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1. 序論 

1.1 はじめに 

 DNAの塩基配列識別は、分子レベルでの有機物の遺伝的な差異を理解する上
で、重要な手法である。近年では、2003 年の全ヒトゲノム解読 (The Human 
Genome Project: HGP) の完了に伴い、癌などの人の生命に関わるような疾患をこ
の塩基配列識別から治療を行うテーラーメイド治療に期待が寄せされている 1。

しかしながら、現在の DNAシーケンサは、30億塩基から構成される全ヒトゲノ
ムを解析に要する解析時間とコストが医療現場において実用的な水準を満たし

ていないことが課題とされている 2, 3。この社会的な需要と現在の DNAシーケン
サの性能との格差を埋めるために、米国立ヒトゲノム研究所 (National Human 
Genome Research Institute :NHGRI) は、“Advanced Sequencing Technology Awards”
という研究プログラムを設けた。この研究プログラムでは、全ヒトゲノムの解

読にかかる費用を 1000ドルまでコストダウンすることを目標に掲げ、数千万ド
ルもの研究助成金を投じた 4。この研究助成金に採択された課題のうち、重点的

に助成金を投じられたのがナノポアシーケンサ技術開発に関する課題である。

ナノポアシーケンサは、一本の DNA鎖から塩基配列の読み取りができることか
ら、従来の DNA シーケンサでは必要不可欠であったポリメラーゼ連鎖反応 
(polymerase chain reaction: PCR) で生じるエラーを取り除くことができる点、
PCR 酵素が不要になる点やキロベース長のロングリードの読み取りが可能であ
る点が特徴である 5。したがって、ナノポアシーケンサの実現は、DNA シーケ
ンサ技術においてパラダイムシフトを引き起こす可能性を大いに秘めている。 
 

1.2 ナノポア 

 ナノポアはナノ薄膜上に形成されたナノサイズの孔のことをいう。電気泳動

力などの外力を受けると、DNAはこの数分子程度の大きさに相当する孔に一塩
基ずつ配列順に通すことができる 6。このナノポアの特徴を利用することで、

DNAの塩基配列解析が 1分子レベルで可能となる 7,8。これまでに、ナノポアを

用いて DNAの塩基配列を読み取る技術として、イオン電流測定、トンネル電流
測定、光学的測定が提案されている。これらの技術は、1.3にて紹介する 
 このナノポアシーケンサの概念は、カリフォルニア大学サンタクルーズ校の

Davis Deamerによって提唱された 9。この概念の実現性は、7年後の 1996年に
Kasiwanowiczらのイオン電流測定結果によって証明された 10。彼らは、DNAが
ナノポア通過する際に生じるイオン電流の遮蔽時間がDNAの長さに依存するこ
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とから、コイル状の DNAが膜タンパク質である α-ヘモリジンを直線かつ塩基配
列順に通ることを明らかにした。この研究成果は、遮蔽電流から塩基配列が読

み取れることを初めて示唆した報告であった。この報告に伴い、2000年初頭ま
では、タンパク・ナノポアを用いた研究が多く行われてきたが、近年、実験環

境に対する高い耐久性を有し、かつ、多機能化できることから、ソリッドステ

ート・ナノポアが注目されている。これら 2種類のナノポアについて、次項に
て紹介する。 
 

1.2.1 タンパク・ナノポア 

 タンパク・ナノポアは、脂質二重膜に担持されたバレルの構造を呈するタン

パク質である。このタンパク・ナノポアは、単一分子 DNAの解析において、以
下のような有利な特徴を有する。 
① トップダウン型微細加工技術では困難であった、サブナノメートルスケール
の微細構造をタンパク質合成から高い再現性をもって作製が可能である。 

②X 線結晶構造解析法から、タンパク・ナノポアの立体構造を原子レベルで明
らかにすることができる。 

③部位特異的突然変異誘発法によって変異させることで、タンパク・ナノポア

の物理・化学的性質を改良できる。 
④分子レベルの空間分解能を有する構造物の作製において、タンパク・ナノポ

アの不均質な立体構造が有用である。 
 タンパク・ナノポアのうち、1分子 DNA解析技術に向けて主に利用されてい
るものは、α-ヘモリシンとMspAである。 
 
α-ヘモリシン 

α-ヘモリシン (α-Hemolysin: α-HL) は、最も一般的に 1分子 DNA解析技術に
利用されているタンパク・ナノポアである (Figure 1.1 A)。α-ヘモリシンは、黄
色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureu) 由来の孔形毒素のタンパク質であり、その
分子量は 232.4 kDaである。このタンパク質は、マッシュルーム形状の 7量体か
らなる膜透過チャネルを形成する。α-ヘモリシンの外径および高さは、ともに
10 nmである。α-ヘモリシン内の膜透過チャネルは、キャップ部分の内径が3.6 nm、
βバレル部分の内径が 2.6 nmと 2段構造を呈する 12。キャップと βバレルの境
界において、内径 1.4 nmの原子レベルでの隆起構造が形成されており、これが
1本鎖 DNAの直径と同程度の大きさである。 
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MspA 
Mycobacterium smegmatisporin A (MspA) は、スメグマ菌由来のタンパク質であ
る (Figure 1.1 B)。MspAは、円錐台状の構造をした八量体からなる膜透過チャ
ネルを形成する。MspAの大きさは外径 8.8 nm、高さ 9.6 nmであり、MspA内の
膜透過チャネルの内径が 4.8 nm である。膜透過チャネルの底部において、2種
類のアミノ酸 (D90, D91) の隆起構造が単一分子の大きさに相当する高さ 0.6 
nmと内径 1.3 nmの立体構造を形成する。この高さ 0.6 nmの立体構造が α-ヘモ
リシン以上の空間分解能を実現する 13。空間分解能に加えて、MspAは、その他
のタンパク・ナノポアと比べて高い溶媒安定性を示し、pH 0 ~ 14の溶媒、また、
100℃に 30分間そのタンパク・ナノポアとしての性能を維持できる 14。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.1 タンパク・ナノポア A. α-Hemolysin, B. MspA11 

Reprinted with permission from Nano Today 8, 56 (2013). 
Copyright 2016, Elsevier. 
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先行研究では、タンパク・ナノポアを使うことで、DNAの塩基配列を高精度
で識別することに成功しているが、単一 DNA解析おいて、不利な特徴も存在す
る。まず、タンパク・ナノポアが担持されている脂質二重膜の力学的強度が低

いことが挙げられえる。2つめに、タンパク・ナノポアが自身の構造や物理・化
学的性質を保つために、塩濃度や pHといった溶媒条件に制約があることが挙げ
られる。最後に、タンパク・ナノポアは、膜タンパク質の拡散運動を利用して

脂質二重膜上に埋め込むことで作製されるため、高スループットの測定におい

て必要不可欠なアレイ化が困難であることが挙げられる。 
 

1.2.2 ソリッドステート・ナノポア 

 ソリッドステート・ナノポアは、安定的かつ耐久性の高い測定を実現するナ

ノポアとして期待されている。このソリッドステート・ナノポアは、以下のよ

うな点でタンパク・ナノポアよりも優れて特徴をもつ。 
①ナノポアの形や孔径をナノスケール大きさで制御が可能である 15。 
②トップダウン式の加工を行うことでアレイ化が可能である。 
③高い力学的強度、化学的、熱的、電気的耐性を有し、再利用が可能である 16。 
④ナノ構造を機能化することで、光学的・電気的検出が可能である 17。 
 ソリッドステート・ナノポアとして、一般的に使用されている材料は、窒化

シリコン・ SiO2・SiC・酸化アルミニウム・グラフェンである 18-22。これらの材

料のうち、高い抵抗率 (1016Ω・cm) と高い絶縁耐力 (10 MV/cm) を有する窒化
シリコンが最も一般的に使用されている 25。イオン電流測定において、ギガオー

ムスケールを有する窒化シリコンは、pAオーダーの微弱なイオン電流検出を可
能にする。更に、窒化シリコンは、高い化学的安定性を示すことから、幅広い

溶媒条件下での測定も可能にする。 
 初めて、ソリッドステート・ナノポアをナノ薄膜上に作製することに成功し

たのは、ハーバード大学の Golovchenkoグループである 23。Golovchenkoグルー
プの手法では、反応性イオンエッチングよりボウル状の窪みを窒化シリコンナ

ノ薄膜の片側に作製し、もう一方からアルゴンイオンを窒化シリコンナノ薄膜

上に広範囲に照射する。このアルゴンイオン照射を窒化シリコンナノ薄膜の表

面がボウル状の窪みに到達するまで行うことで、ナノポアが作製される。ボウ

ル状の窪みからナノポアが開孔するに従い、ディテクターに検出されるアルゴ

ンイオンの量が増加するため、これをモニタリングすることで、ナノポアの大

きさを調整する。この手法を用いることで、Golovchenkoグループは、直径 60 nm
以下のナノポアの作製に成功している。また、アルゴンイオンを照射する以外

にも、透過型電子顕微鏡 (Transmission Electron Microscopy: TEM) の電子線を集
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束することで、ナノメートルの精度でナノポアを作製する手法が提案されてお

り、現在では、これが一般的な手法として用いられている 15。この手法は、まず

約 50 nmのナノポアをナノ薄膜に作製し、105 ~ 107 A/m2オーダーの集束電子線

を広範囲に照射する。この集束電子線照射により、ナノポア周囲の材質が融解

し、ナノポアが収縮する。収縮速度を 1 分間に数ナノメートルに調整すること
で、ナノポア孔径の制御を可能にする。デルフト工科大学の Dekkerグループで
は、この手法を用いて、直径 40 nmのナノポアを 2 nmまで収縮させることに成
功している 18。 
 イオン電流測定において、ナノポアの深さが空間分解能に大きく反映するこ

とから、DNAの塩基配列読み取りにおいて、薄膜の厚みを数ナノメートルにす
る必要がある。このような背景のもと、1 分子の厚さまでの薄膜化方法として、
グラフェンナノポアが提案されている 21。しかし、グラフェンにイオンが吸着す

るために、グラフェンナノポアは、高い電流ノイズを示すことが、この技術の

開発の大きな障壁となっている。 
 Table 1.1 にこれまでに報告されているソリッドステート・ナノポアの構造と
特徴を比較した表を示す。ナノポア作製では、主に TEM と集束イオンビーム 
(Focused Ion Beam: FIB)が利用されている。これらの方法に加え、窒化シリコン
では、高い電圧印加時に生じる絶縁破壊を利用して、ナノポアを作製できる。

窒化シリコンとシリコンのナノポア深さは 1.4 nmまで作成できるが、塩基間隔
である 0.34 nmまでの薄膜化には成功していない。微細構造の作製において、窒
化シリコン・シリコン・グラフェンにおいて、プラズモン構造が作製されてい

る。加えて、窒化シリコンでは、ナノ電極やゼロモード導波路の作製にも成功

している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table1.1 ソリッドステート・ナノポアの構造と特徴の比較 



6 
 

1.3 塩基配列読み取り方法 

1.3.1 イオン電流測定 

 DNA塩基配列読み取り法として、最も一般的にイオン電流測定が利用されて
いる。Figure 1.2に示すように、イオン電流測定は、ナノ薄膜を介して分けられ
る 2 つの浴槽に電極を挿入した機構で構成されるコルターカウンターを用いる
33。この機構に対して、電圧を印加すると、イオン電流が生じ、この値はナノポ

アを流れるイオン数に相当する。このとき、DNAがナノポアを通過すると、DNA
がイオンの流れを遮蔽するため、イオン電流値が減少する 34。イオン電流値の減

少量と減少時間がナノポアを通過する DNA構造の情報を含むため、この 2つの
パラメータを解析することで塩基配列を読み取ることができる 35。 
 これまでに、イオン電流測定を用いた塩基配列識別の原理は、α-ヘモリシンと
MspAのタンパク・ナノポアを用いて、実証されている 36,37。今日では、Oxford 
Nanopore Technologies 社が α-ヘモリシンを利用したナノポアシーケンサ 
(MinION) を開発し、MinION Access Program (MAP) という早期利用プログラム
を開始して、幅広い分野の研究者が MinION の性能を評価している 38-40。MAP
を利用している研究者よると、MinIONは平均リード長が 2 ~ 3 kbp、最大リード
長が 98 kbpと長いリード長が読めるが、40 %程度の高いエラー率を示すことが
課題として報告されている 40。さらに、Genia社や Stratos Genomics社もイオン
電流を用いたナノポアシーケンサの開発を行っており、Oxford Nanopore 
Technologies社以外のナノポアシーケンサのリリースが今後期待されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.2 イオン電流測定の概念図 34 

Reprinted with permission from Sci. Rep. 3, 1389 (2013). 
Copyright 2016, Nature Publishing Group. 
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1.3.2 トンネル電流測定 

 トンネル電流測定は、量子力学的な現象であるトンネル電流を用いて、塩基

配列の読み取りを行う。Figure 1.3のように、数ナノメートルで隔たれた 2つの
ナノギャップ電極がナノポア上に併設された構造に電圧を印加すると、電子が

一方の電極から他方へ移動し、印加電圧と電極間距離に依存したトンネル電流

が生じる。このトンネル電流値は、ナノギャップ電極間に存在する分子の大き

さ・分子構造・配向に依存することから、ナノギャップ電極間を横断する DNA
の塩基配列識別が可能となる 41, 42。走査型トンネル顕微鏡の金属探針の作製技術

（ブレイクジャンクション法）を用いることで、トンネル電流測定は、イオン

電流測定では困難とされているサブナノメールの空間分解能を実現する。 
 トンネル電流測定を用いた DNA塩基配列識別の理論実証は、大阪大学の川合
グループにて報告されている 42。先行研究では、ヌクレオチドを超純水中に分散

させ、0.75 V を印加した条件下において、4 種類のヌクレオチドのうちシトシ
ン・グアノシン・チミンの 3 種類の識別に成功している。更に、トンネル電流
測定を用いると、DNAのナノギャップ電極間の通過速度が低減する作用や DNA
の二次構造を解く作用があることも報告されている。トンネル電流測定を用い

た DNAシーケンサの実用化には、ナノギャップ電極間に存在する DNAの熱揺
らぎによって生じるトンネル電流の変動を低減させる必要がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.3 トンネル電流測定の概念図 43 

Reprinted with permission from Nat. Nanotechnol. 5, 296 (2010). 
 Copyright 2016, Nature Publishing Group. 
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1.3.3 光学的測定 

 光学的測定は、サンガー法などの従来の DNAシーケンサと同様に蛍光プロー
ブを用いて、塩基配列を読み取る方法である。この測定方法は、ボストン大学

の Meller グループによって、考案されている 44。Meller グループの測定方法で
は、被験 DNAの 4種類のヌクレオチドを 2種類の蛍光分子で標識化した DNA
を用いる。まず、それぞれのヌクレオチドは 2種類の長さ 12-mer オリゴヌクレ
オチドに変換される。2種類のオリゴヌクレオチドで構成される配列は、例えば、
オリゴヌクレオチドを 0 と 1 で定義すると、アデニン・グアニン・チミン・シ
トシンはそれぞれ 11・10・01・00と標識化することができる。この方式に従う
と、AGATTCGATAの 10塩基配列は、11-10-11-01-01-00-10-11-01-11というバイ
ナリコードの配列に変換される。被験 DNAを変換した後、蛍光分子と消光分子
を有する分子標識とハイブリダイゼーションする。このハイブリダイゼーショ

ンの結果、分子標識は一列に配列されるため、変換された DNAは低バックグラ
ウンドで蛍光発光する。光学的測定では、変換された DNAを 3 nm以下のナノ
ポアに引き込み、ハイブリダイゼーションした分子標識を１分子づつ引きはが

す。この引きはがす過程において、変換された DNAは、ナノポア近傍に留めら
れるため、EM-CCDで観察可能な msスケールの蛍光発光が生じる。更に、全反
射照明蛍光顕微鏡を用いて、ナノポア近傍にエバネッセント光を発生させるこ

とで、観察対象以外の蛍光発光を抑え、高い SN比で単一蛍光分子からの蛍光発
光の観察を可能にする。 

Mellerグループが考案した光学的測定は、その他のナノポアシーケンサと比べ
て、下記のような長所を有する。まず、蛍光波長によって標識化された 4 種類
の塩基は、高い SN比のシグナルとして検出できる。次に、引きはがす過程にお
いて、DNAのナノポア通過速度の低減が望める。更に、それぞれ分子標識の時
間間隔は、オリゴヌクレオチドの長さで制御できる。最後に、EM-CCD を用い
た光学的な検出は、並列測定が可能なため、高いスループットに期待できる。

しかしながら、光学的測定を用いたナノポアシーケンサの実用化には、いくつ

かの課題が予想される。第一に、DNAの変換過程において、余分な化学的な操
作が必要であるため、測定の長時間化やエラー率の低下に繋がる。第二に、直

径 3 nm以下のナノポアアレイ作製が困難である。この課題には、一度に無数の
ナノポアを薄膜一面に作製できるポーラスシリコン薄膜の利用が改善策として

挙げられる。 
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1.3.4 読み取り方法の比較 

 先行研究報告を基に、Table 1.2 に上述した塩基配列読み取りを実証した測定
方法をまとめた。イオン電流測定において、タンパク・ナノポアである MspA
と α-ヘモリシンを利用した時の読取分解能のは、熱ゆらぎが存在するために、
それぞれ 4塩基と 5塩基と報告されている 45, 47。そのため、読取分解能が 1塩基
に達していないが、先行研究では、イオン電流波形を解析するアルゴリズムを

構築することで、塩基配列の読み取りを可能にしている 48。一方、トンネル電流

測定と光学的測定では、サブナノメートルのナノギャップ電極作製や単一蛍光

分子の蛍光発光検出を実現したことで、１塩基の読み取りを可能としている 43， 

49。ヒトゲノムシーケンシングを行う場合、Table 1.2 に示した読取速度では、1
週間以上の時間を要するため、目標解析時間の 8 時間に到達するには、並列測
定（ナノポアのアレイ化）が必要とされる 51。イオン電流測定では、リード長が

10 万塩基であるのに対して、トンネル電流測定と光学的測定では 7 塩基と非常
に短い。このことからも、これら 2 種類の測定方法は、装置開発として初期段
階であることが見受けられる。 

Figure 1.4 光学的測定の概念図 44 

Reprinted with permission from Nano Lett. 10, 2237 (2010). 
 Copyright 2016, American Chemical Society. 

 
 Table 1.2ナノポア技術における測定方法の比較 
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1.4 ナノポアシーケンサ開発における課題 

 ナノポアシーケンサの原理検証は上述のような手法で行われてきたが、この

実用化には以下のような課題が存在する。 
①測定装置の時間分解能を上回ることから、DNAナノポア通過の低速度化と安
定化が求められている 51-59。(装置の時間分解能：~10 μs、ナノポア通過速度：
20 nt/μs) 
②1回の解析に求められる DNAナノポア通過測定の回数を少なくするために、
ナノポア通過速度分布を狭める必要がある 53, 60, 61。 

③aM以下の DNA濃度において塩基配列の読み取りを行うために、DNA捕捉頻
度を高めなければならない 62。 

④長時間測定を実現するために、DNAのナノポアへの詰まりを抑えなければな
らない 63。 
上述の課題を解決する最適な測定条件や測定機構を模索するために、DNAナ
ノポア通過メカニズムが研究されている。この研究課題の取り組みとして、大

きく分けて理論的・実験的アプローチがある (Table 1.3)。理論的アプローチでは、
分子動力学法、モンテカルロ法による DNAナノポア通過の分子シミュレーショ
ン結果を基に、DNA の長さ、粘性抵抗力、ナノポア通過時の DNA に加わる駆
動力とナノポア通過時間の関係や DNAの長さとナノポア通過前後の DNAコイ
ルの大きさの関係について研究されている 64-70。また、理論モデル計算では、ナ

ノポア通過前後の DNA大きさやナノポア内外の DNAに掛かる駆動力について
研究されている 71, 72。一方、実験的アプローチでは、イオン電流測定や光学的測

定を用いて、ナノポア通過速度・DNA 捕捉頻度の DNA 長さ依存性・印加電圧
依存性や DNAのナノポアへ詰まり、ナノポア近傍における DNA電気泳動移動
度について研究されている 27, 62, 73-79。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Table 1.3 DNAナノポア通過メカニズムの研究 
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上述の①の課題ために塩基配列自体が読み取れないことから、DNAナノポア
通過メカニズムの研究において、DNAナノポア通過速度に関わる研究が重点的
に行われている 36。例えば、理論モデル計算において、Leiらは、ナノポア内と
cis, transチャンバー内の DNAに分けて、実験値を基に理論式から、DNAに掛か
る詳細な駆動力を見積もっている 72。一般的に、溶媒中をコイル状で漂う DNA
は、自身のコイル構造を崩して、ナノポアを通過して、cisチャンバーから trans
チャンバーへ移動する。ナノポア通過時において、ナノポアを通過した直後の

DNAは再びコイル構造を形成するため、Figure 1.5に示すようなダンベル状の形
態をとる。Figure 1.5の DNA形態において、DNAに加わる駆動力は、電気的駆
動力、粘性抵抗力、ナノポア近傍における DNAコイルの uncoiling/recoilingに由
来するエントロピー力に分類される 72。 Fe

*、Fd
*は、ナノポア内の DNAに加わ

る電気的駆動力、粘性抵抗力である。また、Fblob1
*、Fblob2

*、Fu
*、Fr

*は、それぞ

れ cis、trans チャンバー内に滞在する DNA コイルの粘性抵抗力とエントロピー
力である。印加電圧 120 mVにおいて、16.5 kbpの二本鎖 DNAに加わる駆動力
の計算結果を Table 1.4 にまとめた。ナノポア内の DNA に加わる電気的駆動力
Fe

*は、100 pN程度であるのに対して、cis、transチャンバー内に滞在する DNA
コイルに加わるエントロピー力と粘性抵抗力は 2桁以上小さい。このことから、
彼らは、同程度の力が働くナノポア内の DNA に加わる粘性抵抗力 Fd

*と電気的

駆動力 Fe
*が、ナノポア通過速度に寄与する駆動力と結論づけている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1.5 ナノポア通過過程における DNAに加わる駆動力 

