
(57)【要約】
　【課題】　高いハイブリダイゼーション効率が得られるような多孔質構造を持ち、且つ
十分なゲル強度を持ったゲル及びそれを用いたマイクロアレイを提供する。
　【解決手段】　置換（メタ）アクリルアミド誘導体、架橋剤及びキャプチャープローブ
を共重合することにより得られるゲルを製造する。好ましくは、そのゲルは、置換（メタ
）アクリルアミド誘導体と架橋剤のモル比が 10／ 1～ 500／ 1の組成であり、ゲル中のポリ
マー濃度が１５～４０質量％である。このゲルはマイクロアレイに好適に使用される。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 共 重 合 し て 得
ら れ る ゲ ル 。
【 請 求 項 ２ 】
　 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 と 架 橋 剤 の モ ル 比 が 10／ 1～ 500／ 1の 組 成 で あ る 請
求 項 １ 記 載 の ゲ ル 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ゲ ル 中 の ポ リ マ ー 濃 度 が １ ５ ～ ４ ０ 質 量 ％ で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ゲ ル 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ゲ ル が 、 管 状 体 の 中 空 部 に 保 持 さ れ て い る ゲ ル 保 持 管
状 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ゲ ル が 、 基 板 上 の 区 画 に 配 置 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 区 画 が 複 数 の 溝 ま た は 貫 通 穴 で 形 成 さ れ て い る 請 求 項 ５ 記 載 の マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ 記 載 の 管 状 体 を 複 数 本 集 束 し 、 そ の 集 束 物 を 繊 維 の 長 手 方 向 と 交 差 す る 方 向 で
切 断 し て 得 ら れ る マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 順 次 含 む マ イ ク ロ ア レ イ の 製 造 方 法 。
（ １ ） 　 複 数 本 の 管 状 体 を そ れ ら の 長 手 方 向 が 一 致 す る よ う に 集 束 す る 工 程 。
（ ２ ） 　 集 束 物 の 各 管 状 体 の 中 空 部 に 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び
キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 含 む 溶 液 を 充 填 し 、 中 空 部 内 で 共 重 合 反 応 す る 工 程 。
（ ３ ） 　 集 束 物 の 長 手 方 向 と 交 叉 す る 方 向 で 切 断 す る 工 程 。
【 請 求 項 ９ 】
　 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 と 架 橋 剤 の モ ル 比 が 10： 1～ 500： 1の 組 成 で あ る 請
求 項 ８ 記 載 の 製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た ゲ ル 及 び そ れ を 用 い た キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー
ブ 固 定 化 ゲ ル マ イ ク ロ ア レ イ に 関 す る 。 該 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 遺 伝 子 発 現 解 析 等 に 使 用 さ
れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 遺 伝 子 の 分 析 手 段 と し て 、 特 定 の キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 使 用 し て 所 望 の 遺 伝 子 の 変 異
解 析 及 び 発 現 解 析 を 一 括 し て 実 施 で き る DNAマ イ ク ロ ア レ イ が 開 発 さ れ て い る 。 DNAマ イ ク
ロ ア レ イ と し て は 、 例 え ば 、 ２ 次 元 表 面 上 に フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー を 用 い て キ ャ プ チ ャ ー
プ ロ ー ブ を 逐 次 的 に 合 成 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ （ 特 許 文 献 １ ） 、 予 め 合 成 さ れ た キ ャ プ チ
ャ ー プ ロ ー ブ が ２ 次 元 表 面 上 に ス ポ ッ テ ィ ン グ さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ （ 特 許 文 献 ２ ） 、 樹
脂 板 等 の 基 板 に 複 数 の 溝 又 は 貫 通 孔 が 形 成 さ れ 、 そ れ ら の 溝 又 は 穴 の 内 部 に DNAを 含 む ゲ
ル が 保 持 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ （ 特 許 文 献 ３ ） 、 平 面 基 盤 上 に DNA等 を 含 む ゲ ル の ス ポ ッ
ト が 配 置 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ （ 特 許 文 献 ４ ） 等 が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 者 ら の 一 部 も 中
