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研究成果の概要（和文）：がんなどの生活習慣病リスクの高い高齢者において、疾患発症において先天的なゲノム変化
に加えて、後天的なゲノム変化であるエピゲノミクスの重要性が極めて高いことが近年明らかとなった。本研究では、
代表的ながんエピゲノム変化であるDNAメチル化について、ナノ空間の特性を生かすことで、1分子レベルでゲノム全体
のエピゲノム解析を実現できるデバイスを開発した。単一DNAについて、ゲノムワイドに1分子メチル化マッピングを行
い、現行技術より数十倍の高速化と正確さを兼ね備え、現行では困難ながんの発症機構解明やがん診断応用を実現でき
るシステムの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Not only inherent genome alternation but also acquired genome (epigenome) 
alternation is extremely important for people who have a high cancer or cancer death risk. In this 
research, we developed nanodevices to realize DNA methylation analysis, which is a typical cancer 
epigenome alternation, on a single DNA molecule. We demonstrated DNA methylation mapping on a single DNA 
molecule in the nano devices. Our developed system could analyze DNA methylation with higher accuracy and 
speed rather than conventional systems, and furthermore, it will help researchers to elucidate cancer 
pathogenic mechanism or realize early cancer diagnosis.

研究分野：ナノバイオデバイス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん・生活習慣病の発症機構解明と疾患診断
は、1 塩基多型(SNPs)など先天的ゲノム配列
変化を中心に研究されてきた。しかし、近年、
がん発症や生命の発生・老化に DNA メチル
化等の配列変化を伴わない後天的なゲノム
変化であるエピゲノミクスの重要性が指摘
されており、エピゲノム解析は、NIHロード
マップ(Nature Biotech, 2010, 28, 1045)におい
て、生命の基礎研究のみならず、がん発症機
構解明、がん発症・転移診断やがん治療薬開
発への展開が強く期待されている。さらに、
高齢化進行で、生活習慣病のエピゲノム解析
による予測と予防医療構築が強く求められ
ている。 
エピゲノム解析の研究は国内外で進められ、
領域特異的メチル化解析法や網羅的メチル
化解析法(Nature Biotech., 2010, 28, 1106)が報
告されている。しかし、これらは、煩雑な操
作が必要な上に長時間の測定が必要であり、
大量の細胞を必要としながら、ゲノム配列に
よってはメチル化部位が検出できず、測定条
件設定が困難などの課題がある。これらのこ
とがエピゲノム解析の生命科学研究展開や
がん機構解明・疾患診断の臨床応用を妨げる
原因となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、代表的ながんエピゲノム変化で
ある DNA メチル化について、ナノ空間の特
性を生かすことで、1 分子レベルでゲノム全
体のエピゲノム解析を実現できるデバイス
を開発する。単一ヒト細胞中の全染色体DNA
について、ゲノムワイドに 1分子メチル化マ
ッピングを行い、現行技術より数十倍の高速
化と正確さを兼ね備え、現行では困難ながん
の発症機構解明やがん診断応用を実現でき
るシステムを構築することを目的とする。 
ナノデバイスを用い、DNA断片化、bisulfite
反応、PCR、シークエンシング不要で、高速・
高精度な 1分子ゲノムワイドのがんエピゲノ
ム解析のために、(1)単一ヒト細胞からの染色
体ゲノム DNA抽出デバイス開発・(2)ナノ空
間の 1分子ゲノム DNA伸張デバイス開発・
(3)メチル化超高感度検出新規ナノ材料開
発・(4)以上の機能を一体化したデバイスを開
発し、単一細胞から 20～30 分でゲノムワイ
ドメチル化マッピングを達成する。従来法と、
試料量、解析時間、正確性などを比較検討し、
超高性能ながんエピゲノム解析デバイスを
開発する。 
 
３．研究の方法 
がんエピゲノム解析・臨床応用のために、研
究代表者と名大連携研究者を中心にナノ構
造を駆使した(1)単一ヒト細胞からの染色体
ゲノム DNA抽出デバイス、(2)ナノ空間にお
ける 1分子ゲノム DNA伸張デバイスの開発
を進め、名大と愛知県がんセンター連携研究
者が協力し(3)メチル化超高感度検出新規ナ

