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１．研究の目的と背景 

 微小分析システム（µTAS, micro total analysis system）

や Lab-on-a-chip（チップ上の実験室）のように、小さな

チップ上で検体や試薬を操作し、分析や観察に応用する技

術が開発されている。これらは、実験環境の効率化だけで

なく、患者の近くで行うベッドサイドモニタリングに必要

な技術として注目され、検査時間短縮、高価な試薬の少量

化、手順の簡略化、さらには患者の検査ストレス軽減とい

った効果が期待されている。しかし、既存の技術において

は検体や試薬を制御するために送液機構や検出系などの

外部装置を用いており、チップに多数の配線が必要[１]

となるため、多くの周辺装置と煩雑な操作が要求されると

いった課題が残されており、技術普及のボトルネックとな

っている。一方で、妊娠検査キットやインフルエンザキッ

トのように、紙素材をベースとした定性検査チップは、紙

の多孔性構造に起因する自然エネルギ（毛細管力、親水性

官能基の作用、界面張力、繊維構造による分子捕捉）を駆

動力として利用することで、外部装置をほとんど必要とせ

ず、安価で即時応答性にも優れた検査方法として実用的に

用いられている。しかし、不規則なセルロースの繊維構造

を利用しているため、定量性に向かないことや環境の温度

変化や湿気に対する脆弱性が指摘されている。 プラスチ

ックと紙材料は、光学的特性と液体への接触応答がまった

く異なる（表１）。プラスチックは、比較的に光透過性に

優れ、形状が安定的なため定量検査に向いている。一方で

紙材料は、液体の自己吸引・保持能力という特徴により操

作性の良い簡易検査システムの構築が可能である。両者の

特徴を効果的に利用すれば、それぞれの技術課題を同時に

解決可能であると考えられる。そこで本研究は、プラスチ

ックチップ表面に紙材料を模した多孔性構造を構築する

ことで、プラスチックの検査定量性と紙材料の液体吸引・

保持能力を同時に活用した新たなハイブリッドチップの

開発を目指す。本研究課題ではフェムト秒レーザを利用し

て、チップ表面の化学的及び機械的な構造を制御し、微細

な表面構造によって微小領域における液滴操作[２、３]

を行い、分子捕捉界面の作製を試みた。 

 

２．フェムト秒レーザによる局所界面改質 

 フェムト秒レーザは、非熱的なプロセスで加工対象を改

質することが可能である。発振されるパルス光の立ち上が

り幅が材料の熱拡散時間（数ピコ秒）よりも十分に短く、

熱的プロセスによる加工を利用した場合に比べて、溶融ム

ラやバリなどによる不均一さを極限まで軽減する。また、

パルス幅が短いことから、単位時間当たりのピークパワー

が非常に高く、エネルギを多光子過程によって材料に供給

するため、あらゆる材料を改質し、その加工領域を回折限

界以下に制限することが可能である。マイクロチップを用

いた検査においては、チップの作製精度が検査結果の再現

性に直接影響するため、微小空間の改質は再現性の良い加

工方法が必須である。そのため、マイクロチップの微小空

間に対して、加工部以外への不規則な損傷やウェットプロ

セスによる残留試薬による汚染を許容できない。そこで、

加工手段としては、ドライプロセスで、加工部周囲への損

傷が限りなく少なく、微小な流路を空間選択的に改質が可

能な優れた加工特性をもつフェムト秒レーザ加工が不可

欠である。 

 

３．フェムト秒レーザ改質面への抗体固定化 

本実験で用いたマイクロ流体チップは PMMA（ポリメタ

クリル酸メチル）を材料としており、図１に示すように、

チップの寸法は 70mm×30mm×1.0mm（幅×長さ×厚み）で

設計した。また、マイクロ流路は、0.3mm×60mm×0.1mm

（幅×長さ×深さ）である。 

図２はマイクロ流路の加工の様子について説明してお

り、(a)が改質した領域の光学顕微鏡画像で、(b)は加工方

法について示した。加工に用いたフェムト秒レーザは、パ

ルス幅 158fs、繰り返し周波数 1kHz、波長 779nmを使用し

た（Cyber Laser 社製、IFRIT 1.0W）。レーザ改質面の機

械的構造は、図２(b)のように凹凸構造となっており、こ

の構造により、改質面の濡れ性が構造している。 

図１ マイクロ流体チップの概要
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図３は、改質面の濡れ性を評価するために行った実験結

果で、レーザ照射フルエンスと改質面の接触角を示した。

グラフの通り、フルエンスを 5.1J/cm2 の場合、接触角

6.5°程度と、超親水性に近い状態になっていることを確

認した。図４は、フルエンス 3.8J/cm2(a)と 5.1J/cm2(b)

のときの改質面を電子顕微鏡によって観察した画像を示

す。両者の決定的な違いは、微小な溝構造の完全性であり、

(a)の場合は、不連続な溝構造となっている。一方で、(b)

については比較的に均一な溝構造が形成していることが

分かる。このことから、超親水性表面の由来が、機械的構

造に起因していることが確認された。(b)の場合において

は、液滴を滴下すると、微細な溝構造に液滴が侵入し、溝

構造の形状によって発生する毛管力によって液体が展開

される。表面の化学的特性を調べるために X線光電子分光

装置によって分析を行ったところ、レーザ照射後の表面に

おいては、元素結合のうち、親水性に寄与すると考えられ

る結合状態が増加しており、文献[４]の傾向性と一致する

結果が得られた。 

続いて、改質面に抗体タンパク質（抗アディポネクチン

抗体）を固定化するために、図５のインクジェット吐出装

置（Pulseinjector、Cluster Technology 社製）を用いて、

抗体を含む固相液の滴下実験を行い、固相液が改質面内で

どのように展開し、固定化するかを観察した。図６は、マ

イクロ流路に固相液を滴下した様子の顕微鏡画像である。

(a)の改質していない状態では、滴下した面内や流路壁面

の界面エネルギに依存して、不規則な状態となる。この原
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図２ フェムト秒レーザ加工システムと改質面の様子
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図３ レーザ照射フルエンスと接触角の関係
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図５ インクジェット吐出装置と抗体滴下方法
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因は、壁面の界面エネルギはもちろんであるが、インクジ

