細胞内部に導入さ 
る．YO-PRO-1 は DNA と 合する とによ
り，強い蛍 を示すため，細胞内部からの蛍
 は膜穿孔により YO-PRO-1が細胞内に導入
さ た とを意味する．  では，細胞から
の蛍 輝度値が電圧印可前から  して
10 %以上の上昇を示した場合に電気穿孔に
成功したと判断した．蛍 像の観察には倒立
型 学顕微鏡(Olympus)を用い，CCD  メラ
(Olympus)によって撮影を行った． 

 

４．研究の成果 



 

 

(1)製作した梁構造の機械  性の評価 

 ます フォトマスクの 透過性と製作さ
 る梁構造の厚さの関係について検討した．
製 作 し た 梁 構 造 を Scanning Electron 

Microscopeにより観察し，その厚みを評価し
た．製作した 64本の梁は 2.99μm から 142 μm

の範囲の厚みを有しており， 度のリソグラ
フィにより約 47 倍の厚み変化を与えら る
 とが分かった．ただし，厚みの増加に伴い
梁の固定端付近のコントラストが低下する
 とも明らかになった． 

 次に製作した梁の振動 性を計測した．ま
ず梁の軸方向に する振動振幅の分布を計
測した．振動振幅の分布から梁は主に曲げ振
動をしている とが分かった．次に 次モー
ドの共振周波数を計測した 果，64本の梁を
通して11.5 kHz から290 kHzの範囲で変化す
る とが分かった．また，厚さ 18 μm 定で
製作した梁と  すると 10.9 倍の周波数帯
域 を 有 し て い る  と が 分 か っ た ． 

Euler-Bernoulli 梁を仮定すると曲げ振動の共
振周波数の帯域は厚さ変化により厚み 様
の梁と  して約 47 倍の拡大が期待さ る
が，実験 果ではそ を下回り 10.9倍の拡大
が得ら た． の原因は，製作時に生じる梁
内部の残留応力で ると考えら る．本原因
について，定量 に評価するために両持ち梁
に加えて片持ち梁構造を製作した．片持ち梁
構造は両持ち梁構造と  して軸方向の拘
束が無いため，軸方向の残留応力が生じにく
いと考えら る．  では，片持ち梁内部に
は残留応力が生じないと仮定し，片持ち梁の
測定値から構造内部の音 を算出し，その値
と，両持ち梁と片持ち梁の共振周波数の  
から残留応力を推算した．得ら た残留応力
は引張りで り厚み 13 μmから 36.2 μmの範
囲において 5.74 MPaから 17.0 MPaで増加す
る とが分かった．さらに，得ら た残留応
力を考慮して前述の両持ち梁における共振
周波数を Rayleigh 法により再度評価すると，
約 80 μm以下の厚さの両持ち梁における共振
周波数の予測精度が大幅に向上した． の 
とから，80 μm以下の厚みの両持ち梁におい
て，引張りの残留応力の影響が顕著で る 
とが分かった．以上より，MEMS-Uの設計に
不可欠な機械 物性が得ら た． 

   らに加えて，微小振動梁の振動 性
を液体中において検討した．液体中て は
主に周囲流体の付加質量の影響により共振
周波数か 低下する とか 分かった．また，
粘度の異なる液体を使用した実験から，粘性
により振動の Q 値か 減少する とも明ら
かになった．本 果から Q値の変化から粘性
および共振周波数の変化から質量を計測す
る とが可能で ると考えら る．  らの
成果について めた 文を英文  ャーナ
ル   中て  る． 

 

(2)電気穿孔法の評価と局所電場計測法 

 マイクロポアを介して矩形状の電圧を印
可し，マイクロデバイス上に培養した細胞の
電気穿孔を行った．蛍 観察の 果から  
で用いた３種いず の細胞についても数 V

程度の印可電圧により電気穿孔が行える 
とが分かった．電気穿孔に必要な印可電圧が
   低い とから，マイクロポアにイオン
電流が集中している とが分かった．本 果
は製作した構造が十分な絶縁性を有してお
り，構造内部に欠陥が少ない とを意味して
いる． 

 次に，マイクロ    イスの電気 性を
定量 に評価するため， 価回路モ  ルを
提案した． 価回路モデルはマイクロポアに
おける抵抗と電極表面の電気二重層におけ
るコンデンサが直列に繋がったもので る．
マイクロポアにおける抵抗は，マイクロポア
の断面積，深さおよび溶液の抵抗率から算出
した．様々な寸法および集積率で設計したマ
イクロポアを用いた系統 な実験から，  
で提案した 価回路モデルの妥当性を示し
た．また，本検討からもグレースケールリソ
グラフィで製作した構造が電気 に絶縁性
を示す とが確認できた．電流の測定 果と
 価回路モデルの  から，マイクロポアに
おける電流密度を算出し，電流密度と溶液の
電気 導率からマイクロ  アにおける局
所電場を推算した．電気穿孔に成功した条件
における電場は 1 kV/m~100 kV/mで り， 
 らの測定値は，先行研究で報告さ ている
値とほぼ同 で る．ただし，本研究ではや
や低い電場から電気穿孔に成功しており， 
 は先行研究において主に印可電圧と電極
間距離を元に電場を推算しているのに し
て，本研究では電流値を元に電場を算出して
いる点に原因が ると考えら る．印可電圧
と電極間距離を基準に電場を定義した場合，
電極表面において生じる過電圧分の誤差を
生じ，電場の推定値として高い値になる． 
方で電流値を基準に決定する本方法は，電場
の評価において過電圧の影響を受けにくい
ため，   高い精度で電場を評価できてい
ると考えら る． 

   らの成果については，2 件の英文  
ャーナルとして掲載さ ており,既に高い評
価を得ている． 
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