空 繊 維 の 中 空 部 に ゲ ル を 保 持 し た 中 空 繊 維 配 列 体 を 作 製 し 、 該 配 列 体 の 繊 維 軸 と 交 叉 す る
方 向 で 切 断 す る こ と に よ り 得 ら れ る マ イ ク ロ ア レ イ を 開 発 し て い る （ 特 許 文 献 ５ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ゲ ル を 使 用 し た マ イ ク ロ ア レ イ （ 特 許 文 献 ３ ～ ５ 参 照 ） は 、 ２ 次 元 表 面 に キ ャ プ チ ャ ー
プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ に 比 べ て 、 一 区 画 に 固 定 化 で き る プ ロ ー ブ 量 が 増 加
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す る 。 よ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 に 優 れ た マ イ ク ロ ア レ イ と い え る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 5405783号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5601980号
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2000-60554
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 6682893
【 特 許 文 献 ５ 】 特 開 2000-270877
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 ゲ ル マ イ ク ロ ア レ イ は 、 検 査 の 対 象 と な る 試 料 （ 以 下 、 検 体 ） が ゲ ル の 多 孔 質 構 造
中 で 十 分 に 拡 散 し 、 ゲ ル 中 の キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ と 反 応 す る こ と に よ り 、 高 い ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 達 成 で き る 。 し か し 、 こ れ ま で に 知 ら れ て い る ゲ ル マ イ ク ロ ア レ イ
で は 、 ゲ ル の 多 孔 質 構 造 中 を 検 体 が 十 分 に 拡 散 で き ず 、 ゲ ル 表 面 し か 検 査 に 使 用 さ れ て い
な い 場 合 も あ っ た 。 ゲ ル の 多 孔 質 構 造 の 有 効 細 孔 径 を 大 き く し 、 検 体 の 拡 散 を 向 上 さ せ る
目 的 で 、 ゲ ル を 構 成 す る モ ノ マ ー の 種 類 の 検 討 、 モ ノ マ ー 濃 度 の 検 討 が 行 わ れ て い る 。 し
か し 、 ゲ ル の 強 度 が 弱 く な る 。 そ の よ う な ゲ ル を 基 板 表 面 や 貫 通 孔 に 配 置 、 保 持 し た 際 、
基 板 表 面 や 貫 通 孔 か ら 脱 落 す る と い う 問 題 が あ っ た 。 よ っ て 、 検 体 の 拡 散 の 向 上 及 び ゲ ル
強 度 を 両 立 で き る ゲ ル を 作 製 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 高 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 得 ら れ る よ う な 多 孔 質 構 造 を 持 ち 、 且 つ
十 分 な ゲ ル 強 度 を 持 っ た ゲ ル 及 び そ れ を 用 い た マ イ ク ロ ア レ イ を 提 供 す る こ と を 目 的 と す
る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 問 題 点 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア
ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 共 重 合 し て 得 ら れ る ゲ ル が 、 高 い ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 得 ら れ る よ う な 多 孔 質 構 造 を 持 ち 、 且 つ 十 分 な ゲ ル 強 度 を 持 っ た
ゲ ル で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー
ブ を 共 重 合 し て 得 ら れ る ゲ ル 、 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 高 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 得 ら れ る よ う な 多 孔 質 構 造 を 持 ち
、 且 つ 十 分 な ゲ ル 強 度 を 持 っ た ゲ ル 及 び そ れ を 用 い た マ イ ク ロ ア レ イ を 提 供 す る こ と が で
き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 共
重 合 し て 得 ら れ る ゲ ル 、 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 「 キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ 」 と は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ DNA） や 、 リ ボ
