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研究成果の概要（和文）：マイクロ流体デバイスを用いた培養液中の細胞膜・液体間イオン輸送

制御技術の確立を目標として、エバネッセント波照射による細胞屈折率および電位の非侵襲セ

ンシング技術の開発を行った。正常細胞と培養液との屈折率差をエバネッセント波照射による

細胞・液体界面から発生する散乱光強度を撮像することにより、屈折率非侵襲センシング技術

の開発を行った。二色ナノ LIF 法を確立し、電位時空間分布カラーイメージングに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：A non-invasive sensing technique using evanescent wave for the 
refractive index and electrostatic potential of cell was developed in order to control 
ion transport between cell and culture solution in microfluidic device. A novel technique 
to detect refractive index difference was proposed utilizing light scattering by 
evanescent wave illumination. A color imaging of electrostatic potential distribution 
was achieved by developing a two-color LIF technique. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)マイクロ TAS 分野では、化学や生物分野

で確立されてきた分析、反応、混合や分離
技術をマイクロ流体デバイス内に実現す
る試みが数多く行われ、近年では医療現場
で DNA チップ等が用いられるようになっ
てきている。研究代表者はマイクロスケー
ル熱流動を支配する速度、温度、pH やイ

オン濃度等のセンシング技術の開発をこ
れまで行い、熱流体工学の観点から現象解
明を行ってきた。現在、マイクロチャネル
流の標準計測ツールであるマイクロ粒子
画像流速計（マイクロ PIV）は、チャネル
内液体中に混入した粒子を対象とした速
度計測に用いられているが、アプリケーシ
ョンの観点から見ると、極めて理想的な現
象に限定していることから、生物や医療分
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野で必要とされている計測ツールである
とは残念ながら云い難い。しかし、計測対
象としているものが粒子であろうと細胞
であろうと、電位や屈折率に代表される物
性値は固有のものであることから、物理的
観点に立脚して現在の計測ツールを発展
させることは学術的観点から重要である
と研究代表者は考えている。 

 
(2)DNA やタンパク質を対象とした電気泳動
チップは分析のみに主眼を置いているが、
分析や分離機能を一つのデバイス（チッ
プ）上で実現させるというマイクロ TAS の
本来の目的を達成させるためには、個々の
現象に特化したセンシング技術と制御技
術の連携が必要不可欠である。本研究では
細胞を対象としているが、液体中の細胞に
関しても電位や屈折率等の固有の物性値
が存在する。細胞の種類によって屈折率が
異なるので光ピンセットによる補足力の
違いから細胞の分別を行う、あるいは細胞
が死滅すると電気泳動移動度が変化する
という研究例からも明らかなように、細胞
固有の物性値の高精度センシングが可能
となれば、分離（分別）や培養が容易とな
る。 

 
２．研究の目的 
 
(1)マイクロチャネル内液体（培養液）中の

細胞にエバネッセント波を照射し，液体中
にてイオン化する蛍光色素からの蛍光強
度分布比を計測し、細胞表面電位を求める．
細胞表面は固体壁ではないので、ゼータ電
位は定義できないとされているが、研究代
表者が開発したナノスケール・レーザ誘起
蛍光法（ナノ LIF）を応用し、計測された
イオン濃度分布から細胞表面電位を求め
る。 

 
(2)エバネッセント波を照射し細胞内エバネ

ッセント波強度比変化を検出することに
よる細胞屈折率センシング技術の開発を
行う。マイクロチャネルを構成するガラス
内をレーザ光が全反射し、低屈折率を有す
る液体そして細胞内にエバネッセント波
が発生するが、屈折率の違いによる細胞の
種類（培養環境や死滅した細胞）の特定を
行う。 

 
(3)流体力学観点からマイクロチャネル壁面

への表面修飾パターンを最適化し、屈折率
高速センシング技術から得られたデータ
を基に、マイクロチャネル内速度を制御し，
マイクロチャネル内の細胞培養に適した
イオン濃度分布の形成を行う制御技術の
提案を行う。 

３．研究の方法 
 
(1)電解質溶液中にて、陽イオンそして陰イ
オンとなる蛍光色素を二種類選定し、エバ
ネッセント波照射法および 3CCD カメラを
用いた二色ナノ LIF 法の開発を行った。物
質表面電位によって、蛍光色素にはクーロ
ン力が作用し、電位の大きさに応じて、ど
ちらの蛍光色素が物質表面に引き寄せら
れるのかが決まる。電位時空間分布を緑か
ら赤の色合いによって簡単に判別するこ
とが可能となった。 

