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研究成果の概要（和文）：新しいタイプの高機能バイオチップ（ボトルシップ型バイオチップ）を作製することを目的
として、ガラス内部３次元加工技術と２光子マイクロ/ナノ光造形技術を融合したハイブリッドフェムト秒レーザー加
工技術の開発を行った。開発した技術により、３次元ガラスマイクロ流体構造内に、複合機能素子を集積化し、マイク
ロチャネル内でマイクロ粒子の選別ならびに効率的な２液混合を同時に行うことに成功した。さらに、センターパスユ
ニットと組み合わせたマイクロレンズアレイを集積化したボトルシップ型バイオチップの作製により、100％の細胞を
並列に検出、計数することを実現した。

研究成果の概要（英文）：To fabricate a new type of biochips possessing high functionalities referred to 
as ship-in-a-bottle biochips, we developed hybrid femtosecond laser processing, in which 
three-dimensional (3D) glass micromachining and two-photon micro/nano polymerization were successively 
carried out. The developed technique allowed us to integrate multifunctional components into the 3D glass 
microfluidic structures for filtering microparticles and efficiently mixing two kinds of fluids in the 
microchannel at the same time. Furthermore, integration of a microlens array combined with center-pass 
units realized the ship-in-a-bottle biochip enabling parallel detection and counting of biological cells 
with the 100% success rate.

研究分野：レーザープロセシング

キーワード： 先端機能デバイス　マイクロナノデバイス　レーザー加工　ナノマイクロファブリケーション　バイオ
チップ
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１．研究開始当初の背景 
 従来の生物化学実験室の機能を、手のひら
サイズのマイクロチップ上に集積化したバ
イ オ チ ッ プ （ Lab-on-a-Chip, -TAS, 
Optofluidics 等）は、バイオ•化学物質の高速
•高感度•高効率の反応、分析、検出、分離、
精製を実現する①。さらに用いる試薬量の低
減を可能にし、環境にもやさしい。そのため、
近年その製造技術はもとより利用技術の研
究開発が盛んになっている。 
 バ イ オ チ ッ プ の 作 製 法 は 、
PDMS(polydimethylsiloxane)を用いたソフ
トリソグラフィが一般的である②。ソフトリ
ソグラフィは簡便かつ安価な手法であるが、
バイオチップの基板となる３次元流体構造
を実現するには基板を貼りあわせる工程が
必要となる。もう一つの一般的な手法はガラ
スや Si 基板を用いた半導体プロセスである
が③、これも３次元流体構造作製には基板の
貼りあわせが必要である。さらに双方とも機
能的なバイオチップを構築するには、他の機
能素子を集積化する別のプロセスが要求さ
れる。 
 我々はフェムト秒レーザーを用いること
により、基板を貼りあわせることなく、ガラ
ス内部に直接３次元マイクロ流体構造を形
成する技術を開発した④,⑤。ガラス内部３次元
加工技術は、マイクロ流体デバイス作製にお
いて有用な手法であるが、フッ酸エッチング
を伴うため 10m をきる解像度でその内部
に３次元構造体を作製することは困難であ
った。一方フェムト秒レーザーを用いた２光
子光造形法を用いれば、100 nm程度の加工
解像度で、３次元マイクロ•ナノ構造を作製
することができる。しかし２光子光造形法の
みでバイオチップを作製することは、材料
（ネガ型レジスト）自体の強度および化学的
安定性がバイオチップ基板としては十分で
はない、また３次元流体構造を作製するのは
容易ではない、といった問題点があった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、フェムト秒レーザーによるガラ
ス内部３次元加工技術と２光子マイクロ•ナ
ノ光造形技術の利点を融合（ハイブリッドフ
ェムト秒レーザー加工）し、新しいタイプの
高機能バイオチップ（ボトルシップ型バイオ
チップ）作製に応用することを目的とした。 
 そのためにまず、ガラス内部に作製した３
次元流体構造内部に、２光子光造形により３
次元マイクロ•ナノ構造体を内包させる技術
の開発を行った。開発した技術を駆使し、マ
イクロ流体デバイス内に機能素子を集積化
した高機能バイオチップを作製し、実際のバ
イオ化学実験に応用した。 
 本研究は、新規製造法による新規バイオチ
ップ作製を提案したもので、学術的にも独創
性があり、作製したバイオチップが多様な分
野で利用できることから社会的にも意義が
大きい。 

