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研究成果の概要（和文）：本研究では，レーザートラッピングを利用した単一細胞分析のための新しい方法の開発を目
指した。レーザートラッピング技術は分散媒体よりも高い屈折率をもつ物体の操作に有効である。しかしながら、水滴
の屈折率は有機溶媒の屈折率よりも低いため、有機溶媒中で水滴を操作することは困難である。この問題を解決するた
めに、ドーナツ型のビーム形状をもつ光渦を利用した。この光渦を利用した有機溶媒中での水滴の捕捉、操作、融合の
ための方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to develop a novel technique for the analysis of a single 
cell using laser trapping. A laser trapping technique is useful for manipulating a small object dispersed 
in a medium with refractive index higher than that of the object. However, it is difficult to manipulate 
a water droplet in an organic solvent since water has the refractive index lower than that of the organic 
solvent. To solve this problem, we utilized a vortex beam which has a doughnut-shaped profile. Using the 
vortex beam, the method for trapping, manipulation, and fusion of water droplets in the organic solvent, 
manipulation was developed.

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
近年，単一細胞内の化学成分を計測する技
術が，細胞内現象解明のためのツールとして
要求されている．通常，細胞の化学成分は，
多数の細胞を溶解して行われるが，すべての
化学種の濃度は平均値としてしか得られな
いため，個々の細胞における化学種の相対量
を正しく評価できない．このような問題の解
決には，単一細胞での計測が必要不可欠であ
る． 
もっとも広く用いられている単一細胞の
計測法に顕微イメージングがある．この方法
は顕微鏡を用いて単一細胞内の現象を計測
するものであり，細胞内の局所的な情報が獲
得できる．しかしながら，遺伝子工学のよう
な特別な技術が必要かつ法令による制約が
あるため簡便性に乏しく，また定量分析が困
難である．すなわち，局所的な情報は得られ
るが，細胞全体での物質量を測定することは
できない． 
一方，マイクロチップやキャピラリーのよ
うな微小空間を利用する単一細胞の化学計
測法も報告されているが，単一細胞をキャピ
ラリー内に導入するのは容易ではない．キャ
ピラリー電気泳動による単一細胞計測は有
効な手法のひとつであるが，特殊な注入装置
を必要とするため，一般的には用いられてい
ない．マイクロチップを利用する方法もまた，
研究レベルの段階であり，より容易に単一細
胞計測を実現できる技術が望まれている． 
 
２．研究の目的 
本研究では，光の放射圧を利用する光トラ
ッピング技術を利用し，有機溶媒中で細胞を
捕捉し，細胞自身を反応容器として利用する
化学計測法を開発することを目的とした．光
トラッピング技術を利用することで，単一の
細胞を操作することが容易となり，従来には
ない簡便な単一細胞計測を実現できるもの
と期待できる． 
しかしながら，光トラッピングでは，その
基本原理から，媒体よりも高い屈折率をもつ
物体を捕捉することはできるが，媒体よりも
低い屈折率をもつ物体は光から逃れようと
する．したがって，通常の条件では，高い屈
折率をもつ有機溶媒中で水媒体である細胞
を光トラップするのは困難である．そこで本
研究では，光渦のレーザー光を利用して細胞
を捕捉する．光渦を利用することで，単一細
胞を有機溶媒中で単離させて捕捉し，その細
胞を反応容器として利用できるものと考え
られる．そこで，この原理に基づき単一細胞
を操作するためのシステムを構築し，新しい
単一化学計測法の開発を目指した． 

 
３．研究の方法 
本研究では細胞自身を反応容器とする単
一細胞化学計測を実現するために以下の実
験を行った． 
 

（１）レーザー光を二つに分割し，二つの液
滴を独立して操作するためのシステムの構
築と，これを用いた水相に分散した油滴の捕
捉，操作，並びに融合 
（２）軸対称偏光変換素子を用いたレーザー
光の光渦への変換と光渦ビームによる有機
溶媒中での単一水滴の捕捉と融合 
 
４．研究成果 
（１）水溶液中に分散させた油滴をレーザー
により捕捉し融合させるために，レーザー光
を二つに分割して顕微鏡に導入し，それぞれ
を独立に操作できるシステムを構築した．レ
ーザー光をビームスプリッターにより二つ
に分割し，その後，再びビームスプリッター
を介して二つのビームを重ならないように
わずかに離して配置させ，これを倒立顕微鏡
内に導入した．油滴の操作はキャピラリーを
用いたデバイス内で行った．532 nm のレーザ
ー光をキャピラリーの観測部に集光し，油滴
を捕捉した．キャピラリー壁面でのレーザー
光のエネルギー損失や屈折による影響を最
小限にするために，観測部には内径が 77.6 
μm×73.8 μm の角形溶融シリカキャピラリ
ーを用い，キャピラリー周囲をキャピラリー
壁と屈折率がほぼ同じミネラルオイル
（n=1.467）で満たした．実験に用いる油滴
は，マイクロシリンジにエマルションを満た
し，シリンジポンプを用いて注入することで
導入した．このシステムを用いて水溶液中に
分散させた油滴を捕捉し，それらを融合させ
る方法について検討した． 
 水溶液中で，油滴を安定に存在させるため
に，有機相として 1-ブタノールとデカンの
１：１混合溶媒を用い，これに種々の界面活
性剤を添加して，エマルジョンを作製した．
界面活性剤には陽イオン性の臭化セチルト
リメチルアンモニウム(CTAB)，陰イオン性の
ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)，及び中性の
ポリエチレングリコール(PEG)を用いた．こ
れらの界面活性剤を用いて作製したエマル
ジョンをガラスの角型キャピラリーに流し，
レーザーで捕捉して接触させたところ，いず
れの油滴に対しても融合させることはでき
なかった． 
 界面活性剤は油滴を安定化させる効果が
あるため，単に捕捉，接触させるだけでは融
合させることは困難であると予想された．そ
こで，界面活性剤の濃度をできるだけ低下さ
せ，融合を試みた．1 日以上，油滴が分散し
ているエマルションの状態を保つことので
きる最低濃度について検討し， CTAB， SDS
は 0.005 mM，PEG は 1%(w/v)を最適濃度とし
て，実験を行った．しかしながら，界面活性
剤濃度を低下させた場合にも，油滴の融合は
困難であった．この原因は，油滴表面の界面
活性剤が親水基を表面に向けて配向してい
ることによるものと推察された．すなわち，
SDSやCTABのようなイオン性の界面活性剤で
は，界面活性剤分子は油滴表面の水相に向け



