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研究成果の概要（和文）：マイクロ・拡張ナノ流体デバイスに代表されるように微小空間を活用した分析法が発
展している。当研究室ではこれまでに、熱レンズ顕微鏡（TLM）や光熱変換光位相差検出（POPS）を開発し、微
小空間における非蛍光分子の高感度検出を実現してきた。しかし、UV励起型のPOPS検出においては、拡張ナノ流
路内で発生した熱の散逸や、干渉による光学的バックグラウンドの低減が十分でないなどの問題が存在し、TLM
並みの高感度測定が難しかった。そこで本研究では、熱拡散によって失われた感度を回復するための熱光学層を
集積化した流体デバイスと、バックグラウンドフリーを実現するPOPS検出器を開発して更なる高感度測定を実現
した。

研究成果の概要（英文）：Analytical methods utilizing small spaces, as represented by micro and 
extended-nano fluidic devices, have been developed. We have developed thermal lensing microscope 
(TLM) and photothermal optical phase shift (POPS) detection to detect non-fluorescent molecules in 
small spaces with high sensitivity. However, the UV-excitation POPS detection has some problems such
 as heat dissipation in the extended-nano channel and insufficient reduction of optical background 
due to interference, which hinders measurements with high sensitivity as TLM. In this study, we 
developed an extended-nano fluidic device with an integrated thermo-optic layer to recover the 
sensitivity loss due to the thermal diffusion and a background-free POPS detector to achieve 
ultrahigh sensitivity.

研究分野：分析化学

キーワード： 光熱変換分光法　ナノ流体工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
単一細胞中のタンパク質は少ないもので10コピーから存在するとされている。このような極めて少ない分子を計
測する際、バルク空間に希釈してしまうとその濃度を決定することは困難となるから、極微小空間に閉じ込めた
まま測定した方が有利である。当研究室では既に拡張ナノ流路を用いたクロマトグラフィーを初めとする単一細
胞分析プロセスの開発に成功しており、本研究で開発したPOPSはその有効な検出法となる。また、フッ化カルシ
ウムを熱光学層としてナノ流路の底面に集積化するために開発したプロセスは、今後他の電極、触媒、メタマテ
リアル等にも応用可能であり、ナノ流体化学プロセスの更なる発展に貢献すると考えられる。

※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 
マイクロ・ナノ流体工学デバイスに代表されるように、微小空間の持つ特性を活用した分析法
が発展するにつれ、高感度な検出法が求められるようになってきた。従来、微小空間における検
出法は蛍光法が主流であり、分子の大多数を占める非蛍光分子を検出するには蛍光標識をする
必要があった。一方、当研究室ではこれまでに、非蛍光分子を高感度に検出することのできる光
熱変換分光法に着目し、熱レンズ顕微鏡（TLM）を開発してマイクロ空間における高感度検出を
実現してきた。また、TLMに波動光学の原理を導入した光熱変換光位相差（POPS）検出法を開
発し、代表長さ数 100 nmの拡張ナノ空間に適用可能であることを初めて実証してきた。さらに、
UV励起光を用いた POPS検出器を開発し、蛍光標識していないタンパク質数 100分子の検出に
成功した。しかしながら、UVレーザーに対応した光学系の製作が困難であったことから、TLM
並みの高感度測定を拡張ナノ空間で実施することは困難であった。加えて、石英ガラス製の拡張
ナノ流路内の溶液中で発生した熱が、熱拡散に伴ってガラスに伝達した際、水の屈折率が温度上
昇に伴って低下するのに対し、ガラスの屈折率は上昇することから、屈折率変化が相殺してしま
うという問題が存在していたため、100 nm 以下の空間での POPS 測定は依然として困難であっ
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、POPS検出のさらなる高感度化に向け、以下の項目に取り組む。 
A 拡張ナノ熱光学流体デバイスの開発 
  ナノ流路近傍への熱光学層の集積化により POPS 検出を高感度化するデバイスを開発する。 
B UV 励起 POPS 検出器の性能向上 
  UV励起 POPS検出器における光学的バックグラウンドのさらなる低減に取り組む。 
C 生体分子の無標識単一分子検出の実現 