 
３．研究の方法 
 フェムト秒レーザーによるガラス内部３
次元加工技術と２光子光造形法を組み合わ
せたハイブリッドフェムト秒レーザー加工
技術を開発し、ガラスマイクロ流体素子に３
次元ポリマーマイクロ•ナノ構造体を内包す
る新しいタイプ（ボトルシップ型）の高機能
バイオチップを作製した。具体的な実験手順
を図１に示す。まず図１(a)に示すように、
ガラスに対してフェムト秒レーザー直描を
行なう。用いたフェムト秒レーザーはガラス
には吸収がないが、ピーク強度がきわめて高
いため多光子吸収を生じさせることができ
る。ここでレーザー光を適当な強度でガラス
内部に集光すると、集光点でのみ多光子吸収
を誘起でき、図１(b)に示すように材料内部
の３次元改質を行うことができる。レーザー
改質領域はレーザー未照射領域と比較して
フッ酸水溶液に対し 50 倍程度大きいエッチ
ング速度を有する。その結果、フッ酸エッチ
ングによりレーザー光照射領域を選択的に
除去することができ、図１(c)に示す３次元
マイクロ流体構造をガラス内部に形成する
ことができた。引き続き、形成された流体構
造にフォトレジスト(SU-8)を充填し（図
1(d)）、プリベーク後フェムト秒レーザー２
光子光造形により３次元マイクロ•ナノパタ
ーンを描画する（図１(e)）。ポストベーク後
未反応のフォトレジストを除去することに
より、流体構造内部に３次元ポリマーマイク
ロ•ナノ構造体（ボトルシップ構造）を内包
させた（図１(f)）。 
 開発した技術を用いて、マイクロ流体素子
に流体フィルターや流体ミキサーといった
機能素子を組み込んだ高機能バイオチップ
の作製を行ない、その機能を実証した。 
 
 

 

 
図１ ハイブリッドフェムト秒レーザー加
工によるボトルシップ型バイオチップの作
製手順。 
 
４．研究成果 
(1)マイクロミキサー/マイクロフィルター
複合機能素子の集積化 
 開発したハイブリッドフェムト秒レーザ
ー元加工技術により、埋め込み型ガラスマイ
クロ流体構造内に、マイクロミキサーとマイ
クロフィルターの機能を合わせ持つ複合機
能素子を集積化すること試みた。図２は、２
光子造形によって作製したマイクロミキサ
ー/マイクロフィルター複合機能素子（図２



(a)）を、ガラス内部に形成した Y 字型マイ
クロチャネル内に集積化した結果を示す。マ
イクロミキサーを集積していない単純なマ
イクロチャネルでは、異なる種類の溶液を混
合するのは困難であり、層流が形成される
（図２(c)）。一方マイクロミキサーを集積し
たマイクロチャネルでは、非常に短い距離で
２液を効率よく混合することができた（図２
(b)）。マイクロチャネル内での２液混合はこ
れまでも多くのグループで試みられている
が、２液を混合するのにチャネル幅に対して
20〜100 倍の長さを要していた⑥,⑦。一方作製
したボトルシップ型バイオチップで混合に
要する距離は約 270m であり、チャネルの幅
とほぼ同じ距離で効率よく混合することに
成功した。集積化した複合機能素子は、図２
(a)で見られるようにその両端にフィルター
構造が形成されている。その結果、図２(b)
左上の挿入写真から分かるように、ある寸法
以上の粒子の流入を阻止するフィルタリン
グ機能も有している。 
 

図２ ２光子光造形によって作製したマイ
クロミキサー/マイクロフィルター複合機能
素子(a)を、ガラス内部に形成した Y 字型マ
イクロチャネル内に集積化したバイオチッ
プ。マイクロミキサーを集積したマイクロチ
ャネルでは、２液を効率よく混合することが
できる(b)が、集積していないマイクロチャ
ネルでは、2液はまったく混合されない。 
 
 このマイクロミキサーを集積したマイク
ロ流体デバイスをマイクロリアクターに応
用した。作製したマイクロリアクターの走査
型電子顕微鏡写真を、図３(a)に示す。電子
顕微鏡像のため、ガラス内部に作製した流体
チャネルならびにマイクロミキサーは観察
することはできないが、それぞれ赤および青
の点線でその位置を示してある。一方右上の
挿入写真は光学顕微鏡像のため、流体チャネ
ルとマイクロミキサーがはっきりと確認で
きる。Inlet 1 から硝酸亜鉛溶液、Inlet 2
からアンモニア水を導入すると、マイクロミ
キサーにより２液が効率よく混合され、マイ
クロ流体デバイス内で金平糖のような形状
の ZnO 微粒子を合成することに成功した（図
３(b)）。 

図３ マイクロミキサーを集積したマイク
ロリアクターの走査型電子顕微鏡写真 (a)。
硝酸亜鉛溶液とアンモニア水を導入するこ
とにより、2 液が混合され、金平糖のような
形状の ZnO 微粒子が合成される(b)。 
 
