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研究成果の概要（和文）：本研究では、独自のナノ流体デバイス技術を用いて、フェムト・アトリットル（fL~
aL）極微量流体の自在制御技術を開発し、わずかaL体積を有する１分子液滴のアレイを創製した。これにより、
通常反応濃度溶液中の膨大な量の分子を１分子単位で計測、操作、反応を可能とした。本研究を通じて、研究代
表者が提唱してきた「１分子制御化学」の基本プロセスを確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed fundamental mechanisms and technologies for
 manipulating femtoliter to attoliter (fL~aL) fluids using our nanofluidic device technology. Based 
on these developed mechanisms and technologies, we have achieved the fabrication of single-molecule 
droplet arrays. The use of the single-molecule droplet arrays has allowed the detection, 
manipulation, and reaction of single molecules at normal concentration range. Through this study, we
 have established the basic processes for "single molecule regulated chemistry" proposed by us.

研究分野：ナノ化学システム工学

キーワード： １分子制御化学　１分子液滴　ナノ流体デバイス　１分子操作　１分子反応　液滴輸送　液滴融合　Nan
o-in-Nano集積化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した１分子制御化学の基本プロセスは化学やバイオの基礎と応用に関連する幅広い分野を革新する
可能性がある。例えば、溶液反応の分子ダイナミクス解明や、集団平均化により隠蔽された個々の生体分子の挙
動と特性の多様性究明、自然状態の長鎖DNAの任意合成やポリマー構造の自由構築に繋がる分子を積み木とする
究極の精密合成法の創出などが期待される。従って、本研究成果は、１分子化学や１分子生物学、化学工学、プ
ロセス工学、合成化学、合成生物学、定量生物学、分子診断、薬物スクリーニング、創薬など幅広い領域への学
術的・科学技術的・社会的波及効果は極めて大きい。

※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 

従来の化学では分子集団を取り扱い、濃度で量を表わし、膨大な量の分子の平均的な性質と反
応性を中心に研究されてきた。一方で、近年、分析化学の分野では様々な新技術により、化学、
バイオの物質を１分子レベルで観察、計測できるようになった。この１分子検出を基盤とした化
学の新分野は、１分子化学と呼ばれ、平均化により隠蔽された実際の分子挙動と特性の多様性を
理解する手段として注目されている。しかしながら、現在の１分子化学は検出機構やデバイス等
の制約を受け、ほとんどの場合極めて低濃度領域（pM＝10−12 M 以下）でのみ意味のある結果が
得られる。このため、pM より数桁ほど高い μM、nM 濃度領域を必要とする通常の液相合成反
応、および細胞内反応や多くの酵素反応、生体分子相互作用（protein-protein、DNA-protein 
interactions）などといった大多数の化学、バイオ系に応用することは困難である。１分子化学を
より幅広く有用なツールに発展させるためには、このような数桁に及ぶ濃度領域の乖離を解消
しなければならない。また、現在の１分子化学は、「反応」といった化学的な視点ではなく、主
に「測定・分析」の視点から１分子を研究することであった。化学反応の視点から見ると、分子
は化学的性質を有する物質の最小ビルディングブロック（building block）でもある。このような
背景の中、研究代表者は、分子をビルディングブロックとして直接的に取り扱い、通常反応濃度
領域における化学反応や生体反応に携わる分子の計測・輸送・混合・反応・分離などのすべての
プロセスを１分子単位で行おうとする「１分子制御化学」を提唱してきた。これまで、この「１
分子制御化学」のコンセプトの実現に向けて、超微量流体操作に適したナノ流体デバイス[1]を
用いて、１分子液滴反応場となるアトリットル（aL）液滴を形成する方法を開発してきた。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、研究代表者が独自のナノ流体デバイス技術を用いて実現したフェムト・アト
リットル（fL~aL）極微量流体の自在制御技術をさらに進化して、わずか aL 体積を有する１分子
液滴のアレイの創製により、通常反応濃度溶液中の膨大な量の分子を１分子単位で計測、操作、
反応を可能にするという研究代表者が提唱してきた１分子制御化学を確立することである。 
 
