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研究成果の概要（和文）：本研究では，微小流路における界面動電現象の計測技術および生体高

分子の粗視化モデルを構築し，壁面に拘束されたナノスケール流動場における生体高分子の挙

動について詳細に考察した．そして，界面動電現象を好適に利用した新しい単一分子計測法の

可能性を示した． 
 
研究成果の概要（英文）：In this research, we developed a measurement method for electrokinetic 
phenomena and a numerical model for biomacromolecules to clarify the detailed dynamics of 
biomacromolecules flowing near solid-liquid interfaces. The dynamics including electro osmosis flow 
and electrophoresis in micro- and nano- channels were investigated using the developed methods. The 
result obtained here suggested that the electrokinetic phenomena could be used for the development of a 
novel single molecule analysis to investigate properties of biomacromolecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 μ-TASを代表とする微小分析チップでは，
マイクロ流路と呼ばれる微小な流路内部で
検査液体を制御し，前処理と反応の検出を
行う．μ-TASでは代表寸法の減少に伴い，
拡散の影響を好適に利用できるため，検出
までの時間を短縮することが可能であると
一般的に考えられている． 
 しかし，μ-TASでは通常マイクロ流路壁
面に固定化したセンサで反応の検出を行う

ため，マイクロ流路の流体力学的壁面効果，
壁面の帯電により発生する界面動電位，検
査対象である生体高分子自身の変形，およ
び分子運動論に基づく水和構造等により，
生体高分子は壁面からやや離れた位置で移
動する．そのため，必ずしも代表寸法の減
少とマイクロ流路による検出速度の向上は
直線的には比例しない．すなわち，分析チ
ップの更なる微小化と検出時間の短縮を実
現するためには，生体高分子の詳細な流動



ダイナミクスを把握しながら分析チップを
設計する技術が必要である． 
 マクロな視点からの解析方法は，対象と
する系全体のダイナミクスを把握すること
ができる一方で，一つ一つの生体高分子の
詳細な運動を捉えることができない．また，
ミクロな視点による解析手法は，生体高分
子の部分的な原子の相互作用を捕らえるこ
とが可能である一方で，生体高分子全体の
挙動を把握することができない．このよう
に，両者の取り扱えるスケールには大きな
隔たりがあり，系全体の包括的な現象把握
にはいずれの方法も適していない． 
 しかしながら，マイクロ流路における生
体高分子の反応では，ミクロとマクロのダ
イナミクスが相互に影響を及ぼし合ってお
り，包括的な現象把握には，メゾスケール
のダイナミクスを明らかにし，それを適切
にモデリングすることが必要である．さら
に，電子の授受を伴う化学結合や，抗原抗
体反応に見られるような結合の特異性をも
適確にモデリングすることが，実用に供す
るμ-TASの設計手法につながる． 
 以上の背景から，本研究では壁面近傍に
おける生体高分子の流動特性について着目
し，(1) 界面動電現象を対象とした計測技
術の開発，(2) 実験的手法による生体高分
子流動の解明および(3) 粗視化モデルに基
づく数値解析を行った．メゾスケールのダ
イナミクスが特に重要な系として，壁面に
拘束されたナノスケール流動場，すなわち
ナノ流路を対象として，内部における生体
高分子の流動性について詳細に検討した． 
２．研究の目的 
(1) 移動度の異なるトレーサ粒子を用いた電
場と界面動電現象の計測  固液界面近傍
において，生体高分子の流動は表面電荷やそ
の周囲のイオン雰囲気が形成する電気二重
層や界面動電現象に大きく影響を受ける．し
たがって固液界面近傍における生体高分子
の流動を明らかにするためには，界面近傍に
おける電場を定量的に計測する方法の開発
が必要である．しかし，微小流路内部の電場
計測法は未だ確立されておらず，その手法の
構築は重要な課題であるといえる．そこで，
2007 度において異なる移動度を有する蛍光
粒子を用いて界面近傍の電場を計測する方
法を考案した．考案した方法は電気泳動速度
が，移動度および電場に比例することを利用
して，2 種のトレーサ粒子間に生じる流動速
度差から電場を算出する方法である．計測原
理を検証するために，まず，直線形状の微小
流路において二種類の粒子間に流動速度が
生じることを示した．そして，T字形状の微
小流路における電場計測を行い，一般的な微
小流路に対する計測技術の適用性について
検討した． 