(2)細胞並列検出•計数を実現するオプトフ
ルイディクスの作製 
 フェムト秒レーザー２光子造形では、開口
数が 1.4 程度の油浸対物レンズを用いれば、
100nm 程度の加工解像度を得ることができる。
一方ボトルシップ型集積では、レーザー光が
油/ガラス、ガラス/レジストの２つの界面を
通過するため、球面収差の影響により加工解
像度は悪化する。それでも数百 nm 程度の解
像度を得ることができるため、きわめて平滑
な面を持つ３次元構造も作製することが可
能である。この特長を利用して、ガラスマイ
クロ流体構造内部にポリマーマイクロレン
ズを集積化し、細胞の並列検出•計数を実現
するオプトフルイディクスの作製を試みた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ ２光子造形によるマイクロレンズを
集積化したオプトフルイディクスの細胞検
出の原理図。 
 



 図４に、作製したオプトフルイディクスの
細胞検出の原理図を示す。本オプトフルイデ
ィクスでは、ガラスマイクロ流体チャネルの
底面に、２光子造形によりポリマーマイクロ
レンズが集積化されている。バイオチップ底
面より白色光を照射すると、白色光はレンズ
によってマイクロチャネルの上部において
集光される（図４(a)）。このとき生細胞がマ
イクロレンズの上を通過すると、生細胞によ
る白色光の散乱、反射、吸収等が生じ、集光
点における白色光の強度が低下する（図４
(b)）。従って集光点における白色光の強度の
経時変化を観測し、強度の減少を測定するこ
とによって、細胞の検出•計数を行うことが
できる。 
 本手法では、先にも述べたとおり加工解像
度が数百 nm 程度であるため、直径が 30m 程
度のマイクロレンズを作製することは容易
である。さらにガラスマイクロチャネルの幅
は 200〜300m であるため、チャンルの幅方
向に複数のマイクロレンズをアレイ状に配
置することが可能である。それぞれのマイク
ロレンズの集光点での強度の経時変化を測
定すれば、複数の細胞を同時に検出する、並
列検出が実現できる。しかしマイクロレンズ
アレイ構造にした場合、隣接するレンズの境
界上を細胞が通過すると、その細胞が検出で
きない可能性がある。実際７つのレンズから
なるマイクロレンズアレイを用いて検出を
試みた結果、検出率は 93％であった。 
 

図５ 100％細胞検出を行うための、M字型セ
ンターパスユニットを組み合わせたマイク
ロレンズアレイ（(a)３次元模式図、(b)電子
顕微鏡写真）。 
 
 100％の検出を行うために、１つのレンズ
にM字型のセンターパスユニットを組み合わ
せたもの７つからなるマイクロレンズアレ
イを作製した（図５(a)３次元模式図、(b)電
子顕微鏡写真）。センターパスユニットは、M
字の中心部分に直径 9m の孔が２つ空いて

おり、ここを通り抜けた細胞が隣接するレン
ズの境界部分を通過することを妨げている。
その結果、すべての細胞はレンズのほぼ中心
部分を通過し、白色光に強度変化をもたらす
ため、100％の検出が可能になる。 
 図６に、作製したオプトフルイディクスを
用いて、実際に細胞の検出•計数を行った結
果を示す。図６の最下段右端は、作製したオ
プトフルイディクスの光学顕微鏡写真であ
る。生物試料としてミドリムシを 30 匹流体
チャネルに導入したところ、７つのマイクロ
レンズにより合計 30 の白色光の強度変化を
観察した。すなわち 100％の細胞を並列に検
出•計数することに成功した。 
 

 
図６ 作製したオプトフルイディクスを用
いて、細胞の検出•計数を行った結果。最下
段右端は、オプトフルイディクスの光学顕微
鏡写真。 
 
(3) 得られた成果の位置づけ、インパクト、
今後の展望 
 近年ガラス３次元加工によるバイオチッ
プの作製は、フェムト秒レーザー加工の重要
な応用分野となっている。しかしこれまでは
３次元流体構造を形成し、さらに光導波路な
どの簡単な光学素子を集積化したものしか
作製されていなかった。微小な構造を持つ機
能素子の集積化は、バイオチップを高機能化
する上で必要不可欠であるが、ガラス３次元
加工技術のみでこれを実現することは不可
能であった。本研究では、ガラス３次元加工
と２光子光造形との融合により、全く独創的
な手法でバイオチップの高機能化を実現し
た。本研究で開発した技術により、異なる機



能を持った新しいタイプのバイオチップを、
１つのフェムト秒レーザー加工システムで
実現することができ、既存のバイオチップ作
製技術にはない大きなアドバンテージを提
供することができた。このような高機能バイ
オチップの作製は、化学、バイオ、医療、環
境、食品等きわめて広範囲での利用が期待さ
れる。なお本研究テーマは現在も継続してお
り、ガラスマイクロ流体チャネル内に、３次
元ポリマー構造によりさらに細いチャネル
アレイ構造を形成し、癌細胞の転移メカニズ
ムの解明への応用を検討している。 
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