
(57)【要約】
【課題】ＤＮＡ上の遺伝子や特定塩基配列の位置を決定するにあたり、大量のＤＮＡ溶液
を要せず、ＤＮＡを基板上の特定位置に直線状に引き伸ばして固定する方法を提供するこ
と。
【解決手段】溶液中のＤＮＡを溶液の流れまたは気液界面の移動により基板上に配向固定
する方法において、基板上に高さ１μｍ以下１０ｎｍ以上の段差を設け、前記段差と交差
する方向にＤＮＡ溶液を流すか、または気液界面を移動させることにより、ＤＮＡの末端
を段差面に付着させ、溶液の流れまたは気液界面の表面張力によりＤＮＡを配向、伸長さ
せることを特徴とするＤＮＡの伸長固定方法。
【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
溶 液 中 の Ｄ Ｎ Ａ を 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 移 動 に よ り 基 板 上 に 配 向 固 定 す る 方 法 に お
い て 、 基 板 上 に 高 さ １ μ ｍ 以 下 １ ０ ｎ ｍ 以 上 の 段 差 を 設 け 、 前 記 段 差 と 交 差 す る 方 向 に Ｄ
Ｎ Ａ 溶 液 を 流 す か 、 ま た は 気 液 界 面 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ の 末 端 を 段 差 面 に 付
着 さ せ 、 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 表 面 張 力 に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 配 向 、 伸 長 さ せ る こ と を 特
徴 と す る Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
段 差 が 、 直 線 、 円 弧 、 方 形 ま た は 円 形 の 凹 み の 形 状 を な し て 形 成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 移 動 を 起 こ す 手 段 が 、 重 力 、 遠 心 力 、 電 気 泳 動 ま た は ポ ン プ
に よ る 送 液 あ る い は 吸 い 上 げ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
基 板 が 、 雲 母 板 、 ガ ラ ス 板 、 シ リ コ ン 板 お よ び サ フ ァ イ ア 板 の い ず れ か で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 に 関 し 、 詳 し く は Ｄ Ｎ Ａ を 基 板 上 に 配 向 、 伸 長 し て 固 定 す
る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
Ｄ Ｎ Ａ 上 の 遺 伝 子 の 位 置 を 決 定 す る こ と は 、 遺 伝 子 機 能 の 解 析 や 病 原 遺 伝 子 ・ 有 用 遺 伝 子
の 探 索 な ど に お い て 非 常 に 重 要 な 意 味 を 持 つ 。 最 近 、 ナ ノ メ ー ト ル レ ベ ル の 分 解 能 を 持 つ
原 子 間 力 顕 微 鏡 （ Ａ ｔ ｏ ｍ ｉ ｃ 　 Ｆ ｏ ｒ ｃ ｅ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｓ ｃ ｏ ｐ ｅ ， 　 Ａ Ｆ Ｍ ） や 走 査
型 近 接 場 光 プ ロ ー ブ 顕 微 鏡 （ Ｓ ｃ ａ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 Ｎ ｅ ａ ｒ － ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ 　 Ｏ ｐ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ
／ Ａ ｔ ｏ ｍ ｉ ｃ 　 Ｆ ｏ ｒ ｃ ｅ 　 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｓ ｃ ｏ ｐ ｅ ， 　 Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ ） な ど を 用 い
て 、 正 確 に 遺 伝 子 位 置 を 決 定 す る こ と が 可 能 に な っ て い る 。
し か し 、 こ れ ら の 方 法 を 適 用 す る た め に は 、 対 象 と な る Ｄ Ｎ Ａ を 直 線 状 に 引 き 延 ば す こ と
が 必 要 に な る 。 ま た 、 Ａ Ｆ Ｍ 　 や Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ は 、 観 察 範 囲 が 数 十 μ ｍ と 比 較 的 狭 い
た め 、 基 板 上 の 特 定 位 置 に Ｄ Ｎ Ａ を 固 定 す る こ と も 必 要 で あ る 。 従 来 、 Ｄ Ｎ Ａ を 基 板 上 に
伸 長 固 定 す る た め に は 、 基 板 を Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 に 浸 し た 後 、 一 定 速 で ゆ っ く り と 引 き 上 げ 、 そ
の 時 に 起 き る 気 液 界 面 の 移 動 に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 伸 長 固 定 す る 方 法 （ Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 ２ ７ ７
　 （ １ ９ ９ ７ ） 　 ｐ ． １ ５ １ ８ － １ ５ ２ ３ 、 特 表 平 ９ － ５ ０ ９ ０ ５ ７ 号 ） が 一 般 的 に 用 い
ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し な が ら 、 従 来 の 方 法 で は Ｄ Ｎ Ａ は 基 板 の 全 面 に 分 散 し て 固 定 さ れ て し ま い 、 固 定 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ の 位 置 を Ａ Ｆ Ｍ 　 や Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ に よ り 走 査 し な が ら 捜 す 必 要 が あ っ た 。
さ ら に 、 Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 基 板 の 片 面 だ け に 固 定 さ れ る 必 要 が あ る が 、 従
