
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０３

若手研究(A)

2016～2014

デジタル化ナノチャネルに基づく単一細胞オミクス計測技術の確立

Development of Digital Nanochannels for Single Cell Omics

９０５９３８９８研究者番号：

許　岩（Xu, Yan）

大阪府立大学・工学（系）研究科（研究院）・准教授

研究期間：

２６７０６０１０

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円    17,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、単一細胞内のすべての生体分子を１分子単位かつハイスループットで計
測すること可能な技術としてデジタル化ナノチャネル（DN）を提案し、DNのコンセプトを実現するための技術基
盤を確立した。具体的には、まず、精密、高密度、安定的なDN構造を有するチップ作製の基盤技術を確立した。
そして、DNによる１分子計測のための信号検出機構が確認できた。さらに、DN性能向上に関連するタンパク質非
特異吸着の抑制やDNチップの再生などの基盤技術を確立した。以上から、DN技術は全く新しい細胞計測技術とし
て更なる展開を大変期待できると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established technology base for the proof-of-concept of a 
new technology called digital nanochannel (DN), which was proposed by us and holds great potential 
allowing single cell omics analysis at the single molecule level. First, the basic technology for 
fabricating nanofluidic chips with precise, high density, stable DN structures was developed. 
Second, the mechanism of signal detection for single molecule counting by DN was confirmed. Third, 
fundamental technologies to improve the performance of single molecule detection by DN, such as 
suppression of nonspecific protein adsorption in DN and regeneration of DN chips, were further 
established. These results promise that DN could be a powerful tool for single cell omics studies 
after further development in the future.

研究分野： ナノ化学システム、分析化学、バイオマテリアル
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１．研究開始当初の背景 
近年、単一細胞内の全ての生体分子を一網

打尽に解析する単一細胞オミクス解析が注
目されている。しかし、単一細胞容量に適合
かつ効率的な生体分子計測技術が開発され
ない限りはその実現は難しい。従って、単一
細胞オミクス解析のためには、非常に微量の
単一細胞容量（pL = 10−12 L）でも解析でき、
ハイスループットの細胞計測のブレークス
ルー技術の開発が急務である。 

 
２．研究の目的 
研究代表者がこれまで携わってきたナノ

チャネル技術と１分子計測技術に基づいて、
単一細胞内のすべての生体分子を１分子単
位かつハイスループットで計測することが
可能な技術としてデジタル化ナノチャネル
（DN）を提案するとともに、これに基づく全
く新しい細胞計測技術の確立が本研究の目
的である。 
 
３． 研究の方法 
ナノチャネルは、単一細胞の体積より３桁

小さいフェムトリットル（fL = 10−15 L）容積
を有するため、単一細胞の内容物を１分子レ
ベルで計測するには最も適していると考え
られる（XuY., et al., Anal. Bioanal. Chem., 2012, 
402, 99-107）。 

ここで DN の仕組みを説明する。DN は、
配列させたナノチャネル内に、さらに生体分
子（例えば、タンパク質）が捕捉できる機能
性表面のアレイを高密度に配置した構造を
有する。単一細胞の内容物を DN に導入する
と、目標検体分子数より目標検体分子捕獲の
アレイ表面数が極めて多い場合、確率論によ
り、個々の捕捉表面は目標検体分子を 1 分子
のみ結合しているか（1）、結合していないか
（0）のどちらかになる。結合している検体
の検出信号がナノチャネル内局所化される
ため、信号が容易に検出できる。検出信号が
ある場合（信号 1）またはない場合（信号 0）
について信号を 2 値化し、単一細胞内におけ
る全ての目標検体を 1 分子単位でハイスルー
プット計測できる。 
本研究では、DN のコンセプトを実現する

ために、DN チップ作製の基盤技術の確立、
DN による信号検出機構の確認、及び DN 性
能向上に関連する基盤技術の確立を行った。 
 
４．研究成果 
①DN チップ作製の基盤技術の確立 

DN 構造を作製するには、電子ビーム（EB）
リソグラフィや、プラズマドライエッチング、
蒸着、リフトオフなどの多段階ナノ加工プロ
セスを利用した。研究代表者が開発した
Nano-in-Nano 集積化技術を利用して、それぞ
れのプロセスのパラメーターの検討実験に
よって、超高精度（数 10 nm）の位置とサイ
ズの制御ができる、高密度、安定的な DN 構
造の作製条件を明らかにした。 

