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研究成果の概要（和文）：

本研究では、細胞から生体一分子を抽出・分離・集積し、その機能観察及び計測をリアル
タイムに行える新しいマイクロ流体システムの構築を目指した。その結果として、１細胞
単位で多数の細胞をトラップし長期培養できるデバイス、ダメージが少ない状態で細胞内
容物を抽出する細胞破砕デバイス、生体分子の高速分離・収集システム、高感度生体分子
分析マイクロチップおよび多サンプル同時処理のためのマイクロ流体制御システムの開発
に成功した。

研究成果の概要（英文）：
Micro fluidic Systems for real time function analysis of single biomolecules were proposed

and demonstrated. By applying MEMS and TAS technologies, functional particular cell
trapping and culture micro flow systems, a damage free cell rapture device, high
through-put bio molecules sorting systems and high performance biomolecules analysis
chips have been developed. Multi sample treatment and handling system technologies are
also proposed and demonstrated.
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１．研究開始当初の背景
MEMS 、 μ TAS 、 Lab-on-a-Chip,

BioMEMS等国際会議が開かれ多くの報告が
行われるなど，化学・生化学応用を目的とし
たマイクロシステムの研究開発は、当該研究

者のグループを含め，国内外で盛んに研究さ
れ、DNA・プロテイン分析の必要性から、そ
の目的に特化したデバイスも市販されるよ
うになってきていた。さらに、光学的検出技
術の進歩により、蛍光や発光を用いて生体一
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分子レベルで観察を行うことも可能となっ
てきていた。しかし、POCT(Point of Care
Testing)に適用できるような、小型なシステ
ムとして運用可能なマイクロ流体システム
の開発は、生体分子をターゲットとしてみた
場合には未だ未着手であった。本研究は、マ
イクロ流体システムを利用して、ある程度多
数の細胞から生体分子を同時に抽出・分離・
集積化し、流路内で直接観察する事まで IN
LINE システムで実現しようとする野心的な
ものである。特に μTAS技術等を応用したマ
イクロバルブ、マイクロ流路等の素子を、前
処理から観察までの一連の流れを一体化し
たシステムに統合し、実用的なシステムを実
現しようとする点が従来の研究と比べて大
きな特徴である。

２．研究の目的
本研究では、細胞から生体一分子を、機能

を損なうことなく抽出・分離・集積し、その
機能観察及び計測をリアルタイムに行う、新
しいマイクロ流体システムの構築を目的と
する。この目的の実現のため、細胞からオル
ガネラ／タンパク質を、機能は維持したまま
取り出す技術の構築、細胞及びオルガネラ/
タンパク質の機能を維持したまま分離する
ソーティング技術の構築、多サンプルの同時
処理のためにマイクロ流路を三次元化する
技術の構築、および、生体分子の機能を維持
したまま外界刺激が可能で、ある期間生体分
子の機能が維持される IN LINE 観察場の構
築に関する要素技術の確立と、それら要素技
術を集積化したマイクロ流体システムの構
築を目指す。

３．研究の方法
本研究では、今までに研究代表者が構築し

てきたナノエレクトロニクスの加工技術を
バックグラウンドとし、Micro electro
Mechanical Systems:MEMS お よ び Micro
Total Analysis Systems:μTAS 技術を応用
した機能デバイス・システムの開発を行った。
特に多サンプルをターゲットとした総合的
なマイクロ流体システムの実現、およびシス
テムの中での生体一分子のリアルタイム機
能解析に目的を絞り、研究を遂行することで、
従来の実験系を置き換えうる「生体一分子機
能解析・処理システム」を実現することを目
指した。そのために、従来の要素技術につい
てシステム化の観点から見直し、系統的に生
体一分子の観察・計測が可能な実験系の構築
を図った。

４．研究成果
(1) 一細胞培養デバイス
対象とする細胞を１個単位でトラップし、

培養できるマイクロ流体システムについて

研究を行い、マイクロ流路に半円型の細胞ト
ラップ構造を設けることにより、１細胞単位
で培養できるデバイスを試作した。また、細
胞導入流路と培養液流路を分離し膜で隔て
る構造にすることで長時間の安定な培養が
行えるデバイスを実現した。さらに効率化を
はかるため多数の細胞を１個単位でトラッ
プし、培養できるマイクロ流体システムにつ
いて研究を行った。（図１）流路の構造や並
列化構成を最適化することにより、512 個の
トラップ構造に 80%以上の確率で細胞を固定
できた。細胞導入流路に蛍光ラベル剤や界面
活性剤を流すことにより、識別可能な生体分
子の抽出が効率的に行えることを確認した。
（図２）この研究により、特定細胞の同時長
期培養が可能となり、この点が国際会議で評
価された。

