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研究成果の概要（和文）：本研究では、電子線リソグラフィー等の微細加工技術を用いて、固体ナノポアとマル
チポアを３次元的に集積させた積層集積ナノポアを作製した。そしてこれを用いて、1個の大腸菌の細胞膜を、
マルチポア部に生じさせた強電場により破壊し、マルチポアよりも小さな細胞内物質だけを、ナノポア部に通す
ことに成功した。さらに、得られたイオン電流信号波形を解析したところ、大腸菌内のリボソームやDNAが検出
されていたことを確認した。

研究成果の概要（英文）：A 3D-integrated nanopore was fabricated that consisted of a multipore 
membrane stacked vertically on a SiNx nanopore membrane via a thick polyimide layer.  This novel 
nanosensor was used to measure intra-cellular molecules of E. coli.  When the bacterial cell was 
trapped at the multipore, its membrane surface was ruptured by the strong electric field there that 
enabled extraction to resistive pulse sensing of the molecules inside including ribosomes and DNA.

研究分野： マイクロ・ナノ科学

キーワード： ナノポア　電気穿孔　1細胞解析　電気泳動　イオン電流

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で創成した積層集積ナノポアによる1細胞内物質分析法は、細孔サイズ如何でDNAから細胞小器官まであら
ゆる細胞内粒子・分子の解析が可能な原理を有する。今後、当該技術が医療分野などで広く応用されることで、
ハイスループット且つ超高感度な細胞診が実現でき、早期がん診断、ひいては遺伝子レベルの治療法の可能性を
拓く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 

申請者はこれまで、1 分子・粒子計測のための
高速微小電流計測技術を開発し、これを用いて
高空間分解能ナノポアセンサによる 1 粒子識別
法を創成してきた。さらに、高時間・空間分解能
なポリイミド被覆ナノポアセンサと、機械学習
による電流波形解析を融合させ、細菌・ウイルス
等の実生体粒子の 1 粒子識別に成功した。その
中で、ナノポア法による細胞内物質の 1 粒子レ
ベル分析の実現可能性を見通すと共に、多細胞
分析に留まっている従来法の原理的な課題を見
出した。そして、マルチポアを、細胞穿孔の場だ
けでなく高性能なフィルタとして機能させるこ
とで、この課題が解決できると考え、マルチポア
とポリイミド被覆ナノポアを融合させた積層集
積ナノポアによる細胞内物質分析法の創成に関
する本計画を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、ナノポア法を基盤とする 1 細胞内物質の 1 粒子検出法を創成する（図 1）。まず、
マルチポアとポリイミド被覆ナノポアを 3D 集積させた積層集積ナノポアを創製する。そして、
当該デバイスのマルチポア近傍に生じる強電場を利用した 1 細胞電気穿孔法を確立すると共に、
マルチポア内のナノ制限空間における細胞膜の局所電場誘起細胞膜変形・破壊メカニズムを解
明する。以上の実験を通して得られる知見を集約し、積層集積ナノポアを用いた 1 細胞内ミト
コンドリア並びにリボソームの 1 粒子検出を実証する。 

 

３．研究の方法 

はじめに、マルチポアの直下にナノポアを配置させた積層集積ナノポアを創製する。基本構造
はポリイミド被覆ナノポアであり、本研究ではさらに当該ポリイミド層上面に CVD 法を用いて
SiO2メンブレンを形成させ、電子線描画法等 MEMS 技術（既存設備）を駆使してマルチポアを開
口させる（作製プロセス構築済み）。このようにして作製する積層集積ナノポアを用いて、ナノ
粒子を内包させたリポソーム（球状人工細胞膜）を対象に、動作実証を実施する。この段階では、
2 種類のサイズのナノ粒子を測定対象として用い、得られるイオン電流信号の波高から、リポソ
ーム内包ナノ粒子の検出可否を判断する。以上の実験を通して、積層集積ナノポアの動作原理を
実証する。実細胞を対象にした 1細胞電気穿孔法を創成する。まず、前述の動作実証において得
られる知見を基に、マルチポア上に 1細胞をトラップすると共に、細孔に生じる強力な電場を変
調させることで、その細胞膜を変形・破壊する。その過程で観測されるイオン電流変化を詳細に
調べ、さらにマルチフィジックスイオン電流計算の結果と照合することで、マルチポアにおける
細胞膜変形・破壊機構を明らかにする。測定対象には動物細胞と植物細胞を用いる（大腸菌につ
いて、すでに膜破壊可能であることは確認済み）。なお、実験ではマルチポアの片側を低塩濃度
な緩衝液で満たしておく。この工夫により、細胞膜に浸透圧が生じ、膜破壊が容易になるだけで
なく、塩濃度勾配によって誘起される電場効果によって、穿孔後のマルチポアを介した細胞内物
質の輸送が促進できる。以上の実験を通して、マルチポアを用いた 1 細胞電気穿孔法を確立す
る。創成する 1 細胞電気穿孔法を用いて、積層集積ナノポアによる 1 細胞内物質の 1 粒子検出
を実施する。検出対象は、マイクロメートルサイズのミトコンドリアと数十ナノメートルサイズ
のリボソームとする。これらの検体に合わせて、粒子検出用ナノポアの直径は、3 μm並びに 100 
nm のものを用いる（申請者のナノ加工技術では、直径 100 μm～20 nm のナノポア作製が可能）。
そして、測定で得られるイオン電流信号の波形を機械学習に掛け、粒子同定を行う（学習データ
＝従来のナノポア法での計測結果）。以上の実験を通して、積層集積ナノポアによる 1 細胞内物
質の 1粒子検出を実証する。 
 
