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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が提案した１分子制御化学の実現に向けて、超微量液体（流体）操
作に適したナノ流体デバイスを用いて、１分子液滴反応場となるアトリットル（aL）液滴を形成する方法を創成した。
具体的には、研究代表者が開発したNano-in-Nano集積化技術を用いて、ナノ流路内に超高精度の局所親水-疎水ナノパ
ターン表面を構築することに成功した。この超高精度の局所親水-疎水ナノパターン表面を有するナノ流体チップを利
用することで、気-液界面に発生するラプラス圧力差の原理に基づくアトリットル液滴の生成が可能であることを実験
で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, toward the realization of single-molecule regulated chemistry 
which is a new concept proposed by us, a method for the formation of attoliter droplets using a 
nanofluidic device was developed. The high-precision fabrication of local hydrophilic/hydrophobic 
nanopatterns in tiny nanofluidic channels, which are the core structures proposed by us for the formation 
of attoliter droplets, was achieved by using a nano-in-nano integration technology developed by us. The 
liquid-handling experimental results revealed that the fabricated nanofluidic device containing the 
high-precision hydrophilic/hydrophobic nanopatterns possessed the capability to form attoliter droplets 
based on the principle of Laplace pressure difference at the liquid/gas interface in the nanofluidic 
channel.

研究分野：ナノ化学システム、１分子科学
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１．研究開始当初の背景 
微視的な流体（液体）の「量」をより微小

的に制御することは、化学やバイオなど幅広
い分野の様々なプロセスの精度、集積度及び
処理能力をより向上させるため、基礎研究及
び産業開発に関わる極めて重要な要素能力
となっている。とくに近年、ヒトゲノム計画
完成後の生命科学における諸課題解決の系
口となる１細胞分析が注目されているが、そ
の実現には１細胞内容物の体積（ピコリット
ルレベル；pL = 10−12 L）よりもっと小さいス
ケールの液体（流体）の制御技術が求められ
ている。また、化学分野において、ピコリッ
トル液体（流体）の操作技術の確立により１
分子検出が容易になり、分析化学技術の革新
をもたらしたが、液体（流体）操作の「量」
を更にスケールダウンすることができれば、
「１分子検出」から「１分子操作」へとさら
に進化させ、１分子操作を核とする究極の化
学合成技術を創出することが期待される。 

そこで研究代表者は、分子をビルディング
ブロックとして直接的に取り扱い、液相にお
ける化学反応に携わるすべてのプロセスを
１分子単位で行う「１分子制御化学」のコン
セプトを提案した。 

理論上では、超微小体積を有するアトリッ
トル（aL = 10−18 L）の液滴反応場に閉じ込め
られた μM 濃度の溶液の溶質分子数は１分子
とされる。研究代表者は、１分子制御化学の
コンセプトを実現するために、アトリットル
の液滴反応場すなわち１分子液滴反応場に
着目した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、提案した１分子制御化学

の実現に向けて、研究代表者が得意とする超
微量液体（流体）操作に適したナノ流体デバ
イスを用いて、１分子液滴反応場となるアト
リットル（aL）の液滴を形成する方法の創成
である。 
 
３．研究の方法 
本研究で利用するナノ流体デバイスとは、

内部にナノメートル（1 メートルの十億分の
1）サイズの流路（ナノ流路）が彫り込まれ
た数センチ四方のガラス板で、超微小流体実
験環境として、近年発展を遂げている最先端
デバイスである。ナノ流路はフェムトリット
ル（fL = 10−15 L）の体積を有するが、本研究
では、ナノ流体デバイスを用いて容量 aL の
液体の連続操作可能の超微小空間を創出す
る。しかし、ナノ流路では比表面積が極めて
大きくなるため、マイクロ流路で行われるよ
うな二相流による液-液二相系エマルション
原理に基づく微小液滴の生成は困難である。
そこで本研究では、気－液界面に発生するラ
プラス圧力差の原理によりナノ流路内でア
トリットル液滴を形成する手法を提案した。
ラプラス圧力差を生じさせるためには、ナノ
流路内における 100 nm 精度の局所的親水－

疎水パターン表面を構築しなければならな
い。これは極めて挑戦的であった。本研究で
は、研究代表者が開発した Nano-in-Nano 超高
精度集積化技術（Y. Xu, Lab Chip, 2015, 15, 
1989）を用いて、ナノ流路における局所的親
水－疎水パターン表面を構築した。このナノ
流路内に構築した局所的親水－疎水パター
ン表面を利用することで、実験で流体操作の
条件を検討しながら、ナノスケールにおける
液滴の生成を行った。 
図 1 に本研究の基本の実験セットアップを

示す。ナノ流体チップは、ナノ流路を十字に
交差させたものを液滴生成と操作に用い、圧
力コントローラを接続した 3 組のマイクロ流
路を通じて液体と空気を導入した。 

