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研究成果の概要（和文）：溶液中にある非蛍光性の化学種を無標識のままで超高感度に分離検出する方法の最終形とし
て、“深紫外光励起光熱変換効果のヘテロダイン干渉検出”と“ミクロ液体クロマトグラフィー”との組み合わせで構
成される新規装置開発した。屈折率変化の高精度計測のためヘテロダイン干渉計とミクロ流路系液体セルを結合した計
測システムを構築して、光熱変換信号検出に初めて成功し、微量液体試料中の化学種の無標識・分離・高感度検出を可
能とした。また、生体関連アミノ酸全20種類の無標識・分離条件を確認した。

研究成果の概要（英文）：As an ultimate method for highly sensitive and non-labeling separation-detection o
f non- or less-fluorescent chemical species in liquid solutions, a new equipment is developed in coupling 
micro-liquid chromatographic separation with the heterodyne interferometic detection of ultraviolet-laser 
excited photothermal effects.  Photothermal signal is successfully detected with heterodyne interferometer
 for liquid sample in micro-flow cells.  Separation condition is assigned for non-labeled 20 kinds of biol
ogically important amino acids. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 生体中や環境中の比較的小さな化学種
（分子量：数 10～数 100程度）には、不完全
抗原(ハプテン)、内分泌攪乱物質、発がん性
物質に代表されるように、極微量ながら高い
生理活性を示すものが多く存在している。こ
れらの超高感度検出を実現する汎用的な手
法を確立すれば、生命・環境関連の科学を一
新させる強力な分析手法となる。 
 
(2) 標的となる化学種のほとんどは非蛍光性
(弱蛍光性)であり、単一分子検出が可能なほ
ど高感度な蛍光法を利用できない。蛍光性の
物質で標識することは一般的だが、原理上、
目的物を数え漏らすという問題を常に抱え
ている。一方、深紫外域の光吸収は全ての化
学種が有する特性であり、高速液体クロマト
グラフィー(HPLC)に対し、深紫外域の光を利
用する光熱変換分光法、多光子イオン化分光
法、電気化学検出法、荷電粒子検出法等に基
づく検出器を接続する手法が研究されてき
た。中でも、光熱変換分光法は汎用性に優れ
る点で最も有望である。 
 
(3) 光熱変換分光法を用いる検出器の主な課
題は“適用性拡大”、“高感度化”、“分離分析法
との結合”にある。 
 
(4) 適用性拡大には、励起光源の出力・安定
性が鍵となる。あらゆる生体関連物質が吸収
を示し、かつ、分離分析用の溶媒（リン酸緩
衝液、アセトニトリル等）が吸収を示さない
波長域（深紫外域、212-220 nm）は、液体中
の分子をカウンティングする上で最重要な
唯一の窓である。申請者らは 212-220 nmの波
長域を利用することで生体関連の最も重要
な化合物の一つであるアミノ酸の無標識分
離検出を可能とした。しかし、光源の性能不
足により検出感度が紫外吸光法より若干勝
る程度に留まった。将来的には出力が 10Wを
超える全固体深紫外レーザー光源の開発が
期待され、適用性の更なる拡大が見込まれて
いる。 
 
(5) 高感度化については、2001年に渡慶次、
北森ら東京大学グループにより、時間平均で
0.3 分子の検出下限が報告された。しかし、
標的とする化学種が限定されており、分離条
件も制限されていることに加え、単一分子検
出（分子カウンティング）レベルに到達する
には更に 2 桁程度の感度向上が必要である。
申請者はこれまでに無蛍光性化学種の過渡
吸収を利用した光熱変換多色増幅分光分析
を手掛け、215 nm紫外光励起・532 nm可視
光増幅によって無標識アミノ酸の 13 倍の感
度向上を実証している。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、“深紫外励起光熱変換効果の
顕微(ヘテロダイン干渉計)検出”と“ミクロ液

