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研究成果の概要（和文）：本研究では、低アスペクト（ポア厚/ポア径）ナノポア構造をSi3N4メンブレンに作製
し、微粒子をナノポアに通過させ、その際のナノポアを流れるイオン電流の変化を数学的に解析することで、液
中に浮遊している微粒子の1粒子形状解析に成功した。また、本解析技術によって生体微粒子（EV）の1粒子形状
解析を行うことで、液中に浮遊しているEVの形状分布は分泌元のがん細胞の種類ごとに異なることを発見し、EV
の形状は重要な生態情報であることが示唆された。さらに、グラフェンナノポアの作製や金属微粒子のパターニ
ング技術開発にも成功し、今後、ナノポアによる形状解析の空間分解能を改良できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Rapid structural analysis of nanoscale matter in a liquid environment 
represents innovative technologies that reveal the identities and functions of biologically 
important molecules. However, there is currently no method with high spatio-temporal resolution that
 can scan individual particles in solutions to gain structural information. Here we report the 
development of a nanopore platform realizing quantitative structural analysis for suspended 
nanomaterials in solutions.  We used a low thickness-to-diameter aspect ratio pore architecture for 
achieving cross sectional areas of analyte (i.e. tomograms). Combining this with multiphysics 
simulation methods to translate ionic current data into tomograms, we demonstrated rapid structural 
analysis of many kind of single vesicles and EVs.  The present results indicate this structural 
analysis is very powerful tool to identify nano-bioparticles and have a potential as novel nanobio 
sensors from the view point of particle shapes.

研究分野： ナノバイオテクノロジー

キーワード： ナノポアデバイス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんを根治するためには腫瘍の早期発見が重要である。しかしながら、がんは種類（部位）ごとに検査方法が異
なるため、全身のがんを毎年調べることは現実的に困難である。そのため、任意のがんを簡便に検出できる技術
の開発が必要である。
本研究では血液中に含まれる細胞からの分泌物である「生体粒子(EV)」に着目し、その生体粒子の形状ががん細
胞の種類ごとに異なることを初めて明らかにした。本成果により、血液検査から任意のがんを検出できる可能性
が示唆された。
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１．研究開始当初の背景 
	 近年、エクソソームは新しいがんマーカー
として注目を集めている（Y.  Yoshioka,et al., 
J. Extra. Vesic. 2, 20424  (2013)）。エクソソー
ムは直径が 20 ~ 500 nm程の細胞分泌物であ
り、血液•唾液•尿といった体液中に存在して
いる。最近の研究から、がん細胞から分泌さ
れたエクソソームは、正常細胞から分泌され
た物に比べ、その「粒径分布」や「形状分布」
が異なることがわかってきた。さらに、がん
の種類や進行ステージによっても、粒径分
布・形状分布・数が変化することが明らかに
なってきた（D. D. Taylor, et al., Gynecol. Oncol. 
110, 13 (2008)）。そのため、体液中に浮遊して
いるエクソソームの粒径分布•形状分布•数を
定量的かつ高速に計測することができれば、
エクソソームをがんマーカーとして使用す
ることができ、簡便•高速•低コスト•非侵襲的
な革新的がん検査デバイスの実現が期待さ
れる。 
	 一方、ナノポアデバイスは超微量•超高速な
分析を行う革新的な 1分子解析技術として期
待されており、世界中で厳しい研究開発競争
が展開されている。ナノポアデバイスの構造
は、ナノポアの上下にイオン電流計測および
電気泳動用の電極が設けられ、ナノポアと電
極はともにKClなどの電解質溶液で満たされ
ている。ナノポア内に分子が無ければ、ナノ
ポアを介して電極間にイオン電流が流れ、電
気泳動により分子がナノポア内に入ると、一
部のイオン電流が分子によって遮断され、イ
オン電流が減少する。この減少量がナノポア
内の検出物質の体積に比例するため、1 分子
の体積がイオン電流の変化から算出され、1
分子検出•識別に用いられている。このナノポ
アデバイスを生体材料に応用することで、溶
液中（体液中）に浮遊している生体物質の形
状分布解析を行える革新的な生体物質解析
技術の創成が期待されるが、これまでに溶液
中に浮遊している生体物質の 3次元形状分布
解析に成功した例はなかった。 
 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、申請者が独自に開発してきた
「ナノポアを用いた 1分子構造解析法」を応
用し、溶液中に浮遊している生体物質の「形
状分布解析法」の技術開発と原理構築を行う。
具体的には、エクソソーム（細胞分泌顆粒）
をナノポアに通過させ、ナノポアを流れるイ
オン電流の変化からエクソソームの「形状分
布」を高空間分解能で解析する技術を開発す
る。がん細胞由来のエクソソームは、正常細
胞から分泌された物に比べ、「粒径分布」や
「形状分布」が異なる。そのため、「形状分
布解析法」を開発することで、エクソソーム
をがんマーカーとした新しいがん検査デバ
イスの実現を目指す。（図 1） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 本研究の概略図. 
 
