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研究成果の概要（和文）：本研究では，λＤＮＡの両端をジゴキシゲニン（ＤＩＧ）とビオチン

で修飾し，モータタンパク質であるキネシンの運動によりλＤＮＡを 1 分子ずつ操作するため

の分子系を構築した．キネシンコートガラス上での微小管の運動時に，微小管上のアビジン分

子とλＤＮＡの一端のビオチン分子が結合することで，λＤＮＡが伸長される様子を観察する

ことに成功した．伸長した分子に対して制限酵素反応を行い，λＤＮＡが切断される様子を 1

分子で観察した．また，この分子系を所望の位置に配置し，高効率で反応を観察するためのデ

バイス開発も行った．マイクロ・ナノ灌流チャネルをナノインプリントリソグラフィ（ＮＩＬ）

とＵＶリソグラフィ（ＵＶＬ）の融合により製作し，送液システムの統合，タンパク質アッセ

イをおこなう技術を確立した． 

 
研究成果の概要（英文）：We modified two ends of DNA by digoxigenin (DIG) and biotin for 

single molecule manipulation. One end labeled with DIG was immobilized on the glass 

surface coated by anti-DIG antibody, and the other end labeled with biotin was 

manipulated by gliding microtubules modified with streptavidin. After stretching DNA, a 

restriction enzyme was applied to visualize cleaving of the DNA molecule at single 

molecule level. To achieve highly parallel and massive DNA manipulation, we fabricated 

micro/nano scale perfusable multi-scale channel structures. Integration of nanoimprint 

lithography (NIL) and UV lithography (UVL) realized such a complex and multi-scale 

structures. It was evaluated by implementing a pressure-driven flow system and protein 

assay. 
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１．研究開始当初の背景 

 キネシン－微小管系に代表されるモータ
タンパク質をアクチュエータとして利用す

る研究は，2000 年頃から国内外で注目され
るようになってきた．電気・機械的な駆動源
を要するマイクロアクチュエータと異なり，
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モータタンパク質は ATP の加水分解により
化学エネルギーを利用して 1 m/s 程度の速
度で運動する．また，モータタンパク質の大
きさは数 10 nm であり，マイクロアクチュエ
ータ微細化の限界を突破するツールとして
注目されている． 

 これまでに，我々のグループも含め，主に
人工物（マイクロビーズ、シリコン片など）
の搬送とマイクロデバイス内でのモータタ
ンパク質の運動観察がおこなわれてきた．し
かし，モータタンパク質がナノメートルスケ
ールであることを有効に利用して，ナノメー
トルスケールの特定の分子を操作する分子
系は確立していない．そこで，今後当該分野
においては，駆動分子であるモータタンパク
質と対象分子が１対１レベルで機能を発現
するアクチュエータシステムを構築する必
要がある． 

 分子系の構築と同時に，このようなバイオ
アッセイを可能にするマイクロ・ナノデバイ
スの開発も必要である．サブマイクロスケー
ルの構造内に生体分子を封じ込めるだけで
アッセイが可能な場合は，既に 1 分子かつ高
効率でアッセイが実現されている．しかし，
一般のアッセイではタンパク質の固定と洗
浄を繰り返す必要があり，圧力送液による灌
流システムが必要となる．そこで，サブマイ
クロスケールであっても，確実にタンパク質
溶液を送液でき，マイクロチャネル内に分子
系を構築することのできるデバイスの開発
が望まれている． 

 

２．研究の目的 

 以上の様な背景から，我々のグループでは
本補助金の支援を受け二つの方向から主題
である「ＮＩＬとＵＶＬの融合によるタンパ
ク質配置とＤＮＡの大量並列解析」にアプロ
ーチした．一つは，遺伝子工学的に分子改変
が容易な DNA 分子をモータタンパク質で 1

分子操作し，伸長した分子に対し制限酵素反
応を行う．このボトムアップ的アプローチに
よりモータタンパク質の分子操作ツールと
しての機能を示す．もう一つは，この分子反
応系を所望の場所に配置し高効率でその反
応を観察するためのプラット
フォームとなるデバイス開発
である．これはトップダウン的
アプローチである． 

 前者の分子系については，こ
れまで取り組んできたDNAの
修飾技術を応用し，より高効率
な分子操作系の確立を目指し
た．また，後者のデバイス開発
に着いては，UVL で製作した
マイクロ構造をインターフェ
ースとして利用して，NIL で製
作したナノ構造への送液，灌流

技術を確立することを目的とした．最終的に
両者を融合し，デバイス内で DNA を操作・
伸長し、制限酵素による１分子解析を実現す
ることを目標として研究を推進するした． 

 

３．研究の方法 

（１）λDNA両端の分子修飾 
 本研究でマニピュレーションの対象とす
るλDNA の両端を，異なる分子で修飾するこ
とにより個別に操作できるよう準備をおこ
なう．λDNA を制限酵素（NruI）で処理し，
両端から得られる DNA 断片を回収，それぞれ
をビオチンと DIGで修飾した後，新たにイン
タクトなλDNA にライゲーションをおこない
結合する方法を検討した．ビオチンと DIG が
導入されたことをメンブレンブロッティン
グにより確認した． 
 
