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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年がん診断マーカーとしての有用性が報告されているDNAメチル化異
常を検出対象として、DNAの病理検査デバイスの開発を実施した。実験的にメチル化を発生させたDNAを早期がん
由来のメチル化異常を持つDNAのモデルとして使用し、DNAメチル化部位の染色、メチル化DNAの伸長、及び画像
解析を行う微小流体デバイスを開発した結果、血液1mL中に数十ng程度含まれる腫瘍由来の血中遊離DNAに相当す
るサンプルからDNAを標本化し、DNAメチル化異常を画像検査する技術を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Image analysis of methylated DNA has a great potential for exploring 
epigenomic change in cancer cells. In order to visualize signal variation caused by DNA methylation,
 it is crucial that the DNA molecules are arrayed in parallel direction inside the narrow 
microscopic field. Here we show that methylated DNA molecules can be trapped and stretched at the 
patterned grooves on the surface of microfluidic channel by flow. The demonstrated DNA aligning 
technique enables simultaneous molecular imaging and detection for cancer diagnosis at the single 
molecule level.

研究分野： ナノバイオデバイス工学

キーワード： １分子計測(SMD)　細胞・組織　マイクロ・ナノデバイス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) 現在のがん診断に関わる病理学では、
病変部の組織を薄切・固定してプレパラート
状とした標本を肉眼や顕微鏡を用いて検査
するのが一般的である。近年は、がんの種類
や診断目的によっては、擦過・穿刺吸引によ
って採取した細胞標本を用いた細胞診断(細
胞診）も行われているが、１分子や１細胞を
診る顕微鏡検査に向けて、がん細胞やがん細
胞に含まれる生体分子の病理標本化が強く
望まれている。 

 

(2) 特に、DNA は紫外線・放射線照射によ
る鎖の切断や、細胞のがん化に伴う遺伝子の
変化・メチル化等の分子レベルの異常の重要
性が指摘されており[引用文献①]、病理標本を用い
てこれらの異常を精査する画像診断は、次世
代の DNA シーケンサー等を用いる遺伝子検
査に加えて、今後のがんを対象とした病理学
及び病理診断の高度化に必須の要素である。 

 

(3) 例えば、DNAの病理標本を使用すれば、
分子レベルで異常を起こしている DNA を直
接計測することが可能となり、がんの種類や
進行状況を素早くかつ詳細に検査できるよ
うになる。 

 

(4) そこで、本研究では、申請者が持つ微
小流体チップ技術によってがん細胞やがん
細胞に含まれる DNA を標本化し、がんに関
連した DNA メチル化異常を検出するための
技術開発を実施した 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究の目的は、がん細胞やがん細胞
由来の診断マーカーを固定化（標本化）する
デバイスを作製することにより、がん細胞が
増殖を開始する前の段階から実施可能な細
胞・分子計測技術を新たに構築し、早期がん
に関連する病理検査学的進展を達成するこ
とである。 

 

３．研究の方法 

(1) 実験的にメチル化を発生させた DNA

を早期がん由来のメチル化異常を持つ DNA

のモデルとして使用し、DNA メチル化部位
の染色技術、メチル化 DNA の１分子伸長技
術、及び１分子画像検出技術の開発を行った。 
 
(2) (1)の研究実績の応用開発により、メチ
ル化 DNA の測長技術、メチル化 DNA と非
メチル化 DNA の分離・同定技術、及びがん
細胞の１細胞捕捉技術の開発を行った。 
 
(3) (2)の研究実績の応用開発により、メチ
ル化 DNA を含むがん細胞を１細胞ずつ並べ
て捕捉するデバイスのプロトタイピング、１
細胞捕捉したがん細胞の回収、がん細胞表面
の染色技術の開発を行った。 
 

４．研究成果 
(1) DNA メチル化部位の染色、メチル化
DNA の１分子伸長、及びメチル化 DNA の１
分子画像検出を行った。DNA メチル化部位
の 染 色 は 、 Methyl Binding Domain 

Protein-Biotin (MBD) を 介 し て
Fluoronanogold-Streptavidin Alexa Fluor 

546 (FNG)を標識することで達成した（図１）。 
 

図１：メチル化 DNA の染色と標本化プロセ
ス 
 
メチル化 DNA の１分子伸長は、DNA 溶液送
液用マイクロ流路チップと DNA 固定用ジグ
ザグ溝構造チップの二種類のシリコーン樹
脂製チップを張り合わせて作製したデバイ
スによって達成した。メチル化 DNA の１分
子画像検出は、メチル化部位を染色したDNA

溶液をシリンジポンプによってデバイス中
に流した後、ジグザグ形状の溝構造のパター
ン上に固定された DNA を全反射蛍光顕微鏡
で観察することで達成した（図２）。 
 

