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研究成果の概要（和文）：バイオ MEMS と一分子生物物理双方の技術の融合を目指したハイス

ループット一分子操作・計測デバイスの開発を行った。加工したシリコン基板とガラス基板と

をボンディングすることにより、マイクロチャネルとナノチャネルやナノスリットを組み合わ

せたデバイスを設計・製作し、実際にそのナノチャネル内で DNA を分子レベルで観察、操作

できることを確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：Future goal of this project was to develop high-throughput single 
molecule system utilizing technical aspects of both bioMEMS and single molecule 
manipulation. To achieve this goal, we have developed a silicon-based microdevice consists 
of two microchannels and multiple nanochannels. We also confirmed that a single DNA 
molecule can be inserted and manipulated in a nanochannel. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 相同組み換えは遺伝子暗号の維持
（DNA 修復）と多様性の調整（突然変異）
にとって必要不可欠な機構であり、その中心
的役割を果たしているタンパク質が RecA や
Rad51 である(Shinohara, A., et al., Cell, 69, 
457, 1992; Sung, P. and Klein, H., Nat. Rev. 
Mol. Cel. Biol. 7, 739, 2006)。相同組み換え
機構の研究は主に一分子計測技術により進
展してきた(Gore, J., et al., Nature, 439, 
100, 2006; Galletto, R., et al., Nature, 443, 
875, 2006)。相同組み換えの準備段階ともい

える重合過程と、最終段階である乖離過程に
おいては、それぞれ従来の光ピンセット、流
速による操作技術や磁気ピンセットなどの
技術により、タンパク質一分子レベルでの挙
動計測を実現することができた。しかし、相
同組み換え機構の核心ともいうべき修復過
程（Homology search と Strand exchange）
に関しては分子レベルでの直接的な測定が
困難であり、従来の生化学的手法で間接的に
予測するしかなかったため、タンパク質一分
子レベルでの解析はほぼ手付かずの状態で
あった(Arata H., et al., PNAS, 2009, 106, 
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図 1：(a) ナノチャネルによる単分子 DNA
の配列。親水性ナノチャネルの一端から毛
管現象によりバッファーと共に DNA が一
分子ずつ侵入する。(b) ナノチャネル内に
自ら侵入する λDNA（長さ 15 μm）の蛍光
顕微鏡画像。 

20 μm

 

図 2：高さ、幅 100nm のシリコンナノチャ
ネルの光学顕微鏡写真。 

 
図 3：幅 100 nm、高さ 100 nm のナノチャ
ネル内で伸長され一本ずつ移動する DNA
（蛍光修飾した DNA の蛍光観測写真）。 

pp. 19239)。また一分子計測実験においては、
統計処理に耐えうるデータ数を集めること
が極めて困難であったことが、研究遂行上の
現実的課題であった。 
 これまでガラス表面の段差構造や生化学
的表明処理技術で DNA をガラス基板上に固
定した「DNA カーテン」などの手法が発案
されている(Gorman J., et al., Nat Str Mol 
Bio, 2010, 17, pp. 932.)。しかしこれら従来
の手法では流速を用いて DNA を引き延ばす
ため、DNA の一分子単位での分離や、あら
かじめ設計した位置、向きで操作・配列する
ことは不可能であった。 
一方で、様々な機能単位をチップ上に集積

化した Lab on a chip 技術の殆どが、実際に
は十分な実験設備の整った研究室内などの
環境でしか使用できない、“Chip in a lab“と
もいえる状況である。この状況を打開するた
めには、マイクロ・ナノスケール特有の物理
現象を利用した、機械的構造や表面の化学的
条件などでプログラム可能な自動プロセス
技術の進展が不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 多数の DNA を並列操作するため、微細加
工技術を駆使したナノチャネルなどの構造
を用いたハイスループット一分子操作・計測
デバイスを開発・評価し、その後の様々な
DNA 結合タンパク質の一分子計測への応用

を可能とするための基板技術を確立するこ
とを目的とした。また、これらのデバイスや
技術が生物学の分野でもその重要性が評価
されるためには、このデバイスを用いて実際
に DNA を操作・観察し、デバイスの有用性
を示すことが大変重要である。そのため、ナ
ノチャネル内での DNA の挙動を１分子レベ
ルで確認し、デバイスの有効性を示すことも
目標とした。 
 



３．研究の方法 
 MEMS 技術を用い、多数の DNA を個別に
並列操作するデバイスの開発を行った。はじ
めに、ナノチャネル内で多数の DNA を任意
の位置に任意の物理的条件で配置し、その化
学的環境を自由に操作できるデバイスをめ
ざして製作した。その際、空洞の親水性ナノ
チャネル内へ毛管力（キャピラリーフォー
ス）により DNA を一本ずつ無動力で進入さ
せる手法を用いた（図 1）。但し、この手法で
は十分な性能が得られなかったため、研究期
間後半では、外部動力を用いて流速や水圧で
DNA を操作することを代替技術として適用
した。DNA の伸長の度合いは de Gennes の法
則(Brochard F., and de Gennes P. G., J. Chem. 
Phys., 1977, 67, pp. 52)を用いて最適なナノチ
ャネルの幅と高さを設計することにより制
御した。マイクロチャネル内の溶液を交換し、
ナノチャネル内への溶液の拡散により DNA
周辺の生化学的条件を調節し、種々の生化学
実験を行うことができる構造になっている。
DNA は蛍光インターカレーターで修飾し、蛍
光顕微鏡下で観察した。 
 
４．研究成果 
 加工したシリコン基板とガラス基板とを
ボンディングすることにより、マイクロチャ
ネルとナノチャネルやナノスリットを組み
合わせたデバイスを製作した。DNA が一本だ
け挿入され、適度な伸長度合いを保つナノチ
ャネルの幅と高さ、または DNA が一本も挿
入されないための最大企画等の予測値をも
とに、デバイスの製作、改良を行った。ボン
ディング前のガラスの表面処理方や、DNA 実
験に最適なチャネルの幅、高さ、長さなど、
最適な規格のナノチャネルデバイスを作製
した（図 2）。そのデバイスを用いた検証実験
では、当初予定していた、マイクロチャネル
内へ λDNA 分子（長さ 15 µm）を、空洞の親
水性ナノチャネル（幅 100 nm、高さ 100 nm）
内へ 1 本ずつ、毛管力（キャピラリーフォー
ス）により無動力で進入、伸長させることに
成功した（図 3）。しかしこの方法では、多様
な DNA 操作や溶液交換をなどの実験を行う
ことが難しかったため、HPLC ポンプを用い、
ナノチャネルへ圧力をかけ、DNA を挿入、操
作、観察する方法をとった。結果として、DNA
を分子レベルで、ナノチャネル内で観察、操
作することが可能であることを確認した。 
この DNA 自動配列技術はシリンジポンプ

や電子機器との接続が不要であり、一般の生
物系研究室でも使用可能な汎用性のあるバ
イオ実験チップへの応用が期待できる。DNA
のナノチャネル内での操作、観察手法の確立
は、DNA 結合タンパク質と DNA との相互作
用など、生物学や生物物理学の分野において
重要な課題の中の一つである。そのため、こ

れらの生物学的実験技術は、腫瘍学などとの
関連から医療の分野からも注目を集めてき
ている。このように当研究は他の学術分野に
影響を与える純粋科学的価値のある研究成
果を生み出すのみならず、人工 DNA 修復技
術、癌治療、遺伝病治療などの新技術の創生
のためにも大変重要な知的資産形成への試
金石となる可能性を秘めている。 
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