来 の 方 法 で は 両 面 に Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 さ れ 、 測 定 時 の ノ イ ズ と な っ て い た 。
ま た 、 試 料 作 成 に 要 す る Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 の 量 も 数 ｍ Ｌ と い う 大 量 が 必 要 で あ る と い う 問 題 点 も
あ っ た 。
そ こ で 、 本 発 明 は 、 大 量 の Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 要 せ ず 、 Ｄ Ｎ Ａ を 基 板 上 の 特 定 位 置 に 直 線 状 に 引
き 伸 ば し て 固 定 す る 方 法 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
請 求 項 １ 記 載 の 本 発 明 は 、 溶 液 中 の Ｄ Ｎ Ａ を 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 移 動 に よ り 基 板
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上 に 配 向 固 定 す る 方 法 に お い て 、 基 板 上 に 高 さ １ μ ｍ 以 下 １ ０ ｎ ｍ 以 上 の 段 差 を 設 け 、 前
記 段 差 と 交 差 す る 方 向 に Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 流 す か 、 ま た は 気 液 界 面 を 移 動 さ せ る こ と に よ り 、
Ｄ Ｎ Ａ の 末 端 を 段 差 面 に 付 着 さ せ 、 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 表 面 張 力 に よ り Ｄ Ｎ Ａ を
配 向 、 伸 長 さ せ る こ と を 特 徴 と す る Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 で あ る 。
請 求 項 ２ 記 載 の 本 発 明 は 、 段 差 が 、 直 線 、 円 弧 、 方 形 ま た は 円 形 の 凹 み の 形 状 を な し て 形
成 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 で あ る 。
請 求 項 ３ 記 載 の 本 発 明 は 、 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 移 動 を 起 こ す 手 段 が 、 重 力 、 遠 心
力 、 電 気 泳 動 ま た は ポ ン プ に よ る 送 液 あ る い は 吸 い 上 げ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 で あ る 。
請 求 項 ４ 記 載 の 本 発 明 は 、 基 板 が 、 雲 母 板 、 ガ ラ ス 板 、 シ リ コ ン 板 お よ び サ フ ァ イ ア 板 の
い ず れ か で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 伸 長 固 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 基 板 上 に 配 向 、 伸 長 し て 固 定 す る 方 法 で あ る 。 本 発 明 の 対 象 と さ れ る
Ｄ Ｎ Ａ に 制 限 は な く 、 あ ら ゆ る 生 物 の ゲ ノ ム ま た は プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ （ ウ イ ル ス ） 、
人 工 染 色 体 な ど の ベ ク タ ー に 由 来 す る も の で よ く 、 長 さ も 限 定 さ れ な い 。
Ｄ Ｎ Ａ を 懸 濁 す る 溶 液 と し て は 、 例 え ば Ｔ Ｅ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ～ ８ ） 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 蒸 留 水 　 な ど が 用 い ら れ 、 こ れ ら の 中 で は Ｔ Ｅ 緩 衝 液
が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
次 に 、 基 板 に 関 し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 雲 母 板 、 ガ ラ ス 板 、 シ リ コ ン 板 、 サ フ ァ イ
ア 板 な ど が 好 適 で あ る 。
基 板 に は 、 段 差 が 設 け て あ り 、 そ の 高 さ は １ μ ｍ 以 下 １ ０ ｎ ｍ 以 上 、 好 ま し く は ０ ． ５ μ
ｍ 以 下 ５ ０ ｎ ｍ 以 上 で あ る 。 段 差 の 形 状 に つ い て は 任 意 で あ る が 、 例 え ば 直 線 、 円 弧 、 方
形 ま た は 円 形 の 凹 み が 好 適 で あ り 、 そ の サ イ ズ は １ ０ μ ｍ か ら １ ｍ ｍ の 範 囲 が 適 当 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 の 流 れ ま た は 気 液 界 面 の 移 動 を 起 こ す 手 段 と し て は 、 例 え ば 重 力 、 遠 心
力 、 電 気 泳 動 、 ポ ン プ （ 電 動 等 の 自 動 ま た は 手 動 ） な ど に よ る 送 液 や 吸 い 上 げ が 挙 げ ら れ
る 。 い ず れ の 方 法 で も Ｄ Ｎ Ａ を 伸 長 す る こ と は 可 能 で あ る が 、 遠 心 力 ま た は ポ ン プ に よ る
方 法 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
以 下 に 、 本 発 明 を 図 面 に 基 づ い て 詳 し く 説 明 す る 。
図 １ は 、 本 発 明 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 伸 長 固 定 の 原 理 を 示 し た 模 式 図 で あ る 。 図 に 示 さ れ る よ う に
、 Ｄ Ｎ Ａ は 溶 液 中 で は ラ ン ダ ム コ イ ル 状 （ １ ） に 丸 ま っ て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 溶 液 の 流 れ に 従