体クロマトグラフィー”との組み合わせから
構成される新規装置を開発することで、蛍光
法に匹敵する検出感度を無標識の化学種に
対しても実現すべく研究に取り組んだ。 
 
(2) 具体的には、次の目標を掲げて検討した。 

1)ミクロ液体クロマトグラフィー／深紫外
励起・多色増幅型光熱変換計測系の改良 
2) 分子計数条件の理論的検討と最適装置の
設計指針の提示 
3) 溶液中アミノ酸等の無標識単一分子カウ
ンティングの実証 
4) 溶液中アミノ酸・核酸塩基等の無標識・
超高感度分離分析の実現 

 
３．研究の方法 
(1) 本課題で提示した溶液中非蛍光性化学種
の無標識超高感度分離検出装置では、分離と
検出を共に最適な条件とする装置系の構築
に主眼点を置いた。申請者らは研究課題に着
手した平成 21 年 10 月時点においてミクロ
HPLC/深紫外励起多色増幅型光熱変換検出装
置を試作し、標的としている試料と疎水性の
カラム充填剤との相互作用を利用した逆相
モードによる分離分析を検証していた。しか
し、光熱変換分光法による検出では、分離用
溶媒が水相である逆相モードよりも、有機相
を利用可能な親水性相互作用（HILIC）モー
ドによる分離の方が、熱の局在化が生じやす
い等のため、信号強度が大きく得られる。そ
こで、生体関連化合物について、HILICモー
ドによる分離条件の検討を行うとともに、検
出器部位の最適化に取り組むことで、単一分
子カウンティングの実現に挑戦した。 
 
(2) 検出部位の超高感度検出に必要とされる
具体的な条件は、次の 3つである。(a)光源出
力、(b)検出系の最適化、(c)検出部流路の最適
化。(a)は励起光源の出力に関わる。Tiサファ
イアレーザーの第 4高調波発生に使用する非
線形光学結晶を新装し、標的としている化学
種の基底状態からの励起効率を高めた。(b)
に関しては、従来、レーザー発振の安定性に
欠ける半導体レーザーを検出用の光として
用いていたことが感度低下の要因になって
いた。そこで、これを安定性に優れる He-Ne
レーザーへと置き換えた。更に、検出系を株
式会社神戸製鋼所技術開発本部電子技術研
究所のグループにより開発されたヘテロダ
イン干渉計へと発展させることで、光熱変換
信号検出におけるノイズの大幅低減を試み
た。(c)に関しては、分離した試料がレーザー
光を通過する部位およびその周辺の流路つ
いて、流路の径、流速、ビーム径等の条件最
適化を図った。なお、第一励起状態にある標
的化学種の過渡吸収を利用した多色増幅が
可能であるが、まず、第一励起状態の無輻射
緩和に伴う局所的な屈折率勾配を利用した
検出の最適化を検討している。 
 



４．研究成果 
(1)ミクロ液体クロマトグラフィー／深紫外
励起・多色増幅型光熱変換計測系の改良：ミ
クロ HPLCに HILICカラムを導入し、分離用
溶媒にアセトニトリル-リン酸緩衝液混合系
を利用した系において、光熱変換分光検出器
によるクロマトグラムを測定することに初
めて成功した。新規導入したアコースティッ
クエンクロージェーの性能をフルに活かし
た計測システムを構築し、微量液体中化学種
の高感度光熱変換検出可能とした。特に、屈
折率変化の高精度計測のためヘテロダイン
干渉計とミクロ流路系液体セルを結合して
の光熱変換信号検出に初めて成功している。
一方、高感度化の実現に伴い、分離溶媒であ
るアセトニトリルの 2光子吸収が問題となる
ことが新たに見いだされた。この分離溶媒に
よる 2光子吸収が高感度化を実現する上での
深刻な制約となっており、現有のフェムト秒
パルス紫外レーザー光源を用いる限りでは、
高感度化に限界がある可能性が示唆された。
集光を緩める、パルス幅をのばす工夫などで
どこまで対応可能かが新たな課題である。 
 
