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　Ancwly 　dcsigned　planar　quadrupolc　microelectrodc 　of 　gold （thickness ，50　nln ）and 　chronli
−

um （5　nm ）was 　fabricated　by ｝）hotolithography ．　 The 　radius 　of 　its　working 　arca 　was 　125 μm ．

Two 　kinds　of 　large　DNAs ，λDNA （48　kbp ；bp，　basc　pair）and 　T4GT7DNA （166　kbp），　labeled
with 　cationic 　nuorophores，　wcrc 　takcn　as　a　sample 　DNA ．　 Thc　dielectrophoretic（DEP ）behav ・

iors　of 　DNA 　in　the 　quadrupole　eiectrodc 　were 　measured 　with 　 a　fluorescence 　microscope 　by

applying 　an 　alternating 　currcnt 　with 　a 　frcquency　of　l　kHz 〜 15　MHz 　and 　a 　root
−mcan −square

voltage 　of 　7．l　V．　All　of 　the 　sillgle 　DNAs 　migrated 　radially 　to　the 　edge 　of 　the 　elecIrode 　in　the

whole 　frequency 　rallgc ，　that 　is，　positive　DEP ，　caused 　by　a 　dアnamic 　k）n 　ck ）ud 　arouIld 　DNA ，　 The

DEP 　behaviors 　ef 　DNAs 　confirmed 　that 　the 　fabricated　quadrupole　elcctrodc 　made 　an 　ideal
nc ）nunifbrm 　electric 　field　iIl　the 　working 　area ．　 Some 　aqueous 　substances 　were 　added 　and 　their

in們uence 　on 　thc 　DEP 　of　DNA 　was 　examilled ．　 The 　bnger 　T4GT7DNA 　migrated 　a　liule　faster

than λDNA ，　and 　an 　intercalating　fluorophore　slightly 　enhar 〕ced 　the 　DEP 　vclocity 　of 　DNA ，

Aqueous　polyethylel】e　glycol（PEG ）at　a 　high　c 〔mcentration 　was 　known 　to　induce 　a　globule　tran −

sition　of　l）NA ，　but　thc 　viscosity 　of 　thesolution 　at 　the 　PEG 　concentration 　was 　about 　60−times　high−

cr　than 　that 　o 重
’
watcr ．　 The 　dominant 　cff ごct 　of 　PEG 　on 　the 　DEP 　of 　DNA 　was 　nouhe 　globule

ロ allsition 　but　the 　enlargcd 餌 ction 　fbrce　that 　DNAs 　underwent 　from 　the 　solution ，　that　is，　a　slow

DEP 　migration ，　Ank ）nic 　and 　noIlionic 　surfactants 　had　only 　a　small 　innuence 　oll 　tllc　positive
DEP 　of 　DNA ．　 A 　cationic 　surfactant （hexadccyltrimethylammonium 　chloridc ，　CTAC ）was

strongly 　bound 　to　DNA 　with 　all　electrostatic 　intcraction，　but　the 　DEP 　behavior く）f　DNA 　was 　not

measllred 　becausc 　GTAC 　eliminated 　thc 　intcraction　of 　DNA 　with 　thc 　cationic 　fluorophores ，

Noniollic　O ／W 　enlulsiolls 　showcd 　negative 　DEP ，　independent　of 　thc 　DNA 　of 　positive　DEP ．

Kaywords ： microscopic 　dielcctrophorcsis；planar　quadrupolc 　microelectrode ；DNA ；coil −glob−

　　　　　　111e　transitiol1 ；surfac 〔ant ．

1 緒
一ゴ、
口

　DNA は 遺伝 に 関 与 す る 最 も重 要 な 牛 体 高 分 子 で あ り，

染色体中 の 遺伝情報 をすべ て 担 っ て い る．DNA で は，通

常 2 本 の 相補的なポ リ マ
ー

鎖 が，右巻 きの 2 重 らせ ん の

形 に 巻 きあ っ て お り，そ れ ぞ れ の 鎖 は ポ リ ヌ ク レ オチ ドで
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　 　 　 　 　 　 　 き±つ
あ る．幾 つ か の 夾雑物 の 中か ら特定の DNA だ け を 分 離 し ，

遺 伝 子 治療 や 医薬品開発 に役 立 て よ うとす る動 き
h
が 活 発

化 して い る．DNA を分離す る
一

般的な方法 と して 幾つ か

の もの が 知 られ て い るが ， 代表的 な もの と して ゲ ル 電気泳

動 が あ る
2〕．こ の 分離法 は DNA を大 きさ で 分離す る もの

で あ る が，約 40kbp （bp ： 塩 基 対 ） まで の 大 き さ の DNA

に対 して有効 で あ る．40kbp を超 え る大 きな DNA に 関す

る 分 離 法 は，パ ル ス フ ィ
ー

ル ドゲ ル 電 気泳動法似 外 ま だ
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Fig．　l 　A　whde 　figure　of 　a　t
’
abri （：ated 　planal

