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1.1. 本研究の背景 

 

1.1.1.  単一細胞分析における単一・可算個分子分析への要求 

 

 近年、バイオや医学では分析対象の超微量化・低濃度化が進んでいる。同時に、分

析対象に含まれる目的分子の量は減少し、わずか単一・可算個分子となるケースも生

じている。その一例が単一細胞分析である。 

同一のゲノムを持ち、均一な環境で培養された細胞集団ですら、個々の細胞の性質

が不均一性を示すことが最近の研究により明らかになってきている[1]–[4]。例えば、

細菌のクローン集団に薬剤などのストレスを与えると、大部分の細胞が死滅する一方

で、少数の細胞が長期間生き残ることがある[5]。生存した細胞は persister と呼ばれ、

多くの場合ゲノムの変異を伴わずに耐性を獲得している。耐性獲得のメカニズムは長

らく未知であったが、近年の研究で徐々に明らかになってきている。Y. Wakamoto ら

は、細菌 Mycobacterium smegmatis が抗生物質イソニアジドに対して persister を形成す

るメカニズムを検証した。その結果、転写・翻訳の統計的な揺らぎによって酵素 katG

の発現量が変動し、偶然 katG の発現量がゼロとなった細胞がイソニアジドに対する

persister となることを明らかにしている[6]。persister は細菌だけではなく、ヒト癌細

胞に抗がん剤を与えた場合にも形成される[7]。persister の形成はほんの一例であり、

細胞間の不均一性はゲノム[8]、RNA[9]、タンパク質[10]、代謝産物[11]などのあらゆ

る階層で観察される(図 1-1)。また、細胞間の不均一性は一部の遺伝子にのみ起きる

ものではない。Y. Taniguchi らは、大腸菌 E. Coli の 1018 種の遺伝子の発現を解析し、

全ての遺伝子の発現量が細胞間でばらつき、その変動係数が 30%以上であることを示

している[12]。 

従来、細胞の遺伝子発現や機能を解析する場合、クローンされた細胞集団がサンプ

ルとして用いられていた。この方法で様々な知見が得られるが、数万もの細胞の平均

値のみをデータとするため、重要な情報を見落とす可能性が指摘されている[13], [14]。

例えば、persister のように集団内の少数の細胞が異なる機能を持つ場合、少数の細胞
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の信号は多数の細胞の信号にマスクされてしまう可能性がある。また、Toriello. L ら

はRNA干渉によって Jurkat細胞のGAPDHの遺伝子をノックダウンした結果、GAPDH

の発現量が 50%程度に低下する細胞と、0%に低下する細胞の 2 グループに分かれる

ことを示した[15]。細胞集団全体における GAPDH 発現量の平均値は 20%であり、ど

の細胞の発現量とも一致しない。このように、細胞集団を平均したデータが、個々の

細胞の機能を反映しないケースがありえるため、個々の細胞を解析する単一細胞分析

が注目を集めるようになった。 

単一細胞分析では、多数の細胞を扱う実験と比べて、目的分子の量が桁違いに小さ

い。個々の細胞に含まれる DNA は多くの場合 2 分子である。典型的な真核細胞に含

まれる RNA は 10 pg 程度であり[16]、このうち 1～5%を占める mRNA は 105 分子程

度であると推定される[17]。mRNA は 104種程度存在することから、少ないものは 100-

101 分子であると推定される。実際に単一細胞内の RNA を定量分析した研究によれ

ば、酵母菌の大部分の mRNA は 5 コピー未満であり、lncRNA は平均 0.5 コピー未満

である[18]。また、大腸菌 E.Coli の mRNA は平均 0.4 コピーである[12]。細胞内にお

けるタンパク質の濃度は種類に応じて様々であり、pMからMのオーダーである[19]。

ヒトの細胞体積は 0.5～2 pL 程度であるため、単一細胞中に含まれる濃度 100 pM のタ

ンパク質の存在量は 100 pM × 100 pL ＝ 100 個、すなわち単一・可算個分子レベル

図 1-1  遺伝的に同一な細胞集団に発生する細胞間のばらつき 
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である。単一細胞に含まれるタンパク質の分子数は、Y. Taniguchi らによって実験的に

確かめられている[12]。図 1-2 のヒストグラムは、E.Coli の 1080 種のタンパク質に

対する1細胞あたりの分子数を示している。横軸は１細胞あたりのタンパク質分子数、

縦軸は該当するタンパク質の種類の数である。この図によれば、多くの遺伝子の発現

量が 101 分子以下の可算個分子領域であり、中には平均 10-1 分子と確率的に発現す

る遺伝子も見られる。ヒト細胞に関しては、Martin. B らがヒト骨肉腫細胞株のタンパ

ク質発現量を網羅的に解析している[20]。ここでは１細胞あたりの各遺伝子の発現量

(copies per cell)がまとめられており、解析の対象となった 7309 種のタンパク質のうち

2681 種が 1000 分子未満、2108 種が 500 分子未満である。このように、個々の細胞に

含まれる DNA・RNA・タンパク質は極めて微量であり、種類によっては単一・可算

個分子レベルとなる。 

微量な目的分子の定量は、単一細胞分析の大きな課題である。近年のいくつかの研

From Y. Taniguchi, P. J. Choi, G.-W. Li, H. Chen, M. Babu, J. Hearn, A. Emili, and X. S. Xie, “Quantifying E. coli 

proteome and transcriptome with single-molecule sensitivity in single cells.,” Science, vol. 329, no. 5991, pp. 533–538, 

2010.. Reprinted with permission from AAAS." 

図 1-2  E.Coli 1 細胞あたりのタンパク質の発現量   
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究では、特定の条件下において単一・可算個の目的分子の定量に成功している。１つ

目の例は、目的分子が DNA の場合である。DNA は Polymerase Chain Reaction (PCR)法

や Multiple Displacement Amplification(MDA)法などの手法を用いて増幅することがで

きる。目的分子の増幅技術・断片化技術・分離技術を応用することで、単一細胞中の

DNA はわずか１，２分子であるにも関わらず、全ゲノム配列の解読が実現している

[8],[21]。目的分子が RNA の場合、逆転写酵素によって相補的な配列の DNA(cDNA)

を合成することで、DNA と同様に増幅できるようになる。この手法によって 2009 年

に Tang らが単一細胞中の RNA 定量に成功し[22]、現在では商品化が進んでいる。こ

の分析法における RNA のロスは 50～60%と推定されており[17]、単一細胞中の存在

量が 5 分子未満の場合には検出に失敗するリスクがあることが課題ではあるが[23]、

可算個分子領域の定量が実現している。２つ目の例は、目的分子が酵素の場合である。

１分子の酵素は触媒作用によって多数の基質を反応させることができる。L.Cai らは

これを応用し、単一細胞内のβ-ガラクトシダーゼの発現量を定量することに成功し

ている[24]。この実験ではβ―ガラクトシダーゼの発現量は、β―ガラクトシダーゼ

が酵素反応により生成するフルオレセインの蛍光強度から測定される。各細胞におけ

る蛍光強度が離散的であることから、各細胞に含まれるβ―ガラクトシダーゼは単

一・可算個分子であり、単一・可算個分子の酵素の検出・定量が達成されたことが示

唆された。３つ目の例は、目的分子が蛍光を発する場合である。遺伝子組み換え技術

を用いれば、目的タンパク質分子が蛍光分子と融合して発現するような細胞を得るこ

とができる。1962 年に O. Shimomura らは単独で蛍光を出すタンパク質 GFP を発見し

た[25]。1992 年に M. Chalfie らは E.Coli の標的遺伝子に GFP をコードする遺伝子を組

み込み、標的遺伝子の発現の可視化に成功した[26]。この手法により、様々な細胞株

の目的タンパク質を、生きたまま可視化することが可能となった。また、X. S. Xie ら

の研究グループは、標的遺伝子に蛍光タンパク質とともに膜貫通タンパク質を組み込

むことで、目的タンパク質分子の拡散速度を下げ、輝点として可視化した[27]。１つ

１つの輝点の蛍光強度が退色によって離散的に消失することから、それぞれの輝点は

単一・可算個の目的分子に由来し、単一・可算個の目的分子の検出・定量が達成され
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たことが示唆された。 

このように、目的分子が増幅可能な場合、あるいは目的分子が蛍光を出す場合、単

一細胞内の単一目的分子の検出・定量が実現してきている。しかし、これらの分析法

はそれぞれの目的分子特有の機能を利用したものであるため、増幅できず蛍光も発し

ない一般の目的分子への応用は難しい。単一細胞に含まれる単一・可算個目的分子の

分析が実現している範囲を表 1-1 に纏めた。一般的な細胞に対して、DNA・RNA・酵

素の単一分子レベルの分析は実現しているが、酵素活性を持たない大部分のタンパク

質や代謝産物に関しては単一分子レベルの分析は未実現である。蛍光タンパク質を導

入した遺伝子組み換え生物であればタンパク質の単一分子分析が可能であるが、たと

えばヒトから採取された細胞を扱う研究など、遺伝子組み換え生物の作成が困難なケ

ースは多い。 

これまでに述べたように、現状の単一細胞分析は、DNA、RNA、蛍光タンパク質、

発現量の大きなタンパク質に限られている。発現量が小さく、単一細胞中に単一・可

算個分子しか存在しないタンパク質の分析法を開発できれば、単一細胞分析の研究対

象を大きく広げることができる。このとき分析法に要求される性能を図 1-3 に示す。

分析における最初の操作は、サンプリングである。ここでは、単一細胞から体積 pL-

fL のサンプルを採取することが求められる。次の操作は化学プロセシングである。こ

表 1-1  単一細胞内の単一・可算個分子分析が実現している範囲 
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こでは、サンプルに化学反応・分離・濃縮・抽出などの操作を加え、夾雑物から目的

分子を取り出し、検出可能な状態とする。生体内には多種多様な物質が存在し、ヒト

のタンパク質のみを取り出しても数百万種あると言われている[28]。一方、目的分子

は 1 種類であり、少ないものでは単一細胞中に 1 分子しか含まれない。従って、化学

プロセシングにおいては数百万種以上もの夾雑物の中からわずか１種類の目的分子

を取り出す選択性が求められる。また、目的分子が単一分子であった場合、化学プロ

セシングの過程は目的分子を１分子たりとも逃すことはできない。従って、高い収率

が要求される。分析における最後の操作は、検出である。取り出された目的分子は何

らかの検出器によって信号へと変換される。この時、単一・可算個の目的分子を検出

可能な高い感度が要求される。これらの要求を全て満たすことで、はじめて単一細胞・

単一分子分析が実現する。 

 サンプリング・化学プロセシング・検出のうち検出のプロセスに関しては、単一分

子検出の報告が数多く存在する。これまでにレーザー誘起蛍光法[29]、表面散乱ラマ

ン分光法[30]、ナノポア[31]、デジタル ELISA[32], [33]など、様々な手法で単一タンパ

ク分子の検出が実現している。いっぽう、体積 pL-fL でのサンプリング技術や、単一・

図 1-3  単一細胞中の単一・可算個タンパク質分子を分析するのに必要な性能 
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可算個分子試料に対する化学プロセシングに関しては、未だ研究途上である。このた

め、多量の目的分子の中から単一分子を検出することは可能であっても、単一・可算

個の目的タンパク質分子を含む試料の分析は困難であった。 

 

1.1.2.  マイクロ・拡張ナノ流体デバイス工学 

  

 サンプリング・化学プロセシング・検出のプロセスを縮小な空間へと集積化するこ

とで、分析の性能を飛躍的に向上することができる。このアプローチによって発展を

遂げてきたのが、マイクロ流体デバイス工学や拡張ナノ流体デバイス工学である。 

 

マイクロ流体デバイスの特徴と歴史 

 マイクロ流体デバイス工学とは、溶液の混合、反応、分離、精製、検出などの様々

な化学操作を小型化し、数 cm 角の基板上に集積して化学分析や小型反応器などへ応

用する研究領域である[34], [35]。TAS(Micro Total Analysis Systems)、あるいは Lab on 

a chip などとも呼ばれている。基板にはポリマー・石英ガラス・シリコン・紙など様々

な材料が用いられ[36]、基板上に微細加工技術を利用してマイクロスケールの構造体

や流路(マイクロチャネル)を作製し、その内部へと様々な物質を導入し、反応や分析

の場として活用する。このようにマイクロ構造を作製された基板は、マイクロチップ、

マイクロ流体デバイスなどと呼ばれる。 

 マイクロスケールの空間は、マクロスケールの系（バルク）に対する様々な優れた

特徴を持ち、これらが化学プロセスの単なるスケールダウンにとどまらない迅速化・

高効率化に寄与している。以下にマイクロ空間における代表的な特徴を挙げる[37]。 

 

① 液相空間が狭い。流路内の空間が狭いため分子の拡散移動距離が短くなり、混合

などの物質移動が律速となるような化学プロセスの時間を大幅に短縮できる。 

② 比界面積が大きい。試料体積に対して接触する固体あるいは液体の体積の割合

が大きいため、抽出や吸着などの界面を利用したプロセスを機械的操作なしで
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迅速に行える。 

③ 熱容量が小さい。空間が小さいため、熱容量も小さくなる。そのため、急速な温

度切り替えが可能となる。 

 

 さらに、小型化された一連の化学実験プロセスを一枚のチップへと集積化すること

で、マクロスケールの化学実験に対し、以下に示すような利点が生じる[38]。 

 

① 使用する検体量・試薬量を小さくできる。 

② 従来の化学プラントのような巨大な施設を小型化できる 

③ 廃液量を小さくできる。 

④ 高毒性・高感染性・可燃性・爆発性などの危険な反応が必要なとき、隔離が容易

である。 

⑤ 複雑な操作の自動化・簡易化により、労力を低減できる。 

 

 化学操作の集積化の始まりは、1979 年に Stanford University の S.C.Terry らによって

開発されたガスクロマトグラフィーシステムであると言われている[39]。1 枚のシリ

コン基板上にインジェクションバルブ、分離カラム、熱伝導度検出器を集積化し、炭

化水素の混合物の分離を数秒で行うことに成功したものの、この報告は当時あまり注

目を集めなかった。その後、1980 年代には微細加工技術の進歩によってミクロ構造体

を比較的簡単に作ることができるようになり、マイクロバルブ、マイクロポンプ、セ

ンサーなどといった要素技術がめざましい発展を見せた。1990 年には A. Manz らは

液体クロマトグラフィーの前処理から検出までの一連の操作をシリコンウェハー上

に集積することに成功し[40]、同時に、試料の前処理、分離、検出等の一連の操作を

基板上に集積化するというTAS の概念を提唱した[41]。さらに、1993 年に A. Manz

らがキャピラリー電気泳動をチップ化したマイクロ電気泳動チップを開発し[42]、生

化学分析の分野での有効性が認められるようになった。当初はサンプル・試薬は電気

泳動や電気浸透流によって駆動されていたが、1998 年に T. Kitamori らが圧力を用い



13 

 

た流体駆動法を導入した。その結果、電荷のない溶液が扱えるようになり、さらに複

数の溶液を同時に導入・操作できるようになることで、TAS の汎用性は大きく拡張

された[43]。また、熱レンズ顕微鏡の開発により、蛍光分子だけではなく、非蛍光分

子がマイクロ空間内から検出できるようになった[44]。そこで、T. Kitamori らは一般

的な化学実験で用いられる１つ１つの操作（混合・反応・分離・抽出など）をマイク

ロ空間へとスケールダウンし、それらの単位操作の組み合わせによって多種多様な化

学プロセスをマイクロチップ内へと集積化する方法論を提唱した[44]。このアプロー

チによって、多種類イオン連続分析[45]、合成反応システム[46]、細胞生化学実験シス

テム[47]、重金属の湿式分析[48]、アンモニアガスモニター[49]等、様々な機能を持つ

マイクロ流体デバイスが実現された。マイクロ流体デバイス工学に関する研究は増え

続けており、現在では化学分析や化学工学の分野のみならず、細胞挙動の分析[50]な

どバイオ・医療分野でも様々なツールとして応用されている。 

 