Table 1.4 DNAに加わる駆動力の理論計算値 72 
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 しかしながら、Table 1.4 に示す理論計算では、電場がナノポア内に集中する
ことから、ナノポア周囲の電場強度を考慮していない。そのため、これまでに

cis、trans チャンバー内に滞在する DNA コイルに加わる電気的駆動力やこの駆
動力に伴うエントロピー力や粘性抵抗力について議論されていない。Figure 1.5
の DNAモデルに対して、電気的駆動力を計算すると、印加電圧 120 mVにおい
て、cis、transチャンバー内のDNAコイルに加わる電気的駆動力はそれぞれ 60 pN
と 41 pNと概算される。一方、ナノポア内の長さ 30 bpの DNAに加わる電気的
駆動力は、80 pNと概算される。計算条件は、膜厚 20 nmの作製された孔径 10 nm
のナノポアを長さ 5 kbpの二本鎖 DNAが一直線に通過するモデルを採用した。
このモデルにおいて、ナノポア内の二本鎖 DNAは長さ 30 bp、また、trans、cis
チャンバー側の DNAコイルはそれぞれ長さ 3 kbp、 1 kbpである。ナノポア内
の DNAと cis、transチャンバー内の DNAに同程度の電気駆動力が加わると概算
されることから、ナノポア近傍の DNAコイルに加わる電気駆動力がナノポア通
過速度に影響することが考えられる。したがって、DNAナノポア通過速度の低
速化と安定化を実現する上で、ナノポア通過直前・直後の DNAコイル状態やそ
れに依存したドリフト運動と拡散との競合を明らかにする必要がある。 
 

1.5 ナノポア通過前・後の DNA挙動観察 

ナノポア通過前・後の DNA挙動観察を行った事例は、いくつか報告されてい
る。研究報告を Table 1.5 にまとめる。イオン電流測定を用いた実験では、
Langecker らは、2 つのナノポアを直列配置させた流路を作製し、2 つのナノポ
アを単一DNAが連続的に通過する際に生じるイオン電流値変化を観察すること
で、ナノポア近傍における DNA電気泳動移動度を明らかにした 74。一方、光学

的測定を用いた実験では、Andoらは、DNAがナノポアへ引き寄せられる様子を
蛍光顕微鏡で観察し、ナノポア周囲における DNA電気泳動速度を見積もること
で、ナノポアから離れるに従い電場が減衰する様子をとらえることに成功した
78。 
ナノポア通過直前・直後の DNA コイルの観察には、長さ数から数十 kbp の

DNAナノポア通過時間が典型的に数百μsから数msであること、また長さ 48 kbp 
DNAコイルの大きさは、バルク溶媒中において 1 μm程度であることから、ms
以下の時間分解能かつ、μm以下の空間分解能が求められる。しかしながら、Table 
1.5 に示す研究報告から分かるように、ナノポア通過直前・直後における DNA
コイル観察に必要とされる時間領域・空間領域を観察する方法は実現されてい

ない 54,55。 
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1.6 おわりに 

 このような背景のもと本論文では、レーザーの集光スポットがナノポア近傍

において 1 μm以下に空間分布することに着目して、これの観察に有効な 100 nm、
100 μsの空間・時間分解能を有する光学的観察手法を構築し、DNAナノポア通
過挙動の観察を行う (Figure 1.6)。光学的観察手法の構築するために、次の 2点
に求められる。第一に、背景光を抑えつつ、空間分解能 100 nmの集光スポット
をナノポア上に形成させる必要がある。第二に、100 μsの時間分解能で高感度な
蛍光観察を行う必要がある。第一の要求を満たすために、本研究では、薄膜の

材料としてシリコン、励起光として紫外光を選定し、シリコンの紫外光に対す

る高い遮光性を利用する。また、第二の要求を満たすために、本研究では、高

時間分解能を有するフォトンカウンティングシステムを構築する。 
本論文の構成は、次のようになっている。第 2 章では、本論文に関連する原
理について述べる。第 3章では、本論文で用いた蛍光標識 DNA、ポーラスシリ
コン薄膜、実験装置と実験方法について述べる。第 4 章では、高空間分解能・
高 S/N 観察を実現するための集光スポットの形成方法について述べる。第 5 章
では、本研究で新たに構築した時間分解フォトンカウンティングシステムと検

出波形の解釈について述べる。第 6章では、ナノポア通過波形の DNA長、印加
電圧、膜特性依存性を測定し、ナノポア近傍の電場に起因する DNA通過挙動を
議論した結果について述べる。第 7 章では、本研究を総括し、今後の展望につ
いて述べる。 
 
 
 
 

Table 1.5 ナノポア通過前・後の DNA挙動に関する研究 
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2. ナノポアにおける電解質溶液の流動特性と      

 

2.1 はじめに 

 本章では、初めに電解質溶媒に満たした時のナノポアにおける流動特性につ

いて述べる。次に、電圧印加場における DNAナノポア通過特性について説明す
る。 

2.2 ナノポアの流動特性 

2.2.1 ナノポアにおけるイオン輸送 

 ネルンスト・プランク式は、ブラウン運動のランジュバン方程式から導出さ

れる。単一荷電粒子をある温度 T の溶媒に沈めると、これは、分子衝突を受け
て、瞬間速度 v=dx/dtで動き回る。粒子が受ける変動力は、次の 2種類の独立し
た力が関係している。まず、ランダム力 Fr(t)は、多くの衝突によって生じる力
である。ランダム力 Fr(t)の方向は、典型的に 10-13秒ごとに変わる。この素早い

ランダム力 Fr(t)の方向変化により、ある時間におけるランダム力 Fr(t)は、平均
ゼロとなる。次に、抗力 Fdrag(t)は、移動速度に依存した力であり、これが遅い
変動力として働く。印加電圧下において、さらにドリフト力 Fe = zeEが加わる。
ze は粒子の荷電量、E は電場である。ニュートンの運動方程式で表すと、次式
となる。 
 

𝑚𝑚
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝐹𝐹𝑒𝑒 + 𝐹𝐹𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 + 𝐹𝐹𝑑𝑑(𝑑𝑑)                                              (2.1) 

 
 抗力 Fdragは、ドリフト速度 vdriftに作用する成分であり、-αvdriftと表される。α
は、抗力に関する係数である。したがって、瞬間速度は、v = vdrift + vrで表され

るので、(2.1)式は、次式となる。 
 

𝑚𝑚�
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑

+
𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑
� = 𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧 − 𝛼𝛼𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 + 𝐹𝐹𝑑𝑑(𝑑𝑑)                                (2.2) 

 
dvr/dtと Frは、ある一定の時間において平均ゼロである。定常状態において、vdrift

は、時間に依存しない成分となる。 

DNAナノポア通過特性の物理 
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𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 =
1
𝛼𝛼
𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧 = 𝑢𝑢𝑑𝑑𝑧𝑧                                                   (2.3) 

 
uiは電気泳動移動度である。一般的には、(2.3)式の計算結果から、拡散と電場の
影響を考慮した値が得られる。静的な条件下では、イオン種 iの流れは、vdriftと

イオン密度 ciで計算される。 
 

𝑗𝑗𝑑𝑑 = 𝑐𝑐𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑐𝑐𝑑𝑑𝑢𝑢𝑑𝑑𝑧𝑧 = −𝑐𝑐𝑑𝑑𝑢𝑢𝑑𝑑
𝑑𝑑𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑑𝑑𝑑𝑑

                                      (2.4) 

 
μelは電気化学ポテンシャルである。ある温度における電気化学ポテンシャル μel

は、イオン活量 ai=γi・ciに依存する。γiは、活量係数である。 
 

𝜇𝜇𝑒𝑒𝑒𝑒 = 𝜇𝜇0 + 𝑅𝑅𝑅𝑅 ∙ 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑐𝑐𝑑𝑑 + 𝑅𝑅𝑅𝑅 ∙ 𝑙𝑙𝑙𝑙 𝛾𝛾𝑑𝑑 + 𝑧𝑧𝑑𝑑𝐹𝐹𝐹𝐹 + 𝑝𝑝𝑝𝑝                           (2.5) 
 
μ0、R、T、Φ、V、p、F は、それぞれ標準状態の化学ポテンシャル、気体定数、
温度、電位、体積、圧力、ファラデー定数である。希釈溶液において、電気泳

動移動度は、拡散定数と相関があり、アインシュタインの関係式から ui = Di/RT
で表される 1。(2.4)と(2.5)式から、イオン流れは、次式となる。 
 

𝑗𝑗𝑑𝑑 = −𝐷𝐷𝑑𝑑 �
𝑑𝑑𝑐𝑐𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑

− 𝑐𝑐𝑑𝑑
𝑧𝑧𝑑𝑑𝐹𝐹
𝑅𝑅𝑅𝑅

𝑧𝑧�                                                  (2.6) 

 
(2.6)式からイオンの流れは、第 1項の拡散と第 2項ドリフトにより形成されるこ
とがわかる。空間電荷効果がない条件下において、電流密度 J はそれぞれのイ
オンの総和となる。 
 

𝐽𝐽 = 𝑧𝑧� 𝑧𝑧𝑑𝑑
𝑑𝑑
𝑗𝑗𝑑𝑑                                                          (2.7) 

 
(2.6)と(2.7)式は、ナノポアのコンダクタンスを計算する上での、基本式として用
いられる。しかしながら、クーロンモデルだけでは、簡易的なモデルのため、

考慮できない現象もある。例えば、溶媒和殻によるイオン電荷の電場遮蔽効果

や外部場により引き起こされるイオン流動効果などが挙げられる 2。 
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2.2.2 表面電荷のないナノポアのコンダクタンス 

 ある濃度の電解質溶媒が均一の濃度で電気泳動漕内に満たされているとき、

イオン iの流れと電流密度は次式で表される。 
 

𝑗𝑗𝑑𝑑 = 𝐷𝐷𝑑𝑑𝑐𝑐𝑑𝑑
𝑧𝑧𝑑𝑑𝐹𝐹
𝑅𝑅𝑅𝑅

𝑧𝑧                                                         (2.8) 

 

𝐽𝐽 =
𝑧𝑧𝑑𝑑2 ∙ 𝐹𝐹2

𝑅𝑅𝑅𝑅
[𝐷𝐷+ + 𝐷𝐷−]𝑐𝑐𝑧𝑧 = 𝜎𝜎𝑠𝑠𝑧𝑧                                         (2.9) 

 
D+、D-、σs は、それぞれカチオン・アニオンの拡散定数と電解質溶媒の伝導率

である。ナノポアの直径 d が深さ h と比べて十分小さい場合、ナノポアの抵抗
Rpore が電気泳動漕の全抵抗の大部分を占める。電極・電解質溶媒間と電解質溶

媒内での電位降下 (ΔΦelec, ΔΦsol)は小さい場合、ナノポア内の電位降下 ΔΦporeは、

印加電圧と同程度となる。電極・電解質溶媒間での電位降下は、Ag/AgCl電極と
いった不分極電極を使用すると、小さくなる。また、電解質溶媒での電位降下

は、高塩濃度の電解質溶媒が満たされていると、小さい。そのため、一般的に

は、ナノポアを用いた電流値測定において、塩濃度 0.01 Mから 1 Mの電解質溶
媒（主に塩化カリウム）を使用する。ナノポアの深さが浅いと、ナノポアの抵

抗 Rporeは小さくなり、また、アクセス抵抗が大きくなる。電気泳動漕内での電

位を次式にまとめる。 
 

△ 𝑝𝑝 = 𝛥𝛥𝐹𝐹𝑝𝑝𝑝𝑝𝑑𝑑𝑒𝑒 + 𝛥𝛥𝐹𝐹𝑠𝑠𝑝𝑝𝑒𝑒 + 𝛥𝛥𝐹𝐹𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑑𝑑𝑑𝑑 ≅ 𝛥𝛥𝐹𝐹𝑝𝑝𝑝𝑝𝑑𝑑𝑒𝑒                          (2.10) 
 
ナノポアを通り抜ける電気力線はすべて平行であるので、ナノポア内に加わる

電場 Eは、一定である (E ≃ ΔΦpore/L ≃ ΔV h)。したがって、(2.9)式から、イオン
電流量 Iが求まる。 
 

𝐼𝐼 =
𝐴𝐴
ℎ
𝜎𝜎𝑠𝑠 △ 𝑝𝑝 =

𝜋𝜋𝑑𝑑2

4ℎ
𝜎𝜎𝑠𝑠 △ 𝑝𝑝                                           (2.11) 

 
(2.9)と(2.11)式から、ナノポアのコンダクタンス Gporeが求まる。 
 

𝐺𝐺𝑝𝑝𝑝𝑝𝑑𝑑𝑒𝑒 =
𝑑𝑑𝐼𝐼

𝑑𝑑 △ 𝑝𝑝
=
𝜋𝜋𝑑𝑑2

4ℎ
𝜎𝜎𝑠𝑠 =

𝜋𝜋𝑑𝑑2

4ℎ
𝑧𝑧𝑑𝑑2𝐹𝐹2[𝑢𝑢+ + 𝑢𝑢−]𝑐𝑐       (2.12) 
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u+と u‐は、それぞれカチオンとアニオンの電気泳動移動度である。(2.11)式から、
ナノポアのコンダクタンスは、カチオンとアニオンの特性に依存することがわ

かる。どちらのイオンも電場を受けて、ナノポア内を移動する。移動方向は、

反対である。 
 ナノポアの深さが小さいとき、ナノポアの抵抗以外にアクセス抵抗を考慮し

なければならない。アクセス抵抗は、電場により電解質溶媒がナノポアに集中

することで生じる。アクセス抵抗は、次式で表される 3。 
 

𝑅𝑅𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑠𝑠𝑠𝑠 =
1

𝜎𝜎𝑠𝑠𝜋𝜋𝑑𝑑
                                                       (2.13) 

 
ナノポアシーケンサなどのナノ薄膜を用いた測定において、アクセス抵抗を考

慮する必要がある。したがって、全抵抗を次式で表される。 
 

𝑅𝑅𝑑𝑑𝑝𝑝𝑑𝑑𝑑𝑑𝑒𝑒 =
1
𝜎𝜎𝑠𝑠𝜋𝜋

�
4ℎ
𝑑𝑑2

+
1
𝑑𝑑
�                                              (2.14) 

 
(2.14)式から、ナノポアの深さ Lと直径 dが小さくなるにつれて、アクセス抵抗
が全抵抗を占める割合が増えることがわかる。グラフェンなどの単層薄膜の場

合、(2.14)式は次式で表される。 
 

𝑅𝑅𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑝𝑝ℎ𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 =
1
𝜎𝜎𝑠𝑠𝑑𝑑

                                          (2.15) 

 

2.2.3 表面電荷の影響 

 物質表面を電解質溶媒に浸すと、溶媒中のイオンが安定化する方向へ働くた

めに表面電荷は常に現れることが知られている。表面電荷の大きさは、物質の

特性、溶媒の種類、溶媒条件（塩濃度、pH、温度など）に依存する。表面電荷
は、金属や半導体の表面、コロイド粒子、ナノ粒子、DNAやタンパク質といっ
た生体分子に現れるため、この影響を考えなければならない。溶媒中の可動性

イオンは、表面電荷を相殺するために、静電的効果から帯電した表面に集めら

れる。これの集められたイオンの層を電気二重層と呼ぶ。また、イオンは熱拡

散により溶媒内で均一に分布する。これら 2 つの要因が界面のイオン分布に影
響している。 
 Stern モデルは、界面現象を議論するときに多く用いられている 4, 5。Stern モ
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デルでは、有限サイズのイオンを取り扱う。これは、イオンを点電荷として取

り扱っていた Gouy-Chapmanモデルでは、イオン自体の大きさや水和核を考慮で
きなかったために、界面の静電ポテンシャルが実験値と一致しなかったことに

由来する。有限サイズのイオンは、界面に極限までに近づくことはできず、イ

オンサイズに匹敵する距離にとどまる。このイオンが吸着している層を

Helmholtz層と呼ぶ。また、イオン雰囲気が形成される外側の層を拡散二重層と
いう。Helmholtz 層と拡散二重層の境界面を Helmholtz 面という。拡散二重層内
の界面からのイオン濃度分布は、次式で表される。 
 

𝑐𝑐𝑑𝑑 = 𝑐𝑐∞ exp �
−𝑧𝑧𝑧𝑧𝐹𝐹
𝑘𝑘𝐵𝐵𝑅𝑅

�              (2.16) 

 
c∞、z、Φは、バルク中でのイオン濃度、イオンの価数、電位である。 
 Helmholtz層と拡散二重層で構成される電気二重層の対イオンは、電圧が印加
されると、静電気力によって、一方向へ流れる。この対イオンの流れを電気浸

透流と呼ぶ。電気二重層の厚みは、次式のデバイ長で定義される。 
 

𝜆𝜆𝐷𝐷 = �
𝜀𝜀𝑅𝑅𝑅𝑅

𝐹𝐹2 ∙ ∑ 𝑐𝑐𝑑𝑑 ∙ 𝑧𝑧𝑑𝑑2
             (2.17) 

 
塩化カリウム 1 Mの電解質溶媒に窒化シリコンを沈めたとき、(2.17)式から、デ
バイ長は、1 nmと算出される 6。DNAをナノポアに通過させる場合、直径 10 nm
程度のナノポアを用いることから、電気浸透流がナノポアの流動特性に影響す

ることが考えられる。 
 

2.2.4 表面電荷のあるナノポアのコンダクタンス 

 前節では、印加電圧条件下では、ナノポア表面に電気浸透流が生じることを

述べた。そのため、電気浸透流を含めて流動特性を理解する必要がある。表面

電荷密度 σsurfaceのナノポアが電解質溶媒に満たされると、対イオンの吸着により、

中和される全表面電荷は σsurfaceπdhである。したがって、対イオンの塩濃度は、 
 

𝑐𝑐𝑑𝑑 =
−4
𝑧𝑧𝑑𝑑𝑒𝑒𝐹𝐹

𝜎𝜎𝑠𝑠𝑠𝑠𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒
𝑑𝑑

             (2.18) 
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zdlは対イオンの価数である。(2.18)式を(2.8)式に代入すると、帯電したナノポア
における対イオンの流れと電流密度は、次式で表される。 
 

𝑗𝑗𝑑𝑑𝑒𝑒 = −4𝐷𝐷𝑑𝑑𝑒𝑒
σsurface
𝑑𝑑𝑅𝑅𝑅𝑅

𝑧𝑧             (2.19) 

 

𝐽𝐽 =
𝑧𝑧𝑑𝑑2 ∙ 𝐹𝐹2

𝑅𝑅𝑅𝑅
∙ [𝐷𝐷+ + 𝐷𝐷−] ∙ 𝑐𝑐 ∙ 𝑧𝑧 + �−4𝐷𝐷𝑑𝑑𝑒𝑒

σsurface
𝑑𝑑𝑅𝑅𝑅𝑅

𝑧𝑧�                     (2.20) 

 
また、(2.10)式と(2.11)式より、負に帯電したナノポアにおけるイオン電流量とナ
ノポアのコンダクタンスは、次式となる。 
 

𝐼𝐼 =
𝜋𝜋𝑑𝑑2

4ℎ ( ) ⋅⋅+ −+ ecµµ 𝑝𝑝𝑏𝑏𝑑𝑑𝑑𝑑𝑠𝑠 + 𝜋𝜋
𝑑𝑑
ℎ

|σsurface|
+µ △ 𝑝𝑝                    (2.21) 

 

𝐺𝐺𝑝𝑝𝑝𝑝𝑑𝑑𝑒𝑒 =
𝜋𝜋𝑑𝑑2

4ℎ ( ) ec ⋅+ −+ µµ +  𝜋𝜋
𝑑𝑑
ℎ

|σsurface|
+µ         (2.22) 

 
μ+、μ-は、それぞれカチオン・アニオンの電気泳動移動度である。(2.22)式は、
3.5にて、電解質溶媒が満たされているナノポアの数を見積もる時に用いる。 
 

2.3 ナノポア近傍における DNA挙動 

 DNAは、溶媒中においてコイル状の形態をとることが知られている。このコ
イル状の DNAが自身の大きさよりも十分小さなナノポアを通過する場合、これ
までに報告されてきた研究成果をまとめると、次のような過程を経ている。外

場力（印加電圧）が与えられた条件下において、バルク溶媒中を拡散している

コイル状の DNAは、ナノポアへ引き寄せられる（DNA捕捉過程）7。ナノポア

近傍に引き寄せられた DNA は、コイル状の形態を解き、ナノポアを通過する
（DNA ナノポア通過過程）8, 9。このとき、ナノポアを通過した DNA は、再び
丸まり始めるため、DNA全体としては、ダンベル状の形態を呈する 7。DNAが
ナノポアを通過し終えると、DNAは、再びコイル状の形態を呈し、ナノポアか
ら離れる（ナノポア通過後過程）10, 11。本節では、理論・実験的に理解が深めら

れている DNA捕捉過程と DNAナノポア通過過程について説明する。 
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2.3.1 ナノポアへの DNA捕捉過程 

先行研究において、DNAがナノポアへ捕捉される頻度の向上が測定の高スル
ープット化に貢献することから、DNA捕捉過程は数多く研究されている 12, 13, 14, 

15。低濃度において、溶媒内を拡散する DNAは、お互いに作用し合わないため、
DNA捕捉過程は、ポアソン過程として理解される。この過程において、到達時
間間隔の確率は次式で表される。 
 

𝑃𝑃𝛿𝛿𝑑𝑑=𝑑𝑑(𝑑𝑑) = e−𝑅𝑅𝑐𝑐𝑑𝑑               (2.23) 
 
δt、Rcは、それぞれ DNAナノポア通過の時間間隔の測定値と平均捕捉確率であ
る。上式のポアソン過程は、①平均到着時間 1/Rc がナノポア通過時間と同程度

であること、②DNAがお互いに作用し合うこと、③電解質溶媒が均一に混ざっ
ていないことといった条件を除いて、適用できる。 
 また、DNA捕捉確率は、電圧に依存することも知られている 16, 17, 18。DNAの
捕捉確率は、ナノポア外の電圧分布が大きく関わっており、ナノポアから距離 r
の地点における電圧は、次式で表される。 
 

𝑝𝑝(𝑟𝑟) =
𝑑𝑑2

8ℎ𝑟𝑟
𝛥𝛥𝑝𝑝                 (2.24) 

 
(2.24)式の電圧分布において、ナノポアからの距離 r > r*の領域では、DNAは溶
媒内を自由に拡散運動する。一方、ナノポアからの距離 r < r*の領域では、DNA

Figure 2.1 DNAナノポア通過過程の概念図 
(1)捕捉過程 (2)ナノポア通過過程 (3)ナノポア通過後過程 
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のドリフト運動が拡散運動を上回るため、DNAは徐々にナノポアへ引き込まれ
るようになる。DNA の捕捉確率𝑅𝑅は、スモルコフスキー方程式から導出するこ
とができ、この有効距離 r*を用いて、次式で表せる 19。 
 

𝑅𝑅 = 2𝜋𝜋𝐷𝐷𝑟𝑟∗               (2.25) 
 
(2.25)式において、2π は、DNA が補足される領域が半球状の領域であることを
表現している。 
 有効距離 r*は、DNAの熱エネルギーとドリフトエネルギーが一致する距離と
して定義されなければならない。したがって、 
 

