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研究成果の概要（和文）：本研究においては、PDMS の 3 次元一括キャスティング法を開発し、

マイクロ流路および試薬をチップに直接充填するためのリザーバー構造を簡便に構築すること

に成功した。また、試料溶液をシースフローによって 3 次元的に絞り込むことが可能な多段鋳

型構造を開発した。開発したマイクロチップを哺乳類細胞の分離で評価した。結果、検出され

た細胞を 100%分離率、99%の純度で分離することが可能となった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this research, 3D casting method to fabricate the 3D focusing 

microchannel and reservoirs in one time has been developed. The 3D focusing 

microchannel with the multi deck structure which enables to cast in one time has also 

been developed.The newly developed cell sorting microchip was evaluated with 

mammalian cells, and the recovery ratio and purity was improved to 100% and over 

99% respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医工学や免疫学、生化学の研究において、
フローサイトメーターやセルソーターの果
たす役割は非常に大きい。特に蛍光を指標と
したフローサイトメーター /セルソーター
（ FACS ： Fluorescence-activated cell 
sorter,Bonner et.al., Review of Scientific 
Instruments, 1972）は汎用性・感度、分析
速度、また分離精度において他の技法より優
れている。しかしながら、既存の FACS シス
テムには、溶液系統の洗浄再生を行わなけれ
ばならないという欠点が挙げられる。近年、
細胞を扱う研究において、クロスコンタミネ
ーションは重要な課題として取り上げられ
るようになり（Rhitu et.al., Scinence 2007）、
これは幹細胞や臨床検体を取り扱う上でも
同様である。特に FACS は価格・大きさの兼
ね合いで他の動物細胞の実験と共通で使わ
れることが多く、現行ではキャピラリーなど
の溶液系周辺を細心の注意を払い、重点的に
洗浄を行うことでクロスコンタミネーショ
ンの問題に対応している。また、扱う試料が
感染性などの場合、大型の陰圧ブースを
FACS システムの周りに設置しなければなら
ない。 
このような課題を解決する手段として、マイ
クロチップを用いたセルソーターシステム
（FACS）の開発が近年盛んになっている。
FACS では測定・分離部などの溶液系が一
枚のディスポーサブルチップに組み込まれ
ており、前述したクロスコンタミネーション
の問題を根本的に解決することが可能であ
る。FACS は半導体微細加工技術を応用し
たマイクロ流体システムを基軸に発展して
おり、多数の研究グループから様々な細胞分
離の手法が報告されている(Dittrich et. al., 
Anal. Chem., 2006) 。 
申請者はこれまで温度感受性ハイドロゲル
を用いたμFACS（ゲルソーター）の開発を
行ってきた(Shirasaki et. al., IEEE JSTQE, 
2007, Shirasaki et. al., Anal. Chem., 2006) 。
ゲルソーターは特別な機構をチップに組み
込むのではなく、温めると溶液自体がゲル化
し、冷やすと元の液体に戻るハイドロゲル
（昇温型温度感受性ハイドロゲル）を細胞培
養液に添加し、マイクロチップに細胞分散液
を流しながら、赤外レーザーによる局所加熱
でゾルーゲル制御することでバルブとして
機能させることが特徴である。温度感受性ハ
イドロゲルとしては、3 次元培養担体として
利用されている Mebiol Gel（ポリ n イソプロ
ピルアクリルアミド-ポリエチレングリコー
ル共重合体, メビオール株式会社）を用いて
おり、細胞毒性等のないハイドロゲルを用い
ている。すでにこのゲルソーターによって、
蛍光ビーズや大腸菌などの１μm 程度の大
きさの細胞を分離することに成功しており、

哺乳類細胞などの 10~20 m の粒子も分離可能で
あることを確認している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで申請者が開発してきたゲル
ソーターを細胞分離に特化させ、試料溶液の導入
や送液の調整を極限に簡素化したシステムの構築
を目指す。さらに既存の FACS に近い精度の検出
を可能とする。従来までの申請者の研究では既存
の FACSで用いられているような試料溶液を中央
に配した 3 次元シースフローの形成は出来ていな
い。また、試料溶液の他にシース液を用意し、独
立に制御する必要があるという点で、既存の
FACS と同様に操作の煩雑性を有している。そこ
で、本研究では PDMS（polydimethylsiloxane）
単一キャスティング加工及び 3 次元シースフロー
形成を可能とする流路構造の開発を目指す。さら
に、試料溶液である細胞分散液から溶液のみを抽
出・再合流させることによってシースフロー形成
を可能とする流路構造の開発を目指す。最終目標
は、既存のFACSと同等の検出精度を有し、且つ、
マイクロチップに試料溶液を注入してセットする
だけで検出及び分離が可能な簡易高精度μFACS
システムを構築し、単一細胞解析などの最先端技
術と組み合わせることで、免疫学における先端解
析研究へと発展させることである。 
 