A、 Bを組み合わせることにより生体分子の無標識単一分子検出を実現する。 
 
３．研究の方法 
 研究項目 A では、ナノ流路底面にフッ化カルシウムによる熱光学層を集積化した。フッ化カ
ルシウムは、水や大多数の液体と同様に温度上昇に伴って屈折率が低下する性質を持つ。また、
水への溶解度が低いことから、基板の洗浄や流路内に液体を導入した状態での測定にも耐えら
れると判断した。フォトリソグラフィおよびドライエッチングによって作成した石英ガラス製
ナノ流路の底面に真空蒸着法を用いて接着層となるクロムおよびフッ化カルシウムの薄膜を形
成し、その上にシリカをスパッタリングした。フォトレジストを除去することによってリフトオ
フし、低温接合法によって上板と貼り合わせることでデバイスを完成させた。 
 研究項目 Bでは、可視光用に設計された市販の微分干渉（DIC）プリズムを用いて UV励起の
POPS検出器を構築した。従来の光学系では、対物レンズの近傍に DICプリズムを配置する必要
があったため、励起光（UVレーザ）が DICプリズムを通過せざるを得なかった。そのため、UV
光への耐久性と透過率を兼ね備えた特殊な DIC プリズムの設計・製作が必要であり、干渉の精
度が犠牲になっていた。一方、本研究では図 1 に示すように、顕微鏡外部で DIC プリズムを用
いて分離したプローブ光をリレー光学系を用いて顕微鏡に導入する光学系を採用したことによ
り、UV励起光が DICプリズムを通過することなく試料に集光されるような光学系を実現した。 
 研究項目 Cでは、Aで作製したデバイスおよび Bで開発した検出器を用いて性能評価を実施
した。流路の底面のみに熱光学層を集積化したデバイスと、底面および上面に集積化したデバイ
スを作製し、検出性能に与える影響を比較評価した。 
 

 
図 1. 本研究で構築した UV-POPSの光学系 



４．研究成果 
 研究項目 Aでは、まずナノ流路底面に集積化した熱光学層を X線光電分光法を用いて評価し
た。その結果、期待したとおりに Caおよび Fが検出されたが、Caと Fの存在比率は 1：1.6と
なり Fが不足していることが示唆された。また、膜厚は設計通りの値である 250 nmであること
が確かめられた。さらに、リークテストの結果、400 kPaをかけてもナノ流路から液体が漏れ出
さないことが分かり、流体デバイスとして十分な耐圧を有していることが分かった。 
 研究項目 B では、まずプローブ光が設計通りに分離・干渉していることを確認した。干渉し
たプローブ光の明暗の強度比を測定したところ 340：1 となり、従来の UV 励起 POPS 光学系
（77：1）よりも大きく改善していた。また、蛍光標識していないウシ血清アルブミン（BSA）
を用いて深さ 2.1 mの流路中で検出限界を評価したところ 30分子で、従来（300分子）よりも
1桁低かった。以上の結果より、干渉の精度を向上し、光学的バックグラウンドをさらに低減す
ることによって微小信号の検出を改善するという目的を達成した。 
 フッ化カルシウムの熱光学層を流路の底面のみに集積化したデバイスとしなかったデバイス
について、流路の深さを 320 nmに揃えて感度（検量線の傾き）を比較したところ、それぞれ 6.8
と 1.9であった。また、検出限界はそれぞれ 5000分子と 2000分子であった。この結果より、熱
拡散によって失われた感度を熱光学層の導入によって回復するという目的を達成した。また、熱
光学層を両面に集積化したデバイスを用いた実験も実施したが、検出限界は 1700分子に留まっ
た。単一分子検出の実現には、今後熱光学層の厚みや測定条件などの更なる最適化が必要と考え
られる。 
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