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研究成果の概要： 

申請者が独自に開発した超微小溶液チャンバーを用いた1分子DNA解析技術の確立を中心に

研究を行った。その結果、1分子制限酵素反応、1分子 DNA 増幅反応、1分子 F1 モーター反

応効率計測に成功した。また、これまでのチャンバーとは異なり、溶液の添加・回収が可能

なドロプレット型のチャンバーの開発も行った。これによって、酵素反応開始や細胞培養も

可能となった。 

 

交付額 

                                  （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2006 年度 16,700,000 5,010,000 21,710,000 

2007 年度 15,600,000 4,680,000 20,280,000 

2008 年度 7,800,000 2,340,000 10,140,000 

  年度  

総 計 40,100,000 12,030,000 52,130,000 

 

 

研究分野：ナノ材料・ナノバイオサイエンス 
科研費の分科・細目：ナノ・マイクロ科学・ナノ材料・ナノバイオサイエンス 
キーワード：(1)超微小溶液チャンバー(2)1 分子計測(3)回転分子モーター(4)1 分子 DNA 解析 

(5)制限酵素 
 
１．研究開始当初の背景 
マイクロ加工技術を用いて silicon 基板上に

ミクロンサイズの円柱構造を作成し、これを

鋳型としてシリコーンゴム表面にマイクロ

サイズの窪みを作成した。これとガラス基板

との間に溶液を封じ込めることで体積がわ

ずかフェムトリットルしかないチャンバー

アレイを開発した。これを用いて、β ガラク

トシダーゼや F1 モーター逆回転時の 1 分子

活性計測に成功した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、この手法をさらに幅広くとること

で DNA 解析等に応用することを目的とした。

また、より幅広い応用を可能とするために、

チャンバー内部への溶液添加や溶液回収を

可能とする新しいシステムの開発を目的と

した。 



 
３．研究の方法 
(1) 1 分子 DNA 解析実験 
1 分子の DNA の配列特性を解析するための

制限酵素反応をチャンバー内部で実施した。

このとき、制限酵素による DNA 断片の長さ

測定のために交流電界による DNA 伸長を行

った。電界印加のために、チャンバーはこれ

までのPDMSではなく新しくPorousなアク

リルアミドから作成した。また、汎用性の高

いもう一つの DNA 解析技術は特異的配列を

持つ DNA の増幅反応である。そこで、本研

究では等温での増幅が可能な LAMP 法を 1
分子単位で実施した。 
 
(2) 1 分子 F1 解析実験 
以前の実験では、F1 モーターを逆回転させ

た際の ATP 合成能を計測したが、本研究で

は逆に正方向に強制回転した際の ATP 分解

能を計測した。 
 
(3) 新しいマイクロチャンバー 
これまでのマイクロチャンバーは溶液や試

料を閉じ込めることができるが、そのあとか

らの溶液の添加や溶液の回収は不可能であ

った。そこで、本研究では、Water in Oil 型
のドロプレットをアレイ状にしたシステム

を開発した。 
 
４．研究成果 
(1) 1 分子 DNA 解析実験 

(2) 1 分子 F1 解析実験 

1 分子制限酵素反応では、ほぼ 100％の高率

で反応が起こった。これは、これまで基板に

固定化して行われてきた 1分子レベルの制限

酵素反応よりはるかに効率が高い。本研究で

は DNA 分子を固定化していない効果が出て

いると思われる。また、切断された DNA フ

ラグメントの長さ計測も可能であることが

実証された。 
1 分子 DNA 増幅実験では、約 70％の高率で

DNA 増幅が行われた。LAMP 法は生成され

る DNA 断片長が均一ではないため、検出で

きなかった反応生成物もあると思われる。 

 

自然回転速度より 10 倍高速に回転させても

加水分解反応が起こることから、F1 モータ

ーの反応速度は回転角度とともに上昇する

ことが示された。 
 
(3) 新しいマイクロチャンバー 
アレイ作成後に酵素反応を開始することや、

ドロプレット中でのバクテリアの培養が可

能となった。また、溶液添加の際に、水圧を

制御することで添加体積を制御することが

可能であることを見出した。 

 

ドロプレット型のチャンバー。右は、マ

イクロピペットを用いた溶液回収のイメ

ージ。右は、溶液添加のイメージ。 
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