(2) ナノ流路の製造技術開発と内部流動の観
察  近年，ナノポアおよびナノ流路と呼ば
れる微小な構造を利用して，生体高分子の動
特性や機能発現を計測する試みが成されて
いる．ナノ構造を利用することにより，微小
な空間に生体高分子を拘束し，単一分子に着
目した計測が行える．この様な計測系は，本
研究課題で対象としている壁面近傍の流動
場の例として考えられる．そこで，数百nmの
流路深さを有するナノ流路を作製し，その内
部における溶液および生体高分子の流動性
について検討した．ここでは特に，直流電場
が印加された条件における電気泳動に着目
し，生体高分子の流動性が流路の幾何学的拘
束に依存して変化することを明らかにした．
また，流路の代表寸法を系統的に変更し，拘
束の強度と生体高分子の流動性について定
量的に検討した．さらに，本条件における電
気浸透流の影響について検討するため，独自
に開発した電場および界面動電現象の計測
方法をナノ流路へ適用し，多角的な考察を与
えた． 
(3) ナノ流路におけるイオンおよび生体高分
子流動の数理モデル  固体壁面と液体の
接触界面に生じる界面電位および電気二重
層等は，特にナノスケールの流路において重
要な因子である．溶質イオンが対称な一価で
ある場合，電気二重層の厚み，すなわち，
Debye長λDは， 
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で表せる．ただし，e0, kB, n0, T, ε およびε0は
素電荷，Boltzmann 定数，イオン濃度（数密
度），温度，比誘電率および真空中の誘電率
である．イオン濃度，温度および比誘電率が，
それぞれ 10-3 ～1.0 M， 300 K および 80 と仮
定すると，Debye長は 9.7 nm~ 0.3 nmである．
微小流路の代表寸法とDebye長の差が小さい
ナノ流路では，電気二重層内部の電場分布が
顕在化してくるため，流路内部のイオンある
いは生体高分子の流動にその影響が観察さ
れるようになることが考えられる． 
 しかし，これまでに電気二重層内部の電場
が生体高分子の流動に及ぼす影響について
系統的に議論した研究は少なく，未だ不明な
点が多い．そこで，本研究では，ナノ流路に
おける生体高分子の流動と上記界面動電現
象の関係について詳細に明らかにするため，
独自の数値解析プログラムを開発した．本手
法では，流路内部のイオン分布および電場分
布を場として取り扱い，生体高分子を粗視化
モデルにより記述した．そして，80 nm の矩
形ナノ流路内部に 1 μm の長さを有する生体
高分子を配置し，その流動について詳細に考
察した． 
３．研究の方法 



(1) ①電場の計測原理  微小流路におけ
る液体の流れは一般に極低 Reynolds 数流れ
であることから慣性力を省略するStokes近似
が可能である．トレーサ粒子の非定常流動は，
B.B.O.(Basset－Boussinesq－Oseen)方程式に
電場による外力(電気泳動力)を付加した形で
記述できると考えられる．ただし，ここでは，
定常状態の電場計測を目的としていること
から，粒子の運動に関して定常抵抗項および
電場による外力項のみを考慮して 
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と近似する．この近似は，本実験条件を用い
た場合 1.0 ms以上の時間スケールの流動条件
で妥当である．ここで， d, →EE , q, →uおよび η
はそれぞれ，トレーサ粒子の直径，電場，ト
レーサ粒子の実効的な電荷，流速および粘度
を表す．また，添え字fおよびpは，それぞれ
連続相およびトレーサ粒子を表し，iは 1 また
は 2 で，それぞれ 2 種類のトレーサ粒子P1お
よびP2を表している．トレーサ粒子は電場に
より流体と相対速度を生じる．この相対速度
は電気泳動によるものである．式(2)より，実
効的な電荷q1およびq2を有するトレーサ粒子
を用いると，速度差 

