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研究成果の概要（和文）：インクジェットを用いて微少液滴反応場を作製した。まずインクジェットによる

微小液滴の再現性良い生成・送達方法を確立した。微少液滴南欧場を用いることでマイクロ化学分析

のサイズ効果を実現し，迅速で多項目名生化学分析システムを構築した。システムには落射蛍光法お

よび化学発光法を用いたバラックモデルを作製した。次にマイクロ・ナノビーズ構造体を用いた新規分

析法を開発した。マイクロビーズ構造体を用いた酵素免疫測定においては従来法の 1/1000 の試薬で，

10 倍の高感度化を達成した。ナノビーズ構造体によるフォトニック結晶の作製に成功し，物質センシン

グに応用可能であることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Micro-droplet reaction place was successfully developed by using ink-jet. Generation method of 
droplet from ink-jet was extensively analyzed and finally we have found the optimal conditions.  By 
using droplet reaction system, size effect, which is the most important characteristics of micro-total 
analysis system, was realized.  Using this droplet reaction system, measuring system for bio-samples 
using enzyme linked immune solvent assay was realized.  The system for sample dispensing and 
measuring system for incident light fluorescent and chemiluminescence was developed.  Then, three 
dimensional ordered structure with micro and nano beads was successfully developed and those 
structure were used for the novel analytical tool. ELISA using three dimensional ordered micro beads 
structure showed drastic increase in the detection sensitivity with 1/1000 reagent consumption when it 
was used as a reaction place. Finally, we have successfully fabricated photonic crystals with nano-bead 
and showed the possibility of material sensing by eyes. 
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１．研究開始当初の背景 

幅数μｍ～数百μm の流路を用いて，抽
出，分離，混合，検出などの一連の分析化学

操作を行うマイクロ化学分析システム(μTAS)
が活発に研究されている。これは微小空間の
サイズ効果に基づく高い反応効率を利用した
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もので，要素技術開発からその応用にいたる
まで広範に研究されている。我々も，高分子
を用いた電気クロマトグラフィー，多点酵素免
疫測定法の研究を行ってきた。微小流路を用
いて一連の分析を高い効率で行うには，試料
導入から検出にいたるまで高精度な流路を必
要とする。これは流路途中のデッドボリューム
が，試料の希釈・拡散を引き起こすためであ
る。従って，μTAS をシステム化には，送液，
試料導入，コネクタ，検出器など周辺部分の
高精細化が必須である。 
我々はμTAS のサイズ効果は微小液滴を

反応容器として用いても実現できると考えた。
まず 384 孔マイクロプレートを更に微少化した
微少ディンプル型反応容器を用いてこの効果
を確認したところ，液滴のサイズに応じて反応
時間が短縮され，μTAS と同等のサイズ効果
が得られることを確認した。更に液滴を微少
化し，精密にサイズ制御するため，インクジェ
ットを用いて液滴形成を行った。この際，液滴
の直径を一定に保つため，予め BSA 溶液を
吐出して，基板を親水パターニング後，インク
ジェットにより微小体積の試料を基板上に送
達することで，nL～サブμL の再現性の高い
微小反応場を形成することに成功した。微小
液滴の蒸発を，湿度と溶液へのグリセリン添
加により制御し，微小反応場を用いて酵素免
疫測定法を行うと，従来法である 96 孔マイク
ロプレートと比べ，1/1000 の試薬消費量，
1/10 の測定時間を実現した。しかし，固相表
面の抗体や酵素との反応では，抗体及び酵
素の絶対量が小さいため，測定のダイナミック
レンジが小さく，バックグラウンドの影響を受け
やすいという問題点も同時に明らかになった。
そこで，微少液滴を用いる際の固相表面反応
場面積を飛躍的に増大させる方法を考案した。
単一分散ナノビーズ懸濁液をインクジェットで
PDMS 基板上に吐出し，規則配列構造体ドッ
トを作製し，この表面に抗体を固定化すると，
測定感度が表面積に応じて大きくなることが
わかった。 
本研究では規則配列構造体を微少液滴反

応における固相反応場として用い，インクジェ
ットにより送達した微少試料の迅速反応・分析
を更に発展させ実用的な生化学分析の実現
をめざす。単一分散ナノビーズを用いた規則
配列構造体ドットの安定な形成方法の確立と
これを用いたセンシング技術の確立は分析化
学的にも大変意義深い。 

 
２．研究の目的 
 期間内に以下の（１）～（５）の項目について検
討し，これらを統合したナノビーズ構造体アレイ
を反応場とする微少液滴を用いた迅速・多項目
な生化学分析法を確立する。 
（１）インクジェットによる微小試料の吐出：抗体，
酵素，ブロッキング試薬溶液，有機溶媒含有溶

