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研究成果の概要（和文）：本研究では，DNA一分子に結合したタンパク質を直接観察することで，多数分子を必
要とせずにその位置を特定可能な，DNA一分子のタンパク質の結合位置特定法を実現することを目的として研究
を遂行した．具体的には，微小流路内の泳動操作を用いたDNA一分子の伸長・固定と，光学的超解像法の一つで
ある蛍光分子局在化法を用いた10 nm精度のタンパク質の結合位置特定の二つの要素技術を開発した．DNA分子を
用いた実験的検証によって，二つの要素技術の原理検証に成功し，提案するDNA一分子のタンパク質結合位置特
定法の実現性を実証した．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was to realize a method for identifying the 
positions of proteins bound to a single DNA molecule by directly observing method. We have developed
 two elemental technologies. One is the stretching and immobilizing a single DNA molecule using a 
pressure flow in a microchannel. The other is identifying the positions of proteins bound to a 
single DNA molecule with 10 nm accuracy using the super-localization method, which is one of the 
super-resolution techiniques. The feasibility of the proposed method for identifying positions of 
proteins bound to a single DNAA molecule was demonstrated through experimental validation of 
stretching and immobilizing method and super-localization method.

研究分野： ナノマイクロシステム，ナノ計測，バイオ計測
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，これまでに実現されていなかったDNA一分子の伸長・固定および光学的手法による10 nm精度の結合位
置特定を実現できる独創的な手法であり，挑戦的である．従来のゲル法のように，検出に多数の分子を必要とせ
ず，高速かつ高感度にタンパク質の結合位置特定を実現でき，DNA編集法であるCRISPR/Cas9の評価手法として貢
献できる可能性があるため，社会的意義が大きい．さらに，DNA一分子で10 nm精度の分析を可能とするため，こ
れまでの分析法に代わるDNA一分子分析法として長さ分析や塩基配列特定に展開でき，生命科学や創薬科学への
波及効果も期待できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がんやダウン症などの遺伝性疾患は，ゲノム DNA の塩基配列が突然変異によって変化するこ

とで生じる．そのため，遺伝性疾患の治療の実現に向けて，DNA の塩基配列を直接的に編集す
る DNA 編集法が開発されてきた．特に，Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat-
Cas9(CRISPR-Cas9)システムは簡便かつ高効率な DNA 編集法として開発され，ノーベル化学賞
を受賞するなど期待が高まっている．CRISPR-Cas9 システムでは，人工的に塩基配列を設計した
RNA 分子に基づいて，編集用タンパク質である Cas9 タンパク質を DNA の標的の塩基配列に結
合させることで編集する．しかし，この方法では簡便であるがゆえに，Cas9 タンパク質が標的
以外の塩基配列に結合し編集してしまう問題(オフターゲット作用)が遺伝性疾患の治療への実
用化の最大の障壁になっていた[1]． 

DNA 編集法の高精度化のためには，編集用タンパク質が DNA 分子の標的の塩基配列に結合
しているか，もしくは，標的以外の塩基配列に結合している場合はどの塩基配列に結合している
かを特定する必要があり，これには DNA に結合したタンパク質の位置を精密に特定する方法が
必要である．これまでは，ゲル電気泳動法を用いた方法が利用されてきた[2]．タンパク質を結合
した DNA 分子と結合していない DNA 分子を制限酵素によってそれぞれ断片化する．タンパク
質が結合した配列位置は断片化されないため，断片化してできた DNA 分子の長さ分布をゲル電
気泳動法によって分析することでタンパク質の結合位置を特定できる．結合位置の特定精度は
長さ分析精度で決定され，ゲル電気泳動法を用いれば数塩基精度すなわち数 nm 精度を達成でき
る．しかし，この方法では検出感度が低く，検出するために多数の DNA 断片が必要であるため，
数%以下の低い確率で生じるタンパク質の結合を検出できないといった課題があった． 
申請者は，DNA 一分子に結合したタンパク質を直接観察する DNA 一分子のタンパク質結合

