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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞から取り出した染色体そのままの分子配向と形状を簡易に観察することを
目的として、特殊な微細加工を施した樹脂製ディスポーサブルマイクロチップ上で、遠心力により、細胞の固定から、
染色体の抽出、伸張、懸架、解析する方法を開発、病理細胞を用いた評価実験を行った。提案技術によって、非常に簡
単な操作で、取り出した染色体そのままを従来にない高分解能で高速観察できるため、遺伝性疾患などの臨床診断など
に利用できる可能性を示し、操作者の負担軽減、診断時の患者の待機負担の軽減、テーラーメイド医療につながる技術
となることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we propose a simple observation method of the shape and molecular o
rientation of the chromosomes extracted from cells. The proposed technique is composed of total preparatio
n technique such as cell immobilization, chromosomes extraction, stretching, suspension and analysis using
 a disposable microchip controlled by centrifugal force only. It is experimentally confirmed that the chip
 having two kinds of microstructures arranged concentrically on a chip immobilizes cells and stretches chr
omosomes extracted from the immobilized cells for a sample-to-analysis system in clinical diagnosis.
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１．研究開始当初の背景 
近年、遺伝病の臨床診断や、DNA の構造
－動態－機能相関の生物学的解明を行う手
法としては、DNAシーケンサや DNAアレイ
などの染色体を断片化して分析する技術が
主流であるが、断片化による情報の劣化が考
えられ、これらの目的に対しては、インタク
ト（無傷の）染色体をそのままの状態で蛍光
顕微鏡を用いて可視化する方法が先端技術
であると同時に常用手段である。しかし、こ
の顕微鏡を用いた観察においては、染色体が
複雑多様な糸鞠構造をもつ巨大 DNA である
ことから、いくつかの障害が生じる（ヒト細
胞は直径 10m程度であるが、細胞一個あた
り 23 対の染色体があり、一本に繋げると約
2m の長糸が複雑な高次構造をもって糸鞠状
になっている）。具体的には、1)観察対象の
DNA部位の同定が過剰な非観察対象のDNA
部位によって阻害される、2)糸鞠内部の DNA
部位を視野へ露出することが困難、3)観察時
の分解能が十分でないことである。これを解
決するには、染色体の分子配向と形状を“観
察しやすいように”することが可能な、染色
体のサンプルプレパレーション技術が重要
であり、DNA伸張技術が注目されている。 
染色体 DNA の伸張技術は、遺伝子を目視
で確認できる強力な可視化技術であり、スラ
イドガラス浸漬法、レーザートラッピング法、
電気浸透流法などが提案されている。本応募
技術は、特異的結合により遺伝子異常を判別
する臨床診断技術として、細胞からの染色体
抽出から、分析診断までのすべての動作をオ
ンチップで実施することを目標に、複数のサ
ンプルを同時に扱う処理能力と簡便な操作
性、かつ、診断に必要な染色体伸張制御性を
有する遠心法を提案し、伸張染色体の形状評
価、病理モデル細胞を用いた染色体異常診断
の精度評価を行う。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞から取り出した染色体そ
のままの分子配向と形状を簡易に観察する
ことを目的として、特殊な微細加工を施した
樹脂製ディスポーサブルマイクロチップ上
で、遠心力により、細胞の固定から、染色体
の抽出、伸張、懸架、解析する方法を開発、
病理細胞を用いた評価実験を行う。提案技術
によって、非常に簡単な操作で、取り出した
染色体そのままを従来にない高分解能で高
速観察できるため、ゲノム構造に起因する遺
伝子多型、エピジェネティック制御などの基
礎的研究から、遺伝性疾患などの臨床診断に
まで幅広く利用できる可能性があり、操作者
の負担軽減、診断時の患者の待機負担の軽減
（POCT）、テーラーメイド医療につながる技
術となる。 

 
 
 

３．研究の方法 
本研究は、高次構造を有する染色体をマイ
クロデバイス上で伸張懸架する、顕微鏡観察
のためのプレパレーション技術の構築が目
的であり、①細胞懸濁液の播種、②細胞の固
定、③染色体の取り出し、④染色体の伸張固
定、⑤染色体の可視化までを一つのチップ上
で実施可能なマイクロデバイスを提案する。 
研究期間内では、1)マイクロデバイスの作
製技術の高度化（露光光源波長による加工構
造の変化）、2)遠心力を用いた細胞の固定技
術の定量評価、3)染色体伸張固定技術の定量
評価を行い、さらに、最終的なデバイスにつ
いては、複数の病理モデル細胞株を用いて
FISH（Fluorescent In Situ Hybridization）
解析を行い、デバイスの実用性について検証
を行った。 
細胞懸濁液の播種から伸張染色体の可視
化までを単一チップ上で簡便・高速に実施可
能な遺伝子検査のためのマイクロデバイス
を開発した（図 1）。 
 

