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研究成果の概要（和文）：本研究課題では分子生物学・ナノエレクトロニクスなど広範囲での応用が期待される巨大DN
A分子伸張固定および多検体同時解析を可能にする新規分子コーミング技術の開発を目的とした。従来の分子コーミン
グ法では気-液界面の移動の際に分子が基板に伸張固定されていたが、本研究課題では油-液界面を用いることで周辺雰
囲気に依存しない分子コーミングが可能であるかどうか検討した。その結果、これまでほとんど調べられていなかった
現象である油-液界面移動に伴うDNA伸張固定の可能性が見出された。微細流路を組み合わせることで集積化は原理的に
可能であり、本研究で提案する手法の実現可能性が示されたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Molecular combing is a powerful method for aligning giant DNA molecules and used i
n a wide range of applications from molecular biology to nanoelectronics. The purpose of this study is dev
elopment of a novel molecular combing method for high throughput analysis of giant DNA molecules. The conv
entional molecular combing is based on the force applied at the air/water interface. This study proposes t
o use the oil/water interface to stretch and immobilize giant DNA molecules. As a result, by combining the
 oil/water interface and a microfluidic channel, the proposing molecular combing was achieved. This combin
g method based on the novel concept is expected to be a new tool in high throughput analysis of genomic DN
A..         
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１．研究開始当初の背景 
分子コーミング (Molecular Combing)と

は、溶液中に DNA 分子を浮遊させ、溶液に
基板を浸して一定の速度で引き上げ、基板が
気-液界面を通過する際に、DNA 分子を櫛 
(Comb)状に基板表面に伸張固定する方法で
ある。この方法は、蛍光 in situ ハイブリダ
イゼーションによる染色体マッピングの高
解像化に貢献した。また、蛍光標識ヌクレオ
チドを用いて細胞内 DNA 複製を行い、その
後その細胞からゲノム DNA 取り出し、分子
コーミングにより伸張固定した DNA を観察
すると、DNA 複製フォークの進行を可視化
でき、進行速度が解析できる。さらには DNA 
の配列特異性を利用し、ナノ微粒子配列のた
めのテンプレートや、ナノエレクトロニクス
における配線ツールとして DNA が注目され
ており (DNA ナノワイヤ)、分子エレクトロ
ニクス領域においても分子コーミングが利
用されている。分子生物学的手法としての分
子コーミングのアドバンテージは、時間と労
力を要する巨大DNAの解析がDNA 1分子レ
ベルで容易に行えることである。しかし、こ
の方法は複数の要因が DNA の伸張や固定さ
れる分子数に影響を及ぼす。また従来法では
顕微鏡視野と比較すると桁違いに広い範囲
に 1種類の試料しかコーミングできないため
非効率的である。上記の問題点を解決すれば
分子コーミング法がより広範囲かつ実用性
の高い手法になり得ると考えた。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、上記の欠点を解決すべく、
油中微小水滴に着目した。その代表例がエマ
ルションであり、Water-in-Oil エマルション
は、油中に水溶液滴が分散している状態であ
り、微小液滴の一つ一つをマイクロリアクタ
ーとして利用できる。油中水滴の微小反応系
には試料・試薬使用量の低減・反応ボリュー
ムが小さいことによる反応時間の短縮とい
ったメリットがある。分子コーミング法と組
み合わせて、油中水滴に目的の DNA を封じ
込めて分子コーミングを行うことで、同時に
多検体の DNA を伸張固定することが可能で
あると着想した。微小な水滴を用いることで
従来法と比較して検体を集積化できると同
時に、水滴を油中に閉じ込めることで周辺雰
囲気に依存しない再現性の高い手法になり
得ると考えた。従来は気-液界面の移動に伴う
DNA の伸張固定であったが、本研究課題で
提案するものは水-油界面の移動に伴うもの
であり、これまでにほとんど調べられていな
い現象であり学術的に興味深い。 

 
３．研究の方法 
(1) 油中液滴とmoving droplet法による分子
コーミング 

研究代表者らは、数十l 程度の少量の蛍光

染色 DNA 溶液を斜めに傾けたガラス基板表
面にスポットし、液滴を滑らせることにより
気-液界面を移動させてDNAを伸張固定する
方法  (moving droplet 法)を開発している 
(図 1)。この方法ではサンプル溶液量を従来
法よりも低減できるだけでなく、滑り落ちた
液滴を回収でき、再度分子コーミングに用い
ることができる。ここで用いる蛍光染色DNA
溶液の代わりに、蛍光染色 DNA を内包した
液滴を分散させたオイルをガラス斜面で滑
降させて分子コーミングできるか検討した。 

 
(2) マイクロ流路中に形成した単一油-液界
面の移動による分子コーミング 
続いて従来の分子コーミングでの気-液界

面移動の代わりに、油-液界面移動によって分
子コーミングが可能であるかどうか検証し
た。そこで基礎的な特性が解析しやすいよう
に、PDMS を用いて作製した微細流路内部に
単一の油-液界面を形成し、マイクロシリンジ
ポンプを用いてその界面移動速度を制御し
つつ蛍光染色した DNA を伸張固定できるか
どうか検討した (図 2)。界面移動速度、DNA
溶液特性(DNA 濃度、pH、塩濃度)、油-液界
面特性(界面活性剤、界面への DNA の吸着)、
オイル特性(粘度、比重)およびガラス表面特
性(親水・疎水)をパラメータとして分子コー
ミングを行い、それぞれ蛍光顕微鏡観察によ
り DNA 観察を行った。 