 ( ) )3/(21p,2p,1 dEqquu πη
rrr

−=− , (3) 

がトレーサ粒子間に生じる．すなわち，速度
差は電場に比例するため，(q1-q2)/(3πηd)と速
度差から電場→EE を求めることが可能である． 
②実験方法  トレーサ粒子の流体力学的
な流動性を大きく変えることなく，異なる qi
を得るには，化学修飾等によりトレーサ粒子
の表面電荷密度を制御すれば良い．P1および
P2は共にポリスチレン製であるが，P1のみ表
面がカルボキシル基で修飾されており，qi に
差が生じると考えられる．計測に用いた 2 種
類のトレーサ粒子 P1 および P2 の性状データ
を表 1 に表す．作動流体には，イオン交換水
に緩衝剤である HEPES を 1.0×10-3 mol/l の
濃度で溶解し，さらに水酸化ナトリウム
(NaOH)を用いて，pH を 7.2 に調整したもの
を用いた．この流体により pH の変動を押さ
え，界面動電現象の安定化を図った．そして，
各トレーサ粒子をそれぞれ体積比率 0.2 %ず
つ混合した．PDMS(polydimethylsiloxane)の微
小流路に作動流体を満たし，倒立蛍光顕微鏡
(IX71, Olympus)に設置した．そして，流入出
口間の水頭差に起因する流れが減少するま
で放置し，その後，流路端に設置した棒状の
白金電極より電場を加えた．対物レンズには，
60 倍および N.A.= 1.45 の油浸対物レンズ
（APON 60× OTIRFM，Olympus）を使用した．
P1の蛍光波長が 515 nm であるのに対して，
P2の蛍光波長が 612 nm であることを利用し

て，それぞれの流動を個別に観察した．可視
化画像は，CCD カメラ（ORCA-ER, Hamamatsu 
photonics）を用いて，総画素数 672×512 pixel，
撮影速度 16.4 fps および露光時間 50.0 μs の
条件で取得した．得られた画像を PIV 法によ

り解析し，トレーサ粒子の流動速度を算出し
た．なお，本計測では P1 および P2 を別途に
計測しているが，各波長に適合する二つの光
路を設置することで同時計測も可能である． 
 (2) 実験に用いたナノ流路は，その深さ h
が約 300 nm および 430 nm の 2 種類である．
流路の上下壁面は，カバーガラス(Matsunami 
Glass)で構成されており，その上側壁面の二
箇所に溶液の流出入孔を設置してある．流出
入孔周辺に PDMS 製のリザーバを設置し，リ
ザーバ内に電圧印加用の白金電極を挿入し
た．ここでは，生体高分子としてλDNA (48 
kbp)を用いた．λDNA の回転半径は 690±0.05 
nm であるが，ナノ流路の深さがそれよりも
浅いため，ナノ流路の拘束によるλDNA の流
動性変化が観察できる．λDNA は，可視化観
察するために YO-PRO-1 により蛍光染色を施
した．そして， λDNA を緩衝液 TE(Tris 10 mM 
/EDTA 1 mM(pH 8.0))に分散させ，さらに退色
防止のため2 %の2-mercaptoethanolを加えた．
作 製 し た ナ ノ 流 路 を 倒 立 蛍 光 顕 微 鏡
(Olympus) に設置し，λDNA を含む上記水溶
液でリザーバおよびナノ流路内部を満たし
た．対物レンズには倍率 60 倍，開口数
N.A.=0.70 の FLCPlanFLN (Olympus) を用い
た．可視化画像は，蛍光像を CCD カメラ
(Andor)により取得した．画素数および空間解
像度は，それぞれ，512×512 および 0.276 
μm/pixel である．また，撮影速度は，流動速
度に応じて 9.97 ~ 34.8 fps の範囲で変化させ
た．取得した画像を直接相互相関法により解
析し，λDNA の流動を計測した．解析精度の
向上を目的として，相関関数の最大値付近を
Gauss 関数でフィッティングし，サブピクセ
ル精度で移動量を得た． 
(3) 解析モデルを図 1 に示す．本解析では，
一辺 80 nm の正方形断面を有する矩形流路を
考える．流路内部には 1 μm の長さを有する
DNA を配置し，その流動について検討する．
ここでは，生体高分子の流動に着目している

