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研究成果の概要（和文）：様々な流体操作を微小化・集積化するマイクロ流体工学が急速に進展し、近年ではナ
ノ流体工学へと展開している。本研究では、極小のナノ空間の流動現象を理解するために、流れの中の1分子の
移動量から流速分布を計測する分子画像流速計（MIV）を提案した。サイズが制御された高分子であるデンドリ
マーを蛍光修飾したトレーサ分子を開発し、これをナノ流路における圧力駆動流の計測に応用した。本手法と得
られた知見は、ナノ空間の流れと物質輸送の理解に寄与すると期待される。

研究成果の概要（英文）：Microfluidics has rapidly developed to miniaturize and integrate various 
fluidic operations. Recently, it has been further downscaled to nanofluidics. In this study, in 
order to understand fluid flows in ultrasmall nanospaces, we proposed a measurement method of flow 
velocity distribution by tracing the motion of single-molecules in fluid flows, which we call 
molecular image velocimetry (MIV). A tracer molecule with controlled size was developed by 
fluorescence modification of dendrimer, and applied to measurements of pressure-driven flow in a 
nanochannel. The proposed method and obtained knowledge will contribute to understand fluid dynamics
 and molecular transport in nanospaces.

研究分野： マイクロ・ナノ流体工学

キーワード： 流体計測　ナノチャネル　単一分子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
分析装置や医療診断機器、リアクター等の様々な流体システムの小型化・デバイス化が進み、微小空間の流体
（液体、気体）の流れの理解が重要になっている。これまでに10μmのマイクロ空間の流れの研究が進んできた
が、ナノ空間は極めて小さく研究が難しかった。本研究は、極小のナノ空間の流れを計測する新たな方法論を提
案し、この空間の流体力学と移動現象論の確立に寄与するものである。また、生物物理における細胞間・細胞内
ナノ空間の分子輸送、膜工学における物質分離など他分野で扱うナノ空間の現象解明に有用な知見を提供するも
のである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 様々な流体操作を微小化するマイクロ流体工学が急速に進展し、近年ではナノ流体工学へと
展開している。10-100 nm のナノ空間を利用することで単一分子分析や高速イオン輸送など革新
的機能デバイスの実現が期待されている。ナノ空間は分子から連続体への過渡的領域であり、表
面効果が支配的な空間であるため、バルクとは異なる現象が発生する。これまでに、ナノ空間の
高粘度・低誘電率・高プロトン移動度などの物性変化や水の構造化が報告されてきた（Mawatari 
et al., Anal. Chem., 2014 など）。しかし、ナノ空間に適用可能な流速分布計測法がないため、この
空間の流動現象は未解明であった。 
 一般的な流速分布計測法として、流れの中のトレーサ粒子の動きから流速を求める粒子画像
流速計（particle image velocimetry: PIV）が広く用いられている。これまでの研究では、主に光学
的手法による PIV の分解能向上と微小空間への応用が進められてきた。代表的な手法であるマ
イクロ PIV（Santiago et al., Exp. Fluids, 1998 など）は、顕微鏡法を用いることで数 m の空間分
解能を達成したが、far-field optics であるため光の波長より小さいナノ空間への適用は難しい。
一方、代表者は、近接場光のエバネッセント波を用いて、壁面近傍数 100 nm の流速分布計測法
（ナノ PIV）を開発してきた（Yoda & Kazoe, Phys. Fluids, 2011; Kazoe et al., Meas. Sci. Technol., 
2010 など）。これをさらに発展させ、直径 60 nm の蛍光ポリスチレン粒子をトレーサとして用い
て 400 nm 空間の流速分布計測をはじめて検証した（Kazoe et al., Anal. Chem., 2013）。 
 しかし、現状ではトレーサとして用いる固体粒子は最小 20 nm 程度であるため、100 nm 空間
では分解能に乏しく、10 nm 空間には粒子が導入できずそもそも適用できない。また、粒子径の
ばらつきが 10～20%程度あるため、ナノ空間流
速分布計測の大きな誤差となる。従って、PIV の
限界を打破する新たな方法が必要となる。 
 一方、近年の高分子化学では、サイズを制御
した高分子であるデンドリマーが開発されてき
た。また、検出器や顕微鏡の発達により、単一分
子イメージングも可能になってきた。そこで、
デンドリマーを用いてサイズが均一なトレーサ
分子を開発し、代表者独自の方法にもとづき光
の回折限界以下の超解像分解能を実現すれば、
流れる分子一つ一つを追跡してナノ空間流速分
布を把握できる新たな計測法を創成できると着
想した（図 1）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、単一分子をトレーサとするナノ空間流速分布計測法、即ち分子画像流速計