𝑘𝑘𝐵𝐵𝑅𝑅 = 𝑄𝑄𝑒𝑒𝑑𝑑𝑑𝑑𝑝𝑝(𝑟𝑟∗)           (2.26) 
 
kB、Qeffは、それぞれボルツマン定数と DNA 全体の有効電荷である。しかしな
がら、DNA全体の有効電荷 Qeffは、対イオンが DNAに吸着するため、DNA本
来の電荷量でないことや(2.23)式の電圧分布による電気浸透流に由来する DNA
全体の電荷が明らかでないことから、(2.26)式から有効距離が算出できない。そ
こで、(2.24)式の電圧分布において、ある位置からその他の位置へ DNA が移動
する確率が exp(-WDNA/kBT)と相関があるとする 20。WDNAは、DNA が 2 間点を移
動するために必要な最低エネルギーである。これが最も低い条件は、DNAが最
も遅い速度で移動する時であるので、DNAのドリフト力と粘性抵抗力が一致す
る場合に満たされる。したがって、この条件は、次式で表される。 
 

𝑊𝑊𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷(𝑟𝑟∗)−𝑊𝑊𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷(∞) ≈ 𝑘𝑘𝐵𝐵𝑅𝑅           (2.27) 
 
Longらが構築した理論式によると、DNAが溶媒中でコイル構造を保つためには、
次式を満たす必要がある 21。 
 

𝐹𝐹𝑠𝑠𝑑𝑑𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑟𝑟) =
𝜇𝜇𝑘𝑘𝐵𝐵𝑅𝑅
𝐷𝐷

𝑧𝑧(𝑟𝑟)          (2.28) 

 
(2.28)式から、r1 から r2までの距離に移動した時の粘性抵抗によるエネルギーは、 
 

𝑊𝑊s𝑑𝑑𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑟𝑟1 → 𝑟𝑟2) = � 𝐹𝐹𝑠𝑠𝑑𝑑𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒(𝑟𝑟) 𝑑𝑑𝑟𝑟
𝑑𝑑2

𝑑𝑑1
            (2.29) 
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(2.28)式と(2.29)式から、DNA が 2 間点を移動するために必要な最低エネルギー
WDNAは、粘性抵抗力によるエネルギーWstallを超える必要があることを考えると、

WDNA = Wstallとなる。したがって、WDNAは、次式で表される。 
 

𝑊𝑊𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷(𝑟𝑟) =
𝜇𝜇𝑘𝑘𝐵𝐵𝑅𝑅
𝐷𝐷

𝑝𝑝(𝑟𝑟)          (2.30) 

 
WDNA(∞)は、ゼロであることから、(2.27)式と(2.30)式から、 
 

𝑝𝑝(𝑟𝑟∗) =
𝐷𝐷
𝜇𝜇
                (2.31) 

 
が導かれる。(2.30)式に(2.23)式を代入すると、有効距離 r*は、次式で表される。 
 

𝑟𝑟∗ =
𝑑𝑑2𝜇𝜇
8ℎ𝐷𝐷

𝛥𝛥𝑝𝑝                     (2.32) 

 
(2.24)式と(2.31)式から、DNAの捕捉頻度を次式として書き直される。 
 

𝑅𝑅 =
𝜋𝜋𝑑𝑑2𝜇𝜇
4ℎ𝐷𝐷

𝛥𝛥𝑝𝑝                (2.33) 

 
(2.32)にDNAの拡散定数や泳動移動度が含まれていることから、有効距離 r*は、
DNAの長さや DNAの全電荷量に依存することがわかる。また、有効距離 r*は、
上式から印加電圧に対して線形的に増加することが予想されるが、Figure 2.2の
ように、捕捉確率は、指数関数的に増加する。これは、ナノポアに接近した DNA
のうち、ナノポアを通過できない DNA も存在することを示唆している。現在、
この現象は、DNA捕捉のためのエントロピー障壁が関与していると考えられて
いる。DNAは、ひも状構造を呈するため、様々な構造で溶媒中を動き回る。こ
の DNA をナノポアに通過させることは、DNA の自由度を減らすため、不利な
状態である。印加電圧を上げると、コイル状の DNAを解すためのエントロピー
障壁を低下させるため、結果として、DNA捕捉率は指数関数的に増加する。ま
た、エントロピー障壁が無視できる閾値電圧以上では、DNA捕捉過程は、拡散
限界現象として観察され、捕捉確率は、線形な電圧依存性を示す 7。 
 ナノポア自体の形状も DNAの捕捉確率に影響する。Figure 2.3に、DNAが α-
ヘモリシンの cis側と trans側に捕捉させる頻度を示す。1.2.1で説明したように、
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α-ヘモリシンは、バレル状の構造を有する膜タンパク質であり、cis 側の孔径の
方が trans側の孔径と比べて大きい。Cis側と trans側の DNA捕捉確率は、どち
らも印加電圧に対して、指数関数的に増加することがわかる。しかし、DNA捕
獲確率は、trans側と比べて cis側の方が高く、孔径の大きな α-ヘモリシンの cis
側の方が、エントロピー障壁は低いことが示唆されている 15。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2.2 ナノポアへの DNA捕捉率の電圧依存性 
(■ 400bp, ●3500 bp, ▲48.5 kbp)7 

Reprinted with permission from Nat. Nanotechol. 5, 160-165 (2010). 
Copyright 2016, Nature Publishing Group. 

 

Figure 2.3 ナノポアへの DNA捕捉率の形状依存性 15 

Reprinted with permission from Phys Life Rev. 9, 125–158(2012). 
Copyright 2016, Elsevier 
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2.3.2 ナノポア通過過程における DNA挙動 

 ナノポアを用いた DNA塩基配列の解析には、どのような軌跡やどれくらいの
速度で DNAがナノポアを通過するかを理解する必要がある。そのため、これま
でにイオン電流を用いて、詳細な DNAのナノポア通過過程の研究成果が報告さ
れている。 
 先行研究では、ナノポア界面と DNA との相互作用について報告されている。
Mellerらによると、α-ヘモリシンに DNAを通すと、ナノポア通過時間はガウシ
アン分布と一致せず、なだらかに長い通過時間へ分布する。彼らは、この分布

がタンパク・ナノポアと DNAとの相互作用の影響に由来すると結論づけている
7。同様な傾向性は、Storm らによって、長い二本鎖 DNAを直径 10 nm の酸化
シリコンナノポアを通過させた条件下でも、観察されている 22。さらに、二本鎖

DNAの直径と同程度の直径 4 nm窒化シリコンナノポアにDNAを通すとこの傾
向性が顕著にみられ、タンパク・ナノポアとソリッドステート・ナノポアのど

ちらでも、ナノポア界面の影響でナノポア通過速度が低下することがわかって

いる (Figure 2.4)23。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2.4 界面との相互作用による DNAナノポア通過時間 23 

Reprinted with permission from Biophys. J. 95, 4716 (2008).     
Copyright 2016, Elsevier 
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 DNA の長さと DNA ナノポア通過速度の関係も重要な項目として、研究され
ている。タンパク・ナノポアを用いた実験では、DNAナノポア通過時間と DNA
の長さに線形関係 (td ∝ L) があるのに対して、ソリッドステート・ナノポアを
用いた実験では、非線形関係 (td ∝ L1.27) が報告されている (Figure 2.5)24。この

非線形関係は、ナノポア界面と DNAの相互作用以外に、ナノポア近傍に滞在す
るコイル状の DNAの収縮過程が影響していると考えられており、Stromらは、
ナノポア通過時間とDNAコイルの大きさとの関係性 (td ∝ Rg

 2) を示唆している
(Figure 2.6)。（td、L、Rgは、それぞれナノポア通過時間、DNAの長さ、DNAの
gyration半径である。） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2.5 DNAナノポア通過時間の DNA長依存性 24 

Reprinted with permission from Nano Lett. 5, 1193 (2005). 
   Copyright 2016, American Chemical Society 

Figure 2.6 ナノポア通過時の DNAコイル概念図 24 

Reprinted with permission from Nano Lett. 5, 1193 (2005). 
Copyright 2016, American Chemical Society 
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2.4 おわりに 

 本章では、ナノポアにおける電解質溶媒の流動特性と DNAナノポア通過特性
の物理に関して述べた。2.2では、ナノポアにおけるイオン輸送に関する理論式
から、表面電荷があるナノポアにおける流動コンダクタンスを導出した。2..3で
は、捕捉過程とナノポア通過過程における DNA電気泳動特性について述べた。 
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3. 実験試料と方法 

3.1 はじめに 

本章では、初めに本研究で使用する蛍光標識 DNA 試料について述べる。3.3
では、2 種類のポーラスシリコン薄膜について概説する。3.4 では、実験装置の
概要を説明する。3.5では、本研究で構築した時間分解フォトンカウンティング
システムより検出された蛍光強度波形の解析方法について述べる。また、3.6で
は、ナノポア内に電解質溶媒が満たされていることの確認のために行う電流測

定について述べる。3.7では、実験手順の概要を説明する。 

3.2 DNA試料 

本研究では、2 本鎖 DNA に対して、蛍光分子修飾を行った DNA 試料を用い
て、DNAナノポア通過挙動の観察を行った。実験に用いた DNA試料は、次の 3
種類の二本鎖DNAである（①DNA断片、②長さ 10 kbpの二本鎖DNA、③λDNA）。 
長さ 48 kbp の λDNA(タカラバイオ株式会社)の溶媒に制限酵素 PuvI（タカラ
バイオ株式会社）を混ぜて、これを 37℃で 1時間、65℃で 10分間インキュベー
トし、長さ 11933 bp・14321 bp・9533 bp・12715 bpの λDNA断片を作製した。
作製した DNA の長さは、アガロースゲル電気泳動で確認した。λDNA 断片と
DNAラダーをアガロースゲルに流し込み、電気泳動を行った。Figure 3.1aにこ
れをエチジウムブロマイドで染色した蛍光像を示す。蛍光像は、蛍光イメージ

アナライザー（Proteinsimple 社）より取得した。アガロースゲルは、Agarose S
（ニッポン・ジーン株式会社）を使用した。また、アガロースゲルの濃度は、

0.8 %とした。印加電圧と電圧印加時間は、それぞれ 175 Vと 15分とした。λDNA
断片のバンドが λDNA（長さ 48 kbp）と長さ 9316 bpの二本鎖 DNAのバンドの
間に現れていることから、λDNA断片には、長さ 48 kbpから 9316 bpの二本鎖
DNA が含まれることが分かる。蛍光強度比から λDNA 断片には、長さ 10 kbp
程度の二本鎖 DNAが多く含まれるといえる。 
長さ 9598 bp の二本鎖 DNA（長さ 10 kbpの二本鎖 DNA）の作製は、ポリメ

ラーゼ連鎖反応酵素（PlatiumTaq DNA Polymerase High Fidelity：タカラバイオ株
式会社）と PCRキットを用いた。まず、λDNAとヌクレオシド三リン酸 (dNTP) 
と PCRバッファを混ぜた溶媒を 94 ℃で 2分間インキュベートした後、94 ℃で
30秒と 55 ℃で 30秒を交互に 35サイクル、インキュベートした。PCR反応に
は、ライフタッチサーマルサイクラー（日本ジェネティクス株式会社）を使用

した。インキュベート後に、スピンカラム（QIAquick PCR Purification kit; キア
ゲン社）を用いて、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAを精製した。 
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Figure 3.1bに、アガロースゲル泳動結果を示す。電気泳動結果より、長さ 10 kbp
の二本鎖 DNA試料のバンドは、長さ 9316 bpの二本鎖 DNAのバンドと並ぶこ
とから、設計通りの長さ 9598 bpの二本鎖 DNAが作製されていることが確認さ
れている。 
 λDNA試料は、タカラバイオ株式会社製の λDNAを使用した。 
 すべての精製された DNA 試料は、室温において、蛍光色素

4',6-diamidino-2-phenylindole （DAPI：同仁化学研究所）で染色した。DAPI は、
二本鎖 DNAのアデニンとチミンが豊富な領域に結合（インターカレート）する
蛍光色素である。この蛍光色素が二本鎖 DNA に結合すると、蛍光強度が約 20
倍に増加する。DAPI のようなインターカレートする蛍光色素は、DNA 全体か
ら蛍光発光を得ることができるため、溶媒内での DNAの振る舞いを光学的に観
察する際に使用されている。例えば、マサチューセツ工科大学の Doyle らのグ
ループでは、蛍光色素で染色した DNAを蛍光観察することで、溶媒や印加電圧
などの条件と DNA の振る舞いの関係について研究している 1,2。本研究でも、

DNA の振る舞いを観察する目的から蛍光色素として DAPI を選定した。DAPI
の吸収領域、発光領域はそれぞれ、λ=300 ~ 400 nmと λ=400 ~ 600 nmである。
DNA試料の染色後、これを、スピンカラム（Centri-Sep spin columns：プリンス
トンセパレーション社）によって、精製した。 

DNA 試料に染色された DAPIの分子数は、吸光度スペクトルから算出した。
染色された DNA試料の吸光度スペクトルを Figure 3.2に示す。吸光度スペクト
ルは、分光分析器（BioSpectrometer：エッペンロルフ社）より取得した。検出波
長域は、250 nmから 800 nmとした。いずれの吸光度スペクトルにも、波長 260 

Figure 3.1 ゲル泳動写真(a)λDNA断片(b)10kbp dsDNA  
 
 
                                       

  

a
 

b
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nmと 360 nmに吸収ピークがみられ、これらは、二本鎖 DNAと DAPIのピーク
吸収波長にそれぞれ一致する 3。DAPIは、260 nmの光も吸収するため、次式を
用いて、二本鎖 DNAのみの 260 nmにおける吸収量を計算し、二本鎖 DNAに修
飾している DAPIの分子数を見積もった 4。 
 

𝐴𝐴𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 = 𝐴𝐴260 − (𝐴𝐴𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 × 𝐶𝐶𝐹𝐹260)         (3.1) 
 

𝐷𝐷𝐷𝐷𝐴𝐴/𝐷𝐷𝐴𝐴𝑃𝑃𝐼𝐼 =
(𝐴𝐴𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 × 𝜀𝜀𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷)
(𝐴𝐴𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷 × 𝜀𝜀𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷𝐷)          (3.2) 

 
ADNA、A260、ADAPI、CF260は、それぞれ波長 260 nmにおける DNA吸収量、波長
260 nmにおける吸光度、波長 355 nmにおける DAPIの吸光度、波長 260 nmに
おける DAPI の補正率である。また、εDAPIと εDNAは、DAPI の消衰係数と DNA
の消衰係数である。上式に、Figure 3.2の吸光度を代入し、DNA試料に修飾して
いる DAPIの分子数を計算すると、1M KCl、10 mM Tris-HCl溶媒における条件
下での 10 kbpの二本鎖DNA試料と λDNA試料に修飾されているDAPIの分子数
は平均 730個と 803個であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.2 吸光度測定結果(a)10kbp dsDNA(b)λDNA 

(a) 

(b) 
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3.3 ポーラスシリコン薄膜 

本研究では、ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ薄膜の 2 種類の薄膜
を使用する。アルミナスパッタ薄膜は、ポーラスシリコン薄膜にアルミナをス

パッタして作製された薄膜のことである。ポーラスシリコン薄膜は、SiMPore
社から購入した微細孔シリコンメンブレン TEMグリッドを使用した。Figure 3.3
に微細孔シリコンメンブレン TEMグリッドの外観と断面図を示す。微細孔シリ
コンメンブレン TEMグリッドは、結晶シリコンのフレーム中央にポーラスシリ
コン自立薄膜が製膜された構造をとる。このポーラスシリコン薄膜は、アモル

ファスシリコン薄膜をシリコンフレームに製膜した後、これに急速加熱処理を

行い、部分的にナノサイズの結晶シリコンを作製する。結晶シリコンは、アモ

ルファスシリコンと比べて体積が小さいので、この相変化に伴い、アモルファ

スシリコン薄膜内にナノポアが作製される 5,6。シリコンフレームの厚みは 100 
μmである。本研究で使用しているポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ薄
膜の規格を Table 3.1にまとめた。 
 Figure 3.4に膜厚 10 nmのポーラスシリコン薄膜の透過型電子顕微鏡像（TEM
像）を示す。TEM 像の黒いドットは、シリコンナノ薄膜上に作製されたナノポ
アを表す。TEM像から、ナノポアの孔径は、8から 16 nmの分布を有しており
(Figure 3.5)、平均孔径は、10 nmである。このポーラスシリコン薄膜の空孔率は、
0.2 ~ 0.3 nanopores/(100 nm)2である。 

Figure 3.6 に、アルミナスパッタ膜の TEM 像を示す。このアルミナスパッタ
薄膜は、膜厚 15 nmのポーラスシリコン薄膜に 12.5 nmのアルミナをスパッタし
平均孔径 10 nm に調整した。ナノポアの孔径分布は、4 から 14 nm であった 
(Figure 3.7)。空孔率は、5.4 ~ 6.2 nanopores/(100 nm)2である。 
 ポーラス薄膜の孔径分布が DNAナノポア通過挙動に与える影響は、次のよう
に説明できる。孔径 4 nm以下のナノポアを通過する場合、二本鎖 DNAは強い
界面相互作用を受けるため、ナノポア通過時間が長くなることが報告されてい

る 7,8。エントロピー障壁の低い孔径の大きなナノポアを DNAが通ることを考慮
すると、ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ薄膜の孔径分布において、

界面相互作用を受けてナノポアを通過するDNAの割合は低いといえる 9。また、

ポーラス薄膜の場合、ナノポア近傍の電圧分布は、単一のナノポアではなく複

数のナノポアから発生する電圧分布の総和であるため、空孔率に依存する。し

たがって、孔径分布がナノポア通過後過程に与える影響はほとんどないといえ

る。 
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Membrane 

Thickness 

Frame 

Thickness 

The number 

of windows 
Window Size 

PorousSilicon membrane 10 nm 100 nm 1 30 nm×30 nm 

Porous Silicon membrane 

with Al2O3 
27.5 nm 100 nm 9 

100 nm×100 nm 

100 nm×250 nm 

Figure 3.4 ポーラスシリコン薄膜の電子顕微鏡像 

Figure 3.5 ポーラスシリコン薄膜のナノポアの直径分布 

Figure 3.3 ポーラスシリコン薄膜の概観 (a)上面写真, (b)断面図 

Table 3.1 ポーラスシリコン薄膜の規格 

(a) (b) 
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Figure 3.7 アルミナスパッタ薄膜のナノポアの直径分布 

Figure 3.6 アルミナスパッタ薄膜の透過型電子顕微鏡像 
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3.4 光学的 DNAナノポア通過挙動観察装置 

 本研究では、単一 DNAのナノポア通過挙動を観察するために、励起光源とし
て紫外光、また、薄膜の材料としてシリコンを使用した。また、DNAの素早い
動きを観察するために、時間分解能 ms以下の時間分解フォトンカウンティング
システムを構築した。構築したフォトンカウンティングシステムに関しては、

第 5章で述べる。Figure 3.8に、構築した実験系の概要を示す。電気泳動槽は、
テフロン製の 2種類のチャンバー（cisチャンバーと transチャンバー）で構成さ
れる。Cisチャンバーは、外径 10 mmの円すい形の容器に中央に 2 mm程度の孔
が空いた構造をとる。また、trans チャンバーは、中央とその両端に孔が開けら
れた構造をとる。中央の孔径は、cis チャンバーの外径と同じであり、この孔は
cisチャンバーを嵌めるために作製されている。この transチャンバー底部には、
電気泳動槽の下方から励起光を集光するため、カバーガラスが設置されている。

ポーラスシリコン薄膜を cis チャンバー中央の孔に接着させる。そして、cis チ
ャンバーを transチャンバーに挿入することで、ポーラスシリコン薄膜を隔てて
2つのチャンバーで構成される電気泳動槽となる。ポーラスシリコン薄膜の接着
は、シリコーンゴム（Dragon skin, Smooth-on社）を用いた。溶媒と電極は電解
質溶媒（KCl, Tris-HCl(pH 7.9)：和光純試薬工業株式会社）と Ag/AgCl電極（A-M 
systems 社）を使用した。電圧源は、菊水電子工業株式会社のコンパクト電源
(PMC18-2)を使用した。 
波長 375 nmの紫外レーザー（Oxxius社）は、紫外光用シングルモードファイ

バー（PM-S350-HP: ソーラボ社）に通して、ガウシアンビームにビーム整形し
た。コリメートレンズとして、対物レンズ（PlanFluor, NA 0.13: 株式会社ニコン）
を使用した。水浸対物レンズ（UPlanSApo、NA 1.2：オリンパス社）で、ポーラ
スシリコン薄膜上に集光した。DNA試料からの蛍光発光の検出は、フォトンカ
ウンティングシステムを用いた。フォトンカウンティングシステムでは、蛍光

発光を光電子倍増管（浜松フォトニクス社）よりフォトンをパルス電流に変換

して、これをフォトンカウンター（SR400:スタンフォードリサーチシステム社）
でフォトン数を電圧値に変換する。フォトンカウンターから出力された電圧値

は、オシロスコープ（UDS-1：日本データシステム株式会社）を用いて、保存し
た。背景光を抑えて、DAPIの蛍光発光を検出するために、ダイクロイックミラ
ー（FF409-Di03-25×36：Semrock社）、バンドパスフィルター（fluorescence edge filter 
409 nm：エドモンドオプティクス社）、ショートパスフィルター（short pass filter 
475 nm：エドモンドオプティクス社）を使用した。 
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3.5 データ解析 

第 5 章で述べる時間分解フォトンカウンティングシステムより取得された蛍
光強度波形を Figure 3.9 に示す。データ解析に用いた波形は、積算時間 100 µs
の蛍光強度波形とした。DNAナノポア通過挙動は、背景光から鋭く立ち上がる
波形として得られていることがわかる。DNAがナノポアを通過してナノポア近
傍に発生した集光スポットを横断する時間を滞在時間と定義し、本論文では、

DNAナノポア通過挙動を議論する。滞在時間は、Labviewプログラムを用いて、
背景信号から蛍光強度がピークに達し、バックグラウンドまで減衰するまでの

時間を測定した。バックグラウンドは、初めの 10プロット (1 ms) の平均蛍光
強度を背景信号値と定義した (Figure 3.9)。背景信号値が高い蛍光強度波形は、
Figure 3.9に示す波形とは異なり、減衰波形が揺らぎ、減衰する時間も長くなる
傾向がみられている。これは、詰まりや DNAのナノポア界面吸着による影響と
考えられる。また、蛍光強度波形には、集光スポットの裾野を横断する DNAも
含まれていることが考えられる。そのため、データ解析において、バックグラ

ウンドが 10 photons/100 μs を超える波形と背景信号値がピークフォトン数の 4
分の 1の値を超える波形は、解析から除外した。 
 
 
 
 
 

Figure 3.8 DNAナノポア通過挙動観察実験装置 
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3.6 ナノポアのイオン電流値測定 