・
quadru−

Polc　clcc 巳rode （r／、125 μm ）

An 　original 　drawing　tha ［ was 　used 「br　pr （♪ducirlg　a

phetomask　was 　20　tilIles　largcr〔hall　this　figure．

ほ とん ど確 立 さ れ て い な い ．

　誘電泳動 とは，不均
一

な電場内に 存在す る 微粒子に 誘起

さ れ た 双 極
．
予 と 電 場 の 相 互 作 用 を 駆 動 力 とす る 泳動で あ

る
斗
’
／．また，誘電泳動力の 大 き さ と方向は，微粒子 と媒体

の 伝 導率 と誘電率，微粒子 の 大 きさ，及 び 不均
一

電 場 の 周

波 数 な どに 依存す る．著者 ら は ，大 きな DNA を高 い 効 率

で 分 離 す る 方法 を 開 発 す る た め ，DNA の 誘電 泳動 に 注 目

し，研 究 を 行 っ て い る ．既 に 約 40kbp の DNA が ，双 曲

線形の マ イ ク ロ 四 重 極電極 に お い て 誘電 泳動 す る こ と を報

告 して い る が
n ／

，そ れ に 及 ぼ す蛍 光 ラ ベ ル 化 剤 や そ の 他 の

添加物 の 影響に つ い て ほ とん ど検討 され て い ない ．

　 近 年，DNA 溶液 に ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー

ル や 3 価 の ポ

リア ミ ン （ス ベ ル ミ ジ ン ） を添加す る と，そ の 濃度 に応 じ

て DNA の コ イル
ー
グ ロ ビ ュ

ー
ル 転移 が 引 き起 こ さ れ る と

報告 され て い る
t”．−H）．こ の よ うな DNA の 分 子 内 運 動 や 転

移 が 誘 電 泳 動 に 及 ぼ す効 果 に つ い て も興 味深 い ．本 論 文で

は，まず著者 らが設 計 した 四 重極電極 の 作製と，その 電極

性能の 評 価 に つ い て 報 告 し，続 い て ，DNA の 誘 電 泳 動 に

及 ぼ す 種 々 の 添 加 物 の 影 響 に つ い て 記す ．

2　実 験

　2・1 試 　薬

λDNA （48　kbp ） は東洋紘 T4GT7DNA （166　kbP ，以

下 で は T4DNA と略す）は 日本 ジーン か ら購 人 した．こ れ

ら は 2 本 鎖 の DNA で あ る ．　 DNA を 蛍 光 ラ ベ ル 化 す る 色

素 と して 使 用 した 41，6−diamidino−2−phenylindolc （DAPI ）

は シ グマ
， ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ （AO ）は ナ カ ラ イテ ス ク，

4−［｛3−methyl −2（3H ）−benzoxazolylidenc ｝ineth ）
・1］−t−lg．一

（trimethylammonio ）proP ア
1｝quinoliniuni　 diiodine　（Y（，一

PR （
．
）−1） は MolCclilar　Prubes か ら 購 入 した，　 DNA 溶 液 に

添 加 した 塩 化 カ リ ウ ム （KC：1） は 2 同 再結品 した もの で あ

る．そ の 他 ，添 加 物 と して ，ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ール

（PEG ，分子量 740｛〕
〜1020〔｝），シ ョ 糖， ドデ シ ル 硫酸 ナ

トリ ウ ム ISDS，　 CIL （CH2 ）dlSO ，
．
Na41 ，塩 化 ヘ キ サ デ シ

ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ［GTAC ，1（：Hl，（CH2 ）L／，N
〒

（CHs ）
、、｝（：1 ］ を使川 した が ，こ れ ら は い ず れ も市 販 品 を そ

の まま用 い た．ポ リ オ キ シ エ チ レ ン オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー

テ ル ［lgepal  CA63014 −（：8H17C6H ］0 （（］II，，CIH，，O ）yHl 及

び lgepal　CA52014 −CsHd7C ，iHLC ）（CII，，C，H20 ），，Hl・］，ポ リ オ

キ シ エ チ レ ン ノ ニ ル フ ェ ニ ル エ ーテ ル ［lgcpal　C（，520　 k−

C］vH ］vC 、，H40 （（］HL，（：HLO ），．　Hl］ は，ア ル ド リ ッ チ 製 の もの

を 使 用 した．ま た こ れ らの 試薬の 調 製及 び 試 料 の 希 釈 に

は，日本 ミ リポ ア 製 超 純水製造装置 （Milli−QSP シ ス テ ム ）

で 精 製 した超 純 水を 用 い た．

　 2 ・2　 平 面 マ イ ク ロ 四 重 極 電 極 の 作 製

　平面 マ イ ク ロ 四 重極 電 極 は，フ ォ トリ ソ グ ラ フ ィ
ー

法
1；／

に よ り作製 した．まず 20cm × 20・cm （厚 さ 1．1mm ＞ の

ガ ラ ス 板 に ク ロ ム，金 を こ の 順 で 真空 蒸着 させ 〔ア ク ア ・

ラ ボ ），こ の ガ ラ ス 基 板 を 2cm × 2cm に 切断 した．ク ロ

ム と 金の 厚 さ は そ れ ぞ れ i）　nm ，5〔lnm で あ っ た．．・
方，

実際の 電極の 20 倍の 大き さで 原 図 を描 き，そ れ を ガ ラ ス

乾板 Lに 1／2〔｝倍 で 写 真 撮 影 し，Fig，】の よ うなフ ォ トマ

ス ク を作製 した．2cm × 2　 CIn に切 断 した ガ ラ ス 基 板 に フ

ォ トレ ジス トを塗布 し．こ の フ ォ トマ ス ク を重 ね て 露光 し

た．こ れ を現像 し，金 と ク ロ ム を そ れ ぞ れ 化学的に エ ッ チ

ン グ し，最後に 残 っ た レ ジ ス トを ア セ トン で 除去 した．完

成 した マ イ ク ロ 四重極電極 の 写 真を Fig，2 に 示 す．

　 2・3　測定装置

　本研究 で は ，DNA の 誘電 泳動 を 測 定 す る た め に ，40 倍

の 対物 レ ン ズ （UPIanFl ，オ リ ン パ ス 製 ） を備 え た 止 立 型

蛍 光 顕 微鏡 （BX −6｛｝，オ リ ン パ ス 製 ） を使 用 した．蛍 光 色

素と して AO ，　 YO −PRO −1 を用 い る場合 に は，励起光 470
〜49｛｝mll 蛍 光 i）10 −一一55 （hlm ，　 DAPI を 用 い る 場 合 に は，

励 起 光 33｛1〜385nm 蛍光 42〔｝〜800・nm の 波 長 範 囲 で 行

っ た．また，必 要 に応 じて 透過光に よ る測定も行 っ た．顕

微鏡 の ス テ
ージ．ヒに お い た 四 重 極電極 を交流関 数 発 生 器

（SG4m5
， 岩 崎 通 信製 ） と接続 して 交流電圧 を印加 し ，

その ときの 様子 を C：C：D カ メ ラ （WAT −100N ，ワテ ッ ク製）

で 撮影 し，ビデ オ レ コ ーダーを用 い て 録画 し た．

　2・4　測定操作

　
’F面マ イ ク ロ 四 重極 電 極 の 対 向 す る電 極が，交流関数発

生 器 の 同 じ極に な る よ うに 配 線 した．四 重 極電極に は，以

前使用 して い た双曲線形の も の （電 極間距離 360 μm ） と

N 工工
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Fig・2　Amicrosc 〔｝pic　i111uge〔｝f　l1L　fab1
』icatcd 〔luadru−

po ］e　electr 〔｝dc

The 　f〔レUI
．
　sCc ［Ors 　arc 　dcctrode 〜 （g ｛エ1d　50　 nm ／clu

・
omi −

ulll 　5　nm ／91ass）．
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Fig・3　 F〔＞rms 【〕f　o ［lc　 clectrode 　 of 　quadruPde 　ele ｛
1−

｛1
馳
し｝〔lc　fbT

馳
　〔liclcct匡

1
（）pi1（）resis

The 　or 玉gin　 co 】
．
1
．
esp ｛〕nds 　to しhc　cen 疋er 　oll　quadruP 〔エle

eieCtr 〔｝de． ’
1ijS

　5〔）pm ．一，　CirCUIar 　R ｝rm ；
…，　hyper −

b〔レ1ic　fbrm

／

河lll作製 し た もの 〔電 極間距離 250 μm ！ の 2 種類 を用 い

た ．λDNA （9．3 × 1｛．）
− i1M

，　 I　M ＝ITnol　dm
．

／／

：） 又 は

T4DNA 〔4、6　x　l（）
−IIM

〕 を．　 AO 〔1．4　x 　lO
−1M

），　 DAPl

〔2．0 × 10
一
丶 D ，Y（）−PRO −1 〔L3 × 10

−．｝
M ） の い ずれ か で

蛍光染色 し，KCIq ．〔｝XlO
” 〜4．7x ］・（

．
）
− IM

） を 加 え ，

1 〜2 時間放置 した もの を 試 料 溶 液 と した，こ の DNA 溶

液 を四 r巨極 電 極 の 中 心 部 分 に 滴 下 して カ バ ー
ガ ラ ス で 覆

い ，周波数 〔1） lklレ
〜15MHz ，振幅 7．lv （二 乗

’
ド均）

の 交 流 電 圧 を 印加 した．1）NA の 誘霓泳動 の 様子 は，　
・
定

の 時 間 問 隔 で パ ーソ ナ ル コ ン ピュ
ー

タ へ ff　1Hulllと して 取 り

込み ．位置 と時間の 解析 を行 っ た．実 験 は，20　一　L，5℃ で

行っ た．

3　結果と考察

　3・1　マ イ クロ 四 重極電極の 性 能 の 評 価

　．
表面 に 電 荷 を持 っ た微 粒 予 が 不 均

．．
電 場 内に 存在す る と

き，その 微粒 r一に 働 く誘 電 泳動 力 ’
11
胛

は ，次式 で 表 さ れ

る
1「／／．

dl 、1， 〉 ＝ 2π η1、1・
．
｝

ε。　R ・［・K ・1▽1塩 、12 （1 ）

　こ こ で ，r ［｝1・／1，は 表 面 に生 成す る動的イオ ン 雲を 含ん だ 微

粒 r・の
 
卜径，ε 1，、は 媒体 の 誘電率，Ke は ク ラ ウ ジ ウ ス

ー
モ

ソ ッ テ ィ
ー因 ∫

．，Re 「1 は 実 数 部，▽は ナ ブ ラ演算 f，　 E’1，。、

は 「 乗
馳
ド均 の 霓場強度で ある ．また，〈 〉 は 時閻平均 した

値 を，ド線は 複素数 で あ る こ と を意 味 して い る．

　四 重極電極の 中心部分 に 形成 され る 電場 に つ い て は，既

に 理論計算が行 わ れて い る
m ．その 結果，原点 を電極中心

と し た
襌

Lr
面 に お い て ，双 曲 線 形 の 四 重極 電 極 の 形 状 は

式 （2 ） で 表現 され，こ の 電極 の 中心部 分 に 形成 さ れ

る同E
「m、1

？

は，式 （3 ） で 表 さ れ る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〜リ　　　　　　リ　　　　　　　　
／／　　　　ソ　　　　　　リ