 
３．研究の方法 
	 厚さ 35 nmの窒化シリコン（Si3N4）メンブ
レンに、直径 200 nm のポアを電子線リソグ
ラフィ法により作製する。また、より高分解
能を得るために、直径 1 µm以上の Si3N4ポア
の上にグラフェンシートを転写し、そこに収
束イオンビームを用いて直径 100 ~ 500 nmの
グラフェンナノポアの作製も行う。 
	 続いて、粒径が既知のテスト粒子を用いて
本デバイスの形状解析方法を定量的に評価
する。そのデータを基にデバイスの最適化を
し、その後、様々なエクソソームの形状分布
を計測し、エクソソーム形状分布の評価を行
う。ナノポア計測では、電気泳動電圧として
100 ~ 800 mVを印加する。 
	 
	 
４．研究成果	 
	 微細加工により作製した Si3N4 ナノポアデ
バイスによってエクソソームの 1粒子形状解
析を行うことで、液中に浮遊しているエクソ
ソームの形状分布は分泌元のがん細胞の種
類ごとに異なることを発見した。さらに、本
1 粒子形状解析技術を用いて健常者と乳がん
患者の血液から取り出したエクソソームの
形状を解析した結果、明らかに異なる形状分
布を示したため、血液検査による任意がん検
査法の実現が期待される。今後、様々なエク
ソソームを解析することで、がんの進行メカ
ニズムに関する解析や、それらの解析データ
を基にした医療診断など、その将来展望は基
礎から応用まで幅広いと言える。また、本技
術は、エクソソームに限らず様々な微粒子に
対して応用が可能であるため、生理学、医学、
薬学など、幅広い分野に大きく貢献するもの
である。 
	 一方、ナノスケールのグラフェンナノポア
の作製に成功した（図 2）。しかし、グラフェ
ンは基本的に疎水であり、さらにポアを通過
するエクソソームよりもグラフェンに吸着
してしまうエクソソームの方が多いことが
実際の実験を行うことで明らかとなった。 
	 また、エクソソームのポア通過速度制御に
は光ピンセットが有力であることが示唆さ
れたため、光増強電場を示す金属微粒子のパ
ターニング技術の開発を行った。既存の金属
微粒子膜はフォト/電子線リソグラフィーの

����# 
+-11;7�

"'��# 
+-11;7�

�
�
�
�
	

 [A
]�

�� [s]�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

�� 	� �� ��

�� [s]��
�
�
�
	

 [A
]�

��
	� ��

��

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

!
�

�� 	� �� ��

��

��

��

	�

• ),9��#���	!%
�� 
 

• ),9��#	�!%����

-�

),9�����

A�
+�

�������.85*9 
346(�

346($�

100 nm�

�	���!

�����

�	���
�����


�����TEM�� "'#��:��02;/&���



作製プロセスに耐えられないが、本研究では
微粒子間をジチオール分子で架橋すること
で微粒子膜の耐久性を上げ、各リソグラフィ
ーによるパターニングを可能にした（図 3）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 2. 本研究で作製したグラフェンナノポア. 
 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図 3. 金属微粒子膜のパターニング. 
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