ノ材料を開発し、メチル化検出の高精度・高
感度化を達成した。さらに、参画研究者全員
で、開発された各要素を一枚のデバイスに集
積・統合する際の操作条件について検討を行
い、超高性能がんエピゲノム解析デバイスを
構築するとともに、がん診断への応用を試み
た。 
(1) 単一ヒト細胞からの染色体ゲノム DNA
の抽出デバイス開発 
単一ヒト細胞からの染色体 DNA 抽出操作は
ナノピラー構造を、染色体 DNA 抽出のため
に最適化することで達成した。染色体 DNA
抽出としては、細胞膜等の溶解溶液を用いた
化学的処理を応用した。また、化学的処理に
より染色体 DNA の損傷やロスがあったため、
物理的な送液や電場印加による DNA 抽出の
検討を行った。染色体抽出用ナノピラーに細
胞を流し、送液や電場による高制御能を持っ
て 1分子染色体 DNAの抽出を行った。この
際、1 分子染色体 DNA を切断すること無く
取り出すために、電場強度や送液速度を検討
し、染色体 DNA 抽出に最適な条件を検討し
た。単一ヒト細胞から染色体 DNA を抽出す
るため、汚染防止や他サンプルからの染色体
の混入防止が重要であった。このために、使
い捨て可能な簡易なポリマー製ナノデバイ
スの作製についても検討評価を行った。 
(2) ナノ空間における 1 分子ゲノム DNA 伸
張デバイス開発 
ヒト染色体 DNA を小型デバイスで完全に伸
張させるために、高さ 50 nm, 幅 50 nmのナ
ノチャネルを顕微鏡1視野である50×50 µm2

の領域内部に 500ターンさせたものを 1区画
とし、40区画（顕微鏡 40視野分）に高集積
化させることより、30億塩基（長さ約 1m）
あるヒト染色体を完全伸張させることが可
能であるデバイスの開発に取り組んだ。1 分
子ヒト染色体ゲノム DNA は、ナノデバイス
への外部電場の制御により 10～20 分で高精
度に伸張を達成可能である。 
ナノチャネル入り口での詰まり等により完
全伸張が困難であったため、ナノチャネルに
ヒトゲノム DNA を導入する前にナノピラー
を配置し、凝集構造をもつ染色体ゲノムDNA
を完全にほどいた後にナノチャネルへの導
入を試みた。この際、染色体のロス・切断、
染色体以外の分子の非特異的吸着抑制、伸張
した染色体の吸着抑制する方法についても
検討を行い、ナノチャネル流路内部でのDNA
の完全伸張を行った。 
(3) メチル化超高感度検出新規ナノ材料開発 
ヒトゲノム DNA をナノデバイスで完全に伸
張させた後、メチル化部位を超高感度検出す
るために、メチル化部位認識能の高い分子と
量子ドットを結合させた新規ナノ材料を開
発した。ナノ材料の創出には結合定数が大き
いビオチンーアビジン結合を用いた。この新
規ナノ材料を用い、1 分子ゲノム DNA 上の
メチル化部位の同定・検出を行った。この際、
新規ナノ材料の結合条件を検討し、超高解像



顕微鏡に最適なナノ材料を開発し、迅速かつ
高解像度・超高感度検出を目指した。 
また、1 本鎖 DNA メチル化シトシンに直接
結合するリガンドプローブを用い、リガンド
プローブを介して、メチル化部位に直接量子
ドットを結合させ、超高感度検出のための実
験条件の検討も行った。最終的に、メチル化
検出は 5～10分で達成した。 
(4) 臨床応用ゲノムワイド 1 分子マッピング
デバイスの作製 
上述で研究開発してきた要素技術の中で、各
機能が最も高い性能を発揮でき、かつ最も高
感度検出が達成できるナノデバイスの設計
と試作を行った。また、研究代表者らが既に
同定したがん特異的メチル化部位（Nature 
Genet., 2008, 40, 741; 特願 2009-136624）
について、本デバイスにより、DNA メチル
化ゲノムワイド 1分子マッピングを行い、精
度・感度等を評価した。さらに、ヒトがん細
胞を導入し、がん特異的メチル化部位の検出
による肺がん等の診断に応用可能かを検討
した。 
 
