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【lntrりdLictiel1】1．．proline　is　one 　of 　health　imph ⊂ations 　in　hunlan、　The
dctermination　of 　L−proline　based　on 　chroma しographtr 　 and 　 spect コ

．
ometry

involve　disadvantages　 such 　 as 　comp 廴icヒ溷tcd　 op −
1atlon

　procedures，　 tlrue−
consuming ，　 and 　htgh　 cost ・HcrcLn 、　 clc 〔：trochcmi 匸al　 L−pr〔｝line　sじ nsing

sl’stenl 　based　 on 　 muhila アer 　 assemb ！y　 of 　dアe−linked　 L−prDlinc
dehydrogenase 　（L −proDH ）　from　bアperthernlophilic　archneen 　and

polymeric 　medlator 　is　prcscntc／d・
【Mcth 〔〕ds ＆ Results 】Polymeric 　inediaLor （PAA

−Fc）was 　synLhesized 　fr』om
polア〔

allylamine ）and 　ferro⊂ene 　carboxaldehyde 、　Muitilaycr 　Hlm 　composcd

of 　P へA−Fc　and 　 L−plloD【I　was 　prcparcd 　Dn 　thc 　clcctrDdc 　by 　iaycr−by・la｝・er
adsorption ．　Ele⊂tro ⊂hemical 　charac 匸eristics 　Dfthc 　modificd 　elcctrodc 　wcrc

investigated 　 by ⊂yclic　 v 〔，hammomc しry 　 wlLich 　 no ［ only 匸o 面 rmcd 　 Lhe

f・rmati ・n ・fmultilayer 　assembl
｝
’，　but 　als ・suggestcd 　that 　cflicicnt 　elcctr・n

rransf 合r 　 between 　electrode 　and 　L −proDII 　 was 　 a ⊂hicvcd 　 by　fcrre⊂cnc
篝

rouPs ．　The 　perfermance　as 　L −proline　sensor 　has　also 　been 　investigated．

3JO9−3　　 超好熱ア
ー

キァ 由来色素依存性L 一プロ リン脱水素酵

　　　　　　　素を用 い た Legionella属菌検出 DNA セ ン サ
ー

の構築
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【目的】近 年、入浴 施設 や 循環式風 呂 にお い て Legionalla　ff，菌に よ る 被害が

大き な 社会問 題 とな っ て い る ．そ こ で 、本研 究で は 、Legiongiia属 茵が コ
ー

ドす る mip 領域を Target 　DN ．1と し、こ 才Lに 特異的に 結合す る よ うに設 計 し

た capture 　probeと、超 好熱 アーキア 出来 の 耐熱性酵素で 標 識 した rcporter

prebe を 用 い る こ とに よ t
），電極．Lで の 直接的な サ ン ドイ ッ チ ハ イ ブ リダ

イif−一シ ョ ン が 可能な DNA セ ン サ」一の 構築を試 み た．
【方法 及び 結果 】L．Pneumof）hita　gzり DNA を抽 出 し、　 PGR 増幅 させ た mip 領

域をTarget 　DNA と した。交互 積層 法に よ り金電極お よび カ ーボ ン 印刷 電極

ヒに 高分子 化メ デ ィ エ
ー

タ、ス トレ プ トア ビ ジ ン を積 層 し、TargCt 　DNA

と、5’末 cabieLin標識probeと、3’末端耐熱性酵 素標識probeをサン ドイ ッ

チ ハ イ ブ リダイ ゼ ー
シ ョ ン させ 竃極上に 固定化 した とこ ろ、ハ イブ リッ ド

形成温 度条件 ドで も酵素が失活 しない こ とが 示 された。酵 素反応 に 基づ く

酵素・電極闘の 電流応 答が確認 され 、電流応答 よ り O．1pmol オ
ー

ダ
ー

で の

．
rarget　DNAa ．）検出 が 可 能で あ っ た ，
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3JO9−4 　簡 易 ア レ ル ゲ ン 検 出 を 目指 し た 微 量 プ ロ テ イ ン
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3JO9−5　　 GMo 検 出の た め の マ イ ク 囗 フ ロ
ー
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【目的 】 現 在 ア レル ゲ ン を検 出す る 手法 と してELISA 法 、蛍 光 法等が 用 い