、
1
一＝X

−
＋ 11L匚

一
；ゾ

三ズ
ー

厂、死

▽1”］1。L、ド
ー2Rl ／lm 、

tt
〆ぺ

〔2 ）

（3 ）

　 こ こ で ，r 、、は 内 接 円 の 半 径 （対 向 す る電 極 の 問 の 距 離

の 1砲 ），1｛は電 極 中心 か らの 艮巨離 （1｛≦ 厂1訊 Li−ltl、は 二 乗

平均の 交流 電圧 で あ る．Fig．　S は，双 曲 線形 の 四 重極電極
　　　　　　　　　　　　　　ゆ
の

・
つ の 極の 形 状 ◎＝鳶

2
＋ パ ） を，ハ 、が 50 μm の 場

合 に つ い て 例示 して い る，

　電極作製 を 依頼 した 広 島県立 西 部⊥ 業 技 術 セ ン タ
ー

で

は，．・
般の 製図用 ソ フ トウ ニL ア の デ

ータ形 式 で あ る CAD
．
形式 の 図形 デ

ー
タ に 対 して ，高 精 度 に パ ターン 作 成 が可 能

で あ る，CAD 形式 とは，単純 な図
．
形 の 組 み 合 わ せ （円 や

長方
．
形 な ど） で 構 成 され る もの で あ る．しか し，双 曲 線形

の 電 極の 形 状 は，式 〔2 ） の よ うな特 殊 な 関 数で 表現 され

る た め，CAD 形 式 で は 対 応 す る こ と が 難 し か っ た．そ こ

で ．￥一純な 図形 の 組 み 合 わ せ で，で き るだ け 理 想 に近い 四

重 極電 極 の 形 状 を再 現 す る こ と を試 み た ．質量 分 析装置に

用い られ て い る四 重 極 に は，円 柱状の 電極が 用い ら れ て い

る こ とか ら，［
d
’
］形 に よ る電 極形状の 近似 を 考え た．様 々 な

大 き さ と位置 で 円 を描 き，Fig．3 の 双 曲線形の もの と比 較

した 結果，（0，2γ 1∂ を 中心 と した半径 rlt の 円が最も高

い 精 度 で 双 曲 線 の 曲 率 を 再 現 す る こ と を 見 い だ し た ，

Fig，3 に そ の 円 の
一

部 を 重 ね て 示 す．不 均
一

冠 場 を作 製 す

る た め に 重 要 と考 え られ る 電 極 先 端 部 分 （Fig ．　t？，で は ，
− 3  μm 〈 κ く 30 μm の 範囲） に お い て は，両 者は ｛｝

〜1．7

μm の 範 囲 で
・
致 して い る．Fig．1で 示 した よ う に，新 た
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Fig．4　Effeds 　of 　the 　alterl 屆ating 　current 　frcquency （1） on 　1hc 　DEP 　mohi 】ity　coef モi−
cients （α ＞of （a ＞λDNA 　and （b）T4DNA 　in　thc 　pianar　quadrupole　electrode