４．研究成果 
 ポリイミド被覆ナノポアとマルチポア構造を融合した、積層集積ナノポアの作製プロセスを
開発した。まず CVD 法により窒化膜を成膜したシリコンウエハの片面から、KOHによるウェット
エッチングによりシリコン層を除去し、窒化シリコンメンブレンを作製した。次に、電子線リソ
グラフィーと反応性イオンエッチングにより、メンブレン中に 1個のナノポアを開口させた。続
いてメンブレン上にポリイミド膜を成膜し、さらに CVD 法により上部を SiO2 層で覆った。そし
て、電子線描画を行い、反応性イオンエッチングにより SiO2 層内にマルチポアを加工した。最

図 1. 積層集積ナノポアによる 1細胞内物質検出． 



 

 

後に、この SiO2 層をマスクとして利用し、ポリイミド層をアッシングにより除去した。以上の
プロセスにより、ナノポアおよびマルチポアの直径が 60 nm までの積層集積ナノポアを作製し
た。 
 実験では、まず積層集積ナノポアの動作実証として、大きさの異なるポリスチレンナノ粒子を
対象に、イオン電流計測による 1粒子検出を実施した。ナノポアとマルチポアの直径が共に 260 
nm のものを用い、直径 900 nm と 100 nm のポリスチレン粒子を測定した。その結果、直径 900 
nm の粒子はマルチポア部でフィルタリングされ、100 nm の粒子だけをナノポアに通過させるこ
とができた。さらに、得られたイオン電流波形を有限要素シミュレーションの結果と照合し、100 
nm の粒子がナノポアを通過したことを確認した。以上の結果により、当初の想定通り、マルチ
ポアがフィルタと機能することが確認でき、さらにフィルタを通過する微小粒子をイオン電流
測定により検出可能であることを実証した。 
 次に、積層集積ナノポアを用いた細胞内物質検出を試した。測定対象は、大腸菌と枯草菌とし
た。積層集積ナノポアのポア径は、ナノポアとマルチポア共に直径 60 nm のものを用いた。リン
酸緩衝液にこれらの細菌を加え、ナノポアを通るイオン電流を測定したところ、電圧が 0.5 V以
下の場合には、特に細菌の膜破壊や細胞内物質の検出を示唆する電流変化は観測されなかった。
それに対し、電圧を 1 Vまで上昇させたところ、大腸菌の膜破壊を示唆するイオン電流の急峻な
増大傾向が観測された。さらにこれに続いて、まずパルス状の電流変化が観測された。これは、
大腸菌の膜がマルチポア部に生じる強電場によって破壊され、細胞内のリボソームやプラスミ
ドが溶出し、これらがナノポアを通過した結果である、と解釈された。さらに測定を続行すると、
ステップ状のイオン電流変化が現れた。この特徴的なシグナルを積算し、ヒストグラムを作成し
たところ、ある電流値の整数倍のところにピークが確認できた。これは、大腸菌の DNAが様々な
折り畳み構造を持ちながらナノポアを通過したことを示唆する結果である。一方、枯草菌ではこ
れらのイオン電流変化は観測されなかった。枯草菌は強固な芽胞を作るため、マルチポア部での
強電場にも耐え膜が破壊されなかったことによる結果であると解釈された。 
 以上の通り、本研究では積層集積ナノポアを作製し、これを用いて 1細胞の膜破壊並びに細胞
内物質の検出に成功した。 
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