核 酸 （ RNA） 、 蛋 白 質 、 脂 質 等 で あ る 。 こ れ ら の キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ は 、 市 販 品 又 は 生
細 胞 等 か ら 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 生 細 胞 か ら の DNAの 抽 出 は 、 Blinら の 方 法 （ Nucle
ic Acids Res.3.2303(1976)） 等 に よ り 、 ま た 、 RNAの 抽 出 は 、 Favaloroら の 方 法 （ Method
s.Enzymol.65.718(1980)） 等 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 DNAと し て は 、 鎖 状 若 し く は 環 状 の プ ラ ス ミ ド DNA又 は 染 色 体 DNAが 用 い ら れ る 。
さ ら に は 、 制 限 酵 素 若 し く は 化 学 的 に 切 断 し た DNA断 片 、 試 験 管 内 で 酵 素 等 に よ り 合 成 さ
れ た DNA又 は 化 学 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 を 用 い る こ と も で き る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 後 述 す る よ う に 、 キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ は 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 及 び 架
橋 剤 と の 共 重 合 反 応 に よ り 、 ゲ ル の 網 目 構 造 に 固 定 さ れ る 。 よ っ て 、 キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー
ブ に は 共 重 合 反 応 可 能 な 不 飽 和 官 能 基 が 導 入 さ れ て い る 。 不 飽 和 官 能 基 と し て は 、 （ メ タ
） ア ク リ ル ア ミ ド 基 、 グ リ シ ジ ル 基 等 が 挙 げ ら れ る 。 不 飽 和 官 能 基 は 、 キ ャ プ チ ャ ー プ ロ
ー ブ の 機 能 を 損 な わ な い 限 り 、 い ず れ の 部 位 に 導 入 さ れ て い て も 良 い 。 た と え ば 、 キ ャ プ
チ ャ ー プ ロ ー ブ が 核 酸 の 場 合 、 不 飽 和 官 能 基 は 核 酸 の 末 端 、 鎖 中 の い ず れ に 導 入 さ れ て い
て も 良 い 。 核 酸 の 鎖 の 末 端 に 導 入 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 」 と は 、 一 般 式 Ｉ で 示 さ れ る 化 合 物 を い う 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ４ 】
〔 R 1 及 び R 2 は 、 水 素 原 子 、 飽 和 ア ル キ ル 基 を 示 す （ 但 し 、 R 1 及 び R 2 は 同 時 に 水 素 原 子 で は
な い ） 。 一 般 式 Ｉ で 示 さ れ る 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 は 、 架 橋 剤 と 共 重 合 す る
こ と に よ り 、 相 転 移 温 度 （ LCST） を 持 つ ポ リ マ ー と な る も の を い う 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 の 内 、 N-置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 と し て
は 、 例 え ば N-エ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ N-Ethylacrylamide） 、 N-シ ク ロ プ ロ ピ ル ア ク リ ル
ア ミ ド （ N-Cyclopropylacrylamide） 、 N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ N-isopropylacry
lamide） 等 で あ る 。 N,N－ ジ 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 と し て は 、 例 え ば 、 N,N-
ジ エ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ N,N-Diethylacrylamide） 、 N-メ チ ル － N-エ チ ル ア ク リ ル ア ミ
ド （ N-Methyl-N-Ethylacrylamide） 、 N-メ チ ル -N-イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ N-Methy
l-N-Isopropylacrylamide） 、 N-メ チ ル -N-n-プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ N-Methyl-N-n-pro
pylacrylamide） 等 で あ る 。 こ れ ら の 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 を 成 分 と す る ポ
リ マ ー は 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ゲ ル 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 等 よ り も 大 き な 多 孔 質 構 造 を 形 成