（molecular image velocimetry: MIV）を開発する。これを用いてナノ空間の流速分布を実現する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) デンドリマーを利用したトレーサ分子の開発 
 デンドリマーの末端化学基に蛍光分子を修飾することで、サイズが制御されたトレーサ分子
を開発した。デンドリマーと蛍光分子を選定してトレーサ分子作製のための反応系を設計した。
反応の繰り返し回数等の条件を検討し、蛍光分子の修飾反応の効率改善に取り組んだ。 
(2) MIV 計測システムの構築 
 代表者独自の方法論（Kazoe et al., Anal. Chem., 2013）にもとづき、光の全反射に伴うエバネッ
セント波を利用した計測システムを構築した。また、開発したトレーサ分子がナノ空間の計測に
利用できることを検証した。 
(3) ナノ空間の流速分布計測 
 開発した MIV をナノ流路の流速分布計測に応用した。得られた結果から、本研究で提案した
計測法の有効性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) デンドリマーを利用したトレーサ分子の開発 
 末端にサクシニミジルエステル基を有する直径 14 nm のデンドリマーと量子収率が高い蛍光
分子 Alexa Fluor 546 を選定して反応系を設計し、デンドリマーと蛍光分子の濃度、反応温度を
検討した。検討した反応条件で得られた蛍光修飾デンドリマーをカバーガラスに吸着させ、蛍光
観察した。図 2 に示すように、蛍光修飾デンドリマーの蛍光強度の標準偏差は 4.9%であった。
蛍光強度はサイズの 2 乗に比例するため、蛍光修飾デンドリマーの直径のばらつきは0.3 nm（2%）
であると見積もられる。以上より、従来のトレーサ粒子に比してサイズのばらつきが 1 桁小さい
蛍光トレーサ分子を作製することに成功した。 
 一方で、質量分析計を用いてデンドリマーに修飾された蛍光分子数を評価したところ、デンド
リマーの末端化学基（4096 個）の反応率が約 7%（300 個）に留まっていることが判った。そこ
で、反応の繰り返し、溶媒の検討、スペーサーの導入による立体障害の低減を検討した。これに

 

図 1 研究構想：分子画像流速計（MIV） 
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より、修飾される蛍光分子数が増加して蛍光強度が 2.2 倍増加した。反応の高効率化については
今後も引き続き検討が必要である。 
(2) MIV 計測システムの構築 

 図 3 に構築した MIV 計測システムを示す。ナノ流路を流れるトレーサ分子にレーザの全反射

により発生するエバネッセント波を照射し、蛍光を 60 倍対物レンズを介して EMCCD で撮像す

る。エバネッセント波の強度は壁面から指数関数的に減衰する。そこで、励起光強度の指数関数

的減衰にもとづき蛍光強度からト

レーサ分子の位置を測定する。得ら

れたトレーサ分子の速度分布から

流速分布を求める。 
 開発したトレーサ分子がナノ空

間流速分布計測に利用できるか検

証するために、圧力駆動流によるナ

ノ流路へのトレーサ分子の導入実

験を行った。図 4 に示すように、石

英ガラス基板に深さ 155 nm のナノ

流路を作製して、ナノ流路へのトレ

ーサ分子の導入量を測定した。その

結果、壁面からの静電力が働く距離

の指標であるデバイ長が流路サイ

ズと同オーダの 100 nm 以上ではナ

ノ流路にトレーサ分子が導入されないこと

が判った。トレーサ分子が負に帯電している

ため、負に帯電した壁面との相互作用による

クーロン斥力が支配的に働き、トレーサ分子

の導入が阻害されたと考えられる。よって、

ナノ流路にトレーサ分子を導入するために

は、作動流体へのイオン添加によるデバイ長

の制御が必要である。得られた知見はMIVの

方法論だけでなく、ナノ空間の溶質分子挙動

を理解する上でも重要である。 
(3) ナノ空間の流速分布計測 
 MIV 計測システムを用いて深さ 155 nm の

ナノ流路における圧力駆動流の計測を試み

た。得られた結果を図 5 に示す。時間分解能

1 ms において流れるトレーサ分子の蛍光画

像取得に成功した。蛍光強度を用いてトレー

サ分子の深さ方向位置 z と移動量の関係を求

めたが、圧力駆動流を反映した放物線状の分

布ではなく、平坦な分布となった。これは、

時間分解能 1 ms ではブラウン運動によるト

レーサ分子の移動量√2𝐷∆𝑡（D: 拡散係数、

t：時間分解能）が流路サイズより大きい 264 
nm となり、トレーサ分子の位置測定が困難

になったためと考えられる。また、トレーサ

分子の蛍光強度が小さいため蛍光画像の S/N
比が低くなり、得られた結果にはアーチファ

クトが多く含まれると考え

られる。これらの問題を解決

するには、デンドリマー蛍光

修飾における反応率改善お

よび検出器の高感度化によ

り計測システムの感度を数

10 倍に増強し、ブラウン運動

の移動量が数 10 nm に低減さ

れる時間分解能 10 s で高

S/N 比の計測を実現する必要

がある。 

 

図 2 蛍光画像を用いたトレーサ分子の均一性の評価：
(a) ガラスに吸着させた蛍光修飾デンドリマーの蛍光画
像、(b) 蛍光強度分布 

 

 
図 3 MIV 計測システム 

 

 
図 4 ナノ流路へのトレーサ分子導入実験 
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図 5 MIV を用いたナノ流路における圧力駆動流の計測 
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 エバネッセント波を用いた流速分布計測法では、蛍光強度からトレーサの位置を求めるため、

上記のように低 S/N 比の蛍光画像ではノイズによるアーチファクトが発生する。そこで、トレ

ーサの蛍光強度から位置を求める方法ではなく、トレーサの画像形状から位置を求める計測法

を検討した。非焦点領域におけるトレーサのデフォーカス画像の形状が深さ方向位置に依存す

ることに着目し、10 nm 分解能でのトレーサの位置測定が可能であることを検証した。今後はこ

の新たな計測法を開発し、トレーサ分子に展開していく。 
 
 以上、極小のナノ空間の流動現象を理解するために、流れの中の 1 分子の移動量から流速分布

を計測する分子画像流速計（MIV）を提案した。サイズが制御された高分子であるデンドリマー

を蛍光修飾したトレーサ分子を開発し、これをナノ流路の流速分布計測に応用した。本手法と得

られた知見は、極微小なナノ空間における流体力学と物質輸送の理解に寄与すると期待される。 
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