（２）分子システムの検討と DNA のマニピュ
レーション 
 従来の試行実験において DNAの操作効率が
悪いことが問題点であった．よって，上記
（１）の DNA 分子の改変方法に加え，モータ
タンパク質の分子系構築方法の改善によっ
て克服することを検討した．そこで，準備し
たタンパク質と DNAを用いて，カバーガラス
で作ったフローセル内に図１（Ａ）の分子系
を構築し操作効率を評価した．検討項目とし
て，キネシンを用いて微小管を搬送するグラ
イディングアッセイが高効率でおこなわれ
ているか，DNA の抗 DIG 抗体－ジゴキシンの
結合による固定，もう一端のビオチン－アビ
ジン－ビオチン化微小管の結合の個別評価
とそれによる DNAの伸張効率の評価をおこな
った．具体的には，どのような順序でタンパ
ク質を基板に導入するのが最も効率的に DNA
の固定と操作をおこなうことができるか十
分に検討した．複数のタンパク質を導入した
ときに，キネシンと微小管の相互作用を妨げ
ることのないタンパク質の導入順序，DNA の
非特異的吸着を避けるガラス処理，タンパク
質濃度，バッファ条件などを検討し最適化す
ることを目指した． 
 伸長した DNA に対して，制限酵素 XhoI に

図 1：DNA１分子操作のための分子系 



 

 

よる処理を行い DNAの切断を可視化した．一
般に，伸長した DNA に対し，制限酵素処理を
することで分子解析を行うアプローチは多
く報告されており，本研究において DNAの伸
長技術を検証するための有効な手段である
と考えた．DNA は両端のみが固定されている
ため，切断後の DNA を伸長した状態で観察す
ることができない．そこで，本研究では伸長
後アガロースゲルにより伸長状態を保持し
た． XhoI はλDNA 内に一か所のみ制限酵素
サイトを有するため，その切断を確認するこ
とが容易である． 
 
（３）ナノインプリントリソグラフィ（NIL）
と UV リソグラフィ（UVL）を併用したマルチ
スケール流体デバイスの作製 
 図１のようなキネシンにより微小管が搬
送されるグライディングアッセイをベース
した分子システムでは，図２b に示すように
微小管の動きはランダムになってしまい DNA
をアレイ化することができない．そこで，微
小管の動きを一方向に規定するため，キネシ
ンを幅 500 nm 程度に配置して微小管の運動
を制限することを目指した．このための技術
として，当初はキネシンのみを基板上にサブ
マイクロスケールでパターニングすること
を検討した．しかし，キネシンをパターニン
グした境界において，微小管の連続運動を保
つことができず，確実にマイクロ・ナノ構造
でその動きを制御することとした． 
 このため，ナノインプリントリソグラフィ
（NIL）により，幅 75 nm - 2 m，深さ 1 m
のラインアンドスペース（チャネルアレイ）
を SU8に転写後，このチャネルアレイに送液
するためのマイクロチャネル（深さ 50 m，
幅 250 m，長さ 5 mm）を UVリソグラフィ（UVL）
により同じく SU8を用いて製作した．これに
よって，シリコン基板上に SU8を構造体が完
成し，これを PDMS に転写後，カバーガラス
に接合してアッセイを行った．アッセイには，
圧空制御による圧力送液技術を導入し，複数
のタンパク質溶液を導入する灌流を可能と
した．以上により，ナノ～サブマイクロのチ
ャネルアレイとマイクロチャネルが融合し
たマルチスケールのチャネルシステムを実
現する． 
 
４．研究成果 
（１）λDNA両端の分子修飾 
 従来の試行実験で確立した実験方法を再
検討し，メンブレンブロッティングによりλ
DNA が確実にビオチンと DIG で修飾出来てい
ることを確認した．ビオチン化および DIG 化
の際のインキュベート時間の最適化により，
ブロッティングによりこれまでの試行実験
で得られた以上のラベル率が達成できてい
ることを確認した．これにより，λDNA の修