す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 架 橋 剤 」 は 、 エ チ レ ン 性 不 飽 和 結 合 を ２ 個 以 上 持 つ 多 官 能 性 単 量 体 で あ る 。 例 え ば N,
N’ -メ チ レ ン ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 N,N’ -ジ ア リ ル （ 1,2-ヒ ド ロ キ シ エ チ レ ン ） － ビ ス ア
ク リ ル ア ミ ド 、 N,N’ -シ ス タ ミ ン － ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド 、 N-ア ク リ ロ イ ル ト リ ス （ ヒ ド ロ
キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 等 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 次 に 共 重 合 反 応 に つ い て 説 明 す る 。 共 重 合 反 応 に 使 用 す る 架 橋 剤 の 量 は 、 モ ノ マ ー に 対
し 、 モ ル 比 で 10:1～ 500:1の 範 囲 で 添 加 す る の が 好 ま し い 。 重 合 開 始 剤 は 、 重 合 反 応 の 際
に キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ の 分 解 が 生 じ な い も の で あ れ ば い ず れ も 選 択 で き る 。 好 ま し い 開
始 剤 は 2,2’ -ア ゾ ビ ス 〔 2-(2-イ ミ ダ ゾ リ ン -2-イ ル )プ ロ パ ン 〕 ジ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド で
あ る 。 反 応 温 度 は 使 用 す る 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 の 転 移 温 度 よ り も 十 分 に 高 い 温 度 で
実 施 す る 。 例 え ば ポ リ イ ソ プ ロ ピ ル ア ク リ ル ア ミ ド の 場 合 、 重 合 反 応 は 50℃ 程 度 で 実 施 す
る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 重 合 反 応 に よ り 形 成 さ れ る ゲ ル 中 の ポ リ マ ー 濃 度 は 、 １ 5～ ４ ０ 質 量 ％ の 範 囲 が 好
ま し く 、 更 に 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ 質 量 ％ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の よ う に 作 成 さ れ た ゲ ル は 、 キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 保 持 す る ゲ ル と し て 、 遺 伝 子 解
析 の ツ ー ル と し て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 上 述 の ゲ ル を 中 空 管 状 体 の 中 空 部 に 充 填 す る こ と
に よ り ゲ ル 充 填 中 空 管 状 体 が 作 製 で き る 。 そ の 管 状 体 は 特 開 平 3-47097号 公 報 に 記 載 の ご
と く 、 遺 伝 子 変 異 の ツ ー ル と し て 使 用 で き る 。 中 空 部 へ の ゲ ル の 保 持 は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ
ル 電 気 泳 動 に 使 用 さ れ る キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム を 作 製 す る 要 領 で 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 構 成 部 材 と し て も 使 用 で き る 。 例 え ば 、 平 面 基 板 上 に 重 合 前 又
は 重 合 開 始 直 後 の キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 含 む モ ノ マ ー 溶 液 を 予 め 定 め た 区 画 に ス ポ ッ テ
ィ ン グ す る こ と に よ り マ イ ク ロ ア レ イ を 製 造 す る こ と が で き る （ 特 表 平 6-507486号 、 USP 
5,770,721号 公 報 参 照 ） 。 区 画 が 溝 又 は 貫 通 穴 に よ り 形 成 さ れ て い る 場 合 、 そ れ ら 溝 又 は
貫 通 穴 に 、 重 合 前 又 は 重 合 開 始 直 後 の キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 含 む モ ノ マ ー 溶 液 を 添 加 し
、 区 画 内 で 重 合 反 応 を 実 施 す る こ と に よ り マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る こ と が で き る （ 特 開
2000-60554号 公 報 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に は 、 固 定 化 ゲ ル を 充 填 し た 中 空 管 状 体 を 複 数 本 、 集 束 し 、 該 集 束 物 を 管 状 体 の 長
手 方 向 に 対 し て 交 叉 す る 方 向 で 切 断 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 す る こ
と が で き る （ WO 00/5376号 公 報 参 照 ） 。 複 数 の 中 空 管 状 体 を 集 束 し た 後 、 集 束 物 の 各 中 空