４．研究成果 
［平成 24 年度］ 
代表的ながんエピゲノム変化であるDNAメチ
ル化を 1 分子レベルでゲノム全体を解析で
きるデバイスを開発することを目的とし、
(1)単一ヒト細胞からの染色体ゲノム DNA 抽
出デバイスの開発、及び(2) ナノ空間におけ
る1 分子ゲノムDNA伸張デバイス開発を行っ
た。 
単一ヒト細胞からの染色体ゲノムDNAの抽出
デバイス開発の研究項目では、ナノピラー構
造のピラー直径、ピラー間隔、ピラーの幾何
学的配置が染色体の抽出に及ぼす影響につ
いて検討を行った。染色体DNA抽出としては、
細胞膜等の溶解溶液を用いた化学的処理と
送液や電場印加等による物理的処理の2つよ
り行った。染色体抽出用ナノピラーに細胞を
流し、送液や電場により高制御能を持って 1
分子染色体 DNA を抽出に成功した。この際、
1 分子染色体 DNA を切断すること無く取り出
すために、電場強度や送液速度を検討し、染
色体 DNA 抽出に最適な条件を検討した。 
ナノ空間における 1分子ゲノム DNA伸張デバ
イス開発の研究項目では、ヒト染色体 DNA を
小型デバイス内で完全に伸張させることを
目的とした。高さ 100 nm, 幅 100 nm 程度の
ナノチャネルを作製し、数百万塩基（長さ約
340μm）あるヒト染色体を完全伸張させるこ
とが可能であるデバイスを開発した。1 分子
ゲノム DNA は、ナノデバイスへの外部電場の
制御により数分で高精度に伸張を達成した。
ナノチャネル入り口での詰まり等により完
全伸張が困難であったため、ナノチャネルの
前にナノピラーを配置し、凝集構造をもつ数
百万塩基DNAを完全にほどいた後にナノチャ
ネルに導入した。 
現行法の DNA 抽出法では、細胞膜破砕液を用

いた化学的処理等による煩雑な操作が必要
であったが、平成 24 年度に研究代表者らが
開発した手法では、細胞をナノピラー等の構
造体に送液することによって細胞よりDNAを
抽出することに成功した。本手法では、細胞
を送液するだけでDNAを抽出することができ
るため、煩雑な操作は不要であり、細胞破砕
液による DNA の損傷の問題もない。このよう
に簡便かつ、短時間で DNA 抽出を達成可能な
手法の開発に成功した。 
［平成 25 年度］ 
1 分子ゲノム DNA 伸張デバイスの高集積化
を継続して進めるとともに、メチル化部位の
超高感度検出を行うための新規ナノ材料開
発と全体のデバイス化を進めた。メチル化超
高感度検出新規ナノ材料開発では、新規量子
ドット材料を開発し、bisulfite 反応・PCR 不
要で数万塩基 DNA 中 5 か所のメチル化を 1 
分子検出できる新規ナノ材料を開発した。新
規ナノ材料の開発では、メチル化部位認識能
の高い分子と量子ドットの結合には結合定
数が大きいビオチンーアビジン結合を用い
た。 
ヒトゲノムDNA/数万塩基DNAを完全伸張させ
ることが可能なナノデバイスと、メチル化部
位を超高感度検出することが可能な新規ナ
ノ材料を用い、1 分子 DNA 上のメチル化部位
の同定・検出を行った。この際には、新規ナ
ノ材料のメチル化部位への結合条件と、超高
解像顕微鏡に最適なナノ材料を検討課題と
し、迅速かつ高解像度・超高感度検出を目指
した。さらに、本手法と同時に、1 本鎖 DNA メ
チル化シトシンに直接結合するリガンドプ
ローブを用い、リガンドプローブを介して、
メチル化部位の標識化を行い、超高感度検出
のための実験条件の検討を行った。 
平成 25 年度に研究代表者らが開発した手法
では、従来法でメチル化検出に必要不可欠で
あった前処理(bisulfite 反応・PCR)を必要と
せず、2 本鎖 DNA にメチル化部位超高感度検
出ナノ材料を導入するだけで、ナノデバイス
中にて伸張したDNA上のメチル化部位を検出
することに成功した。現行の DNA メチル化部
位検出法では、バイサルファイト処理を行う
検出や DNA を 1 本鎖化した後に検出する等、
メチル化部位検出のための前処理が必要で
あった。しかし、開発したメチル化部位超高
感度検出ナノ材料は、そのナノ材料を 2本鎖
DNA と反応させることによって DNA 上のメチ
ル化部位を量子ドットにより標識化するこ
とが可能である。ナノ材料とメチル化部位を
有する DNA を反応させた後、その DNA をナノ
空間へ導入することで、DNA 上のメチル化部
位を簡便かつ短時間で検出することに成功
した。また、数万-数百万塩基対を持つ DNA
上のメチル化部位を 1分子 DNAより検出する
ことにも成功した。 
［平成 26 年度］ 
1 分子ゲノム DNA 伸張デバイスの高集積化を
前年度より継続して進めるとともに、メチル