っ て 移 動 し 、 基 板 上 に 設 け た 段 差 （ ２ ） を 通 過 す る と き に あ る 確 率 で 末 端 部 分 が 段 差 （ ２
） に 付 着 す る 。
末 端 が 段 差 に 付 着 し た ラ ン ダ ム コ イ ル 状 Ｄ Ｎ Ａ （ ３ ） は 、 水 流 の 力 に よ り 引 き 伸 ば さ れ て
直 線 状 （ ４ ） に な り 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 自 身 が 持 つ 極 性 や 電 荷 の た め 基 板 面 に 付 着 し 、 （ ５ ） の
よ う に 基 板 面 に 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
図 ２ は 、 実 際 に 本 原 理 に 基 づ い て 基 板 上 に 伸 長 固 定 し た Ｄ Ｎ Ａ の 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
基 板 上 に 段 差 を 作 成 す る に は 、 基 板 の 材 質 を 考 慮 し て 適 切 な 手 段 を 採 用 す れ ば よ く 、 例 え
ば 雲 母 板 の 場 合 は 雲 母 を 劈 開 す る こ と に よ っ て 段 差 を 形 成 す る こ と が で き る 。 １ 例 を 示 す
と 、 雲 母 を 劈 開 し て 高 さ ４ ０ ０ ｎ ｍ 程 度 の 段 差 を 作 成 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
次 に 、 雲 母 板 に 段 差 を 形 成 し た 基 板 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 該 基 板 上 に 配 向 、 伸 長 し て 固 定 す る
方 法 に つ い て 説 明 す る 。
雲 母 板 を Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 　 処 理 す る こ と に よ り 雲 母 板 上 に 正 電 荷 を 有 す る Ｍ ｇ ＋ 　 イ オ ン を 吸
着 さ せ て 、 Ｄ Ｎ Ａ の 付 着 を 容 易 に し た 後 、 そ の 中 心 に ５ μ Ｌ の 蛍 光 色 素 （ Ｙ Ｏ Ｙ Ｏ － １ ）
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　 で 染 色 し た λ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 （ 濃 度 ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 滴 下 し 、 ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で 回
転 さ せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 は 回 転 に と も な う 遠 心 力 に よ り 中 心 か ら 外 縁 部 へ と 押 し 流 さ れ 、 そ
の 時 起 き る 水 流 に よ り 、 図 １ の 原 理 に 基 づ き Ｄ Ｎ Ａ が 段 差 部 に 伸 長 固 定 さ れ た 。
図 ３ で は 、 Ａ Ｆ Ｍ 　 に よ り 個 別 の Ｄ Ｎ Ａ を 観 察 し た 結 果 を 立 体 で 表 示 し た 。 図 ２ で は 、 Ｄ
Ｎ Ａ １ 本 を 確 認 す る こ と は で き な い が 、 図 ３ で は 、 Ａ Ｆ Ｍ 　 に よ っ て 雲 母 基 板 上 の 段 差 部
に 本 発 明 の 方 法 に よ り 伸 長 固 定 さ れ た １ 本 １ 本 の Ｄ Ｎ Ａ の 形 状 像 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 段
差 部 分 に 対 し 、 Ｄ Ｎ Ａ が 一 方 向 に 配 向 し て 直 線 状 に 固 定 さ れ て い る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ １ １ 】
こ の よ う に 伸 長 固 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 上 の 遺 伝 子 を 蛍 光 色 素 な い し は 微 小 金 粒 子 な ど に よ り 標
識 す れ ば 、 Ａ Ｆ Ｍ 　 や Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ に よ り 、 そ の 位 置 を ナ ノ メ ー ト ル レ ベ ル で 逐 次 決
定 し て 行 く こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ れ ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を 基 板 上 の 片 面 の 特 定 位 置 に 直 線 状 に 引 き 伸 ば し て 固 定 す る こ と
が で き る の で 、 Ａ Ｆ Ｍ 　 や Ｓ Ｎ Ｏ Ｍ ／ Ａ Ｆ Ｍ に よ る 遺 伝 子 位 置 の 詳 細 な 決 定 を 行 う こ と が
可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 （ ａ ） ～ （ ｅ ） は 本 発 明 の 原 理 を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
１ 　 溶 液 中 の ラ ン ダ ム コ イ ル 状 Ｄ Ｎ Ａ
２ 　 基 板 上 に 作 成 し た 段 差
３ 　 末 端 が 段 差 に 付 着 し た ラ ン ダ ム コ イ ル 状 Ｄ Ｎ Ａ
４ 　 水 流 に よ り 直 線 状 に 伸 ば さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
５ 　 基 板 面 に 直 線 状 に 固 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
【 図 ２ 】 本 発 明 に よ り 実 際 に 伸 長 固 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 示 す 蛍 光 像 で あ る 。
【 図 ３ 】 基 板 の 段 差 部 に 伸 長 固 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の Ａ Ｆ Ｍ 　 観 察 像 で あ る 。
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