図２：標本化されたメチル化 DNA の蛍光像 
 
(2) DNA 固定用の溝構造に関しては、ジグ
ザグの形状・寸法を検討し、最も固定化率の
高いパターンを実験的に求めることに成功
した。MBD を介した FNG による標識に関し
ては、MBD と FNG の最適混合比を検討し、
メチル化 DNA の染色のプロセスを確立した。
デバイスの DNA に対する捕捉率は約 70%を
達成し、一度に約 1,500 本の DNA を伸長固
定することに成功した。 
 
(3) 本デバイスを用いた１分子レベルの測
長によるメチル化 DNA と非メチル化 DNA

の同定試験を行った。メチル化 DNA と非メ
チル化 DNA の測長は、インターカレーター
色素 YOYO-1で染色した DNAをデバイス上
で並列伸長し、全反射蛍光顕微鏡で観察する
ことにより達成した。測長によるメチル化
DNA の同定は、200 分子の計測結果を統計
解析することで達成した。 
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(4) メチル化 DNAは非メチル化 DNA に比
べて分子の剛性がアップし、伸長が 20％程度
抑制されることを明らかにした。同様の１分
子レベルの測長を 48.5kbp と 17kbp の非メ
チル化 DNA に適用した実験により、非メチ
ル化 DNA のサイズ分離検出を達成した。 

 

(5) メチル化 DNA を伸長固定する本デバ
イスを細胞向けにカスタマイズし、メチル化
DNA を含むがん細胞を１細胞ずつ並べて捕
捉する技術開発を進めた。がん細胞用の捕捉
構造に関しては、溝構造の形状・寸法を検討
し、単一細胞の捕捉率が最も高いパターンを
実験的に求めることに成功した。 

 

(6) がん細胞を含む懸濁液の導入に関して
は、ピペッティングと重力沈降を組み合わせ
た手法を新たに検討し、従来のポンプを用い
た手法を大幅に簡易化したプロトコルを確
立した（図３）。 

 

図３：ピペッティングと重力沈降を組み合わ
せた捕捉プロトコル 
 
(7) 本技術を市販の樹脂フィルムとシーリ
ングチャンバーで実現する実用化デバイス
のプロトタイピングを行った。樹脂フィルム
にはフォトリソグラフィーとドライエッチ
ングにより数万から数十万の微細孔加工を
施し、プラズマによる親水化処理を行うこと
で樹脂フィルム表面の濡れ性を向上させ、こ
れをシーリングチャンバーと組み合わせて
使用することで、ピペッティング操作のみに
より細胞懸濁液を微細孔へほぼ 100%導入す
ることを実現した（図４）。 

 

図４：実用化デバイスのプロトタイピング 

 

(8) プラズマによる親水化処理は、市販の
高分子剤を用いたコーティング処理で代用
可能なことを明らかにし、微細孔内にがん細
胞を１細胞ずつ捕捉する確率を向上させた。
コーティング処理後の表面上では、がん細胞
を容易に操作することが可能となり、微小標
的の吸引・採取システムを利用することで、

１細胞捕捉したがん細胞の回収に成功した。 

 

(9) 回収後のがん細胞に対する１細胞由来
の DNA からメチル化異常を遺伝子解析し、
１細胞から培養する技術開発に向けて、がん
細胞表面の染色技術の開発を進めた。染色液
の希釈率や染色用抗体の条件を実験的に検
証し、樹脂フィルムがもつバックグラウンド
ノイズと区別可能な染色プロトコルを確立
した。 

 
(10) リアルタイム PCR による核酸成分の
微量検出と変異検出を通じて、がん細胞の
DNA を遺伝子解析するプロトコルの開発を
行った。微小標的の吸引・採取システムの利
用に加え、がん細胞を捕捉した樹脂フィルム
から直接 DNA 抽出と DNA 増幅を行った後
に定量 PCR を行う試験を実施し、がんに関
連した細胞株（H1975）が持つ上皮成長因子
に対応する二種の遺伝子（T790M、L858R）
を対象に PCR 条件を検証した結果、樹脂フ
ィルム上に捕捉したがん細胞からターゲッ
トの遺伝子変異を検出することに成功した。 

 

(11) メチル化および非メチル化されてい
る塩基を特異的に増幅してメチル化の状態
を分析する MSP 解析を行った。CpG 配列の
メチル化状態に応じて配列が変わる塩基部
位に対して、メチル化 DNA 検出用プライマ
ーと非メチル化 DNA 検出用プライマーを設
計して PCR を行った結果、増幅の有無によ
りメチル化または非メチル化が識別できる
ことを確認した。 
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