位置特定法を実現できれば，多数分子を必要とせずに高い検出感度でタンパク質の結合位置を
特定できると着想した．それには第一に，DNA 一分子はランダムコイル形状がエントロピー的
に安定なため，DNA 一分子の伸長・固定が必要である．先行研究では，DNA 分子を含んだ液滴
が基板面を移動する際の表面張力を用いて伸長と固定を実現した[3]．しかし，この方法では，表
面張力の精密な制御が難しく，DNA 一分子の伸長度を制御するのは難しい．また第二に，編集
用タンパク質は DNA 分子の数十塩基対(一塩基対の長さは 0.34 nm)の配列に結合するため，結合
位置を 10 nm 精度で特定する必要がある．原子間力顕微鏡のような走査型手法は侵襲的で低速
であるため，非破壊で高速測定可能な光学的手法が望まれるが，通常の光学顕微鏡では回折限界
によって数百 nm の分析精度が原理限界である．本研究では，高速かつ高精度な結合位置特定を
ねらいとして，DNA 一分子の伸長・固定および光学的手法による 10 nm 精度の結合位置特定を
いかに実現するか，を学術的な「問い」として研究を実施した． 
 
２．研究の目的 
本研究は，DNA 一分子でタンパク質の結合位置特定を実現する新規手法の提案を目的とし，

微小流路内の泳動操作を用いた DNA 一分子の伸長・固定と，光学的超解像法の一つである蛍光
分子局在化法を用いた 10 nm 精度のタンパク質の結合位置特定の実現をねらいとした．本研究
は，従来研究で達成されていなかった DNA 一分子の伸長・固定および光学的手法による 10 nm
精度の結合位置特定を実現できる独創的な手法であり，挑戦的である．従来のゲル法のように，
検出に多数の分子を必要とせず，高速かつ高感度にタンパク質の結合位置特定を実現でき，DNA
編集法である CRISPR/Cas9 の実用化に貢献できるため，社会的意義が大きい．さらに，DNA 一
分子で 10 nm 精度の分析を可能とするため，これまでの分析法に代わる DNA 一分子分析法とし
て長さ分析や塩基配列特定に展開でき，生命科学や創薬科学への波及効果も期待できる． 
 
３．研究の方法 
（１）微小流路を用いた DNA 一分子伸長・固定 
微細加工技術によって深さ数 μm，幅数百 μm の直線

状の堀を形成し，表面処理したガラス基板を接合する
ことで，微小流路を形成した．まず，微小流路の片側か
ら DNA 試料を導入して圧力を印加することで，DNA 分
子を微小流路内で泳動させた(Fig. 1(a))．DNA 一分子の
末端は疎水性であるため，DNA 一分子は微小流路内を
泳動しながら，その末端がガラス表面に結合された(Fig. 
1(b))．圧力流れによって生じる表面近傍のせん断力に
よって DNA 一分子が伸長され，表面に固定化された
(Fig. 1(c))．圧力流れによって生じるせん断力は，微小流
路の高さ h と流速 v を用いて v/h に比例する．そこで本
研究では，微小流路の高さ h を微細加工技術における
設計によって，流速 v を印加する圧力値によって制御す
ることで，DNA 一分子の伸長を制御した． 



（２）蛍光分子局在化法を用いたタンパク質の結合位置特定 
Figure 2 に蛍光分子局在化法を用いた結合位置特定法を

示す．タンパク質に結合させた蛍光分子を蛍光顕微鏡によ
って観察する場合，回折限界によって輝度分布の幅が数百
nm となる．そこで，輝度分布にガウス分布をフィッティ
ングすることで蛍光分子の位置を特定した．この方法によ
って，蛍光分子の中心位置を回折限界を越えた精度で特定
できる．この方法による中心位置特定精度 σ は，s を輝度
分布の幅の標準偏差，N を輝度値，b をノイズとすると，σ 
= 2s/(N/b)で表される．したがって，輝度値の SN 比(式中の
N/b)を増加するほど，中心位置特定精度 σ を向上でき，本
研究でねらいとする 10 nm 精度を達成できる． 
 