マイクロ流体デバイス工学による免疫分析法の集積化 

 単一細胞中の任意の目的分子を分析するには、化学プロセシングの工程において、

106 種以上の夾雑物から 1 分子の目的分子を選び出す高い選択性が要求されることを

1.1.1 節で述べた。免疫分析法はタンパク質などの多種多様な目的分子を対象とでき、

化学プロセシングにおける選択性が極めて高い分析法である。従って、免疫分析法の

微小化・集積化は、単一細胞・単一タンパク分子分析の実現に有望なアプローチであ

る。そこで、ここでは免疫分析法について解説し、マイクロ流体デバイスを用いて免

疫分析法を集積化した例を取り上げる。抗体は生物が病原菌などから身を護るために

生産する分子である。抗体は対応する抗原に対して極めて高い親和性を持ち、選択的

に結合する。この抗原・抗体間の反応を利用して目的分子である抗原を検出・定量す

る分析法が免疫分析法、あるいはイムノアッセイである。抗原抗体反応を用いて抗原

（目的分子）の量を信号強度へと変換するには、いくつかの方法がある。図 1-4 に示

す競合法は、1960 年に Berson と Yalow らによって開発されて以来[51]、ホルモンな

どの低分子の目的分子の分析に広く使われている手法である。まず、サンプルを一定



14 

 

濃度の抗体と、一定濃度の標識された抗原を反応させる。次に、遊離している抗原

(Free)と、抗体と結合した抗原(Bound)を分離する。サンプル中に抗原が存在しない場

合は、抗体に結合するのは標識された抗原ばかりである。いっぽう、サンプル中に抗

原が十分な濃度存在した場合、これらが抗体に結合するため、抗体と結合した抗原を

占める標識抗原の割合は低下する。従って、Bound と Free の標識抗原の量を測定する

ことで、サンプルに含まれる抗原を定量することができる。 

タンパク質などの比較的大きな分子を分析するには、非競合法がよく用いられる。

典型的な手法であるサンドイッチ法の原理を図 1-5 に示す。まず固相に抗体を吸着し、

サンプルと反応させる。サンプルに抗原が含まれていた場合、十分な時間反応させる

ことによって抗体に抗原が結合する。次に、標識された抗体を添加する。抗原が存在

する場合、標識された抗体は抗原と反応して固相に吸着される。最後に、遊離の標識

抗体を除去し、固相に吸着した標識抗体を定量する。サンプルに抗原が十分含まれて

いれば、多量の標識抗体が固相に吸着され、信号が大きくなる。サンプルに抗原が含

まれていない場合、標識抗体は固相とは特異的には結合しないため、信号は小さくな

る。抗原や抗体を標識する方法はいくつか存在する。ラジオアイソトープを標識に用

図 1-4  競合法でのイムノアッセイの原理 
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いるものはラジオイムノアッセイと呼ばれる。酵素を標識に用いる手法は、エンザイ

ムイムノアッセイや ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) と呼ばれる。 

 マイクロ流体デバイス工学を用いて免疫分析法をダウンスケールする大きな利点

として、抗原抗体反応を短時間で達成できることが挙げられる[52], [53]。例として、

図 1-6 のように、サンドイッチ法で抗原を固相表面の抗体と結合させる場合を考える。

典型的な ELISA では固相としてマイクロウェルプレートが用いられ、反応場のサイ

ズは数 mm、体積として数 101-102 L である。反応は固相の界面でのみ起きるため、

サンプルに含まれる抗原分子は拡散によって数 mm の距離を移動する必要がある。こ

れにより一般的な ELISA のプロセスは数時間を必要とする。いっぽう、マイクロ流体

デバイス工学を用いて 101-102 m のサイズの反応場を作り出すことができれば、抗

原は 101-102 m の移動によって界面に到達することができ、反応時間を短縮するこ

とができる。 

図 1-5  サンドイッチ法の原理 
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 2000 年に T. Kitamori らの研究グループは、抗体が修飾されたポリスチレンビーズ

をマイクロ流路内へと充填することで、免疫分析法のマイクロ空間への集積化に成功

した[54]–[57]。図 1-7 に示すように、石英ガラス製マイクロチップの内部にダム状の

構造を持つマイクロ流路が作製されている。ダム構造の深さは 10 m であり、直径 

40 m のビーズをトラップすることができる。ビーズ表面には抗体が修飾されており、

サンプル、洗浄バッファー、標識抗体を導入し、標識されている金ナノ粒子あるいは

酵素が生成した色素を熱レンズ顕微鏡によって検出することで信号を獲得する。この

手法によって、マイクロウェルプレートでの ELISA では 15 時間必要とされた反応時

間が、20 分にまで低減されている。2008 年に R. S. Sista らは、電気で濡れ性を制御す

るエレクトロウェッティングを用いて液滴を操作し、免疫分析のプロセス時間を 7 分

へと短縮することに成功した[58]。また、近年では単一細胞に対する免疫分析デバイ

スが開発されている。2013 年に、K. Eyer らは 625 pL のマイクロ空間の内部で単一細

胞を捕獲・破砕し、ELISA で目的分子を定量することができるデバイスを開発した[59], 

図 1-6  免疫分析のダウンスケールによる反応時間の低減 
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[60]。ウェル状のマイクロ空間の周囲の流路には空圧で駆動するバルブが加工されて

おり、ウェルの内部に細胞を閉じ込め、様々な溶液を導入することができる。１つ１

つのウェルの底面にはマイクロコンタクトプリンティングと呼ばれる手法によって

抗体が修飾されており、溶解した細胞質に含まれる目的分子を捕捉し、ELISA によっ

て定量する。このウェルを用いて GAPDH を定量した結果、濃度の検出限界はマイク

ロウェルを用いた ELISA と同程度であったが、分子数としては 6,000,000 分子であり、

マイクロウェルと比べて 3 桁以上小さくなった。また、2014 年に A. E. Herr らの研究

グループは、ゲル電気泳動によるタンパク質分離と免疫分析法を組み合わせたウェス

タンブロッティング法によって個々の細胞を分析するデバイスを開発した[61]。厚さ

30 m のゲル薄膜に直径 20 m のウェルが多数作製されており、ウェル内で細胞膜を

破砕し、泳動後、標識抗体で染色する。緑色蛍光タンパク質 GFP をサンプルとし、免

図 1-7  ビーズを用いた免疫分析チップ (a)上面図 (b)断面図  

(c)抗体修飾ビーズが充填されたマイクロ流路 

From K. Sato, M. Tokeshi, H. Kimura, and T. Kitamori, “Determination of carcinoembryonic antigen in human sera by 

integrated bead-bed immunoassay in a microchip for cancer diagnosis.,” Anal. Chem., vol. 73, no. 6, pp. 1213–1218, 2001.. 

Reprinted with permission from AAAS." 
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疫染色による定量結果と蛍光強度を比較した結果、免疫染色での検出限界は 27,000 分

子であると見積もられた。1 細胞あたり 27,000 分子はヒトのプロテオームの 50%に相

当する。目的分子が複数種の場合でも、電気泳動によって分離できる場合は同時に計

測することができ、さらに多数の細胞を同時に扱うことができるため、極めて有望な

手法である。このように、免疫分析法をマイクロ空間へと集積化することで、反応時

間の短縮、検出可能な目的分子数の低減など、さまざまな性能が向上されている。し

かしながら、いずれの手法も単一・可算個分析には至っておらず、発現量の小さい目

的分子に対する単一細胞分析にはさらなる性能向上が必要である。 

 

拡張ナノ流体デバイス工学による免疫分析法の集積化 

 近年では、微細加工技術・流体制御法・検出器の発展により、マイクロ流体デバイ

スからの更なるスケールダウンが可能になった[62]。マイクロ流体デバイス工学が

100-102 m の空間を扱うのに対し、101-102 nm の空間（拡張ナノ空間）を扱う領域は

拡張ナノ流体デバイス工学と呼ばれる。T. Kitamori らは世界に先駆けて拡張ナノスケ

ールの流路を組み込んだデバイスを作製し、拡張ナノ流路内部の流体の駆動法[63]、

非蛍光分子の検出法[64]、拡張ナノ流路表面の部分修飾法[65]などの基盤技術を確立

してきた。 

 拡張ナノ空間は、体積に換算すると fL ~ aL と、これまでのマイクロチップの流路

がもつ nL ~ L の体積と比べて三桁～六桁小さく、極めて微小な反応容積をもつ器と

図 1-8 単一細胞 ELISA デバイス 

From K. Eyer, S. Stratz, P. Kuhn, S. K. Küster, and P. S. Dittrich, “Implementing enzyme-linked immunosorbent assays 

on a microfluidic chip to quantify intracellular molecules in single cells.,” Anal. Chem., vol. 85, no. 6, pp. 3280–7, Mar. 

2013... Reprinted with permission from AAAS." 
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して利用できる。免疫分析法の分析場を拡張ナノスケールにまでスケールダウンでき

れば、マイクロスケールの分析場を用いた免疫分析法に対してさらなる性能向上が期

待できる。この着想から、2014 年に K. Shirai らは ELISA を拡張ナノ空間へと集積し

た拡張ナノ ELISA デバイスを開発した[66]。拡張ナノ ELISA デバイスと、マイクロ

スケールの ELISA デバイスのスケールの比較図を図 1-9 に示す。拡張ナノ ELISA デ

バイスでは、ガラス製マイクロチップの内部に拡張ナノ流路を構築し、その界面に抗

体が修飾されている。サンドイッチ ELISA の原理そのものはマイクロスケールの

ELISA デバイスと同様であるが、分析場体積が nL から fL へと桁違いに小さく、抗

原・抗体の反応も桁違いの速度で進む。K. Shirai らは、拡張ナノ流路における抗原抗

体反応速度を評価した[65]。その結果、界面に抗体が修飾された幅 3.3 m、深さ 200 

nm の拡張ナノ流路へと導入された抗原分子は、わずか数秒で全量が捕捉されること

図 1-9 拡張ナノ ELISA デバイスと 

マイクロスケールの ELISA デバイスのスケール比較 
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が示された。抗原を捕捉するにはバルクスケールでは数時間、マイクロスケールでは

数分が必要である。この桁違いに短い反応時間は、拡張ナノ空間では抗原分子は拡散

によって毎秒 102-103 回界面に衝突し、界面にある抗体と常に反応できる状態にある

ためだと考えられる。K. Shirai らは更に、このデバイスを用いて ELISA の原理検証実

験を行った。その結果、試料体積 16 pL、目的分子数 16 の条件でブランクより大きな

信号が獲得され、体積 pL のサンプルに対する化学プロセシングを実証し、拡張ナノ

ELISA デバイスが単一・可算個分子レベルの分析法として有望であることが示された。 

 

1.1.3.  単一・可算個分子分析に向けた課題 

  

 しかし、拡張ナノ ELISA デバイスを用いた単一・可算子分子レベルの測定は、定量

性・再現性が確保されておらず、信号が出ない場合や偽信号が出る場合があるなど分

析化学として未確立であった。本研究では、この問題の背景には、単一・可算個の目

的分子を扱うことで生じる特有の課題があると考えた(図 1-10)。拡張ナノ ELISA で、

目的分子が 2 分子存在するケースを考える。2 つの目的分子が、流路表面の抗体に捕

捉され、酵素標識抗体と結合すれば、検出器は 2 つの目的分子から信号を得ることが

できる。しかし、プロセスの途中で 1 つの目的分子が、あるいは 1 つの目的分子に結

合した標識抗体が失われてしまうと、検出器が信号を得ることができるのは 1 分子と

なる。わずか 1 分子のロスによって正しい測定結果から 50%のずれが生じてしまう。

また、夾雑物が混入した場合を考える。夾雑物としては様々な物質が考えられ、中に

は酵素標識抗体と同様に基質と反応する物質が存在することもあり得る。夾雑物が基

質と反応すれば、夾雑物が検出の対象となり、偽の信号（アーチファクト）を発生さ

せてしまう。標識として使われる酵素は基質との反応性が高い物質であるが、基質の

反応速度は酵素の量に比例するため、酵素が単一分子しか存在しなければ反応する基

質の量も小さい。夾雑物がわずか１分子の酵素標識抗体と同程度の反応性を有してい

れば、夾雑物が１分子信号として検出されてしまう。このとき、目的分子の量が 2 分

子であれば、正しい測定から 50%のずれが生じてしまう。いっぽう、バルクスケール
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やマイクロスケールの従来の ELISA は、105 – 1012 個もの目的分子が扱われ、一般的

には分子数よりも mol の単位で書き表される。mol 単位で存在する目的分子から 1 分

子が失われても、あるいは酵素標識抗体 1 分子相当の夾雑物が混入しても、測定され

る信号の変化はきわめて小さく、分析結果には影響しない。このように、従来の ELISA

では単一分子レベルの誤差の影響は無視できるが、拡張ナノ ELISA デバイスを用い

た単一・可算個分子分析では単一分子レベルの誤差の影響が大きく現れることが予想

される。従って、これらの誤差、すなわちアーチファクトや目的分子のロスを検証し

低減することが単一・可算個分子分析の確立における最大の課題であると考えた。 

  

  

図 1-10 単一分子レベルの誤差が分析に与える影響 
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1.2. 本研究の目的 

 

 以上から、本研究では拡張ナノ流体デバイスを用いた単一分子 ELISA の方法論の

確立を目的とした。具体的には以下の 3 つの項目に取り組んだ。  

 

（ⅰ）単一分子レベルのアーチファクトの原因解明と除去  

（ⅱ）単一分子領域における検出効率の検証 

（ⅲ）単一・可算個分子定量法の確立 

 

 本稿では第一章を諸言とし、第二章で（ⅰ）に関して、第三章で（ⅱ）に関して、

第四章で（ⅲ）に関して取り組んだ。そして第五章で本研究の成果と今後の展望をま

とめ、結言とした。 
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第二章  単一分子レベルのアーチファクトの   

原因解明と除去 
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2.1. 緒言 

    

2.1.1.  本章の背景 

  

 典型的な ELISA では、まずサンプル中の目的分子を固相表面の抗体へと捕捉する。

次に、捕捉された目的分子に酵素標識抗体を結合し、酵素反応によって生成される色

素を検出する。このプロセスはバルクスケール・マイクロスケール、そして拡張ナノ

スケールの ELISA の間で共通であるが、取り扱う目的分子の量には大きな差がある。

mol 単位の目的分子を取り扱う従来の ELISA に比べて、拡張ナノ ELISA で取り扱う

目的分子の量は 10-5 – 10-12倍と桁違いに小さい。酵素反応によって生成される色素分

子の量は、目的分子の量に比例する。従って、拡張ナノ ELISA では桁違いに小さい量

の色素分子を信号として取り扱う(図 2-1 a)。信号が微弱であるために、単一分子レベ

ルのごくわずかな偽信号すら分析結果に大きく影響する(図 2-1 b)。単一・可算個分子

図 2-1  (a) 従来の ELISA と単一分子 ELISA で発生する信号の比較図 

    (b) 単一分子レベルの偽信号が与える影響の比較図 
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領域の定量分析法を確立するには、単一分子レベルのアーチファクトすら取り除くこ

とが要求される。 

    

 

2.1.2.  本章の目的 

  

 そこで、拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISA において、アーチファクトを単一分

子レベルで取り除くことを本章の１つの目的とした。また、その手段としてアーチフ

ァクトの原因を解明することを２つ目の目的とした。具体的には、以下の２つの項目

に取り組んだ。 

 

（ⅰ）アーチファクトの発生要因の推定 

（ⅱ）推定された要因の検証とアーチファクトの除去 

 

 （ⅰ）の内容を 2.3 節に、（ⅱ）の内容を 2.4 節と 2.5 節に示した。また、2.2 節で

は拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISA の原理を解説した。 
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2.2. 拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISAの原理 