 
(3) 分子コーミング法の応用：大気圧プラズ
マジェット照射による DNA 損傷の 1 分子解
析 

伸張固定DNA

DNA溶液
(数十l)

 

図 1 : moving droplet 法による分子コーミング 
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図 2 : マイクロ流路中に形成した単一油-液界面の移動

による分子コーミング 



研究代表者らは、長鎖 DNA の鎖長を 1 分
子レベルで計測して切断頻度を求める方法
論を確立している。分子コーミング法の応用
用途の開拓を目的として、大気圧低温プラズ
マ照射により水溶液中長鎖 DNA に導入され
る DNA 切断を、分子コーミングにより伸張
固定した DNA 断片の 1 分子鎖長計測と簡便
な数理モデルを利用して定量的に計測した。
大気圧プラズマの医療応用に関する研究は
急速に進展しており、分子レベルでの生体高
分子への影響評価が強く求められているた
め研究対象として選択した。実験にはアルゴ
ンプラズマジェットを用い、滅菌水に懸濁し
た DNA にプラズマジェットを照射した (図
3)。その後 DNA を精製・蛍光染色・ガラス
基板上に分子コーミングで DNA を伸張固定
し、蛍光顕微鏡で観察した。ここでは照射時
に加える抗酸化剤の切断抑制効果に注目し
て実験を行い、水溶液中に生成されるラジカ
ルによる DNA の切断を解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 油中液滴とmoving droplet法による分子
コーミング 

図 1に示すmoving droplet法で DNA溶液
の代わりに、DNA を内包した液滴を分散さ
せたオイルをガラス斜面で滑降させて分子
コーミングを試みた。液滴サイズ・オイルの
種類および粘度・ガラスの傾斜角・ガラスの
表面の親水性などを変化させてさまざまな
条件で実験を実施したが、いずれの条件にお
いても液滴とガラス表面の接触面積が非常
に小さく、本研究で検討した範囲では従来の
moving droplet 法に対するアドバンテージ
を持った長鎖 DNA の伸張固定に適さないこ
とが示された。そこで油-液界面移動によって
分子コーミングが可能であるかどうか次に
示すマイクロ流路を用いた方法で検証する
ことにした。 
 
(2) マイクロ流路中に形成した単一油-液界
面の移動による分子コーミング 
図 2に示した方法で微細流路中に形成した

界面の様子を図 4 に示す。ここでは流路全体
を観察するため流路幅の狭い (50 m)もの
を用いている。このときマイクロシリンジポ
ンプを用いて界面移動速度を制御できた。設

定流量を変化させると界面形状が変化し、流
路断面積に応じた設定流量を定める必要が
あった。また設定流量が大きすぎると安定し
た流れが形成できず、界面が不安定となり
DNA の伸張固定には不適であった。また流
路幅を極端に狭くすると流量も小さくせざ
るを得なくなった。 

図 5 にマイクロ流路中に形成した単一油-
液界面の移動による分子コーミングで伸張
固定された DNA の蛍光像を示す。ここでは
DNA (48.5 kbp, 物理長約 16.5 m)を試料
として用いている。図に示すように油-液界面
移動によって DNA を伸張固定できることが
示された。従ってこれまでほとんど調べられ
ていなかった現象である油-液界面移動に伴
う DNA 伸張固定の可能性が見出されたこと
になる。また、集積化の観点で油中微小液滴
の利用を考えていたが、微細流路を用いるこ
とでも集積化は原理的に可能であり、本研究
で提案する手法の実現可能性が示されたと
考えている。 
 
(3) 分子コーミング法の応用：大気圧プラズ
マジェット照射による DNA 損傷の 1 分子解
析 
図 6 に大気圧プラズマにより断片化した

DNA を分子コーミングにより伸張固定して
得られた蛍光像を示す。図は抗酸化剤として
グルコースを図中に示す濃度で添加した例
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図 3 : 大気圧プラズマジェットによる DNA 切断 

シリコーン油 DNA溶液

 

図 4 : 油-液界面移動の蛍光顕微鏡観察 
点線はマイクロ流路を示す。このときガラス底面にフ

ォーカスがあっていないので固定化 DNA は観察され

ない。 

 
図 5 : マイクロ流路中に形成した単一油-液界面の移動

による分子コーミング 



である。この蛍光像を用いて DNA 鎖長を計
測し、簡便な数理モデルを用いて切断頻度を
計測した。グルコース以外に 2 種の薬剤に対
して同様の実験を行い、添加剤なしに対する
相対的な切断頻度を求めた (図 7)。照射時の
DNA 溶液にアスコルビン酸やグルコースな
ど抗酸化効果のある物質を加えると切断頻
度が顕著に低下した。このことから DNA の
切断にはOHラジカル等の寄与が考えられた。
そこで上述の ESR スペクトル強度と数理モ
デルで推定した DNA 回数との関係を調べた
ところ、強い相関関係が見られた。現在のと
ころ OH ラジカルとの関連のみであるが、今
後他の因子についても同様の測定を行うほ
か、知見の多い放射線照射との比較を進める
ことでプラズマ照射による DNA 切断のメカ
ニズムに寄与できると考えられる。またプラ
ズマ照射後の溶液での実験も進めている。 
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図 6 : 大気圧プラズマ照射により断片化したDNAの

分子コーミング 
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図 7 : 各種抗酸化剤の DNA 切断抑制効果 
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