 DNAナノポア通過挙動の観察を行う前に、本研究では、イオン電流値を測定
することで、電解質溶媒（KCl溶媒）がナノポアに満たされていることを確認し
た。イオン電流測定は、低電圧ソースメータ（ケースレーインスツルメンツ社)
を用いた。Figure 3.10に膜厚 10 nmのポーラスシリコン薄膜 (Figure 3.4) を用い
た時の典型的なイオン電流値測定結果を示す。電解質溶媒は、1.0 M KCl、10 mM 
Tris-HClである。イオン電流測定結果は、印加電圧に対して、線形に増加する傾
向が確認された 10。 
本研究では、(2.22)式を用いてイオン電流測定結果から、電解質溶媒が満たさ
れているナノポアの数を見積もった 11。計算に使用したパラメータは、表 3.2に
示す。(2.22)式から、直径 10 nmの単一ナノポアのコンダクタンスは 35.9 nSと
算出される。Figure 3.4のポーラスシリコン膜の空孔率 (23.3 × 1012 nanopores/m2) 
から、大きさ 30 × 30 μmのポーラスシリコン膜のナノポア総数は、20970個と見
積もられる。理論式から、印加電圧 500 mVにおいて、20970個の直径 10 nmの
ナノポアを流れるイオン電流値は、376.4 μA と算出される。この値について、
印加電圧 500 mVにおける実験値 (25 μA) は、7 %に相当することから、ポーラ
スシリコン薄膜を用いた実験において、電解質溶媒に満たされているナノポア

は、約 1394個と概算される。 
 
 

Figure 3.9 滞在時間の測定方法 
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3.7 DNAナノポア通過挙動観察の実験手順 

DNAナノポア通過挙動観察の実験手順を以下に記す。 
①微細孔シリコンメンブレン TEM グリッドをシリコーンゴムで cis チャンバー
に接着させる。 

②微細孔シリコンメンブレン TEM グリッドが接着された cis チャンバーをメタ
ノールと DDWにつけて、シリコン薄膜の洗浄を行う。 

③cisチャンバーを transチャンバーに取り付けて、これに電解質溶媒を満たす。 
④電気泳動漕に Ag/AgCl 電極を挿入し、イオン電流測定を行い、ナノポア内に

Figure 3.10 ポーラスシリコン薄膜の I-V測定結果 

Table 3.2 理論解析に用いた理論値 
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電解質溶媒が満たされていることを確認する。 
⑤電気泳動漕を光学系に取り付けて、光電子増倍管やレーザーのコリメート等

のアライメントを行う。 
⑥cisチャンバーに DNA試料を滴下し、cisチャンバー内の溶媒に対してピペッ
ティングを行い、DNA試料を分散させる。 

⑦電圧を印加し、蛍光強度波形の検出を行う。 
 

3.8 おわりに 

 本章では、初めに本研究で使用する 3種類の DNA試料について説明した。ま
た、吸光度測定結果から DNA試料に修飾されている蛍光色素の分子数について
述べた。次に、2 種類のポーラスシリコン薄膜について概説し、TEM 像からポ
ーラスシリコン薄膜のナノポア孔径分布について述べた。3.4 と 3.5 では、実験
装置の概要と検出された蛍光強度波形の解析方法について説明した。3.6 では、
ナノポアに電解質溶媒が満たされていることを確認するために行うイオン電流

測定について説明した。また、イオン測定結果から典型的に実験ではポーラス

シリコン薄膜内の約 7 %のナノポアが満たさせていることを述べた。最後に、実
験手順を概説した。 
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4. シリコンナノポア界面における集光スポットの発生 

4.1 はじめに 

 単一分子蛍光計測は、生体分子の構造や機能を理解する上で重要な技術であ

る。初めて液中で直接的に生物分子の単一分子蛍光計測を行ったのは、大阪大

学の柳田らのグループである。彼らのグループでは、全反射顕微鏡を用いて、

ミオシンによる蛍光 ATP加水分解反応を観察することに成功した 1。しかし、彼

らのグループのように、溶媒中を漂う単一生体分子を観察するには、溶媒・コ

ンタミ・基板からの反射光や蛍光発光による背景光を低減させる必要がある。

これまでに、低バックグラウンドでの溶液中における単一生体分子の観察する

ために、様々な方法が提案されている。例えば、金属ナノ開口を有するゼロモ

ード導波路を用いて、開口内に光を局在させることで、開口部に固定化された

単一分子からの蛍光を検出する方法が提案されている 2,3。同様にして、ナノポ

アを用いた単一分子蛍光検出においても背景光を抑えることが求められる。ボ

ストン大学のMellerらのグループでは、全反射顕微鏡を用いることで、単一DNA
からの蛍光発光の検出に成功している 4。彼らの手法では、窒化シリコン薄膜を

隔てて、cisチャンバーと transチャンバーに分離される浴槽に異なる屈折率を有
する溶媒で満たすことで、窒化シリコン薄膜に作製されたナノポア上にエバネ

ッセント光を発生させた。エバネッセント光の発生により、cis チャンバー内を
拡散する DNA試料からの蛍光発光を抑え、単一 DNAのナノポア通過を蛍光観
察することに成功している。また、ノースイースタン大学のWanunuらのグルー
プでは、ゼロモード導波路を用いて、DNAがナノポアに引き寄せられ、ナノポ
アを通過するまでの一連の様子を蛍光観察することに成功している 5。このよう

に、DNAナノポア通過挙動の光学的観察において、cisチャンバー内の蛍光発光
を低減させる必要があることから、本論文では、シリコンの紫外光に対する遮

光性を利用して、背景光を抑えた単一 DNA観察を行う。本章では、シリコンの
遮光性による集光スポットの発生を理解するために、電磁場計算と実験検証を

行う。 
 

4.2 FDTDシミュレーション 

 本節では、FDTD法 (Finite-Difference Time-Domain Simulation) を用いて、実
験条件下での、電磁場計算を行った。FDTD法は、空間を格子状のセルに離散化
し、この格子状のセルに対して、マクスウェル方程式を適用して、時間発展を

計算する。電磁場計算に用いられるマクスウェル方程式は、次の 2式である。 
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∇× 𝑬𝑬 = −𝜇𝜇0𝜇𝜇
𝜕𝜕𝑯𝑯
𝜕𝜕𝑑𝑑

                  (4.1) 

 

∇× 𝑯𝑯 = 𝜖𝜖0𝜖𝜖
𝜕𝜕𝑬𝑬
𝜕𝜕𝑑𝑑

                  (4.2) 

 
E、H、ε0、μ0、ε、μ は、ぞれぞれ電場強度、磁場強度、真空の誘電率、真空の
透磁率、物質の比誘電率、物質の比透磁率である。4.2.1 では、計算モデル・条
件について述べる。4.2.2では、ナノポア近傍での電場分布について述べる。 
 

4.2.1 計算モデル 

 Figure 4.1に xz平面の計算モデルを示す。計算ソフトは、Lumerical Solutions
社の FDTD Solutionsを使用した。計算モデルは、膜厚 10 nmのシリコン薄膜を
全計算領域に配置し、中央 3箇所に直径 10 nmのナノポアを配置された系を取
り扱った。ナノポアの間隔は 100 nmである。この系に対して、波長 375 nmの
ガウシアンビームを開口数 (NA) 1.2の対物レンズでシリコン上に集光した時の
電場強度分布を求める。光源は、x偏光の直線偏光とした。光源は、シリコン薄
膜の上面から 400 nmの位置に配置した。計算領域は、x[-15000 nm:15000 nm]、
y[-15000 nm:15000 nm]、z[420 nm:-100 nm]とした。シリコンの屈折率と消衰係数
は、それぞれ 6.7と 1.4である。屈折率 1.49の塩化カリウム溶媒をナノポア内と
シリコン薄膜の周囲に満たした。メッシュサイズは、ナノポアに対して 2×2×2 
nm3、シリコン薄膜に対して 5×5×5 nm3、シリコン薄膜周囲の塩化カリウム溶媒

に対して 50×50×50 nm3とした。境界条件は、完全吸収境界 (PML) とした。実
験系を想定して、transチャンバーから cisチャンバーへ励起光を集光したモデル
とする。 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4.1 計算モデル 
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4.2.2 ナノポア近傍における集光スポット 

 まず、x[-200nm:200nm]、z[-50nm:150nm]の領域における電場強度分布につい
て述べる。Figure 4.2(a)に計算結果を示す。シリコンは紫外光領域において高い
屈折率と消衰係数を有することから、透過光量を大幅に低減され、ポーラスシ

リコン薄膜上に直径 280 nm・深さ 140 nmの逆 U字型の集光スポットが形成さ
れることがわかる。先行研究では、直径数百 nm のナノポア内を光が伝搬する
ことが示されているが、本論文で用いる直径 10 nm のナノポアは、光の伝搬を
抑制するのに十分小さな大きさであることがわかる 6。以上のことから、紫外光

をポーラスシリコン薄膜上に集光した条件下において、cisチャンバー内の DNA
試料からの蛍光発光を抑えた条件（低い背景信号）での測定が可能といえる。

また、集光スポットが transチャンバー側に励起されていることから、DNA試料
の励起は、ナノポア通過後に生じることがわかる。 

次に、集光スポットの偏光依存性について述べる。本論文では、高 NAの対
物レンズを使用することから、集光スポットには、x偏光成分以外に yと z偏光
成分の 2 偏光成分が含まれる。これは、入射レーザーを集光すると、光路が傾
くため、集光前の電場ベクトル配置が、x方向のベクトル配置から傾くことで生
じる。Figure 4.2 (b)と(c)に示すように、境界条件から、x偏光成分の集光スポッ
トは、シリコン薄膜界面から 100 nm離れた領域に形成される。一方、z偏光成
分の集光スポットは、2 つの半円状の分布でナノポア近傍に形成される 7。z 偏
光成分対する x偏光成分の集光スポット振幅の比 (|Ex|/|Ez|) は、2.7である。こ
の値は、先行研究で報告されている NA 1.4の対物レンズでシリカ基板上に集光
した時に励起する集光スポット振幅の比 (|Ex|/|Ez| = 2.5) と同程度である 8。z偏
光成分の集光スポットに着目すると、電場強度は、ナノポア界面から僅か 4 nm
の距離でピーク電場強度の 80 %まで急激に増加することがわかる (Figure 4.2 
(d))。したがって、z偏光成分の集光スポットは、ナノポアを通過した直後の DNA
の観察に有効な励起光源である。z偏光素子を利用すると、z偏光成分の集光ス
ポットのみを形成させることができるが、本論文における実験では、Figure 4.2 
(a)の集光スポットを用いるため、z偏光成分の集光スポットは積極的には利用さ
れていないと考えられる。 
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Figure 4.2 シリコン薄膜条件下における FDTDシミュレーション計算結果 
(a) - (c)x[-200nm:200nm], z[-50nm:150nm]の領域における電場分布 
(a)全偏光成分, (b)x偏光成分, (c)z偏光成分, 
(d)z軸方向成分の電場強度分布 

（a） 

（b） （c） 

（d） 
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4.3 集光スポットの実験的検証 

本節では、シリコンの遮光性が単一 DNAのナノポア通過観察に有用であるこ
とを実験的に検証する。4.3.2では、先行研究で報告されている DNAナノポア通
過時間が数百マイクロ秒であることに着目し、フォトンカウンターの積算時間

を 0.5 msにおける観察結果について述べる 9。4.3.3では、3.3にて紹介した実験
装置が連続的にフォトンカウンティングできる最短積算時間 2 msにおける観察
結果について述べる。 

 

4.3.1 実験条件 

実験は、3.4にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
試料は、λDNA断片（長さ 11933 bp、14321 bp、9533 bp、12715 bp）を蛍光色素
DAPIで染色した DNA試料を使用した。実験において、電圧印加前の cisチャン
バー内の DNA試料の濃度は、10 pMとした。ポーラスシリコン薄膜は、膜厚 10 
nm・孔径 10 nmの薄膜を使用した。フォトンカウンターの積算時間は、4.3.2で
は 0.5 ms、4.3.3では 2 msとした。電解質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM Tris-HCl (pH 
7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。 
 

4.3.2 積算時間 0.5 msにおける DNAナノポア通過挙動観察 

 まず、フォトンカウンターの積算時間 0.5 ms の設定下で、DNA ナノポア通過
挙動を観察した。Transチャンバーから cisチャンバーへ電圧を印加すると、バッ
クグラウンド 80 photons/0.5ms に対して、ピークフォトン数 ~200 photons/0.5ms
のバースト波形を検出した (Figure 4.3 (a), (b))。本研究法では、紫外レーザーをポ
ーラスシリコン薄膜上に集光していることから、溶媒の温度上昇が DNA ナノポ
ア通過挙動に影響することが予想される。先行研究において、波長 800 nm の集
光レーザーによる溶媒温度の上昇率は、0.005 K/mWと報告されている 10。したが

って、本実験に用いる強度 100 μWの集光レーザーによる温度上昇が、DNAナノ
ポア通過挙動にあたえる影響はないといえる 11。電気泳動により、DNAは、ナノ
ポアを通過し集光スポットを横断することから、このバースト波形は、DNA由来
の蛍光発光といえる。Figure 4.3 (c)に、3分間のバースト波形のピークフォトン数
をまとめたヒストグラムを示す。フォトン数は、ピークフォトン数から背景信号

値を差し引いた値である。印加電圧 200 mV におけるピークフォトン数 50 ~ 70 
photons/0.5 msの検出頻度が、印加電圧 100 mVと比べて、高い傾向がみられた。
先行研究では、DNAをナノポアへ引きつける力が、印加電圧に依存することが報
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告されている 12。ナノポア近傍において、電場はナノポアに向かって集中した分

布を形成し、これによって、DNAはナノポアへ引きつけられ、ナノポアから吐き
出される。この引きつける力の有効距離 r*を電気泳動速度が拡散速度を超える領
域とすると、次式で定義される。 
 

𝑟𝑟∗ =
𝑑𝑑2𝜇𝜇
8ℎ𝐷𝐷

∆𝑝𝑝                         (4.3) 

 
d、μ、l、D、ΔVは、それぞれナノポアの直径、DNA電気泳動移動度、ナノ

ポアの深さ、DNA の拡散定数、印加電圧である。上式から、印加電圧 100 mV
における有効距離 (r* = 2.3 μm) は、集光スポットがこの領域内に十分含まれる
長さであった。有効距離 r*と電気泳動力は、印加電圧 ΔVに従って、線形的に増
加する。したがって、印加電圧の増加に伴い、DNAがナノポアに引き寄せられ
る有効距離が長くなるために、DNAの捕捉率は増加する。また、DNA泳動速度
が増加したために、ピークフォトン数は低くなる。これら 2つ要因が関係して、
印加電圧 100 mVと 200 mVにおけるピークフォトン数 50 ~ 70 photons/0.5 msの
検出頻度の違いに表れたといえる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 Figure 4.3 積算時間 0.5ms設定下における DNAナノポア通過挙動観察結果 

(a), (b)蛍光強度波形 (a)100 mV, (b)200 mV, (c)バースト波形のフォトン数ヒストグラム 
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4.3.3 積算時間 2 msにおける DNAナノポア通過挙動観察 

次に、フォトンカウンターの積算時間 2 msの設定下で、DNAのナノポア通過
挙動を観察した。まず、電圧 300 mVを transチャンバーから cisチャンバーへ印
加すると、4.3.2と同様に DNA試料由来と考えられるバースト波形が検出された
(Figure 4.4 (a))。これは、バックグラウンド 200 photons/2.0 msに対して、ピーク
フォトン数 ~600 photons/2.0 ms・時間幅 数 msのバースト波形であった。DNA
の捕捉率は、次式で表される 12。 

 

𝑅𝑅 =
𝜋𝜋𝑑𝑑2𝜇𝜇
4ℎ

∆𝑝𝑝                                  (4.4) 

 

先行研究において、印加電圧 300 mV、ナノポアの大きさ 3.5 nmの条件下にお
ける 10 kbpの二本鎖 DNAの捕捉確率は、8 回/(s・nM) と報告されている。上
式から、本実験条件における DNA捕獲率を算出すると、1.8回/(s・10pM)である。
本実験におけるバースト波形の検出頻度 3.1回/sは、先行研究と同程度の値であ
ることから、バースト波形は単一 DNAナノポア通過によるものといえる。 

続いて、印加電圧を変えて、DNAナノポア通過挙動を観察した。印加電圧 600 
mVと 800 mVにおいても、バースト波形が観察された (Figure 4.4 (b), (c))。Figure 
4.4 (d)に、印加電圧 300、600、800 mVの条件下で、2分間のバースト波形のピ
ークフォトン数をまとめたヒストグラムを示す。フォトン数は、4.3.2と同様に、
ピークフォトン数から背景信号値を差し引いた値である。いずれの印加電圧条

件下においても、ヒストグラムは 100 ~ 200 photons/2.0 msの分布をもっている。
ヒストグラム分布自体は、ナノポア通過時と通過直後の DNA試料が様々な立体
構造や経路で集光スポットを通過することが理由として考えられる 13, 14。また、

印加電圧に伴い、ヒストグラム分布は低いフォトン数へシフトすることがわか

る。この傾向は、4.3.2で述べたように、DNA泳動速度は、電圧に依存して増加
するために、検出されるフォトン数が低下することが理由として考えられる 13。

印加電圧 600 mVと 800 mVにおける検出頻度は、2.4 回/sと 1.7 回/sであった。
DNA捕捉率の電圧依存性が観察されなかった理由として、高い印加電圧条件下
では、DNA電気泳動速度の増加にするため、識別に十分なフォトン数のバース
ト波形が得られていないことが考えられる。 
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（a） 

（b） （c） 

（d） 

Figure 4.4 積算時間 2 ms条件下における DNAナノポア通過挙動観察結果 
 (a) - (c) 蛍光強度波形 (a) 100 mV, (b) 200 mV, (c) 300 mV, 

 (d) バースト波形のフォトン数ヒストグラム 
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4.3.4 積算時間 0.5 msと 2 msにおける観察結果の比較 

積算時間 0.5 msと 2 msの条件において、DNAナノポア通過挙動を観察する
ことができた。ピークフォトン数を比較すると、印加電圧 100 mV、積算時間 0.5 
msの条件におけるピークフォトン数が 0 ~ 200 photons/0.5 msであったのに対し
て、印加電圧 300 mV、積算時間 2 msの条件におけるピークフォトン数は 50 ~ 400 
photons/2 msであった。印加電圧が高いにもかかわらず、積算時間 2 msの条件
の方がピークフォトン数の方が高い値となった理由として、ナノポア通過後の

遅い DNAの空間移動が挙げられる。4.2の電磁場計算から DNA試料からの蛍光
発光は、DNAがナノポアを通過してから集光スポットを横断し終えるまでの時
間に生じることが考えられる。また、ナノポア近傍の電場強度は、(2.23)式から、
距離に依存して減衰することがわかる。そのため、ナノポア通過後の DNA は、
距離で減衰する電場強度を受けて、DNAナノポア通過速度より遅い速度で空間
移動することが考えられる 15。したがって、ナノポア通過後の DNAが遅い速度
で集光スポットを移動する過程が蛍光強度波形に含まれていたために、高い電

圧を印加したのにもかかわらず、典型的な DNAナノポア通過時間よりも長い積
算時間 2 msの条件の方が高いピークフォトン数になったといえる。 

 

4.4 おわりに 

本章では、シリコン薄膜界面に発生する集光スポットについて、検討した。

まず、4.2では、FDTD法を用いて、集光スポットの発生について電磁場計算に
よる理論的な解析を行った。4.3では、DNAのナノポア通過挙動を観察し、実験
的に集光スポットの発生を検証した。以上の理論計算と実験検証から、シリコ

ン薄膜と紫外光の組み合わせは、単一 DNAナノポア通過観察に有用な方法であ
ることがわかった。 
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5. 時間分解フォトンカウンティングシステムの構築 

5.1 はじめに 

 DNAナノポアシーケンサ開発において、最適な測定条件や測定機構を模索す
るために、光学的な方法を用いて DNAナノポア通過挙動を明らかにする試みが
行われている。青山学院大学の三井らのグループでは、蛍光顕微鏡を用いて、

DNAがナノポアに引き寄せられる様子を広視野に観察することで、ナノポアに
向かって集中する電場が放射的に発生していることを明らかにしている 1。また、

ケンブリッジ大学の Keyserらのグループでは、DNAがナノキャピラリーを通過
し、ナノキャピラリー内を移動する様子を蛍光顕微鏡で観察することで、ナノ

キャピラリー内特有の DNA 電気泳動移動度を見積もることに成功している 2。

しかしながら、いずれの先行研究においても、検出系の時間分解能の制約から、

数百 nm近傍における素早いDNAコイルの形成や空間移動を観察した事例は未
だ報告されていない。 
第 4章では、従来のフォトンカウンティングシステムを用いて、単一 DNAが
ナノポア通過し、シリコン薄膜上に発生した 140 nm程度の集光スポットを横断
する様子を時間幅数 msのバースト波形として観察した。Jail Liらによると、長
さ 10 kbpの二本鎖 DNAが直径 10 nmのナノポアを通り抜ける平均時間は、印
加電圧 120 mVにおいて 400 ~ 500 μsと報告されており、ナノポア近傍での DNA
コイルの形成と空間移動の観察には、最低でも 100 μsの時間分解能が求められ
る 3。しかしながら、従来のフォトンカウンティングシステムでは、ms 以下の
フォトンカウンティングができないため、フォトンカウンティングシステムの

時間分解能を向上させる必要がある。このような背景の基、本章では、100 μs
時間分解能を有するフォトンカウンティングシステム（時間分解フォトンカウ

ンティングシステム）の構築を行う。5.2では、本論文で構築したフォトンカウ
ンティングシステムの概要を紹介する。5.3、5.4では、このフォトンカウンティ
ングシステムの動作確認のため、蛍光ビーズのブラウン運動と DNAのナノポア
通過挙動を観察した。5.5では、検出された蛍光強度波形の考察を行った。 
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5.2 時間分解フォトンカウンティングシステムの概要 

本節では、時間分解フォトンカウンティングシステムの概要を紹介する。従

来のフォトンカウンティングシステムでは、光電子増倍管で検出されたフォト

ンをパルス幅 20 ns・パルス振幅 1 Vのパルス電流に変換し、これをフォトンカ
ウンター（積算器）で設定積算時間におけるパルス数を電圧値に変換して、時

間あたりのフォトン数を測定していた。しかし、フォトンカウンターのカウン

ト周期が 2 msであるため、時系列で ms以下のフォトンティングが行えない。
そこで、本論文では、Figure 5.1に示すように、光電子倍増管から出力されるパ
ルス電流を大量メモリ搭載・高速 A/D 変換ボード（CompuScope; Gage Applied 
Technologies社）を用いて、直接データとして保存し、パルス数を Labviewプロ
グラムで数える方法を考案した。Labviewプログラムでは、パルス波形に対して
立ち上がり判定を行い、保存した電流波形データからパルス数を数える。光電

