
１．はじめに

近年，ヒトゲノム解析の進展により，オー

ダーメード医療やゲノム創薬など，医療・創薬

の変革が進んでいる。さらに，病気の診断と治

療に基づく医療から，遺伝子診断などによる病

気の予知・予測に基づく予防医学・ヘルスケア

へのシフトが起こりつつある。予防医療を行う

ために，生体試料から効率良くかつ正確に病気

の原因となる生体分子を分離・同定することが

極めて重要になってきている。また，この技術

を臨床応用することにより，がん発症の危険因

子となりうる遺伝子の発見につながるとも期待

されている。臨床診断においては，取り扱う試

料中に複数の生体分子が存在するために，生体

分子解析過程自体の高速化・ハイスループット

化・自動化が要求されている。しかし，現在の

生体分子解析には，電気泳動・HPLCなどが用

いられているが，解析に長時間必要なことや煩

雑な操作を必要とするために，解析過程自体の

高速化・ハイスループット化・自動化という要

求を満たすことが極めて困難である。このよう

な状況の中で，従来の実験室で行う一連の前処

理操作などを半導体微細加工技術によって作製

された一枚の基板（チップ）上に集積する

『µTAS（micro total analysis systems）』とい
う概念が，１９９０年にManz らにより提唱され

た１）。この概念に従って，試験管やフラスコ，

マイクロチューブで行われてきた生化学分析を

チップ上に作製した微細流路（マイクロチャネ
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ル）内で行うことにより，省試薬化や高速化，

並列処理，自動化を達成することが可能となっ

た。

そのような中，１９９２年にプリンストン大学

のAustin らは，シリコン上にマイクロ構造体

を作製しDNAを分離した２）。この報告以来，

多くのマイクロ・ナノ構造体が微細加工技術を

用いて作製され，それらの構造体によるDNA

解析例が報告されている３），４）。さらに，これら

のマイクロ・ナノ微細加工された構造体は，従

来技術では実現できなかった規則性を有してい

るため，DNA解析においてこれまで知られて

いなかった現象も併せて報告されている。最近

では，ナノ微細加工技術の発展により，生体分

子と同程度の大きさを持つ規則的なナノ構造体

の作製が可能となっており，分析化学の新しい

研究分野であるナノバイオ計測と呼ばれるナノ

テクノロジーとバイオテクノロジーの融合領域

が注目されている５）。ナノバイオ計測は，予防

医療につながる遺伝子診断にとどまらず，大変

幅広い研究領域への展開が期待され，多くの実

用化を目指した研究開発が展開されている。そ

の中でも，ナノ空間の特性に基づいた独創的な

アイディアによる遺伝子診断法が多数研究開発

され，従来の方法では実現できないような

DNA解析法が報告されている６）。このような

研究背景のもと，本稿では，筆者らのグループ

が石英チップ上に作製したナノピラーと呼ばれ

るナノ構造体を利用したDNA解析について概

説する。

２．ナノピラーチップの作製

筆者らは，微細加工技術を利用して，ナノピ

ラーチップデバイスを開発した（図１）９）。ナノ

ピラーチップデバイスは，光透過性，耐熱性，

耐薬品性，高絶縁性，加工の容易さなどから石

英ガラスを用いて作製されている。最近は，生

体分子の分析の観点やチップ自身のコストの面

からプラスチック製のチップや加工が容易なシ

リコン製のチップを用いている研究例も多い。

しかし，環境への負荷を低減しなければならな

い昨今では，プラスチック製のチップが大量の

廃棄物になるのが問題になる可能性もある。ま

た，コストについてもプラスチックは，一旦，

金型を作製すれば，大量に同一デザインのチッ

プを作製でき，安くなるが，デザインの異なる

チップを少～中量生産する場合には，それほど

安くはならない。石英ガラス製のチップの場合

は，リサイクルして再利用が可能なため，コス

ト的にもどちらが有利であるかどうかは検討す

る余地があるだろう。シリコン製のチップは，

加工が容易な反面，高電場を印加すると絶縁破

壊が生じるという欠点や，シリコン自体が光透

過性を持たないことによる実験系の制限などの

デメリットを持っている。これらより，使用す

る試薬や反応条件によって最適なチップ材料と

いうものが存在するので，一概にどれが良いと

は言えないが，石英ガラスは幅広い用途に使用

できる優れた材料であると言える。

ナノピラーチップデバイスは，厚さ０．５mm

図１ 石英製ナノピラーチップ
（a）電気泳動用チップ （b）single－particle tracking 用チップ
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の石英基板上に電子線リソグラフィとフォトリ

