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703 エ バ ネ ッ セ ン ト顕微 鏡を使 っ た DNA 相 互 作用 の リア ル タイ ム 検 出

（北陸先端大・材料）○ 金 道均 崔 龍成・村上 裕二 ・民谷 栄
一

【目的 】DNA チ ッ プ 開発 で 問題 とな る DNA 相互 作川 を リアル タイ ム 観察 し、 また 検

出法 と して も用 い る べ くr バ ネ ッ セ ン ト顕微鏡 を使 っ て プ ロ
ーブ とター

ゲ ッ トオ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド相 互 作用 の 特 性 を評 価 した 。
エ バ ネ ッ セ ン ト顕微 鏡 は 基板表 面近 傍

に 存在す る光 で 表面 に親和性が あ る分子 の 蛍光 ラ ベ ル を励 起す る顕微鏡 で あ る 。

【方法 及び 結果 】5
一
末端 を ビ オチ ン 化 した オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ーブ は 、

ビ オ チ

ン
ー
ア ビ ジ ン の 結合に よ りパ ター

ン化担体の 表 面 に固定 した 。
エ バ ネ ッ セ ン ト顕微 鏡

よ っ て相 補鎖 オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 濃度 に従 うDNA 相 ig1作用の 蛍光強 度を検 出 した ．

こ の 結果 、
lnM ま で の 濃度依存性 が認 め られ た 。 さ らに、種 々 の ミス マ ッ チオ リゴ ヌ

ク レ オ チ ド問 の 蛍光強度 を検出 した 。 こ の 結果 、 ミ ス マ ッ チ に応 じ て 、蛍 光強度 が

非 常に 低 くな る こ とを確認 した 。 ま た 、 末端に ミス マ ッ チ塩基 配列 を持 っ オ リゴ ヌ

ク レ オ チ ドの 方 が 中央 に ミス マ ッ チ塩 基配列 が あ るオ リゴ ヌ ク レオ チ ドよ り大きな

蛍光 強度を 与え る こ とを確認 した。

Real−time　detectior｝of 　DNA 　hybridization　assay 　by　usillg　evanesoe 煎 面 croscopy

ODo −Kyun 　Kim
，
　Yong −Surhg　Chd

，
　Yしji　Murakarni，　Eiichi　Tamiy窺

（SchoobfMaterials　Soience
，
　Japan　Advance 引 nstitute 　of　Science＆ Techno めgy）

【Key　Werds ］Evanescent 　microscopy ，　DNA 　hybridization
，
　DNA 　chip 　m ｛croarray

704 AFM を用 い た ヒ ト染色 体構 造 の 解析 と操作
（北 陸 先端 大 ・材 料 、 ＊新 潟 大 ・医 歯学総合 ） ○小 川健

…
、斎藤真人 、
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一

1目的】　 多様な反 復配列 と遺伝子 分布 の 研 究か ら、 1本の 染色 体が 高度な構 造 分化

を遂 げ て い る こ とが 明 らか に な り、 ヒ ト染色 体は 遺伝 子 以外 に も多 くの 情報を持 つ と

考 え られて い る 。 そ こ で
、 ゲ ノ ム 配列 か らは 分か らな い 染色体情報の 高度な解析 法が

必 要 で あ る。 本研 究 で は、原 r一間力顕微 鏡（Atomic 　Force　Microscope ： AFM ）の 利 点を生

か した ナ ノ レ ベ ル で の 染色体の マ ニ ピ ュ レ
ー

シ ョ ン に よ り、染色体の 直接的な構造解

析、お よ び 操作技術 の 開発 を試み た。

【方 法お よ び 結果 1　 ヘ パ リン 採血 した血 液を phytohcmagglutinin添加 した ウシ 血 清培

地 にて 培 養 し、分 裂 前期 の 染 色 体 サ ン プ ル を得 た。 こ れ をガ ラス 板 上 に展 開 して、ギ

ム ザ染色を行 い 、乾燥状 態で AFM 測 定を行 っ た 。そ の 結果 、得 られ た AFM イ メ
ージか

ら 、 ギ ム ザ染色 を した 乾燥 状態 の 染色体長 さは 2−10 μm 、 高 さは 100−200nm で あ る こ と

が確 認 で きた。 また 、染 色 体 内の 微 細 構 造 、セ ン トロ メア お よびテ ロ メ ア 領域 が確 認

で きた 。次 に 、AFM プ ロ
ーブ に て 染色体 の 切 断 を 行 っ た． そ の 結果、切断部分の AFM

イ メ
ージ よ り、切断 幅 は 100nm で あ っ た。 さらに、テ ロ メア 部位 を切 断 し て 断 片部分

の 回収 を行い 、テ ロ メ ア 長 の 確認 を 検 討 し て い る。
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