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※概要（Summary ）： 
 これまで、蛍光顕微鏡を用いたリアルタイム直接観

察による DNA１分子計測では、その研究のほとんど

が直鎖状の DNA 分子を扱っている。そして、環状

DNA１分子を解析している例でも、「輪」として観察

している例は皆無に等しいのが現状である。そもそも、

環状 DNA は直鎖 DNA と並び、生体内に存在する重

要な DNA 形態であるにも関わらず、環状 DNA１分

子については、ほとんどリアルタイム直接観察とそれ

による１分子計測がなされていない。それ故に、環状

DNA を基にした核酸酵素の機能解析や DNA 形態変

化のダイナミクスなどの１分子解析が未解決のまま

残されている。そこで、本研究では、ナノチップを用

いて巨大環状 DNA１分子を「輪」としてリアルタイ

ム観察する手法を検討した。環状 DNA 分子が有する

慣性半径以下に空間を制限することで、DNA 分子の

空間的な拡がりを制限し、擬似的に２次元で DNA１

分子を直接観察することが可能になると考えた。環状

DNA 分子が有する慣性半径は、nm オーダーであるこ

とから、nm の深さを持つナノチャネルが最適なツー

ルとなり得ると考え、ナノテクノロジープラットフォ

ーム事業で作製したナノチップを用いた。 

※実験（Experimental）： 
 実験では、208kbp 環状 DNA を巨大環状 DNA サン

プルとして用い、蛍光顕微を行うため、蛍光色素

YOYO-1 により染色した。TE buffer 溶液中に、蛍光

退色を遅延するためのβ-メルカプトエタノールと共

に当該環状 DNA を混合した後、その液滴をナノチッ

プ中に導入した。電子ビーム露光装置と RIE エッチ

ング装置を用いて作製したナノチップは、DNA 慣性

半径前後の広い範囲を検討するために、400nm 以下

の深さのチャネル有するものを使用した。蛍光顕微鏡は、

Nikon 社製 TE-2000 を用いた。リアルタイムに環状

DNA のダイナミクスを計測するために、超高感度

EM-CCD カメラ（浜松ホトニクス）により動画記録を

行った。 
※結果と考察（Results and Discussion）： 
 実験では、深さ 400 nm 以下のナノチャネルを用いて、

208 kbp の巨大環状 DNA を観察した。その結果、ナノ

チャネルの深さに相関して、輪を拡げることが可能とな

った。拡がった環状 DNA の輪は、輪の形で円周がブラ

ウン運動しているため、完全な半径（DNA 長から求め

られる最大半径）とまではいかないまでも、ナノチップ

による疑似２次元空間により、巨大環状 DNA１分子を

輪としてリアルタイムに観察することが可能となった。

今後は、リアルタイムに巨大環状 DNA1 分子を観察する

当該技術を用いて、環状 DNA における生体高分子のイ

ベントの解明や巨大環状ポリマーとして高分子物理学

における理論との整合性など、当該新規手法による新た

な知見の取得と蓄積へ発展させて行きたい。 
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