γk ，180μm ；〔ろ1，、、，7．lV

に作製 し た電極の 巾心部分 は こ の よ うな 円 4 つ か ら構成

さ れ て お り，実際 に は Fig．2 の よ うな電極 が 完 成 した．

　双曲線 形 の 四 重極 電 極 の 中 心 部 分 に ， 式 （3 ） で 示 され

る 電場が 生 じて い る とし て ，式 （1 ） と式（3 ） か ら誘 電

泳動 力が 求 め られ て い る
il ）．　 ・

方，媒 体 中で 泳 動 す る微 粒

丁
一
に は，次式で 表 さ れ る粘性抵抗力が 働 く．

　 　 　 　 dR
人 ＝6π 切
　 　 　 　 dt

（・1 ）

　r。は微粒子の 流 体力学的半径，η は 媒体の 粘性率，t は

時間で あ る ．誘電泳動力 と粘性抵抗力 は 釣 り合 い なが ら，

微粒子が 泳動す る と 考え，次 の 式 を導 い た
1！）．

ln　R ＝
α t十 lnRe （5 ）

　α は 誘 電 泳動移 動度で ，今回 実験 した交流 の 周波数範囲

で は，近 似 的 に 次 式 で 表 され る．

　 　 ／a　 　 　 　 ？

跏bEI・εm 〔ノ1
，
1／tS

α ≡
　 　 　 　 　 4

　　　3tuηr，，
ReLKel＝

　 　 え　 　 　 　 22rm／p
”
E，．〔ノ1

．
1，1，σ r，N ・

一
σ．1

Sr，．ηr，t．
9

　　σ D 丶 A ＋ 20，、匚1

（6 ＞

　σ は 伝導率，ド付 の DNA ，　 aq は そ れ ぞ れ DNA と水溶

液 を意味す る，本 研 究 で 作 製 した 四 重 極 電 極 の 中 心 部 分

に，式（3） で 表 され る 電場 が 生 じて い る こ とは，実験 デ

ー
タ が 式 （5 ） の 直線 関係 を満足 す る こ と に よ っ て 確 認 で

きる．

　顕微画像 の 各静止画 にお い て ， DNA と電 極 中 心 の 間の

距離 R を測定 し，lnR を t に対 して プ ロ ッ ト した．そ の

結 果，良 好 な 直線関 係 を 得 る こ と が で きた ．こ の こ と は ，

式 （3 ）で 表される よ うに，R に ほ ぼ比 例 する▽lfi；。 。、11が 生

じて い る こ と を示 して い る．した が っ て ，今回 新 た に 作製

した 電 極 は，誘 電 泳 動 の 研 究 に有 効 で あ る とい え る．

　3・2　単
一

・DNA の 誘電泳動挙動

　 溶 液 中 に 観 察 され る DNA に は，見 掛 けの 大 き さ や 蛍光

強 度 が 共 に 大 きい もの が一
部見 られ た が，他 の ほ とん どは，

大 き さ，蛍 光 強 度 共 に 均
一

で あ っ た．本研究 で は，こ の よ

うに 均
一

な蛍 光 を発 す る も の を 単
・DNA と 考 え で

1

，そ

の 誘電 泳動 挙 動 を測 定 した．

　式 （6 ） に示 さ れ て い る よ うに，伝導率 の 項 は，α の 値，

す な わ ち，DNA の 泳動 に大 き く影響 す る．　 DNA の 伝 導率

が 媒 体 の 伝 導 率 よ り も 大 き い と き，DNA は 電 場 勾

配 ▽IE＿1
”
の 大 きな方向へ 泳動す る ．四 重極電極 の 場合，

電極方向へ の 泳動に 相当する ．こ れ は 正 の 誘電 泳動 と 称 さ

れ，α は 正 の 値 に なる．逆 に，DNA の 伝導率が 媒体 の 伝

導率 よ りも小さい と き，DNA は 電場勾配 の 小 さ な 方向 へ

泳動す る ．四 重 極電極 で は 電極中心へ の 泳動で あ る ，こ れ

は負 の 誘電泳動 で あ り，α は負 に なる ．

　Fig．4（a） に λDNA を AO 又 は DAPI で 蛍光 ラ ベ ル 化 し

た場 合 の 誘電 泳 動 移 動 度 α の 周 波 数 依存性 を示す．DNA

は，測定 した 全周波数領域 で 正 の 誘電泳動を示した．すな

わ ち，電 極方向へ 泳動 した．また．α は低周波数側 で 大き

く，高周波数 に な る に 従 っ て 小 さ くな っ た ．DNA が 正 の

誘 電 泳動 を示す 理 由は，次 の よ うに 考え られ る ．多数の リ

ン 酸基 が存在 し，陰 イ オ ン で ある DNA が水溶液に分散す

る と，表面 に 陽 イオ ンが 多 く存在す る こ とに なる ，こ の 陽

イオ ン が，低周波数領域 で 外部 の 交流 電 場 に よ っ て 揺 ら

ぎ，動的 イ オ ン雲 を生 成す る．こ の 動的イオ ン雲 の 大 きな

寄与に よ り
L° ｝dS ／

，　 DNA の 伝導率が 水溶液 の そ れ よ りも大

き くな る た め，式 （f’ ） よ りα が 正 に なる ．高周波数領域

で は，イ オ ン の 動 くこ との で きる距離 は低周波数領域 よ り
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短 くなるた め ，DNA と水溶液の 伝導率 に差が なくな っ て，

rl）Ep と α が 小 さ くな る もの と考 え ら れ る．

　3・3　DNA の誘電泳動挙動に 及ぼ す蛍光色素の 影響

　あ ら か じ め DNA と 蛍光色素 の 混 合比 を 計 算 す る と
，

AO ：λDNA （bp）；3，1 ： 1，　 AO ； T4DNA （bp）＝1，8 ： L

DAPI ； λDNA （bp ）≡4．5 ； 1，　DAPI ： T4DNA （bp ）＝

2．6 ：1 で あ っ た．た だ し，こ れ ら は DNA の 1 塩 基 対当た
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ゆ ±う