Table 1 Properties of fluorescent particles P1 and P2 

 P1 P2 

Supplier 
Molecular 
Probes 

Duke 
Scientific 

Effective charge, C -1.41×10-16 -1.59×10-16

Diameter, nm 500 500 
Density, kg/m3 1.05×103 1.05×103 
Vol. concentration, % 0.2 0.2 
Adsorption W.L., nm 505 542 
Emission W.L., nm 515 612 
δz, μm 2.5 2.7 



ことから，イオンは平衡状態にあり，
Boltzmann 分布に従って分布すると仮定した．
また，電場の解析方法として，イオンの分布
を考慮した Poisson 方程式を用いた．一方，
生体高分子は bead-spring モデルにより粗視
化して記述した． 
 Poisson 方程式の境界条件は，Dirichlet 条件
とし Behren の式により電位を決定した．ただ
し，流路壁面の単位面積あたりサイト数 , 
SiOH 基の脱プロトン反応の平衡定数および
Stern layer の電気容量は，それぞれ 8×1018 
sites/m2， 7.9 および 0.3 F/m2 とした．また，
温度は 300 K 一定とした．イオンは，一価の
対称なイオンを仮定し，10-3 ~ 1.0 M の範囲で
解析した．本条件において壁面は負の電荷を
有する． 
 一方，DNA を bead-spring モデルにより記
述し，1 つのビーズの大きさ l を 20nm，すな
わち，67 塩基対とした．またビーズあたりの
電荷を-134e0，ビーズの個数 N を 50 とした．
まず，図 1 に示すように他のビーズとの距離
が l 以下にならないようにして求めたランダ
ムウォークでナノ流路内部における生体高
分子の初期配置を決定した．その後，90 μs
の平衡化計算を行った．ただし，この間，生
体高分子はナノ流路の形成する電場より影
響を受けないと仮定した．その後，時刻 0 s
から生体高分子はナノ流路の形成する電場
により流動する．実験的には，本過程は流路
壁面に電極を設置することで実現できる．す
なわち，初期条件では外部より電極に正の電
位を与え，表面電荷が打ち消された状態に調
整する．その後，電極に印加した電位を取り
除くと，表面電荷の影響を受けた生体高分子
が流動する． 

 

Fig. 1 Numerical model of DNA model and 
nanochannel 

４．研究成果 
(1) 本計測法の有効性を検証するために，T
字形状の流路において計測を行った．微小流
路は，幅 50 μm および深さ 100 μmの矩形断
面を有しており，計測面は，深さ 50 μmの位
置とした．流路幅に対して流路深さが大きく
なるように設計し，その中央部分を計測対象
にすることで，計測面における流動の三次元
性，すなわちz方向の壁面効果を低減するよう
に工夫した．ここでは，上方の流路端に 0 V，
左右の流路端に 5 Vを加えた．次に，計測し

た電場を空間について積分することで微小
流路内の電位分布を算出し，図2において
Laplace方程式による数値解析結果と比較し
た．ここでは，xおよびy座標が増加する方向
および減少する方向に，交互に積分を繰り返
し，緩和計算により全体の誤差を均一化させ
ることで結果を得た．この結果から，電位分
布が数値解析結果と定量的にほぼ一致する
ことが確認できる．速度差は電場に比例する
ため，T字流路のように非一様な流路では，
電場の小さな領域において相対誤差が大き
くなる．すなわち，図中においては，(x, y)=(0, 
0)付近で相対誤差が大きくなる． 
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Fig. 2 Comparison of electric potential 
distribution between experimental prediction and 
numerical result in T-shaped channel 雑誌論文(3) 
 