て親水基が配向しているため，界面活性剤の
静電反発により，融合が阻害されているもの
と考えられる．一方，PEG は電荷をもたない
が，親水部分には水分子が水和しているため，
この水分子が油滴の融合を阻害しているも
のと推測された． 
そこで，油滴の安定性を低下させるために，
油滴を捕捉した後に，界面活性剤を含まない
水で周囲の媒体を置換するとともに，温度を
上昇させることで融合を試みたところ，PEG
を用いて作製した油滴の融合に成功した．こ
れは，周囲の媒体を水に置換することで油滴
表面の界面活性剤分子が水の中に拡散し，油
滴表面の不安定化を引き起こしたものと考
えられる．さらに，このとき，温度を上昇さ
せることで，融合に要する時間が短くなるこ
とを見出した．すなわち，油滴を融合させる
ためには，水-油滴界面の界面活性剤を除去
することで油滴の融合が促進できることを
明らかにした．温度上昇に伴う融合時間の短
縮は，温度上昇により分子運動が活発になり，
界面活性剤分子が油滴表面からバルクの水
に拡散しやすくなったためであると予想さ
れた． 
 
（２）油相に分散させた水滴を捕捉するため
に，Z 偏光素子を用いて光渦を発生させ，水
滴の捕捉を行った．まず，レーザー光を Z偏
光素子に導入し，その透過光をビームスプリ
ッターで分割させ，ふたつのドーナツ型のビ
ームを発生させた． 
有機溶媒にアセトフェノン，界面活性剤に
SPAN80を用い，W/Oエマルションを作製した。
作製した W/O エマルションを流路に流し，ド
ーナツ型の光渦ビームを用いて，水滴の捕捉
を試みたが，ビームの外周部分で反発が起こ
るため，水滴をビームの中心に引き込むこと
ができなかった． 
そこで，Z 偏光素子を操作して，ドーナツ
型ビームを一旦，U 字型に変換し，水滴が U
字のくぼみに入ったところで，再度 Z偏光素
子を操作してドーナツ型に変換したところ，
水滴をドーナツ型ビームの中心に捕捉する
ことに成功した．しかし，このとき，ドーナ
ツ型ビームの中心部の径が小さすぎるため，
安定した捕捉が困難であった．具体的には，
光強度の小さな中心部の径が捕捉する水滴
よりも小さいため，外周部分の光と水滴に重
なりが生じ，水滴をビームの進行方向に押す
力が発生してしまうことがわかった．また，
ビームの進行方向に加速された水滴は，流路
壁に押しつけられ，流路壁に付着し，移動で
きない状態となった． 
水滴が流路壁に付着する原因は，流路表面
と水滴との相互作用によるものであるため，
流路表面を疎水化することで，水滴の付着を
防ぐ方法について検討した．疎水化のために，
物理的なコーティング方法と化学的なコー
ティング方法について検討した結果，化学的
なコーティング法により，水滴に対して大き

な接触角を与える表面処理を実現すること
ができた．この流路内で水滴を光渦内に捕捉
し，操作と融合を試みたが，疎水化すること
では水滴の流路壁への付着を防ぐことはで
きなかった．この原因は水滴表面の界面活性
剤分子が表面に疎水基を向けているため，疎
水的な流路壁に対する吸着を防ぐことがで
きなかった可能性がある．流路壁への付着の
原因が水滴表面にある界面活性剤の疎水基
によるものかどうかについては現段階では
明らかになっていないが，今後は界面活性剤
を用いずに水滴を作製し，これを捕捉，融合
させる必要があると考えられる． 
界面活性剤を使用せずに，有機相内で安定
な水滴を形成させるための有望な方法は，内
径の小さなキャピラリーを大きなキャピラ
リーに挿入するシースフロータイプの流路
を用いるか，あるいは，微小液滴を形成でき
るマイクロ流体デバイスを作製するかのい
ずれかであると考えられる．そこで，さらに
研究を発展させるために．液滴形成が可能な
マイクロ流体デバイスの作成についても検
討した．フォトレジストである SU-8 を用い
て鋳型を作製し，これを用いたポリジメチル
シロキサン(PDMS)によるマイクロ流体デバ
イスの作成について検討した．その結果，シ
リコン基板上に SU-8 をスピンコートし，紫
外光照射することで鋳型の作製に成功し，こ
の鋳型を用いて PDMS によるマイクロ流体デ
バイスを作製することができた．この技術を
利用して，水滴作製用流路と水滴操作用流路
を備えたマイクロ流体デバイスを作製する
ことで，有機相内での水滴の捕捉と融合が実
現できるものと期待している． 
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