子倍増管から出力される電流に含まれる時間幅 20 nsのパルスを数えるために、
本論文において、十分な時間分解能を保ち、低容量のデータを保存できるサン

プリングレート 200 MS/sを設定値とした。数 ms以上の蛍光強度波形を得るた
めに、サンプル数 106オーダーのデータを一度に保存する。本論文では、トリガ

ー用の波形として、パルス密度変調した波形を利用した。パルス密度変調とは、

パルス電流密度をアナログ量の電流に変換する方式である。本論文では、光電

子倍増管から出力されたパルス電流に対して、ローパスフィルターをかけ、パ

ルス密度変調を行い、時間当たりのパルス数に対応した波形に変換した。この

波形に対して、トリガーをかけてパスル波形の保存を行った。Figure 5.2にデー
タ取得時の電流波形を示す。Ch01、Ch02の波形は、それぞれ保存したパルス電
流波形とパルス密度変調した電流波形を表す。Ch02の波形がある閾値を越えた
ときのパルス電流波形を保存した。ローパスフィルターの周波数は、変換波形

の積算時間に対応することから、10 kHzとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5.1 時間分解フォトンカウンティングシステムの概要 
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5.3 時間分解フォトンカウンティングシステムの動作確認 

 本節では、時間分解フォトンカウンティングシステムの動作確認を行う。従

来のフォトンカウンティングシステムと時間分解フォトンカウンティングシス

テムを用いて、同時に検出した波形の比較を行う。5.3.1 では、まず蛍光ビーズ
のブラウン運動の観察から、検出波形の比較を行う。5.3.2では、DNAナノポア
通過挙動の観察から、検出波形の比較を行う。 
 

5.3.1 蛍光ビーズ観察 

5.3.1.1 実験方法 

 実験は、3.4にて紹介した実験装置を使用した。レーザー強度は 100 µWとし
た。試料は、Invitrogen社の直径 20 nmの蛍光ビーズ (FluoSpheres (365 nm/415 
nm)) を使用した。実験では、この蛍光ビーズの原液に DDW を加えて、100000
倍に希釈した溶媒を使用した。蛍光ビーズの濃度は、1 nMである。この試料を
カバーガラス上に滴下し、レーザーを溶液中に集光して蛍光ビーズのブラウン

運動観察を行った。レーザーの集光位置は、カバーガラス上面から 10 µmとし
た。フォトンカウンターの積算時間は、2 msとした。 
 

Figure 5.2  データ取得時の電流波形 
Ch01:パルス電流, Ch02:パルス変調した電流波形 

Ch01 

Ch02 
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5.3.1.2 実験結果 

 Figure 5.3(a)に従来のフォトンカウンティングシステムにより検出された蛍光
強度波形を示す。バックグラウンド 200 photons/2.0 ms に対して、最大 2000 
photons/2.0 msのバースト波形が観察されていることがわかる。Figure 5.3 (b)に、
パルス波形のピークフォトン数をまとめたヒストグラムを示す。平均 614 
photons/2.0 msであり、1000 photons/2.0 msの分布をもつことがわかる。集光ス
ポットの滞在時間を表す指標である相関時間は、次式で表される 4。 
 

τ𝐷𝐷 =
𝑤𝑤𝑥𝑥𝑥𝑥2

4𝐷𝐷
               (5.1) 

 
wxy、Dは、それぞれ xy平面の集光スポットの半径と拡散定数である。 
直径 20 nmの蛍光ビーズに対して、相関時間 400 μsである。蛍光ビーズの濃度
から、集光スポットあたりの蛍光ビーズの個数を算出すると、1.6×10-4個である。

相関時間 (400 μs) のイベントが集光スポットあたりの個数（1.6×10-4個）につき

１回起こると考えると、検出頻度は 0.4回/sと概算される。観察時間 200 sにお
いて、この検出頻度は、1.7 回/sと良好な一致を示すことから、バースト波形が
単一蛍光ビーズの蛍光発光によるものといえる。 

Figure 5.4 (a)に、時間分解フォトンカウンティングシステムより検出された蛍
光強度波形を示す。積算時間 100 μsにおいて、背景信号に対して、ピークフォ
トン数 40 ~ 100 photons/100 μs・時間幅 1 ms以下の蛍光強度波形が観察された。
Figure 5.4 (b)に、Figure 5.4 (a)に示す波形の時間 6.1 ~ 8.0msのプロットの積算値
をまとめたヒストグラムを示す。平均 504 photons/2.0 msであり、1000 photons/2.0 
msの分布をもち、これらの値は Figure 5.3と概ね一致する。Figure 5.4 (c)に、Figure 
5.4 (a)に示す波形の時間幅をまとめたヒストグラムを示す。先行研究に習って、
時間幅は半値幅とした 5。平均時間幅は、495 μsであり、これは、相関時間 400 μs
と概ね一致する。以上の比較から、構築した時間分解フォトンカウンティング

システムにより検出された蛍光強度波形は、従来のフォトンカウンティングシ

ステムにより検出されるバースト波形に対応することがわかった。蛍光ビーズ

のブラウン運動を高時間分解で蛍光観察できたことから、構築したシステムの

有用性が確認された。 
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Figure 5.3 蛍光ビーズのブラウン運動観察（従来のフォトンカウンティングシステム） 
(a) 蛍光強度波形, (b)ピークフォトン数ヒストグラム 

Figure 5.4 蛍光ビーズのブラウン運動観察（時間分解フォトンカウンティングシステム） 
(a) 蛍光強度波形, (b)ピークフォトン数ヒストグラム, (c)滞在時間のヒストグラム 

(a) (b) 

(a) 

(b) (c) 
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5.3.2 DNAナノポア通過挙動観察 

5.3.2.1 実験方法 

 実験は、3.4にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
試料は、λDNA断片（長さ 11933 bp・14321 bp・9533 bp・12715 bp）を蛍光色素
DAPIで染色した DNA試料を使用した。実験において、電圧印加前の cisチャン
バー内の DNA試料の濃度は、70 pMとした。ポーラスシリコン薄膜は、膜厚 10 
nm・孔径 10 nmの薄膜を使用した。電解質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM Tris-HCl (pH 
7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。印加電圧は、100 mVと 400 
mVとした。蛍光強度波形は、従来のフォトンカウンティングシステムと時間分
解能フォトンカウンティングシステムを用いて、同時検出を行った。フォトン

カウンターの積算時間は、2 msとした。ポーラスシリコン薄膜の洗浄時間は、
メタノール 2時間・DDW 2時間とした。時間分解フォトンカウンティングシス
テムの積算時間は、100 µsとした。 
 

5.3.2.2 実験結果 

 Figure 5.5 (a)と(b)に印加電圧 100 mV・400 mV時に従来のフォトンカウンティ
ングシステムで得られた蛍光強度波形を示す。電圧 100 mV・400 mVにおいて、
4.3 と同様に、背景信号に対して、時間幅数 ms のバースト波形が観察され、こ
れが DNAのナノポア通過による蛍光発光であることがわかる。また、印加電圧
が高くなるにつれて、ピークフォトン数が下がる様子もみられ、DNA電気泳動
速度の電圧依存性が観察できている。印加電圧 100 mVにおける検出頻度 6.1 回
/sであった。(4.2)式から、ナノポア通過頻度の理論値を概算すると、4.2 回/ (s・
70 pM) と実験値と概ね近い値を示した。しかし、印加電圧 400 mVにおいて検
出頻度は、4.2と同様に、1秒間に 4.3回と減少する傾向がみられた。Figure 5.5 (c)
と(d)にパルス波形のピークフォトン数をまとめたヒストグラムを示す。印加電
圧 100 mVにおいて、ヒストグラムは、平均ピークフォトン数 456 photons/2 ms
であり、600 photons/2 msの分布をもつ。また、印加電圧 400 mVにおいて、ヒ
ストグラムは、平均ピークフォトン数 240 photons/2 msであり、500 photons/2 ms
の分布をもつ。印加電圧が高くなると、ヒストグラムの分布が低いピークフォ

トン数へシフトし、4.3の成果と同様の傾向がみられた。 
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Figure 5.5 DNAナノポア通過挙動観察（従来のフォトンカウンティングシステム） 
(a), (b) 蛍光強度波形, (c), (d) ピークフォトン数ヒストグラム, 
印加電圧(a), (c) 100 mV, (b), (d) 400 mV 

(a) (b) 

(c) (d) 
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続いて、時間分解フォトンカウンティングシステムより検出された蛍光強度

波形を Figure 5.6 (a)と(b)に示す。検出した蛍光強度波形は、1 ms以内に急峻に
立ち上がり、数 msの時間をかけて減衰する波形であった。印加電圧 100 mVと
400 mVの蛍光強度波形を比較すると、印加電圧 400 mVにおける蛍光強度波形
のピークフォトン数が減少することがわかる。Figure 5.6 (c)と(d)に Figure 5.6 (a)
と(b)の蛍光強度波形の立ち上がりから減衰するまでの時間 (dwell time) をまと
めたヒストグラムを示す。100 mVにおける dwell timeは、平均時間 3.9 msであ
り、7 msの分布をもつ。これに対して、400 mVにおける dwell timeは、平均時
間 3.1 msであり、7 msの分布をもつ。どちらのヒストグラムも、80 %以上の蛍
光強度波形が 5 ms以下の dwell timeと、バースト波形の時間幅数 msと近い値
を示した。また、Figure 5.6 (e)と(f)に Figure 5.6 (a)と(b)の時間 9.4 ~ 11.4 msのプ
ロットの積算値をまとめたヒストグラムを示す。印加電圧 100 mVにおいて、平
均フォトン数 432 photons/2 msであり、400 photons/2 msの分布をもつ。また印
加電圧 400 mVにおいて、平均フォトン数 222 photons/2 msであり、300 photons /2 
msの分布をもつ。印加電圧 100 mVと 400 mVにおける平均フォトン数は、Figure 
5.5 (c)と(d)に示した平均フォトン数と概ね一致したことから、Figure 5.6の蛍光
強度波形は、Figure 5.5のバースト波形に対応することがわかった。したがって、
DNAナノポア通過挙動においても構築したシステムの有用性が確認された。 

Figure 5.5 (c)と(d)と比べて、Figure 5.6 (e)と(f)の分布が狭かった。この違いが
生じた理由として、トリガーの閾値とデータ転送時間が考えられる。ローパス

フィルターを 10 kHzとしていたため、Figure 5.2のような変換された波形は、積
算時間 100 µsの波形に対応することがいえる。したがって、積算時間 2 msでは、
識別に十分なピークフォトン数であったが積算時間 100 µsでは、トリガーの閾
値を超えない波形が存在したことが理由として考えられる。特に、フォトン数

が低いバースト波形に対しては、この可能性が大きい。また、取得波形データ

は、compuscope に一時的に保存した後、パソコンに転送され、保存される。そ
のため、データの一時保存時と転送時には、波形は取得できない。頻度の少な

いフォトン数の高いバースト波形は、データの一時保存と転送のため、ほとん

ど検出されなかったことが理由として考えられる。 
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Figure 5.6 DNAナノポア通過挙動観察（時間分解フォトンカウンティングシステム） 
(a), (b) 蛍光強度波形, (c), (d) ピークフォトン数のヒストグラム, 

(e), (f) 滞在時間のヒストグラム, (a), (c), (e) 印加電圧 100 mV, (b), (d), (f) 印加電圧 400 mV 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 



63 
 

5.4 蛍光強度波形の考察 

前節では、構築したフォトンカウンティングシステムにおいて、DNAがナノ
ポアを通過する様子が 1 ms以下で立ち上がり、数 msでなだらかに減衰する波
形として検出された。これまでに、DNAナノポア通過挙動を 100 μsの時間分解
能で光学観察した事例はないことから、本節では、先行研究の報告事例や理論

解析から、蛍光強度波形と DNAナノポア通過挙動との対応を検討する。 
 まず、集光スポットの大きさと DNAコイルの大きさについて検討する。コイ
ル状の DNA は、ナノポアに引き寄せられ、これを解きナノポアを通過する 5。

ナノポアを通過した DNAは、再びコイル状の形態をとり、ナノポアから離れて
いく 6, 7。本章の実験では、長さ 10 ~ 15 kbpの二本鎖 DNAを使用した。バルク
中における DNAのコイルの大きさ (radius of gyration: Rg) は、次式で表される 8。 
 

𝑅𝑅𝑑𝑑,𝑒𝑒𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑎𝑎 �
𝐿𝐿

3𝑎𝑎
− 1 +

2𝑎𝑎
𝐿𝐿
− 2 �

𝑎𝑎
𝐿𝐿
�
2
�1 − 𝑧𝑧𝑑𝑑𝑝𝑝 �

−𝐿𝐿
𝑎𝑎
���

1/2                    

  (5.2) 

 
a、Lはそれぞれ DNAの持続長 (persistence length) と DNA全長である。また、
高塩濃度溶媒において、2本鎖 DNAの持続長は 44 nmである 9。長さ 10 ~ 15 kbp
の二本鎖 DNAは、全長 3.4 ~ 5.1 µmである。 (5.2)式より、バルク中における長
さ 10 ~ 15 kbpの二本鎖 DNAのコイルの大きさは、直径 440 ~ 540 nmと算出さ
れる。先行研究において、ナノポアを通過した後の DNA は、DNA 鎖に掛かる
張力の影響で、DNAのコイルの大きさが最大で半分程度まで小さくなることが
示唆されている 10,11,12。この収縮効果により、10 ~ 15 kpの二本鎖 DNAのコイル
の大きさが 220 ~ 270 nm程度になる可能性がある。収縮の影響を考慮しても、
transチャンバー側における DNAコイルの大きさは、集光スポット 140 nmと比
べて、大きいことがわかる。 
 続いて、ナノポア通過過程の DNA挙動と蛍光強度波形との対応について検討
する。ナノポア通過時間に関しては、先行研究において、次式に示す 1 次元ラ
ジュバン方程式から、DNAのナノポア通過前の立体的形態とナノポア通過速度
との関係を見積もっている 13。 
 

𝑚𝑚
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑

+ 𝛾𝛾𝑑𝑑 − 𝐹𝐹 = 𝐴𝐴(𝑑𝑑)                                                (5.3) 

 
m、v、γ、F、A(t)は、それぞれ DNA の質量、ナノポア内での DNA 移動速度、
動粘性率、DNAに加わる駆動力、分子衝突により生じる力(thermal force)である。 
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Figure 5.7に印加電圧 120 mV、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAの条件下における(5.3)
式の計算結果を示す。 

Figure 5.7より、ナノポア通過前の DNAの立体的構造によってナノポア通過
時間に違いがあらわれることがわかる。具体的には、ナノポア近傍において、

DNAが丸まった構造(Figure 5.7 a 1)を呈すると、ナノポア通過時間が短く、引き
伸ばされた構造を呈するとナノポア通過時間が長くなることが示唆されている 
(Figure 5.7 b)。Figure 5.7 cは、ナノポア通過速度が通過時間に応じて変化するこ
とを示している。ナノポア通過時間の後半では、速度が急激に上昇することが

わかる。Figure 5.7 aの場合、通過時間 250 µsまでは、ナノポア通過速度 10 mm/s
を維持しており、通過時間後半の 50 µsの間でナノポア通過速度 30 mm/sまで上
昇する。 

Figure 5.7 cの 1から概算すると、ナノポア通過時間 200 µsの時点は、長さ 10 
kbpの二本鎖 DNA全長 (3.4 μm)のうち 2 µm分がナノポアを通過した瞬間と対
応する。2 µmを DNAの分子数に換算すると、6 kbpである。この長さは、(5.2)
式から、バルク中の DNAコイルの大きさは、330 nmに相当する。DNAコイル
の収縮の影響を考慮しても、DNAコイルの大きさは、局在光の大きさ 140 nmと

Figure 5.7 ナノポア通過時間と DNA立体構造の関係性 13 

Reprinted with permission from Biophys J. 101, 70 (2011). 
Copyright 2016, Elsevier 
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比べて大きい。このことから、本研究で用いる実験装置において、10 ~ 15 kbp
の二本鎖 DNAは、ナノポア通過時に既に集光スポット全体に分布することが想
定されるため、蛍光強度波形は、ナノポア通過過程から立ち上がることが考え

られる。 
 最後に、ナノポア通過後のDNA挙動と蛍光強度波形の対応について検討する。
ナノポアを通過した後の DNAは、次式で表されるナノポアから放射状に分布す
る電場 E(r)を受けて、局在光を通って、ナノポアから離れていく。 
 

𝑧𝑧(𝑟𝑟) =
𝑑𝑑2

8ℎ𝑟𝑟2
𝛥𝛥𝑝𝑝                                                        (5.4) 

 
d、h、ΔVは、それぞれナノポアの直径、ナノポアの高さ、印加電圧である。こ
の電場を受けて、ナノポアからある距離まで移動する時間の計算は、次式に示

すドリフト拡散方程式 (drift diffusion equation) から見積もることができる 7。 
 

𝜕𝜕𝑐𝑐(𝑟𝑟, 𝑑𝑑)
𝜕𝜕𝑑𝑑

=
1
𝑟𝑟2

𝜕𝜕
𝜕𝜕𝑟𝑟
𝑟𝑟2 �

∓|𝜇𝜇𝐼𝐼|
2𝜋𝜋𝜎𝜎𝑟𝑟2

𝑐𝑐(𝑟𝑟, 𝑑𝑑) + 𝐷𝐷
𝜕𝜕𝑐𝑐(𝑟𝑟, 𝑑𝑑)
𝜕𝜕𝑟𝑟

�                       (5.5) 

 
μ、I、σ、D は、それぞれ電気泳動移動度、ナノポア内を流れるイオン電流値、
溶媒の導電率、DNAの拡散定数である。先行研究では、(5.5)式を用いて、DNA
が(5.4)式の電場を受けてナノポアから移動する距離の時間発展分布を計算して
いる。Figure 5.8に、長さ 4 kbpの二本鎖 DNA の空間分布の時間発展を示す。
距離 0 nmがナノポア表面に対応する。時間が経過するにつれて、ドリフトと拡
散によって、分布の中心位置がナノポアから離れ、分布も広がる様子がみられ

る。長さ 600 bp以上の 2本鎖 DNAの場合、電気泳動移動度が一定である 14,15。

これを考慮すると、4 kbpの 2本鎖 DNAが数 msの時間をかけて、ナノポアから
数百 nm移動する様子は、本章で使用した長さ 10 ~ 15 kbpの二本鎖 DNAにお
いても、同様な中心位置・広い分布を有した時間発展分布が得られる。Figure 5.8
からナノポアを通過した後の DNAは、バルク溶媒の DNAコイルの大きさで分
布すると仮定すると、中心位置 220 ~ 270 nmに位置する DNAコイルが集光スポ
ットの大きさ 140 nm移動する時間がナノポア通過後の DNAが集光スポットに
滞在する時間と考えられる。Figure 5.8からこの時間は、5 ms程度と概算される。
この値は、Figure 5.6 (a)の蛍光強度波形の減衰時間 2 ~ 5 msと概ね一致する。こ
のことから、蛍光強度波形の減衰は、ナノポア通過後過程の DNA挙動を表して
いることが考えられる。 
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 以上の考察から、蛍光強度波形の立ち上がりと減衰は、それぞれナノポア通

過過程と通過後過程の DNA挙動の情報が含まれるといえる。 
 

5.5 おわりに 

 本章では、ナノポア近傍でのDNAコイルの形成と空間移動を観察するために、
時間分解フォトンカウンティングシステムを構築した。5.2では、時間分解フォ
トンカウンティングシステムの概要を紹介した。5.3、5.4では、蛍光ビーズのブ
ラウン運動と DNAナノポア通過挙動を観察し、構築した時間分解フォトンカウ
ンティングシステムの動作確認を行った。5.5では、5.4の DNAナノポア通過挙
動観察の波形を考察した。先行研究から得られる知見を基に、DNAナノポア通
過観察の波形には、ナノポア通過中とナノポア通過直後の DNA挙動の情報が含
まれると結論づけた。 
 本章では、λDNA断片に蛍光色素DAPIを修飾したDNA試料を使用した。λDNA
断片の長さは、①14321 bpから 9533 bpのばらつきがあったこと、②制限酵素が
働かないため切断パターン以上の長さのDNAが含まれていた可能性あったこと
から、詳細な解析が行えないことが問題点として挙げられる。本論文の手法を

用いて、DNA ナノポア通過挙動を観察するためには、長さを揃えた DNA 試料
を使用した実験を行う必要がある。 
 

Figure 5.8 ドリフト拡散方程式より算出された 4 kbp DNA時間発展分布 7 

Reprinted with permission from Nat. Nanotechol. 2, 775 (2007). 
Copyright 2016, Nature Publishing Group 
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6. ナノポア通過中と通過直後の DNA挙動観察 

6.1 はじめに 
 ナノポアを用いた単一分子計測において、DNA ナノポア通過に関わる一連の
現象解明が重要な研究課題とされている。イオン電流測定において、DNAがナ
ノポアを通過すると電流遮断が生じ、この電流遮断値と電流遮断時間が DNAの
分子構造の情報をもつ。この特徴を利用して、先行研究ではDNAコイルを解き、
ナノポアを通過する過程といったナノポア近傍におけるDNA挙動を研究されて
いる。ノースイースタン大学のWanunuらのグループでは、ドリフト拡散方程式
から導き出した計算結果と DNAナノポア通過時間を比較することで、直径 3.4 ~ 
6.0 nmのナノポアを通過する DNAは、外部電場により DNAコイル自体がナノ
ポア通過を妨害することを示した 1。また、ハーバード大学の Golvechenkoらの
グループでは、DNAナノポア通過時間の分布と一次元のランジュバンモデルか
ら算出した DNAのナノポア通過時間が一致することから、ナノポア近傍におけ
るDNAの立体構造とナノポア通過時間分布に相関があることを示唆している 2。

これらの先行研究では、理論計算を用いることで、DNAコイルがナノポア通過
過程と関係があることを示唆したが、実験的にナノポア近傍で空間分布する

DNAコイルの形成や空間移動を直接観察し、関係性を示した事例はない。本章
では、5章で構築したフォトンカウンティングシステムを用いて、ナノポア通過
中と通過直後の DNA挙動を観察する。6.2と 6.3では、ポーラスシリコン薄膜を
用いて、DNAナノポア通過挙動の観察を行う。6.2では、まず長さ 10 kbpの二
本鎖DNAを用いて、DNAナノポア通過挙動の電圧依存性を観察する。6.3では、
λDNAナノポア通過観察をする。また、6.2で得られた結果との比較を行い、DNA
ナノポア通過と通過後過程における長さ依存性について検討する。6.4では、作
製が容易なアルミナスパッタ膜を用いて、10 kbpの二本鎖 DNAナノポア通過挙
動を観察する。また、6.2で得られた結果と比較し、ナノポア通過と通過後過程
におけるポーラス薄膜の空孔率や材質の影響について検討する。 
 

6.2 長さ 10 kbpの二本鎖 DNAナノポア通過挙動観察 

 光学的測定は、複数のナノポアを通過する DNAを並列観察できることが利点
とされている 3,4。先行研究では、透過型電子顕微鏡の集束電子ビームを利用し

て、トップダウン方式でナノポアを作製する方法が主流とされているが、近年

では、量産性の高いポーラスシリコン薄膜の利用が期待されている 5。本節では、

ポーラスシリコン薄膜を用いて、DNAナノポア通過挙動を観察する。 
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6.2.1 実験方法 

