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研究成果の概要（和文）：本研究では、1粒子・分子の性状を高度に解析する新規ナノポアセンシング法を創成
した。ベースとなるのは極薄メンブレンに加工するナノサイズの細孔であり、さらに、物質の細かな形状を測定
可能にするために、サラウンドゲートをナノポア周囲に作りこんだ。この新規ナノポアデバイスを用いて、形状
の異なるナノ粒子、細菌、ウイルス、タンパク質やDNAの検出を実施し、さらにイオン電流信号波形の解析に機
械学習を応用することで、これらの物質の形状だけでなく、表面電荷や質量、表面タンパクの種類まで識別可能
な新規1粒子・分子センシング法を創成することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Low thickness-to-diameter aspect ratio nanopores were fabricated for 
structure analyses of individual particles and molecules in electrolyte solution.  The nanosensor 
consisted of a nanoscale hole formed in an ultra-thin membrane.  A gate electrode was also embedded 
around the pore that enabled to slow down the translocation motions of the objects via the 
gating-induced electroosmotic flow.  Overall capability allowed to discriminate various substances 
from bacterial cells to proteins via the ionic current signal waveforms.

研究分野： マイクロ・ナノ科学

キーワード： ナノポア　イオン電流　1分子泳動ダイナミクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した液中1粒子・分子形状解析法は、物質の体積だけが測定可能な従来法とは異なり、物質の表面
電荷や質量、表面タンパクの種類など、様々な性状の違いを見分けることができる手法であり、また、ウイルス
やタンパク質、DNAなどあらゆる生体分子に応用可能な検出原理を備えたセンサ技術である。当該技術がタンパ
ク質構造解析やDNA塩基配列解読に広く活用されることで、構造生物学、ひいては生命科学の発展に大きく寄与
することができると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ナノポアセンサの研究は世界中で広く展開されており、特に DNA 塩基配列解読に向けた技術
競争は熾烈を極めている。その中で、イオン電流計測による 1 塩基分子識別を実現するべく、グ
ラフェンなどの単原子シート中にナノポアを開口させた低アスペクト比ナノポアの開発が精力
的に実施されてきている。しかし、これらの極薄ナノポアの開発は、従来の 1 粒子体積測定法の
原理を基本コンセプトにおいたものであり、低アスペクト比ナノポアにおけるイオン電流機構
に関する基礎学理は未だ確立されていないのが現状である。そしてこのことが、低アスペクト比
ナノポアによる 1 分子識別を実現する上での根幹を成す課題であることが認識され始めている。
一方、1 分子構造解析という観点からは、クライオ電子顕微鏡や非弾性トンネル分光法によって、
数原子レベルの空間分解能での 1 分子観察技術がすでに確立されている。しかし、これらの技
術は極低温・真空下で固定化された分子に対してのみ適用可能な観察技術であり、また大型な装
置を必要とするため、生体分子が活性な環境下で個々の分子の構造多様性やダイナミクスを調
べることができない。そこで本研究では、低アスペクト比ナノポア内での粒子－ポア壁面間のナ
ノ制限空間におけるイオン輸送機構を実験・理論の両面から徹底的に解明することで、極薄ナノ
ポアによる 1 分子形状解析を実証する。この 1 分子形状解析法は、小型なナノポアチップを用
いて室温・液体中で in vivo 解析にも応用可能なデバイス原理を備えた手法であり、シンプルな
イオン電流計測であるため個々の分子の構造多様性やダイナミクスまで評価可能な世界初の技
術である。当該技術がタンパク質構造解析や DNA 塩基配列解読に広く活用されることで、構造
生物学、ひいては生命科学の発展に大きく寄与することができる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者が独自に確立してきた電流計測
を基盤とする 1 分子検出技術を応用・発展させ、極薄
ナノポアを用いたイオン電流計測を基盤とする数ナノ
レベルの空間分解能を有した液中 1 粒子形状解析手法
を創成する。そしてこの手法を駆使して、タンパク質
の 1 分子形状解析を実証する（図 1）。本研究の達成に
より、ナノ制限空間におけるイオン輸送機構に関する
基礎科学を構築すると共に、液体中での 1 生体分子構
造解析に資する革新的ナノポア技術並びにデバイスを
創出する。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、ナノポアを通るイオン電流計測を基盤
とする液中 1分子形状解析法を創成する。そのために、
まず低容量極薄ナノポアセンサ構造を作製し、これを
用いて電気泳動電圧制御による繰り返し 1 粒子測定 
法を開発する。そして同手法を駆使し、異方性ナノ粒子の 1粒子検出を実施する。さらにそこで
得られるデータをもとに、マルチフィジックス理論シミュレーションの観点から、粒子－ポア壁
面間のナノ制限空間におけるイオン輸送機構を明らかにすると共に、イオン電流波形から 1 粒
子形状を導出するプロトコルを構築する。そして以上の知見を集約し、極薄ナノポアによるタン
パク質の 1分子形状解析を実証する。 
 
