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研究成果の概要（和文）：組織形成などの初期過程を知ることを目的とした固体境界面における細胞の顕微動態観察が
、バイオ医療分野で盛んに行われている。細胞を顕微鏡下で観察する際には、バイオチップが用いられているが、バイ
オチップ材料にはガラスなどの透明材料が用いられていることから、バイオチップ内（流体）構造境界面において、観
察像がぼやけ、影ができる問題があった。よって、本研究では、フェムト秒レーザー3次元加工技術を用いた水の屈折
率にほぼ等しい低屈折率フッ素ポリマーを用いたバイオチップ作製を行った。更に、作製したバイオチップを用いるこ
とで、流体構造壁面においてユニークな運動をする細胞の鮮明な動態観察に成功した。

研究成果の概要（英文）：The dynamic analysis of cellular migration using microscope systems has become a 
trend within research in biology, medicine and tissue engineering, as a means of studying the early 
stages of tissue formation etc. When observing a cell under the microscopic system, biochips made of 
glass materials are used to streamline the analysis. However, conventional biochip materials are not 
suited to the microscopic observation of the cell at the fluid boundary due to the refractive index 
mismatch between the medium and the biochip material. Therefore, the use of conventional biochips results 
in blurry microscopic images of cell migration near the fluid surface. For this reason, we have developed 
a method of fabricating 3D microfluidic chips made of the low refractive index fluoric polymer. A 
microfluidic chip made in this manner enabled us to more clearly observe the flagellum motion of the cell 
near the fluid surface, compared to the observations possible using conventional microfluidic chips.

研究分野：レーザープロセッシング
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１．研究開始当初の背景 
顕微鏡を用いた細胞の動態観察は、シャー
レやスライドガラスを用いて細胞の母集団
を統計的に観察・分析する手法が主流である
が、近年、「一つ一つの細胞には個性がある」
という概念がバイオや医療分野など細胞を
扱う研究分野においてトレンドとなってい
る。しかしながら、集団の中にある一つの細
胞を観察する場合、高速かつ自由自在に動く
細胞を捕らえることは困難である。よって、
現在ではマイクロ化学総合分析システム
(µ-TAS)と呼ばれる機能を集積したバイオチ
ップを用いる観察法が、単一細胞の観察・分
析の主流となっている。このようなバイオチ
ップの作製方法は、フォトリソグラフィと呼
ばれる半導体表面加工技術が用いられてい
るが、3 次元流体構造をバイオチップ基板内
に作製する場合、 多重プロセスになること
や、張り合わせ工程における基板同士の位置
調整が必要不可欠である。また、基板の再利
用の際に試薬の液漏れが起こる、基板が剥が
れてしまう等、問題がある。 
 従来バイオチップ材料には、ガラスや
PDMSポリマーなどの透明材料が用いられて
いるが、流路壁面等の固体境界面における細
胞の動態観察では、培地（水）とバイオチッ
プ材料との屈折率差により顕微鏡像がぼや
け、影ができるなどの問題があった。よって、
流速による流路内圧力勾配により流路壁面
に追いやられた細胞や壁面近傍でのみユニ
ークな運動をする細胞の顕微鏡観察は困難
を擁していた。 
一方、フッ素ポリマーの多くは高い透過性、
耐熱性などその他従来ポリマーが有する特
徴のほか、低屈折率性を有することから、フ
ッ素ポリマー製バイオチップを作製するこ
とで、バイオチップ内流路境界面における細
胞の動態観察が可能になると考えられる。し
かしながら、フッ素ポリマーの微細加工技術
は、フッ素ポリマーが有する優れた諸特性に
より、加工が困難とされていた。 
   
２．研究の目的 
上述した背景を踏まえ、本研究では、流体
構造壁面における鮮明な細胞の動態観察を
可能にする低屈折率フッ素ポリマーバイオ
チップの作製を目的とし、フッ素ポリマーの
微細加工技術開発および細胞の固体境界面
における動態顕微観察を試みた。具体的な実
験の目的を以下に示す。 
 