３．研究の方法 
① PDMS 単一キャスティング加工法の開発 
従来、PDMS を用いたマイクロ流路チップは転写
したマイクロ流路に貫通穴を追加加工することで
接続ポートを作製しているものが多い。この場合、
マイクロ流路に目視によって位置を合わせて穴を
開ける必要があり、加工が煩雑であった。これを
改善するために、図 1 にあるようにリザーバー形
状の PEEK 製鋳型を用意し、マイクロ流路鋳型に
対して独立にバネにより押し付けた状態で
PDMS を重合させた。鋳型同士の相対位置は位置
決めピンにより高精度に一致させている。この方
法によってマイクロ流路、リザーバー、貫通穴を
一括して形成することに成功した。図２に実際に
作製したμFACS チップの写真を示す。チップの
厚さは 11mm 程度であり、上面 4 箇所それぞれの
リザーバーには 150 L 程度の溶液を充填するこ
とが出来る。 

 
図 1．PDMS 単一キャスティング加工の模式図 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．単一キャスティング加工で作製したマ
イクロチップ 

図 3．片面多段構造による 3 次元シースフロー形
成の模式図 

 
② 単一キャスティング可能な 3 次元シース
フロー形成を可能とする流路構造の開発 
サンプル流を流路断面中央に収束させるた
めにはサンプル流を上下左右方向からキャ
リア流で挟む必要がある。本研究ではこのサ
ンプル流の絞り込みを単一キャスティング
可能な片面多段構造によって実現すること
を目指した。そのため、絞り込みを 2回に分
け、1回目で上左右方向から絞り込みを行い、
2回目で下左右方向から絞り込みを行う。そ
の後、所望の高さまで流路を変形させること
で 3 次元シースフローが形成される（図 3）。
上記を達成するために実際の流路の形状を
設計した（図４）。 赤部分は流路の高さ100 m、
青部分の高さは 50 ｍ、緑部分の高さは 5 m
である。特に第 1フォーカスおよび第 2フォ
ーカスにおける青、緑部分の流路の幅、長さ
は流路抵抗を計算し、第 1フォーカス：第 2
フォーカス＝1:1.5 の流量比になるようにし
た。また、回収：廃棄の流路抵抗は流量比 1:2
になるように調整した。これらの設計に基づ
き、SU-8 3005、3050（化薬マイクロケム株
式会社）を用いて 3段階のフォトリソグラフ
ィを行い、図 5中央に示す鋳型構造を作製し
た。この鋳型から PDMS に転写し、カバーガ
ラスにより蓋をすることでマイクロ流路と
した。作製したマイクロ流路にサンプルとし
て蛍光色素溶液を、キャリアとして純水を流
し、共焦点顕微鏡（Leica）によって観察し
た。各地点における流路断面図を図 5左右に
示したが、上左右方向の絞り込みの後、下左
右方向の絞り込みが良好に行われることを
確認した。次に試料溶液として直径 2 m の
蛍光ビーズを用いて絞り込みの有無による
流速分布の変化を検討した。測定は絞り込み
後の流路 2カ所の蛍光強度を光電子増倍管で
測定し、2地点間を通過した時間差分から線
速度を計算した。図 6には最大速度からの線
速度差⊿ｖに対するビーズの頻度をヒスト
グラムで示した。結果、シースフローによる
絞り込みを行うことで流速分布が狭くなり、
これまで問題であった流速差による回収率
および純度の低下が改善することが期待さ
れた。 

