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研究成果の概要： 

本研究は、超微細加工技術にて作製したナノピラーチップを用いて、精密に制御されたナノ

空間の幾何学的特性が DNAの分離分析へ及ぼす影響について詳細は検討を行った。その結果、

ナノ空間の幾何学的パターンが、DNA の分離モードを支配していることを明らかとし、その分

離メカニズムの理論的モデルを構築した。さらにこのナノピラーチップを DNAだけではなく、

タンパク質への分離に応用することに成功した。 
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研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 

2004 年のヒトゲノムシークエンスの完全
解読に引き続いて、イヌやチンパンジーのド
ラフトシークエンス解読が完了し、ポストゲ
ノムシークエンス研究であるプロテオミク
ス研究などが精力的に進められている。この
ように、現在の生物学的研究はオミクス研究
が中心であるが、このようなオミクス研究を
進めるにあたっては、いかに信頼できるゲノ
ムデータなどを高速かつ低コストで入手す
るのかということが重要である。申請者は、
早い時期からその重要性を認識し、現在まで

に、従来の μTAS による DNA 解析法に、ナ
ノテクノロジーにより作製したナノパーテ
ィクル（M. Tabuchi et al., Nanospheres for DNA 

Separation Chips, Nature Biotechnology, 22 

(2004) 337-340.）やナノ構造体（N. Kaji et al., 

Separation of Long DNA Molecules by Quartz 

Nanopillar Chips under a Direct Current Electric 

Field, Analytical Chemistry, 76 (2004) 15-22.）を
応用した新しい DNA 分離法の開発を行って
きた。このナノ構造体を DNA 分離媒体とし
て用いた研究においては、従来の高分子を用
いる方法では困難であった長鎖 DNA の高速
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分離を達成することに成功している。このよ
うなマイクロ・ナノ構造体を用いた DNA 分
離の研究は、世界的にみても他に２グループ
でしか研究が行われておらず（プリンストン
大学の R. H. Austin らのグループ、コーネル
大学の H. G. Craighead らのグループ）、非常に
独創性の高いものである。これまでにこれら
のグループにおいては、マイクロチャネル内
に深さの異なる領域を交互に配置したエン
トロピートラップと呼ばれる DNA 分離手法
（ J. Han et al., Separation of long DNA 

molecules in a microfabricated entropic trap array, 

Science, 288 (2000）1026-1029.)の開発、ナノ
構造体（ M. Cabodi et al., Entropic recoil 

separation of long DNA molecules, Analytical 

Chemistry, 74 (2002) 5169-74）やナノチャネル
（J. O. Tegenfeldt et al., From the cover: The 

dynamics of genomic-length DNA molecules in 

100-nm channels, Proceedings of National 

Academy of Science USA, 101 (2004) 10979-83.）
をマイクロチャネル内に配置することで、ナ
ノ空間における DNA のダイナミクス解明が
試みられてきた。 

このような研究背景のもと、現在までの申
請者の研究において、DNA の泳動挙動がマイ
クロチャネル内に配置した柱状ナノ構造体、
ナノピラーの幾何学的パターンに応じて反
転することを見出しつつある。これは、直径
500 nm のナノピラーを 300 nm の間隔でマイ
クロチャネル内に交差状に配置した場合、
DNA は分子ふるい効果により分子量の小さ
いものから順に泳動されたのに対して、同じ
サイズのナノピラーを同じ間隔で DNA の泳
動方向に対して平行に配置した場合、分子量
の大きい DNA が先に泳動されたという結果
に基づくものである。これが本申請の着想の
原点となっており、もしこのようなナノピラ
ーの幾何学的パターンにより DNA の分離能
をコントロール出来るのであれば、従来のナ
ノピラーチップよりも大幅なスループット
の向上が期待できる。ただし、DNA の分離能
向上を実現するにあたっては、同時に DNA