 
DN 構造にアレイ化したナノスケールの金

表面構造がある。従来のガラスチップ溶融接
合は、1060 ℃の接合温度が金の融点に近い
ので、DN チップの接合に利用できない。ま
た、研究代表者が開発した室温接合（XuY., et 
al., Lab Chip, 2013, 13, 1048-1052）は、フッ素
ガスを使うため、金をエッチング・フッ素化
する効果があり、DN チップの接合に適合し
た方法とは言えない。従って、DN 構造を有
するチップのダメージレス接合は課題であ
った。この課題に対して、酸素プラズマ処理
などの複合プロセスを開発し、DN チップの
ダメージレス接合は低温 600℃で実現した。
これにより、DN チップ（図１）の作製法を
確立した。 
 

 
②DN による信号検出機構の確認 
提案した DN 検出法では、金表面上に形成

する自己組織化単分子膜（SAM）を利用して
標的タンパク質捕獲用の抗体を固定する。作
製した DN チップを用いて、チップ内に SAM
を形成させることで、高密度かつ高分解能を
有するSAMのナノアレイの作製に成功した。
この成果は、化学マイクロ・ナノシステム分
野で最高峰の学術誌である Lab on a Chip に
発表され、さらに裏表紙（Issue 9、2015）を
飾った。 

さらに、DN のコンセプトを実現するため、
抗体の高密度固定化と標識体検出範囲の確
認に取り組んだ。標的タンパク質を高効率的
に捕獲するために、DN 内抗体の高密度アレ
イ化の流体制御、試薬濃度、反応時間などの
条件だし実験を行い、それぞれの条件に明ら
かにした。高感度で１分子の信号を容易に検
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図１. 作製した DN チップの写真（上）と

DN 部分の明視野光学顕微鏡画像（下） 



出するために、標識体を利用して DN によっ
て標識体に由来するドット状の蛍光が、極微
弱蛍光を検出できる EM-CCD カメラを用い
て検出された。使用している標識体は適合し
ていることを証明したうえ、信号検出機構が
確認できた。結果の詳細に関しては，論文を
作成しているところであるため，ここで割愛
する。 
 
②DN 性能向上に関連する基盤技術の確立 

DN のコンセプトの実現にあたり存在する
いくつかの課題にさらに取り組んだ。 

本研究の推進により、タンパク質非特異吸
着が DN に基づく高感度１分子検出に大きな
支障になったことが明らかとなった。この新
たな重要課題を解決するため、以前に研究代
表者が培ってきたマイクロスケールでの非
特異吸着抑制の経験を活用し、ナノチャネル
の極めて小さい空間に適合する、タンパク質
非特異吸着の抑制が期待されるリン脂質モ
ノマーの分子設計、合成、及び評価を行った。
ガラス表面における定性評価と定量評価の
両方から、合成したリン脂質モノマーMPC-Si
は良好なタンパク質吸着抑制効果を有する
ことがわかった。また、ナノチャネルにおい

て、合成したリン脂質モノマーMPC-Si を用
いたコーティング技術を確立した。さらに、
MPC-Si を用いて DN におけるタンパク質非
特異吸着の抑制効果について評価したとこ
ろ、MPC-Si コーティングは DN 内で優れた
タンパク質非特異吸着能力を有することが
示された。 
そして、実験の効率化と検出精度の向上を

目的として、１分子検出におけるダブルカウ
ントや、その逆のカウント漏れを防ぐため、
検出画面のサイズに基づいて DN の分子検出
区域を区画し、さらに工夫した矢印を設計す
るなど、チップの構造的な改良を加え、観察
しやすく、カウント精度を向上させた DN チ
ップを作り出すことができた。 
また、１分子検出率をさらに向上させるた

め、DN 内の流体が静止できるような疎水性
ゲーティングの構築を試した。一般的なナノ
チャネル内に作成した疎水性ゲーティング
の性能を評価したところ、DN チップ内でも
流体の制御ができると十分に期待される結
果が得られた。 
さらに、DN チップの作製工程が複雑であ

り、また加工に用いる素材や装置が高価であ
るため、作製した DN チップの使用回数を１
回だけではなく、繰り返し使用できる再生法
が求められている。その為、6 段階熱化学的
分解による再生工程を設計、評価して確立し
た（図２）。一度使われた DN チップが再利用
できるようになり、本研究のみならず、ナノ
流体に関する研究の効率面及び経済面を促
進した。この成果は、学術誌 Lab on a Chip に
発表され、さらに裏表紙（Issue 19、2015）を
飾った。 
 
上述した取り組みにより DN の１分子検出

の能力が向上させた。以上を踏まえ、DN 技
術は全く新しい細胞計測技術として更なる
展開を大変期待できると考えられる。 
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