 
４．研究成果 

①ナノ流路内超高精度局所的疎水性界面を
構築するための Nano-in-Nano 集積化 
 本研究ではナノ流路内に局所的に金表面
を集積し、金表面上に疎水性自己組織化単分
子膜（Self-Asssembled Monolayers、SAM）を
形成することにより、ナノ流路内に局所的親
水－疎水界面を構築した。金表面のナノ流路
内の集積化の位置精度が作製できる液滴の
体積を左右するので、その集積化位置精度を
評価した。Nano-in-Nano 超高精度集積化技術
を用いてガラス基板上に作製したアトリッ
トル液滴生成の基本十字ナノ流路構造を図
２に示す。Nano-in-Nano 超高精度集積化技術
を用いることで、横流路（幅 520 nm、 深さ
240 nm）内には十字角から 50 nm、100 nm、
200 nm、300 nm、400 nm のそれぞれの位置（図
２のｘ距離）に金表面（300 nm × 470 nm）の
集積化ができた（図２）。このような十字ナ
ノ流路構造が利用すれば、それぞれ 6.2 aL、
12.5 aL、25.0 aL、37.4 aL、49.9 aL の液滴が
生成可能であると考えられる。金表面の設計
位置と作製後の実際位置（図 2a）を比較する
ことにより集積化の位置精度を得た（図 2b）。
x 軸方向の位置誤差は（8 ± 16）nm で、最大
30 nm、最小 0 nm であることがわかった。y
軸方向の位置誤差は（−16 ± 9）nm で、最大 0 

図１. 基本の実験セットアップ 

マイクロ流路

ナノ流路

圧力コントローラチップ

図２. Nano-in-Nano 集積化により作製し
たアトリットル液滴生成用の基本ナノ流
路構造体 



 

 

nm、最小−25 nm であることがわかった。位
置誤差は極めて小さいため、Nano-in-Nano 集
積化技術はアトリットル液滴を生成するた
めのナノ流路内超高精度局所的疎水性界面
の構築にとても適合していることが明らか
にした。 
 

②アトリットル液滴生成するためのナノ流
体チップの作製 
空気導入用マイクロ流路と液体導入用マ

イクロ流路を 2 本ずつ有するマイクロ基板と
横 20 本（局所金表面あり）、縦１本の十字ナ
ノ流路を有するナノ基板を作製し、研究代表
者らが開発したガラスナノ流体チップの低
温ボンディング技術（Y. Xu, Anal. Bioanal. 
Chem., 2012, 402, 1011; Y. Xu, Lab Chip, 2013, 
13, 1048; Y. Xu, Lab Chip, 2015, 15, 1989） に
よりそれぞれのガラス基板を接合させ、アト
リットル液滴を生成するためのナノ流体チ
ップの作製に成功した。具体的には、マイク
ロ基板はフォトリソグラフィー、プラズマエ
ッチングにより作製した。一方、ナノ基板は
Nano-in-Nano超高精度集積化技術を用いて作
製した。ナノ基板作製の詳細は以下に述べる。
電子ビームリソグラフィー（EBL）、プラズマ
エッチングで十字ナノ流路を作製した後、再
び EBL、プラズマエッチング及び真空蒸着、
リフトオフといった工程を経てナノ流路内
に金表面を作製した。結果、143 aL の液滴が
生成可能なナノ流体チップの作製ができた。 
 
③ナノ流路内超高精度局所的疎水性界面の
構築 

金表面上に SAM 形成できる疎水性アルカ
ン チ オ ー ル （ 1-butanethiol (BT) 、

1-dodecanethiol (DT) 、 1H,1H,2H,2H- 
perfluorodecanethiol (PFDT) ）を利用した。安
定性と一定の接触角とを備え持つ SAM の作
製には、各疎水性アルカンチオール溶液の濃
度や反応（SAM 形成）時間、接触角を評価し
た。ナノ流路内での直接評価は困難であるた
め、同じ条件において金を蒸着させたガラス
基板上でこれらのパラメーターを間接評価
した。同間接評価を通じて、アトリットル液
滴の生成実験に PFDT 溶液を利用することを
決定した。最適化したSAM形成条件を基に、
作製したアトリットル液滴生成チップに
PFDT 溶液を導入し、ナノ流路内の金パター
ン表面に SAM を形成した。これにより、ナ
ノ流路内超高精度局所的親水－疎水界面の
構築ができた。 
 
④アトリットル液滴の生成 
横方向のナノ流路につながる液体導入用

マイクロ流路に超純水を毛細管力で導入し
疎水性 SAM 界面（バルブ）で止める条件を
検討した。図１に示すように、さらに圧力コ
ントローラーを用いて縦方向の空気導入用
マイクロ流路から空気を導入し、流路内の液
体を切り取り、アトリットル液滴の生成に挑
戦した。結果について、最適化した実験条件
を用いた場合、ナノ流路の付近にある疎水性
SAM 界面でナノ流体を止めることに成功し
た。同様の実験を数回行ったが、毎回同じ場
所の疎水性 SAM 界面でナノ流体止まるとい
う結果が得られた。これらの結果よりバルブ
としての再現性が高いことが確認できた。ま
た、流路内の液体切り取り実験を行ったが、
縦方向のナノ流路にうまく空気が導入でき
なかった。流路内に何らかのつまりが生じて
いると考えられる。今後はその問題を解決し、
切れ取り圧力の検討、液滴の作製、操作に取
り組むことが必要である。 
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