 実験は、3.4にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
DNA試料は、蛍光色素 DAPIで染色した長さ 10 kbpの二本鎖 DNAを使用した。
実験において、電圧印加前の cisチャンバー内の DNA試料の濃度は、10 pMと
した。ポーラスシリコン薄膜は、膜厚 10 nm・孔径 10 nmの薄膜を使用した。電
解質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM Tris-HCl (pH 7.8) を使用した。電極は、Ag/AgCl
電極を使用した。印加電圧は、100 ~ 400 mVとした。蛍光強度波形は、時間分
解能フォトンカウンティングシステムを用いて検出した。ポーラスシリコン薄

膜の洗浄時間は、メタノール 2時間、DDW 2時間とした。時間分解フォトンカ
ウンティングシステムの積算時間は、100 µsとした。 
 

6.2.2 実験結果 

Figure 6.1(a)に印加電圧 100 mVにおける長さ 10 kbp二本鎖DNAの蛍光強度波
形を示す。典型的な蛍光強度波形は、1 ms以内でピークフォトン数に到達し、
数 msで減衰する波形であった。検出された波形は、いずれも減衰時間は、立ち
上がり時間の数倍程度であった。この傾向は、5.3.2 のナノポア通過観察で検出
された波形と同じである。 

 次に、蛍光強度波形の電圧依存性について検討した。Figure 6.1 (b) ~ (d)に印加
電圧200 ~ 400 mVにおける蛍光強度波形を示す。印加電圧を100 mVから400 mV
まで上げるにつれて、滞在時間は短くなることがわかる。また、ピークフォト

ン数も下がることがわかる。Figure 6.2に印加電圧 100 ~ 400 mVにおける滞在時
間とピークフォトン数をまとめたヒストグラムを示す。印加電圧 100 mVの滞在
時間のヒストグラムは、500 µsから 5 msの範囲に分布することがわかる。この
分布が、印加電圧が高くなるにつれて、分布範囲が狭まり、ヒストグラム全体

が短い時間へシフトすることがわかる。また、ピークフォトン数のヒストグラ

ムも、印加電圧 100 mVにおいて、25 ~ 100 photons/100 µsの範囲に分布し、こ
れは印加電圧が高くなるにつれて、分布範囲が狭まり、ヒストグラム全体が短

い時間へシフトすることがわかる。平均滞在時間は、印加電圧 100 ~ 400 mVに
おいて、それぞれ 2.14、1.98、1.75、1.43 msである。また、平均ピークフォトン
数は、印加電圧 100 ~ 400 mVにおいて、それぞれ 50、42、39、33 photon/100 µs
である。立ち上り時間は、印加電圧 100 ~ 400 mVにおいて、455、435、407、357 
μsと大きな変化がみられず、ナノポア内にかかる高い電場によって、DNAが素
早く通過する様子を表していることが考えられる。Figure 6.2 (b)と(d)から、平均
滞在時間と平均ピークフォトン数は、印加電圧に依存することがわかる。これ
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らの結果は、ナノポアを通過した直後の DNAの電気泳動速度の電圧依存性から
説明される。 (4.1)式を用いて、印加電圧 100 mVの条件下で、10 kbpの二本鎖
DNAの有効距離 r*は、2.3 µmである。領域 r < r*において、DNAは電気泳動運
動が支配的となり、領域 r > r*において、拡散運動が支配的となる。本論文で用
いる集光スポットは、ナノポアから 140 nmの距離まで分布する。この集光スポ
ット内を通過する DNAは、電気泳動運動が支配的な領域に位置するため、Figure 
6.2で示した蛍光強度波形の電圧依存性は、電気泳動速度の増加に由来する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.1 10 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過挙動の観察結果 
 (a) - (d) 100 - 400 mV 

(a) 

(b) (c) (d) 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Figure 6.2 10 kbpの二本鎖 DNA ナノポア通過挙動の観察結果 
(a)滞在時間のヒストグラム, (b)平均滞在時間の電圧依存性,  
(c)ピークフォトン数のヒストグラム, (d)平均ピークフォトン数の電圧依存性 
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6.3 λDNA(48 kbp)ナノポア通過挙動観察 

 本節では、λDNAナノポア通過挙動の観察を行った。6.2の長さ 10 kbp二本鎖
DNA通過挙動観察結果と比較を行い、DNAナノポア通過挙動の長さ依存性につ
いて理解を深める。 

 

6.3.1 DNAナノポア通過挙動観察 

6.3.1.1 実験方法 

 実験は、3.4にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
DNA試料は、蛍光色素 DAPIで染色した λDNAを使用した。実験において、電
圧印加前の cisチャンバー内の DNA試料の濃度は、10 pMとした。ポーラスシ
リコン薄膜は、膜厚 10 nm、孔径 10 nmの薄膜を使用した。電解質溶媒は、1.0 M 
KCl/10 mM Tris-HCl (pH 7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。印
加電圧は、300 mVと 500 mVとした。蛍光強度波形は、時間分解能フォトンカ
ウンティングシステムを用いた。ポーラスシリコン薄膜の洗浄時間は、メタノ

ール 2時間、DDW 2時間とした。時間分解フォトンカウンティングシステムの
積算時間は、100 µsとした。 
 

6.3.1.2 実験結果 

 Figure 6.3(a) ~ (b)に、印加電圧 300 mVと 500 mVにおける、λDNAの蛍光強度
波形を示す。Figure 6.1の蛍光強度波形でみられたように、λDNAのナノポア通
過挙動は、立ち上がり時間に比べて、減衰する時間が数倍長い蛍光強度波形と

して検出された。Figure 6.3(a)と(b)を比較すると、印加電圧が高くなるにつれて
滞在時間が短く、ピークフォトン数が下がる傾向がみられた。Figure 6.3 (c)と(d)
に印加電圧 300 mVと 500 mVにおける滞在時間とピークフォトン数をまとめた
ヒストグラムを示す。印加電圧 500 mVにおける滞在時間のヒストグラムは、300 
mVにおける滞在時間のヒストグラムと比べて、全体的に短い滞在時間分布であ
る。平均滞在時間と平均ピークフォトン数は、印加電圧 300 mVと 500 mVに対
して、それぞれ 4.38と 3.01 ms、44と 31 photons/100 µsである。これらは、6.2
の長さ10 kbpの二本鎖DNA電気泳動速度の電圧依存性でみられた傾向と一致す
る。 
 次に、印加電圧 300 mVの条件下における、長さ 10 kbpと 48 kbp (λDNA) の
二本鎖 DNAのナノポア通過挙動観察結果の比較を行う。Figure 6.2 (a)と Figure 
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6.3 (c)から電気泳動移動度が同じであるにもかかわらず、λDNAの平均滞在時間 
(4.38 ms) は、10 kbp二本鎖 DNAの平均滞在時間 (1.73 ms) と比べて 2倍程度長
いことがわかる。λDNAと長さ 10 kbpの二本鎖 DNAの蛍光強度波形に違いが表
れた理由として、2 つの要因が考えられる。第一に、ナノポア通過時間は DNA
の長さに依存することから、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過時間と比
べて、λDNAのナノポア通過時間が長いことが挙げられる。先行研究において、
印加電圧 300 mVにおける λDNAのナノポア通過時間は、数 msと報告されてお
り、蛍光強度波形の時間分解能100 μsでも十分観察できるくらい長いといえる 8。

これは、λDNAの平均立ち上り時間が 650 μsと、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAの
平均立ち上がり時間 400 µsと比べて長いことからも理解できる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

Figure 6.3 λDNA ナノポア通過挙動の観察結果 (a), (b)蛍光強度波形 ,       

(c)滞在時間のヒストグラム, (d)ピークフォトン数のヒストグラム 
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第二に、ナノポア通過後過程における λDNAは、長さ 10 kbp二本鎖 DNAと比
べて、ドリフト速度が遅い可能性が考えられる。バルク溶媒中の DNAの大きさ
を示す gyrationは(5.2)式で示される 9。(5.2)式より、高塩濃度溶媒における 2本
鎖 DNAの持続長は 44 nm であることから、バルク溶媒において、長さ 10 kbp
の二本鎖 DNAと λDNAの大きさは、440 nmと 940 nmと概算される 7。概算結

果から、ナノポア通過後過程の初期段階では、λDNAは長さ 10 kbp二本鎖 DNA
と比べて、広範囲に分布していることが考えられる。(5.4)式で示したように、電
場強度はナノポアから距離に依存して減衰する。この電場分布において、広範

囲に空間分布している λDNA全体に加わる電気泳動力は、長さ 10 kbpの二本鎖
DNAに加わる電気泳動力と比べて小さいため、ナノポア通過後過程において、
λDNAはゆっくりドリフトすることが考えられる。この仮説を明らかにするため
に、次節で理論解析を行う。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.4 λDNAと 10 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過後過程の概念図 
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6.3.2 電場計算 

 本節では、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAと λDNAに掛かる電場強度を見積もる
ために、ポーラスシリコン薄膜近傍の電場分布を計算した。計算ソフトは、

COMSOL Multiphysicsを使用した。電場計算では、空間を格子状のセルに離散化
し、この格子状のセルに対して、方程式を適用して、時間発展を計算する。電

場計算では、以下の 3式を用いた。 
 

∇ ∙ 𝑱𝑱 = −
𝜕𝜕𝑸𝑸𝒋𝒋
𝜕𝜕𝑑𝑑

               (6.1) 

 
𝑱𝑱 = 𝜎𝜎𝑬𝑬+ 𝑱𝑱𝒆𝒆               (6.2) 

 
𝑬𝑬 = −∇𝑽𝑽                (6.3) 

 
J、Qj、σ、E、Je、Vはそれぞれ電流、電荷量、導電率、電場強度、外部電流で
ある。 

6.3.2.1 電場計算モデル 

ポーラスシリコン薄膜近傍の電場分布の

計算に用いた計算モデルを Figure 6.5に示す。
計算領域は、 x[-500 nm:500 nm]、 y[-500 
nm:500 nm]、z[-1000 nm:1000 nm]とした。シ
リコン薄膜を全計算領域に配置した。シリ

コンの膜厚は 10 nm とした。空孔率を 0.04 
nanopores/(100 nm)2と設計するために、単一

のナノポアを中央に配置した。シリコンの

導電率と比誘電率は、それぞれ 1.0×10-12 S/m
と 11.7 である。また、塩化カリウムの導電
率と比誘電率は、それぞれ 11.43 S/m と 60
である。塩化カリウム溶媒をナノポア内と

シリコン薄膜の周囲に満たした。計算モデ

ルの底面をアース (V = 0 V) とし、上面から
印加電圧を与える配置に設計した。印加電

圧は、300 mVである。 

 Figure 6.5 ポーラスシリコン膜の計算モデル 
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6.3.2.2 電場計算結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.6に z[-100nm:100nm]におけるナノポア中央から z軸方向の電場強度分
布を示す。Z = 0 nmは、ナノポア上面に対応する。Z = 0 ~ -10 nmの領域におい
て、高い電場強度がナノポア内に掛かっていおり、シリコン薄膜間において電

圧降下が起こることを表している。また、z = 0 ~ 100 nmの領域において、電場
強度の急峻な減衰がみられでおり、ナノポア上面からの電場強度分布を表す(5.4)
式と一致する。 
 ナノポアを通過した後の 10 kbpの二本鎖 DNAと λDNAコイルの大きさは、
(5.2)式からナノポアからそれぞれ 440 nmと 940 nmまで分布している。次式を
用いて、ナノポアから 440 nmと 940 nmまでの平均電場強度を算出する。 
 

𝑧𝑧� =
1
𝐿𝐿
�𝑧𝑧(𝑙𝑙)𝑑𝑑𝑙𝑙                                                        (6.4) 

 
𝑧𝑧�、L、E(l)はそれぞれ平均電場強度、コイルの大きさ、電場強度分布である。(6.4)
式より、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAと λDNAに掛かる平均電場強度は、それぞ
れ 2.2×105 V/mと 1.0×105 V/mであった。平均電場強度から、電気泳動速度移動
度 (μ: 1.8×10-8 m2/(V s)) を掛けて、電気泳動速度を算出すると、4.0×10-3 m/sと
1.8×10-3 m/sであった 8。λDNAの電気泳動速度が 10 kbpの二本鎖 DNAの電気泳
動速度の半分程度遅いことから、ナノポア通過後の電気泳動速度の違いによっ

て、λDNAの滞在時間が 2倍程度長くなったと理解できる。 

Figure 6.6 ポーラスシリコン膜の電場強度分布 
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6.4 アルミナスパッタ膜を用いた DNAナノポア通過挙動観察 

 ナノポア DNAシーケンサにおいて、孔径 10 nm程度のナノポアを使用する必
要がある。しかしながら、孔径 10 nm 程度のナノポアを集束電子ビームなどで
薄膜上に作製することは容易でないことから、一度作製した孔径数十 nm のナ
ノポアにスパッタリング成膜を行い、ナノポアの大きさを調整する方法が提案

されている 8。本節では、高い実用性を有するアルミナスパッタ薄膜における

DNA ナノポア通過挙動を理解するために、この膜を用いて DNA ナノポア通過
挙動の観察を行った。また、6.2の DNA通過観察結果と比較を行い、DNAナノ
ポア通過挙動の膜特性依存性について検討した。 
 

6.4.1 FDTDシミュレーション 

6.4.1.1 FDTDシミュレーションモデル 

 まず、FDTDシミュレーションより、電場強度分布の解析を行った。Al2O3（ア

ルミナ）をスパッタしたポーラスシリコン薄膜に紫外光を集光したモデルの電

磁場計算を行った。Figure 6.7 に計算モデルを示す。計算ソフトは、Lumerical 
Solutions社の FDTD Solutionsを使用した。膜厚 15 nmのシリコン薄膜を全計算
領域に配置し、この上面に 12.5 nmのアルミナを配置したモデルを計算に使用し
た。アルミナ薄膜上面を z=0とした。中央 13箇所に直径 10 nmのナノポアを配
置された系を取り扱った。ナノポアの間隔は 20 nm である。この系に対して、
波長 375 nmのガウシアンビームを開口数(NA)1.2の対物レンズでアルミナ薄膜
上に集光した。光源は、アルミナ薄膜の上面から 400 nmの位置に配置した。計
算領域は、x[-8000 nm: 8000 nm]、y[-8000 nm: 8000 nm]、z[-100 nm: 420 nm]とし
た。シリコンの屈折率と消衰係数は、それぞれ 6.7と 1.4である。アルミナの屈
折率は、1.79 である。屈折率 1.49 の塩化カリウム溶媒をナノポア内と薄膜の周
囲に満たした。メッシュサイズは、ナノポアに対して 2×2×2 nm3、シリコン薄膜

に対して 5×5×5 nm3、シリコン薄膜周囲の塩化カリウム溶媒に対して 50×50×50 
nm3とした。境界条件は、完全吸収境界 (PML) とした。アルミナスパッタ薄膜
の FDTDシミレーションモデルは、4.2のモデルと比べると、シリコンの膜厚が
5 nm大きい。また、アルミナ 12.5 nmがシリコン上面に配置されている点と空
孔率が高い点が異なる。 
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6.4.1.2 FDTDシミュレーション計算結果 

 電磁場計算結果を Figure 6.8 (a)に示す。4章で紹介したポーラスシリコン薄膜
上に集光した条件と同様にして、集光スポットが薄膜上に形成されることがわ

かる。集光スポットの大きさは、直径 280 nm、深さ 130 nmであり、ポーラスシ
リコン薄膜と比べて、10 nm程度小さいことがわかる。これは、集光スポットが
アルミナ膜の遮光性ではなく、シリコン膜の遮光性により励起されることが理

由として考えられる。X = 100 nmにおける z軸方向の集光スポット（z偏光成分）
の電場強度分布を確認すると、アルミナ薄膜内では電場強度が 40 %低減される
のに対して、シリコン薄膜内では、電場強度が 90 %以上低減されていることか
らも理解できる (Figure 6.8 (b))。電磁場計算結果から、アルミナスパッタ薄膜に
おいても、DNAナノポア通過挙動観察に有効な集光スポットが形成されること
が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 
Figure 6.7 アルミナスパッタ膜の FDTD計算モデル 

Figure 6.8 FDTDシミュレーション結果 
(a)アルミナスパッタ膜上の電場強度分布, (b)z軸方向の電場強度分布 
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6.4.2 DNAナノポア通過挙動観察 

6.4.2.1 実験方法 

実験は、3.4にて述べた実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
DNA試料は、蛍光色素 DAPIで染色した長さ 10 kbpの二本鎖 DNAを使用した。
実験において、電圧印加前の cisチャンバー内の DNA試料の濃度は、10 pMと
した。アルミナスパッタ薄膜は、膜厚 15 nmのシリコン薄膜にアルミナを 12.5 nm
スパッタしたものを使用した。空孔率と平均孔径は、それぞれ 5.4 ~ 6.2 
nanopores/(100 nm)2と 10 nmである。電解質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM Tris-HCl 
(pH 7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。印加電圧は、300 mVと
した。蛍光強度波形は、時間分解能フォトンカウンティングシステムを用いた。

洗浄時間は、メタノール 2時間、DDW 1時間とした。時間分解フォトンカウン
ティングシステムの積算時間は、100 µsとした。 

6.4.2.2 実験結果 

 Figure 6.9 (a)に、印加電圧 300 mVにおける蛍光強度波形を示す。ポーラスシ
リコン薄膜を用いた場合と同様に、DNAのナノポア通過は、減衰する時間が立
ち上がり時間の数倍程度長い蛍光強度波形として検出された。Figure 6.9 (b)と(c)
に滞在時間とピークフォトン数をまとめたヒストグラムを示す。平均滞在時間

と平均ピークフォトン数は、それぞれ 2.20 msと 36 photons/100 µsである。 
6.2のポーラスシリコン薄膜を使用した場合、印加電圧 300 mVにおいて、平
均滞在時間と平均ピークフォトン数は、それぞれ 1.75 msと 39 photons/100 µsで
あった。本実験結果と比較すると、アルミナスパッタ薄膜を使用した場合、平

均滞在時間が長くなる傾向があることがわかる。平均滞在時間が長くなる理由

としてナノポア界面と DNAの相互作用が考えられる。先行研究において、pH 8.0
の溶媒条件下において、アルミナがスパッタした表面は、正に帯電しているこ

とが報告されている 6。アルミナスパッタ膜は正に帯電しているために DNA 通
過する方向に浸透流が流れるが、イオン濃度 1.0 Mにおいて、アルミナ表面の
デバイ長は 0.3 nmと短く、DNAのナノポア通過過程に電気浸透流が寄与しない
ことが報告されている 6。電気浸透流の影響がないことを考えると、負に帯電し

た DNAが正に帯電するアルミナに吸着するために、平均滞在時間が長いことの
理由の一つとして挙げられる。また、アルミナスパッタ膜とポーラスシリコン

薄膜の空孔率と膜厚が異なることから、ナノポア近傍における電場強度分布の

影響が考えられる。 
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(a) 

(b) (c) 

Figure 6.9アルミナスパッタ膜を用いた 
10 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過観察結果 

(a)蛍光強度波形, (b)ピークフォトン数のヒストグラム, 
(c)滞在時間のヒストグラム 
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6.4.3 電場計算 

6.4.3.1 電場計算モデル 

続いて、電場強度分布の影響を理解するために、電場強度分布の膜厚依存性と

空孔率の関係について検討した。Figure 6.10に一例としてアルミナスパッタ薄膜
の計算モデルを示す。計算ソフトは、COMSOL Multiphysicsを使用した。計算領
域は、x[-500 nm: 500 nm]、y[-500 nm: 500 nm]、z[-1000 nm: 1000 nm]とした。シ
リコン薄膜を全計算領域に配置し、直径 10 nm のナノポアを配置したモデルを
用いた。膜厚依存性の計算では、シリコンの膜厚を 10、20、30、40、50 nm と
した。空孔率依存性の計算では、空孔率を 0.04、1、4、10.4、16、25 nanopores/(100 
nm)2と設計するために、薄膜全体に 20、25、33、50、100、200 nm間隔でナノ
ポアを配置した。また、ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ薄膜の電場

強度分布を計算し、ナノポア通過波形の違いについて検討した。2種類のポーラ
ス薄膜の比較では、ナノポアのつまりを考慮して、空孔率は、公称値の 10 %と
した。ポーラスシリコン薄膜の計算条件は、膜厚 10 nm・空孔率 0.04 nanopores/ 
(100 nm)2とした。アルミナスパッタ薄膜の計算では、膜厚 15 nmのシリコン上
面に膜厚 12.5 nmのアルミナを配置したモデルを用いた。アルミナスパッタ薄膜
の計算条件は、膜厚 27.5 nm（シリコン 15 nm+アルミナ 12.5 nm）・空孔率 0.5 
nanopores/(100 nm)2とした。シリコンの導電率と比誘電率は、それぞれ 1.0×10-12 
S/mと 11.7である。塩化カリウムの導電率と比誘電率は、それぞれ 11.43 S/mと
60 である。塩化カリウム溶媒をナノポア内とシリコン薄膜の周囲に満たした。
計算モデルの底面をアース (V = 0 V) とし、上面から印加電圧を与える配置に設
計した。印加電圧は、300 mVとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 6.10 アルミナスパッタ膜の計算モデル 
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6.4.3.2 電場計算結果（膜厚と空孔率の影響） 

まず、電場強度分布の膜厚依存性について検討する。Figure 6.11 (a)にシリコ
ン薄膜に単一ナノポア（孔径 10 nm）に配置した条件での、電場強度分布を示す。
膜厚は 10、20、30、40、50 nmである。Z = 0 nmがナノポア上面に対応する。
Figure 6.11 (a)から、ナノポア内に一様の電場強度で分布しており、薄膜間で電
圧降下が生じることを表している。また、ナノポア内の電場強度も 1.6×107、

1.1×107、8.0×106、6.2×106、5.2×106 V/m と膜厚に依存していることがわかる 
(Figure 6.11 (b))。これは、ナノポア内の電場強度が膜に掛かる電圧 Vを膜厚 hで
割った値に相当することを表している (Epore ∝ V/h)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

Figure 6.11 電場強度分布の膜厚依存性 
(a)z[100 nm:-100 nm], (c)z[50 nm:0 nm], (d)z[200 nm:50 nm],  
(b)ナノポア内の電場強度の膜厚依存性 



83 
 

Figure 6.11 (c)、(d)にナノポア上面 (z = 0 nm) から 200 nmまでの電場強度分布
を示す。電場強度はナノポア上面から距離に依存して減衰することがわかる。

また、電場強度は、膜厚にも依存することがわかる。(5.4)式から、Figure 6.11 (c)、
(d)の電場強度の減衰は、ナノポア上面から 1/r2 で減衰する様子を表していると

