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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ナノメートルサイズの構造が周期的に配列した光学素子「フォトニ
ック結晶」へ欠陥部位を導入することで、欠陥部位内へ特定波長の光を閉じ込め・増幅する機能を有するフォト
ニック結晶ナノ共振器を、①ポリマーを基材として用い、②ナノインプリントリソグラフィーを用いて作製し、
③エピゲノム解析への応用を行う、ことにある。
本研究では、可視領域の光を閉じ込め・増幅可能なフォトニック結晶ナノ共振器を設計・作製することに成功し
た。加えて作製したフォトニック結晶ナノ共振器は、DNAハイブリダイゼーションおよびエピゲノムの一つであ
るDNAメチル化を検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, design and fabriation of polymer-based photonic crystal 
nanocavity using nanoimprint lithography was successfully achieved. The Photonic crystal is an 
optical device which has a periodic dielectric nanostructure. In addition, when the single defect 
was introduced into photonic crystal, the specific wavelength of light will be confined in the 
cavity. Furthermore, the confined light wavelength and intensity will be drastically changed due to 
the surrouding refractive index change such as DNA hybridization. Based on these characteristics of 
photonic crystal nanocavity, in this study, polymer-based photoni crystal nanocavity was designed 
which can be confined the light in visible region. By using polymer-based photonic crystal 
nanocavity, DNA hybridization and DNA methylation could be detected high sensitively. 

研究分野： センサー工学
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１．研究開始当初の背景 
高齢化社会が本格化する中、我が国の認知

症患者は 400 万人を超えるといわれる。認知
症は、介護負担が大きく、社会に対する負の
インパクトも大きいことから、認知症の早期
診断・予防法の開発は急務である。近年、認
知症疾患の中でも最も頻度の高いアルツハ
イマー病は、専門医による問診（川畑信也、
治療、(2012) 94, pp. 1163-1167.）や酵素免
疫測定（ Enzyme-linked immunosorbent 
assay: ELISA）法を用いたマーカー分子検出
（M. Shoji et al., J. Neurobiol. Sci., (1998) 
158, pp. 134-140.）のほかに、アルツハイマ
ー病関連遺伝子の DNA メチル化が発症・重
篤化に関与し、これを検出（エピゲノム解析）
することが早期診断に有効であることが報
告されている（K. Lunnon et al., Nat. 
Neurosci., (2014) 17, pp. 1164-1170.）。 
しかしバイサルファイト法（S. C. Wang et 

al., PLoS One, (2008) 3, e2698.）等、従来の
メチル化 DNA 検出法は、以下の点で問題が
あった。 
(1)煩雑な操作・長い分析時間を必要とする 
(2)感度が低い（ng/ml オーダー） 
(3)大型・高額な DNA シーケンサーが必要 
これは、「メチル化」というわずかな分子

量・構造変化を検出する必要があるためであ
る。これでは、アルツハイマー病等認知症の
早期診断が困難となり、重篤化を招く恐れが
ある。上記問題を解決するために、簡便・迅
速・高感度にエピゲノム解析が可能なデバイ
スが求められている。 
一方で、ナノ光学素子「フォトニック結晶

（Photonic crystal: PhC）」が注目されてい
る。PhC は、ナノメートルサイズの誘電体が
周期的に配列した構造を有し、周期・サイ
ズ・アスペクト比を制御することで、任意の
波長の光を回折・反射させることが可能であ
る（A. Mekis et al., Phys. Rev. Lett., (1996) 
77, pp. 3787-3790.）。そして、その反射波長
および強度は、PhC 周囲の屈折率に依存して
鋭敏に変化することが明らかとなっている
（Y. A. Ylasov et al., Nature (2005) 438(3) 
pp. 65-69.）。 
近年では PhC が有する光学特性を利用し、

光通信高速化・大容量化や太陽電池の発電効
率向上、発光ダイオード高輝度化を目指した
研究が世界で盛んに進められている（J. D. 
Joannopoulos et al., Nature (1997) 386 pp. 
143-149., D. H. Ko et al., Nano Lett., (2009) 
9(7) pp. 2742-2746.）。 
また PhC を利用し、抗原抗体反応の検出

等バイオセンサーの有用性がこれまでに明
らかにされているが（W. Zhang et al., Sens. 
Actuators B: Chem. (2008) 131(1) pp. 279–
284.）、 
(1)光通信応を指向した設計であるため赤外
波長の光源(1550 nm)を使用している 
(2)数ミリメートルサイズの PhC を作製する
のに 10~20 時間を要し、量産が現実的に困難 

(3)バイオセンサー応用に適した PhC の設計
が明らかになっていない 
という問題があった。 
 
２．研究の目的 
 前述した背景から本研究の目的は、バイサ
ルファイト法等煩雑な操作の必要なく①可
視領域の光で DNA メチル化および DNA ハ
イブリダイゼーションに起因するわずかな
分子量・構造変化を屈折率変化として高感度
に直接検出可能なポリマー製「フォトニック
結晶(Photonic crystal: PhC)ナノ共振器」を
設計・開発し、②アルツハイマー病関連遺伝
子のエピゲノム解析へと応用する、ことにあ
る。加えてポリマー製 PhC ナノ共振器は、
ポリマー表面へナノ構造を簡便かつ迅速に
転写する技術である、ナノインプリントリソ
グラフィー（ Nanoimprint lithography: 
NIL）を用いて作製することとした。 
また本研究では、既存の技術を凌駕する性