(1)フッ素ポリマー3次元微細加工技術開発 
(2)細胞動態観察用バイオチップ作製 
(3)流路壁面での細胞動態観察 
 
３．研究の方法 
図 １に実験装置及び実験手順を示す。実
験では、アモルファスフッ素ポリマー
CYTOP(旭硝子社)をバイオチップ基板として
使用した。フェムト秒(fs)レーザー(波長:775 

nm、パルス幅: 180 fs、繰り返し周波数: 1 kHz)
から発振されたレーザー光を、アッテネータ
―により出力調整し、20 倍の対物レンズ 
(NA : 0.46)を介して CYTOP基板に集光照射
した。バイオチップ作製は、図１に示す 3つ
の手順：(1)フェムト秒レーザーアブレーショ
ンにより CYTOP 基板内部に直接描画を行う。
(2)アセトン希釈によるフッ素溶媒を用いた
ウェットエッチング、 (3)熱処理により
CYTOP 基板内部へ 3 次元流体構造を作製し
た。バイオチップ作製後、水と渦鞭毛藻(水棲
微生物)を流路内部に封入し、渦鞭毛藻の流路
壁面近傍での顕微観察を試みた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）フッ素ポリマー３次元微細加工技術 

CYTOP 基板内部に 3 次元流体構造を作製
するため、フェムト秒レーザー多重走査によ
る CYTOP 基板表面へのアブレーション加工
を試みた。その結果、図 2に示す走査型電子
顕微鏡(SEM)像により、レーザー照射領域に
はアブレーションにより生じたと思われる
残留物質が周期的に堆積した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ fsレーザー加工システム及び
バイオチップ加工方法 

1．fsレーザー照射 2．エッチング 3．熱処理 

図２ fsレーザーアブレーション後の
CYTOP基板 SEM像（表面及び側面） 



レーザー多重走査後に堆積した周期的残
留物質を選択的エッチングするために、エッ
チング溶液の選定を行った。通常、溶媒のポ
リマーに対する溶解性を検討する際には、ハ
ンセン溶解度パラメータが用いられるが、フ
ッ素ポリマーには、本パラメータが利用でき
ない事が知られている。よって、エッチング
用溶媒の選定では、分子量や化学構造、高度
にフッ素化されているかどうか等の観点か
ら、市販されている幾つかのフッ素溶媒を検
討した。表１に、アブレーションされた
CYTOP 基板の各種フッ素溶媒を用いたエッ
チングについての実験結果を示す。 

 
表１ 各種フッ素溶媒検討結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１より、アセトンにより 50％希釈した市
販フッ素溶媒 AC-6000(旭硝子社）を用いたエ
ッチングでは、アブレーションされた領域に
おいて、クラックやブリスターを形成する事
なく、高品質なエッチング結果が得られた。
図３に、アブレーション後、AC-6000による
エッチングを行った CYTOP基板表面の SEM
像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３より、アブレーションにより生じた堆
積物は、希釈したエッチング溶液により選択
的に除去されているのが確認できる。次にレ
ーザー照射領域が選択的にエッチング除去
された理由を化学的、物理的に検討した。図
４に、アブレーションにより生じた堆積物の
拡大 SEM 像を示す。レーザー照射領域の選
択的エッチングを可能にした理由について
は未だ不透明ではあるが、図４より、レーザ
ー照射領域内にある残留物質は、多孔質状に
なっていることから、エッチング溶媒がレー
ザー未照射領域に比べ浸透しやすくなり、選
択的エッチングを可能にした、と考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５に (a)レーザー未照射、(b)エッチング
後、(c)熱処理後の CYTOP表面の原子間力顕
微鏡(AFM)像を示す。エッチング後、レーザ
ー照射領域の表面粗さは 47 nmであったが、
熱処理を行うことにより、8 nmまで改善する
ことができた。一般的に熱処理によるフッ素
ポリマーの流動性は、その安定した化学構造
により低いと言われている。よって、熱処理
では、熱処理温度を CYTOP が有するガラス
転移温度以上の 190℃とし、処理時間を 30分
と短くすることでアブレーション加工形状
を崩さず平坦化を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
（２）作製した３Ｄバイオチップによる細胞
の動態観察 
光合成能をもつ渦鞭毛藻(Dinoflagellate)は
珊瑚に共生することから、珊瑚の生成に重要
な役割を果たす。渦鞭毛藻は、一旦、珊瑚か
ら離れると遊泳し、その後、珊瑚等の固体表
面近傍で一定の距離を保った状態で回転運
動する。この運動メカニズムは解明されてお
らず、渦鞭毛藻が距離を感知するメカニズム
を解明することは、細胞がもつ未知なるセン
サー器官の発見に繋がると言われている。し