いえる。また、電場強度が膜厚に依存する様子は、(5.4)式の 1/hの成分を表して
いるといえる。 
 続いて、電場強度の空孔率依存性について検討する。Figure 6.12 (a)に膜厚 10 
nm のシリコン膜にナノポアを変えた条件での電場強度分布を示す。空孔率は、
0.04、1、4、10.4、16、25 nanopores/(100 nm)2である。Z = 0 nmがナノポア上面
に対応する。ナノポア内の電場強度は、0.04、1、4、10.4、16、25 nanopores/(100 
nm)2のシリコン薄膜に対して、1.6×107、1.4×107、1.1×107、7.7×106、5.3×106、3.7×106 

V/mと空孔率に依存していることがわかる (Figure 6.12 (b))。これは、空孔率が
大きくなるにつれて、ナノポア内に通過する電気力線密度が小さくなることを

表している。 
 Figure 6.12 (c)、(d)にナノポア上面から 200 nmまでの電場強度分布を示す。ナ
ノポア上面からおおよそ 30 nm までの領域では、空孔率が小さいほど、高い電
場強度を示すことがわかる。これは、単一のナノポアから発生する電場に由来

するものと考えられる。単一ナノポアに集中する電気力線密度は、空孔率に依

存することから、空孔率が小さいほど、単一ナノポアから発生する電場強度は

高くなる。ナノポア上面からおおよそ 30 nm までの領域において、単一ナノポ
アから発生する電場の空孔率依存性がみられる。一方、30 nm以上の領域では、
空孔率が大きくなるにつれて、電場強度が高くなることがわかる。これは、空

孔率が大きくなるに従い、シリコン薄膜内のナノポア全体の抵抗が小さくなっ

ため、電解質溶媒内に掛かる電圧値が大きくなったことが理由として考えられ

る。ナノポアの抵抗値は、次式で表される。 
 

𝑅𝑅𝑒𝑒𝑑𝑑𝑒𝑒𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑑𝑑𝑒𝑒 =
1
𝜎𝜎𝑠𝑠𝜋𝜋

�
4ℎ
𝑑𝑑2

+
1
𝑑𝑑
�                                            (6.5) 

 

Rnanopore、σs、d、h は、それぞれナノポアの抵抗値、溶媒の伝導率、ナノポアの
直径、ナノポアの深さである。(6.2)式から、ナノポア直径の二乗に反比例するこ
とからも、空孔率に依存して、ナノポア全体の抵抗値が小さくなり、電解質溶

媒内の電圧値が大きくなったと理解できる。 

 

 

 



84 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

Figure 6.12電場強度分布の空孔率依存性 
(a)z[100 nm:-100 nm], (c)z[50 nm:0 nm], (d)z[200 nm:50 nm],  
(b) ナノポア内の電場強度の空孔率依存性 
 
 
 
 



85 
 

6.4.3.3 電場計算結果（2種類の薄膜の比較） 

 続いて、ポーラスシリコン膜とアルミナスパッタ膜の電場計算結果の比較を行

い、蛍光強度波形の違いについて検討する。Figure 6.13 (a)と(b)に、ポーラスシ
リコン膜とアルミナスパッタ膜における電場強度分布を示す。Z = 0 nmの位置が
ナノポア上面に対応する。膜厚・空孔率が大きいアルミナスパッタ薄膜のピー

ク電場強度が小さくなる傾向は、6.4.3.2 で示した膜厚依存性と空孔率依存性と
一致する (Figure 6.12 (a))。また、空孔率が大きいアルミナスパッタ薄膜は、ポ
ーラスシリコン薄膜と比べて、ナノポア上面から 40 nm の領域において電場強
度が小さく、40 nm 以上の領域において電場強度が大きくなることがわかる 
(Figure 6.12 (b))。これは、6.4.3.2で示した空孔率依存性と一致する。 
 ナノポア通過挙動観察において、アルミナスパッタ膜の方が、ポーラスシリ

コン薄膜と比べて、滞在時間が長かった。蛍光強度波形には、ナノポア通過過

程と通過後過程が含まれることから、これら 2つに分けて、考察する。DNAナ
ノポア通過時間は、ナノポア内に存在する DNAに加わる駆動力に依存すること
が報告されている (τ ∝ 1/F)9。ナノポア内の DNAに加わる駆動力は、F = qEpore

で表される。Figure 6.13 (a)のナノポア内の電場強度を 1 nmずつにナノポア内の
DNAの有効電荷 0.5 e/basebairを掛けて、ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパ
ッタ薄膜における電気的駆動力を計算すると、それぞれ 22.4 pNと 9.0 pNであ
る 10。電気的駆動力の概算から、ナノポア通過時間は、アルミナスパッタ膜の方

が 2 倍程度長いことがわかる。ナノポア内の電場強度は、膜に掛かる電圧を膜
厚で割った値に相当し (Epore ∝ V/h)、また、ナノポア内に存在する DNAの長さ
は、膜厚に対応する (lDNApore ∝ h)。このことから、ナノポア内の DNA に加わ
る駆動力は、膜厚に対して常に一定であり、膜厚の違いがナノポア通過時間に

寄与しないことが知られている 11。したがって、アルミナスパッタ薄膜の長いナ

ノポア通過時間は、空孔率が高いことにより、ナノポア内に掛かる電場強度が

低くなったことが理由として挙げられる。また、空孔率が高い場合、ナノポア

近傍の電場分布も DNAのナノポア通過挙動に影響することが考えられる。ナノ
ポアを通過する前の DNA は、DNA コイルがナノポアより大きいために、DNA
自身の構造を解して、ナノポアを通過する必要がある。DNA自身の構造を解す
過程において、粘性抵抗や浸透流などのイオン衝突が DNAナノポア通過時間に
影響することが報告されている 12。本研究で使用した空孔率が高いのポーラスシ

リコンの場合、DNAナノポア通過時において、Figure 6.14の概念図に示すよう
に、DNAは、周囲のナノポアから発生する電場やイオン衝突を受ける。この複
雑な流動場と電場駆動力によって、DNA自身の立体構造を解し、ナノポアに通
過することが妨害されることも、ナノポア通過時間が長くなる要因として考え



86 
 

られる。蛍光強度波形の平均立ち上がり時間に着目すると、アルミナスパッタ

膜における平均立ち上がり時間は 616 μsに対して、ポーラスシリコン薄膜にお
けるの平均立ち上がり時間は 407 μsと 1.5倍長くなることからも、DNAナノポ
ア通過時間が長くなることが理解できる。 
 一方、ナノポアを通過した後の DNAは、ナノポア近傍に発生する電場を受け
て、移動する。(5.2)式からナノポアを通過した後の DNAの大きさは、バルク溶
媒中の大きさ 440 nmと考えられる。(6.4)式より、アルミナスパッタ膜とポーラ
スシリコン薄膜それぞれに対して、DNAに掛かる平均電場強度は、2.6×105 V/m
と 2.2×105 V/m である。この平均電場強度から、電気泳動速度は、4.7×10-3 m/s
と 4.0×10-3 m/sと算出される。したがって、ナノポア通過後の DNAに同程度の
電気泳動速度で移動することから、ナノポア通過後の DNAは、同程度の時間を
経て、集光スポットから離れていくことが考えられる。アルミナスパッタ膜の

方がナノポアから 40 nm 以降の領域で高い電場強度を示すにも関わらず、アル
ミナスパッタ膜とポーラスシリコン薄膜における蛍光強度波形の平均減衰時間

がそれぞれ 1570 μsと 1350 μsと近い値を示すことからも概算が妥当であると理
解できる。 
 上述の内容をまとめると、アルミナスパッタ膜で滞在時間が長くなった理由

として、DNAのアルミナ界面吸着以外に、高い空孔率のためにナノポア通過時
間が長くなったことが挙げられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

Figure 6.13ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ膜の電場強度分布 
(a) z[100 nm:-100 nm], (b) z[0 nm:400 nm] 
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6.4 おわりに 

本章では、ナノポア通過と通過後の DNA挙動を観察し、ナノポア近傍の電場
に起因する DNA通過挙動を議論した。6.1と 6.2では、ポーラスシリコン薄膜を
用いて、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAと λDNAのナノポア通過挙動を観察し、こ
れの DNA長依存性について議論した。その結果、ナノポアを通過した後の DNA
は長い DNAほど平均電気駆動力が小さいために、電気泳動速度が遅いことが示
せた。6.3では、簡易に作製可能なアルミナスパッタ膜を用いて、長さ 10 kbpの
二本鎖 DNA のナノポア通過挙動観察を行い、6.1 の観察結果と比較した。比較
結果から、DNAのアルミナ界面吸着とポーラス薄膜の高い空孔率の影響によっ
て、DNAナノポア通過時間に長くなることを示した。空孔率がナノポア通過時
間に与える影響として、ナノポア内に加わる電場強度が低下することに加えて、

周囲のナノポアから受ける電場強度やこれらによって生じる複雑な流体力学的

相互作用によって、DNAコイルを解す過程が妨害されていることが示した。 
 本研究法より、新たに得られた知見から、次の方法が DNAナノポア通過の低
速化に利用できる。まず、平均電場強度はナノポア通過後の DNAコイルの大き
さに依存することから、DNAコイルの大きさが大きくなる測定条件を選定する
ことが望ましい。例えば、溶媒温度を低くして、DNAコイルを大きくすること
で、これに加わる電気的駆動力を下げることができる。詳細なメカニズムは明

らかとなっていないが、低温の溶媒条件においてナノポア通過の低速化が報告

されており、DNAコイルの大きさにより電気的駆動力の低下がナノポア通過の
低速化に寄与することが十分考えられる 11。また、ナノポアアレイを利用するこ

Figure 6.14 複数のナノポアが DNAに与える影響 
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とが望ましい。また、ポーラス薄膜と単一ナノポアを用いたイオン電流測定結

果を比較すると、ポーラス薄膜のナノポア通過時間が長いイオン電流波形が得

られており、ナノポアアレイの利用によりナノポア通過の低速化が望める 12, 13。 
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7. 結論 

7.1 はじめに 

 2003 年のヒトゲノム計画の完了に伴い、米国立ヒトゲノム研究所は、全ヒト
ゲノムを 1000 ドル以下のコストで解析すること目標に 1000 ドルゲノムアワー
ドという研究補助金を設立し、多額の費用をシーケンサ開発に関連する研究に

投じた。その結果、現在では、様々な原理に基づく次世代シーケンサが開発さ

れている。その中でも特に注目されている次世代型シーケンサは、ナノポアシ

ーケンサである。ナノポアシーケンサは、1分子レベルでの検出感度を有するこ
とから、DNA試料の増幅が不要である。そのため、ナノポアシーケンサは、前
処理が不要となり、低コストかつ短時間解析可能な技術として期待されている。

しかし、ナノポアシーケンサの実現には、課題点が多く、これらの課題を解決

するために DNAナノポア通過の詳細な理解が求められる。本研究では、先行研
究で提案されている技術では不可能であったナノポア通過中と通過直後の DNA
を観察するために、光学的観察手法を構築した。これを用いて DNAナノポア通
過挙動について検討した。以下に、本研究で得られた成果を各章ごとにまとめ、

今後の展望について述べる。 
 

7.2 ナノポアにおける電解質溶液の流動特性と         

 
 本章では、本研究に関連する物理現象に関して述べた。2.2では、ナノポアの
流動特性について述べた。2.3 では、ナノポア近傍における DNA の挙動につい
て述べた。先行研究では、ナノポア通過後過程について、研究報告は数少ない

ため、ナノポア捕捉過程とナノポア通過過程に関して説明した。 
 

7.3 実験試料と方法（第 3章） 

 本章では、実験試料と方法について述べた。3.2では、DNA試料について説明
した。実験で使用した λDNA切片、長さ 10 kbp二本鎖 DNAのゲル泳動写真か
ら、設計通りの DNAが試料として使用されていることを示した。また、吸光度
スペクトルから、それぞれの DNAに修飾されている蛍光分子数の概算結果につ
いて説明した。3.3では、実験に使用したポーラスシリコン薄膜について説明し
た。ポーラスシリコン薄膜の構造について概説し、TEM 像写真から、実験に使
用したポーラスシリコン薄膜のナノポアの孔径分布について述べた。3.4 では、

DNAナノポア通過特性の物理（第 2章） 
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DNAナノポア通過挙動観察に用いた実験装置について説明した。3.5では、蛍光
強度波形の解析方法について説明した。3.6では、実験前にナノポア内に溶媒が
満たされていることを確認するために行ったイオン電流測定について説明した。

また、測定において、典型的な I-V測定結果を示し、理論式から溶媒が満たされ
るナノポアの数を見積もった。3.7では、実験手順について説明した。 
 

7.4 シリコンナノポア界面における集光スポットの発生（第 4章） 

 本章では、DNAナノポア通過観察に用いる集光スポットの発生について述べ
た。4.2では、FDTD法を用いて算出された電磁場解析結果から、紫外光（λ = 375  
nm）をポーラスシリコン薄膜上に集光すると、シリコンの遮光性により、ナノ
薄膜界面上に集光スポットが励起されることを示した。4.3では、ナノ薄膜上に
励起される集光スポットは、DNAナノポア通過挙動観察に有効であることを実
験的に示した。 
 

7.5 時間分解フォトンカウンティングシステムの構築（第 5章） 

 本章では、時間分解フォトンカウンティングシステムの構築し、システムの

動作確認を行った。5.2では、時間分解フォトンカウンティングシステムについ
て概説した。5.3では、構築した時間分解フォトンカウンティングシステムを用
いて、蛍光ビーズのブラウン運動と DNAナノポア通過を観察した。観察結果を
従来のフォトンカウンティングシステムより検出された波形と比較を行い、シ

ステムの妥当性を示した。5.4 では、5.3 で検出された蛍光強度波形を先行研究
で報告されている知見から、蛍光強度波形の立ち上がりと減衰には、それぞれ

ナノポア通過過程とナノポア通過後過程の DNA挙動が含まれると結論付けた。 
 

7.6 ナノポア通過中と通過直後の DNA挙動観察（第 6章） 

 本章では、5章で構築した時間分解フォトンカウンティングシステムを用いて、
ナノポア通過中と通過後の DNA 挙動観察結果について述べた。6.2 では、長さ
10 kbpの二本鎖DNAナノポア通過挙動観察結果について述べた。6.3では、λDNA
ナノポア通過挙動観察結果について述べた。6.2の観察結果の比較から、ナノポ
アを通過した後の DNA の電気泳動速度は、非一様な電場強度分布より、長い
DNAほど遅いことを示した。6.3では、アルミナスパッタ薄膜を用いて、10 kbp
の二本鎖 DNA のナノポア挙動通過を観察した結果について述べた。6.2 の観察
結果の比較から、表面電荷と高い空孔率の影響によって DNAナノポア通過速度
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が遅くなることを示した。 
 

7.7 おわりに 

 本論文では、集光スポットが DNAコイル観察に有効な 1 μm以下の空間分布
を有することから、DNAコイル形成と空間移動の観察に求められる空間分解能 
100 nmと時間分解能 100 μmを有する光学的観察法を構築した。そして、構築
した観察法を用いて、ナノポア通過中と通過直後の DNA挙動を観察した。 
本研究法を用いて、DNAの長さや膜特性に依存した蛍光強度波形が得られた。
理論計算を基に蛍光強度波形から解析すると、先行研究では報告されていない

DNAナノポア通過挙動を示すことができた。まず、DNA長が長いほど、ナノポ
ア通過後の DNA電気泳動速度が遅いことが示された。また、周囲のナノポアか
ら DNA が受ける複雑な電気的駆動力や流体力学的相互作用によって、DNA ナ
ノポア通過速度が遅くなることが示された。また、これらの知見を基に、DNA
ナノポア通過を低速化する方法を提案することができた。 
新たなナノポア通過過程と通過直後の DNA挙動が示せたことから、本研究手
法は、DNAナノポア通過現象の詳細なメカニズム解明に大いに貢献できるとい
える。しかしながら、5章では、先行研究から報告されている知見を基に、蛍光
強度波形の立ち上がり・減衰は、それぞれ DNAナノポア通過過程とナノポア通
過後過程に対応すると結論づけた。しかし、詳細な DNAナノポア通過現象を理
解するには、蛍光強度波形から DNAナノポア通過過程と通過後過程を分けて解
析することには、情報として不十分である。今後の展望でも述べるが本論文で

述べた光学的手法にイオン電流測定などのDNAナノポア通過過程を観察する装
置を導入することで、詳細な DNAナノポア通過現象が明らかになるだろう。 
 

7.8 今後の展望 

 ナノポアシーケンサの目覚ましい研究進展は、Oxford nanopore 社の MinION
のプレリリースや Quantum biosystems 社などのベンチャー企業の設立からも伺
うことができる。しかし、ナノポアシーケンサの商品化には，更なる測定精度

の向上が求められるため、DNAナノポア通過現象の詳細なメカニズムの解明が
必然的に重要な研究対象となる。本研究法は、ナノポア通過過程と通過直後の

DNA挙動を観察できることから、このメカニズム解明に大いに貢献できる。以
下に、今後の展望として、行うべき研究課題をいくつか述べる。 
 まず、詳細な DNAナノポア通過挙動観察に向けて、微細加工技術により作製
した単一のナノポアを用いて観察を行う必要がある。ナノポア通過直後の DNA
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コイル形成を観察するには、大きさ数十 nm 程度のナノポアを使用することが
望ましいが、光学顕微鏡像では、これを探すことが出来ない。この解決策とし

て、光学顕微鏡で探せるような十分に大きなナノポアに対して、二酸化ケイ素 
(SiO2) をスパッタリングして作製したナノポアを用いるのが有効である。例え
ば、付録 D で紹介している FIB で加工した孔径 280 nm のシリコンナノポアに
SiO2 をスパッタリングして孔径を数十 nm まで小さくすれば、ナノポアを光学
顕微鏡から探すこともできるため、ナノポア通過直後の DNAのコイル状態を観
察できる。 
 イオン電流測定を組み合わせることで、本研究法の応用性を更に広げること

ができる。本研究では、蛍光強度波形にナノポア通過過程とナノポア通過後過

程が含まれることを述べたが、素早い DNAナノポア通過過程を蛍光強度波形か
らの解析では不十分である。そのため、現状では、ナノポア通過過程と通過後

過程に分けて、詳細な解析ができない。この解析を実行するためには、イオン

電流測定を組み合わせて、蛍光観察との同時測定を行うことが望ましい。例え

ば、孔径 10 nm程度のナノポアを通過する場合、直径 2 nmの DNAはまっすぐ
一塩基順番に通過するだけではなく、折りたたまれた状態で通過する。本研究

法とイオン電流測定の組み合わせを用いれば、ナノポア通過時における DNAの
立体的構造 (unfolded DNA translocation, folded DNA translocation) がナノポア界
面における DNA立体的構造に与える影響について検討できる (Figure 7.1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7.1 unfolded translocationと foled translocation直後の DNA挙動 
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 本研究法の空間分解能を上げるために、集光スポットの空間分布制御法を構

築する必要がある。Figure 7.2 の FDTD シミュレーション結果に示すように，z
偏光成分とx偏光成分の集光スポットは，ナノポア界面上とナノポアから100 nm
の異なる領域に分布する。この偏光特性によって、集光スポットが異なる空間

領域に形成される性質を利用して観察領域を 100 nm 移動させることができる。
具体的には，z 偏光成分の集光スポットを生成する光学素子(z 偏光素子)を測定
装置に組み込むことで，通常形成される x 偏光成分と，これとは異なる領域に
分布する z偏光成分を使い分けて、ナノポア近傍において急激に変化する DNA
コイル状態を観察することが可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 DNAのナノポア近傍における動的立体構造を解明するために、溶媒条件（イ
オン濃度，pH，温度など）パラメータとして実験を行い、比較・検討を行う必
要がある。DNAの物理的性質は，溶媒条件に応じて変化するため，DNAの収縮
過程に顕著な違いが現れると考えている。特に，DNA の stiffness（硬さ）が大
きく収縮距離に寄与していると予想され、例えば、溶媒の温度を下げて DNAの
stiffness を高めることで、DNA の収縮距離の伸長が期待できる。この収縮距離
を励起光源の外側まで伸ばすことができれば、本研究法を用いて、塩基配列の

読み取りが可能となる (Figure 7.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7.3 ナノポア通過後 DNA立体構造の溶媒条件依存性 

Figure 7.2 xと z偏光成分の電場強度分布の空間分布 
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最後に、付録 Fに記載してあるように、本研究法を用いて、補捉過程の DNA
挙動を観察することができる。イオン電流を用いた先行研究では、捕捉過程の

DNAが検出頻度 (capture rate) や DNAナノポア通過時間と関係があることが示
唆されている。本研究法を用いれば、DNAがコイル構造を解して、ナノポアを
通過する様子を観察することができるため、捕捉過程の DNA挙動と capture rate
やナノポア通過時間との相関関係について調べることができる。 
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付録 

A. はじめに 

本章では、本論文の骨子として掲載しない実験結果を紹介する。今後の研究に

活用していただきたい。 
 

B. DNAに加わる静電気的駆動力の概算 

DNAに加わる静電気的駆動力を計算するために、有限要素法を用いて、ナノ
ポア内とその周辺に発生する電場強度分布を計算した。計算ソフトは、COMSOL 
Multiphysicsを使用した。 
 

B.1 電場計算モデル 

計算領域は、x[-500 nm:500 nm]、y[-500 
nm:500 nm]、z[1000 nm:-1000 nm]とした。シ
リコン薄膜を全計算領域に配置し、直径 10 
nm のナノポアを中央に配置したモデルを計
算に用いた。シリコンの膜厚は 20 nmとした。
シリコンの導電率と比誘電率は、それぞれ

1.0×10-12 S/mと 11.7である。また、塩化カリ
ウムの導電率と比誘電率は、それぞれ 11.43 
S/mと 60である。塩化カリウム溶媒をナノポ
ア内とシリコン薄膜の周囲に満たした。計算

モデルの底面をアース（V =0 V）とし、上面
から印加電圧を与える配置に設計した。印加

電圧は、120 mVとした。 

 
 
 
 
 
 
 

Figure B.1 計算モデル 
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B.2 電場計算結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure B.2 (a)に電場計算結果を示す。ナノポア上面を z = 0 nmとした。Z = 0 ~ 
-20 nm において、一様な電場強度で分布しており、シリコン薄膜で電圧降下が
起こることを表している。また、z = 0 nm以降の領域において、電場強度は、指
数的に減衰していることがわかる。これらの特徴は、6章で行った電場強度計算
結果と一致する。Figure B.2 (b)に長さ 4 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過モデ
ルを示す。膜厚 20 nm のシリコン薄膜に作製されたナノポアを一直線に通過す
ると、長さ 60 bpの長さDNAがナノポア内に存在する。Cisチャンバー内に 3 kbp、
また transチャンバー内に 1 kbpの DNAが存在する条件における、ナノポア内と
cis、trans チャンバー内の DNA に掛かる静電気的駆動力を計算する。Cis、trans
チャンバー内の DNAコイルの大きさがバルク溶媒中の DNAコイルの大きさと
同程度であると仮定すると、それぞれは、次式から算出される 1。 
 