部 に ゲ ル を 充 填 し て も 良 い 。 そ の 場 合 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ３ ） の 工 程 を 順 次 行 う こ と に よ
り マ イ ク ロ ア レ イ が 製 造 で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ １ ） 　 複 数 本 の 管 状 体 を そ れ ら の 長 手 方 向 が 一 致 す る よ う に 集 束 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ ２ ） 　 集 束 物 の 各 管 状 体 の 中 空 部 に 、 置 換 （ メ タ ） ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 、 架 橋 剤 及 び
キ ャ プ チ ャ ー プ ロ ー ブ を 含 む 溶 液 を 充 填 し 、 中 空 部 内 で 共 重 合 反 応 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ ３ ） 　 集 束 物 の 長 手 方 向 と 交 叉 す る 方 向 で 切 断 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 中 空 管 状 体 と し て は 、 ガ ラ ス 管 、 ス テ ン レ ス 管 、 中 空 繊 維 等 が 例 示 で き る 。 加 工 性 、 取
り 扱 い の 容 易 さ を 考 慮 す る と 中 空 繊 維 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 従 来 の 固 定 化 ゲ ル で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 を 高 く す る た め に は 、 ゲ ル の 濃
度 を 下 げ て 網 目 の 有 効 細 孔 径 を 大 き く し な け れ ば な ら な か っ た 。 こ の た め ゲ ル 強 度 が 不 十
分 と な り 、 高 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 を 得 る こ と は 困 難 で あ っ た 。 し か し 、 本 発 明
の ゲ ル は 、 従 来 の ゲ ル と 異 な り 、 ゲ ル 中 の ポ リ マ ー 濃 度 の 高 い 方 が 高 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 効 率 を 得 る こ と が で き 、 且 つ 十 分 な ゲ ル 強 度 を 得 る こ と が 可 能 と な る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
（ １ ） 中 空 繊 維 束 の 作 製
　 図 １ に 示 す 配 列 固 定 器 具 を 利 用 し て 中 空 繊 維 束 を 製 造 し た 。 な お 、 図 中 の ｘ 、 ｙ 、 ｚ は
直 交 の ３ 次 元 軸 で あ り 、 ｘ 軸 は 繊 維 の 長 手 方 向 と 一 致 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま ず 、 直 径 ０ ． ３ ２ ｍ ｍ の 孔 （ ５ ２ ） が 、 孔 の 中 心 間 距 離 を ０ ． １ ２ ｍ ｍ と し て 、 縦 横
各 １ ０ 列 で 合 計 １ ０ ０ 個 設 け ら れ た 厚 さ ０ ． １ ｍ ｍ の 多 孔 板 （ ５ ０ ） ２ 枚 を 準 備 し た 。 こ
れ ら の 多 孔 板 （ ５ ０ ） を 重 ね 合 わ せ て 、 そ の す べ て の 孔 （ ５ ２ ） に 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 中
空 繊 維 （ ５ ４ ） （ 三 菱 エ ン ジ ニ ア リ ン グ プ ラ ス チ ッ ク 社 製 　 カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク 1質 量 ％ 添
加 ） を １ 本 づ つ 、 通 過 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｘ 軸 方 向 に 各 繊 維 に ０ ． １ Ｎ の 張 力 を か け た 状 態 で ２ 枚 の 多 孔 板 の 位 置 を 移 動 さ せ て 、
中 空 繊 維 の 一 方 の 端 部 か ら ２ ０ ｍ ｍ の 位 置 と １ ０ ０ ｍ ｍ の 位 置 の ２ ヶ 所 に 固 定 し た 。 即 ち
、 ２ 枚 の 多 孔 板 の 間 隔 を ８ ０ ｍ ｍ と し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 次 い で 、 多 孔 板 間 の 空 間 の 周 囲 ３ 面 を 板 状 物 （ ５ ６ ） で 囲 っ た 。 こ の よ う に し て 上 部 の
み が 開 口 状 態 に あ る 容 器 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 次 に 、 こ の 容 器 の 上 部 か ら 容 器 内 に 樹 脂 原 料 を 流 し 込 ん だ 。 樹 脂 と し て は 、 ポ リ ウ レ タ
ン 樹 脂 接 着 剤 （ 日 本 ポ リ ウ レ タ ン 工 業 （ 株 ） ニ ッ ポ ラ ン 4276、 コ ロ ネ ー ト 4403） の 総 重 量
に 対 し 、 2.5質 量 ％ の カ ー ボ ン ブ ラ ッ ク を 添 加 し た も の を 使 用 し た 。 ２ ５ ℃ で １ 週 間 静 置