(2) 細胞内生体分子抽出デバイス
特定の細胞より生体分子を機能維持した

状態で抽出するデバイスについては、マイク
ロバルブ構造を応用し、ナノスケールの突起
構造を用いる方式を考案した。このデバイス
により従来の物理的破砕および化学処理で
は難しかったオルガネラ・リポソームの形状
の維持および抽出効率の向上が可能となっ
た。
(3) 生体分子分離・集積デバイス
細胞・生体分子の分離・集積を目的とした

１入力―２出力型マイクロソータとして、温
度感応性ハイドロゲルをキャリア流体とし
て用い、収束赤外線光で駆動する方式を採用
することにより、分離速度 5msec で分離制度
93%以上を実現した。（図３）このソータによ
り 60 時間で 150 万個のミトコンドリアを分
離できることを確認した。

図 1 単一細胞捕獲・培養デバイス

破砕前 破砕 抽出

図 2 細胞単位の破砕・内容物抽出



図 3温度感応性ハイドロゲルソータの

また、高スループット分離を目的
ソータの並列化・最適化について
PDMS２層＋ガラス基板の構造
流路を形成した８並列構造のマイクロ
システムを作成した。これにより
Cell の分離について応答速度
成功率 85-95%を実現できた。
多種類の生体分子を分離・集積可能
－４出力マイクロソータを試作
の分離を応答速度 10-20ｍsec
上で実現できた。（図４）これらの
10nm～数m の小さな生体分子
法として汎用性が高く、実用化
を続けている。

図４ 並列生体分子分離ソータの

(4) 高感度生体分子分析チップ
オルガネラやタンパク質等

の高速高効率分析を目的として
分離チャネルと質量分析器への
となるイオン化電極を一体化
ロチップ（MCE-MS）を作製し
も高分解能で分析時間の短縮
とを実証した。(図５)

図５ MCE-MS チップと分離分析結果
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ハイドロゲルソータの原理図

目的として上記
について研究を進め、
構造に３次元並列

のマイクロ流体
これにより、E.coli

応答速度 10-20ｍsec、
。さらに、同時に
集積可能な１入力
試作した。３種類
sec、成功率 80%以
これらの方式は、

生体分子の分離・収集方
実用化に向けて研究

ソータの概念図

チップ
の生体分子

として、電気泳動
への導入部分

したマイク
し、従来より
が図れるこ

分離分析結果

クロマトグラフィーの分離コ

ラムをシリコンの微細加工技術
ラーアレイを用いて実現し、
適化することにより、ＭＥＭＳ
たマイクロチップでは初めて
と遜色のない理論段数を得るとともに
幅な分析時間の短縮を実現した
(5) 多サンプル同時処理のためのマイクロ
流体制御システム
集積回路のメモリのアドレスラインの

え方を応用して少ない圧力空気
ールラインで多数のバルブを
きるニューマティク型マイクロバルブアレ
ーを開発した。256 個の集積化
ブアレーのプロトタイプを
作製し、大規模マイクロ流体
プロトコルを確認した。（図

図５ 集積化マイクロバルブアレー
また、従来、外部接続のシリンジポンプや

空気圧供給源源を小型 EOFポンプと
ノイドアクチュエータによる
ブに置き換えることにより、
大幅な小型化を実現した。（
の確立により、実用化の妨げとなっていた
部との接続チューブが不要となり
続のみで使用できるスタンドアローンシス
テムを世界に先駆けて実現した

(a)システム構成 (b)システム
図６集積化マイクロ流体

上述した基盤技術により、
解析技術に置き換わる、新しいツールが
でき、個々のデバイスを集積化
究により「生体一分子機能解析
ム」の実現に近づいた。今後
体分子に合わせたデバイス・システムの
成が必要であるが、従来適切
為に発展が遅れていた、分子細胞生物学
ける細胞研究／生体一分子計測
が期待される。
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