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研究成果の概要（和文）：本研究は、生体分子を加工するツールを開発し、新たなゲノム解析技

術へ応用することを目指す。本研究期間を通じて、光駆動微小構造体作製技術の確立と、微小

構造へのタンパク質の固定化に取り組んだ。その成果として、自家蛍光を調節可能な微細構造

の作製法を開発し、蛍光顕微鏡下で視認性の高い操作を実現した。また、光駆動微小構造体の

基礎的な操作特性の把握を行い、作製効率や、光トラップによる発生力について新たな知見を

得た。タンパク質の固定化に関して、表面プラズモン共鳴センシングによりマイクロ/ナノ構造

へのタンパク質の固定化とタンパク機能の維持を実証した。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： In this research project, we developed a novel 
nano/micro-fabricated tool for processing single biomolecule for the application in the 
research field of genome analysis. The technique for fabricating nano/micro structures 
was developed, which enables us to control the visibility of the structures under a 
fluorescence microscope. Their characteristics including the yield of fabrication and 
the trapping force were evaluated. We also verified the immobilization of proteins on 
their surface by surface plasmon resonance sensing. The results suggest the successful 
protein immobilization and the functionalization for a protein-modified nano/micro tool. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

交付決定額 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 

研究分野：複合新領域 

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：分子マニピュレーション、分子加工 

 
１．研究開始当初の背景 

 これまでの生物学分野における様々な研
究から、遺伝子の発現調節にはゲノムの立体
構造が重要な役割を担っていることが示さ
れている。その一方で、具体的な核内におけ
る染色体 DNA の微細構造は現在も未解明な
点が数多く残されており、新たな解析技術の
実現が求められている。従来法では分子集団
を対象として様々なゲノム分子の平均値か
ら立体構造を構築しているために、個々の細
胞毎、染色体分子毎の情報が埋没していた。

そこで、本研究では染色体 DNA を１分子レ
ベルで解析する新たな技術を確立すること
により、個々の細胞のゲノムの立体構造を明
らかにすることを目標とした。そのためには、
ゲノムを１分子レベルで扱うことを可能に
する基盤的な実験用のツールを開発するこ
とが必須であると考え、上記の目標のもとに、
本研究助成により、光学顕微鏡下で DNA、
RNA，タンパク質等の生体分子を 1 分子レベ
ルで操作し・分子加工する実験ツールの開発
に取り組むこととした。 
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 分子加工とは、ここでは、分子鎖の切断、
化学修飾、分子除去（消化）、固相への固定
化・解離といった操作を１分子レベルで行う
ことを意味している。現在の技術では、これ
らの操作は試験管内で化学反応として行わ
れるため、分子集団に対して非特異的に反応
が生じる。したがって、特定の分子あるいは
1 分子の特定の部位に対してピンポイントに
加工を行うことはできない。 

 研究代表者は、これまで、光ピンセットに
よってナノ・マイクロ構造体をトラップし操
作する手法を考案し、これまで操作できなか
った脆い生体分子に対しても分子配向や配
置などの物理的操作を実現してきた[1]。 

 この構造体にタンパク質（酵素）を固定化
し光ピンセットで操作することにより、生体
分子にピンポイントにタンパク質を作用さ
せるという手法である。本分子加工ツールが
実現すれば、生体分子を物理的に操作するこ
とができると同時に分子に対して狙った位
置で加工を行うことが可能になることが期
待される。 

[1] K. Terao et al. Lab Chip 8, 1280-4, 2008. 

 

２．研究の目的 

 本研究は、これまでに行ってきた生体分子
の物理的操作の成果をふまえ、タンパク質機
能を付加することで、ピンポイントな分子加
工ツールを実現し、ゲノムの分子レベルの操
作と加工に応用することを目的とする。 

 具体的には、光駆動構造体に対して、タン
パク質を構造体表面に固定化しタンパク質
機能を付加することによって、特定の分子の
特定部位を光学顕微鏡下でピンポイントに
分子加工するツールを実現する。そのために、
微細構造の作製プロセスの確立や操作特性
の把握などの要素技術、及び周辺技術の開発
と評価を行った。 

 

３．研究の方法 

 以下の７項目の研究開発に取り組んだ。 
(1)ナノマイクロ構造体の設計・製作 
(2)構造体の作製効率評価 
(3)構造体の視認性の向上 
(4)光ピンセット光学系の構築 
(5)光トラップ力の評価 
(6)タンパク質の表面固定化と機能確認 
 
４．研究成果 
(1)ナノマイクロ構造体の設計・製作 
 ナノマイクロ構造は図１に示す方法によ
って製作した。まずクロムを蒸着した石英基
板を用いて電子線描画装置によりクロムパ
ターンを形成する。その後、基板に紫外線感
光性樹脂 SU-8を厚さ 5 m で塗布し、基板背
面から紫外線を照射する。このときクロムパ
ターンがフォトマスクとなって SU-8 にパタ

ーンが転写される。現像後、表面を鋭利なガ
ラス薄板によって擦ることで、物理的に SU-8
構造を基板から剥離させ、純水中に回収する。 
 

 
図１．ナノマイクロ構造体の作製プロセス及

び作製結果 
 

 結果として、基板上に 10 万個オーダーの
マイクロ構造体を作製し、液中に回収するこ
とに成功した。 

 
(2)構造体の作製効率評価 
 本作製法によるナノマイクロ構造体の作
製効率について評価するため、純水中に回収
した構造体の個数・濃度について血球計算盤
を利用して計測し、パターニングした構造の
数と回収した構造体の数の割合から回収率
を算出した。その結果、基板にパターニング
した個数に対して、10 %程度が純水中に回収
されていることが分かり、その割合は数回の
試行でほぼ一定であった。残りの構造体は剥
離せずに基板上に残留したものや、ガラス薄
板に付着したと考えられる。濃度としては
1.95 x 105 個/ml であり、その後の操作実験
を行う上では十分な濃度を確保することが
可能であった。 
 