ソグラフィを組み合わせて作製する（図２）。

まず，基板上にCr/Pt 層をスパッタによって

形成した後，その上にポジ型電子線レジストを

スピンコートにより塗布する。次に，ナノピ

ラーのパターンを電子線リソグラフィにより作

製した後，パターン内にNi を電鋳する。ポジ

型フォトレジストをスピンコートにて塗布した

後に，マイクロチャネルのパターンをフォトリ

ソグラフィにて作製し，NLD（neutral loop dis-

charge）を用いた反応性イオンエッチングに

よりCF４を用いて石英基板をエッチングす

る１０）。この時のそれぞれのエッチング速度は，

Ni が２１．５nm/min，石英が２３８nm/min であ

り，Ni に対して石英は約１２倍の選択性を持っ

ている。最後に，レジストなどを除去し，フッ

酸に浸漬後，厚さ０．１３mmの石英製カバーガ

ラスを熱圧着することで，マイクロチャネル中

にナノピラーが作製されたナノピラーチップデ

バイスが完成する。これまでに，２種類のナノ

ピラーの配列パターンを作製することに成功し

ており１１），直径５００nm・高さ４，０００nmのナノ

ピラーを泳動方向に対して４５°の角度で配列し

た斜形型ナノピラーチップデバイスと泳動方向

に対して並行に配列した矩形型ナノピラーチッ

プデバイスである。ナノピラーチップデバイス

では，ナノピラーそれ自体が分離媒体として働

くために，従来必要であったゲルやポリマー溶

液を必要としない。また，ナノ微細加工技術を

用いて作製されているために，天然高分子では

決して達成されなかったポアサイズの精密制御

も可能にしている（図３）１２）。

３．ナノピラーチップによるDNA解析

前述のようにして作製したナノピラーチップ

デバイス中に，緩衝溶液を導入し，長鎖DNA

解析に適用したところ，従来法では分離が困難

とされている長鎖DNAを，直流電場下でわず

か７秒～２００秒で完全に分離できることを実証

した９）。例えば，十万塩基対までのDNAであ

れば２００秒程度，数万塩基対までのDNAであ

れば６０秒程度でDNAの分離分析を行うこと

ができる（図４）。また，性能指数であるこれ

らの分離能と理論段数は，１．４５―２．６９と０．７―

２．１×１０６であり，従来のゲル電気泳動と比べ何

ら遜色なくDNAを分離できることを示した。

ナノピラーによるDNAの分離メカニズムを

解明するために，ナノピラー中でのDNAの高

次構造変化を，DNAの１分子イメージング

によって解析を行った。図５はナノピラー間の

間隔５００nmのナノピラーチップデバイスに

λDNA（４８．５kbp）と T４DNA（１６５．６kbp）
を外部電場の印加により導入し，DNAがナノ

ピラー領域を泳動する様子のスナップショット

である。それぞれのDNAの慣性半径は，５２０

nm（λDNA）と９７０nm（T４DNA）と見積も
ることができる１３）。本来，DNAは水溶液中で

図２ ナノピラーチップの作製法
（文献９より許可を得て掲載。）
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はランダムコイル状態をとっているが，DNA

