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１．概要（Summary） 

本研究では、ガラス板に金薄膜を蒸着し、これにチオ

ール基で修飾された DNA（捕捉プローブ）を固定し（セン

サ基板と称する）、センサ基板に多種多様な DNA を含む

サンプルを添加し、捕捉プローブと相補的な塩基配列の

DNA を持つ細菌を特異的に検出する技術を開発した。

作製したセンサチップは特異的にターゲット DNA を捕捉

したので、特異的にターゲット DNA を定量することに成

功した。検出可能レンジは 1nM～1000nM であった。 
２．実験（Experimental） 
【利用した主な装置】 

細菌センサーを開発するために、その心臓部となる

DNA を固定するための金基板を、EB 加熱・抵抗加熱蒸

着装置(菅製作所: AV096-000)を用いて作製した。 
【実験方法】 

上述の方法で作製した金蒸着ガラス板をピランハ溶液

で洗浄した。金薄膜上に、チオール基を修飾したDNAを、

TCEP でチオール基を脱保護することで固定し、センサ

基板を作製した。サンプル液（4μL）を緩衝液（16μL）に
添加し、撹拌し、センサ基板上に滴下した。30 分待った

後、緩衝液で洗浄した。次に、ビオチンを修飾したターゲ

ット DNA に相補的な塩基配列を持つ DNA（二次 DNA
と称す）をセンサ基板上に滴下し、30 分待った後、緩衝

液で洗浄した。続いて、Horseradish peroxidase（HRP、
西洋ワサビペルオキシダーゼ）修飾ストレプトアビジンをセ

ンサ基板上に滴下し、20 分待った後、緩衝液で洗浄した。

ストレプトアビジンはビオチンと強固に結合するので、この

方法で二次 DNA に HRP を修飾することができる。最後

に酵素 HRP の基質である o-phenylenediamine 
dihydrochloride（OPD）を滴下し、溶液の色を確認する

ことでサンプル中のターゲット DNA を目視で検出した。タ

ーゲット DNA の濃度を定量する場合は、カルボキシ基が

修飾された 96 ウェルマイクロプレート（スミトモベークライト 
ELISA 用プレート(カルボプレート)MS-8796F）を用い、

アミノ基を修飾した DNA を固定し、これ以降は上記と同じ

プロトコルで溶液を発色させ、マイクロプレートリーダーで

吸光度を測定した。 
３．結果と考察（Results and Discussion） 
ターゲット DNA 濃度が異なるサンプルを用意し検量線

を作成した。吸光度は 1pmol/mL から増大し始め、

1000pmol/mLで最大となり、これ以上の DNA 濃度では

増大しなかった。このように、特異的にターゲット DNA を

定量することに成功した。 
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