表１．ナノマイクロ構造体の作製効率 

 



 

 

 
(3)構造体の顕微鏡下における視認性の向上 
 蛍光染色した染色体 DNAを蛍光顕微鏡下で
観察しながら、構造体を操作するため、構造
体の自家蛍光強度が重要となる。構造体が
DNA と比較して蛍光輝度が弱いと構造体を画
像的に認識することが困難であり、一方で蛍
光強度が極端に強いと、DNA の観察を妨げる
原因となる。したがって、DNA 観察条件に応
じて蛍光輝度を調節する必要がある。それに
対して、本研究では SU-8 の自家蛍光がプロ
セス時のベーク時間によって変化すること
を見出し、ベーク時間の調節によって蛍光輝
度を調節する方法を考案した。 
 SU-8 パターニング後に、150℃でのハード
ベークを行い、0 - 60分の間でベーク時間に
ついて条件をふり、B 励起光における自家蛍
光の変化を計測した（図２）。自家蛍光がベ
ーク時間の増加と共に増大することが確認
された。それらの関係を示したグラフを図３
に示す。本研究では、本結果を下にハードベ
ーク時間を 10 - 30 分の間で調節し構造体の
視認性を向上させ、染色体操作実験に用いた。 

 
図２．ベーク時間（0 - 60 分間）による SU-8
構造体の自家蛍光の変化 
 

 
図３．ベーク時間と自家蛍光強度の関係 

 
(4) 光ピンセット光学系の構築 
 構造体の操作のため、Yb ファイバーレー
ザー(1024 nm CW)を用いた光ピンセット
の光学系を構築し、温度調節・CO2濃度調
節が可能なチャンバーを有した倒立顕微鏡
による制御された環境下での DNA 蛍光観
察と、光ピンセットによる操作を両立させ
た。DNA の観察には以前代表者が開発し
た電気浸透流を用いた DNA 伸長デバイス
を利用し、顕微鏡ステージ上に設置した。 
 光ピンセットの光学系は研究開発当初、
１軸の固定光学系を構築し、ステージ側を
移動することで光トラップ位置を操作した。
その後、より複雑な操作と複数の同時トラ
ップ操作を可能にするため、ビームスプリ
ッタ－によりレーザーを２分割し、一方を
ガルバノミラーにより操作する２軸光学系
の構築を行った。 
 

 

図４．光ピンセット光学系(1 軸トラップ)お
よび DNA 伸長デバイス 

 
(5) 光トラップ力の評価 
 構築した光ピンセット光学系を用いて構
造体のトラップ力を計測した。方法は、純水
中でトラップした構造体を操作し、トラップ
から外れた際の構造体の移動速度と粘性抵
抗の関係からトラップ力を見積もった。 
 比較対象として、同等のサイズをもつ、光
ピンセット操作で広く用いられるラテック
スマイクロビーズを計測した。 
 結果、レーザーパワーに対して線形にトラ
ップ力が増加し、マイクロビーズと比較して、
若干トラップ力が強いという結果が得られ
た。本光学系で発生する最大のトラップ力は
80 pN という結果が得られ、これは DNA のエ
ントロピー弾性より高く、DNA の２本鎖を切
断する力よりも弱い。したがって、本実験系
は DNAを操作するのに十分な力を発生するこ
とが確かめられた。 



 

 

 

図５．光駆動構造体とマイクロビーズ(直径 5 
m)のトラップ力比較 

 
(6) タンパク質の表面固定化と機能確認 
 構造体へのタンパク質の固定化を行うた
め、まず固定化プロトコルの検討と固定化量
の評価について行った。固定化には金－チオ
ール結合を利用した方法を採用した。また、
固定化タンパク質の結合量評価と機能性維
持の確認については、表面プラズモン共鳴セ
ンシング技術を用いた。 
 金基板上に SAM 膜を形成し、NHS/EDC によ
り表面を活性化した後、抗 BSA抗体を導入し、
結合させた。その後、ブロッキング処理を行
った。固定化タンパク質（抗 BSA抗体）が結
合能を維持しているか評価するため抗原で
ある BSA を導入し、結合量を計測した。 
 結果を図６に示す。SPR シグナルが増加し
ており、抗 BSA抗体が固定化できていること
が確認された。また抗原の BSAが結合しシグ
ナルが上昇していることから機能を維持し
ていることが確認された。 
 さらに、本手法を発展させるため、タンパ
ク質の固定化量の増加に取り組み、金膜上に
20 nm 程度の金ナノ構造を電気めっき法によ
る形成し、修飾する表面積を増加することに
よって約 2 倍の固定化量の増加を達成した。 
 今後、確立した固定化プロトコル、金ナノ
構造作製技術をベースに分子操作用の構造
体への部分的な金パターニングと表面修飾
に取り組み、光操作と分子修飾を両立するプ
ロセス技術の開発に取り組む。 
 研究期間内にタンパク質を固定したナノ
マイクロ構造体による分子操作まで到達す
ることはできなかったものの、それぞれの要
素・基盤技術の開発に成功した。ここで開発
した技術は、提案する新たな分子加工ツール
に必須の技術群であり、今後、それら融合す
ることで分子加工の実現とゲノム解析への
応用に向けて取り組む考えである。 

 
図６．SPRセンシングによる BSA抗体の固定
化と BSA 抗体の捕捉の計測（金ナノ構造基板

を用いた計測） 
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