図 1 染色体伸張固定マイクロデバイス 
 
主な特長は、ポア径数m 程度のマイクロメ
ッシュ状の連続壁を同心円状に有するレコ
ード盤型マイクロデバイス（試作済みのデバ
イスサイズは直径 20mm、最終目標は直径
100mm 程度）にあり、マイクロ橋脚構造上で
の染色体伸張に遠心力を用いる点にある。伸
張原理は、チップの高速回転により染色体懸
濁液に遠心力が働くと、流れ場の勾配により
液中の染色体にせん断応力が作用し、糸鞠状
の染色体がランダムにほぐされながら、メッ
シュ上部の V溝構造（橋脚）に、染色体が吊
り橋状に懸架される。その後、染色体は V溝
構造への物理吸着により懸架状態で固定さ
れ、FISH 解析が可能である。研究期間では、
メッシュ状橋脚構造による染色体の均等配
置による個別認識性や、DNA プローブの染色
効率向上などの検討を行うと共に、多項目同
時測定の可能性などの実用性について検証
し、病理モデル細胞数種を用いた FISH 解析
により、検査技術としてのデバイスの有用性
を検証した。 

①細胞懸濁液の播種 

②細胞の固定 
③染色体の取り出し 

④染色体の伸張固定 
⑤染色体の可視化 

回転中心軸 



４．研究成果 
（１）回転傾斜露光法を用いたデバイス作製 
MEMS分野において微細3次元構造を作製す
る方法のひとつとして、紫外線露光よってレ
ジストで複雑3次元形状を作製する方法があ
る。この方法は、作製期間が短く、真空装置
などの高価な装置を必要としないという利
点があり、傾斜露光法、回転マスク露光法、
グレイマスク法、移動マスク法などが挙げら
れる。これらの方法は、真空装置などの高価
な装置をほとんど必要とせず、作製期間が短
いという特徴を持つ。我々は、回転傾斜露光
法に、裏面露光、マスクの二重化と、特殊マ
スクパターンの設計を組み合わせることで、
従来の方法では製作が非常に困難であった
提案デバイスの形状を一括作製した。 
固定マスク付き回転傾斜露光を行った時
の結果を示す。図 2(a)は作製したデバイスの
全体像であり構造外形は14mmである。図2(b)
は細胞固定構造であり、開口径は 24m、同心
円状に複数配置されている。各細胞固定構造
には外周方向に小さな穴があり基板を回転
させた際に流体による流れが通過する構造
になっている。さらにその外周には、図 2(c)
に示すメッシュ構造が同心円状に配置され
ており、V 字構造上に染色体を液中で伸張懸
架することで、分析精度向上、分析時間短縮
ができる。以上の結果から、提案する回転傾
斜露光法により、これらの複雑微細構造をウ
エハレベルで一括作製できることが分かっ
た。 
 

 
a) Whole image 

 
b) Opened cone structures trapping cells 

 

c) Micro-bridges suspending fiber chromosomes 

図 2 作製したデバイスの SEM像 

（２）固定細胞からの染色体伸張 
実験にはヒト子宮頸がん細胞 HeLa 細胞を
用い、細胞固定時の回転数を 1000rpm で 5 秒
回転させた後、500rpm で 200 秒回転とした。
染色体伸張時の回転数は4000～7000rpmの間
で 500rpm ごとに行った。デバイスのメッシ
ュ構造部に伸張固定した染色体を、染色体全
長を染色する YO-PRO-1（Invitrogen 社）を
用いてデバイス上で蛍光染色を行い、蛍光顕
微鏡を用いてデバイス上の細胞固定構造近
辺とメッシュ部分を走査した。一つのデバイ
ス上で固定した細胞から伸張した染色体の
蛍光像を図 3に示す。図の左下方向から右上
方向へ向かって細胞固定構造から緑色の直
線状の染色体が伸張されている。また、図中
の矢印は遠心力が働いている方向を示して
おり、遠心力が働いている方向へと染色体が
伸張されている様子が分かる。 

 
図 3 固定細胞から伸張した染色体の蛍光像 
 
（３）チップ上での FISH 解析 
染色体の特定部位の観察については、蛍光
DNAプローブを用いた蛍光 in situ ハイブリ
ダイゼーション法（Fluorescent In Situ 
Hybridization：FISH 法）が一般的である。
提案したデバイス上で伸張染色体を FISH 解
析し、蛍光顕微鏡で取得した複数の蛍光像を
マージした画像を図 4に示す。赤色プローブ
が直線状に連なっていることから伸張染色
体の特定の部位にプローブが結合している
ことが分かる。 
 

 
図 4 伸張染色体の FISH 像（1時間放置） 
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