し て 樹 脂 を 硬 化 さ せ た 。 次 い で 多 孔 板 と 板 状 物 を 取 り 除 き 、 中 空 繊 維 束 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ ２ ） 末 端 に ビ ニ ル 基 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 末 端 ビ ニ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ）
の 調 製
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 自 動 合 成 機  DNA/RNA synthesizer（ PEバ イ オ シ ス テ ム ズ
社 製 　 model 394） を 用 い て 行 っ た 。 合 成 の 最 終 ス テ ッ プ で 、 5’ 末 端 に ア ミ ノ 基 〔 NH2(CH
2)6-〕 を 導 入 し 、 以 下 に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド A（ 配 列 番 号 １ ） を 合 成 し た 。 同 様 に オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド B（ 配 列 番 号 ２ ） を 自 動 合 成 機 で 合 成 し 、 ５ ‘ 端 に cy5を 導 入 し た 。 5’
末 端 の ア ミ ノ 基 の 導 入 は 、 ア ミ ノ リ ン ク IITM（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 製 ） を 使 用 し
た 。 　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 手 法 に よ り 脱 保 護 及 び 精 製 し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
＜ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド A＞
cggtcaacgatcgcggagagagaatcttggatttggtgccaagtcatatccatgacaaatcttct（ 配 列 番 号 １ ）
　 次 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド A（ 500nmol/ml） 5 μ lと グ リ シ ジ ル メ タ ク リ レ ー ト  0.5μ l
を 混 合 し 、 ７ ０ ℃ で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 、 HPLCで 精 製 を 行 い 未 反 応 の GMA等 を
除 去 し た 。 そ の 後 、 水 を 加 え て 100nmol/mlの 濃 度 に 調 製 し 、 末 端 に メ タ ク リ レ ー ト 基 を 有
す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ GMA変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド A） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ ３ ） 検 体 調 製
　 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ ル ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） JCM7255を YPD培 地 (グ ル
コ ー ス 20ｇ /L、 酵 母 エ キ ス 10ｇ /L、 ポ リ ペ プ ト ン 20ｇ /L pH6.0)100mlで 30℃ 、 1日 培 養 を
行 っ た 後 、 集 菌 し た 。 集 菌 し た 菌 体 か ら 染 色 体 DNAを 調 製 し 、 PCRの 鋳 型 に 用 い た 。 Hot St
arTaq DNA Polymerase（ QIAGEN社 製 ） を 用 い て PCRを 行 っ た 。 PCRの 際 に 使 用 し た プ ラ イ マ
ー 、 PCR液 組 成 、 温 度 条 件 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
＜ プ ラ イ マ ー ＞
プ ラ イ マ ー １ （ 配 列 番 号 ２ ） ： 5’ -TAGTATTGACATTGGGTGATGGAGTTGATG-3’
プ ラ イ マ ー ２ （ 配 列 番 号 ３ ） ： 5’ -(Cy5)CTACTGTGACTTGCCAATATGGTCTAAAAA-3’
＜ PCR液 組 成 ＞
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D.W. 67.5μ l
10× buffer 15μ ｌ
5× Q-solution 30μ l
dNTPmix (10mM of each)　 3μ l
primer 1(10pmol/μ l) 15μ l
primer 2 (10pmol/μ l) 15μ l
Hot StarTaq DNA Polymerase 1.5μ l
template　 (酵 母 ゲ ノ ム  DNA) 3μ l 
＜ 温 度 条 件 ＞
〔 １ 〕 95℃ 　 15分
〔 ２ 〕 94℃ 　 1分
〔 ３ 〕 54℃ 　 1分
〔 ４ 〕 72℃ 　 1分
〔 ５ 〕 4℃ 　 　 ∞ 　 　 〔 ２ 〕 ～ 〔 ５ 〕 を ５ ０ サ イ ク ル 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 PCR終 了 後 、 増 幅 産 物 を QIAquick PCR purification Kit（ QIAGEN社 製 ） を 用 い て 精 製 し
、 100fmol/μ ｌ の 濃 度 に 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
（ ４ ） 重 合 溶 液 の 調 製