のナノ空間中におけるダイナミクスをより
詳細に解明していく必要がある。これは、従
来の J. O. Tegenfeldt らの研究からも明らかな
ように、ナノ構造体中においては、P. -G. de 

Gennes により確立された高分子理論（Scaling 

concepts in polymer physics）とはその挙動が必
ずしも一致しないからである。この点につい
て、特に申請者はナノ構造体の化学的状態
（表面荷電）が大きな影響を与えていると考
えており、ナノ空間中における DNA そのも
のの高分子物理的性質に、ナノ構造体表面と
の化学的相互作用を定量的に含めることで、
ナノ空間における DNA のダイナミクスを明
らかしていく。 

 

２．研究の目的 

ナノピラーチップを用いた DNA の分離に
おいては、本申請のメインテーマである幾何
学的パターンのみならず、ナノピラーの直
径・間隔・高さ、さらにはナノピラー表面の
化学的状態（表面荷電）が影響を与えると予
想される。本研究では、これらの基礎的パラ
メータ（直径・間隔・高さ）を、作製におけ
る技術的限界である 100 nm から 1,000 nm ま
での間で順次検討した後、溶液の pH をコン
トロールすることでナノピラー表面の荷電
の影響を定量的に評価し、最終的に純粋なナ
ノピラーの幾何学的パターンが電気泳動下
における DNA のダイナミクス（持続長、緩
和時間）へどのような影響を与えているのか
を、１分子DNAの直接観察により解明する。
このダイナミクスの解明過程で得られた知
見をもとに、DNA の分離分析のスループット
向上、特に幅広いサイズ領域に適用可能なチ
ップデザインの設計・製作を行い、評価する。
また、DNA のみならずタンパク質分離への応
用（SDS-PAGE をナノピラーチップで実現）
も検討し、実現を図る。 

 

３．研究の方法 

 本研究目的を達成するためには、(1)ナノ構
造体特有の問題点、(2)幾何学的パターン以外
のパラメータ、(3)幾何学的パターン、④DNA

分離へのナノ構造体最適化とタンパク質分
離への応用、を検討することが必要であり、
最終的にはこれらを生体高分子分離デバイ
スとして機能させ、ナノ空間における基礎物
性値の取得を目指す。初年度は、まず(1)～(3)

の研究を行う。 

(1)ナノ構造体特有の問題点の検討 

 申請者は、現在までの研究において、ナノ
構造体を用いるが故の問題点をいくつか明
らかとしてきているが、さらに詳細に検討を
進めることで、幾何学的影響に絞って検討で
きるように準備を進め、解決を図る。現在ま
でに明らかとしてきた問題点の一例として、 

従来のマイクロチャネルと比較して比表面
積が劇的に増大し、界面の形状も複雑なため、
電気浸透流の影響が従来法では予測できな
いこと、また、ナノピラーの直径を一定に保
ったままナノピラーの間隔を小さくしただ
けでは、DNA の分離能は向上しないこと、さ
らにナノピラー中を洗浄するための決め手
となる方法がないことなどがある。これらの
問題点を解決し、実現しようとするには、電
気浸透流の発生そのものを抑制する、ナノピ
ラーの直径を、間隔に応じて細くする吸着防
止効果のあるコーティング剤を添加するな
どが考えられる。電気浸透流に関しては、緩
衝溶液のイオン強度の調整により、ある程度
の抑制が可能であることが分かってきたが、
それでも DNA 分離の再現性は十分とは言え



 

 