 本節では、2014 年に K. Shirai らによって開発された拡張ナノ ELISA デバイスの原

理について説明する[66]。図 2-2 に示すように、石英ガラス製の 30 mm × 70 mm × 

1.4 mm の基盤に幅 2000 nm、深さ 800 nm、長さ 6 mm の拡張ナノ流路が加工されて

いる。拡張ナノ流路の両端は、試薬導入用のマイクロ流路と接続されている。拡張ナ

ノ流路の長さ 6 mm のうち、中央の長さ 3mm の領域の表面は抗体によって修飾され

ている。そのほかの領域の表面は、目的分子や試薬が非特異的に吸着することを防ぐ

ために、分子量 5000 のポリエチレングリコール(PEG)で修飾されている。まず、拡張

ナノ流路の内部へサンプルを導入し、目的分子を抗体修飾領域で捕捉する。次に、酵

素である西洋ワサビペルオキシダーゼ(Horseradish peroxidase , HRP )で標識された抗体

を導入し、目的分子と結合させる。次に 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)と過酸化水

図 2-2  拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISA の原理 
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素を含む溶液を導入する。ナノ流路内の流れを止めて 60秒間インキュベートすると、

HRP が触媒する TMB の酸化反応が進行する(図 2-3)。TMB は酸化によって 655 nm に

吸収極大を持つ青緑色の二量体を形成する[67]。この反応によって、単一の HRP 標識

抗体分子から 106 分子の TMB が発色すると推定される[66]。最後に、蓄積した発色

TMB をナノ流路下流の検出点へと流し、光熱変換光位相差検出器(Photothermal Optical 

Phase Shift detector, POPS)によって検出する。POPS は、物質を光励起し、発生した熱

によって生じる屈折率変化を光で捉える検出器であり[68]、拡張ナノ空間内部の 102 

個の色素分子を検出することができる。 

信号の処理方法を図 2-4 に示す。酵素反応が終了した時点で、拡張ナノ流路内には

発色した TMB が局所的に存在している。これらを流して検出すると、検出点に近い

位置に存在していた TMB は早いタイミングで検出され、信号となる。検出点に遠い

位置に存在していた TMB は遅いタイミングで検出され、信号となる。検出の結果、

横軸を時間、縦軸を信号強度とした生データが得られる。TMB の流速から、グラフの

横軸（時間）は流路内の位置へと変換できる。また、グラフの縦軸（POPS 信号強度）

は、発色 TMB の濃度へと変換することができる。すると、拡張ナノ流路内における

発色 TMB の濃度分布データが得られる。ある１点から発生した TMB は、拡散によ

ってピーク状の濃度分布を形成するはずである。濃度分布グラフにおけるピーク面積

は、発色 TMB の生成量に比例する。発色 TMB の生成量は酵素の量および目的分子

の量に比例することが期待されるため、濃度分布グラフのピーク面積を本手法におけ

る信号値として定義する。 

 

図 2-3  HRP が触媒する TMB の発色反応 
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拡張ナノ流路の深さ 800 nm は、POPS による発色 TMB の検出性能を最適化するた

めに設計されており、幅 2000 nm、深さ 800 nm の拡張ナノ流路における検出限界(2)

は 0.46 M である。60 秒間の酵素反応によって単一の HRP 標識抗体から生成される

発色 TMB の酵素近傍での濃度は 2 M 程度と推定されるため、POPS によって単一

HRP 標識抗体の検出は理論上可能である。 

  

図 2-4  POPS から得られるデータの処理方法 
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2.3. アーチファクトの発生要因の推定 

   

 アーチファクト（偽信号）は、目的分子に由来しない信号を指す。バルクスケール・

マイクロスケールの ELISA でも目的分子に由来しない信号はもちろん発生する。夾

雑物のない標準試料をサンプルとしている場合、アーチファクトの主な要因は酵素標

識抗体の非特異的な吸着である。目的分子が存在しない場合、導入された酵素標識抗

体はどの分子とも結合することなく、洗浄によって完全に除去されることが理想であ

る(図 2-5 a)。この場合、信号はゼロとなり、導入目的分子ゼロと合致した結果が得ら

れる。しかし、酵素標識抗体が界面に非特異的に吸着してしまえば、洗浄によって除

去されることなく残留する(図 2-5 b)。この酵素が検出の対象となり、目的分子が存在

しないにも関わらず、信号（アーチファクト）が発生する。この酵素標識抗体の非特

異吸着は ELISA の分析性能に大きく影響するため、BSA やスキムミルクなどを用い

て表面を被覆し、非特異吸着を抑制するブロッキングを行うのが一般的である[69]。

このように、酵素標識抗体の非特異吸着に由来する信号はバルクスケールの ELISA に

おいて常に検討されてきた。 

図 2-5  酵素標識の非特異吸着に由来する偽信号 
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アーチファクトの発生要因が酵素標識抗体の非特異吸着のみであるならば、酵素標

識抗体と目的分子の濃度をゼロとして ELISA を行うと、信号はゼロとなるはずであ

る。しかしながら、本研究では拡張ナノ ELISA デバイスにおいて、酵素標識抗体と目

的分子の濃度ゼロの条件でアーチファクトが発生することを見出した。図 2-6 に示す

のは、拡張ナノ流路に目的分子と酵素標識抗体を導入せずに TMB 溶液のみを導入し、

ELISA 測定時と同様に 60 秒間流れを止め、発色 TMB を POPS によって検出した結果

である。（詳細の実験条件は 2.4.2 節で説明する。）複数のピーク状の信号が発生し、

ピーク面積の平均値は 12.4 V・sec であった。そこで、このアーチファクトがどれだ

けの酵素標識抗体に相当するかを考察した。既知濃度の色素溶液の POPS 測定結果を

用いてグラフの縦軸を TMB 濃度へと換算し、流速の推定値を用いて横軸をナノ流路

内の位置へと換算した結果、ピーク面積の平均値は 20.1 M・mm であった。この値

に流路の断面積を掛けると、3.13×10-17 mol であった。これは、このピークを構成す

る発色 TMB の分子数の指標である。いっぽう、典型的な HRP 標識抗体には抗体 1 分

子あたり 4 分子の HRP が標識されており、バルクスケールの測定によればそれぞれ

の HRP 分子は毎秒 6000 分子の TMB を発色させる。従って、HRP 標識抗体１分子は

図 2-6  酵素標識抗体濃度ゼロの条件で 

    拡張ナノ ELISA デバイスで観察されたアーチファクト 
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60 秒間の反応時間で 2.4 × 10-18 mol の TMB を発色させることが期待される。この

値はアーチファクトを構成する TMB 分子数の 1 / 10 であることから、アーチファク

トは 10 目的分子に相当する大きさであることがわかった。アーチファクトの発生位

置・大きさにはばらつきがあるため、単一目的分子由来の信号と区別することは困難

である。以上より、拡張ナノ ELISA デバイスでは酵素標識抗体に由来しないアーチフ

ァクトの発生要因が存在し、その影響が単一・可算個分子分析を困難にするほど大き

いことが明らかとなった。 

 以上から、アーチファクトの原因の候補を 

 

（ⅰ）HRP 標識抗体以外の要因 

（ⅱ）HRP 標識抗体の非特異吸着 

 

の２種類に分類し、2.4 節では（ⅰ）の原因解明と低減に取り組み、2.5 節では（ⅱ）

の検討に取り組んだ。 
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2.4. 酵素標識抗体以外の要因の検証 

 

2.4.1.  原因化学種の推定 

 

 まず、酵素標識抗体に由来しないアーチファクトに関して、何らかの HRP 以外の

TMB 発色化学種が拡張ナノ流路内に存在するという仮説を立てた。拡張ナノ ELISA

デバイスの実験プロセスは、デバイス加工・アッセイ・検出から構成される(図 2-7)。

そこで、これらのプロセス全体について HRP と同様に酸化活性を有する原因化学種

を探索した。 

まずは、プロセス後半のアッセイ・検出について検討した。ここで用いられる試薬

は、捕捉抗体、酵素標識抗体、TMB 基質溶液、ブロッキング剤である BSA、バッフ

ァーの PBS である。ここでは酵素標識抗体のない条件下における TMB 発色を扱って

いるため、酵素標識抗体と TMB 基質溶液は候補から除外される。また、他の捕捉抗

体・BSA・PBS についても、従来の ELISA と共通の試薬であるため、分析を妨げるよ

うな酸化活性を有する可能性は低いと考えられる。 

そこで、プロセス前半のデバイス加工に着目した。拡張ナノ ELISA デバイスの加工

法を図 2-8 に示す。まず、石英ガラス基板上にスパッタリングによって Cr 膜を形成

し、フォトリソグラフィーによって Cr 膜のパターンを作製する。次に、Cr パターン

を保護膜としたプラズマエッチングにより、マイクロ流路を加工し、Cr エッチングに

よって Cr 膜を除去する。次に、ガラス基盤表面にアミノプロピルトリエトキシシラ

ン(APTES)を気相修飾し、Cr マスクと真空紫外光（172nm）により APTES を部分的に

分解することでパターンを作製する。また、別の基板には電子線リソグラフィーによ

り拡張ナノ流路(幅 2 m、深さ 800nm、長さ 6 mm)を作成し、フッ素添加酸素プラズ

マを照射する。二枚の基板を低温接合（110 度, 5000N，3 時間）により接合した後、

非特異吸着を抑制するためにポリエチレングリコール（PEG）溶液を流路内へ導入し、

表面を修飾する。こうして流路界面が APTES と PEG の 2 種類の物質で塗り分けられ
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た拡張ナノ流体デバイスが得られる。APTES 修飾領域には後にグルタルアルデヒド

をリンカーとして捕捉抗体を固定することができる。 

このように、デバイス加工プロセスでは様々な化学種を使用しているため、これら

の化学種のいずれか極微量に流路内部に残留し、単一分子レベルのアーチファクトの

原因になっている可能性が高いと考えた。そこで、デバイス加工プロセスで用いられ

る化学種として、APTES、PEG、フッ素、Cr、電子線レジストの５つを候補とした。 

 

2.4.2.  APTES, F, PEGの検証実験 

 

 APTES、PEG、フッ素、Cr、電子線レジストのうち、１種類がアーチファクトの主

原因であると仮定する。この場合、原因化学種を除外した条件で加工されたデバイス

を用いれば、アーチファクトが観察されなくなることが予想される(表 2-1)。いっぽ

図 2-8  拡張ナノ ELISA デバイスの加工法 
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う、２種類以上の原因化学種が存在した場合、あるいは原因化学種が候補のうちに存

在しなかった場合、候補化学種１種を除外したデバイスを用いてもアーチファクトが

消えることはない。従って、１種類の候補化学種を除外したデバイスを用いることで、

原因化学種の絞り込みが可能であると考えた。しかしながら、Cr と電子線レジストは

流路の加工に用いられるため、プロセスから除外して加工することは困難である。他

の物質に代替すれば加工は可能であると考えられるが、代替物質の導入は新たな原因

化学種候補を生むため、ここでは取り扱わないことにした。以上から、本節では

APTES・PEG・フッ素の除外デバイスを作製し、アーチファクトが発生するかどうか

を評価することで、原因化学種候補の絞り込みを試みた。 

実験手順１：デバイスの加工 

 デバイスは、K. Shirai らによる拡張ナノ ELISA デバイスと同様の加工プロセスで作

製した。まず 30 mm ×70 mm、厚さ 0.7 mm の石英ガラス基板（信越化学工業社製）

表 2-1  化学種 1 種類を除外した場合のアーチファクトの発生パターン 
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を 2 枚用意した。片側の基板には、電子線リソグラフィーとプラズマエッチングによ

って幅 2 m、深さ 800nm、長さ 6 mm の拡張ナノ流路を作製した。ここでの加工法は

筆者の所属する北森研究室でよく用いられているものであり、詳細は APPENDIX A-

1. ナノ加工 の節を参考されたい。他方の基板には、フォトリソグラフィーによって

Cr パターンを作製し、プラズマエッチングによって幅 500 m、深さ 4 m のマイクロ

流路を作製した。また、ドリル加工によって試薬導入用の穴を作製した。詳細は

APPENDIX A-2. Cr を使ったマイクロ加工法を参考されたい。 

次に、マイクロ流路が加工された基板の表面を APTES で気相修飾した。具体的に

は、まず硫酸過水（硫酸 3 : 過酸化水素水 1 ＝ 30 mL : 10 mL）に約 8 分間浸して、

基板表面の有機物や金属残留物を除去した。その後流水で硫酸過水溶液を洗い流し、

超純水中で超音波洗浄を約 10 分間行った。この間、超音波洗浄を開始して 1 分後、3

分後、5 分後に純水を入れ替えた。エアガンで乾燥させた後、シリコンウェハ上に洗

浄を終えた 2 枚の基板を置き、図 2-8 に示すプラズマ照射装置（WP-100、bondtech 社

製）のプラズマチャンバー内にセットした。次に、チャンバー内を減圧し、酸素ガス

を流入させて酸素プラズマを生成し、基板表面に照射した。この時、プラズマ照射装

置の設定出力は 250 W、酸素ガスの流量は 20 ml/min、プラズマ照射時間は 40 秒間と

した。基板をチャンバーから取り出し、セパラブルフラスコ内に 200 L の APTES 溶

液（東京化成工業社製）とともに封入した。真空ポンプによる減圧と 1 気圧のアルゴ

図 2-8  プラズマ照射装置（WP-100、bondtech 社製） 
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ン置換を 2 回繰り返し、さらに 5 分間の減圧後に密封し、オイルバス中で 120 度に加

熱した。2 時間の反応後、過剰の APTES を除去するために基板をトルエンに浸し 5 分

間超音波洗浄した。ただし、APTES 除外デバイスを作製する場合は、APTES 気相修

飾の工程をスキップした。 

 次に、全面がAPTESで修飾された基板に対して真空紫外光（Vacume ultravioret , VUV）

を照射し、APTESのパターンを形成した。VUVの露光にはVUVアライナーSUS746(ウ

シオ電機社製)を用いた。具体的には、Cr パターン( 3 mm × 3 mm、厚さ 150 nm) を

有する石英基板と APTES 修飾基板を 0.14 mm の距離まで接近させ、パターンの位置

を拡張ナノ流路の中央部へと合わせた後、窒素ガスを流速 5NL/min で 2 分間導入して

装置内の酸素を除去した。次に、窒素ガスを流速 3NL/min で導入しながら波長 172 nm、

照度 10 mW/cm2 の VUV を 12 分間照射した。 

 次に、マイクロ流路を持つ基板とナノ流路を持つ基板を低音接合法によって接合し

た。低温接合法は、接着剤やフッ化水素酸を用いず、かつ穏やかな温度条件での接合

を実現するために開発された方法であり[70]–[72]、APTES パターンを喪失することな

く基板を接合することができる[65]。具体的には、ナノ流路を持つ基板を硫酸過水に

約 8 分間浸し、流水洗浄後に超純水中で超音波洗浄を 10 分間行った。この間、超音

波洗浄を開始して 1 分後、3 分後、5 分後に純水を入れ替えた。エアガンで乾燥させ

た後、シリコンウェハ上に洗浄を終えた基板とテフロン片を置き、プラズマ照射装置

のプラズマチャンバー内にセットした。チャンバー内を減圧し、酸素ガスを流入させ

て酸素プラズマを生成し、基板表面に照射した。この時、プラズマ照射装置の設定出

力は 250 W、酸素ガスの流量は 20 ml/min、プラズマ照射時間は 40 秒間とした。ただ

し、フッ素除外デバイスを作製する際にはテフロン片を用いず、フッ素添加のない酸

素プラズマを照射した。取り出した基板を流水洗浄し、VUV 照射後のマイクロ流路

基板と貼り合わせた。貼り合わせた基板を図 2-9 に示す低温接合装置（μTAS100T、

bondtech 社製）のステージヒータ上にセットし、ステージヒータとヘッドヒータの温

度を 110℃に設定し、基板を上下から挟み込んだ。温度を維持しながら上下から 5000 

N の力を印加してそのままの状態で 3 時間プレスした。その後、室温(25℃)で 24 時間
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静置した。 