飾については以降の実験に用いることがで
きると考えた． 
 
（２）分子システムの検討と DNA のマニピュ
レーション 
 具体的なタンパク質導入順序について，図
１の分子系に必要なタンパク質の導入順序
を変え最適化を行った．同時に導入タンパク
質濃度の検討も行った．結果的には下記の順
序が最適であった． 
①1 mg mL−1 protein A/G 
②200 g mL−1 anti-digoxigenin 
③70 g mL-1 Kinesin 
④3 g mL-1 digoxin/biotin-labeled DNA 
⑤0.01 mg mL−1 Streptavidin 
⑥0.4 mg mL-1 Biotinylated microtubules 
⑦1 mM ATP in BRB80 (oxygen scavenger: 36 
g mL−1 catalase, 4.5 mg mL−1 glucose, 216 
g mL−1 glucose oxidase, 1 % 
-mercaptoethanol) 
中でも，②～⑥の導入順序については考えら
れるあらゆる順序を検討して，上記の順序が
最適であることが分かった． 
 基板上で伸長した DNAに対し，アガロース
ゲルを押しつけることにより DNAを固定した．
この状態でモータタンパク質による伸長は
停止し，図２c のような DNA 伸長状態を保持
できた．その後，ゲルの上から制限酵素 XhoI
を浸透させることで DNAの切断を 1分子レベ
ルで経時的に観察することができた．その時
の様子を図３a に示す．比較の為，アガロー
スゲルにより物理的に DNA を伸長した後，制

図２：a) DIG 端における DNA 分子の固定．
b)タンパク質導入後（文中⑦）における微
小管運動．c) DNA 伸長の様子． 



 

 

限酵素処理した場合の様子を図３b に示す．
いずれも，XhoIによる切断を確認することが
できた． 
 
（３）ナノインプリントリソグラフィ（NIL）
と UV リソグラフィ（UVL）を併用したマルチ
スケール流体デバイスの作製 
 プロセスでは，まず NILによってチャネル
アレイ構造を成型し，その後 UVLを行うため，
この順序のプロセスに材料が適応していな
ければならない．このような材料として，本

研究では SU-8 を選定した．SU-8 の硬化には
UV 光の照射が必要であり，従来の光ナノイン
プリント法を適用することが考えられる．し
かし，この方法で成型を行った場合，成型後
のモールドに残った SU-8 残滓をモールドに
損傷を与えることなく洗浄することは非常
に困難であり，一つのモールドで多数のサン
プルを成型する NILの趣旨に反したものとな
ってしまう．そこで本研究では，Siモールド
による加圧前に露光を行い（プレ露光），部
分的に架橋硬化の進んだ SU-8 に対して加圧
を行うプロセスを採用した．このプロセスは
紫外線補助熱ナノインプリント法と呼ばれ
ている．この方法では，成形後のモールドに
残る SU-8 残滓が完全には架橋硬化していな
いため，Si モールドへの損傷を抑えつつ，
SU-8の洗浄が可能である． 
 本研究で行った灌流デバイスの作製プロ
セスは図４に示す通りである．Si 基板上に厚
膜ネガティブフォトレジスト SU-8 を塗布し
（図４－１），SU-8 に対して加圧前の弱露光
（プレ露光）（図４－２）を行った後，NILに
よってチャネルアレイ構造を成形する（図４
－３）．成形後に露光量の不足分を補うため
の露光（ポスト露光）（図４－４）を行って
パターンを硬化させた後，チャネルアレイ構
造上で SU-8 の UVL を行うことでマイクロ構
造を成形する（図４－５，６）．成形した SU-8

 

図４：NILと UVLの融合プロセス 

図３：制限酵素 XhoI による伸長後の DNA

の切断．a) DNA を伸長固定後，t = 0 min

において XhoI を導入した．経時的に DNA

が切断される様子を観察した．b) 比較実験
として，アガロースゲルによるせん断力を
用いた DNA の伸長後，同様に XhoI により
切断した．同等の時間スケールで切断が起
こることが分かる． 

図５：NIL と UVL により製作した SU8 の母型(a-d)，転写した PDMS(e)，お
よびガラス接合後のチャネル断面の様子(f)． 



 

 

のマルチスケールチャネル構造を PDMS でモ
ールディング（図４－７）し，カバーガラス
で封止することでデバイスを完成する（図４
－８）． 
 NIL によって得られた母型となるチャネル
アレイ構造を図５a-c に示す．また，これら
のアレイ構造上にマイクロチャネル構造を
製作した後の SEM 写真を図５d に示す．さら
にこれを PDMSに転写した後の様子を図５eに，
最終的にカバーガラス状に接合したチャネ
ルアレイの断面図を図５f に示す．これらの
顕微鏡観察によって所望のチャネルアレイ
とマイクロチャネルが製作できていること
が分かる． 
 得られたデバイスにインレット，アウトレ
ットを介して，空圧制御による圧力送液実験
系を接続した．チャネルアレイ左右に配置し
たマイクロチャネルから水と蛍光溶液を導
入できることを確認し，交互に送液すること
で灌流が可能であることも示した． 
 以上から，（１）および（２）のボトムア
ップ技術により分子系の構築とその機能性
を示すとともに，（３）のトップダウン技術
により分子配置場としてのデバイスを製作
した。本研究費の助成期間内に両者を融合す
るには至らなかったが，現在デバイス内での
タンパク質アッセイを行っており，本研究の
目的とする新規分子系の構築と極微量溶液
の灌流デバイスの融合が実現した．引き続き，
デバイス内でのアッセイの結果を評価する
ことでその有用性を示すことを目指す． 
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