ない。そこで、コーティング剤の適用を検討
する。このコーティング剤としては、ノース
ウェスタン大学の A.E. Barron 教授のグルー
プが開発した、電気浸透流を効果的に抑制す
るペプチド構造を模倣した高分子（A.R. Statz 

et al., New peptidomimetic polymers for 

antifouling surfaces, J. Am. Chem. Soc., 127 

(2005) 7972-7973）をナノピラーチップ用に最
適化することを計画している。A.E. Barron 教
授は、マイクロチップ電気泳動における分離
媒体や表面修飾高分子の研究における世界
的権威であり、申請者のナノ構造体を用いた
DNA 分離の研究に多大な関心を抱いておら
れるので、必要な情報を交換しながら、共同
して研究を進めていく予定である。初年度は、
A.E. Barron 教授がすでに開発しているペプ
チド構造を模倣した高分子や、温度応答性高
分子をナノピラーチップに適用し、適用可能
な濃度や温度、圧力といった高分子側の条件
出しを行いながら、適用可能なナノ構造体の
サイズなどの検討も行う。 

(2)幾何学的パターン以外のパラメータの検
討 

上述のペプチド構造を模倣した高分子は、
吸着層が非常に薄いためナノピラー直径に
ほとんど影響を与えることなく、電気浸透流
の抑制が可能である。そこで、この過程にお
いて、幾何学的パターン以外のパラメータ
（ナノピラーの直径・間隔・高さ、表面荷電
状態）の検討も同時に行う。 

(3)幾何学的パラメータの検討 

幾何学的パラメータとして、ナノピラーをマ
イクロチャネルに対して平行（０°）に並べた
並列型、１５°、３０°、４５°傾けた交差型を
用意し、その影響を検討する。温度応答性高
分子（A. P. Sassi et al., Eletctophoresis of DNA 

in novel thermoreversible matrices, 

Electrophoresis, 17 (1996) 1460-1469）は、温度
依存的にそのサイズを調整可能なため、ナノ
ピラーに吸着させた後に高分子鎖を架橋さ
せてやることにより、擬似的に幾何学的配置
を変えることが出来る。よって、この温度応
答性高分子を用いることにより、幾何学的パ
ターンが DNA のダイナミクスに与える影響
をより詳細に検討することが可能となる。初
年度の研究遂行においては、申請者は A.E. 

Barron教授に高分子の合成において協力を仰
ぐ。 

 最終年度は、初年度に行ったナノ構造体特
有の問題点の解決法と DNA のダイナミクス
の検討から得られた知見をもとに、DNA 分離
のためのナノ構造体の最適化と、分離可能な
分子量領域を検討し、DNA 分離デバイスとし
て評価を行う。また、マイクロチャネル内を
仮定して構築した流体力学シミュレーショ
ンを用いてナノ空間内の流体力学シミュレ
ーションを行い、実測値との比較から粘性や

誘電率といった基礎物性値の比較検討を行
う。さらにこのデバイスのタンパク質への応
用も検討し、ナノピラーチップの解析対象サ
ンプルの拡充を目指す。 

(4)DNA 分離へのナノ構造体最適化とタンパ
ク質分離への応用 

 基本的には初年度に得られた知見をもと
にナノ構造体の最適化を進めるが、コーティ
ング剤を用いて電気浸透流を防ぐため、これ
らの高分子溶液をナノ構造体に適用する際、
その粘性の高さがナノ構造体への適用を妨
げる大きな要因となることが予想される。そ
こで、あらかじめ粘性の高い高分子溶液を、
ナノ空間中に適用した際の流体力学シミュ
レーションを行うことで、その流体挙動を予
測し、ナノ構造体の最適化を行う。この際、
高分子のナノ構造体表面の修飾効率と耐性
に留意することで、高分子と石英表面との相
互作用形式についても検討を行う。 

ナノ構造体の作製は、今なお時間と労力を要
するものであることに変わりはない。ゆえに、
最適と考えられるデザインを、出来るだけ作
製前に絞り込むことが、本研究を効率的に進
める上での鍵となる。そこで申請者は、流体
力学シミュレーションソフトウェアを最大
限に活用することで、ナノ構造体の最適候補
構造を、事前に選定することとしている。た
だし、このソフトウェアは、マイクロ流体を
対象に設計されているため、ナノ流体を正確
に再現することが出来るかは不明である。そ
こで、得られた実験結果と比較検討すること
で、ナノ空間の基礎物性値の取得を試み、こ
れら既存のソフトウェアの境界条件に新た
に追加していく。 