 接合の結果、図 2-10 a に示すマイクロチップが得られた。次に、マイクロ流路・拡

張ナノ流路の界面を PEG で修飾した。具体的には、水とエタノールを 5 : 95 の質量比

で混合し、分子量 5000 の trimethoxysilane-PEG(NANOCS 社製)の粉末を添加して濃度

を 0.1 wt%とした。得られた PEG 溶液をバイアル瓶に入れ、アルミニウム製の治具に

固定されたマイクロチップの導入口とバイアル瓶を、PEEK 製のキャピラリーとテフ

ロン製のネジを介して接続した（図 2-10 b）。バイアル瓶はさらに圧力コントローラー

(MFCS-EZ, Fluigent 社製)と接続した。圧力コントローラーから 150 kPa の圧力を PEG

溶液に印加することで、片側のマイクロ流路に PEG 溶液を導入した。毛細管現象で

ナノ流路内まで PEG 溶液が満たされたことを確認後、他方のマイクロ流路には 50kPa

図 2-9  低温接合装置（μTAS100T、bondtech 社製） 

図 2-10  (a)接合されたマイクロチップ  (b) PEG 修飾の実験セットアップ 
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の圧力で PEG 溶液を導入し、満たした。ナノ流路の左側のマイクロ流路には 150kPa

を、右側のマイクロ流路には 50 kPa を印加し、この圧力差を利用してナノ流路内部へ

PEG 溶液を 90 分供給し続けた。反応後、バイアル瓶の中身をエタノールとし、2 本

のマイクロ流路の印加圧力をそれぞれ 450kPa, 300kPa とすることで流路内を洗浄し

た。最後にマイクロチップを取り外し、ホットプレートで 110℃に加熱することで流

路内のエタノールを除去した。ただし、PEG 除外デバイスを作製する際には、これら

の PEG 修飾工程をスキップした。 

 

実験手順２：アーチファクトの評価 

 上記の工程によって APTES が除外されたデバイス、PEG が除外されたデバイス、

F が除外されたデバイスが得られた。これらのデバイスに対して、目的分子や酵素標

識抗体に由来しないアーチファクトが発生するかどうかを評価した。実験セットアッ

プを図 2-11 a に示す。TMB 溶液で満たされたバイアル瓶・圧力コントローラーMFCS・

マイクロチップをキャピラリーとテフロンネジで接続した。TMB 溶液としては、

ELISA 用の基質溶液として市販されている SureBlue TMB 1-Component (KPL 社)を用

いた。TMB 溶液における TMB 濃度は 1.7 mM である。POPS の励起光の波長は発色

TMB の吸収極大に近い 660 nm、強度は 20 mW とした。プローブ光の波長は 532 nm、

強度は 2 mW とした。 

 実験のプロトコールを図 2-11 b に示す。拡張ナノ流路の両端にあるマイクロ流路に

250 kPa の圧力差を生じさせ、TMB 溶液を拡張ナノ流路内へ導入した。（以下、この

ような圧力操作を ” 250 kPa の圧力で拡張ナノ流路へと導入する” と表記する。）次

に、印加圧力を 0 kPa とし、拡張ナノ流路内の流れを 60 秒間停止する。この操作は

ELISA における酵素反応の工程と同一である。最後に、125 kPa の圧力で TMB を流

し、下流に配置された POPS で検出した。拡張ナノ空間内に TMB 発色化学種が存在

する場合、60 秒間の停止操作の間に発色した TMB が蓄積し、アーチファクトが観察

されると予想される。拡張ナノ空間内から TMB 発色化学種が除外されていた場合、

アーチファクトはゼロとなることが予想される。 
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 また、アーチファクトが観察された場合、その信号面積から TMB の生成量を推定

するために、既知濃度の発色 TMB 溶液から生じる POPS 信号値を測定し、さらに拡

張ナノ流路に 125kPa の圧力を印加した場合の TMB 溶液の流速を測定した。流速測定

のプロトコールを図 2-12 a に示す。拡張ナノ流路の左側のマイクロ流路には、発色

TMB を含む溶液を導入する。拡張ナノ流路の右側のマイクロ流路には、発色 TMB 濃

度ゼロの溶液を導入する。左側に 400 kPa、右側に 200 kPa の圧力を印加すると、拡張

ナノ流路内の流れは右向きとなり発色 TMB 溶液で満たされる。拡張ナノ流路から右

側のマイクロ流路へと発色 TMB 溶液が放出され続けるが、右側のマイクロ流路にお

図 2-11  アーチファクトの評価実験 

(a) 実験セットアップ 

(b) 実験プロトコールと予想される結果 
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ける色素濃度ゼロの溶液の流量は十分高いため、マイクロ流路へ放出される発色

TMB はただちに下流へと輸送され、発色 TMB 濃度はゼロに保たれる。従って、拡張

ナノ流路と右側のマイクロ流路の接続部に濃度勾配が形成される。印加圧力を切り替

え、拡張ナノ流路内部の溶液を左方向に流すと、濃度勾配が左方向へと輸送される。

濃度勾配が検出点に到達すると、POPS 信号値が急激に変化し、図 2-11b に示すよう

なステップ状の信号が得られる。この信号の変化する時間を、濃度勾配の到達時間と

する。今回は、変化前の信号平均値と、変化後の信号平均値の平均値を取り、その値

を通過した時間を濃度勾配の到達時間と定義した。検出点を拡張ナノ流路の左端と右

端に設定し、到達時間の差から溶液の流速を求めた。 

 

図 2-11  拡張ナノ流路における流速評価実験 

(a) 流体操作プロトコール 

(b) 典型的な信号データと解析法 



41 

 

実験結果 

 アーチファクトの評価実験結果を図 2-13 に示す。APTES 除外デバイス、フッ素除

外デバイス PEG 除外デバイスのいずれもアーチファクトが観察された。アーチファ

クトは１つまたは複数のピークが重複するような形状であり、ピーク面積から TMB

分子数を推定した結果、APTES 除外デバイスでは平均 3 × 106 分子、フッ素除外デ

バイスでは平均 4 × 106 分子、PEG 除外デバイスでは平均 6 × 106 分子であった。

これは ELISA において 3-10 目的分子に相当する。 

いずれの条件でもアーチファクトが観察されたことから、APTES、フッ素、PEG が

単独の原因化学種ではないことがわかった。従って、残された可能性は以下の２通り

である。 

 

（ⅰ）APTES、フッ素、PEG は原因化学種ではなく、他の原因化学種が存在する 

（ⅱ）APTES、フッ素、PEG のうち複数が原因化学種である 

 

（ⅰ）を仮定すれば、残された原因化学種の候補は Cr と電子線レジストである。

図 2-13 アーチファクトの評価実験結果 
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これらのうち、いくつかの Cr 化合物は強い酸化作用を持つことから、Cr が原因化学

種である可能性が高いと判断した。そこで、次節では Cr について検討した。 

  

2.4.3.  Crの検証実験 

 

反応場における Cr の存在の確認実験 

 マイクロ流路の加工に用いられる Cr は、Cr エッチング液によって除去される。こ

の Cr が反応場に微量に残留している可能性があると考え、検証実験を行った。 

前節と同様の手順で拡張ナノ ELISA デバイスを加工し、接合前の基板表面の組成

および化学結合状態をＸ線光電子分光法 (XPS: X-Ray Photoelectron Spectroscopy)によ

って評価した（図 2-14 a）。具体的には、石英ガラス基板に Cr を用いてマイクロ流路

を加工し、APTES 修飾し、VUV を照射した。VUV からマスクされた領域３箇所と、

VUV が照射された領域３箇所を測定した。また、コントロールとして新品の石英ガ

ラス基板を硫酸過水洗浄したものを用意し、３箇所を測定した。分析装置として PHI 

5000 VersaProbe II (アルバック・ファイ社)を用いた(図 2-14 b)。データ解析ソフトウェ

アとして同社の PHI MultiPak を用いた。 

 XPS の原理を簡単に説明する。真空中で固体表面に X 線を照射すると、X 線によっ

てエネルギーをもらった電子が原子核による束縛から脱し、飛び出してくる。この電

図 2-14  Cr の存在の確認実験 

(a) 実験概要 

(b) 利用した XPS 装置：PHI 5000 VersaProbe II (アルバック・ファイ社製) 
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子の運動エネルギーは、X 線のエネルギーから元々の電子の束縛エネルギーを引いた

値となり、電子の運動エネルギーをエネルギー分光器によって測定することによって、

電子の束縛エネルギーを求めることができる。束縛エネルギーは元素固有の値であり、

その元素の化学状態によって変化する。従って、束縛エネルギーから表面の組成や化

学結合状態を推定することができる。また、固体内で電子がエネルギーを保持したま

ま通過できる距離はせいぜい数 nm であるため、試料表面数 nm の元素のみの種類・

量・化学状態の分析ができる。 

 分析の結果を図 2-15 に示す。得られた電子の束縛エネルギーから、解析ソフト

MultiPak によって自動的に元素組成が求められた(図 2-15 a)。新品基板の表面からは、

石英ガラスに対応する Si と O に加えて、C が検出され、Cr は検出されなかった。C

は基板を装置内へ輸送するまでの間に表面に付着した有機物に由来したものだと推

図 2-15  Cr の存在の確認実験結果 

(a) 基板表面の元素組成 

(b) Cr に対応した信号ピーク 

(c) 結合エネルギーの実験値と Cr 化合物の文献値との比較 



44 

 

定される。いっぽう、デバイス接合前の基板表面からは、VUV 照射の有無にかかわら

ず Cr が検出された。VUV 照射領域とマスク領域では Cr の組成比に差が生じている

が、これは基板表面が APTES で被覆されているかどうかに由来していると推定され

る。マスク領域では APTES に含まれる N が多く検出されている。 

 検出された Cr の化学結合状態を推定するために、Cr に相当する信号を詳細に解析

した(図 2-15 b)。ピークの中心となる結合エネルギーは 579 eV にであった。この結合

エネルギーを、NIST XPS Database に掲載されている様々な Cr 化合物の結合エネルギ

ーと照合した。検出された C, N, O, Si, Cr から成る Cr 化合物として、CrO3, Cr2O3, Cr

の結合エネルギーの文献値と、6 回の測定で得られた結合エネルギーを図示した(図 2-

14 c)。照合の結果、デバイス表面において Cr は CrO3、すなわち Cr(Ⅵ)の状態で存在

している可能性が高いことがわかった。また、元素組成から、Cr の表面密度 

は 0.3 原子 / nm2 と推定された。 

 

Cr(Ⅵ)による TMB 発色の確認 

 Cr(Ⅵ)は強い酸化活性を有することが知られており、酸化酵素である HRP と同様に

TMB を発色する可能性が高い。そこで、Cr(Ⅵ)による TMB 発色の確認実験を行った。 

 Cr(Ⅵ)の試薬として、K2Cr2O7(東京応化工業社)の粉末を TMB 溶液 SureBlue TMB 1-

Component (KPL 社)に混合し、TMB 1.7 mM と Cr(Ⅵ) 20 M を含む溶液を調整した。

30 分静置した結果、図 2-16 a に示すように TMB の発色が観察された。そこで、発色

反応の速度を評価するために、混合した溶液の波長 652 nm における吸光度の時間変

化を吸光光度計 Ultraspec 2100 pro (Biochrom 社製、図 2-16 b)を用いて測定した。その

結果、経過時間にほぼ比例して吸光度は増加した(図 2-16 c)。原点近傍の傾きから

Cr(Ⅵ)1 原子あたり毎秒 2.7 × 10-4 分子の TMB を発色させることがわかった。以上

より、基板表面に残留した Cr(Ⅵ)がアーチファクトの原因化学種である可能性が極め

て高いと考えられる。 
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2.4.4.  Crフリー加工プロセスの開発 

 

 前節までの考察に基づき、Cr(Ⅵ)がアーチファクトの原因化学種であると仮説を立

てた。仮説が正しい場合、デバイスから Cr を完全に除去することができれば、アー

チファクトは低減される。また、原因化学種が Cr のみである場合は、アーチファク

トはゼロになることが期待される。そこで、Cr を用いないデバイス加工プロセスを開

発した。従来の Cr を用いたプロセスとの変更箇所を図 2-17 に示す。 

従来の加工プロセスでは、プラズマエッチングによるマイクロ流路加工時の保護膜

として Cr を用いていた。Cr フリープロセスでは、厚膜レジストである THB-111N 

(ELPAC 社製)を採用した。マイクロ流路の加工の工程では、まずスピンコーター（1H-

360S、ミカサ社製）上に石英ガラス製基板をのせ、THB を塗布した。スピンコート

のレシピは 300 rpm / 10 sec、1700 rpm / 40 sec とし、THB の膜圧を 10 m とした。次

に、基板を 90℃のホットプレートで 5 分間加熱した。再度 THB のスピンコートと加

図 2-16   Cr(Ⅵ)による TMB 発色の確認実験結果 

(a) 発色した溶液 

(b) 吸光光度計 Ultraspec 2100 pro (Biochrom 社製) 

(c) 波長 652 nm における吸光度の時間変化 
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熱を行い、THB の膜圧を 20 m とした。次に、パターンが描画されたフィルム製のフ

ォトマスクをマスクアライナーにセットし、基板に 50 秒間紫外線を照射した。マス

クがない部分には紫外線が照射され、THB は硬化する。照射後、NMD-W(テトラメチ

ルアンモニウムハイドロオキサイド、東京応化工業社製)に基板を浸漬し、紫外線が照

射されない部分を溶解した。このとき、60 秒間の NMD-W 浸漬、流水洗浄、窒素ガス

による乾燥の工程を 3 度繰り返した。得られた THB のマイクロパターンを保護膜と

してプラズマエッチングで流路を加工し、2% 水酸化テトラメチルアンモニウム / ジ

メチルスルホキシド溶液に 2 日間浸漬することで THB を除去した。 

図 2-17   Cr フリープロセスの開発とアーチファクトの測定結果 



47 

 

また、従来の加工プロセスでは VUV のマスクとして Cr マスクを用いていたが、Cr

フリープロセスでは Pt マスクを採用した。Pt マスクは THB を用いたリフトオフ法に

よって作製した。まず石英ガラス製基板に THB のマイクロパターンを作製し、Pt の

スパッタリング後に THB を溶解した。このとき THB 上にスパッタされた Pt は基板

から剥離し、THB が存在しなかった領域にのみ Pt が残存する。このようにして Pt の

マイクロパターンを有するマスクを得た。 

 次に、得られた Cr フリーデバイスを用いて 2.4.2 節と同様のアーチファクト評価実

験を行った。その結果、アーチファクトは完全にゼロとなった。従って、酵素標識抗

体に由来しないアーチファクトの原因化学種はCr単独であることが明らかとなった。 

 

2.4.5.  考察 

 まず、今回アーチファクトの原因として見出された Cr が、単一分子分析において

どのような影響を与えるかを考察した。単一の目的分子には、単一の酵素標識抗体分

子が結合する。単一の酵素標識抗体分子には 4 分子程度の HRP 分子が標識される。

それぞれの HRP 分子は、最大で毎秒 6,000 分子の TMB を発色させる[66]。従って、

単一目的分子は毎秒 20,000分子程度のTMBを発色させることが期待される(図 2-18)。

いっぽう、2.4.3 節の実験結果によれば、Cr(Ⅵ)は 1 原子あたり毎秒 2.7 × 10-4 分子

の TMB を発色させる。Cr(Ⅵ)が 160 amol 存在すれば、Cr(Ⅵ)に由来する TMB 発色は

毎秒 20,000 分子となり、単一目的分子由来の信号と同等となる。160 amol の Cr の体

積は 101 nm × 101 nm × 101 nm のナノ粒子に相当する。従って、ナノ粒子 1 つ分

の Cr(Ⅵ)の存在が単一目的分子相当を発生させることになる。 

 以上から、単一分子分析とは、デバイス内部にナノ粒子レベルの夾雑物の影響すら

許されない極限的な条件であることが明らかとなった。この知見は今後 ELISA に限

らず、様々な単一分子分析デバイスを創生する上で重要な指針となることが期待でき

る。 
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 次に、残留 Cr の存在状態について考察した。デバイス加工プロセスにおいて、マ