(2)分子計数条件の理論的検討と最適装置の
設計指針の提示：単一分子を計数するには、
バックグラウンドノイズを極限まで抑制し
つつ、単一分子の無放射緩和により生じる熱
を増幅する必要がある。(1)で述べたように、
現状、アセトニトリルの 213 nm 紫外光源に
よる 2光子吸収に伴うバックグラウンドが最
も深刻なノイズ源である。このことは、紫外
域の光を発するナノ秒レーザー光源を利用
することで、溶液中非蛍光性分子の単分子カ
ウンティングをめぐる技術が進展すること
を意味している。 
 
(3) 溶液中アミノ酸等の無標識単一分子カウ
ンティングの実証：得られた絶対量検出限界
は、一般的な紫外分光法による検出器よりも
3桁高感度の amol(10-18 mol)に到達していた。 
 
(4) 溶液中アミノ酸・核酸塩基等の無標識・
超高感度分離分析の実現：核酸塩基 5 種 (シ
トシン、ウラシル、グアニン、チミン、アデ
ニン)について、リン酸緩衝液を分離溶媒とし
た逆相モード（疎水性相互作用を利用）によ
り分離を試みた。分離した試料は紫外吸光法
と光熱変換分光法に基づく 2つの検出器を順
に通過するように装置を用意した。分離の成
功を紫外分光法にて確認したものの、熱レン
ズ効果をピンホールを用いて検知する従来
型の検出器では、ピーク形状の鋭いピリミジ
ン塩基 3 種(シトシン、ウラシル、チミン)の
検出に留まり、バックグラウンドノイズに対
する試料の信号の比率も小さくなった。残り
2 種のプリン塩基は、解離平衡により複数の
構造異性体が生じることに起因してクロマ
トグラムのピークが広がる傾向があると考
えられ、紫外分光検出器より下流に設置され

た光熱変換法検出器に到達した時点で試料
のフラクションがバックグラウンドレベル
まで広がったと考えられる。以上、分離カラ
ム後の流路の最適化が必要なこと、熱レンズ
信号の検出手段に改善の余地があることの 2
点を明らかにした。 
 
(5)生体関連アミノ酸の無標識検出では、ミク
ロ HPLC/HILICモードを用い、中性アミノ酸
15種、酸性アミノ酸 2種、塩基性アミノ酸 3
種について、それぞれの同時分離に成功した。
また、一部のアミノ酸について光熱変換分光
法（顕微熱レンズ法）による検出に成功した。 
 
(6)ニトロ化多環芳香族の分離検出を試みた。
ニトロ化された多環芳香族は、他の多環芳香
族と同様、微少量でも発がん性を示すことが
知られているが、ニトロ化に伴って弱蛍光性
となるため蛍光検出器では検知できないこ
とが問題となっている。逆相モードのミクロ
HPLC に熱レンズ顕微法に基づく検出器を接
続し、分離溶媒として水-アセトニトリル混合
系を利用することで、他の多環芳香族とニト
ロ化されたものを同時検出可能な系を構築
した。結果、熱レンズ顕微法に適する条件に
おいて、6 種類の多環芳香族の混合試料の分
離およびクロマトグラム測定に成功した。 
 
(7)ビタミン類について、HILICモードのミク
ロHPLCにヘテロダイン干渉計を接続した装
置を用いて、分離条件の検討と光熱変換信号
の取得を試みた。分離に成功したビタミン数
種類について、ヘテロダイン干渉計によるフ
ラクションの光熱変換信号を測定したが、励
起光に用いた波長 375 nm の半導体レーザー
では熱レンズ信号を取得することは出来な
かった。一方、ニトロ化した多環芳香族では
光熱変換信号が得られ、検出限界 (3σ)が
3.4×10-7 Mと求められた。この違いは化学種
ごとの無放射緩和速度の違いを反映してい
ると考えられ、励起光源の更なる最適化（発
振波長、パルス幅や繰り返し間隔等）の必要
性が鮮明化した。 
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