の慣性半径よりも小さいナノ空間であるナノピ

ラー中にT４DNAを外部電場の印加により導

入すると，T４DNA分子は，ナノピラーに捕

捉されつつ伸長することが明らかになった。さ

らに，伸長したDNAはナノピラーから脱離し

ランダムコイル状態に戻り，再び，ナノピラー

に捕捉されつつ伸長する。一方で，ナノ空間と

同程度の慣性半径の大きさを持つ？DNAを導

入すると，ランダムコイル状態を示す球形の高

次構造を保ちつつナノピラーに衝突を繰り返し

て電気泳動するために，DNAの塩基対の長さ

の違いによりDNAをサイズ分離可能であるこ

とが判明した。また，DNAの慣性半径の大き

さに合わせてナノピラーが作り出すナノ空間を

厳密に制御することにより，従来の方法では，

不可能であった超高速分離を達成した。

４．ナノピラー中での水の物性

ナノピラーのようなナノ空間では，水の物性

がバルク中とは大きく異なるために，DNAの

分離分析に大きな影響を及ぼす可能性が示唆さ

れている１４）。サブミクロンスケールの制限され

た空間では，水分子の物性がバルク中とは異な

るということがNMR等を駆使して詳細に調べ

られている１５）。筆者らは，ナノピラーが作り出

すナノ空間における水の物性をビーズのブラウ

ン運動の観測より検証した。純水中に分散させ

た直径５０nmの蛍光ビーズをナノピラーチッ

プデバイスに導入し，蛍光ビーズのブラウン運

動から single―particle tracking を行った。そ

の際，蛍光ビーズの Z軸（深さ）方向への動

きを無視し，２次元のブラウン運動とみなして

蛍光ビーズの軌跡を計測し，ナノ空間における

水の粘度を算出した。平均二乗変位より算出し

た拡散係数を用いて，Einstein―Stokes の式よ

り溶媒である水の粘度を求めると，バルク中で

の理論値より３倍程度高いことが明らかになっ

た。ナノピラーと蛍光ビーズの相互作用や Z

軸方向の動きを考慮していないために，正確な

粘度の議論をすることはできないが，ナノ空間

における水の粘度はバルク中の粘度よりも高い

と考えられる。この結果は，ナノスケールの空

間ではマクロスケールの空間とは異なる現象が

存在することを示唆する結果である。

図３（a）ナノファイバー，（b）ナノピラーの電子顕微鏡写真
（文献１２より許可を得て掲載。）

図４ ナノピラーチップを利用したDNA解析
kbp は DNAのサイズで１０００塩基対を示す。
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５．ナノピラー中での電気浸透流

ナノピラーのようなナノ空間では，ナノピ

ラー表面の電位やナノ空間での特異な電場プロ

ファイルもDNA分離に影響を及ぼす１６）。従来

のゲルやポリマーの分子鎖の直径と比べると，

ナノピラーの直径はかなり大きい。分子鎖の直

径が数十 nm程度であるのに対して，ナノピ

ラーの直径は５００nmである。このような非常

に大きいナノピラーをマイクロチャネル中に配

置すると，分子鎖の時では無視できていた電場

プロファイルの乱れが生じるようになる。幅

２５µmのマイクロチャネルの中に直径５００nm
のナノピラーを間隔５００nmで何本も配置する

と，ナノピラー周辺の電場プロファイルは大き

く乱れ，電場勾配が生じる。このような電場勾

配は，電気浸透流に影響を与え，電気浸透流が

非常に複雑なプロファイルになる。図６は，空

間内の電位を計算して，Navier―Stokes の式か

ら電気浸透流の流れを計算した後，荷電粒子を

電気泳動した際のシミュレーション結果であ

る。電気浸透流の存在下では，DNAのバンド

が放物線状に変形することが判明した。本来の

電気浸透流の流れは，栓流（プラグフロー）で

あるために１７），マイクロチャネル中に存在する

ナノピラーとナノピラーが生み出す電位勾配差

が，電気浸透流に影響を及ぼしていることを示

唆する結果である。実際，低イオン強度の緩衝

溶液を用いた場合は，電気浸透流が比較的大き

いためにDNAのバンドが放物線状となり，分

離能の低下が確認された。一方で，高イオン強

度の緩衝溶液を用いた場合は，低イオン強度に

比べ電気浸透流が抑制され，DNAは良好なバ

ンド形状を維持して泳動されるために，分離能

の低下は確認されなかった。以上のことより，

ナノピラーチップのようなナノ構造体を有する

マイクロチャネルにおいては，電場プロファイ

ルへの影響と，その大きな比界面積から生じる

電気浸透流の影響を抑えることが，分離能を向上

させるために必須であることが明らかになった。

図５ ナノピラー領域における「（a）T４DNA （b）λDNAの１分子観察
（文献９より許可を得て掲載。）

図６ 荷電粒子の電気泳動に関するシミュレーション
（a）電気浸透流の影響を考慮しない場合。
（b）電気浸透流の影響を考慮した場合。

（文献１６より許可を得て掲載。）
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６．おわりに

本稿では，ナノピラーチップデバイスによる

DNA解析について紹介した。最近では，筆者

らは，ナノピラーの配置や間隔をより精密に制

御することにより，DNAの高次構造変化の制

御がより自在にできるようになり，本稿で紹介

したDNA解析よりさらに高性能なDNA解析

技術が開発できることを明らかにしつつあ

る１８）。また，ナノピラーチップデバイスがタン

パク質の分離解析に応用できることも判明して

きた１９）。ここ数年のナノ微細加工技術の著しい

進歩により，ナノ構造体を自在に作製すること

が可能となってきているため，今後は，さらに

狭いピラー間隔や最適なナノ構造体を作製する

ことでDNAの分離能のさらなる向上が見込め

る。将来的には，現在我々が開発を進めている

ナノピラーデバイスが，ナノ空間特有の現象を

利用した新しい臨床診断ツールとして発展する

ことが期待される。
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