液，ナノビーズ懸濁溶液をインクジェットにより安
定に吐出・任意の位置に送達する方法を確立。 
（２）ナノビーズ規則配列構造体ドットの作製：単
一分散ナノビーズのサイズ，懸濁液濃度，溶液
の組成，自己組織化し規則配列させる際の湿度，
温度などの条件を詳細に検討し，高規則性を持
った構造体の作成方法を確立する。 
（３）単分散ナノビーズの合成：表面修飾の容易
なシリカ系ナノビーズを合成。可視域のフォトニ
ックバンドをもつ単一分散ナノ粒子を作製し，表
面修飾，規則配列構造体の調製方法を確立。 
（４）ナノビーズ構造体ドットアレイを用いた酵素
免疫測定法：作製したナノビーズ構造体ドットア
レイ表面に抗体を結合し，インクジェットにより試
料，試薬を送達し，多点・迅速・高感度な酵素免
疫測定法を確立し，実用性を検証する。 
（５）フォトニックバンドの観測と計測：上記（２），
（３）により作製した規則配列構造体の可視域ス
トップバンドを計測する。規則配列構造体表面
に結合したタンパク質量をストップバンド波長シ
フトから求めるためのマルチチャンネルスペクト
ル測定法を確立する。更に構造体表面で抗原
抗体反応により固定された試料をストップバンド
の波長シフトから簡易定量する。 
 
３．研究の方法 

インクジェットを用いて微少液滴反応場を形
成し，迅速・高精度な生化学分析を行うために
次の検討を行う。 
（１）インクジェットの吐出特性の検討 
（２）インクジェットによるナノビーズの吐出と規則
配列構造体の作製 
（３）単一分散シリカナノビーズの調製 
（４）規則配列ナノビーズ構造体表面への抗体の
固定化方法の確立 
（５）微少液滴を用いた酵素免疫測定システムの
作製 
（６）三次元規則配列ナノビーズ構造体のフォト
ニック特性を利用したタンパク質計測 
平成２２年度 
（１)インクジェットの吐出特性の検討：これまでの
知見を元に，インクジェットにより種々の液体試
料，及び規則配列構造体作製のためのナノビー
ズ懸濁液を，定量的に，目的位置に正確に吐出
するための基礎的検討を行う。試料として種々
の濃度の緩衝液，抗体・酵素などのタンパク質
含有溶液，発色試薬などの水溶液，ナノビーズ
を懸濁した有機溶媒含有水溶液を用いる。 
（２）インクジェットによるナノビーズの吐出と規則
配列構造体の作製：単分散ポリスチレンナノビ
ーズ，シリカナノビーズ懸濁液をインクジェットに
より PDMS 基板表面に吐出し，規則配列構造体
ドットを作製する。ナノビーズの分散性について
検討し，インクジェットでの安定な吐出を実現。
規則配列構造体を調製する際，溶媒の蒸発に
伴う毛管力を制御するため，飽和塩溶液を用い
た湿度制御と添加し，ナノビーズの粒径，ビーズ



 

 

懸濁液の濃度，溶媒，温度などの自己組織化・
規則配列特性に影響を及ぼす種々の因子につ
いて検討する。イムノアッセイに応用するために
必要な強度を確保するため，ビーズ相互を連結
した構造体を作製する。ビーズ相互の結合には
加熱融着（右図１）又は化学架橋を行い，再現
性の高い固定化方法を確立する。 
（３）単分散ナ
ノ粒子の合成 
フォトニック

結晶のストップ
バンドを制御
し，配列性や
表面修飾を容
易にするため，
単一分散シリ
カナノビーズ
を合成する。ストップバンドの観測を可視域で行
うための単分散粒子の調製条件を検討とともに，
（2)の研究で用いる分散性を検討する。 
（４）規則配列構造体を用いたイムノアッセイシス
テム：作製した規則配列構造体をアレイ状に配
置した基板（図 2）を作製し，微小液滴を用いた
イムノアッセイを行う。第 1 抗体は構造体表面に
予め固定して
おき，試薬の
添加はインクジ
ェットによりに
送達する。三
次元構造体表
面への抗体の
結合方法，ブ
ロッキング，洗
浄方法，インク
ジェットによる試薬の送達方法を確立する。 
（５）三次元規則配列構造体のフォトニック結晶
の評価： 単分散ポリスチレンナノ粒子及びシリ
カナノ微粒子を用いてフォトニック性を持つ三次
元規則配列構体を作製し，マルチチャンネルス
ペクトル分析装置を用いて反射スペクトル測定
を行う。ナノ粒子の空隙に抗体や抗原のようなタ
ンパク質が存在すると，有効屈折率が変化し，ス
トップバンドがシフトする。まず通常法である濾
過法によりナノビーズが規則配列した三次元構
造体を作製し，そのフォトニック特性を確認し，タ
ンパク質をこの構造体に吸着し，フォトニックバ
ンドのシフト量を測定する。次に，ドット状のフォ
トニック結晶のシフト量を精密に計測する方法を
確立する。ドット状フォトニック結晶のシフト量測
定の実施が困難な場合はドットの直径を大きく
することで実現する。 
（６）微小液滴を用いた酵素免疫測定システムの
改良：現有の液滴送達システムによる酵素免疫
測定法を更に精密化する。4 チャンネルのインク
ジェットマイクロチップの各ノズルから，別々の試
薬を同一地点に吐出したときの，再現性，混合
特性，位置精度を詳細に検討する。更に，抗体

