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１．研究実施の概要

　本プロジェクトにおいては、DNA 検出部を含むゲノム解析の全基本プロセスの

集積化を実現するナノチップテクノロジーを創り、２１世紀に向けて新技術である一

分子ゲノム解析技術や単一細胞中のプロテオーム解析技術を開拓することが目標で

ある。ナノチップテクノロジーは、PCRマイクロチャンバー、マイクロチャンネル

アレイ、DNA分離用ナノストラクチャーおよびDNA検出用のCCDチップを同一

チップ上に全て実現するもので、従来法の数百倍の能力を有するゲノム解析技術で

ある。

　本年度は、マイクロチャンネルアレイの作製技術の精査を進め、プラスチックお

よびガラス上にマイクロチャンネルアレイを作成するための基本条件を確立した。

さらに、マイクロチャンネル中でのDNAの泳動挙動についての詳細な検討により、

様々なサイズのDNAの最適解析条件を確立した。また、マイクロチップを用いた、

高速DNA解析の技術を確立し、SNP同定とSNP検出の高速化に成功した。PCR等の

反応とマイクロチップ電気泳動を１枚のチップ上に集積化するシステムの開発を進

め、タンパク質の反応系のチップ化に成功した。さらに、これらのシステムの性能

評価のために、ゲノムサンプルの収集とその動脈硬化・高血圧関連候補遺伝子の同

定を進めた。また、本研究課題で開発したシステムの実用化・市販化に向けて、企

業との共同研究を進めた。

　今後は、SNP解析のための高速マイクロチップ電気泳動の実用化とマイクロチャ

ンネルアレイを用いた高スループットゲノム解析技術の研究開発に特に注力してい

く予定である。さらに、より集積度の高いシステムの開発と一分子ゲノム解析技術

を開発するための基礎研究を進める予定である。

２．研究実施内容

　本年度は、下記の課題について研究を進め、以下のような成果を得た。

Ａ．マイクロチャンネルアレイの設計と作成

　X線露光システムを用いたマイクロチャネルアレイの設計・製作基礎技術の確

立を目的とし、移動マスクX線露光システムの構築とマイクロチャネル加工プロ
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セスの開発を行った。移動マスクX線露光システムはプロトタイプが完成した。

X線露光により幅１００�m，深さ５０�mの十字構造のアクリル製シングルマイクロ

チャネルを形成し、紫外線硬化樹脂でカバー接合し、泳動実験を行なった。その

結果、disodium fluoreseinとfluoresein-５-sulfonic acidの良好な分離を示す２つの

ピークが得られることを確認した。現在、超高速DNA解析用チップ製作を目的と

して、露光システムおよびチップ加工プロセスの改善を行なっている。

　Ｂ．マイクロチャンネル中でのDNAの泳動挙動解析

　上記課題Aで試作したマイクロチップのチャンネル中でのDNAの泳動挙動を

昨年度開発したイメージングシステムにより解析し、DNAの泳動挙動を高分子物

理的な理論を用いて解析した。また、このイメージングデータを基に、FlumCAD

ソフトによるシミュレーションを行い、DNAの解析条件を最適化した。その結

果、１００塩基対程度までのDNAであれば１０秒以内、５００塩基対までのDNAであれ

ば４０秒以内、１０００塩基対程度までのDNAであれば７０秒以内に解析できる条件を

確立した。

　Ｃ．マイクロチャンネルを用いたDNAフラグメント解析の高速化

　上記課題Bで確立したDNA解析条件に基づいて、マイクロチップを設計・試作

し、種々の標準DNAサンプルの解析を行った。その結果、１０００塩基までのDNA

を７０秒程度で解析することに成功した。また、内部標準のDNAマーカーを用いる

ことにより、DNAのサイズを正確に決定し（精度１- ３ %、正確さ ２- ５ %）、そ

の濃度を定量できる（精度５-１０ %、正確さ １０-３０ %）ことを明らかにした。さら

に、この方法を、高血圧関連遺伝子のSNP同定に応用した。さらに、がん遺伝子

であるk-ras遺伝子のSNP検出に応用し、マイクロチップ上でのSSCP（single 

strand conformation polymorphism）に基づくSNP検出に成功した。さらにその

際の時間はわずか１分程度であった。

　Ｄ．ゲノムサンプルの収集とSNPs解析

　現在までに５つのサブグループから成る約４５００人の臨床データの収集および

DNAの抽出、保存が完了した。既知の２４種類以上の動脈硬化・高血圧関連候補遺

伝子の解析した結果、ACEと随時血圧、入院後の血圧、心血管系危険因子の有無

との相関、APOE及びDBHと起立性の血圧変化との相関、頸動脈硬化に関して

ACE及びAPOEと年令との相互作用を見い出した。

　さらに、未知の動脈硬化・高血圧関連候補遺伝子を同定するために、収集の完

了している約２７００人のサブグループの中から血圧の高い群と低い群を対象にした

ゲノムワイドスキャニングで、約２０個の候補遺伝子領域を探し出した。

　Ｅ．マイクロスケール反応系の設計

　本年度は、ゲノム解析に必要な遺伝子増幅（PCR : polymerase chain reaction）
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反応とキャピラリゲル電気泳動による分離検出とを同一チップ上で行う際に、

チップの構造そのものにヒータならびに温度センサを組み込む方法について検討

を行った。具体的には、PDMS（polydimethylsiloxane）とガラスとからなるハイ

ブリッド構造のマイクロチップを考え、ガラス基板上に２層のITO（Indium Tin 

Oxide）を材料とする透明電極構造およびアルミニウムの結線を形成し、外部か

ら電源を供給することによって、PCR反応を行うためのチャンバを局所的に加熱

することを試みた。ヒーター機能付きハイブリッド構造の性能評価のため、チャ

ンバ内温度を３７℃ 一定に保ちながら生体外蛋白質合成反応を行いGFP（Green 

Fluorescent Protein）およびBFP（Blue Fluorescent Protein）を合成し、蛍光観

察によって実際に蛋白質が合成されることを確認した。

　Ｆ．マイクロチップ・ナノチップの実用化に向けた研究・開発

　現在、本研究課題において得られた成果をもとに、島津製作所および日立電子

エンジニアリングより、それぞれ市販のゲノム解析装置を開発するための研究・

開発を進めており、具体的な実用化・製品化に向けた共同研究をそれぞれの会社

と個別に進めている。
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