りの 比率 で あ り，DNA と溶液の 明る さの 差が明瞭 に な る

よ うに 検討 して 決 め た もの で あ る．こ こ で の 検討 に は，電

極間距離 360 μm の 双 曲線形 の 四 重 極電極 を用 い た．

　Fig．4（b） に T4DNA の 誘電泳動移動度 α の 周波数依存

性 を示 した．T4DNA も，λDNA と同様 に，測 定 した全 周

波 数領 域 で 正 の 誘 電 泳動 を示 した．しか し，低 周 波 数 領域

で T4DNA の ほ うが λDNA よ り α の 値が 大 きか っ た．

　 こ こ で ，DNA の 半径 につ い て 考察す る．　 DNA の 塩基対

の 数 か ら計 算 さ れ る全 長 （λDNA ，17μm ； T4DNA ，58

μm ）と 2 重 らせ ん の 半径 か ら ， 単
一DNA の 周 体状 態 の

半径 を 球体 と仮定 して 求め る と，λDNA で は 23　 nm ，

T4DNA で は 85　 nm で あ っ た．一一
方 ，水 溶 液 中 に お け る

DNA の 流 体力 学 半 径 に つ い て は
，

ブ ラ ウ ン 運 動 の 解 析 式

を用 い て求め た．水溶液中に浮遊す る微粒子 の 運動 は次式

で 表 され る
Ml ．

　　tt
（△の

’＝4Dt

　 　 kT
「t．＝
　 6 πD η

（7）

（8 ）

　こ こ で ，　〔△d）　
’2

は 時 間 t の 間 の 二 乗変位距離，1）は 拡散

係数， h は ボ ル ツ マ ン 定数 ，
　 T は 温度で あ る ．　 DNA の ブ

ラ ウ ン 運 動 か ら，こ れ らの 式 を 用 い て λDNA と T4DNA

の 流 体 力 学 的 半 径 r，、を求 め た と こ ろ ，そ れ ぞ れ O．8 ，Ll

pm で あ っ た ．こ の よ うに ，水溶液中 の DNA は，水和や

分 子 内運 動 に よ り固体状態 よ りも約 30 倍大 きくな っ て い

る こ とが 分 か っ た ．ま た ，T4DNA の ほ うが 流体力学半径

も 大 きか っ た ．こ れ ら の こ と よ り，サ イ ズ の 大 き な DNA

の ほ うが リ ン 酸基の 数も多 く，水溶液中で よ り多 くの 陽イ

オ ン が DNA 表 面 に存 在 し，動 的 イオ ン 雲 が 大 きい た め に，

式 （6 ） か ら よ り大 き な α に な る と 考え ら れ る ．また ，

λDNA で は 蛍 光 色素 に よ る 違 い は ほ とん どなか っ たが ，

T4DNA で は低 周 波 数 領 域 で AO を 用 い た と きの ほ うが

DAPI を 用 い た と き よ り α の 値 が 大 きか っ た ，前記 の よ う

に，AO や DAPI は ，　 DNA の 塩基対 よ り も過 剰量 添加 さ れ

て お り，そ の 吸着量 に は 大きな差が な い と考え られ る，し

た が っ て ，こ れ ら の 蛍光色素 に よ る 違 い は ，主 に DNA と

の 結合様式 の 相違 に 山来す る と考 えられ る．すなわ ち，

DAPI は DNA の 副溝 の 部分で 結合 し，ア デ ニ ン ，チ ミ ン

に選択性を示すが ，AO は DNA と結 合す る と き，塩 基 対

間 に イ ン タ
ー

カ レ
ー

トす る こ と が 知 ら れ て い る
is）1’M ．イ ン

ターカ レート した AO に よ っ て ，
　 DNA が 多少伸長す る こ

と も報告 され て お り
d7〕

，誘電泳動移動度 の 増大を引き起 こ

して い る と 考え られ る．

　3 ・4　水溶液 の 粘性率 の 影響

　DNA 水溶液に PEG を高濃度で 添加す る と，濃度に 応 じ

て DNA が グ ロ ビ ュ
ー

ル 転移す る
6 ）7〕．特 に PEG の 濃度が

8M （モ ノ マ
ーと して ） の 水溶液 で は，　 DNA の ほ とん ど

が グ ロ ビュ
ー

ル 状態で ある と報告 さ れ て い る．AO で 蛍光

ラ ベ ル 化 した T4DNA 溶液に，　 PEG を 2，6，8M 添加 し，

電 極 間 距離 360 μ111の 四重 極電 極で 誘 電 泳動 を 測 定 した．

こ の と き，PEG を添 加 しな い 場 合 よ り，DNA の α の 値 が

〔［．  1 〜0 ．02 倍 と 非常 に 小 さ く な っ た ．水 の 粘性率 は

1mPa ・
s で あ る が ，こ れ らの PEG 水溶液 の 粘性率は 10〜

60mPa ・
s で あ る

LS／．式 （6 ） と 比 較 す る と，粘 性 率 の 増 加

に反 比 例 して α は 小 さ くな る は ずで あ り ，
こ の 実験値 と

計算値 は ほ ぼ
一

致 して い る．PEG に よ っ て DNA の グ ロ ビ

ュ
ー

ル 転 移 が 起 こ り，DNA の 流 体 力学 的 半径 が 小 さ く な

っ た と して も，そ の 溶 媒 の 高 い 粘 性 率 の た め ，誘電 泳動 挙

動 に差異が生 じなかっ たもの と考えられ る．

　 DNA 溶 液 に 70％ の シ ョ 糖 を 添 加 し た 場 合 は ，　 DNA は

ほ とん ど泳動 しなか っ た．こ の シ ョ 糖濃度の 水溶液の 粘性

率 は 460・mPa
・
s に なる が ，その 高い 粘性率の た め に 粘性

抵抗力が 増大 し た もの と考 え ら れ る．

　3・5　界面活性剤存在下に お け る DNA の 誘電泳動挙動

　AO で 蛍光 ラ ベ ル 化 した T4DNA 溶 液 に ，陰 イ オ ン 性 界

面活性剤で あ る ドデ シ ル 硫 酸ナ トリ ウ ム （SDS ） を 6，2　x

lO
−t；〜6．2 × IO　

5M
添加 し，電極間距離 360 μm の 四 重 極

