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研究成果の概要（和文）：マイクロ流体工学は化学、バイオ、医療など広く使われており、ナノスケールの極限
サイズへと向かっているが、極限サイズになると検出が極めて困難になる。そこで、本研究では最もよく利用さ
れる吸光をベースに標識せずにナノ空間で超高感度な分析を可能にする新しい原理の検出方法、すなわち光熱変
換光回折（POD)法を創成した。提案した原理を確認最適化し、70nm空間で10分子という極限レベルの検出を達成
した。そして、fLレベルの分離分析（クロマトグラフィ）を実現した。これはピコリットルである単一細胞より
桁違いに小さく、単一細胞レベルの分離分析の基盤技術である。以上、液相極限空間の検出法と分離分析法を創
成した。

研究成果の概要（英文）：Microfluidic engineering is widely used in chemistry, biology, and medicine 
and is now moving to an extreme size space, nanoscale. However, the detection is extremely difficult
 due to the small size. In this study, new detection method, photothermal optical diffraction (POD) 
was created for the space, which is based on the popular detection principle of light absorption. 
The proposed principles were confirmed, and the detection system was optimized. As a result, 
ultrasensitive detection (10 molecules) was realized in a 70 nm nanochannel. Then, separation 
analysis was integrated into the 70 nm nanochannels. The sampling size is fL scale which is much 
smaller than single cell volume, and the established technology will be a platform for single cell 
analysis. Overall, ultrasensitive detection and separation method in extreme size region below 100 
nm were realized for the first time.

研究分野： 分析化学、マイクロナノ流体工学

キーワード： ナノ流路　光回折　分析化学　単一細胞　クロマトグラフィ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
コロナウィルスなどナノレベルの物質を１個で分析するための極限分析手法が求められている。しかし、フラス
コやビーカーなど従来のツールでは大きすぎて高感度分析は困難である。そこで、本研究では液体を扱う容器と
しては極限的に小さい10-100nm空間（ナノチャネル）で分析するプラットフォームを構築した。光吸収・発熱を
利用して分子を10分子レベルで検出するPOD法を実現し、最小70nm空間での極限分析が可能となり、新しい学術
ツールを創成できた。今後、本成果を用いて、ウィルス一個の検出やがんの原因であるエキソソーム（ナノ物
質）１個を分析するツールになると期待され、医学や生物学に大きな貢献が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 数 cm角の基板上に作製した 10-100 mスケールの空間
に化学を集積化するマイクロ流体工学が発展して世界的な
研究開発競争が繰り広げられている。最近では、図１に示
すように、10-100 nmスケールのナノ空間（ナノ流体工学）
へと展開されている。ナノ空間は分子とバルク液相をつな
ぐ空間として液体の本質や細胞内外の反応を調べる基礎学
術ツールとして期待されている。また、デバイス応用の観
点からは体積は aL-fL であり、単一細胞体積 pL よりも桁違
いに小さく、単一細胞や単一分子スケールの極限分析が実
現できると期待される。しかし、ナノ空間の化学には、加
工・流体制御・検出法などの高度な技術と方法論が不可欠
である。特に検出法は挑戦的であり、微量で標識も困難な
10-100nmの超微小空間での汎用的な方法論が必要である。 
これまで我々は、図２に示すように、標識を必要とせず、

光吸収後に発生するナノスケールの発熱と屈折率変化を光
干渉により超高感度に検出する微分干渉熱レンズ顕微鏡
（DIC-TLM）を提案・実証して、800nm空間で 102分子レベ
ルの検出限界を実現した。そして，aL-fLスケールでの超高感
度免疫分析デバイスや分離分析デバイスなどナノ空間では
じめて分析デバイスを実現した。 

しかし、図３に示すように 800nm 以下になると壁への熱
拡散の影響が顕著になり適用できない。すなわち、分子によ
り吸収された熱がガラスに拡散してガラスで屈折率変化Δn
が起こる。屈折率の温度変化（dn/dT）は、液体で負、壁を構
成する固体（ガラスなど）で正となる。つまり、液体と固体
で一般的に屈折率変化は逆であるので、壁だらけの空間とな
る 10-100nm のナノ空間ではΔn が相殺され、検出感度が大
きく低下する。 

すなわち、液相極限空間であるナノスケールに展開するため
には、壁面への熱拡散に影響されない新しい分析法が必要であ
る。 

 

 

 

２．研究の目的 

そこで、壁面の影響が大きくなる 10-100nm 空間でも影響を受けない新しい原理を考案する
ことで、10-100nm空間の検出法を実現して、分子からバルク液相に至る化学や流体の基礎学術
や極限分析などのデバイス技術に貢献すること着想した。すなわち、光吸収後の発熱・熱拡散・
液体と固体での屈折率変化を光回折として検出する方法を考案した（光熱変換光回折検出法，
photothermal optical diffraction (POD)）。光回折は対象が波長スケールになると顕著になるので
ナノ流路は最適である。また、発熱・熱拡散により液体と固体（ガラス）の屈折率差Δnは拡大
するが、液体/固体界面で発生する光回折強度はΔn に比例するので、ガラスに拡散した熱によ
る屈折率変化は、DIC-TLM と異なり、逆に感度上昇へ大きく寄与する。また、サイズが小さくな
るほどこの効果は大きくなるので、液体としての極限である 101nm スケールまで展開すること
ができると期待される。研究目的は以下の通りである。 

 (1) 光回折を利用した 10-100nm空間の非蛍光性の単一分子検出法の実現 

 (2) 単一細胞プロテオミクスに向けた 10-100nm空間での超高分離と超高感度検出の実証 

 