化部位の超高感度検出を行うための新規ナ
ノ材料開発と全体のデバイス化を進めた。メ
チル化超高感度検出新規ナノ材料開発では、
新規量子ドット材料を開発し、bisulfite 反
応・PCR 不要で数万塩基 DNA 中 5 か所のメ
チル化を 1 分子検出できる新規ナノ材料を
開発した。この新規ナノ材料は、解像度が高
く、メチル化部位への結合特異性が高いとい
う特徴を有している。新規ナノ材料の創出に
は結合定数が大きいビオチンーアビジン結
合を用いた。 
次に、ヒトゲノム DNA をナノデバイスで完全
に伸張させた後、メチル化部位を超高感度検
出するためにこの新規ナノ材料を用い、1 分
子ゲノム DNA 上のメチル化部位の同定・検出
を行った。この際、新規ナノ材料のメチル化
部位への結合条件と、超高解像顕微鏡に最適
なナノ材料を検討した。 
さらに、上述の新規ナノ材料に加え、抗原抗
体反応を利用したメチル化部位の認識材料
も開発した。この材料を用いた超解像顕微鏡
観察についても同様に検討を行った。 
平成 26 年度は、目標であった「1 分子ゲノ
ムDNA伸張デバイスの高集積化の継続」と「メ
チル化部位の超高感度検出を行うための新
規ナノ材料の開発」を行っただけでは無く、
「抗原抗体反応を利用したメチル化部位の
認識材料の開発」も行うことに成功した。「1
分子ゲノムDNA伸張デバイスの高集積化の継
続」においては、高さ 50 nm X 幅 50 nm の空
間を有するナノ流路を試作することに成功
した。また、この流路をつづら折りにした流
路を試作することにも成功している。次に、
「メチル化部位の超高感度検出を行うため
の新規ナノ材料の開発」においては、メチル
化部位への認識能が高いメチル化結合タン
パク質を同定することに成功した。 
［平成 27 年度］ 
平成 26 年度に引き続き、1分子ゲノム DNA 伸
長ナノデバイスの高集積化を継続して進め
た。メチル化部位の超高感度検出を行うため
の新規ナノ材料開発と全体のデバイス化を
進めた。1 分子ゲノム DNA 伸長ナノデバイス
においては、これまでに研究開発してきた要
素技術の中で、各機能が最も高い性能を発揮
でき、かつ最も高感度検出が達成できるナノ
デバイスの設計と試作を行った。1 分子ゲノ
ム伸長ナノデバイスは、DNA の高次構造を緩
和する段階的な直径を有するナノピラー構
造体(直径 1000 nm→直径 500 nm→直径 100 
nm)と DNA を効率的に伸長するナノスリット
構造体(幅 50 nm、高さ 50 nm)を組み合わせ
た。 
メチル化部位の超高感度検出を行うための
新規ナノ材料の開発においては、これまでに
開発してきたメチル化部位検出を可能とす
るナノ材料に、メチル化部位前後の配列情報
を検出可能なナノ材料の開発に取り組んだ。
その新規ナノ材料は、メチル化部位前後の配
列特異的に結合可能なオリゴ配列を有して

いるため、オリゴ配列の結合とメチル化部位
の検出によって、メチル化部位前後の配列情
報を含んだメチル化シトシンの検出が可能
となった。 
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