電極 で 誘電泳動 を測定 し た．SDS を添加 しな い と き と類

似 の 周 波 数 依 存 性 の あ る 正 の 誘 電 泳 動 を示 した．しか し，

SDS を 添加 しな い 場合 よ り α は 1〜100　kHz の 周 波 数 範

囲で 約 o．5 倍 に な っ た．こ れ は，DNA の 周 りの 陽 イ オ ン

に よ る 動 的 イ オ ン 雲 の 広 が りを SDS が 抑 制 した た め で あ

る と考え られ る が，詳細 な 機構 は 不明で あ る，

　陽 イ オ ン性界面活性剤で あ る 塩 化ヘ キ サ デ シ ル トリ メ チ

ル ア ン モ ニ ウ ム （CTAG ） は，陰 イ オ ン で あ る DNA と強

く静電相互 作用 をす る こ とが 知 ら れ て い る
dgo
．　 GTAG を

3．3 × 10
−m 〜3，3 × LO

−3M

添加 し，　 YO −PRO −1 で 染色す る

こ と を試み た．3−g　× 1（，
−1［’〜3”3 × 10

−6M
の 低濃度域 で は，

T4DNA は 蛍 光 ラ ベ ル 化 され，電 極 間 距 離 250 μ・11 の 四 重

極 電 極 ヒ，1〜100kH7 の 周 波 数 範囲で 正 の 誘 電 泳動 を示

した ．こ れ は CTAG が 入 っ て な い と き とほ ぼ 同 じ挙動で

ある．　 一
方，CTAC の 濃度が 3．3 × 10

−5〜3．3 × IO
−SM

の

高濃度 領 域 で は ，CT パ が DNA と 強 く会 合 す る た め，陽
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（a） （b）

100 μm

Fig，5　Dick ・cn ．〔》ph て，reUc 　bcha、
．iol．s 〔）f 【4DN 、．丶and （，／、V　cnlLtlslo ］is 〔）f　lgepal 〔A う20 　al （a ）【）s とLIld （b）］5s

厂i、．tl80pm ；．1，1〔lk夏1∠ ；こ  11、，7．lv

イ オ ン 性 で あ る yc）−PRO −1 と DNA の 結 合 を 阻 害 した ．

AO ，　 DAPI で も試み た が ，同 様 に 蛍 光 ラ ベ ル 化 で きな か

っ た．CTA
＋
と DNA の 会合に よ り，誘電 泳動 は 影 響 を受

け て い る と
．
予想 され る が ，本法で は そ れ を蛍光検出す る こ

と は で き なか っ た．

　非 イ オ ン性界而活性剤で ある IgcpZtl　CA630 は，水に可

溶 で あ っ た ．A 〔
一
） で 蛍光 ラ ベ ル 化 した T 斗DNA 溶液 に

（：AV・i30 を 6．7 × 10
−

’l
　M 加 え，電 極 間距 離 36‘）μm の 四重 極

電 極 で 誘 電 泳 動 の 測 定 を 行 っ た ．DNA は 1 −− 100 　kHz の

範囲で 正 の 誘電泳動 を示 して お り，CA63 ｛〕の 効果 は 小 さ

か っ た．こ れ は，次 節で 明 らか に なる が，ボ リオ キ シ エ チ

レ ン ア ル キ ル フ ェ ニ ル エ
ー

テ ル と DNA の 問 に は ，ほ と ん

ど相 flY乍用が 働か ない ため で あ る と 考え られ る．

　3・6　DNA の 誘電泳動挙動 に 及ぼ す 0 ／W エ マ ル シ ョ

ン の 影響

　 2 種 類 の ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル フ ェ ニ ル エ
ー

テ ル

（lgepal　CA52 〔｝又 は CO52 （D を S．3　X 　lO
−

：：
M 添加 した 場

合， そ れ らは 水に完 全 に は 溶解せ ず，微小液滴 （直径 2 〜

6 μm ） す な わ ち 0 〆W エ マ ル シ ョ ン と し て 存在 し た ．前

記 の Igcpa［CA63 ｛1に は，親 水基 で あ る オ キ シ エ チ レ ン 基

が 9 つ 存 在す る が，こ こ で 示 した CA52 〔｝と CO52 〔♪に は ，

い ず れ も こ の 基 が 5 つ しか な い ．そ の た め ，親水性 が 減

少 し、0 〆W エ マ ル シ ョ ン に な っ た もの と考 え ら れ る．

　い ずれ の エ マ ル シ ョ ン も A （
．
）を抽出 して ，蛍光を示す よ

うに な っ た が ，そ れ ら は周 波 数 lkllz ’− 1MHz の 範 囲 に

お い て 負の 誘電 泳 動 を示 した．そ の 様 r．を Fig．5 に 示 す ．

こ れ ら の 液滴 を構 成 して い る GA520 ，（：0520 は，非 イ オ

ン性 なの で ，水溶液 よ り も伝 導率 が 小 さ く，式 （6 ）か ら

負 の 誘 電 泳動 を示 した もの と考 え ら れ る ．．・．
方，T4DN ，，N

は，エ マ ル シ ョ ン とは独 立 に 正 の 誘電泳動を示 した ．こ の

こ とは，DNA の み を蛍 ）℃ラ ベ ル 化で きる YO −1’RO −1 に よ

っ て 叮確 認 した．す なわ ち，蛍 光検出さ れ た
「
14DNA は 1E

の 誘 電 泳動 を示 し，透 過 光 に よ り検 川 さ れ た エ マ ル シ ョ ン

は負の 誘電泳動 を 示 した，エ マ ル シ ョ ン，DN 、．、共 に Ao

に よ っ て蛍 光染 色 され る が，両 者 を誘 電 泳動法に よ・．・ て 区

別 す る こ とが 可 能 で あ る ，

　更 に ，非 イ オ ン 性 の エ マ ル シ ョ ン の 表面に CTAC を 吸

着 させ て 修 飾 し，DN へ を エ マ ル シ ョ ン と と もに 誘電 泳動

させ る こ と を試 み た．CTAC の 濃 度が 3．3 × 1｛厂
ト〜3．3　x

lO
”