イクロ流路の加工前はガラス基板上に単体の Cr がスパッタされている。いっぽう、

流路加工後の基板表面には、酸化した Cr が存在することが XPS の結果から示されて

いる。従って、流路加工プロセスの中で、Cr の化学状態が何らかの要因によって変化

していることがわかる。また、XPS の結果から、基板表面の Cr は CrO3に近い化学状

態であり、基板表面には Cr・Si・O・N・C の 5 種類の元素が存在することが示唆され

ている。 

 以上を踏まえ、Cr の存在状態と、その原因を推定した。まず、基板表面の Cr は単

体ではない。また、Cr は CrO3に近い化学状態であるものの、純粋な CrO3結晶である

可能性は低い。というのも、残留 Cr が CrO3 結晶である場合、水溶性の CrO3 結晶は

純粋洗浄プロセスで除去されるからである。残留 Cr の存在状態の候補として、SiO2-

CrO3の混合酸化物が挙げられる。関連技術として、イオンビームによる界面ミキシン

グについて説明する(図 2-19 左)。まず Al2O3や SiO2などの様々な基板上に、Cr や Ni

や Ti などを 20 nm 程度の厚みで成膜する。次に、膜の上から 2000 eV 程度の運動エ

図 2-18    単一目的分子に由来する信号と 

   夾雑物 Cr に由来する信号のスケール比較 
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ネルギーのイオンビームを照射すると、薄膜を構成する原子が基板内へと押し出され、

基板と薄膜の混合層が形成される[73]。混合層では、物理的な混合のほか、化学状態

が変化することもある。例えば、Al2O3を基板上に Fe を蒸着してイオンビームミキシ

ングを行った場合、界面からはAl2O3やFeのほかにFeOやFeAl2O4が検出される[74]。

いっぽう、本研究のデバイス加工時のプラズマエッチングプロセスにおいては、SiO2

基板上に Cr が 100 nm の厚みでスパッタされており、その上からフッ素ラジカルが数

百 eV のエネルギーで照射されている(図 2-19 右)。プロセス中に Cr はエッチングさ

れ、10-50 nm の厚みとなる。これはイオンビームミキシングと類似した状態である。

従って、イオンビームミキシングと同様、Cr と SiO2 の界面では混合層が形成されて

いることが推定される。また、XPS によれば Cr の存在状態は CrO3 に近いことから、

SiO2-CrO3の混合酸化物の形成が示唆される。SiO2-CrO3混合酸化物の存在や構造は過

去に示されている[75]。 

 Cr の存在状態が SiO2-CrO3 の混合酸化物であるならば、一般的な Cr エッチャント

である硝酸二アンモニウムセリウム(IV)での除去は困難である。他の洗浄法として、

酸・酸化物を用いる場合も困難である。アルカリ過水洗浄は、SiO2-CrO3の混合酸化物

の除去が可能である。しかし、アルカリ過水洗浄はガラス基板を溶解し、流路を変形

図 2-19  残留 Cr の存在状態の推定 
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させてしまう。従って、ELISA デバイスの加工には Cr フリーの加工プロセスを用い

ることが望ましい。 
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2.5. 酵素標識抗体の非特異吸着の検討 

 

2.3 節では、アーチファクトの原因の候補を以下の 2 項目に分類した。 

 

（ⅰ）HRP 標識抗体以外の要因 

（ⅱ）HRP 標識抗体の非特異吸着 

 

2.4 節での検証により（ⅰ）の要因を除去することができた。そこで、本節では（ⅱ）

の影響を評価した。 

 

実験手順１：拡張ナノ流路への抗体修飾 

 2.4.4 節で開発した Cr フリーの加工プロセスを用いて、２本のマイクロ流路の間に

幅 2000 nm × 深さ 800 nm × 長さ 6 mm の拡張ナノ流路を有するデバイスを作製

した。APTES の修飾領域は、拡張ナノ流路の長さ 6 mm のうち、端部から 1.5 – 4.5 mm

の領域に設定した。次に、2.4.2 節と同様の手順で流路表面に PEG を修飾した。 

PEG 修飾後、K. Shirai らによる拡張ナノ ELISA デバイスと同様の手順で APTES 修

飾領域にグルタルアルデヒドを介して捕捉抗体を固定した[66]。グルタルアルデヒド

は 2 つのアルデヒド基を持ち、抗体・APTES のアミノ基と結合する。また、本実験で

は目的分子として C 反応性タンパク質(CRP)を選択したことから、捕捉抗体として抗

ヒト CRP モノクローナル抗体（マウス）（オリエンタル酵母社製）を用いた。具体的

には、まずマイクロ流路・拡張ナノ流路全体を純水で満たした。次に、左側のマイク

ロ流路を 2.5% グルタルアルデヒド / 10 mM ホウ酸緩衝液 (pH 7.0)へと置換し、50 

kPa の差圧で拡張ナノ流路内に 2 時間導入し続けた。この溶液は 25%グルタルアルデ

ヒド(和光純薬工業社製)を希釈することによって導入の直前に調整された。次に、右

側のマイクロ流路に 400 kPa の圧力をかけ、200 kPa の差圧で拡張ナノ流路内に純水

を導入し、10 分間リンスした。同時に両側のマイクロ流路を PBS へと置換した。次



52 

 

に、右側のマイクロ流路を 25 g/mL 捕捉抗体/ PBS (pH 7.4) に置換し、50 kPa の差圧

で拡張ナノ流路内へ 1 時間導入し続けた。PBS で 10 分間リンスした後、残されたア

ルデヒド基のサイトを埋めるために 0.5 M エタノールアミン / PBS を拡張ナノ流路

へ 10 分間導入した。全ての試薬は使用直前にポア直径 220 nm のシリンジフィルタ

ーでろ過し、拡張ナノ流路の詰まりを抑止した。 

 

実験手順２：アッセイ前ブロッキング 

 ELISA やウェスタンブロッティングをはじめとした様々な免疫分析法では、試薬・

試料の非特異吸着による分析能の低下を防ぐためにブロッキング剤を用いた表面処

理が行われている[76][77]。タンパク質は疎水性相互作用、静電的相互作用、水素結合

などの様々な相互作用によって固液界面に非特異的に吸着される。酵素標識抗体はタ

ンパク質であるため、同様に非特異的に吸着されうる。そこで、酵素標識抗体の導入

に先立ち、BSA やスキムミルクなどの抗原抗体反応や酵素反応への関与が小さいと考

えられるタンパク質を導入する。すると BSA やスキムミルクが基板表面のタンパク

質が吸着しうる領域に次々と吸着し、被覆する。その結果、後から導入された酵素標

識抗体が表面に吸着される可能性が低下し、非特異吸着が抑制される。Y. L. 

Jeyachandran らは表面を BSA で被覆することによる IgG の非特異吸着抑制効果を評

価し、疎水表面の場合は 68%、親水表面の場合は 95%の非特異吸着をブロックするこ

とができたと報告している[78]。このように、基板の材質に伴いブロッキングの効果

は変化し、最適なブロッキング条件も異なる。 

 本研究では、石英ガラス表面に APTES や PEG が修飾された基板を用いている。T. 

Kitamori らの研究グループが開発した Thin-liquid layer ELISA デバイスは同様に石英

ガラス基板を APTES・PEG で修飾した表面を用いている[79]。また、Thin-liquid layer 

ELISA デバイスの分析場は深さ 5.2 m のマイクロスケールであり、拡張ナノ ELISA

デバイスと近いスケールである。そこで、Thin-liquid layer ELISA デバイスで検討され

たブロッキング条件は、拡張ナノ ELISA デバイスでも至適な条件である可能性が高

いと考え、Thin-liquid layer ELISA デバイスで検討されたブロッキング条件を採用し
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た。 

 具体的には、抗体修飾後、2% BSA / PBS をマイクロ・拡張流路全体に導入し、50 

kPaの差圧で拡張ナノ流路内を流しながら 10分間インキュベートした。次に、2% BSA, 

0.05% Tween20 / PBS を 10 分間導入した。また、後述するアッセイの工程では酵素標

識抗体を 2% BSA, 0.05% Tween20 / PBS で希釈した。 

 

実験手順３：ELISA による酵素標識抗体の非特異吸着の評価 

 ブロッキングされたデバイスを用いて、目的分子なしの ELISA 測定により、酵素標

識抗体の非特異吸着を評価した。ELISA の実験セットアップを図 2-20 に示す。治具

に固定されたマイクロチップとバイアル瓶と圧力コントローラーを PEEK 製キャピ

ラリーで接続した。サンプルとして PBS (pH 7.4)を用意した。酵素標識抗体溶液とし

て、Anti-C Reactive Protein antibody [C6] (HRP) (アブカム社製)を 2% BSA, 0.05% 

Tween20 / PBS で希釈し、標識抗体濃度 0.3, 3, 6, 16, 32 nM へと調整した。TMB 溶液

としては、ELISA用の基質溶液として市販されているSureBlue TMB 1-Component (KPL

図 2-20    ELISA のセットアップ 
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社)を用いた。洗浄バッファーとして、2% BSA, 0.05% Tween20 / PBS を用意した。マ

イクロチップには幅 2000 nm × 深さ 800 nm × 長さ 6 mm の拡張ナノ流路が加工

されており、拡張ナノ流路の長さ 6 mm のうち、端部から 1.5 – 4.5 mm の領域に捕捉

抗体が修飾されている。拡張ナノ流路の左端から 0.3 mm の地点を検出点とし、POPS

を配置した。 

 ELISA の流体操作プロトコールを図 2-21 に示す。まず、洗浄バッファーで拡張ナ

ノ流路とマイクロ流路を満たした。次に左側の流路をサンプル溶液で置換した。この

とき、右側には更に高い圧力を印加することでナノ流路内の流れを左向きとし、拡張

ナノ流路内へサンプルが侵入することを防止した。次に、サンプルを 120 fL / sec の

流量で 70 秒拡張ナノ流路内へ導入した。導入後、拡張ナノ流路をリンスするととも

に左側のマイクロ流路を HRP 標識抗体溶液に置換した。次に、200 kPa の差圧で HRP

標識抗体溶液を 10 秒間導入し、拡張ナノ流路内を HRP 標識抗体溶液で満たした。流

れを止めて 60 秒間インキュベートした後、拡張ナノ流路内をリンスするとともに左

側のマイクロ流路を洗浄バッファーへ置換した。ここでのリンス操作は遊離の標識抗

体(Free, F)と結合した標識抗体(Bound, B)の分離という、ELISA を機能させるために欠

かせない重要な操作であることから、B/F 分離と呼ばれる。B/F 分離後、右側のマイ

クロ流路を TMB 溶液で置換し、拡張ナノ流路へと導入した。次に、印加圧力をゼロ

とすることで流れを止め、60 秒間酵素反応を進めた。再び TMB 溶液を流し、下流の

POPS で発色した TMB を検出した。 

サンプルを指定された流量で導入するために、アッセイ前にあらかじめ 2.2.4 節と

同様の流速測定法によって、印加圧力あたりの流量を求めた。流体の粘度を揃えるた

めに、2.2.4 節の流速測定法とは異なり、洗浄バッファーで希釈された 100 M キシレ

ンシアノール FF(和光純薬社製)を色素溶液として用いた。デバイスごとに結果は異な

るが、15～20 kPa の印加圧力が採用された。 
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図 2-21    ELISA の流体操作プロトコール 
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実験結果 

 HRP 標識抗体濃度 0.3, 3, 6, 16, 32 nM の条件でそれぞれ 3 回ずつ測定し、得られた

POPS 信号を図 2-22 に示す。HRP 標識抗体濃度 0.3 nM の条件ではアーチファクトは

観察されなかった。HRP 標識抗体濃度 3 nM 以上の条件では単一のピークもしくは複

数のピークが重複したような形状のアーチファクトが観察され、HRP 標識抗体濃度が

大きいほどアーチファクトは大きくなる傾向が観察された。 

 これらのアーチファクトがどれだけの HRP 標識抗体の非特異吸着に由来するかを

推定するために、図 2-22 の生データの縦軸を TMB 濃度に変換し、横軸を拡張ナノ流

路内の位置へと変換した(図 2-23 a)。縦軸の変換には既知濃度の発色 TMB 溶液から得

られる POPS 信号値を用いた。横軸の変換には 2.2.4 節と同様の TMB 流速測定結果を

用いた。得られたグラフは、TMB 溶液の流れを止めて 60 秒間インキュベートした直

後における拡張ナノ流路内の発色 TMB 濃度分布を推定するものである。アーチファ

図 2-22    HRP 標識抗体の非特異吸着に由来するアーチファクトの評価実験結果 



57 

 

クトを解析ソフト Igor の multi peak fitting プラグインを用いてピークフィットし、そ

の面積を求めた。アーチファクト面積の HRP 標識抗体濃度依存性を図 2-23 b に示し

た。アーチファクトの面積は HRP 標識抗体濃度にほぼ比例する傾向が観察された。

最小二乗法で直線近似すると、その傾きは 1.1 M・mm / nM であった。いっぽう、単

一分子信号は 1.4 M・mm 程度であると推定される。（単一の酵素標識抗体から生成

される発色 TMB は、抗体 1 分子あたりの HRP 分子数 4 と、HRP のターンオーバー

6000 / sec と、反応時間 60 秒を掛けることで計算され、1.4 × 106 分子程度と推定さ

れる。この値を流路の断面積で割ると 1.4 M・mm である。）HRP 標識抗体濃度 1.3 

nM の条件では、単一分子信号相当のアーチファクトが平均的に観察されることが予

想される。 

平均１分子の非特異吸着が発生するような条件下で、実際にどれだけの非特異吸着

が発生するかは、吸着現象が確率過程であることからポアソン分布で与えられると考

えられる。非特異吸着が平均１分子の場合、非特異吸着がゼロとなる確率は 37%であ

る。非特異吸着がゼロとなる確率を 90%以上とするには、平均 0.105 分子以下の非特

異吸着が発生するような条件が要求される。アーチファクトが平均 0.105 分子相当、

すなわち 0.14 M・mm 以下になる条件は、図 2-23 b のグラフの傾きから推定すると

0.1 nM である。実際に 0.3 nM での測定結果はいずれもアーチファクトゼロであり、

HRP 標識抗体濃度 0.1 nM 以下に設定することでアーチファクトゼロの分析が実現す

ることが期待される。 
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図 2-23    アーチファクトに由来する HRP 標識抗体数の推定 

(a) 拡張ナノ流路内の発色 TMB 濃度分布の推定 

(b) アーチファクト面積の HRP 標識抗体濃度依存性 

(a) 

(b) 
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2.6. まとめ 

 

第二章では、拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISA において、アーチファクトの発

生要因を解明し、単一分子レベルのアーチファクトすら取り除くことに成功した。 

まず、アーチファクトの発生要因を推定した。従来の ELISA においてアーチファク

トの発生要因は主に酵素標識抗体の非特異吸着であったが、本研究では酵素標識抗体

に由来しない要因が存在することを見出した。そこで、酵素標識抗体に由来しない要

因を探索した。多くの化学種が用いられるデバイス加工プロセスに着目し、APTES、

フッ素、PEG、電子線レジスト、Cr を原因化学種の候補とした。検証の結果、デバイ

ス表面に微量に残留した Cr が TMB を酸化し、アーチファクトの原因となっているこ

とが明らかとなった。そこで Cr フリーの加工プロセスを開発し、酵素標識抗体に由

来しないアーチファクトを完全に除去することに成功した。ELISA において単一目的

分子に由来する信号は、わずか 100 nm の粒子に相当する量の Cr によってマスクされ

ることが推定された。従って、将来さまざまな単一・可算個分子分析デバイスを創生

するには、微量な夾雑物すらも影響を考慮する必要があるという指針を獲得した。 

 また、酵素標識抗体の非特異吸着の影響を評価した。酵素標識抗体の濃度を 0.3 nM

とした条件では、3 回の測定でアーチファクトはゼロとなった。また、酵素標識抗体

濃度を 0.1 nM 以下とすることで、アーチファクトを 90%以上の確率でゼロにできる

ことが推定された。 
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第三章  単一分子領域における検出効率の検討 
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3.1. 緒言 

   

 

3.1.1.  本章の背景 

 