 

４．研究成果 

初年度は、(1)ナノ構造体特有の問題点の検
討、(2)幾何学的パターン以外のパラメータの
検討、(3)幾何学的パターンの検討を行い、特
にナノ構造体特有の電気浸透流、ナノピラー
の間隔が分離へ与える影響、そして並列型を
用いた場合の DNA 分離メカニズムの解明に
ついて新しい知見を得た。 

(1)ナノ構造体特有の問題点の検討 

 マイクロチャネル内にナノ構造体が存在
する場合、比表面積の増大と同時に複雑な構
造に起因する電気浸透流の増大と複雑化が
予測される。そこでナノ構造体中の電気浸透
流について実測したところ、ナノ構造体によ
り形成される空間が小さくなればなるほど、
電気浸透流も減少することを明らかにした。 

(2)幾何学的パターン以外のパラメータの検
討 

 本年度は特にナノピラーの間隔に着目し、
100, 300, 500, 700, 1000 nm の間隔を有するナ
ノピラーを作製して、DNA 分離能への影響を
検討した。その結果、間隔が小さくなるにつ



 

 

れて分離度が上昇することを突き止め、分離
条件の最適化により 100 bp から 48.5 kbp の
DNA フラグメントを６０秒程度で分離する
ことに成功した。 

(3)幾何学的パターンの検討 

 並列型に配置されたナノピラーでの DNA

分離結果を元に、新しいナノウォール構造を
作製し、その分離メカニズムについて検討し
た。その結果、ナノピラー構造とナノピラー
のないマイクロチャネルとの界面が、分離に
大きな影響を及ぼしていることを明らかと
した。また、DNA１分子のナノ空間における
ダイナミクス観察により、ナノウォール構造
中では DNA のサイズに関わらず、ほぼ同一
の泳動速度で移動していることを明らかと
した。 

最終年度は、初年度に行ったナノ構造体特
有の問題点の解決法と DNA のダイナミクス
の検討から得られた知見をもとに、(4)DNA

分離のためのナノ構造体の最適化と、分離可
能な分子量領域を検討し、DNA 分離デバイス
として評価を行った。また、(5)マイクロチャ
ネル内を仮定して構築した流体力学シミュ
レーションを用いてナノ空間内の流体力学
シミュレーションを行い、実測値との比較か
ら粘性や誘電率といった基礎物性値の比較
検討を行った。さらに、(6)このデバイスのタ
ンパク質への応用も検討し、ナノピラーチッ
プの解析対象サンプルの拡充を目指した。 

(4)ナノ構造体の最適化と分離可能な分子量
域の検討 

初年丼の結果より、ナノピラーの間隔は狭
ければ狭いほど、分離能が高くなることが分
かっていた。しかしながら間隔が 100 nm の
ナノピラーを用いると、DNA 分子がナノピラ
ー領域の手前でつまることが多かったため、
300 nm のものを使用して検討したところ、
100 bp から 48.5 kbp のものを分離できること
が明らかとなった。さらに、1 kbp 以下とそ
れ以上の分子量領域においては、分離能の電
場依存性が異なることを見出した。 

(5)ナノ空間内での粘性や誘電率といった基
礎物性値の比較検討 

ナノ空間中での電気浸透流の測定結果よ
り、ナノ空間中では水の粘性が上昇して誘電
率が下がることを示唆する結果が得られた。
これはナノ空間内では比界面積が大きくな
るため、溶液中のイオンが壁面に強く引き寄
せられることに起因すると考えられた。 

(6)タンパク質への応用 

マイクロチャネル内へのナノピラーの配
置により、電気浸透流を抑制することができ、
さらに石英表面の電荷により SDS 変性タン
パク質の吸着を効果的に抑制することが出
来たため、数 kDa から 100kDa 程度の分子量
を有するタンパク質の分離に成功した。 
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