図３ エッチング後の CYTOP基板
SEM像 

図４ アブレーション後の CYTOP基板
拡大 SEM像 

図５ CYTOP基板の表面粗さ測定結果
（a）未照射（b）エッチング後（c）熱処

理後の AFM像 

a a b 
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かしながら、従来バイオチップによる流路壁
面などの固体近傍における細胞動態観察は、
上述した光学的問題により困難であり、その
他多くの細胞観察がそうであるように、これ
までは細胞を上面から観察する、流体力学的
シミュレーションすることしか行われてい
なかった。 
よって、これまでの加工結果を元に、渦鞭
毛藻の流路壁面近傍における動態観察を目
的とした CYTOP基板内部への 3次元流体構
造を作製した。図６に、バイオチップの光学
顕微鏡像上面図及び破線に沿って切断した
流路断面図を示す。流体構造は 2 つのリザﾞ
ーバーと CYTOP表面から 50 µm下に埋め込
まれた中空構造の流路から成る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６より、CYTOP 基板内部に作製した 3
次元流体構造は、当初設計したサイズとほぼ
一致した形状となった。図に示すような比較
的大きな流体構造を作製する場合には、fsレ
ーザーアブレーション走査の際に、集光した
レーザー光を流体構造の底面から基板表面
に向かいレーザー走査する事で、多重レーザ
ー走査の際のアブレーション残留物質によ
るレーザー光の散乱を防いでいる。 
本バイオチップを用いた流路壁面近傍にお
ける渦鞭毛藻の動態観察を行う際には、片方
のリザーバーから渦鞭毛藻及び培養液を同
時に封入し、流路内を培養液で満たした後、
流路壁面近傍を遊泳する渦鞭毛藻の光学顕
微鏡観察を行った。 
図７(a)に、CYTOP バイオチップを使用し
た際の流路壁面近傍を泳ぐ渦鞭毛藻のタイ
ムラプス観察結果を示す。また、比較のため
図７(b)に、従来ガラスバイオチップを使用し
た際の観察結果を示す。図７(a)より、CYTOP
バイオチップを使用した場合には、流路壁面
近傍にある渦鞭毛藻は、壁面から一定の距離
をとり旋回運動し、また、鞭毛の一つが壁面
に接触している様子が確認できる。よって、

CYTOP バイオチップを使用することで、渦
鞭毛藻が固体表面から一定の距離を保ち旋
回運動する際には、鞭毛を固体表面に接触さ
せながら遊泳することが明らかになった。一
方、従来ガラスバイオチップを使用した場合
には、流路壁面近傍において、観察像がぼや
け、影ができることから詳細な渦鞭毛藻の動
態観察ができなかった。 
これらの結果により、開発した CYTOP バ
イオチップは、従来バイオチップでは観察不
可能な流路壁面等の固体境界面での細胞動
態観察に威力を発揮し、これまで行われてき
た細胞の運動メカニズム解明研究に新たな
知見を与えると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ 作製した CYTOP 3次元流体構造 

図７ (a)CYTOP流路および(b)ガラス流路内
の渦鞭毛藻の動態観察(矢印は鞭毛の位置) 

a 

b 
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