 第一章で述べたように、目的分子が単一・可算個分子である場合、わずか単一分子

のロスが分析の結果に大きな影響を与える。従って、単一・可算個分析では目的分子

をロスすることなく化学プロセシング・検出する必要がある。そこで、目的分子のロ

スの指標として、以下のように定義される「検出効率」を導入した。 

   

検出効率 ＝ 実際に検出される目的分子数 ÷ サンプルに含まれる目的分子数 

 

 例として、検出効率が 50%であるような分析法を図 3-1 に示した。まず、従来の

ELISA のように目的分子が無数に存在する場合を考える(図 3-1 a)。サンプルに含まれ

る目的分子は、化学プロセシングを経て、検出される。このとき、導入された目的分

子の 50%が何らかの原因によって検出の対象から外れると、残りの 50%のみが検出さ

れ、検出効率は 50%となる。信号の大きさも、検出効率 100%の場合と比べて半分と

なる。しかしながら、検出効率が常に 50%であるならば、信号強度はサンプル中の目

的分子数に比例する。検出効率が 100%ではなくても検量線を書くことは可能であり、

定量分析に影響は与えない。このように、目的分子が無数に存在する従来の ELISA で

は、検出効率が 100%であることは要求されない。要求されるのは、検出効率のばら

つきが小さいことである。 

 いっぽう、目的分子が単一・可算個である場合を考える(図 3-1 b)。導入された目的

分子は、50%の確率で検出の対象から外れる。サンプルに含まれる目的分子が 2 分子

であった場合、検出される分子数は 2 のケースもあれば、1 のケースもあれば、0 と

なるケースもある。逆に、検出された分子数が 1 であった場合、もともとサンプルに

含まれていた目的分子数が 1 であったのか、2 であったのか、3 であったのかを決定
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することはできない。従って、従来のバルクスケールの ELISA とは異なり、単一・可

算個分子分析では検出効率を 100%に近づけることが要求される。 

 そこで、拡張ナノ ELISA デバイスにおいて検出効率に影響する可能性のある要因

を考えた。ELISA において目的分子が検出対象から外れるケースを図 3-2 に示す。導

入された分子はまず界面に修飾された抗体に捕捉される。捕捉されなかった目的分子

は次の洗浄操作によって除去され、検出の対象から外れる。捕捉された目的分子は次

に酵素標識抗体と結合することが期待される。酵素標識抗体と結合しなかった目的分

子は TMB を発色させることができないので、検出の対象から外れる。酵素標識抗体

との反応から検出までの間には、B/F 分離・TMB の導入の工程がある。この間に目的

分子に結合していた酵素標識抗体が脱離・流失すると、検出の対象から外れる。残さ

れた目的分子のみが検出の対象となる。 

図 3-1   検出効率が 50%である分析法 

(a) 目的分子が無数に存在する場合 

(b) 目的分子が単一・可算個である場合 
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以上から、検出効率に影響する可能性のある要因を以下の 3 項目に分類した。 

 

（ⅰ）目的分子の捕捉率 

（ⅱ）HRP 標識抗体の反応率 

（ⅲ）HRP 標識抗体・目的分子の脱離率 

 

（ⅰ）に関して、K. Shirai らは抗体が修飾された拡張ナノ流路に抗原を導入し、数

秒の反応で 100%が捕捉されることを示している[65]。現在の拡張ナノ ELISA デバイ

スでは、サンプルが抗体修飾領域上を通過する時間を 30 秒としている。従って、目

的分子の捕捉率は 100%に達している可能性が高い。いっぽう、（ⅱ）（ⅲ）の影響に

ついては、単一分子分析法の確立のためには新たに検証が必要である。 

 （ⅱ）HRP 標識抗体の反応率の検証には、HRP 標識抗体の導入条件の検討が必要で

あると考えられる。また、（ⅲ）HRP 標識抗体あるいは目的分子の脱離率の検討には、

B/F 分離時間の影響評価が必要であると考えられる。従って、拡張ナノ ELISA デバイ

スを用いた数多くの測定が必要である。従来のバルクスケールの ELISA では 96 個の

ウェルを持つプレートが一般的に用いられ、１枚のプレートで 96 種類の条件を同時

に測定できる。しかしながら、拡張ナノ ELISA デバイスでは 1 度に測定可能な条件

は 1 種類であり、さらにデバイス 1 つの加工に多くの時間とコストを必要とする。測

定 1 回につき 1 枚のデバイスを作製する場合、ELISA の条件検討には現実的ではない

コストと時間が必要となる。従って、1 つのデバイスで複数回の測定する手法の開発

図 3-2   目的分子が検出対象から外れるケース 
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が課題である。 

 

3.1.2.  本章の目的 

  

 以上から、拡張ナノ ELISA デバイスにおける検出効率の検討を本章の目的とした。

具体的には、以下の３つの項目に取り組んだ。 

 

（ⅰ）拡張ナノ ELISA デバイスの繰り返し測定法の開発 

（ⅱ）酵素標識抗体の反応率の検証 

（ⅲ）目的分子の脱離の検証 

 

 （ⅰ）の内容を 3.2 節に、（ⅱ）の内容を 3.3 節に、（ⅲ）の内容を 3.4 節に示した。

また、結論を 3.5 節にまとめた。 

 

３章の以降の内容を、特許申請のために非公表とさせていただきます。 
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第四章  単一・可算個分子定量法の確立 
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4.1. 緒言 

   

 単一・可算個分子分析の実現に向けた課題として、単一・可算個分子分析において

は１分子レベルのアーチファクトや１目的分子のロスすらも許されないことを第一

章で述べた。そこで、第二章ではアーチファクトの原因解明と低減に取り組み、アー

チファクトをゼロとするための知見を得た。第三章では、目的分子をロスせず 100%

検出するために、検出効率に影響を与える要因を検討した。本章では、第二章と第三

章で得た知見をもとに、単一・可算個分子レベルの定量分析主法の確立を目指した。 

 具体的には、以下の３つの項目に取り組んだ。 

 

（ⅰ）二章・三章の知見をもとにした単一・可算個分子定量デバイスの設計・製作 

（ⅱ）単一・可算個分子定量の実証 

 

 （ⅰ）の内容を 4.2 節に、（ⅱ）の内容を 4.3 節に示した。また、結論を 4.4 節にま

とめた。 
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4.2. 単一・可算個分子定量デバイスの設計・製作 

 

 第二章・第三章で得られた知見は以下の４項目である。 

 

（ⅰ）Cr に由来するアーチファクトが発生する 

（ⅱ）HRP 標識抗体濃度を 0.3 nM 以下とすることで非特異吸着に由来するアーチフ

ァクトをゼロとできる 

（ⅲ）３章の内容：特許申請のために非公表とさせていただきます。 

（ⅳ）３章の内容：特許申請のために非公表とさせていただきます。 

 

 （ⅰ）は Cr フリープロセスの採用により解決済みである。（ⅱ）（ⅲ）は、現状の

デバイスでは両立しない。両立には、非特異吸着を低減する何らかの革新的な技術開

発が必要である。（ⅳ）は、従来の拡張ナノ ELISA デバイスの設計では困難である

が、新規デバイスの開発によって解決しうる。そこで、本章では（ⅳ）に着目し、B/F

分離時間を短縮可能なデバイスの開発に取り組んだ。 

  

デバイスの設計 

 従来の拡張ナノ ELISA デバイスの流路デザインは、図 4-1 のように２本の試薬導入

用マイクロ流路と、その間の拡張ナノ流路から構成されていた。このようなシンプル

なデザインは拡張ナノ流路内の流体操作が容易であり、拡張ナノ流体デバイスを用い

た種々の研究で用いられてきた[96]。しかし、このデザインで同時にデバイス内に導

入できる試薬は２種類のみであり、数多くの試薬を用いる ELISA では工程ごとにマ

イクロ流路内の試薬を置換する操作が必要である。このことは、脱離の影響のあるプ

ロセス時間を短縮する上で問題となる。 

HRP 標識抗体を導入後、ただちに B/F 分離を行うには、２本のマイクロ流路内は

HRP 標識抗体溶液と洗浄バッファーで満たされていることが必須である。従って、次
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に TMB溶液を導入するにはマイクロ流路内を置換する必要がある。図 4-1の例では、

B/F 分離のために洗浄バッファーを右から導入している。このとき、置換できるマイ

クロ流路は左側であるが、マイクロ流路内における HRP 標識抗体溶液と TMB 溶液の

混合を防ぐため、まず左側のマイクロ流路を洗浄バッファーで置換し、その後右側の

マイクロ流路を TMB 溶液で置換することで、はじめて拡張ナノ流路内へ TMB が導

入可能となる。ここまでにマイクロ流路の置換が２度必要であり、それぞれ 90 秒程

度の時間が必要である。また、置換作業はバイアル瓶の交換作業を伴い、20-50 秒の

時間を要する。合計すると、HRP 標識抗体の導入から TMB 溶液導入までに 300 秒が

経過する。以上の理由から、試薬導入用マイクロ流路が２本のみのデザインでは

ELISA のプロトコールが制約され、脱離の影響のあるプロセス時間は 300 秒以下とす

ることが困難である。また、3.4.2 節の実験結果によれば、脱離の影響のあるプロセス

時間が 300 秒である場合、25%の目的分子がロスしていると推定される。 

  

 従来のデザインにおける問題点を解決するために、試薬を迅速に切り替え可能なデ

図 4-1  ２本の試薬導入用マイクロ流路を持つデザインの問題点 
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バイスを新たに設計した(図 4-2 a)。そこで、マイクロ流路の置換操作を排除するため

に、試薬導入用のマイクロ流路を 6 本設け、ELISA で用いられる試料・試薬（洗浄バ

ッファー・サンプル・酵素標識抗体溶液・TMB、POPS のキャリブレーション用の標

準色素溶液）を常にマイクロチップ内に保持できるようにした。拡張ナノ流路の両端

には、T 字型の試薬切り替え流路(幅 40 mm × 深さ 800 nm × 分岐点から端部まで

の長さ 1 mm)が存在し、それぞれ３本のマイクロ流路へと接続されている。ハーゲン

ポアズイユ流れを仮定すると、それぞれの流路における流量と圧力損失の比（電気回

路での抵抗に相当する値）が、マイクロ流路：切り替え流路：拡張ナノ流路 ＝ 1 : 102 : 

104 となるように設計されている。これは、流路ネットワークにおける流れの向きと

大きさのコントロールの単純化を目的としている。拡張ナノ流路・切り替え流路の回

路図を図 4-2 b に示す。6 つのマイクロ流路における圧力をそれぞれ P1, P2, P3, P4, P5, 

P6 とおく。拡張ナノ流路左端の圧力を Pleft、拡張ナノ流路右端の圧力を Pright とおく。

切り替え流路における圧力損失と流量の比を抵抗 r と定義し、拡張ナノ流路における

圧力損失と流量の比を抵抗 R と定義する。また、拡張ナノ流路における流量を Inano、

切り替え流路における流量を I1, I 2, I 3, I 4, I 5, I 6とおく。圧力損失と流量の比や、物質

収支から以下の方程式が得られる。 

 𝑷𝟏 − 𝑷 𝐥𝐞𝐟𝐭 = 𝒓𝑰𝟏 1 

 𝑷𝟐 − 𝑷 𝐥𝐞𝐟𝐭 = 𝒓𝑰𝟐 2 

 𝑷𝟑 − 𝑷 𝐥𝐞𝐟𝐭 = 𝒓𝑰𝟑 3 

  𝑷𝟒 − 𝑷 𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭 = 𝒓𝑰𝟒 4 

  𝑷𝟓 − 𝑷 𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭 = 𝒓𝑰𝟓 5 

  𝑷𝟔 − 𝑷 𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭 = 𝒓𝑰𝟔 6 

 𝑰𝟏 +  𝑰𝟐 +  𝑰𝟑 = 𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨 7 

    𝑰𝟒 + 𝑰𝟓 + 𝑰𝟔 = －  𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨 8 

   𝑷𝐥𝐞𝐟𝐭 − 𝑷 𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭 = 𝑹 𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨 9 
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図 4-2   試薬を迅速に切り替え可能なデバイスのデザイン 

(a) 流路の寸法  (b) 切り替え流路・拡張ナノ流路の回路図  

(a) 

(b) 



71 

 

式 1, 2, 3, 7 から以下の式 10 が得られる。 

𝑷𝐥𝐞𝐟𝐭    =      𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞 −   
𝒓 

𝟑
 𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨 𝟏𝟎 

 式 4, 5, 6, 8 から以下の式 11 が得られる。 

𝑷𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭    =     𝑷𝟒𝟓𝟔𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞     +  
𝒓 

𝟑
 𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨 𝟏𝟏 

 

 ただし、𝑃123averageは P1, P2, P3の平均値、𝑃456averageは P4, P5, P6の平均値である。式

10, 11 の差をとり、式 9 を代入することで𝐼nanoが求められる。 

 

𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨    =     
𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞   − 𝑷𝟒𝟓𝟔𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞 

𝑹 + 
𝟐𝒓 
𝟑

  𝟏𝟐 

 式 12 を式 10 に代入することで、𝑃left   が求められる。 

𝑷𝐥𝐞𝐟𝐭    =      𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞 −    

𝒓 
𝑹

 

𝟑 +  𝟐
𝒓 
𝑹

(𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞   −  𝑷𝟒𝟓𝟔𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞)  𝟏𝟑 

 

 式 12, 13 は、R が r に比べて十分大きい場合、以下のように近似される。 

𝑷𝐥𝐞𝐟𝐭   ~     𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞          𝟏𝟒 

𝑷𝐫𝐢𝐠𝐡𝐭   ~     𝑷𝟒𝟓𝟔𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞            𝟏𝟓 

𝑰𝐧𝐚𝐧𝐨   ~    
𝑷𝟏𝟐𝟑𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞   −  𝑷𝟒𝟓𝟔𝐚𝐯𝐞𝐫𝐚𝐠𝐞 

𝑹 
  16 

 以上の式から、まずは拡張ナノ流路内の流れの制御を考える。拡張ナノ流路の左端

には P1, P2, P3を平均した圧力がかかり、拡張ナノ流路の右端には P4, P5, P6を平均し

た圧力がかかる。左端と右端の圧力差に比例して、拡張ナノ流路内の流れの向きと大

きさが決定される(式 16)。𝑃1 + 𝑃2 + 𝑃3   >  𝑃4 + 𝑃5 + 𝑃6 のとき拡張ナノ流路の流れ

は右向きとなり、𝑃1 + 𝑃2 + 𝑃3   <  𝑃4 + 𝑃5 + 𝑃6 のとき拡張ナノ流路の流れは左向き

となる。今回の設計では r / R = 0.01 であり、近似式 16 の誤差は 0.7 %である。𝑃1 +
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𝑃2 + 𝑃3  と 𝑃4 + 𝑃5 + 𝑃6 が同じオーダー（比が 0.1～10 の間）であれば、近似式 14 と