４．研究成果 
 まず、超高速イオン電流計測を可能にするポリイミド被覆ナノポアを作製した。ポリイミド層
で部分的に表面をコートしたナノポアチップを作製し、ナノ粒子がナノポアを通過する際に生
じるパルス状のイオン電流変化を測定した。その結果、ポリイミド層の面積に比例しイオン電流
応答速度が高速化することを明らかにした。これは、低電気容量はポリイミド層を被覆すること
で、ナノポアチップ全体の電気容量が低下したことによるものであると考えられた。さらに、イ
オン電流応答性におけるナノポア外部の抵抗の寄与を実験的に調べ、ナノポア測定におけるイ
オン電流応答速度は、ナノポア内部の抵抗ではなく、外部の抵抗成分によって変化することを明
らかにした。これらの知見をもとに、ナノポアチップの等価回路モデルを構築し、ナノポアチッ
プの裏面にポリマー層を被覆する新規ナノポア構造を開発した。以上の実験を通して、タンパク
質の 1 分子検出・識別のための高速なイオン電流応答を可能にする新規ナノポアデバイスが作
製可能になった。 
 イオン電流応答高速化が達成できた一方、1MHz 以上の高速イオン電流計測において観測され
る顕著な電流ノイズが新たな課題として浮彫りになった。従来のナノポア測定では、ローパスフ
ィルタやフーリエ解析・ウェーブレット変換などのデジタル処理によってノイズの低減が図ら
れていた。しかしこれら手法では、ノイズが低減されると同時に、電流変化の鈍化が起きてしま 

図 1. 極薄ナノポアを用いた 1分子形状解析． 



うため、極めて短時間でナノポアを通過する
タンパク質などのナノ物質を検出しようと
する際にはシグナル自体も大きく歪んでし
まう。そこで、シグナルと区別してイオン電
流ノイズだけを除去するための深層学習ア
ルゴリズムを開発した。画像のノイズ処理法
としてその有効性が認められた Noise2Noise
を 1次元時系列データに適用可能なものにし、
これを用いてイオン電流データのデノイズ
を試した。アルゴリズムの動作検証のため、
人工的にナノ起伏を作りこんだナノ流路を
用い、ナノ粒子がこのナノ起伏ナノ流路を通
過する際のイオン電流変化を測定した。得ら
れた電流変化はナノ起伏の形状を部分的に
反映した特徴的な波形を示したが、起伏の位 
置や数は、シミュレーションで予測されるものとは異なった。これは、ナノ起伏部をナノ粒子が
通過する際に生じる微弱な電流変化が前述の高周波ノイズによって判別不能になるためでたっ
た。そこでまず従来のフーリエ解析やウェーブレット変換も試した。しかしこれらの方法では、
ノイズが低減できたものの、波形は大きく歪んでしまった。一方、新たに開発した深層学習アル
ゴリズムを用いた場合には、微弱な信号波形を歪ませることなく、高周波電流ノイズを大幅に低
減することができ、シミュレーションで予測されていた電流波形を確認することができた。 
これらの研究によって、高速にナノポアを

通過するタンパク質などの物質を検出する
ためのナノポア技術を創成することができ
た。そこで、最後にタンパク質のナノポア通
過速度を制御するための 1分子泳動制御法を
創成した。物質のナノポア通過速度が低減で
きれば、より確実な 1 粒子・分子の検出・識
別が可能になる。実験では、まず、電気浸透
流によるタンパク質の泳動速度低減をねら
い、ナノポア壁面を種々の絶縁膜（SiO2、Si3N4，
Al2O3,TiO2,HfO2）で被覆し、その効果を系統
的に評価した。その結果、被膜材料の等電点
に応じてナノポア壁面のゼータ電位が変化
することを確認した。そして物質が絶縁被覆
ナノポアを通過する際には、ナノポア内に生
じる壁面ゼータ電位に応じた向き・速度の電
気浸透流によって、粒子の泳動速度が増減す
ることを明らかにした。この結果を発展させ
て、ナノポア壁面のゼータ電位を物理的に変
調する手法を考案した。開発したデバイスは、
固体メンブレンに開けられたナノポアと、さ
らにその周囲が SiO2 薄膜を介してゲート電
極で囲まれたサラウンドゲートナノポアで
ある。この新規デバイスの動作検証のため、
イオン電流計測によるナノ粒子の 1粒子検出
を実施した。その結果、ゲート電極に加える
電圧によってナノポア内に発生する電気浸
透流の向きと速度を自在に制御できること
を明らかにし、この効果によってナノポアを
電気泳動するナノ物質の速度を、従来のナノ
ポア技術に比して 10000分の 1にまで低化さ
せることに成功した。そして、開発したナノ 
ポア技術を用いて、形状の異なるナノ粒子、細菌、ウイルス、タンパク質や DNAの 1粒子・分子
検出を実施し、さらに機械学習によるイオン電流波形解析を応用することで、これら物質の形状
だけでなく、その表面電荷密度、質量、表面タンパクの種類まで識別できる 1粒子・分子解析法
を創出した。 
 

図 2. 深層学習によるイオン電流デノイズ． 

図 3. 上図：従来の固体ナノポアでは粒子が高速にナノポ

アを通過する．下図：それに対し今回開発した集積固体
ナノポアデバイスでは，ゲート電極に加える電圧により，
ナノポア内の水流を制御することで，ウイルスサイズの

ナノ粒子の移動速度を 1/10000 倍にまで減速できる． 
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