図 4．3 次元シースフロー形成構造を組み込んだ
μFACS チップの概図 
 

図 5．流路鋳型の 3 次元シースフロー形成部のＳ
ＥＭと転写したＰＤＭＳチップに蛍光溶液をサン
プルとして流した時の共焦点顕微鏡画像（流路断
面） 

図 6．3 次元シースフローの有無によるΦ2 m 蛍
光ビーズの線速度差の頻度ヒストグラム 



 ③ 3 次元シースフロー形成流路を用いたμ
FACS（ゲルソーター）の性能評価 
 上記に示すように開発された 3次元シース
フロー形成流路を用いてセルソーティング
の性能を評価した。評価には免疫細胞への応
用を見越し、Tリンパ球様株化細胞である
Jarkat 細胞を用いた。Tリンパ球様細胞を
CalceinAM 試薬にて染色し、106/mL 程度の濃
度になるようにMebiol Gel(32℃転移、7.5%wt、
RPMI1640 培地に溶解)に懸濁した。キャリア
溶液には同様にMebiol Gel(32℃転移、7.5%wt、
RPMI1640 培地中)を用いた。図 7にセルソー
ティングの概図を示す。個々の細胞から発せ
られる蛍光は分岐上流で光電子増倍管によ
り測定されている。試料溶液は分岐後の流路
の抵抗差により廃棄側へと導入されている。
予め設定されている閾値を越える細胞が検
出されると廃棄側分岐流路入口に 1,480 nm
の赤外レーザーを照射し、局所的に溶液を加
熱する。この加熱に応じて溶液に含まれる
Mebiol Gel が相転移を起こしてゲル化する。
すると試料溶液の流れは回収側に導入され
るようになり、検出された細胞は回収側へと
流れ込む。赤外レーザーの照射を停止すると
速やかに温度は低下し、ゲル化していた
Mebiol Gelも速やかに液化して定常の流れに
復帰する。図７の下の写真は Normal state、
sorting state における蛍光標識された細胞
の流れる輝線を捉えた顕微鏡写真である。分
離性能の評価をするに当たり、分岐上流に設
置した光電子増倍管とは別に回収側分岐入
口にもう一台光電子増倍管を設置した。これ
により、回収された細胞の個数をリアルタイ
ムに検出することが可能となる。分岐上流お
よび回収側分岐の光電子増倍管からのシグ
ナルを解析し、表１にそれぞれの分離条件に
おける分離率および分離後の純度を測定し
た。結果、赤外レーザーの出力（レーザーの
ファイバ出力端での値）が 1.3 mW のときに
2.4 ms以上の時間赤外レーザーの照射を行う
ことで検出した細胞を 100%の割合で分離す
ることが可能となった。参考までに試料溶液
を 2次元方向に挟みこんだ層流で分離を行っ
た際の分離率は 85%~90%であり、3次元シー
スフローにより大幅に改善したことがわか
る。また、廃棄する細胞と回収する細胞の流
れる速度差が最小化されたため、分離時に間
違って混入する細胞の数も大幅に改善し、分
離後の純度は 99%以上とすることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7．温度感受性ハイドロゲルを用いたセルソー
ティングの概図（上）と分離時の顕微鏡写真(下) 
 
 
表 1．赤外レーザーの照射条件と分離性能評価 

IR laser irradiation

Duration 

(ms) 

Power 

(W) 

Gated 

cells 

Sorting 

speed 

(cells/s) 

Recovery Purity

1.2 2.4 100 % 0.75 91 % - 

1.2 2.6 100 % 0.95 96 % - 

2.4 1.3 100 % 0.87 100 % - 

4.8 1.3 100 % 0.92 100 % - 

4.8 1.3 45 % 1.3 100 % 100 %

4.8 1.3 50 % 2.4 100 % 99 % 

 
 
 
 
４．研究成果 
本研究によって、片面多段構造を用いた単一キャ
スティング工程により作製された PDMS マイクロ
流路を用いることで 3次元シースフローの形成に
成功し、100%の分離率と 99%以上の純度での細胞
分離を可能とすることができた。本研究では高感
度蛍光顕微鏡上にシステムを構築しており、開口
数 0.75 の対物レンズを用いて高感度に検出を行
うことができた。本研究が達成したオンチップ細
胞分離技術はマウスなどのモデル小動物を扱うこ
とが多い免疫学等の研究において、非常に微量の
試料溶液を余すことなく解析、分離出来る先端技
術としての需要を満たすことが可能である。一方
で研究目標として掲げていた細胞分散液から溶液
のみを抽出・再合流させる機構を組み込むまでに
は至らなかった。本研究を完成させるためには、
今後流体力学的手法による細胞の分離（M. 
Yamada et al., Lab Chip, 2008, 8, 772 – 778）
などを参考にさらなる研究の推進が必要とされ
る。 
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