　 表 １ に 示 す 重 合 溶 液 を 調 製 し た 。 重 合 溶 液 は 調 製 中 に 重 合 が 開 始 し な い よ う に 氷 冷 し な
が ら 調 製 し た 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ ５ ） 重 合 液 の 充 填 及 び 重 合
　 （ １ ） で 得 ら れ た 中 空 繊 維 束 の 中 空 繊 維 の 中 空 部 に （ ４ ） で 調 製 し た 重 合 液 を 充 填 し た
。 充 填 し た 重 合 液 の 種 類 、 位 置 は 、 図 ２ に 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 充 填 後 、 内 部 が 水 蒸 気 で 飽 和 さ れ た 密 閉 ガ ラ ス 容 器 に 移 し た 。 中 空 繊 維 束 を ５ ５ ℃ で １
時 間 放 置 す る こ と に よ り 重 合 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ ６ ） 薄 片 化
　 重 合 反 応 後 、 中 空 繊 維 束 を 、 ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て 、 中 空 繊 維 の 長 手 方 向 と 垂 直 に 交 叉
す る 方 向 で 切 断 を 繰 り 返 し た 。 そ の 結 果 、 厚 さ 約 500μ mの 薄 片 を 得 た 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
（ ７ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 以 下 に 示 す （ ３ ） で 調 製 し た 増 幅 産 物 を 200 fmol/mlを 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶
液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
＜ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 組 成 ＞
・ （ ３ ） で 調 製 し た 増 幅 産 物 　 200fmol/ml
・ ６ × SSC ( 0.75mol/Ｌ  塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.075mol/l ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7.0)
・ 0.2% SDS(ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム )
　 次 に （ ７ ） で 得 ら れ た 薄 片 を 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 浸 し 、 37℃ 、 20時 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ ８ ） 検 出
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 薄 片 を 無 蛍 光 ス ラ イ ド ガ ラ ス に の せ 、 数 滴 滅 菌 水 を 薄 片 上
に 滴 下 し 、 カ バ ー ガ ラ ス を か ぶ せ た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を DNAチ ッ プ 検 出 器 （ GeneTac V： Ge
nomic　 Solutions社 製 ） に セ ッ ト し 、 Cy５ 用 レ ー ザ ー を 用 い て 検 出 し た 。 画 像 は １ ピ ク セ
ル １ ０ μ ｍ の 大 き さ に 設 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ ９ ） 蛍 光 強 度 の 測 定
　 ス ポ ッ ト の 蛍 光 強 度 を 専 用 の 解 析 ソ フ ト で 計 算 し た 。 各 ス ポ ッ ト の 蛍 光 強 度 を 表 ２ に 示
し た 。 な お 、 ３ ス ポ ッ ト の 平 均 値 を エ リ ア No.の 蛍 光 強 度 と し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 施 例 １ 及 び ２ は 比 較 例 ２ ～ ４ に 比 べ て 、 高 い 蛍 光 強 度 を 示 し た 。 ま た 、 比 較 例 １ は 、
実 施 例 １ 及 び ２ よ り 高 い 蛍 光 強 度 を 示 し た が 、 ゲ ル が ス ポ ッ ト か ら 脱 落 す る 確 率 が 高 か っ
た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 図 １ 】 配 列 固 定 器 具 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 マ イ ク ロ ア レ イ の デ ザ イ ン を 示 し た 図 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 　 ５ ０ 　 　 多 孔 板
　 　 ５ ２ 　 　 孔
　 　 ５ ４ 　 　 中 空 繊 維
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　 　 ５ ６ 　 　 板 状 物
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
配 列 番 号 １ 　 合 成 DNA
配 列 番 号 ２ 　 合 成 DNA
配 列 番 号 ３ 　 合 成 DNA

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 配 列 表 】
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