られ て い る。しか し、これ らの方法 は個 々 の ア レル ゲ ン のみ を検 出す るの

で 、ハ ウス ダ ス ト等 の 多 種 類 の抗 原 を含 むサ ン プル か ら抗原 量 を評 価す る

に は 適 して い な い ．す で に 、演 者 らは 、桓 々 の ア レ ル ゲ ンが タ ンパ ク質 で

あ る こ とに着 目 し各種 ア レ ル ゲン タ ンパ ク を dinitrophenyl　 l：DNP ）化 し、
PVDF メ ン ブ レ ン に 吸 着 させ HRP 標 識 抗 DNP 抗 体 と反 応 させ 発 色 させ る

ド ッ トプ ロ ッ ト法 に よ る視 覚的なア レル ゲン 総 量評価法 に つ い て 報告 し、
ハ ウス ダス ト中の タ ン パ ク量 を簡 易的 に ア レ ル ゲ ン の 総量 とし て 評価 し

た。今回 は 、定量 的な高感度 なタ ン パ ク検 出方法 と し
一
〔、本 方法 の ELISA

法への 適用 を検討 した．
【実験及 び 結果 】 各希釈 系列 の タ ン パ ク試料 を塩基性 条件 ドで DNBS に よ

りDNP 化 した 試料 を、96穴 マ イ ク ロ プ レ
ー

トに 疎水 吸着 し、ス キ ム ミル ク

で ブ ロ ッ キ ン グ した 後、llRP標識抗 DNP 抗体を反 応 させ 、　 TMB 試薬 に よ

り発 色 させ マ イ ク ロ プ レ ートリ
ー

ダ
ー

を用い て検 出を行 っ た。BSA とダ ニ

粗抽 出物 に っ い て 、DNP 化 プ ロ テ イ ン ELISA法 を行った結果 、　 BSA 、ダ ；

粗抽 出物 の濃度 と655nm にお ける 吸光度の 間 に相 関性 が見 られた．検 出限

界 は BSA が （1．Img 〜ml 〔2．う ng ）、ダニ 粗抽 出物が lmghmL （25　ng ）で あ り、
ブラ ッ ドフ ォ

ード法 と比 較 して 約 2 オ
ー

ダ
ー

高感度 で検 出 が 可 能で あ っ

た．

遺伝 子組 み 換 え技術 に よ り改艮 され た農 作物 （GMO ） は 、そ の 混入 率 に

よ り表 示 義務が 定 め られ 、GMO の 検 知 が 必 須 とな っ て い る．特 に PGR を

用 い た検知 法が 広 く利用 され て い る が こ の P〔：R を小 型で 迅 速に 行え る機

器 の 開 発 が 求め られ てい る．そ こで 本 研 ，t’で は PGR を数セ ン チ 各の チ ッ プ

上で 行 い 、同時 に GMO 検 知 も行 え る マ イ ク ロ フ ロ ー型 PCR チ ップの 作製

を行・J た。　 PCR は他 の 生化 学反応 と比 べ て 、高温 の 温 度領域で 反 応が な

され る、、特 にdenaturatiOnは 95℃前i菱と水の 沸点領域の 境 界付近で 反 応 が

行われ 、溶 存気体 の 析 出等 と考え られ る気泡 が発 生す る、．そ こ で 、こ の 気

泡 の 抑制す る ため の 流速、流路構造等の 条件検討行 い 、こ れ らの 条件 をも

とに PDMS 〔polydimethylsiloxaロe〕を用い た マ イ ク ロ フ ロ
ー

型PGR チ ッ プ

の 設 計、作製 を行 っ た、，
こ の チ ッ プ を用 い て遺伝子 組み 換 え トウモ ロ コ シ MOts8LO を標的 とす る

職 qMan 　PCR を行 っ た結果 、電気 泳動お よ び 蛍光に よ りDNA 増幅が確認

され た　 また．流路 内で の バ
ッ フ ァ

ー
と PCR 溶液 との 拡散 の 影 響を調 べ 、

こ れ を軽減 す る た め に疎水性溶液 を用 い た送液法 に つ い ての 研 究 も行 っ た

の で こ れ らに つ い て も報告す る予 定 で ある。
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