15 の誤差は 3%未満である。 

 次に、試薬切り替え流路の流れの制御を考える。𝑃1   >  𝑃2 = 𝑃3 と設定すると、式

1, 2, 3, 14 から、𝐼1   >  0 、𝐼2   <  0 、𝐼3   <  0 となる。また、今回の設計では、R が

r に比べて十分大きいため、𝑃1から𝑃6が同じオーダーであれば |𝐼nano| は 𝐼1に対して

無視できるほど小さい。したがって、切り替え流路内への流入は、大部分が圧力𝑃1の

マイクロ流路からの流入である。このように𝑃1   >  𝑃2 = 𝑃3と設定することで、切り替

え流路内は圧力𝑃1のマイクロ流路内の溶液で満たされる。切り替え流路の溶液置換に

必要な時間の目安として、切り替え流路体積に相当する試薬が流入する時間を計算す

ると、(𝑃1, 𝑃2, 𝑃3)  = (300 𝑘𝑃𝑎, 0 kPa, 0 𝑘𝑃𝑎)  のとき 0.3 秒である。試薬の置換に 102

秒を必要としていた従来のデバイスに比べて、大幅な置換時間の短縮が見込める。 

また、このとき𝑃4, 𝑃5, 𝑃6が 500 kPa 以下であれば、|𝐼nano| は 𝐼1の 2%未満であり、十分

小さい。 

 このデバイスを用いた ELISA の流体操作手順を図 4-3 a, b, c に示す。拡張ナノ流路

の左側のマイクロ流路３本には、それぞれ洗浄バッファーとサンプルと TMB 溶液を

満たす。拡張ナノ流路の右側のマイクロ流路３本には、それぞれ洗浄バッファーと

HRP 標識抗体溶液と POPS 検出時の較正用の標準色素溶液を満たす。ELISA の前の段

階では、左右の洗浄バッファーに圧力を印加し、拡張ナノ流路と切り替え流路を洗浄

バッファーで満たす (図 4-3 (1) )。次に、サンプル溶液に 300 kPa の圧力を印加し、左

側の切り替え流路をサンプルで満たす(図 4-3 (2) )。このとき、拡張ナノ流路内の流れ

を左向きすることで、拡張ナノ流路内へのサンプルの侵入を防ぐ。次に、サンプル流

路に 100 kPa 程度の圧力を印加し、拡張ナノ流路内へとサンプルを導入する(図 4-3 

(3) )。このとき、サンプル以外のマイクロ流路にも 20 kPa の圧力を印加する。これに

よりマイクロ流路の内部は常にリンスされ、拡張ナノ流路から侵入するサンプル溶液

が絶えず除去される。次に、左側の切り替え流路を洗浄バッファーに置換し(図 4-3 (4) )、

拡張ナノ流路へ導入する(図 4-3 (5) )。次に、右側の切り替え流路を HRP 標識抗体溶

液に置換し(図 4-3 (6) )、拡張ナノ流路へ導入する(図 4-3 (7) )。インキュベート後、右

側の切り替え流路を洗浄バッファーへと置換し(図 4-3 (8) )、拡張ナノ流路へ導入して
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B/F 分離する(図 4-3 (9) )。最後に、左側の切り替え流路を TMB 溶液と置換するとと

もに拡張ナノ流路へ導入し(図 4-3 (10) )、酵素反応・検出を行う。このように、切り替

え流路の置換と導入の２つの流体操作を繰り返す。 
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図 4-3 a  ELISA における流体操作 
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図 4-3 b  ELISA における流体操作 
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図 4-3 c  ELISA における流体操作 
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試薬の切り替え操作の実証実験 

「拡張ナノ流路に導入される試薬を短時間で切り替える」という設計コンセプトを

実証するために、デバイスを作製し、蛍光試料で可視化された試料の切り替え実験を

行った。 

流路のパターンが変化したが、第三章と同様にCrフリープロセスで流路を加工し、

再生可能な接合条件で接合した。その結果、図 4-4 a のデバイスを得た。 

まずは試薬切り替え流路内の試薬が切り替えられることを確認した。図 4-4 b に示

すように、マイクロ流路 2, 4, 5, 6 に PBS を導入し、マイクロ流路 1 には 100 M フ

ルオレセインナトリウム(和光純薬工業社製)、マイクロ流路 3 には 50 M フルオレセ

インナトリウム(和光純薬工業社製)を導入した。左側の切り替え流路の合流部を蛍光

顕微鏡で観察しながら、図 4-4 c に示すプロトコールで各マイクロ流路に圧力を印加

した。具体的には、流路 4,5,6 にはそれぞれ 150, 450, 150 kPa の圧力を印加し続け、拡

張ナノ流路の流れを左向きとした。はじめの 8 秒間は、流路 1 に 300 kPa の圧力を印

加し、100 M フルオレセイン溶液を切り替え流路に導入した。次の 8 秒間は、流路 2

に 300kPa の圧力を印加し、切り替え流路をバッファーで置換した。次の 8 秒間は流

路 3 に 300kPa の圧力を印加し、切り替え流路を 50 M フルオレセイン溶液で置換し

た。これらの操作を繰り返した。 

切り替え流路の蛍光像を図 4-4 d に示す。導入されたフルオレセイン溶液の濃度に

応じて切り替え流路内の蛍光強度が変化する様子が観察され、切り替え流路内の置換

が達成されていることがわかった。そこで、切り替え流路の合流部における蛍光強度

の時間変化を測定した(図 4-5 a)。圧力が印加される流路が切り替わるたびに蛍光強度

は変化した。8 秒の間に蛍光強度は定常に達していたことから、8 秒間の切り替え操

作によって切り替え流路内の試薬は十分に置換されていることが示された。切り替え

操作の時間を最小限とするために、より短い切り替え時間 4, 2, 1, 0.5 秒を設定し、図

4-4 c と同様のプロトコールで流体操作した。蛍光強度の時間変化を図 4-5 b に示す。

切り替え時間 0.5 秒の条件では、蛍光強度が定常となる前に次の試薬へと切り替えら

れ、切り替え時間内での置換が十分ではないことが示唆された。 
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図 4-4  切り替え流路の置換実験 

(a) 使用したデバイス (b) 流路と試薬の配置  

(c) 流体操作プロトコール (d) 切り替え流路の蛍光像 

(a) 

(c) 

(d) 

(b) 
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そこで、以後の実験において試薬の切り替え時間を 1 秒に設定した。 

 また、拡張ナノ流路への導入試薬の切り替え操作の実証実験を行った。図 4-6 a に

示すプロトコールで、切り替え流路の置換・ナノ流路への導入を繰り返し、8 秒ごと

に導入試薬を切り替えられるかどうかを検証した。その結果、図 4-6 b に示すように、

導入試薬の濃度に応じて拡張ナノ流路の蛍光強度が変化する様子が観察された。拡張

ナノ流路の蛍光強度の時間変化を測定した結果、図 4-6 c に示すように、8 秒ごとに蛍

光強度が変化し、導入操作中の蛍光強度は一定となった。以上から、拡張ナノ流路に

導入される試薬を 8 秒ごとに切り替えることができるデバイスの開発に成功した。 

 

図 4-5  切り替え流路の置換実験における蛍光強度の時間変化 

(a) 切り替え時間 8 秒の場合 

(b) 切り替え時間 4, 2, 1, 0.5 秒の場合 
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図 4-5  切り替え流路の置換実験における蛍光強度の時間変化 

(a) 切り替え時間 8 秒の場合 

(b) 切り替え時間 4, 2, 1, 0.5 秒の場合 

(a) 

(b) 

(c) 

図 4-6  拡張ナノ流路への導入試薬の切り替え実験 

(a) 流体操作プロトコール 

(b) ナノ流路への導入時の蛍光像 

(c) ナノ流路の蛍光強度の時間変化 
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 このデバイスを用いて、脱離の影響のあるプロセス時間をどれだけ短縮できるかを

考察する。脱離の影響のあるプロセスは 

①B/F 分離 （拡張ナノ流路へのバッファー導入） 

②切り替え流路の溶液をバッファーから TMB に置換する 

③拡張ナノ流路への TMB 溶液導入 

である。続く酵素反応は流速ゼロで行われるため、酵素反応中に脱離が発生しても目

的分子・酵素標識抗体は失われず、検出効率には影響しない。 

 ①に関しては、十分な洗浄が必要のために、拡張ナノ流路の 5 倍の体積のバッファ

ーを導入することを考える。550 kPa の印加圧力では洗浄時間は 24 秒である。②に関

しては、本節の実験結果によれば 1 秒以上が必要である。③に関しては、拡張ナノ流

路と同体積の TMB 溶液を導入することを考える。550 kPa の印加圧力では 8 秒であ

る。①②③を合計すると、脱離の影響のあるプロセス時間は 33 秒である。 

 

 

図 4-7  脱離の影響のあるプロセス 
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4.3. 単一・可算個分子定量の実証 

 

 本節では、前節で開発されたデバイスを用いて、実際に ELISA 測定を行った。実験

プロトコールを図 4-8 に示す。サンプルとして CRP を PBS で希釈し、濃度を 0, 2, 4, 

12, 40, 120 pM に設定した。拡張ナノ流路へ 120 fL / sec の流量で 70 秒導入した。導入

体積 8 pL から、それぞれの濃度で導入される分子数は 0, 10, 20, 60, 200, 600 分子とし

た。導入後、20 秒間流れを止めてインキュベートし、バッファーで 10 秒間洗浄した。

次に HRP 標識抗体溶液（濃度：特許申請のため非公開）を導入し、60 秒間流れを止

めてインキュベートした。次に、両側の切り替え流路を洗浄バッファーで 1 秒間置換

し、拡張ナノ流路内へ洗浄バッファーを導入して B/F 分離を 25 秒行った。次に左側

の切り替え流路を 1 秒かけて TMB 溶液で置換し、拡張ナノ流路内へ 8 秒かけて導入

した。60 秒間流れを止めて酵素反応させ、再び流し DIC-TLM で検出した。各工程に

おける具体的な印加圧力は、図 4-3 に示した。それぞれの CRP 濃度条件を３回ずつ測

定した。 

 

図 4-8  ELISA プロトコール 

特許申請のため非公開とさせていただきます 
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 獲得された POPS 信号を図 4-9 に示す。抗体修飾領域に対応する時間窓からピー

ク状の信号が得られた。目的分子数の増大に伴い、ピークの面積は増大する傾向が観

察された。 

これらの信号をガウシアンピークでフィッティングし、抗体修飾領域に由来するピ

ークの面積の総和を信号と定義した。得られた検量線を図 4-10 a に示す。また、目的

分子数 0-200 の領域を拡大した検量線を図 4-10 b に示す。一般的なサンドイッチ

ELISA では、抗原・抗体間の平衡論や速度論を考慮すると、抗体が抗原に比べて大過

剰である濃度領域では検量線は直線となる[97]。そこで、最小二乗法で直線にフィッ

ティングし、検量線とした。決定係数は 0.999 であり、良い直線性が得られた。 

この検量線から、本手法における CRP の定量分析性能を評価した。まず、装置検出

図 4-9  測定された POPS 信号 
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限界(Instrument detection limit, S/N = 2)を求めた。Nは検出器に由来するノイズであり、

ここでは酵素反応を伴わずに TMB を導入した場合の POPS 信号の標準誤差と、60 秒

間の酵素反応による拡散距離の積を N と定義した。装置検出限界(S/N = 2)は N の 2 倍

の信号が得られる CRP 分子数として定義され、その値は 2.6 分子であった。 

次に、方法検出限界(Methodological detection limit, 3.3)を求めた。は、CRP 濃度ゼ

ロの条件で測定された信号面積のばらつきである。方法検出限界(3.3)はの 3.3 倍の

信号が得られる CRP 分子数として定義され、その値は 17.2 分子であった。この指標

は国際標準化機構などで用いられている。 

最後に、定量限界(2)を求めた。ここでのは検量線に対する信号のばらつきの指標

である。測定された全データの回帰直線からの偏差の二乗和をとり、これを測定点数

で割ってから平方をとることでを得た。定量限界(2)はの 2 倍の信号が得られる

CRP 分子数として定義され、その値は 30.6 分子であった。 

いずれの評価基準にせよ、単一・可算個分子領域での CRP の定量分析を実現した。 

  

図 4-10  CRP の検量線 (a)分子数 0-600   

(b)拡大したグラフ：分子数 0-200 

(a) (b) 
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4.4. まとめ 

   

 本章では、第二章と第三章で得た知見をもとに、単一・可算個分子レベルの定量分

析主法を確立した。 

 まず、Cr に由来するアーチファクトを除去するために、Cr フリーの加工プロセ

スを採用した。抗原抗体間の結合の解離による検出効率低下を防ぐため、B/F 分離時

間を短縮可能なデバイスを設計した。その結果、拡張ナノ流路に導入される試薬を 8

秒ごとに切り替えることができるデバイスの開発に成功した。新規デバイスを用いて

ELISA 測定を行った結果、C 反応性タンパク質を方法検出限界(3.3)17.2 分子で定量

することに成功した。 
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第五章  結言 
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5.1. 本研究のまとめ 

 

本研究では拡張ナノ流体デバイスを用いた単一分子 ELISA の方法論を確立した。

わずか単一・可算個の目的分子の定量分析を実現するには、アーチファクトを単一分

子レベルで取り除くこと、目的分子をロスすることなく化学プロセシング・検出する

ことが課題であると考えた。まずは、アーチファクトの原因を探索した。その結果、

酵素標識抗体の非特異吸着のほかに、デバイス加工プロセスで用いられる Cr がアー

チファクトの原因であることを解明し、アーチファクトをゼロとする条件を見出した。

次に、検出効率に影響する要因を検討した。その結果、目的分子と酵素標識抗体の反

応率を 100%とする条件を見出した。また、検出効率を 100%とするには、抗原抗体間

の結合の解離の影響を小さくするために、短時間で B/F 分離を行う必要があることを

明らかにした。最後に、これらの知見をもとに単一分子 ELISA デバイスを創生した。

その結果、方法検出限界(3.3)17.2 分子でのタンパク質の定量に成功した。 

第二章では、拡張ナノ流体デバイスを用いた ELISA において、アーチファクトの発

生要因を解明し、単一分子レベルのアーチファクトすら取り除くことに成功した。ま

ず、アーチファクトの発生要因を推定した。従来の ELISA においてアーチファクトの

発生要因は主に酵素標識抗体の非特異吸着であったが、本研究では酵素標識抗体に由

来しない要因が存在することを見出した。そこで、酵素標識抗体に由来しない要因を

探索した。多くの化学種が用いられるデバイス加工プロセスに着目し、APTES、フッ

素、PEG、電子線レジスト、Cr を原因化学種の候補とした。検証の結果、デバイス表

面に微量に残留した Cr が TMB を酸化し、アーチファクトの原因となっていることが

明らかとなった。そこで Cr フリーの加工プロセスを開発し、酵素標識抗体に由来し

ないアーチファクトを完全に除去することに成功した。ELISA において単一目的分子

に由来する信号は、わずか 100 nm の粒子に相当する量の Cr によってマスクされるこ

とが推定された。従って、将来さまざまな単一・可算個分子分析デバイスを創生する

には、微量な夾雑物すらも影響を考慮する必要があるという指針を獲得した。また、

酵素標識抗体の非特異吸着の影響を評価した。酵素標識抗体の濃度を 0.3 nM とした
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条件では、３回の測定でアーチファクトはゼロとなった。また、酵素標識抗体濃度を

0.1 nM 以下とすることで、アーチファクトを 90%以上の確率でゼロにできることが

推定された。 

第三章では、 （特許申請のため３章の内容を非公開とさせていただきます） 

第四章では、第二章と第三章で得た知見をもとに、単一・可算個分子レベルの定量

分析法を確立した。まず、Cr に由来するアーチファクトを除去するために、Cr フリ

ーの加工プロセスを採用した。抗原抗体間の結合の解離による検出効率低下を防ぐた

め、B/F 分離時間を短縮可能なデバイスを設計した。その結果、拡張ナノ流路に導入

される試薬を 8 秒ごとに切り替えることができるデバイスの開発に成功した。新規デ

バイスを用いて ELISA 測定を行った結果、C 反応性タンパク質を方法検出限界

(3.3)17.2 分子で定量することに成功した。 

一般的に分析プロセスは、①サンプリング、②化学プロセシング、③検出の３つの

要素からなる。単一分子レベルのタンパク質の定量分析には、これらのプロセスを単

一分子レベルで実現することが不可欠である。これまで検出においては、レーザー蛍

光法などさまざまな単一分子検出法が実現されてきたが、単一分子レベルのサンプリ

ングや化学プロセシングは実現していなかった。このため、単一分子レベルのタンパ

ク分析法はなかった。いっぽう、本研究では、拡張ナノスケールの ELISA を、単一分

子レベルの化学プロセシング手法として確立した。その結果、体積 fL の試料を化学

プロセシングしてその中に含まれる可算個タンパク分子を定量する、分析化学の極限

をはじめて達成した。本手法を、単一細胞からのサンプリング技術と組み合わせるこ

とができれば、単一細胞・単一分子レベルのタンパク分析の実現が期待される。 

従来の単一細胞タンパク質分析法は、単一細胞あたり 104 分子以上存在するような

発現量の大きいタンパク質にのみ適用することができた。しかし、1 細胞あたり 104

分子よりも発現量の小さいタンパク質は数多く存在する[20], [98]。発現量の小さいタ

ンパク質の分析には、目的遺伝子が蛍光を発するように遺伝子操作された細胞という、

極めて限定的なサンプルが必要とされた。本研究で確立された単一分子 ELISA を単

一細胞分析に応用すれば、発現量の低いタンパク質を含め、あらゆるタンパク質をあ
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らゆる細胞から分析可能になることが期待される。 