を吸着後，複数の試料，試薬を同一ウェル内に
吐出・混合し，B/F 分離，発色試薬の添加など
の一連の試薬供給を，行い，インクジェットの各
ノズルから，吐出したときの，再現性，混合特性，
位置選択性について検討。 
平成 23 年度～ 
（１ )微小液滴生成：  ナノビーズ懸濁液及び
種々の表面張力，粘度，基板に対する濡れ性を
もつ溶媒の吐出特性を検討する。ナノビーズに
流動性確保のため保護コロイド試薬の添加やイ
ンクジェットの駆動条件について詳細に検討す
る。最終年度までに，溶媒の表面張力，粘度，
濡れ性，溶質の種類とインクジェットの吐出特性
及び，微小液滴反応場へ液滴を適用する際の
液滴数，液滴間の距離の最適化，及び種々の
粒径のナノビーズ懸濁液の吐出特性を明らかに
する。 
（２）インクジェットによるナノビーズの吐出と規則
配列構造体の作製 ：得られたナノビーズ懸濁
液のインクジェットによる吐出条件をもとに，規則
配列構造体の作成条件を確立する。機械的安
定性の向上のため，ポリスチレン微粒子では加
熱・部分融合または化学固定化を行うとともに，
PSMS 基板とも結合させることにより更に高い安
定性を得る。シリカナノ粒子は軟質ガラス基板上
に作製し，高温で加熱することで微粒子相互及
びガラス基板を溶着・連結し安定な構造体とす
る。また，構造体表面に抗体を化学的固定又は
物理吸着により固定化し，非特異的吸着防止の
ためブロッキング処理後，大面積の表面抗体反
応場を実現する。 
（３）単分散ナノ粒子の合成： ナノ粒子の安定
で比較的大量の合成方法を確立し，規則配列
構造体の作製に供する。更に可視域に鋭いスト
ップバンドをもつフォトニック結晶とするため，粒
径の精密な制御，自己組織化による配列性の
向上のための分散試薬についても検討する。 
（４）規則配列構造体を用いたイムノアッセイシス
テム： （２）で作製した規則配列構造体ドットアレ
イ表面での抗原抗体反応に基づく微小液滴を
用いた酵素免疫測定法を行う。規則配列構造
体を用いたことによる感度向上とダイナミックレン
ジの拡大を検証する。また，構造体毎に複数の
抗体を固定化することで，多項目酵素免疫測定
法を実現する。 
（５）三次元規則配列構造体のノンラベル計測： 
規則配列構造体のフォトニックバンド波長のシフ
ト量と構造体表面のタンパク質吸着量の関係を
明らかにする。規則配列構造体表面に固定化し
た抗体に対して，抗原抗体反応を行った場合の
ストップバンド波長のシフト量を測定することで
色素標識抗体や発色試薬が不要なノンラベル
計測を実現する。 
 
 
 
 

図２ 規則配列構造体ドットをア

レイ状に配置した PDMS 基板の

外観 

図 1 熱融着後の PS 



 

 

４．研究成果 
研究成果は学会誌および学会発表で公表し

た。 
インクジェットの吐出特性の検討においては，

種々の水溶性溶液について圧電素子に印加す
る電圧，波形を変化させて検討し，再現性よく
（RSD1%以下）吐出する条件を確立した。 
また，インクジェットによりマイクロビーズ・ナノ

ビーズを吐出し，3 次元規則配列構造体を作製
した。ナノビーズについては再現性のよい構造
体作製の再現性が悪かった。これを用い，酵素
免疫測定法に応用した。 

Stober 法により単分散シリカナノ-ビーズの調
製に成功した。アンモニア濃度を変化させること
で自由に粒径をコントロールすることができた。 

規則配列ビーズ構造体表面に物理吸着によ
り抗体を固定化ができた。化学固定化について
検討したところ，カルボキシル基導入ポリスチレ
ンマイクロビーズではうまく導入できた。しかし規
則配列構造体を作製するには至らなかった。 
微少液滴をインクジェットにより形成し，落射

蛍光測定および化学発光測定が可能なバラック
モデルを作製した。規則配列構造体の研究で
は，従来の方の1/1000の試薬消費量で10倍の
高感度化を達成した。 
作製したナノビーズを 3 次元規則配列構造体

とすることに成功した。これは優れたフォトニック
特性を示し，周囲の屈折率の変化にともない，
フォトニックストップバンドがシフトしセンサー素
子として使用できることがわかった。また粒径を
制御することによりフォトニックストップバンドの波
長を制御でき，目視センサーの可能性が見いだ
した。 
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