３．研究の方法 

今回提案する POD 法の原理を試料が水溶液の場合を想定して図４を用いて説明する。検出の
ためのレーザー（プローブ光）を同軸にして対物レンズに導入して、ナノ流路に照射する。ナノ
流路には屈折率 1.33 の水が、壁面には屈折率 1.46のガラスが存在する。従って水中の光の速度
はガラス中の速度よりも速く、従ってホイヘンスの２次波が大きくなる。この差により波面の歪
みが生じて回折光が生じる。そして、光吸収のためのレーザー（励起光）を入れると、溶液の光
吸収／発熱／熱拡散による温度（T）が上昇する。水の dn/dT<0, ガラスの dn/dT>0であるので、
屈折率差Δnが増大する。その結果波面の歪みが大きくなり、回折角が大きくなって（光回折が
強くなる）、スリットを通過する光強度 PDが増加（ΔPD）する。ΔPDは発熱量、すなわち試料の
光吸収に比例するので、この強度変化からナノ空間の分子の吸収を測定でき、非蛍光性分子を標
識せずに超高感度に検出可能である。この方法はナノ流路の光回折を利用するので流路幅が小

 

図１．マイクロ流路とナノ流路 
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図 2  DIC-TLMによる定量の原理 
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図３ 壁への熱拡散の影響 
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さくなるほど回折角が大きくなり、ナノになるほど測定が有利になる、すなわち壁面への熱拡散
が感度上昇に寄与するこれまでの方法とは全く異なる原理と考えられる。 

 

 
 
４．研究成果 
（１）POD原理の検証 

最初に提案した POD の原理を検証するために、装置を設計・製作した（図５）。励起光とプロ
ーブを同軸にして、対物レンズによりナノ流路へ集光する。ナノ流路からの光回折光のうち、プ
ローブ光のみを励起光カットフィルタを利用して透過させ、スリットとフォトダイオードで検
出する。温度変化は mK 以下の非常に微弱な変化であるので、励起光をチョッパにより変調し
て、フォトダイオードの出力から同期成分（振幅）のみを抽出して POD信号とした。 

次に重要なコンセプトであるナノ流路からの光回折の発生および透過光との分離を確認した。

 

図５ POD測定システム 
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図４ ナノ流路の非標識分子検出法の原理：光熱変換回折法（POD） 
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回折光は透過光の下面より CCD カメラを用いて
撮影した。測定結果を図６に示す。図６右上から、
流路なしやマイクロ流路の場合では、透過光と分
離した回折光は観測されなかったが、400nm の
ナノ流路になると明瞭でかつ透過光と分離され
た回折光が観測された。また、回折理論からは流
路が小さくなるほど回折角は大きくなるが、図６
右下から同様の傾向が観察された。以上から、ナ
ノ流路光回折のコンセプトが有効であることが
確認された。 

そこで、回折光をスリットにより分離し、励起
光を吸収する標準色素溶液を用いて、POD 信号
の検量線を取得した。測定結果を図７に示す。信
号値は目的分子の濃度と良好な直線関係を示し、
POD が濃度定量に有効であることが実証され
た。検出限界を求めたところ 10 分子であり非標
識でありながら可算個レベルの超高感度検出性
能を有していることもわかった（以下、最適化の
プロセスがあるが紙面の都合上省略する）。 

次に液相として極限領域であるサブ 100nm 領
域で検証した。測定結果を図８に示す。70nm 領
域においても測定できることが実証された。検量
線の傾き（＝測定感度）と流路サイズの関係を調
べたところ、流路幅に対しては 1.3 乗、流路深
さに対しては 1.5乗に依存することがわかった。
検出感度は検出体積の影響のみであればそれぞ
れ 1 乗依存であるが、測定アライメントや測定
領域外への熱拡散の影響があると考えられる。
この点については今後の課題である。一方、これ
まで壁面への熱の影響が大きい DIC-TLM の方
法では３乗に依存しており、ナノスケールでは
急激に感度が低下して測定できなかった。この
比較から本 POD 法が極限液相領域の測定法と
して非常に優れていることを示している。 

 

（２）極限液相空間での分離分析（クロマトグラ
フィ）の実現 

上記により POD法が実現したので、分離分析
の代表であるクロマトグラフィの集積化に挑戦

 

図６ ナノ流路光回折の確認 
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図７ SudanIVヘキサン溶液の検量線 
（幅・深さ：400nm） 
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図８ サンセットイエロー水溶液の検量線 
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した。集積化手順と実験系を図９に示す。図９左のように、クロマトグラフィで必要となる試料
定体積導入（インジェクション）、分離、無標識検出を１枚のナノ流体デバイスに集積化した。
そして、図９右のように、圧力コントローラを用いてインジェクション量を fLレベルで制御し、
粒子を導入できないほど小さいナノ流路の壁面を固定相として用い、本研究で開発した POD法
を用いることで分離検出を試みた。図１０に測定結果を示す。極限空間での分離分分析にはじめ
て成功した。インジェクション量は 25fL であり単一細胞体積 pL よりも桁違いの少ない量でで
きており、単一細胞プロテオミクスのプラットフォームとして非常に有効である。 

以上、本研究の目的と概ね達成した。また、紙面の都合上省略するが以下の付加的な成果が得
られていることも報告する。 

１．ナノ粒子をナノ流路で１個１個カウンティングできること 

  （エキソソームなどナノ粒子の個別検出法のプラットフォームとして有効） 

２．ナノ粒子の光散乱とナノ流路光回折の干渉による高感度ナノ粒子光散乱信号の発見 

 

 

 

図９ ナノ流路光回折の確認 
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図１０ 分離分析の結果（幅 820 nm, 深さ 90 nm） 
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