 
(2)正常細胞と培養液との屈折率差をエバネ
ッセント波照射による細胞・液体界面から
発生する散乱光強度を撮像することによ
り、屈折率非侵襲センシング技術の開発を
行った。エバネッセント波照射領域内に細
胞を配置した場合、細胞・液体界面におい
て散乱光が発生する。散乱光の強度は、両
物質間の屈折率差に依存するため、散乱光
強度による屈折率差計測が可能となる。 

 
(3)イオン輸送制御技術の確立を目指して、
マイクロ流体デバイス内に配置したマイ
クロチャネルのバルクおよび壁面極近傍
における pH 二次元分布のセンシングを行
い、マイクロチャネル壁面極近傍に形成さ
れる電気二重層のイオン輸送への影響を
実験的に解明した。蛍光強度が pH に著し
く依存している Fluorescein Sodium Salt を
電解質溶液に混入し、共焦点スキャナによ
るマイクロ LIF 法をマイクロチャネルのバ
ルク pH 分布センシングに、またエバネッ
セント波によるナノ LIF 法をマイクロチャ
ネル壁面極近傍の pH 分布センシングに適
用した。 

 
４．研究成果 
 
(1)マイクロチャネル壁面にオクタデシルト
リクロロシラン（OTS）を用いて化学的に
表面修飾を行い、二色ナノ LIF 法を用いて
電位時空間分布カラーイメージングの取
得に成功した（図１参照）。マイクロ PIV
による流速計測と併用することにより，壁
面ゼータ電位パターンの流体力学的観点
から最適化を行った（図２参照）。更に電
界強度および電界印加方向を制御し、表面
修飾を施したマイクロチャネル内電気浸
透流速度をパルスジェネレーターにより
制御可能な技術の開発を行い、マイクロ
PIV およびナノ LIF を併用してマイクロチ
ャネル内の対流と拡散によるイオン濃度
分布変化を定量的に把握することが可能
となった。 
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図１ 電位時空間分布カラーイメージン
グの一例。 
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図２ 壁面ゼータ電位パターンの一例。 

 
(2)エバネッセント波照射領域内に細胞を配

置した場合、細胞・溶液界面において散乱
光が発生する。散乱光の強度は、両物質間
の屈折率差に依存するため、散乱光強度に
よる屈折率差計測の可能性が考えられる。
本研究では、屈折率差計測手法の確立に向
け、屈折率差を有する二物質界面を作製し、
散乱光強度の計測を行った。対象とする場
は石英ガラス及び PDMS 製マイクロ流路
内における PDMS・溶液界面であり、流路
底面からエバネッセント波を照射して散
乱光を発生させた。流路内に満たす実験溶
液の屈折率を調整することにより、PDMS 
（屈折率 1.410） との所望の屈折率差を実
現し、PDMS・溶液間の屈折率差と散乱光
強度との定量的関係を把握した。PDMS・
溶液間の屈折率差増大に伴い、界面におけ
る散乱光強度が二次関数的に増加するこ
とが確認された（図３参照）。散乱光強度
に影響する因子として、流路壁面の性状、
エバネッセント波の強度分布などが挙げ
られる。0.04 以上の屈折率差を有する細
胞・水界面の屈折率差計測による細胞状態
判別の可能性が示された。 
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図３ 屈折率差と散乱光強度との関係。 

 
(3)蛍光強度が pH に著しく依存している

Fluorescein Sodium Salt を電解質溶液に混
入し、共焦点スキャナによるマイクロ LIF
法をマイクロチャネルのバルク pH 分布セ
ンシングに、またエバネッセント波による
ナノ LIF 法をマイクロチャネル壁面極近傍
の pH 分布センシングに適用した。その結
果、壁面極近傍の pH の値はバルクよりも
低い値を示していることが明らかとなっ
た。これは、電気二重層形成時により、プ
ロトンが過度に集中することに起因して
いる（図４参照）。バルクにおけるイオン
輸送は対流に支配されているが、壁面極近
傍では液体速度が小さくなり対流の影響
は減少するが、電気二重層によって陽イオ
ンの挙動が制約されることが明らかとな
った。 
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図４ バルクと壁面近傍の pH 分布。 
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