ェット吐出装置から吐出された液滴の着地位置の揺らぎ

が大きな原因である。同様の実験をレーザ改質面(b)で行

ったところ、改質面内のみに固相液が展開されていること

がわかる。ただし、面内を詳しく観察すると、展開して乾

燥した固相液の面内及び外周部分については、レーザ照射

時に発生したデブリによって、大小の気泡が発生している

ことが確認された。 

本手法の実用性評価のために、実際の分析手法として用

いられている ELISA（ enzyme-linked immunosorbent 

assay）法によって、抗体の固定化状態を化学発光状態か

ら調べた。図７(a)は、４つのマイクロ流路上にレーザ改

質面と未改質領域を設け、そこに前述のように抗体固定化

を行った。図７(b、c)は、化学発光分析装置によって取得

した発光画像と測定値を示す。未改質領域については、抗

体が固定化されていないことが確認できる。また各流路に

導入する検出対象（アディポネクチン抗原）の濃度を変化

させたところ、濃度に依存して発光強度が増加しているこ

とを確認した。実験結果から、抗原濃度 20pg/mlにおいて

も未改質領域と比較して判別可能である。一般的なアディ

ポネクチンのヒト検体中の含有濃度は、血中が数 µg/ml、

尿中が数重 pg/ml程度である。実検体においては多くの夾

雑物が存在するため、単純な評価はできないが、濃度だけ

を見れば本手法は尿中の濃度であっても検出可能範囲で

あるいうことを示唆している。 

 

４．レーザ誘起多孔性構造での液滴流動制御 

 ３章で行った実験の結果、レーザ照射領域に滴下された

液滴は、加工領域面上を展開し、液滴が瞬時にフィルム上

の形を形成することを確認した。これは、hemi-wicking

状態と呼ばれ、多孔性の材料や液滴が侵入しうる微小な細

密構造を持つ界面で観察できる。その性質の観点から、あ

たかも紙上に液滴を滴下したかのような振る舞いをする

ため、そのような構造を形状安定的な樹脂材料に形成し、

制御することができれば、高度な液滴流動技術を開発可能

であると考えられる。本実験では、液滴の流動制御の基礎

実験として、レーザ改質面内を流動する液滴の流量計測を

行う。図８は、PMMA 基板上に水液を滴下した際の様子を

示す。(a)の未改質の基板上では、接触角 70.4°となって

いるのに対して、(b)のレーザ改質後の面内においては、

超親水性の表面状態となっている。図９(a)は、本実験で

用いた実験構成であり、PMMA 基板上にフェムト秒レーザ

照射によってマイクロ流路を形成させた。液滴導入ポート

となる円形部分（上流部）より水液 1µLを展開し、線上の

流路上を流動する。流動した液滴は、下流部側の吸水紙に

吸水される。液滴の流動の様子をビデオカメラによる撮影

し、液滴展開直後から水液が完全に吸収されるまでの時間

を計測した。マイクロ流路は複数の溝構造から形成されて

おり、本実験では、溝数 N =１～20で変化させた。図９ (b)

は、N =１０のマイクロ流路を電子顕微鏡によって取得し

た画像であり、各溝底部には、粒界状の構造が形成してい

ることを確認した。図９(c)は、溝構造をレーザ顕微鏡に

よって取得した 3次元プロファイルで、溝構造が矩形では

なく、底部に向かってテーパになっていることが分かる。

図９(d)は、本実験で得られた流量効率（µL/s）を示して

おり、溝構造を増やすにつれて流量効率が増加している。

図６ 抗体固相液滴下後の展開の様子（a：未改質領域、b：レーザ改質領域
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さらに、フェムト秒レーザの照射フルエンス（J/cm2）だ

けを変化させながら、マイクロ流路を作製したところ、図

１０に示すように流量効率が増加することを確認した。特

にフルエンスが 64J/cm2未満の場合には、溝構造ごとに液

滴の流れを形成するが、フルエンスが 64J/cm2 を超えて、

溝構造が一定の寸法（幅×深さ）を超えた際には、溝構造

全体で液滴を流動させるようになり、流量効率が増加する

ことを確認した。 

５．まとめ 

本研究は、フェムト秒レーザの高い加工再現性と局所的

改質能力を活用して実現される表面改質技術を、抗体タン

パク質の固定化に応用した。実験によって、固定化した抗

体の面積誤差 1.4％を達成し、新たな固定化技術による安

定的で実用性の高い手法であることが示された。マイクロ

流路のような担体の構造そのものの形状や寸法に起因し

た加工の難しい材料に対しても、不安定な生化学反応によ

る表面修飾を一切用いず、局所的且つ精確に改質・固定化

することが可能である。さらに、微細構造内を流動する液

滴の流量効率が制御可能であることを見出し、その評価を

行った。以上のように、樹脂材料の表面局所領域の機械

的・化学的特性を制御することで、種々の機能を付与した

界面の創出が可能であり、マイクロ流路といった微小なデ

バイスへの機能付与が可能であることを明らかにした。 
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