  



90 

 

5.2. 今後の課題と将来展望 

酵素標識抗体の非特異吸着の低減 

第三章での検討によれば、検出効率を 100%とするには一定以上の酵素標識抗体濃

度が要求される。また、その条件は抗原・抗体ペアに固有の結合速度定数・解離速度

定数に応じて変化しうる。目的分子の種類によっては、今回用いた CRP よりも高濃

度の酵素標識抗体溶液が要求される可能性がある。しかし、第二章での検討によれば、

酵素標識抗体の濃度が増大するにつれて、アーチファクト発生のリスクが高まる。従

って、アーチファクトゼロかつ検出効率 100%を様々な目的分子に対して実現するに

は、酵素標識抗体が高濃度でも非特異吸着がゼロとなる手法の開発が必須である。 

考えうる１つ目の対策は、ガラス基板表面への抗体修飾法の改良である。本稿 56p

の図 2-22 に示す非特異吸着に由来するアーチファクトは、全て抗体修飾領域に対応

する時間窓から観察された。このことは、抗体修飾領域とそれ以外の PEG 修飾領域

における非特異吸着の発生確率に差があることを示唆している。従って、抗体修飾領

域の表面状態を PEG 修飾領域の表面状態へと近づければ、非特異吸着が低減される

可能性が高い。例えば、図 5-1 のように、抗体修飾領域に PEG を導入する方法であ

る。従来は抗体と APTES 表面は低分子のグルタルアルデヒドを介して結合された。

高密度の PEG ブラシ表面はタンパク質の非特異吸着を抑制することが知られており

[99]、両端に NHS エステル基などのアミノ基と結合可能な官能基を有する PEG リン

カーの導入により、酵素標識抗体の非特異吸着の低減が期待される。 

 ２つ目の対策は、分析場のさらなる微小化である。3.3 節での考察によれば、酵素

標識抗体の反応率を 100%とする条件は、分析場の体積・表面積に依存しない。大き

な空間に１つの目的分子があろうと、小さな空間に１目的分子があろうと、反応率を

100%とするには同じ濃度の酵素標識抗体を同じ時間導入する必要がある。一定濃度

の酵素標識抗体が一定時間導入された時、空間全体の非特異吸着の発生量は表面積に

比例すると推定される。従って、目的分子数の等しい分析では、表面積が大きい空間

ほど不利であり、スケールダウンによって非特異吸着を低減できる可能性が高い。 
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現在の拡張ナノ ELISAデバイスは、POPS検出に適したサイズとして深さ 800 nm、

幅 2000 nm に設定されている。いっぽう、筆者らの研究グループではより小さな拡張

ナノ空間での検出を可能とする手法が開発された。この検出法により深さがスケール

ダウンできれば、体積あたりの捕捉抗体分子数増加・目的分子の拡散に必要な時間の

短縮により、目的分子捕捉に必要な時間が更に減少し、分析場の長さのスケールダウ

ンも可能になる。 

 

バルク ELISA の至適条件と拡張ナノ ELISA の至適条件の関係性の解析 

本研究ではモデル試料として CRP を用いたが、別の種類の目的分子を分析するた

めには、別の抗体を用いることになる。一般的な ELISA では、目的分子や抗体の種類

が変わると、ブロッキング条件や酵素標識抗体との反応時間など、さまざまな実験条

件の最適値が変化することが知られている。したがって、異なる目的分子を分析する

には新たに条件検討が求められる。しかし、拡張ナノ ELISA デバイスを用いた実験に

は、マイクロプレートを用いたバルクスケールの ELISA に比べて必要な時間とコス

トが大きい。そこで、バルク ELISA の至適条件と拡張ナノ ELISA の至適条件の関係

性が明らかにすることで、バルク ELISA での条件検討結果から拡張ナノ ELISA の至

適条件を推定することが可能となる。拡張ナノ ELISA デバイスを様々な種類の目的

分子へと応用するためには、重要な知見である。 

図 5-1  抗体修飾領域への PEG の導入 
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抗体の塗り分けによる複数ターゲットの分析 

複数種の遺伝子の発現量の相関は、細胞機能の解明のためには強力な手がかりであ

る。均一なサンプルが潤沢に用意できるならば、複数ターゲットを同時に分析できな

い場合でも、サンプルを分割して逐次的に分析すれば良い。しかし、サンプルに含ま

れる目的分子が単一・可算個である場合、サンプルを分割する操作そのものが不確か

さを生む。従って、単一・可算個分子分析では複数ターゲットの同時分析がいっそう

重要である。これは図 5-2 に示すように、複数種の抗体が組み込まれたデバイスによ

って可能となる。導入された試料に含まれていた複数種の目的分子は、それぞれ別の

位置に捕捉される。信号が検出される位置から、それぞれの種類の目的分子の量を推

定する。このデバイスを実現するには、複数種の抗体を拡張ナノ流体界面に塗り分け

る加工法の開発が課題である。コンタクトプリンティング法を用いて複数種のシラン

カップリング剤を基板表面に修飾する方法や、紫外線などの刺激を与えている状態で

のみ抗体と結合できるリンカーの開発など、いくつかの方法が考えられる。 

 

  

図 5-2  抗体の塗り分けによる複数ターゲットの分析 
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APPENDIX 
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A-1 ナノ加工 

 

 幅・深さがともに数 10 nm から数 100 nm である拡張ナノ流路は、図 A-1 に示す手

順で作製した。基板として 30 mm×70 mm、厚さ 0.7 mm の石英ガラス基板（信越

化学工業社製）を使用した。 

 

 

  

 この手法は、電子線リソグラフィーと呼ばれている。これは、基板に塗布した電

子線レジストに電子線を照射することでチャネルデザインを直接パターニングする

方法である。  

 まず、基板を超音波で約10分間洗浄し、その後エアガンで乾燥させて表面を清浄

化にした（図A-1 (1)）。次にスピンコーター（1H-360S、ミカサ社製）上に基板を

図 A-1  ナノ加工の手順 
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のせ、電子線レジストをスピンコーティングにより均一の厚さで塗布した。ここで

電子線レジストには、ZEP520A（日本ゼオン社製）を使用した。ZEP520Aは、電子

線を照射することで有機溶媒に溶解しやすくなるポジ型のレジストである。電子線

レジスト塗布後の基板を180℃のホットプレート上で2分間プリベイクしてからテー

ブル上で急冷することで、電子線レジストを基板上に定着させた。その後基板を再

びスピンコーター上にのせ、導電性高分子エスペイサー300Z（昭和電工社製）をス

ピンコーティングにより塗布した（図A-1 (2)）。これは、非導電性の石英基板に電

子線描画を行う際に基板上に電子が溜まり（チャージアップ）、描画精度が低下す

るのを防ぐためである。  

つづいて、電子線レジストおよび導電性高分子を塗布した基板を電子線描画装置に

入れ、チャネルデザインのパターニングを行った（図 A-2 (3)）。本研究室で使用して

いる電子線描画装置は図 A-2 に示した ELS7500（エリオニクス社製）である。この

装置は走査型電子顕微鏡（SEM：Scanning Electron Microscope）と同じ技術を用い

ている。描画はパソコンソフト AutoCAD により作成した CAD ファイルのチャネル

デザインと同じ場所に電子線を照射することで行った。 

 

 

 

 

 チャネルデザインのパターニング終了後、基板を電子線描画装置から取り出し、

図 A-2  電子線描画装置（ELS7500、エリオニクス社製） 
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超純水で導電性高分子を洗い流した（図A-1 (4)）。その後22℃の恒温槽上に置かれ

たo-キシレン中に基板を5分間浸して電子線照射部の電子線レジストを溶解させ、チ

ャネルデザインの現像を行った（図A-2 (1)）。現像後、基板を2-プロパノールに浸

してリンスし、エアガンで乾燥させた。  

現像が終わると、次に基板のドライエッチングを行った。ドライエッチングに

は、図 A-3 に示したプラズマ装置 NE-550（ULVAC 社製）を使用した。この装置

は、NLD プラズマエッチング法（Neutral Loop Discharge Etching）により、

CHF3 と SF6 のフッ素系ガスをプラズマにし、基板をエッチングしてゆく。低圧下

でのエッチングが可能なので、イオン同士の衝突が極めて少なく、プラズマの直進

性が保たれて異方性選択的エッチングが可能となる（図 A-1(6)）。この装置のエッ

チング速度は、およそ 1 nm / s である。電子線レジスト ZEP520A はプラズマ耐久

性が高いので、レジストが塗布されている部分はエッチングされないが、現像によ

り電子線レジストが除去された部分は基板表面がプラズマに曝されるのでエッチン

グされる。 

 

 図 A-3  プラズマ装置（NE-550、ULVAC 社製） 



97 

 

 ドライエッチング終了後、基板をジメチルスルホキシド（DMSO）とo-キシレン

の2:1混合溶液に約30分間浸し、超音波洗浄を行った。これにより、基板上に残った

電子線レジストを除去することができる。最後に超純水ですすぎ、エアガンで乾燥

させた（図A-2 (7)）。  

なお、基板にZEP520Aをスピンコーティングする際には以下のレシピを用いた。  

500 rpm, 5 s → 10 s slope → 1000 rpm, 60 s 

このレシピでは、膜圧は約700 nmへと制御される。本研究では全てのナノ流路は深

さ800 nmに設計している。ガラスのエッチングレートが約1.0－1.2 nm/s、レジスト

のエッチングレートが約1.4 nm/sであることを考慮し、一度レジストをスピンコー

ティングしてプリベイクを行った後、さらに重ね塗りをして膜圧を1400 nmとした。  
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A-2 Crを用いたマイクロ加工 

 本研究では、第二章で Cr フリーのマイクロ加工法を開発し、第三章・第四章では

Cr フリーの加工法を用いてマイクロ流路を加工した。いっぽう、Cr フリーの加工法

に至るまでの第二章の実験においては、K. Shirai らの開発した拡張ナノ ELISA デバイ

スと同様に、図 A-5 に示す Cr を用いた加工法を用いてマイクロ流路を作製した。 

 

 

  

  

 

 フォトレジストはドライエッチングに対する選択比が悪いため、フォトレジストを

塗布する前に基板に 100 nm 厚さのクロムを基板保護膜として外注により蒸着した。

クロム蒸着基板上の汚れや塵を取り除くため、超純水によって軽く洗浄した。基板を

スピンコーターに乗せ、フォトレジスト(OFPR-800、東京応化工業社製)を塗布した。

(1) Crスパッタ 

Cr膜 

(2) フォトレジスト塗布・プリ

ベイク 

(3) UV照射 

フォトレジスト 

UV 

感光 

(4) 現像 

(5) クロムエッチング 

(6) ドライエッチング 

(7) レジスト・クロム除去 

 

図 A-4  Cr を用いたマイクロ加工の手順 
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OFPR は光照射によりアルカリに溶解しやすくなるポジ型のレジストである。塗布後、

120℃のホットプレート上で 90 秒間プリベイクし、フォトレジストを定着させた(図

A-4(1)、(2))。 

 次にパターンの転写を行う。パターンが描画されたフィルム製のフォトマスクをマ

スクアライナーにセットし、基板に 15 秒間紫外線を照射した。マスクがない部分に

は紫外線が照射されてアルカリに溶解しやすくなる。照射後、現像液に基板を浸漬し、

露光部分を溶解した。現像液として NMW-D(テトラメチルアンモニウムハイドロオキ

サイド、東京応化工業社製)を用いた。さらにクロムエッチャー(HICRETCH、和光純

薬)でレジストが除去された部分のクロムを溶解した。マスクと同じパターンでクロ

ムが抜けた基板をドライエッチング装置でエッチングした。エッチング後、基板全面

に紫外線を照射し、残存しているフォトレジストを除去した(図 A-4(3)-(6))。 

 マイクロ流路の作成後、溶液の出入り口確保のために基板に穴あけ加工を行っ

た。石英基板を蝋で固定し、ダイヤモンド粒子を先端に電着させた φ = 0.5 mm のド

リルを用いて穴あけ加工を行った。このとき石英の粉の飛散防止とドリルの回転か

ら生じる摩擦熱による加熱を抑えるために水を基板上に垂らしながら穴あけ作業を

行った。穴あけ後、再びクロムエッチャーに 12 時間浸し、基板上の残存クロムを除

去した(図 A-4(7))。 
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 私、太田諒一が北森研究室に配属されてから７年間が経とうとしています。今、

ようやく、博士論文を書き上げることができました。途中、全く答えが見えずに途

方にくれることもありました。北森教授も、馬渡准教授も、両親も、その相談に対

して真剣に考えてくださりました。皆様のサポートがなければ、間違いなく書き上

げることはできませんでした。この先、研究者としての活動など、何らかの形でご

恩に報いてゆければと思います。もちろん、先生方のみならず、北森研究室の皆様

をはじめ多くの方のお力添えがあってここまで辿り着くことができました。ここに

深くお礼申し上げます。 

 北森教授からは、７年間ご指導ご鞭撻を賜りました。北森教授からの教えは、研

究の枠を超え、より根本的な考え方を変えるようなものが多く、大変勉強になりま

した。特に、自分の言いたいことよりも相手の聞きたいことを考えろ、という教え

は強く印象に残っており、なんとか実行できるように心がけております。また、学

会先でも様々な経験を積ませていただくことができました。おいしい、変わったご

飯をいただくこともできました。北森教授のように活発で交友関係の広い研究者に
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馬渡准教授が指導教官で良かったです。 

 嘉副特任准教授には、研究や事務など、いろいろなことの相談に乗っていただき

ました。嘉副特任准教授はとても話しやすく、お忙しい中に何度かお邪魔してしま

いましたが、それでも相談に乗っていただき深く感謝いたします。ドライの件は申

し訳ございませんでした。頼りにさせていただきました。 

謝辞 



111 

 

 Le 講師には、POPSの組み方、調整方法などを教えていただきました。ベトナム

料理もごちそうになり、大変感謝いたします。 

 森川特任助教には、クリーンルームの管理や、装置の使い方で、何度も助けてい

ただきました。いつも丁寧に教えていただけるあまり、少々甘えすぎていたように

感じております。森川さんのように上手に実験できるように精進いたします。 

 森研究員と朝岡研究員は、実験を進める上で大変お世話になりました。特に苦し

かった時期に優しく声をかけていただき、心の助けになりました。いろんな差し入

れも美味しかったですし、小話も楽しかったです。 

 作田研究員は、デバイスの加工を教えていただいたり、時には助けていただいた

りと大変お世話になりました。感謝いたします。 

 秘書の小川淑子さん、遠山亜希さんには日頃から事務関連などで大変お世話にな

りました。感謝申し上げます。 

 D3の中尾さんが共に戦ってくれたおかげで、なんとか私も走り切ることができそ

うです。一緒に通学しようと家まで来てくれたこともあり、とても励みになりまし

た。D2の山本君からは、明るさとエネルギーをもらえました。こんな私を頼りにし

ていただき、感謝します。D1の高木くんと津山くんが夜遅くまで頑張っている姿を

見て、私も走る勇気やクリスマスケーキをもらえました。B4からM2の学生の皆さん

も、暖かく私に接してくれたり、研究室を明るくしてくれたり、本当にありがとう

ございました。 

 また、すでに卒業した先輩方、とくに山下博士や白井博士は様々な面で私の手本

であり、あこがれでした。山下さんのように苦しい時も遊び心を失わず研究室を明

るくしようとする姿勢を持ち続けたいと思います。 

 最後になりましたが、研究に従事する人生を送りたいという私の希望に多大なる

理解を示し、何度もつまずき心配をかけることがあっても、それでも私の学生生活

を支え続けてくれた両親に深く感謝いたします。ありがとうございました。 

2018年  

太田 諒一

 