M の 範囲で は，3・5 と同様 に．（IIIA
．
が DNA と蛍光

色 素 の 結 合 を妨 げ た，ま た，こ れ よ り低 い 3．3 × Iu
．．1「1．−

S．ti　X 　lO
”
　M の 濃 度 範 川 で は．エ マ ル シ ョ ン と DNA は そ

れ ぞ れ 独 立 に 誘竃 泳 動 を 示 した．蛍 光 ラ ベ ル 化 した DNA

を 〔労 W エ マ ル シ ョ ン 表 面 に 吸 着 さ せ る に は 至 らな か っ

た．

4 　結 rl

　 本研 究 で 設 計 し，フ ォ トリ ソ グ ラ フ ィ
ー

法 に よ っ て 作 製

し たマ イ ク ロ 四 重極電極 は ，従来の 双 曲線形の もの と 同 様

の 不均
・
電場 を作 る こ とが 確 認 され，誘電泳動の 基礎研 究

に 有用 で あ っ た ，

　DNA の 蛍光色素 に よ っ て 誘電泳動速度に わず か な違い

が 生 じた が，こ れ は主 に DNA と蛍 光 色 素の 結合様式 の 差

に よ る もの と考 え られ る ．DNA の 長 さ が 長い ほ ど 誘電 泳

動 速 度 は 大 き い が．イ ン ターカ レ ートす る AO で は ，こ の

差を増 大 す る 効 果が 認 め られ た，DNA の グ ロ ビュ
ー

ル 転

移 を 引 き起 こ す こ とが 知 られ て い る PEG の 高濃度溶液 で

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　 文 四 月L 塚 原，藤 原 ： 種 々 の 添 加 物 存 在 卜
．
に お け る 単

一DNA の 顕 微 誘電 泳 動 挙 動 465

は，そ の 高 い 粘性率 が 粘性抵抗力の 増大 に 大 きな影響 を及

ぼ して お り，誘 電 泳 動 力 に 対 す る転移の 寄与 は 小 さ く，判

別 で きな か っ た．陰 イ オ ン 性界而活性剤 SDS や 非 イ オ ン

性 界面活性剤 lgepal　C］iV613〔1が DNA の 誘 電 泳 動 に 及 ぼす

影響 は わ ず か で あ っ た．こ れ ら は，陰 イ オ ン 性 で あ る

DNA と強 い 相．Ul作用 を しな い た め で あ る と考 え られ る，

一・
方，DNA と陽 イオ ン 性界 面活 性 剤 （：TAG は強 い 静電相

互 作用 を 示 した．しか し，DNA を蛍光 ラ ベ ル 化す る こ と

が 難 し く，誘電泳動を観察する こ とは で き なか っ た．非 イ

オ ン 性 の 0 ／W エ マ ル シ ョ ン は負 の 誘 電 泳 動 を示 し たが ，

DNA と杣 互作用が見 られ なか っ た．以 上 の 結果 は，今後，

誘霓泳動 に よ る DNA の 分 離 シ ス テ ム を設
．
計 す る 上 で 基 礎

的 に 重要 な知見で ある．

　 四垂極電極 を作 製する に 当た り，多大な ご 協力 をい た だい た広

島県立 四部工 業技 術 セ ン タ ー
の 縄 稚 典 生 氏 に 深 謝す る ．ま た ，本

研究 は文部科学 省科 学研究費補助金萌芽研究 CIS5540S21に よる

援助 を受 け て 行 っ た もび）で あ る ．
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究 を行 っ た．フ ォ トリソ グ ラ フ ィ
ー法 に よ っ て 新 た に 作 製 した 平 面 マ イ ク ロ 四 重極電極 に DNA 溶液 を滴下

し，交流 電圧 を印加 して DNA の 誘電泳動 を蛍光 顕 微 鏡 を 用 い て 測 定 した．　 DNA に イ ン タ
ー

カ レ
ートす る

蛍 光 試 薬 の ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ を用 い た場 合 で は，よ り大 き な誘 電 泳 動 移 動 度を 示 し た ．また DNA の グ ロ

ビュ
ール 転 移 を引 き起 こ すポ リエ チ レ ン グ リコ ール の 高濃度 溶液で は ， 転移の 効果 よ り，粘性抵 抗 力 の 増 大

の 効果の ほ うが 大 きか っ た．陰 イ オ ン 性 と非 イオ ン 性の 界面 活性 剤 で は，DNA の 誘電 泳動 に 対 す る効 果 は

ほ とん どなか っ た，陽 イ オ ン性界面活性剤 で あ る 塩 化ヘ キ サ デ シ ル トリ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム （CTAC ） を添

加 した場 合 に は，（：TAC が DNA と強 く結合 す る た め，蛍 光色素 との 結合が 阻害 さ れ DNA の 検出 が 困難 で

あ っ た，非 イ オ ン 性 の 0 ／W エ マ ル シ ョ ン は，負の 誘電 泳動を示 し．正 の 誘電泳動 を示す DNA とは 相 互作

用 しなか っ た．
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