(2) ナノ流路内に電場を印加すると，λDNA
は電場と反対方向に流動した．これはλDNA
のリン酸基が負に帯電しており，加えた電場
により電気泳動を行うことに対応している
と考えられる．電場を印加し始めてからの時
間と流動距離の関係を調べたところ，λDNA
の流動距離が時間に対してほぼ直線的に増
加していた．このことから，流動速度がほぼ
一定であると考えられる．流動速度は電場の
増加と共にほぼ直線的に増加することから，
λDNA の流動速度は電場強度にほぼ比例する
ことが分かった．また，すべての電場の条件
において，浅いナノ流路 h = 300 nm における
λDNA の流動速度が小さかった．これは，ナ
ノ流路の拘束によりλDNA の流動性が低下し
たことを示唆している．また， h = 430 nm の
ナノ流路では，いずれの電場の条件において
も，λDNA は滑らかに流動する様子が観察さ
れたのに対して，h = 300 nm のナノ流路では
時折λDNA の流動が停止する状態が観察され
た．この現象は比較的弱い電場の条件(E<4.76
×103 V/m)で特に観察され，λDNA が流路壁
に吸着あるいは拘束されたために生じたも
のと考えられるが，詳細は不明である．しか
しながら，浅いナノ流路の方が，流動性へ与
える影響が大きいことを意味している． 



(3) ナノ流路内部に DNA モデルを配置し，
異なるイオン濃度の条件において解析した．
2.0×10-1 M の条件では，Brown 運動による流
動が観察されるのみで，DNA モデルの構造に
顕著な変化は見られなかった．一方， 1.0×
10-2 M の条件では，流動と共に DNA モデル
の構造が変化し，伸張した状態になった．こ
れは，DNA モデルがナノ流路壁面付近の電位
勾配より力を受けたためであると考えられ
る． DNA モデルの伸張状態と時間の関係を
から，低濃度の条件ほど伸張に要する時間が
短いことが分かった．この伸張過程は，時刻
0 s に DNA モデルに対して，静電ポテンシャ
ルエネルギが与えられ，伸張によりそのエネ
ルギが消費されたと考えることができる．こ
こで，流路壁から流路中央部までの電位φ(y)
がφ(y)=ζ0exp(-y/λD)により記述できると仮定
し，初期状態の静電ポテンシャルエネルギを
求めた．初期状態ではビーズがランダムに配
置していることから，微小区間 dy 中の電荷は，
ρNldy/H と表せる．このことから，全体の静
電ポテンシャルエネルギは近似的に 

( ) ( )e
H
Nldyy

H
NlU D /112

0 −≅=Δ ∫ λζρφρ  (4) 

と見積もれる．また，伸張に伴い変化するエ
ントロピの減少分を-kBdx/l として，伸張に伴
う自由エネルギ変化ΔF を見積もると， 

( )
l
xe
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Tk
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B
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B

Δ
+−=

Δ /112 0λζρ  (5) 

というモデル式を得る．伸張に要する時間τ
のオーダをτ ~ exp(ΔF/kBT)として，イオン濃
度とτの関係について計算結果と比較した．た
だし，濃度変化に伴うζ0の変化はわずかであ
るので，exp(ΔF/kBT) ∝ exp(λD) ∝ exp(n0

-1/2)
と近似できることを利用した．その結果，本
モデルが計算結果と定性的に一致すること
が分かった．本比較においてフィッティング
パラメータを用いたことから，両者の定量的
一致については意味がないが， τの定性的挙
動を再現することから，モデルの妥当性が確
認できる．また，式(5)において電荷やビーズ
直径といった生体高分子に関する物理量を
含むことから，この伸張現象に着目すること
で生体高分子に関する情報を抽出できると
考えられる． 
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