𝑅𝑅𝑑𝑑,𝑒𝑒𝑑𝑑𝑒𝑒𝑒𝑒𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑎𝑎 �
𝐿𝐿

3𝑎𝑎
− 1 +

2𝑎𝑎
𝐿𝐿
− 2 �

𝑎𝑎
𝐿𝐿
�
2
�1 − exp �

−𝐿𝐿
𝑎𝑎
���

1/2

   (B. 1) 

 
L、aは、ぞれぞれ DNAの長さと DNAの持続長である。(B.1)式に、高塩濃度条
件下における DNAの持続長 44 nmを代入して、長さ 3 kbpと 1 kbpの DNAコイ
ルの大きさは、270 nmと 130 nmである。 
続いて、DNAの表面電荷を算出する。Chenらの文献から、ある長さ Lの DNA
の表面電荷は次式で表される 2。 

Figure B.2 (a)膜厚 20 mn・孔径 10nmのシリコンナノポアの電場強度分布,  
(b)長さ 4 kbpの二本鎖 DNAのナノポア通過モデル 
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𝑞𝑞 = 2𝜋𝜋𝑎𝑎∗𝜎𝜎∗𝐿𝐿             (B. 2) 
 
a*、σ*は、それぞれ DNAの半径 (1 nm) と DNAの表面電荷密度である。a*、σ*

は、1 nmと 0.15 C/m2である。長さ 3 kbpと 1 kbpの DNAコイルの表面電荷は、
9.3×10-16 Cと 3.1×10-16 Cと算出される。DNAコイルを上式から算出した表面電
荷で帯電する球体と仮定して、Figure B.1の電場分布から 3 kbpと 1 kbpの DNA
コイルに掛かる平均電場強度を算出すると、6.4×104 V/mと 1.3×105 V/mである。
したがって、長さ 3 kbpと 1 kbpの DNAコイルに加わる静電気的駆動力は、60 pN
と 41 pNと算出される。また、ナノポア内の長さ 60 bpの二本鎖 DNAの表面電
荷は、(B.2)式から 1.8×10-17 Cと算出される。これに、ナノポア内の一様な電場
強度 4.3×106 V/mを掛けると、ナノポア内の DNAに加わる静電気的駆動力は、
80 pNと算出される。 
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C. 集光スポットの励起における屈折率と消衰係数の影響 

本章では、薄膜の屈折率・消衰係数を変えて、FDTD シミュレーションによ
る電磁場解析を行い、これらのパラメータと集光スポットの励起の関係につい

て検討する。 
計算条件は、4.2で示したように波長 375 nmの光源を N. A. 1.2の対物レンズ

で膜厚 10 nm の薄膜上面に集光したモデルを用いた。また、薄膜中央には直径
10 nm・深さ 10 nmのナノポアを 3つ配置した。初めに、屈折率をシリコンの屈
折率 n=6.7に固定し、消衰係数を k = 0.5 ~ 5に変えて電磁場解析を行った。Figure 
C.1 (a)に屈折率 n = 6.7・消衰係数 k = 0.5における電磁場解析結果を示す。Figure 
C.1 (a)の集光スポットは、低い消衰係数にも関わらず、Figure 4.2 (a)と同じ電場
強度を示した。その他の消衰係数の条件においても、電場強度は Figure 4.2 (a)
と同じ値を示した。次に、消衰係数 k = 1.5に固定し、屈折率を変えて計算を行
った。Figure C.1 (b)に屈折率 n = 2における電磁場解析結果に示す。4.1.2の電磁
場解析と同様に、集光スポットは薄膜上面から 100 nmの位置に励起しているこ
とがわかる。また、屈折率 n = 2の条件では、励起光が薄膜を透過し、薄膜下面
に集光スポットの半分程度が分布しており、ピーク電場強度が屈折率 n = 6.74
と比べて低いことがわかる。Figure C.1 (c)に薄膜の屈折率 n = 2 ~ 6.7における集
光スポットのピーク電場強度と KCl (n = 1.2) 溶媒中に集光した時の集光スポッ
トのピーク電場強度をまとめたグラフを示す。屈折率が高くなるにつれて、ピ

ーク励起強度が大きくなり、屈折率 n = 6.7の条件下では、溶媒に集光した時の
ピーク励起強度と比べて、2倍程度高くなることがわかる。屈折率と消衰係数を
変えた計算から、励起波長に対して高い屈折率を有するナノ薄膜を用いること

で、4.2で示した集光スポットが励起できるといえる。 
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FDTDシミュレーション計算結果 
Figure C.1 薄膜の屈折率・消衰係数を変えた条件での 

 (a)屈折率 n = 6.7・消衰係数 k = 0.5における電磁場解析結果 
 (b)屈折率 n = 2・消衰係数 k = 1.5における電磁場解析結果 
 (c)屈折率 n = 2 ~ 6.7における局在光のピーク電場強度 

（a） （b） 

（c） 
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D. DNAの単一ナノポア通過観察 

本章では、FIBで加工した単一ナノポアを用いて DNAナノポア通過観察を行
った。 

 

D.1 FIB加工によるシリコンナノポア 

 単一ナノポアを用いた DNAのナノポア通過観察を行うために、集束イオンビ
ーム装置を用いてシリコン薄膜上にナノポアを作製した。使用したシリコン薄

膜は、膜厚 15 nmのアモルファスシリコンメンブレン TEMグリッドである。シ
リコンメンブレン TEMグリッドは、Figure D.1に示したように結晶シリコンの
フレーム中央にアモルファルシリコン自立薄膜が作成された構造をとる。ナノ

ポア作製に使用した集束イオンビーム装置は、日本電子株式会社製の JIB-4600F
である。作製条件は、ビームサイズ 10、ドース量 0.1 nC/μm2とした。ナノポア

は、5 μm間隔に、4×4の合計 16個をシリコン薄膜上に作製した (Figure 3.8)。作
製したナノポアの大きさは、280 nmである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure D.1 FIB加工によるシリコンナノポアの走査型電子顕微鏡像 
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D.2 FDTDシミュレーション 

D.2.1 FDTDシミュレーションモデル 

まず、シリコン薄膜上に作製した単一ナノポアに紫外光を集光したモデルの

電磁場計算を行った。Figure D.2に計算モデルを示す。計算ソフトは、Lumerical 
Solutions社の FDTD Solutionsを使用した。膜厚 15 nmのシリコン薄膜を全計算
領域に配置したモデルを計算に使用した。シリコン薄膜上面を z = 0 nmとした。
中央 1箇所に直径 280 nmのナノポアを配置された系を取り扱った。この系に対
して、波長 375 nmのガウシアンビームを開口数 (NA) 1.2の対物レンズでナノポ
ア中央に集光した。光源は、シリコン薄膜の上面から 400 nmの位置に配置した。
計算領域は、x[-8000 nm:8000 nm]、y[-8000 nm:8000 nm]、z[420 nm:-300 nm]とし
た。シリコンの屈折率と消衰係数は、それぞれ 1.4 と 6.74 である。屈折率 1.49
の塩化カリウム溶媒をナノポア内とシリコン薄膜の周囲に満たした。メッシュ

サイズは、ナノポアに対して 5×5×5 nm3、シリコン薄膜に対して 5×5×5 nm3、シ

リコン薄膜周囲の塩化カリウム溶媒に対して 50×50×50 nm3とした。それぞれの

メッシュサイズ差を埋めるように、メッシュタイプは、Custom non-uniformとし
た。境界条件は、完全吸収境界 (PML) とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure D.2 FIB加工ナノポアの FDTD計算モデル 
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D.2.2 FDTDシミュレーション結果 

 Figure D.3に x[-200 nm: 200 nm]、z[-400 nm: 400 nm]の領域における電場分布を
示す。孔径 280 nmの条件において、ナ
ノポア内に直径 280 nm・深さ 700 nm
の集光スポットが励起されていること

がわかる。シリコン薄膜からの反射光

との干渉により、Z = 280 nmの領域に、
2 つ目の集光スポットが現れているこ
とがわかる。また、孔径数十 nmのナノ
ポアに集光した場合とは異なり、孔径 
280 nmのナノポアの条件では、電場が
trans側に 400 nm程度染み出ていること
が確認できる。したがって、DNAナノ
ポア通過観察実験において、DNAの励
起は trans側から起こることがわかる。 
 

D.3 ナノポア通過観察 

D.3.1 実験方法 

実験は、3.3にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は100 μWとした。
試料は、長さ 10 kbpの二本鎖 DNAを蛍光色素 DAPIで染色した DNA試料を使
用した。実験において、電圧印加前の cisチャンバー内の試料の濃度は、10 pM
とした。シリコン薄膜は、膜厚 15 nmのシリコン薄膜に FIB加工により孔径 280 
nm のナノポアを作成したものを使用した。電解質溶媒は、0.01 M KCl/10 mM 
Tris-HCl (pH 7.8) を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。印加電圧は、
100、200、300、400 mV とした。蛍光強度波形は、時間分解能フォトンカウン
ティングシステムを用いた。洗浄時間は、メタノール 30分・DDW 30分とした。
時間分解フォトンカウンティングシステムの積算時間は、100 µs とした。レー
ザーを単一ナノポア上に集光して、実験を行った。レーザー集光位置は、光学

像から、ナノポアの中央にレーザーが集光されていることを確認した。実験で

は、5分につきレーザー集光位置のアライメントを行い、おいて常にレーザーが
ナノポア上に集光していることを確認して、実験を行った。解析には、ピーク

フォトン数が 40 photons/100 μs以上の蛍光強度波形を用いた。 

Figure D.3 FDTDシミュレーション結果
（FIB加工ナノポア） 
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D.3.2 実験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

Figure D.4 10 kbpの二本鎖 DNAの FIB加工ナノポア通過観察 
(a) - (d)印加電圧 100 ~ 400 mVにおける蛍光強度波形, 
(e)滞在時間のヒストグラム, (f)ピークフォトン数のヒストグラム 
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 Figure D.4 (a)に印加電圧 100 mVにおいる蛍光強度波形を示す。検出された波
形は、減衰時間が立ち上がり時間の数倍程度の蛍光強度波形であった。6.2のポ
ーラスシリコンを用いた場合と比べて、数倍長い滞在時間であることがわかる。

Figure D.4の FDTDシミュレーション結果から、これは、DNAを励起している
領域が 700 nmと数倍広いことが理由として考えられる。 
 Figure D.4 (b) ~ (d)に印加電圧 200 ~ 400 mVにおける蛍光強度波形を示す。印
加電圧が高くなるに従い、滞在時間が短くなる傾向がみられ、これは、ポーラ

スシリコン薄膜の条件での電圧依存性の実験結果と一致する。Figure D.4 (e) - (f)
に滞在時間のヒストグラムとピークフォトン数のヒストグラムを示す。印加電

圧 100 ~ 400 mVにおいて、滞在時間はそれぞれ 4.8、4.1、2.7、1.8 msであった。
また、印加電圧 100 ~ 400 mVにおいて、ピークフォトン数は、84、113、73、96 
photons/100 μsであった。滞在時間に関しては、ポーラルシリコン膜を用いた場
合と同様に DNA電気泳動速度の電圧依存性がみられた。しかし、ピークフォト
ン数では、電圧依存性がみられなかった。 

 

D.4 電場計算 

D.4.1 電場計算モデル 

続いて、単一ナノポア近傍の電場分布の計算を行った。Figure D.5に計算モデ
ルを示す。計算ソフトは、COMSOL Multiphysicsを使用した。計算領域は、x[-500 
nm:500 nm]、y[-500 nm:500 nm]、z[1000 nm:-1000 nm]とした。シリコン薄膜を全
計算領域に配置し、直径 280 nmのナノポアを中央に配置したモデルを計算に用
いた。シリコンの膜厚は 15 nm とした。シリコンの導電率と比誘電率は、それ
ぞれ 1.0×10-12 S/mと 11.7である。また、塩化カリウムの導電率と比誘電率は、
それぞれ 11.43 S/mと 60である。塩化カリウム溶媒をナノポア内とシリコン薄
膜の周囲に満たした。計算モデルの底面をアース（V = 0 V）とし、上面から印
加電圧を与える配置に設計した。印加電圧は、100、200、300、400 mVとした。 
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D.4.2 電場計算結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure D.5 FIBナノポアのCOMSOL計算モデル 

Figure D.6 FIBナノポア近傍における電場強度分布の電圧依存性 
(a)電場強度分布, (b)ピーク電場強度 



106 
 

Figure D.5 (a)にナノポア中央から z軸方向に-400 nmから 400 nmまでの電場分
布を示す。Z = 0 nmがナノポア上面と対応する。電場強度は、等方的に分布する
ことがわかる。Figure D.5 (b)にピーク電場強度に示す。印加電圧に線形的に依存
しており、ナノポア内の電場強度の電圧依存性（Epore ∝ V/h）と一致する。また、
ナノポア近傍においても(z = 0 ~ 400 nm, -15 ~ -400 nm)、電場強度は、印加電圧に
依存しており、これは、(6.3)式と一致する。 

DNAの電気泳動速度は、電場強度に電気泳動移動度を掛けることで算出され
る (v = μE)。ある電気泳動速度の物体がある距離を移動する時間は、次式で示さ
れる 3。 

 

𝜏𝜏 =
1
𝜇𝜇
�

1
𝑧𝑧(𝑧𝑧)

𝑧𝑧1

𝑧𝑧2
𝑑𝑑𝑧𝑧                                                     (𝐷𝐷. 1) 

 

局在光が分布する z = -400 ~ 280 nmまでの領域を大きさ 520 nmの DNAが通
過する。上式に Figure D.5 (a)に示す電場強度を代入して、z = -920 ~ 800 nmのに
要する時間を算出すると、印加電圧 100、200、300、400 mVにおいて 5.1、2.6、
1.7、1.3 msであった。この理論値は、Figure D.5 (e)の滞在時間（実験値）と概ね
近い値を示す。実験値に理論値より長い滞在時間が含まれる理由として、DNA
のシリコン吸着や電気浸透流の影響が挙げられる。バルク中における 10 kbpの
二本鎖 DNAの大きさは、直径 520 nmと実験に用いたナノポアより大きい。そ
のため、DNAは、シリコン界面と接触しながら、ナノポアを通過するため、DNA
の界面吸着によって、電気泳動速度が低下したことが考えられる。また、シリ

コンは、pH 7.9の溶媒条件下において、負に帯電しているため、DNAがナノポ
アを通る方向に逆らって電気浸透流が流れる 4。この電気浸透流が DNA のナノ
ポア通過を遅めたことも理由として考えられる。 
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E. 長さ 10 kbpの環状 DNAナノポア通過挙動観察 

 長さ 10 kbp環状 DNAナノポア通過挙動を観察した結果について述べる。 
 

E.1 実験方法 

 実験は、3.3にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
試料は、長さ 10 kbp環状 DNAを蛍光色素 DAPIで染色した DNA試料を使用し
た。実験において、電圧印加前の cisチャンバー内の試料の濃度は、10 pMとし
た。ポーラスシリコン薄膜は、膜厚 10 nm・孔径 10 nmの薄膜を使用した。電解
質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM Tris-HCl (pH 7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極
を使用した。印加電圧は、200 mVとした。蛍光強度波形は、時間分解能フォト
ンカウンティングシステムを用いて検出した。ポーラスシリコン薄膜の洗浄時

間は、メタノール 2時間・DDW 2時間とした。時間分解フォトンカウンティン
グシステムの積算時間は、100 µsとした。 
 

E.2 実験結果 

 Figure E (a)に、印加電圧 200 mVにおける長さ 10 kbp環状 DNAの蛍光強度波
形を示す。長さ 10 kbp環状 DNAにおいても、立ち上がり時間と比べて、減衰時
間が長い蛍光強度波形として、検出された。Figure E (b)と(c)に、印加電圧 200 mV
における蛍光強度波形の滞在時間とピークフォトン数をまとめたヒストグラム

を示す。印加電圧 200 mVにおける平均滞在時間は、2.1 msであった。また、平
均ピークフォトン数は、それぞれ 31 photons/100 µsであった。環状 DNAは、折
れ曲がってナノポアを通過するDNAのナノポア通過時間と一致することが知ら
れている 1。立ち上がり時間に着目すると、印加電圧 200 mVにおける平均立ち
上がり時間は、典型的には 392 µsと、長さ 10 kbp二本鎖 DNAの蛍光強度波形
（Figure E (b)）の立ち上がり時間と違いがみられなかった。このことから、本研
究条件下ではDNAがナノポアを真っすぐ通過する場合と折れ曲がって通過する
場合を蛍光強度波形から区別できないといえる。 
 長さ 10 kbpの二本鎖 DNAのピークフォトン数と滞在時間を比較すると、長さ
10 kbpの環状 DNAは、滞在時間に違いがみられず、低いピークフォトン数であ
った。この結果は、ナノポア通過後の過程が影響していることが考えられる。

これらのバルク溶媒中における大きさは、次式で算出することができる 1。 
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           (E. 1) 

 

 αは、である。Lsと rsは、である。また、高塩濃度溶媒における 2本鎖 DNA
の持続長を 44 nmを代入すると、環状 DNAの大きさは、それぞれ 160 nmと算
出された 3。6.3.2.2で行ったように、電場強度分布から環状 DNAの電気泳動速
度を見積もると、4.9 × 10-3 m/sと 20%程度大きい値と算出された。20%程度と電
気泳動速度の差が小さかったため、本実験機構では、滞在時間に違いがみられ

なかったと考えられる。一方、この環状 DNAがナノポアを通過し終えた直後に
早い速度で移動する様子は、少ないピークフォトン数に表れていることが考え

られる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure E 10 kbpの環状 DNAナノポア通過観察結果 
(a)蛍光強度波形, (b)滞在時間のヒストグラム,  
(c)ピークフォトン数のヒストグラム 

(a) (b) 

(c) 
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F. DNA捕捉過程の観察 

 DNAの捕捉過程は、イオン電流測定を用いた実験において、capture rateと関
係があることから重点的に研究されている 5。本節では、DNA の捕捉過程を観
察した結果について紹介する。 
 

F.1 実験方法 

 実験は、3.3にて紹介した実験装置を用いた。レーザー強度は 100 μWとした。
試料は、長さ 10 kbp二本鎖 DNAを蛍光色素 DAPIで染色した DNA試料を使用
した。実験において、電圧印加前の trans チャンバー内の試料の濃度は、20 pM
とした。薄膜は、膜厚 10 nm・孔径 10 nmのポーラスシリコン薄膜と膜厚 27.5 nm・
孔径 10 nmのアルミナスパッタ薄膜を使用した。電解質溶媒は、1.0 M KCl/10 mM 
Tris-HCl (pH 7.8)を使用した。電極は、Ag/AgCl電極を使用した。印加電圧は、
-300と-500 mVとした。蛍光強度波形は、時間分解能フォトンカウンティング
システムを用いて検出した。ポーラスシリコン薄膜の洗浄時間は、メタノール 2
時間・DDW 2時間とした。アルミナスパッタ薄膜の洗浄時間は、メタノール 2
時間・DDW 1時間とした。時間分解フォトンカウンティングシステムの積算時
間は、100 µsとした。 

 

F.2 実験結果 

 Figure F.1 (a)と(b)に、ポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ膜を使用した
条件における、DNAの捕捉過程の蛍光強度波形を示す。印加電圧は、それぞれ
-300 mVと- 500mVである。どちらの条件においても、ナノポア通過観察時にみ
られた蛍光強度波形を反転させた蛍光強度波形であることがわかる。なだらか

に立ち上り、急峻に減衰する波形の時間変化は、集光スポットに DNAが引き寄
せられて、ナノポアを通過する様子を表していると考えられる。立ち上りから

減衰するまでの時間を滞在時間と定義して、ピークフォトン数と滞在時間の分

布をまとめた散布図を Figure F.1(c)に示す。ポーラスシリコン薄膜を使用した条
件では、平均滞在時間と平均ピークフォトン数は 780 μsと 32 photons/100 μsで
あった。これに対して、アルミナスパッタ薄膜を使用した条件では、1.8 ms と
50 photons/100 μsであった。 
 Figure 6.13 のポーラスシリコン薄膜とアルミナスパッタ膜の電場強度分布か
ら考察する。ナノポアから 40 nm までの領域では、ポーラスシリコン薄膜の方
が高い電場強度分布を示し、40 nm以降の領域では、これが反転することがわか
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る。定性的に考えると、40 nm以降の領域において、低い電場強度を示すポーラ
スシリコン薄膜の方が、DNAに加わる駆動力が弱いことから、長い滞在時間と
高いピークフォトン数を示すことが考えられる。しかし、実験結果では、ポー

ラスシリコン薄膜の方が、短い滞在時間と低いピークフォトン数となった。こ

のような結果から、ナノポアから 40 nmまでの領域の電場強度分布が DNAナノ
ポア通過に大きく寄与することが考えられる。 
電場勾配条件下において、先頭の DNA の方が強い電場を受けるため、DNA
は引き伸ばされた形態でナノポアへ引き寄せられていることが考えられる

(Figure F.2①)。先頭の DNAがナノポアに到達すると、コイルの大きさがナノポ
アより大きいために、DNAはナノポア上にとどまり動き回る(Figure F.2②)。こ
の動き回る DNAの先端がナノポア直上の電場を受けて、コイルを解すのに十分
な力を得るとナノポアを通過する(Figure F.2③, ④)。実験において、ポーラスシ
リコン薄膜において、DNAは、ナノポア直上に到達すると、強い電場強度を受
けてを動きまわる間も無く、直ぐにナノポアを通過したために、短い滞在時間

と低いピークフォトン数を示したといえる。 
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Figure F.1 10 kbpの二本鎖 DNA捕捉観察結果 
(a), (b)蛍光強度波 (a)ポーラスシリコン薄膜, (b)アルミナスパッタ膜 
 (c)ピークフォトン数 vs滞在時間の散布図 

(a) (b) 

(c) 

Figure F.2 DNA捕捉過程の概念図 

① ② 

③ 
④ 
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からこそ、本研究を今日まで推し進めることができました。誠に有難うござう

います。 
武村宙氏、小野武正氏、林俊之氏、加藤宏之氏には、苦しいときに激励の言

葉をかけて応援していただきました。誠に有難うございます。 
本研究は、日本学生支援機構の若手特別研究員 DC2の資金的援助のもと遂行
された。このような環境を与えてくださった日本学術振興会に感謝の意を表し
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ます。 
最後に、大学院博士課程への進学に理解し、常に暖かく激励してくれた父秀

勝、母敦子、兄拓人に心より感謝の意を表します。 


	表紙
	中表紙
	目次_最終版
	本文＿山崎洋人＿最終版