４．研究成果 
（１）微小流路を用いた DNA 一分子伸長・固定 

Figure 3(a)は，微細加工技術によって作製したデバイス
を示す．深さ 3 μm，幅 100 μm の直線状の流路の形成を実
現した．伸長・固定法の検証のため，48×103塩基対の DNA
分子を用いた．DNA 分子に蛍光分子である YOYO-1 を結
合させ，リザーバの片側から圧力印加によって微小流路内
に導入した．Figure 3(b)は，圧力印加後の微小流路内を蛍
光顕微鏡によって撮像した蛍光像である．この図に示すよ
うに，微小流路内の圧力泳動によって DNA 一分子を伸長・
固定することに成功した．Fig. 3(b)に示すように，多くの
DNA 分子の伸長・固定化に成功している一方で，DNA 分
子の伸長度に大きなばらつきが生じた．この大きなばらつ
きには２つの原因があると考えられる．一つ目は，DNA 一
分子内のどの疎水性部位が先に表面に固定されたかによ
るものである．微小流路内を泳動する DNA 一分子を直線
状に引き伸ばすためには，分子の末端が先に表面に固定さ
れることが重要である．しかし，DNA 分子のどの疎水性
部位が最初に表面に固定されるかは確率的であったと考
えられる．分子の末端以外の疎水性部位が先に固定されると，DNA 分子を直線状に伸長して固
定化することができないため，伸長度に大きなばらつきが生じたと考えられる．このばらつきを
抑制するためには，ビオチンとアビジンの組み合わせなど，DNA 一分子の末端のみを特異的に
固定化できる表面処理を行う必要がある．二つ目は，圧力流れによるせん断力によって DNA 一
分子が切断された可能性がある．しかし、DNA 一分子を切断するのに必要な力は 10 nN レベル
であることが知られており，圧力流れによるせん断力は計算上数 pN レベルであるため，切断さ
れる力よりも十分に小さい．したがって，多くの DNA 分子は，伸長の過程で切断されなかった
と考えられる．また，試料調製時のピペット操作によって生じるせん断力によって DNA 分子が
切断された可能性もあるが，伸長度のばらつきによる明確な結論は得られなかった． 

 
（２）蛍光分子局在化法を用いた結合位置特定 

DNA 分子にタンパク質を結合させた後，異なる蛍光分子で蛍光染色し，（１）で示した方法を
用いて微小流路内で伸長・固定した．タンパク質は検証用と
して RNA ポリメラーゼを用いた．Figure 4(a)に伸長・固定さ
れた DNA 一分子の蛍光像を示す．通常のタンパク質の蛍光
像では回折限界によって数百 nm の幅があったため，正確な
位置特定は困難であった．そこで，タンパク質に結合した蛍
光分子に対して，蛍光分子局在化法によってその中心位置を
特定した結果，40 nm 精度の位置特定に成功した． 
本手法では中心位置特定精度は輝度値の SN 比を増加する

ほど向上できるため，それぞれのタンパク質の蛍光像を重ね
合わせることで，輝度値を増加させた．Figure 4(b)に複数枚の
蛍光像を重ねた際のタンパク質の輝度分布を示す．枚数を増
加するにつれて輝度値の SN 比が増加して中心位置特定精度
も向上し，10 nm 精度の位置特定を実現した． 
最後に検証として，二つのタンパク質の位置を特定して距

離を算出した結果，1340 nm であった．DNA 分子の塩基配列
に基づいたタンパク質の結合位置から算出される理論的な距
離は 1370 nm であるため，実験結果は概ね一致した．30 nm 程
度の差は，中心位置特定精度によるものと，DNA 一分子を伸
長・固定する際にタンパク質の物理的な大きさや表面への吸



着によって DNA 一分子の完全な伸長が妨げられたことが原因であると考えられる． 
 
 以上のように，本研究では，微小流路内の圧力泳動を用いた DNA 一分子の伸長・固定と，光
学的超解像法の一つである蛍光分子局在化法を用いた 10 nm 精度のタンパク質の結合位置特定
の二つの要素技術の原理検証に成功した．本研究で提案する DNA 一分子でタンパク質の結合位
置特定法を確立できれば，DNA 編集法である CRISPR/Cas9 の評価手法として貢献できるだけで
なく，これまでの分析法に代わるDNA一分子分析法として長さ分析や塩基配列特定に展開でき，
生命科学や創薬科学への波及効果も期待できる． 
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