能（簡便性・感度）でエピゲノム解析が可能
なデバイスの開発を通じて、デバイスの有用
性評価を行った。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、以下に示す項目を実施した。 
① NIL を用いた PhC ナノ共振器の作製 

NIL 装置でサイズ・形状・単位面積当たり
の欠陥導入数を変化させた PhC ナノ共振器
を作製した。 
② 屈折率応答性評価とエピゲノム解析用

PhC ナノ共振器の設計決定 
微小な屈折率変化を高感度に検出可能な

PhC ナノ共振器の設計を決定する。 
③ PhC ナノ共振器表面へのプローブ DNA

固定化と DNA メチル化の検出 
PhC 表面へアルツハイマー病関連遺伝子配

列を有するプローブ DNA を固定化し、DNA
メチル化・DNA ハイブリダイゼーションによ
って生じる屈折率変化の検出・定量実験を行
う。 
上記研究項目を実施することにより、本研

究では、①DNA メチル化によって生じる屈折
率変化を高感度に直接検出可能な PhC ナノ
共振器の設計、②PhC ナノ共振器を用いてエ
ピゲノム解析を行い、DNA メチル化の差異、
③既存の検出方法との優位性、を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
 前述した研究項目実施よって得られた成
果は以下のとおりである。 
① NIL を用いた PhC ナノ共振器の作製 
 本研究項目では、有限差分時間領域法
（ Finite-difference time-domain method: 
FDTD 法）を用いたシミュレーション解析を
通じてポリマーを基材とした PhC ナノ共振
器の設計を行った。併せてシミュレーション
解析によって明らかとなった最も高い光閉
じ込め・増幅能を有するナノ共振器構造を、



NIL を用いて作製した。 
 シミュレーション解析では、ナノ共振器の
欠陥導入数を変化させ、共振器内の光閉じ込
め・増幅効率評価を行った結果、導入数が 3
の時、最も高い効率を示すことが明らかとな
った。 
 また、欠陥導入する 3 とした PhC ナノ共
振器を NIL にて光硬化性樹脂へ作製した結
果、作製することに成功した。しかし、作製
した PhC ナノ共振器のサイズが設計値より
も大きくなることが明らかとなった。これは、
NIL 時の鋳型押し付け圧力が高すぎたため
と考えられる。 
 
② 屈折率応答性評価とエピゲノム解析用

PhC ナノ共振器の設計決定 
 研究項目①で得られた成果を基に屈折率
応答性評価を行った。前述したように PhC
ナノ共振器は、周囲の屈折率変化に対して鋭
敏に共振器内への光閉じ込め・増幅効率が変
化する。本研究では、メチル基含有あるいは
非含有ターゲット DNA があらかじめ固定化
されているプローブ DNA とハイブリダイゼ
ーションした際に生じるわずかな屈折率変
化を検出・定量可能なデバイスを開発するこ
とを指向しているため、このメチル基の有無
を顕著な光閉じ込め・増幅効率変化として検
出可能となることが望ましい。 
屈折率応答性評価は、Layer-by-Layer 

（LbL）法を用いて正負異なるポリマー層を
静電的に堆積させ、ポリマー層数と PhC ナ
ノ共振器より観察される光学特性変化との
相関を評価した。LbL 法を用いて屈折率応答
性評価を行った結果、本研究で作製した PhC
ナノ共振器は、ポリマー層 1 nm につき、1.3 
nm 共振波長がレッドシフトすることが明ら
かとなった。このシフト量は、本研究で測定
対象とする DNA の場合、塩基間の間隔が
0.34 nm から、約 3 塩基分の長さを有する
DNAに対して1.3 nmシフトすることを示唆
している。この結果から、本研究で設計・作
製した PhC ナノ共振器は、エピゲノム解析
への応用を行うのに、十分な感度を有してい
ることが示唆された。 

 
③ PhC ナノ共振器表面へのプローブ DNA

固定化と DNA メチル化の検出 
 研究項目②で得られた成果を基に本研究
項目では、作製した PhC ナノ共振器を用い
てプローブ DNA 固定化および DNA メチル
化の検出を試みた。 
 本研究では、25 塩基を有するプローブ
DNA を固定化した後、異なる濃度に調製し
たメチル基含有あるいは非含有のターゲッ
ト DNA 溶液を滴下、ハイブリダイゼーショ
ンさせた。その後 PhC ナノ共振器より観察
される光学特性変化量から、メチル化の検出
を試みた。 
 その結果、低濃度域（1 nM~100 nM）に
おいては、メチル基含有・非含有とで顕著な

差は検出することはできなかったが、1 M
以上の濃度となると、メチル基非含有ターゲ
ット DNA の方が変化量が大きくメチル化を
検出することに成功した。 
 低濃度のメチル化 DNA を検出可能とする
には、基材であるポリマー中へ高屈折率材料
を添加することによって、PhC ナノ共振器と
試料との相対的な屈折率差を大きくするこ
と考えられる。今後は、更なる性能向上を指
向した PhC ナノ共振器の設計・作製条件の
改善を行い、低濃度域のメチル化 DNA の検
出およびメチル化部位の断定を行うことを
計画している。 
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