 
３．研究の方法 
 マイクロ流体デバイスなど
を用いる従来の微小液滴の作
製手法では、fL 液滴の作製が
限界であり、aL 液滴（＝１分
子液滴）を作製することはで
きない。また、ナノ流路では比
表面積が極めて大きくなるた
め、マイクロ流路で行われる
ような液－液二相系エマルシ
ョン原理に基づく微小液滴ア
レイの生成は困難である。こ
れに対して本研究では、独自
の Nano-in-Nano 集積化技術[2-4]を用いて親水の金表面ナノアレイを有する疎水ナノ流路配列
（図１）を作製し、液－気二相系原理に基づく１分子液滴アレイを作製する手法を提案した。ま
た、より簡単な操作でより体積が均一なアトリットル液滴アレイを作製することを目指して、プ
ラス圧力差原理とエネルギー変化原理を融合した新しい気－液、液－液界面の生成原理を提案
して、新たに設計、作成した特別なナノ流路構造を用いて、均一なアトリットル液滴アレイの簡
単作成法も開発した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 親水ナノアレイを有する疎水ナノ流路の作製  

本研究提案の技術基盤の一つである親水ナノアレイを有する疎水ナノ流路の作製手法の確立
に取り組んだ。まず、図１に示した提案手法で親水ナノアレイを有する疎水ナノ流路を作製した。
具体的には、接触角などの評価（図２）によりガラス基板上実験で最適化した溶媒、濃度、反応
時間、洗浄方法などの条件を指針として、ナノ流路にいて実験を実施し、導入した水の挙動の顕
微鏡観察、導入圧力評価などによって、実験手順と条件をさらに最適化し、親水ナノアレイを有
する疎水ナノ流路の作製手法を確立した。 

 

図１. 親水ナノアレイを有する疎水ナノ流路の作製手法の

概念図 



 

 

(2) ナノ流路内液－気界面物理化学の解明 
親水ナノアレイを有する疎水ナノ

流路を用いて、アトリットル液滴を
形成することを目的とした。この目
的を達成するために、ナノ流路にお
ける液－気界面物理化学を解明しな
ければならない。そこで、圧力による
水の導入方法や界面を安定化するた
めの操作を検討しながら、形成した
液－気界面を顕微鏡で観察し、ナノ
流路における安定的な液－気界面を
形成させる物理化学条件を明らかに
した（図３）。 

 
(3) アトリットル液滴アレイの作製

手法の確立 
最適化した物理化学条件の下、微

小液滴のアレイを生成することがで
きた。さらに生成した微小液滴の数
や体積、体積分布について評価した。
微小液滴の体積は主に aL オーダー
で、かつ狭い分布を有することが分
かった。これにより、提案の手法に
よるアトリットル液滴アレイの生
成が実証できた。 

また、水の導入方法は圧力導入以
外に他にも様々なものが考えられ
るため、振動法や炭酸水導入法など
の手法を用いてより良い気－液界
面の構築法も探索したが、その結
果、液滴生成の改善は見られなかっ
た。 

さらに、特別なナノ流路構造によ
り形成する気－液または液－液界
面を用いて、ラプラス圧力差原理及
びエネルギー変化原理に基づいて、
アトリットル液滴アレイ作製の新
たな手法の開発にも挑戦した。より
簡単な操作でより体積が均一なア
トリットル液滴アレイを作製する
ことに成功した。 

 
(4) １分子制御化学の確立 

アトリットル液滴アレイを用いて１分子計測により１分子液滴のコンセプトを実証した。ま
ずは、代表的な蛍光色素をモデル分子とし、その nM～μM の溶液をナノ流体デバイスに導入す
ることでアトリットル液滴アレイを作製した。そして、レーザー誘起蛍光法を用いて作製したア
トリットル液滴内の蛍光分子を検出した。さらに、蛍光計測解析により１分子の蛍光色素に由来
する蛍光信号を確認し、１分子液滴のコンセプトを実証した。 

そして、上記の１分子液滴のコンセプトの実証を行いながら、アトリットル液滴の移動や融合
などの操作手法を開発した。具体的には、まずは、独立操作可能な複合ナノ流路構造を設計して
作製した。次に、複合ナノ流路構造における独立操作可能な安定的な界面を形成させる物理化学
条件を明らかにして、独立操作可能なアトリットル液滴配列の作製手法を確立した。このアトリ
ットル液滴配列を利用して、液滴の移動と融合の手法を開発した。 

さらに、開発した液滴の移動と融合の操作方法を用いて、１分子液滴の操作による１分子反応
への挑戦を前倒して、早期に１分子反応の実現に挑戦した。 

以上から、本研究の目的である１分子制御化学の確立を当初計画より前倒しで達成した。 
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図２. 表面修飾前後、及び洗浄後の金表面とガラス表

面の接触角評価 

図３. (a)2D ナノ流路内の金ナノパターンと(b)作製

したナノスケール液－気界面(nanoscale GLI)のグレ

ースケール反射光画像。 
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